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RESUMO

Microalgas possuem importancia na indastria farmacéutica, alimenticia e cosmética.
A doenga trombotica é considerada como uma das principais causas de morte em todo o
mundo e sua terapia faz uso de enzimas geralmente caras e de baixa especificidade. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a producéo de enzimas fibrinoliticas a partir da microalga
Scenedesmus sp. cultivada em meio suplementado com milhocina. A microalga foi cultivada
nas condi¢Oes autotrofica e mixotréfica e testou-se a atividade fibrinolitica com o extrato da
biomassa obtida de ambas as condicdes. A condicao livre de milhocina apresentou 311 U/mL
de enzimas fibrinoliticas. A biomassa enriquecida com milhocina apresentou 338 U/mL de
enzimas fibrinoliticas. A condicdo mixotrdfica, se mostrou mais viavel para a producdo de
enzimas fibrinoliticas.
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INTRODUCAO

As microalgas sdo utilizadas amplamente na alimentacdo animal, na extracdo de
substancias de importancia farmacéutica, alimenticia, cosmética e industrial, além de servir
como indicadores bioldgicos (Lourenco, 2006).

As proteinas possuem diversas fungbes, sejam estruturais, transportadoras,
reguladoras, enzimaticas, dentre outras. Proteinas com funcdes enzimaticas sdo denominadas
proteases (Nelson, 2004). As proteases podem ser oriundas de fontes vegetais, animais e de
micro-organismos (NEVES, 2006). Proteases sdo utilizadas em diversas atividades
industriais, tais como no processamento de alimentos, bebidas, formulacdo de detergentes,
processamento do couro e de peles, no amaciamento de carne e formulacdo de medicamentos,
entre outras. O uso dessas enzimas corresponde a 40% do mercado mundial de
biocatalisadores, avaliado em um bilhdo de ddélares (NEVES, 2006).
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Na literatura ha relatos da obtencdo de proteases com atividade fibrinolitica a
partir de fungos e microalgas (In&cio et al, 2013; Nascimento, 2014; Silva, 2013).

A milhocina é um subproduto da maceracdo do milho, contém grande quantidade de
nitrogénio, aminoacidos, dentre outros nutrientes. Estudos estdo sendo feitos para adicioné-la
a processos fermentativos, como fonte de nutrientes para 0s micro-organismos (Zanotto,
2011). A milhocina vem sendo usada como substrato para producdo de enzimas fibrinoliticas
a partir de outros micro-organismos como bactérias e fungos (Nascimento, 2015).

O trombo ou coagulo forma-se quando as células sanguineas sao aprisionadas em uma
proteina de matriz de fibrina. Uma enzima pode atuar na dissolu¢cdo de coagulos. Este
processo é conhecido como trombolise ou fibrindlise. Na circulagdo sanguinea dos
mamiferos, a enzima responsavel por este processo é a plasmina, uma protease presente no
soro do tipo tripsina (Hernandez et al., 2005).

E bem conhecido que a doenca trombdtica é considerada como uma das principais
causas de morte em todo 0 mundo. Para combater as falhas homeostaticas e assim a formacao
do coagulo, faz-se necessario o uso de agentes tromboliticos. A terapia trombolitica ainda é a
melhor maneira de conseguir reduzir essa doenca (Venkatanagaraju et al., 2014).

Portanto, a busca por agentes tromboliticos seguros, mais baratos e de fontes
renovaveis tem ganho bastante destaque. A base do tratamento fibrinolitico faz uso de uma
gama de enzimas fibrinoliticas ativadoras de plasminogénio e uroquinase, entretanto essas
enzimas sao caras e possuem baixa especificidade para fibrina, além de causar efeitos
indesejaveis como hemorragia gastrointestinal e reagdes alérgicas (Simkhada, 2010; Hua et al,
2008; Venkatanagaraju et al., 2014).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a producdo de enzimas fibrinoliticas
a partir da microalga Scenedesmus sp. cultivada em meio suplementado com milhocina.

MATERIAIS E METODOS

Isolamento da microalga: O isolamento da microalga foi realizado utilizando-se o método
de plagueamento, proposto por Kugrens et al. (2000). Os micro-organismos que apresentaram
crescimentos diferenciados foram transferidos para novas placas de Petri contendo meio BG-
11 liquido e foram feitas tentativas para retirar uma “unidade algal”, representada por uma
célula, uma col6nia ou um filamento. Repicagens sucessivas foram feitas com alca de platina
esterilizada para novas placas, com o proposito de obter culturas unialgais. Foram
feitas repicagens sucessivas para a obtencédo de isolados.

