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RESUMO  

  

Microalgas são micro-organismos fotossintetizantes, podendo o crescimento destas ser 

estimulado quando cultivadas mixotroficamente. A adição de fontes de carbono orgânico no 

meio de cultura pode proporcionar altos valores de concentrações celulares. A biomassa das 

microalgas são reconhecidas por serem substâncias bioativas, sendo cada vez mais utilizados 

na Biotecnologia. Chlorella vulgaris é uma microalga com variedade de atividades 

biológicas, no entanto, poucos estudos relatam a aplicação de sua biomassa na produção da 

β-galactosidase. Esta enzima é de alto valor industrial utilizada na hidrólise da lactose 

presente no leite. Este trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento celular de Chlorella 

vulgaris em cultivos autotrófico e mixotrófico suplementados com glicose, lactose e 

galactose, bem como avaliar a produção de β-galactosidase pela biomassa. C. vulgaris foi 

cultivada autotroficamente e em três condições diferentes de cultivos mixotróficos com 

suplementação de 10g/L de lactose, 5g/L de galactose, ou 5g/L de glicose. No final do cultivo, 

a biomassa foi utilizada para a determinação da atividade β-galactosidase. Os resultados 

demostraram que o cultivo autotrófico apresentou uma concentração celular máxima de 800 

mg/L e o mixotrófico com glicose, um valor de 600 mg/L, sendo o maior valor dentre os 

cultivos mixotróficos avaliados. No entanto, a atividade da β-galactosidase de 0,050 U/mL  

foi maior na biomassa cultivada na presença de lactose, indicando ser indutor enzimático.    
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INTRODUÇÃO  

  Microalgas são reconhecidas por serem ricas em substâncias bioativas com aplicações 

nas indústrias farmacêutica, cosmética e alimentícia (PRADHAN et al., 2012). Dentre as 

microalgas, destaca-se a Chlorella vulgaris por ser facilmente cultivada e apresentar biomassa 

rica em vitaminas, polissacarídeos, proteínas, lipídeos e outras substâncias de interesse 

comercial (MOHAN et al., 2009). Adicionalmente, esses biocompostos podem apresentar 

atividades antioxidantes, antibacterianas, anti-inflamatórias e anti-câncer (PLAZA, et al., 

2012).  
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Poucos dados na literatura relatam sobre a produção enzimática a partir de microalgas. A β-

galactosidase é enzima de alto valor na indústria alimentícia por ser utilizada na hidrólise da 

lactose presente no leite aliviando os problemas associados com a intolerância à lactose (KIM 

& RAJAGOPAL, 2000). β-galactosidase encontra-se distribuída entre espécies animais, assim 

como em diversos micro-organismos, como bactérias, especialmente as ácido-láticas 

(AKOLKAR, SAJGURE & LELE, 2005).  

Para a viabilização comercial dos biocompostos provenientes de microalgas, o cultivo deve 

ser de baixo custo e proporcional alta concentração celular. Pesquisas têm sido realizadas 

utilizando diferentes fontes de carbono orgânico em cultivo mixotrófico. Miao et al (2016) 

relata que C. vulgaris cresce mixotroficamente em resíduo doméstico sintético, obtendo altas 

concentrações celulares. Abreu et al (2012) relata que soro de queijo é uma fonte promissora 

para cultivo mixtrofico de C. vulgaris. .  

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento celular e produção de β-

galactosidase em cultivos autotrófico e mixotrófico com glicose, lactose ou galactose da 

Chlorella vulgaris.  

  

  

MATERIAL E MÉTODOS  

 Cultivo da microalga  

      O cultivo de Chlorella vulgaris foi realizado com o meio de cultura padrão Bold´s Basal 

ou neste acrescentado dos carboidratos lactose (10 g/L), galactose (5 g/L) ou Glicose (5 g/L) 

em frascos de Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL do meio de cultura. Os cultivos, em 

duplicatas, foram realizados a 30°C, intensidade luminosa de 72 µmol fótons m-2 s-1 e aeração 

constante. No final dos cultivos, a biomassa foi centrifugada à 15000 rpm, durante 10 

minutos, à 4ºC e, em seguida, liofilizada.  

