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Cultivo da microalga Galdieria sulphuraria utilizando como
fonte de carbono subprodutos da produc¢ao de etanol

Cultivation of the microalgae Galdieria sulphuraria using as
a carbon source byproducts of ethanol production

RESUMO

A microalga poli-extremdfila Galdieria sulphuraria pode ser encontrada em fontes termais
de 4cido sulfurico, é de grande interesse biotecnoldgico. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar o crescimento da microalga utilizando como fonte de carbono o bagaco de
cana-de-agucar ndo hidrolisado, o melhor 4cido para crescimento da G. sulphuraria e para
hidrolisar o bagaco, e comparar o crescimento utilizando como meio de cultivo melago sem
fonte de nitrogénio e com fontes de nitrogénio. Durante o estudo obteve-se como
resultados que o acido cloridrico apresentou melhor desempenho tanto no crescimento da
microalga como na hidrélise do bagaco de cana-de-agucar, e que o melago sem fonte de
nitrogénio apresentou melhor producdo de células. O presente estudo permite abertura
para estudos futuros sobre inibidores de fermentagdo formados através de hidrdlises acidas
e sobre o processo adaptativo da Galdieria sulphuraria.

PALAVRAS-CHAVE: Cultivo em melago. Bagago ndo hidrolisado. Galdieria sulfuraria. Bagago
de cana-de-agucar.

ABSTRACT

The polyd extremophilic microalgae Galdieria sulphuraria can be found in hot springs of
sulfuric acid, it’s of great biotechnological interest. The objective of the present study was
to evaluate the growth of microalgae using unhydrolyzed sugarcane bagasse as the carbon
source, the best acid for growth of G. sulphuraria and to hydrolyze the bagasse, and to

compare growth using cultivation molasses without nitrogen source and with nitrogen
sources. During the study it was obtained as results that the hydrochloric acid presented
better performance in the microalgae growth and sugarcane bagasse hydrolysis, and that
the molasses without nitrogen source presented better cell production. The present study
allows opening for future studies on fermentation inhibitors formed by acid hydrolysis and
on the adaptive process of Galdieria sulfuraria.
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INTRODUGCAO

A Galdieria sulphuraria é um microrganismo pertencente ao grupo das
microalgas, que pode ser encontrada em fontes termais de acido sulfurico
(HIROOKA; MIYAGISHIMA, 2016). Como o Brasil € o maior produtor de cana de
acucar do mundo, o qual é encaminhado para producdo de etanol e alimentos. O
bagaco gerado vem sendo utilizado para producdo de energia (MARINHO et al.,
[s.d.]).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o crescimento da microalga
Galdieria sulphuraria utilizando como fonte de carbono o bagaco de cana-de-
aclcar ndo hidrolisado, o melhor acido para crescimento e para hidrolisar o
bagaco, e comparar o crescimento utilizando como meio de cultivo melago sem
fonte de nitrogénio e com fontes de nitrogénio.

METODOLOGIA

MANUTENCAO DO CULTIVO MAE

Para o preparo do meio de cultivo mae foi preparado uma solu¢gdo um com
volume de 300 mL de melago 1% em um erlenmeyer, com o ajuste de pHiguala 3
realizado pela adi¢cdo do acido fosforico. Em seguida o erlenmeyer foi vedado com
papel aluminio e preparado um tampao de algodado com gaze que fora autoclavado
(sob a temperatura de 121 2C e a pressdo constante de 1 atm por 15 min) dentro
de um béquer vedado por papel kraft, o material junto com ponteiras de 5 mL e de
200 ulL para esterilizar e eliminar qualquer outra espécie de microrganismo

Apds autoclavado, o microrganismo foi inoculado dentro do fluxo laminar foi
inoculado a partir de um meio de cultivo padrao do laboratério um volume de 20%
de G. sulphuraria em relagdo ao meio preparado.

DETERMINACAO DO MELHOR ACIDO

O meio de cultivo utilizado para Galdieria sulphuraria é o meio Allen medium
(Tabela 1), as quantidades dos sais para o preparo deste meio sdo encontradas
para o preparo de um litro, porém foi preparado para cada etapa uma quantia de
100 mL em erlenmeyer.

