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RESUMO

A Galdieria sulphuraria é uma microalga extremofila com caracteristicas Gnicas, com capacidade de
desenvolvimento em pH 0,5 - 4, temperaturas até 56° C, utilizando de metabolismo auto, mixo e
heterotréfico. Diferentemente das demais Cyanidiales, ela consegue se desenvolver em mais de 50 fontes
de carbono. Visando analisar e comparar o crescimento de biomassa em diferentes fontes de carbono, foram
preparados dois meios sintéticos iguais, um com adicéo de glicose e outro com adi¢éo de amido de milho.
Foi realizada contagem periddica de células, em cAdmara de Neubauer. Os dados demonstraram que o
crescimento da G. sulphuraria em fonte amilacea apresentou um ciclo de vida mais prolongado, mas
resultando na producdo de 7x mais biomassa quando comparada a glicose. Considerando esse resultado,
meios enriquecidos de amido e/ou residuos amilaceos podem ser promissores para o uso comercial em larga
escala, podendo-se agregar um valor comercial maior a subprodutos das industrias e diminuindo o capital
gasto em pesquisas com fontes de carbono complexas.
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ABSTRACT

Galdieria sulphuraria is an extremophile microalgae with unique characteristics, such as the ability to
develop at pH 0.5-4, temperature up to 56° C, using autotrophic, mixed and heterotrophic metabolism.
Unlike other Cyanidiales, it manages to develop on more than 50 carbon sources. In order to analyze and
compare the biomass growth in different carbon sources, two equal synthetic media were prepared, one
with addition of glucose and the other with addition of corn starch. Periodic cell counting was performed
in a Neubauer chamber. The data showed that the growth of G. sulphuraria in a starch source presented a
longer life cycle, but ended up producing 7x more biomass when compared to glucose. Considering this
result, media enriched with starch and/or starch residues may be promising for large-scale commercial use
eing able to add a greater commercial value to by-products of industries and reducing the capital spent on
research with complex carbon sources.

Keywords: Microbiology, starch, glucose.

* Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, Universidade Tecnologica Federal do Parana, Ponta Grossa, Parand, Brasil;
hamaguti2@gmail.com

T Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Ponta Grossa; eduardosydney@utfpr.edu.br

 Univesidade Federal Parang, Curitiba, Parang, Brasil; @brvbarretti@gmail.com




XI Semindrio de Extensdo e Inovagcdo
XXVI Semindrio de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica PR
08 a 12 de Novembro - Guarapuava/PR

SEI-SICITE 2021 CAMPUS GUARAPUAVA
Pesquisa e Extensdo para um
mundo em fransformacao

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos muito interesse tem sido focado no potencial biotecnoldgico das microalgas,
principalmente devido & identificagdo de diversas substancias sintetizadas por este tipo de microrganismo, a
imensa biodiversidade faz com que haja diversos tipos de microalgas com diferentes composicdes de biomassa
e compostos bioativos, com o auxilio do melhoramento genético e o estabelecimento de novas tecnologias para
producdo em grande escala, o cultivo de microalgas vem tendo grande potencial de expans@o no mercado atual.
(DERNER, 2006).

A Galdieria sulphuraria, pertencente & familia das Cyanidiales, um grupo de algas vermelhas
(Rhodophyta), foi a microalga escolhida para esse estudo. Acredita-se que ha muito a ser estudado acerca dessa
microalga por suas carateristicas Unicas extremdfilas, podendo ser capaz de se desenvolver em pH 0,5~4 e
temperaturas até 56 °C, utilizando metabolismo autotréfico, mixotréfico e heterotréfico. Diferente das demais
Cyanidiales, a G. sulphuraria cresce em mais de 50 fontes de carbono, e se desenvolve em diferentes tipos de
ambientes, como em pantanos e locais aridos. (YOON; HACKETT; BHATTACHARYA, 2002).

