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RESUMO 

ZORN, S. M. F. E. Liquens artificiais e a integração de produtos de alto valor 
agregado a uma biorrefinaria. 2022. 136p. Tese (Doutorado em Ciências) – 
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, 2022. 
 
Consórcios microbianos representam uma alternativa limpa à colheita de células, bem 
como à geração de bioprodutos de alto valor agregado. Neste sentido, o presente 
trabalho avaliou a formação de liquens artificiais por duas espécies de microalgas 
(Chlorella vulgaris BMAK 007 e Scenedesmus obliquus CCCMA-UFSCar604) e uma 
espécie de fungo filamentoso (Mucor circinelloides f. griseo-cyanus URM 4182). Na 
primeira etapa da pesquisa foram avaliadas quatro estratégias distintas de liquenização 
entre a espécie C. vulgaris, considerada microalga modelo, e o fungo filamentoso, em 
cocultivos efetuados em shaker orbital. A melhor condição resultou em um líquen artificial 
composto por 79% de biomassa da microalga e eficiência de recuperação de células de 
99,5%. Na segunda etapa da pesquisa, reaplicou-se a estratégia de melhores resultados 
para a espécie S. obliquus e o fungo filamentoso. Estudou-se o efeito da suplementação 
do meio de cultivo da microalga com melaço de cana-de-açúcar (MC) sobre o aumento 
da biomassa e de lipídios. Resultados de cultivos com meio suplementado por MC 
demonstraram que as biomassas da microalga e do respectivo consórcio microbiano 
duplicaram em comparação com os cultivos sem suplementação e o acúmulo de lipídios 
na biomassa aumentou em 1,5 vezes. Ademais, a eficiência de recuperação de células 
manteve-se em 99,7%, com contribuição de 80% de biomassa de algas na composição 
do líquen, conteúdo lipídico do consórcio alga:fungo igual a 38,2% em peso, e 
composição em ácidos graxos balanceada (52,7% de ácidos graxos saturados e 
monoinsaturados, 47,4% de ácidos graxos poli-insaturados). Na etapa final da pesquisa 
foram realizados cocultivos em mesa agitadora orbital, empregando maiores volumes de 
meio de cultivo, bem como, maior quantidade de células e de micélios fúngicos. Os 
experimentos de liquenização neste equipamento tiveram como principal objetivo, 
produzir maior quantidade de biomassa, possibilitando sua caracterização e utilização 
para a síntese de bioprodutos. As concentrações obtidas em biomassa seca de liquens 
foram em média 2,71 g/L, o dobro, em comparação à biomassa cultivada em shaker 
orbital (1,27 g/L). O conteúdo lipídico dos liquens formados foi de 32,0 ± 0,4%, e a 
contribuição média em biomassa de algas nos liquens foi de 61 ± 2,1%. A biomassa de 
liquens foi caracterizada em microscópio eletrônico de varredura (MEV) e espectroscopia 
na região de infravermelho por transformada de Fourier por refletância total atenuada 
(ATR-FTIR). A biomassa oleaginosa foi aplicada para as sínteses de biolubrificante e 
biodiesel: para o biolubrificante utilizou-se óleo fúsel simulado como receptor acila; para o 
biodiesel, etanol como solvente e reagente. Os respectivos resultados foram obtidos, em 
teores de ésteres: 96,8% para biolubrificante e 98,8% para biodiesel. Com base na 
composição em ácidos graxos do óleo extraído da biomassa liquenizada, as seguintes 
propriedades para o biodiesel foram estimadas: número de cetano, índice de iodo, 
estabilidade à oxidação, massa específica, e viscosidade cinemática. Os resultados 
demonstraram que os liquens artificiais podem ser uma alternativa eficiente de 
biorremediação e colheita de células de baixo custo, além de fornecer uma biomassa 
oleaginosa para várias aplicações industriais, portanto, contém um potencial 
biotecnológico muito interessante a ser explorado em biorrefinarias. 
 

Palavras-chave: Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, Mucor circinelloides, melaço 
de cana-de-açúcar, óleo fúsel simulado, biolubrificante, biodiesel. 



 
 

  

ABSTRACT 

ZORN, S. M. F. E. Artificial lichens and the integration of high value-added 

products into a biorefinery. 2022. 136p. Thesis (Doctoral of Science) – Escola 
de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, 2022. 

