PROTOCOLO DE EXTRACAO DE PROTEINAS DA
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Microalgas sao seres eucarioticos unicelulares e fontes de biomoléculas de
largo interesse biotecnoldgico, incluindo proteinas e peptideos. Os protocolos de
extracao de proteinas de microalgas sao heterogéneos e variam de acordo com o
tipo de amostras e a finalidade. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de
um protocolo de extracdao de proteinas da biomassa seca de Chlorella vulgaris. 4 g
de biomassa foram adicionados a 20 mL de agua ultrapura na proporcao 1:5 (m/v),
homogeneizados e submetida a trés ciclos de congelamento e descongelamento a
-20 °C seguido de 100 ciclos de ultrassonicacao (com duracao 10 segundos e
intervalos de 5 segundos cada) sob refrigeracao em ultrassonicador com amplitude
ajustada em 30%. A mistura foi colocada em tubo plastico de 50 mL com 10
pérolas de vidro e agitada vigorosamente em vértex por 30 minutos. Por fim, a
amostra foi centrifugada a 14000 rpm por 45 minutos a 5 2C e o sobrenadante foi
coletado e filtrado obtendo-se, assim, o extrato aquoso bruto total (EBt). O EBt foi
submetido a precipitacao por sulfato de amoénio para separacao das fracdes 40-60
e 60-80. As amostras foram submetidas a quantificacdo de proteinas pelo método
BCA (Acido Bicinconinico), para o qual foram preparadas em 3 diluicdes (1x, 5x e
10x diluidas), e analise eletroforética por SDS-PAGE sob condicao redutora.
Embora 10x diluido, o EBt apresentou alta absorbancia e concentracao muito
acima da faixa de sensibilidade do método BCA (200 - 1000 ug/mL), nao sendo
possivel quantificar a concentracao real de proteinas da amostra na diluicao
analisada. As fracdes F40-60 e F60-80 apresentaram ~1000 pg/mL e 516 ug/mL,
respectivamente. O EBt apresentou grupo de bandas proteicas com peso
molecular estimado variando entre 6,5 a >60 KDa. As fracdes proteicas
apresentaram bandas bem definidas com peso molecular variando de <6,5 Kda a
>60 KDa. O protocolo utilizado mostrou eficiéncia para extracdao de grande
guantidade de proteinas da biomassa de Chlorella vulgaris.
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