Tabela 1 — Composi¢do do meio Allen medium

Reagente Quantidade

(NH4)2S04 9,99 x 103 mol/L
KH2POa4 1,98 x 103 mol/L
MgS04.7H,0 1,01 x 10° mol/L
CaCl.2H.0 5,03 x 10“* mol/L
FeS04.7H,0 3,96 x 10° mol/L

Solu¢do micronutrientes Allen 1x103L

Fonte: Allen medium (s.d.).
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Durante o preparo dos meios foram pesados os sais listados (Tabela 1) em seis
erlenmeyers e adicionado 100 mL de dgua destilada em cada. Em seguida a cada
dois erlenmeyer foi acidificado o meio até o pH de 2,55 utilizando um pHmetro
para monitoramento, utilizando o acido cloridrico, acido fosférico e dcido sulfurico,
e utilizando a mesma quantia de erlenmeyer foi pesado 5g do bagaco de cana, e
em seguida autoclavado. Posteriormente foi vertido os meios cada qual para um
erlenmeyer com bagaco, e adicionado 20 mL do inoculo mae em cada erlenmeyer
de bagaco. E em seguida foi retirado uma amostra de 200 ulL para realizar
contagem pela Camara de Neubauer, considera-se o dia em que o microrganismo
é inoculado como dia zero, repetir a contagem a cada 24 h durante treze dias.

Os erlenmeyers foram levados ao shaker em uma temperatura de 45 °Ca 115
rpm. Foi determinado o melhor acido apds treze dias pela contagem na Camara de
Neubauer, em seguida tracado um grafico (NUmero de células x Dias) para cada
acido, e determinado o melhor acido a ser utilizado. E foi realizado uma analise de
aclcares totais nos trés erlenmeyers onde nao fora adicionado indculo, através do
método fenol-sulfurico.

A. METODO FENOL-SULFURICO

Primeiramente, apds sete dias fora retirado uma amostra de 2 mL de cada
erlenmeyer que ndo continha microalga e armazenado em um eppendorf, em
seguida centrifugado por dez minutos a 17000 rpm.

Posteriormente, foi preparado uma curva padrdo de glicose 100 mg/L com
algumas diluicdes, foi realizado a leitura no espectrofotdmetro na faixa de 595 nm
para determinar a concentracdo dos aclcares totais em cada amostra. Em um
volume de 0,5 mL das trés amostras diluidas na proporg¢éo de 1/10 foi adicionado
0,5 mL acido fénico e 2,5 mL de H,SO,4, em seguida realizada a leitura.

CULTIVO DA MICROALGA EM MELACO DETERMINACAO DA INFLUENCIA DO
NITROGENIO

Foi preparado uma solugdo com volume de 100 mL de melago 1% em trés
erlenmeyers de 250 mL com pH ajustado em 3 através do acido fosférico, em que
foi testado a influéncia da presenca e auséncia de uma fonte inorganica de
nitrogénio, através da relagdo C/N igual a 30 tendo como fontes o nitrato de sddio
e sulfato de amoénio. Como parametro para determinar esta influéncia foi utilizado
o0 método de contagem de células pela Camara de Neubauer (conforme descrito
do item 2) em relacdo ao dia inicial e final.

RESULTADOS E DISCUSSAO

DETERMINACAO DO MELHOR ACIDO

Foram testados trés acidos diferentes para a hidrdlise e crescimento da
microalga Galdieria sulphuraria. Apds os treze dias do cultivo da microalga
montou-se uma curva de crescimento, conforme as figuras 2,3 e 4.
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Figura 2,3,4 Curva de crescimento G. sulphuraria em HCl, H3PO4 e H2SO4
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Fonte: Autoria prépria.

Notou-se que nos primeiros quatro dias no HCl, nos primeiros seis dias do
HsPO4 e nos primeiros cinco dias do H,SO4 houve uma redug¢do no nimero de
células o pode ser explicado como periodo de adaptac¢do e o tempo em dias que a
hidrdlise pode levar para comecar. Nota-se o inicio da adaptacdo entre os dias
quatro e seis. E com base nas curvas de crescimento é possivel constatar que o
melhor acido fora o acido cloridrico que teve o dia doze como o dia com maior
numero de células e no dia quatorze notou-se o inicio da fase de decaimento.