 
Microbial consortia represent a clean alternative to cell harvesting, as well as the 
generation of high value-added bioproducts. In this sense, the present work evaluated the 
formation of artificial lichens with two microalgae species (Chlorella vulgaris BMAK 007 
and Scenedesmus obliquus CCCMA-UFSCar604) and a filamentous fungus (Mucor 
circinelloides f. griseo-cyanus URM 4182). In the first stage of the research, four distinct 
lichenization strategies were evaluated between the species C. vulgaris, considered a 
model microalgae, and the filamentous fungus, in co-cultures carried out in an orbital 
shaker. The best condition resulted in an artificial lichen composed of 79% of microalgae 
biomass and cell recovery efficiency of 99.5%. In the second stage, the best result 
strategy was reapplied for the species S. obliquus and the filamentous fungus. The effect 
of supplementing the microalgae culture medium with sugarcane molasses (SM) was 
studied on the increase in biomass and lipids. Results from cultures with SM-
supplemented medium showed that microalgae biomass and its microbial consortium 
doubled compared to cultures without supplementation and the accumulation of lipids in 
the biomass increased by 1.5 times. Furthermore, the cell recovery efficiency remained at 
99.7%, with a contribution of 80% of algae biomass in the lichen composition, lipid content 
of the algae:fungus consortium equal to 38.2% by weight, and a balanced fatty acids 
composition (52.7% saturated and monounsaturated fatty acids, 47.4% polyunsaturated 
fatty acids). In the final stage of the research, co-cultures were carried out on an orbital 
shaker table, using larger volumes of culture medium, as well as a larger amount of cells 
and fungal mycelia. The lichenization experiments in this equipment had the main 
objective, to produce a greater amount of biomass, enabling its characterization and use 
for the synthesis of bioproducts. The concentrations obtained in dry lichen biomass were, 
on average, 2.71 g/L, twice as compared to the biomass grown in an orbital shaker (1.27 
g/L). The lipid content of the formed lichens was 32.0 ± 0.4%, and the average 
contribution of algal biomass in the lichens was 61 ± 2.1%. Lichen biomass was 
characterized by scanning electron microscope (SEM) and spectroscopy in the infrared 
region (ATR-FTIR). The oleaginous biomass was applied for the synthesis of biolubricant 
and biodiesel: for the biolubricant, simulated fusel oil was used as acyl receptor; for 
biodiesel, ethanol as a solvent and reagent. The respective results were obtained, in ester 
contents: 96.8% for biolubricant and 98.8% for biodiesel. Based on the fatty acid 
composition of the oil extracted from lichenized biomass, the following properties for 
biodiesel were estimated: cetane number, iodine number, oxidation stability, specific 
gravity, and kinematic viscosity. The results demonstrated that artificial lichens can be an 
efficient alternative for bioremediation and low-cost cell harvesting, in addition providing 
an oilseed biomass for various industrial applications. Artificial lichens contain a very 
interesting biotechnological potential to be explored in biorefineries. 
 

Keywords: Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, Mucor circinelloides, sugarcane 
molasses, simulated fusel oil, biolubricant, biodiesel. 
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1 MOTIVAÇÃO E OBJETIVOS 

 
1.1 Justificativa e motivação do trabalho 

 
Nas últimas décadas, o desenvolvimento de combustíveis renováveis e 

outros bioprodutos de alto valor e interesse comercial tem sido intrinsecamente 

ligados a tecnologias que envolvem o processamento de microalgas (ZUCCARO 

et al., 2021). 

 As microalgas sintetizam biomassa rica em produtos valiosos como 

lipídios, proteínas e carboidratos; assim, sua adaptabilidade a diversas condições, 

incluindo condições ambientais, e sua capacidade de modular o metabolismo 

celular, resultam em compostos de alto valor que incluem carotenoides, clorofilas, 

ficobiliproteínas e ácidos graxos poli-insaturados (LIYANAARACHCHI et al., 

2021). Além disso, vinculado a um contexto de economia circular, o emprego de 

microalgas como matéria-prima para a geração de energia limpa tem feito 

progressos tangíveis nos últimos anos (AGARWAL et al., 2020). 