  

- Preparação dos extratos  

A biomassa seca de Chlorella vulgaris foi ressuspendida em tampão fosfato de 

sódio, 1M, pH 7, na concentração de 100 mg/mL. A suspensão foi sonicada, em banho de 

gelo, totalizando 20 pulsos de um minuto, tendo intervalo de um minuto entre cada pulso. Em 

seguida, a suspensão foi centrifugada a 8000 rpm, 4ºC por 10 minutos, e o sobrenadante, 

denominado de extrato celular foi utilizado para a realização do ensaio de atividade 

enzimática.  

  

- Determinação da concentração celular  

A concentração celular foi determinada espectrofotometricamente à 680 nm, 

utilizando uma curva de calibração cuja densidade óptica (DO) foi correlacionada com a 

massa seca.  

  

- Atividade enzimática  

O substrato utilizado foi o nitroferol- β -D-galactopiranosídeo (ONPG – Sigma Co, USA), 

dissolvido em 0,05 M de tampão fosfato de sódio pH 7.0. O ensaio de atividade enzimática foi 

realizado em placa de 96 poços, no qual 50 µL de substrato foi adicionado a 50 µL do extrato 

da microalga, sendo a placa incubada a 37ºC por 30 minutos. Após esse período, a reação foi 

interrompida através da adição de 100 µL de carbonato de sódio e lida por espectrofotometria 
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à 415 nm. Uma unidade foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 

µM de o-nitrofenol por minuto.  

  

  

RESULTADOS E DISCUSSÕES  

   Os resultados demonstraram que Chlorella vulgaris apresentou crescimento 

celular quando cultivada em meio de cultura padrão e suplementados com os carboidratos 

glicose, galactose e lactose (Gráfico 1).  

  

Gráfico 1. Concentração celular de Chlorella vulgaris em cultivos autotrófico ( ) e 

mixotrófico com glicose ( ), galactose (▲) e lactose (■).  

 

  

Pela análise do gráfico, observa-se que o cultivo autotrófico apresentou o maior crescimento 

celular, atingindo valores próximos a 800 mg/L, após 4 dias. Em relação aos cultivos 

mixotróficos, a adição de glicose proporcionou um maior crescimento celular, 

apresentandando valores de 600 mg/L em 10 dias. A adição de galactose ou lactose 

apresentou uma concentração celular de aproximadamente 400 mg/L em 3 dias.  

As atividades enzimáticas de β-galactosidase intracelular da C. vulgaris cultivada em 

diferentes carboidratos estão descritas na Tabela 1.  

  

Tabela 1. Concentração de atividade enzimática (U/mL) nos extratos de Chlorella 

vulgaris suplementados com diferentes açúcares.  

 Carboidratos   GLICOSE  GALACTOSE  LACTOSE  

Atividade enzimática  (U/mL)    0,044 ± 0,016a  0,043 ± 0,021a  0,052 ± 0,019b  

  

O extrato de C.vulgaris cutivado na presença de lactose apresentou maior atividade 

enzimática, de 0,050 ± 0,001 U/mL, quando comparado aos extratos de C.vulgaris cutivados 

na presença de glicose e galactose. Isso demonstra que a presença da lactose induz a C. 

vulgaris a produzir β-galactosidase.   
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As atividades β -galactosidase obtidas por C. vulgaris são menores que as atividades relatadas 

por Alazzeh et al., (2009) que, ao avaliarem a influência de carboidratos e proteínas na 

indução de alfa e β-galactosidase em Lactobacillus reuteri, obtiveram atividades de 30 U/mL  

com a lactose e de 20 U/mL com a galactose. β-galactosidase é uma enzima essencial ao 

funcionamento de bactérias ácido-láticas, como Lactobacillus reuteri, enquanto que a 

Chlorella vulgaris não necessita dessa enzima para o seu crescimento.   

Logo, os resultados encontrados demostram que novas fontes alternativas, e de baixo custo, 

podem ser utilizadas para produção β -galactosidase visando aplicações industriais.  

   

CONCLUSÕES  

 Chlorella vulgaris cresceu na presença das glicose, galactose e lactose, obtendo maiores 

valores de concentração celular na presença de glicose. Por outro lado, a biomassa cultivada 

na presença de lactose obteve a maior produção da β-galactosidase. No entanto, testes 

adicionais precisam ser realizados para comprovar a atividade da β-galactosidase produzida 

por Chlorella vulgaris.  
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