Os carboidratos sdo as macromoléculas mais abundantes na natureza, e desde o século XlI sdo estudadas
por alquimistas, durante esse tempo acreditava-se que essas moléculas tinham como fungao apenas dar energia
ao organismo humano (Fani, 2021) os carboidratos sdo fontes de carbono e comumente utilizadas por varios
microrganismos como fonte de energia para sua sobrevivéncia e multiplicacéo, neste estudo focamos em duas
fontes de carbono, a glicose e 0 amido de milho.

A glicose é a principal fonte de carboidratos utilizadas pelas células e tem como funcéo principal ser fonte
de energia para 0s seres vivos, € um monossacarideo simples C¢H120¢ € sdo encontradas em formacdes de
carboidratos como: dissacarideos e polissacarideos (Fani, 2021). O amido é um polissacarideo (CsH1206)n
muito encontrado em tubérculos e cereais, sdo formados por unidades de glicose unidas, essa polimerizagdo
da glicose resulta em dois tipos de moléculas, a amilose e a amilopectina. A amilose é um polimero linear e a
amilopectina um polimero ramificado, a juncdo dessas moléculas forma uma estrutura complexa de dificil
absorcdo (CARGILL, 2015), para ser absorvida, necessita-se de um rompimento por hidroélise, fisico-quimica
ou enzimatica, para a obtencdo da glicose, para assim ser absorvida por organismos vivos. (TORRES;
LEONEL; MISCHAN, 2012)

As caracteristicas Unicas da microalga Galdieria sulphuraria como a capacidade de desenvolvimento em
pH 0,5 - 4, temperaturas até 56° C, utilizando de metabolismo auto, mixo e heterotrofico faz com que seu
potencial biotecnoldgico industrial seja enorme, seu crescimento em condi¢Bes extremdfilas e por seu
comportamento de crescimento em escala (ZIMERMANN, 2019) se tornam atrativos para a industria
biotecnoldgica. Embora tenham poucos estudos acerca da G. sulphuraria sua capacidade de inovagédo dentro
do mercado biotecnoldgico é enorme, suas caracteristicas podem ser de grande valia para o setor.

A utilizacdo de microalgas na industria se deve principalmente aos bioprodutos obtidos a partir do
crescimento desses microrganismos. Bioprodutos sdo produtos de origem bioldgica, podendo ser matérias
primas ou processos de conversdo por mecanismo biol6gico (derivados de animais, plantas ou
microrganismos) frequentemente sdo usados como biomateriais, biocombustiveis ou compostos
quimicos/biologicos de interesse comercial (KANBE, 2020).

O valor comercial nos bioprodutos traz grandes esperancas para 0 mercado biotecnoldgico, com o alto
valor agregado aos bioprodutos derivados de microalgas, viabilizando assim o comercio em grande escala,
podendo competir diretamente com grandes empresas do setor quimico. Ao longo de todo o processo as
microalgas podem gerar bioprodutos como: acidos graxos, carotenoides, proteinas, aminoacidos e carboidratos
de interesse, além da prépria biomassa (GERAQUE, 2019).
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Neste estudo conferimos a capacidade de crescimento da microalga G. sulphuraria em duas fontes de
carbono distintas, analisando e comparando seu comportamento durante todo seu ciclo de vida. A G.
sulphuraria teria uma melhor producdo de biomassa em fontes de carbono simples ou complexos?

2 METODOLOGIA

O estudo foi feito com dois meios de cultura, cada um com uma fonte de carbono diferente para o
crescimento de microalga extremdfila, para avaliar e comparar a cinética de crescimento, um meio foi
produzido contendo adi¢do de amido de milho (meio A) e outro com adicdo de glicose (meio B) a formulagéo
de ambos é descrita na Tabela 1, os meios de cultura preparados foram meios sintéticos que buscavam extrair
a maior efetividade da microalga G. Sulphuraria.

