








–



Bold’s 

™ Fast 

β.



Sepharose™ Fast Flow column. The predominant 

predominance of β



—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—



—

—

—

—

Sepharose™ 

—

—



—

—

—

—

—

—

—

—

—



Bold’s





EDTA•2H

μL

μm



1 REFERENCIAL TEÓRICO............................................................................. 15

1.1 Algas: aspectos gerais........................................................................................ 15

1.2 Microalgas........................................................................................................... 16

1.3 Cultivo das microalgas em fotobiorreatores.................................................... 18

1.4 Aplicações biotecnológicas das microalgas...................................................... 22

1.5 Microalgas como fonte para prospecção de biomoléculas.............................. 26

1.5.1 Proteínas de microalgas ..................................................................................... 27

1.6 Proteases: consideração gerais e presença nas microalgas............................. 28

1.7 Microalgas do gênero Chlorococcum................................................................ 31

1.7.1 Chlorococcum infusionum................................................................................. 32

2 OBJETIVOS ...................................................................................................... 34

2.1 Objetivo Geral.................................................................................................... 34

2.2 Objetivos Específicos......................................................................................... 34

3 MATERIAIS E MÉTODOS.............................................................................. 35

3.1 Materiais............................................................................................................. 35

3.1.1 Material Biológico.............................................................................................. 35

3.1.2 Reagentes Químicos............................................................................................ 35

3.2 Métodos............................................................................................................... 35

3.2.1 Cultivo da microalga C. infusionum em fotobiorreator fechado...................... 35

3.2.2 Determinação da curva de crescimento das microalgas.................................... 36

3.2.3 Determinação da clorofila a............................................................................... 37

3.2.4 Coleta e processamento da biomassa microalgal............................................... 38

3.2.5 Análise elementar da biomassa microalgal........................................................ 39

3.2.6 Lise celular para obtenção do extrato bruto de C. infusionum......................... 42

3.2.7 Determinação de fenóis totais no EBCi............................................................. 42

3.2.8 Precipitação das proteínas do EBCi com sulfato de amônio............................. 42

3.2.9 Determinação do teor de proteínas solúveis do FPCi........................................ 43

3.2.10 Cromatografia de exclusão molecular da FPCi................................................. 43

3.2.11 Cromatografia de troca-iônica da FPCiE-P1 para o isolamento de proteases. 43

3.2.12 SDS-PAGE das frações proteicas de C. infusionum.......................................... 44

3.2.13 Determinação da atividade proteolítica total da FPCiT-P3............................... 44



3.2.14 Dicroísmo circular e termoestabilidade da FPCiT-P3....................................... 45

3.2.15 Caracterização da atividade proteolítica da FPCiT-P3...................................... 46

3.2.16 Análises estatísticas............................................................................................. 47

4 RESULTADOS .................................................................................................. 48

4.1 Cultivo de C. infusionum em fotobiorreator de placa planar........................ 48

4.2 Caracterização da biomassa microalgal........................................................... 51

4.3 Determinação de fenóis totais........................................................................... 53

4.4 Extração de proteínas solúveis do extrato bruto de C. infusionum............... 53

4.5 Obtenção das proteases de C. infusionum........................................................ 54

4.6 Atividade proteolítica de FPCiT-P3.................................................................. 57

4.7 Caracterização da Atividade Proteolítica de FPCiT-P3................................. 59

4.7.1 Efeito de Inibidores............................................................................................. 59

4.7.2 Determinação do pH e da temperatura ótimos de FPCiT-P3............................ 60

4.7.3 Estabilidade de FPCiT-P3 em função do pH e temperatura............................. 62

4.7.4 Análise de dicroísmo circular............................................................................. 64

5 CONCLUSÃO.................................................................................................... 67

REFERÊNCIAS ................................................................................................ 68

APÊNDICE A – COMPOSIÇÃO DO MEIO DE CULTURA BBM............. 85

ANEXO A – COMPOSIÇÃO VITAMÍNICA DO MEIO BBM..................... 86



O termo “alga” não possui valor taxonômico, uma vez que designa organismos 



2 μm de diâmetro, os fitoplânctons, até 30 















Unidos (FDA) aprovou espécies de microalgas alimentares como “

” (GRAS) (OLIVEIRA; BRAGOTTO, 2022), que as ro



indústria, como o de biocombustíveis. Elas compõem a chamada “3ª geração de 

biocombustíveis” (MARTÍN; GROSSMANN, 2012), um tipo de combustível cuja matéria

Paris, que visa “manter a temperatura média global bem abaixo de 2 

industriais” (SOVACOOL 



“reciclados”



, 2020) e β
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Bold’s Basal Medium 

e aeração estéril constante (mantida por aerador elétrico e filtros de 0,25 μm). Após esse 





𝑉݁݉ݑ݈݋ ܽ݁ݎ ݁݀ܽ݀݅݀݊ݑ݂݋ݎ݌

݊º ݀݁ ௖é௟௨௟௔௦௠௅ = ௡º ௧௢௧௔௟ ௗ௘ ௖é௟௨௟௔௦௡º ௧௢௧௔௟ ௗ௘ ௤௨௔ௗ௥௔௡௧௘௦ ௖௢௡௧௔ௗ௢௦ × × ݋çã݅ݑ݈݅݀ 104

(௠௚௠௅) ܽ ݈݂ܽ݅݋ݎ݋݈ܥ = (664ݏܾܣ)11,85 − (647ݏܾܣ)1,54 − (630ݏܾܣ)0,08
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%ܷ =  ௏1−௏0௏2−௏0 × 100

ܥ% =  ௏1−௏0௏2−௏0 × 100



%NT = (௏௢௟௨௠௘ ௗ௘ ௔௠௢௦௧௥௔−௩௢௟௨௠௘ ௗ௢ ௕௥௔௡௖௢)×0,01×0,04௉௘௦௢ ௗ௔ ௔௠௢௦௧௥௔ × 100

%PT = %NT × 6,25 



ܮ% = (௉௘௦௢ ௗ௢ ௕௔௟ã௢+௚௢௥ௗ௨௥௔)−(௉௘௦௢ ௗ௢ ௕௔௟ã௢ ௩௔௭௜௢)×100௉௘௦௢ ௗ௔ ௔௠௢௦௧௥௔

ݏ݋ݐܽݎ݀݅݋ܾݎܽܥ ݀ܽ ܣܯ − ܮ ܥ ܲܶ

− −
ܨ% = ி×100௉  





μL



HCl 62,5 mM pH 8,3 contendo SDS 1%, β

mercaptoetanol 0,1%, sacarose e azul de bromofenol 1%): 5 μL do tampão de amostra p/ 25 

μL. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 ºC por 2 min e centrifug

por 5 min à temperatura ambiente. Aplicar de 15 a 20 μL de amostra em cada poço do gel. 

μL μL 

μgP), μL μL

a 37 °C por 1 hora. A reação foi interrompida pela adição de 500 μL de TCA 20%. Para o 

10 min, 500 μL 500 μL



P3 (10 μg de 

815 da JASCO. Inicialmente foi utilizada uma alíquota de 100 μL de 

fração proteica (contendo aproximadamente 30 μg da fração FP
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As medidas foram realizadas utilizando alíquotas de 100 μL de solução proteica (contendo 30 μg de 

β. Sabe



Legenda: As medidas foram realizadas utilizando alíquotas de 100 μL de solução proteica (contendo 30 μg da 
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