No sétimo dia foi retirado uma amostra dos meios que ndo continham o
inoculo para andlise de agucares totais, a figura 5 apresenta a curva padrdo da
glicose.

Figura 5 — Curva padrao da glicose
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Fonte: Autoria prépria.
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A partir da curva padrdo da glicose obteve-se a equagdo da reta, e por meio
desta calculou-se as concentragBes de aglcares nas amostras. Substituindo-se os
valores de absorbancia obtidos das amostras no y da equacdo o obteve-se as
concentracdes de aglcares totais, conforme a tabela abaixo:

Tabela 2 — Valores de absorbancia e concentragdo de agucares totais

Amostra Absorbancia (nm) Concentragido (mg/L)
HCI 0,2816 26,4220
H3PO4 0,2550 23,9816
H2S04 0,2511 23,6238

Fonte: Autoria prépria.

Conforme os valores de concentracdes obtidos, é possivel afirmar que o acido
cloridrico hidrolisou mais naturalmente o bagaco da cana-de-agucar apresentando
uma concentragdo maior de acglUcares totais e resultou na maior producdo de
células, e o 4cido que obteve menor desempenho pode-se afirmar que foi o acido
sulfirico o qual apresentou a menor concentragdo de agucares totais e um tempo
de vinte quatro horas a mais que o 4cido fosfdrico para terminar a fase exponencial
de crescimento.

CULTIVO EM MELACO DETERMINACAO DA INFLUENCIA DA FONTE DE
NITROGENIO

Com os valores obtidos pelo método de contagem inicial e final do
crescimento da Galdieria sulphuraria, determinou-se a produgdo (células/L) e
produtividade (células/L.dia) conforme a tabela 3.

Tabela 3 — Produgéo e produtividade

Amostra Inicial Final Producao
(células/L) (células/L) (células/L)

(NH4)2S04 7,00 x 10° 1,05 x 108 3,50 x 10°
NaNOs 6,90 x 10° 1,02 x 108 3,30x 10°
Sem nitrogénio 4,05 x 10° 1,01 x 108 6,05 x 10°

Fonte: Autoria prépria.

Com base nos valores de producdo e produtividade assumiu-se que a melhor
condicdo fora o melaco sem adicdo de nenhuma fonte de nitrogénio, porém
embora o nitrogénio ndo tenha se mostrado benéfico neste experimento, devido
a problemas técnicos que influenciaram a qualidade da cepa utilizada, o resultado
obtido pode ser discrepante de um resultado ideal, se fazendo necessario repetir
o experimento para uma andlise concreta.

CONCLUSAO

A Galdieria sulphuraria demostra uma grande versatilidade no estudo de
fontes de carbono, apresentando crescimentos em subprodutos da producdo de
etanol como bagaco de cana-de-agucar.
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Conforme os valores de concentragGes de aclcares totais obtidos para a
determinagdo do melhor acido, é possivel afirmar que o acido cloridrico ndo sé foi
o melhor para o crescimento da microalga como o também o melhor acido para
hidrolisar o bagaco da cana-de-agucar. Apesar do resultado obtido no crescimento
ter sido extremamente baixo, contudo o estudo da hidrélise do bagaco da cana-
de-aclcar no shaker permite a abertura de futuros estudos como a influéncia da
formacdo de hidroximetilfurfural e furfural que segundo a literatura sdo inibidores
de fermentacdo, e além da possibilidade de analisar mais o processo adaptativo da
microalga partindo de um cultivo no meio Allen inoculado a partir de um meio
com melago, para um novo meio Allen Medium inoculando a partir do dia onde a
microalga atinge seu ponto maximo de crescimento.

De acordo com os resultados obtidos do melago de cana-de-agucar sera
possivel realizar estudos de aplicagdes biotecnoldgicas visando a produc¢do de
biomassa.
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