O inoculo utilizado para a realizagéo dos estudos foi a microalga G. sulfuraria (SAG107.79), adquirida da
Colecéo de Culturas de Algas da Universidade de Gottingen (SAG).

Tabela 1: Formulagéo dos meios sintéticos com adicdo das fontes de carbono

Meio A Meio B
Reagente Férmula Concentragéo Concentragéo
Sulfato de Amoénio NH4SO4 1,32 g/L 1,32 g/L
Fosfato Monobasico KH,PO4 0,27 g/L 0,27 g/L
de potassio
Sulfato de Magnésio MgSQ..7H20 0,25 g/L 0,25 g/L
Cloreto de Célcio CaCl.2H,0 0,074 g/L 0,074 g/L
Amido de milho (CsH1206)n 25 g/L ---
Glicose CeH 1206 25 g/L

Fonte: Autoria prépria (2021)

Os reagentes utilizados nos meios foram pesados em balanga analitica eletrdnica para a maior preciséo,
foram preparados dois Erlenmeyer de 500ml, cada um com 300ml de meio de cultivo, com uma fonte de
carbono. O meio com amido foi pré aquecido para ocorrer a gelatinizacdo homogénea do amido, esse processo
é necessario para que o meio fiqgue homogéneo por inteiro e ndo ocorra a formacéo de grumos apos a autoclave.

Os meios foram autoclavados a 121°C por 15 minutos, resfriados naturalmente. A inoculagéo foi realizada
em fluxo laminar utilizando o bico de Bunsen. Todos os materiais utilizados também foram autoclavados, para
ndo haver contaminacdo. Um indculo inicial 1 milhdo de células proveniente de um cultivo autotrofico foi
utilizado para 300mL de meio sintético base com 50g/L de amido de milho, como descrito nas Tabelas 1 e 2.
Ap0s os meios serem inoculados, os meios foram fechados com papel Kraft, para que ndo houvesse contato
com a luz, evitando o cultivo autotréfico.

Os meios j& fechados sem entrada de luz foram armazenados em estufa incubadora BOD, sob a temperatura
de 45 °C, aliquotas foram coletadas trés vezes por semana (segunda, quarta e sexta), estas foram analisadas
em cadmara (cdmara de Neubauer) para contagem de células.

A contagem na cdmara foi feita nos quadrantes maiores, em contagem diagonal (comegando pelo quadrante
superior esquerdo e terminando no quadrante inferior direito), apos isso, foi feita a média aritmética simples
entre todos os quadrantes, para obtencdo do nimero de células da aliquota do dia.
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Com o nimero de células médio por quadrante ja obtido, foi feito o calculo para nimero de células por ml,
como mostrado na Eq. (1).

Cml = va @
Onde;
Cml corresponde ao nimero de células por ml.
Cq corresponde a média de células por quadrante na camara de Neubauer
Vq corresponde ao volume de cada quadrante na cAmara de Neubauer

Os dados foram coletados ao longo de 26 dias.
3 RESULTADOS E DISCUSSOES
Foi acompanhado o ciclo de vida da microalga G. sulphuraria em dois meios sintéticos iguais, com adigdo

de fontes de carbonos diferentes em mesma quantidade (25 g/L de amido de milho e 25 g/L de glicose) visando
analisar e comparar em qual meio haveria maior crescimento da microalga.

Foi possivel perceber que no meio sintético com amido de milho o crescimento de biomassa foi
consideravelmente maior, a microalga G. sulphuraria cresceu quase sete vezes mais que em comparagao com
0 meio sintético com adicdo de glicose, como visto na Figura 5.