Cultivo de Scenedesmus sp.: O meio padréo utilizado foi BG-11 (Stanier et al., 1971).
Condicdes de cultivo: Inicialmente a microalga foi cultivada em frascos de Erlenmeyer de
1000 mL, contendo 400 mL do meio de cultivo, aerado com uma bomba de ar, a temperatura
de 30 °C e iluminancia de 42 pmol foétons m-2 s-1. As células foram recolhidas por
centrifugacdo na final da fase exponencial, com uma concentracdo celular inicial de 50 mg L-
1 (Pelizer et al., 2003), nas mesmas condicdes descritas acima. Ar filtrado em membrana 0,22
pum foi adicionado durante o crescimento celular para homogeneizacéo celular e fornecimento
de COz providos do ar atmosférico. No cultivo mixotréfico foram adicionados ao meio de
cultura padrdo milhocina previamente tratada, para potencializar a producdo de enzimas
fibrinoliticas baseados de acordo com Mahboob et al., (2012)..0 tratamento da milhocina
segue a metodologia descrita por Liggett e Koffler (1998).

Determinacdo da concentracdo celular: A concentragcdo celular foi determinada por
turbidimetria a 665nm (Chen et al.,2013).

Extracdo da enzima fibrinolitica por homogenizacdo: Foi utilizado a metodologia de
Matsubara et al (2000), que consiste na homogeneizacdo da biomassa microalgal,
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liofilizada,utilizando tampéao fosfato (PB), pH 7.0 a 0.1 M durante 30 minutos e
temperatura ambiente. Em seguida o homogeneizado é centrifugado a 15.000 rpm por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para a avaliacdo da atividade fibrinolitica;
Determinacdo da atividade fibrinolitica: A atividade fibrinolitica foi avaliada de acordo
com a metodologia de espectofotometria, descrita por Wang,(2011). A atividade fibrinolitica
foi avaliada de acordo com a metodologia da placa de fibrina, descrita por Astrup e Mullertz
(1952), modificada. As modificagdes consistem na utilizacdo de: 0,45% de fibrinogénio, 2%
de agarose e 200 pL de CaCl..

RESULTADOS E DISCUSSAO

A condicdo autotrofica apresentou 311 U/mL de enzimas fibrinoliticas e a biomassa
enriquecida com milhocina apresentou 338 U/mL de enzimas fibrinoliticas.

Vijayaraghavan e Vincent, (2015), ao avaliarem a producdo de enzimas fibrinoliticas a
partir de Shewanella sp. fermentada em diferentes substratos encontraram 453 U/mL de
enzimas com o fermentado em esterco de vaca, 48 U/mL em casca de banana, 312 U/mL em
casca de grama verde, 170 U/mL em farelo de arroz, 221 U/mL em farelo de trigo.

A producdo de enzimas obtidas em nosso trabalho foi proximo ao valor maximo obtido
por Vijayaraghavan e Vincent, (2015) e superior em relacdo aos demais substratos testados
pelo mesmo. O substrato milhocina mostrou-se eficaz para producdo de enzimas fibrinoliticas
utilizando a microalga Scenedesmus sp.

A condigdo autotrofica apresentou valores de atividades enzimaticas semelhantes
quando comparadas aos cultivos mixotréficos. Acredita-se que a producdo elevada de
protease da Scenedesmus sp. nas condi¢Oes autotrdficas se deve a adaptacdo ao local de onde
foi isolada, na qual é rica em compostos organicos. Mahajan (2012), relata que o ambiente
marinho fornece micro-organismos e condi¢des que auxiliam na producdo de metabdlitos ndo
encontradas no ambiente terrestre ou in vitro.

Os halos encontrados pelos extratos foram de 69 mm? para o cultivo livre de
milhocina e 82 mm2 para o cultivo fermentado com milhocina. Resultado superior aos
encontrados para a espécie de alga Codium fragile, que apresentou 79 mm? e inferior a
espécie Codium intricatum, macroalga, que apresentou 346 mm?2 (Matsubara, 1998).

As microalgas apresentam vantagens na producdo de compostos, em relagdo as
plantas, visto que apresentam uniformidade do organismo, além de requerer menor
investimento monetario para sua producdo, utilizacdo de solos destinados a agropecuaria ou
outras culturas, embora crescam em meio aquoso, consomem menos agua do que plantas
terrestres e a agua residual pode ser reutilizada no processo, reduzindo o consumo global de
agua doce, 0s nutrientes para seu cultivo podem ser obtidos a partir de aguas residuais e
residuos agroindustriais, podem ser cultivados o ano inteiro, independente de safra, podem ser
cultivadas em fotobiorreator compacto, reduzindo as areas de cultivos e também participar da
captura do diéxido de carbono proveniente de uma fonte poluidora (Lemos, 2012; Hakalin
2014).

CONCLUSOES

A concentracdo de 0,25% de milhocina proporcionou um crescimento celular
significativo e producdo de 338 U/mL de enzimas fibrinoliticas. Embora a condicdo
autotrofica tenha apresentado valores relevantes, acredita-se que seja apenas momentaneo,
frente a adaptacdo do meio onde a cepa foi coletada. A condicdo mixotréfica, enriquecida
com milhocina se mostrou a mais viavel para producdo de enzimas fibrinoliticas, sendo
necessaria a continuidade dos experimentos, a fim de purificar e caracterizar a enzima.
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