Figura 5. Gréfico do crescimento comparativo de biomassa da microalga Galdieria sulphuraria nos meios
sintéticos com adicéo de amido de milho e glicose, em células/ml.
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Fonte: Autoria prépria (2021)

O ciclo de vida da microalga G. sulphuraria foi maior no meio sintético com adi¢do de amido de milho.
Como neste meio a fonte de carbono era 0 amido, um polissacarideo com cadeia complexa, a microalga néo
consegue se alimentar diretamente do polissacarideo, ela necessita da disponibilidade da glicose
(monossacarideo), ou seja, possivelmente possa ter ocorrido uma hidrolise em decorréncia da presenca do
microrganismo, transformando a cadeia complexa de polissacarideos em pequenos monémeros de glicose,
tornando-o consumivel pela microalga. Essa possivel hidrolise feita pela G. sulphuraria pode ter feito com
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gue a fonte de carbono tenha sido disponibilizada aos poucos, consequentemente aumentando o tempo do seu
ciclo de vida.

Pela figura 5, vemos que o meio sintético com adi¢do de amido de milho teve uma quantidade de biomassa
quase sete vezes maior que o meio sintético com adicao de glicose, essa condi¢ao deve-se possivelmente pela
formulacdo quimica de cada fonte de carbono, a glicose (CsH1206 & um monossacarideo simples e sempre
biodisponivel, o amido de milho por se tratar de um polissacarideo (CsH120s), feito por inimeros mondémeros
de glicose, ndo tem a glicose biodisponivel, mas tem a presenca vérias glicoses, que se hidrolisadas podem ser
disponiveis para o consumo de microrganismos, assim tendo mais glicoses disponiveis para o crescimento do
microrganismo.

No meio sintético com adicdo de glicose, foi possivel observar que o ciclo de vida da microalga Galdieria
Sulphuraria foi menor, quando comparado ao cultivo com amido, com fase de crescimento mais escalar e
durou cerca de 18 dias. Seu crescimento maximo foi de 7,51.10° células/mL. O apice do crescimento foi no
11° dia e logo apo6s isso, houve uma queda consideravel, onde o nimero de células mortas é superior, curva
tipica de um crescimento microbiano. Uma das razdes para essa queda é a falta de algum nutriente essencial
para crescimento.

No meio sintético com adicdo de amido de milho, o ciclo de vida foi maior, durou em torno de 28 dias,
teve um crescimento mais exponencial e seu apice foi no 23° dia com cerca de 4,67.107 células/mL, com
decaimento sequencial. Essa queda também pode ser ocasionada pela falta de nutrientes essenciais, como
nitrogénio, fosfato e/ou outros micronutrientes.

Planejamentos ndo realizados devido a COVID-19: Foram feitos alguns testes durante o ano de 2021,
dois deles tiveram de ser interrompidos devido a bandeira vermelha em decorréncia do aumento de casos da
COVID-19, o que impossibilitou a ida ao campus para dar continuidade aos experimentos, interrompendo
assim a contagem de aliquotas e a cinética da microalga em si. Outras fontes de carbono iam ser testadas neste
mesmo experimento, para estudo comparativo.

4 CONCLUSAO

A G. sulphuraria, de carater extremdfila tem capacidade de se desenvolver em outras fontes de carbono
mais complexas. No teste comparativo entre os dois meios sintéticos comprovou-se que 0 meio que continha
amido de milho (polissacarideo) como fonte de carbono, foi mais efetivo, tendo um crescimento maior, com
um rendimento sete vezes maior que comparado com o0 meio que tinha glicose (monossacarideo) como fonte
de carbono. Pode-se concluir, que a complexidade da fonte de carbono retarda o inicio da fase de crescimento
de células e prolonga o tempo de cultivo, em razdo da maior quantidade de carbono presente.

Para o0 uso comercial, meios contendo amido ou residuos amilaceos podem ser promissores para cultivos
em larga escala com foco na producdo de biomassa. Além disso, sabe-se que a G. sulphuraria tem grande
potencial de gerar bioprodutos, impactando diretamente no mercado de produtos biodegradaveis e compostos
quimicos e bioldgicos, agregando valor aos seus derivados, podendo ter abordagens em biocombustiveis,
cosméticos, farmacos e produtos alimenticios.
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