O uso de microalgas pode ir muito além de seu papel como fornecedores 

de lipídios microbianos (ZUCCARO et al., 2021), que podem se transformar em 

valiosos ésteres metílicos e etílicos para a indústria de biodiesel (CHISTI, 2007); 

as microalgas podem, de fato, funcionar como uma plataforma para capturar 

dióxido de carbono (CO2) e, indiretamente, convertê-lo em combustível líquido e 

outros bioprodutos de alto valor comercial. No entanto, as instalações 

operacionais para produção de microalgas ainda apresentam algumas limitações, 

como uma demanda muito alta de energia e o cumprimento de requisitos 

relacionados ao uso de produtos químicos tóxicos ou recalcitrantes nas etapas de 

colheita (VISIGALLI et al., 2021). Além disso, as células de microalgas 

apresentam valores de gravidade específica semelhantes aos apresentados pelo 

seu meio de cultura; devido a esta peculiaridade, a colheita de pequenas células 

microbianas por métodos tradicionais como centrifugação, floculação, flotação e 

filtração está associada a operações dispendiosas, podendo representar 50% do 

custo total de produção de biodiesel (MATA et al., 2010; DAS et al., 2022). 
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Por outro lado, outras espécies de microrganismos, como fungos, são 

relativamente mais fáceis de recuperar que as microalgas (PRAGYA; PANDEY; 

SAHOO, 2013; REIS et al., 2020). Além disso, diversas espécies de fungos 

filamentosos podem atuar como biofloculantes atrativos devido à sua natureza 

autopeletizante, pela qual as células de microalgas são aderidas (REIS et al., 

2019; ZUCCARO et al., 2021; DAS et al., 2022). 

Ademais, diferentes autores confirmam que as microalgas são 

microrganismos capazes de interagir mutualisticamente com outros 

microrganismos, como bactérias, leveduras, outras microalgas, bem como, fungos 

filamentosos (ZUCCARO et al., 2021; DAS et al., 2022). 

Especificamente em termos da interação entre microalgas e fungos, é 

possível obter a formação de consórcios, como demonstrado por diferentes 

pesquisadores (GULTOM; HU, 2013; REIS et al., 2019); nesses casos, as 

interações podem favorecer a síntese de compostos promissores para 

bioprocessos industriais (ZHANG; HU, 2012; LI et al., 2017; REIS et al., 2019). 

Com base nessa premissa, é possível estabelecer uma abordagem biotecnológica 

que envolva diferentes espécies microbianas (OLSON; Mc BRIDE; SHAW; LYND, 

2012; ZORN et al., 2020). 

Consequentemente, a inserção de liquens artificiais, compostos de 

microalgas e fungos filamentosos, em um sistema de biorrefinaria, não responde 

somente à demanda de colheita de células, além disso, pode integrar a 

biotecnologia à utilização de múltiplos recursos, para a síntese de compostos até 

hoje produzidos em culturas isoladas, sejam somente algais ou fúngicas. 

Desta forma, o presente trabalho teve como motivação, encontrar uma 

alternativa limpa e eficaz de colheita de células, ao mesmo tempo que sintetizar 

biomassa oleaginosa para diferentes aplicações industriais, através de consórcios 

microbianos, compostos por algas e fungos, ou seja, liquens artificiais. 

O trabalho experimental compreendeu o cocultivo de duas espécies de 

microalgas com uma espécie de fungo filamentoso, respectivamente: Chlorella 

vulgaris, Scenedesmus obliquus e Mucor circinelloides. 
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1.2 Objetivos 

 
O objetivo geral deste trabalho foi  avaliar a formação de liquens artificiais 

com duas espécies de microalgas (Chlorella vulgaris BMAK 007 e Scenedesmus 

obliquus CCCMA-UFSCar604) e uma espécie de fungo filamentoso (Mucor 

circinelloides f. griseo-cyanus URM 4182), visando a eficiência de recuperação de 

células e a síntese de biomassa oleaginosa útil a diferentes aplicações industriais. 

Para alcançar este objetivo, primeiramente foram estabelecidos os 

métodos e avaliadas diferentes estratégias de liquenização entre a espécie C. 

vulgaris, considerada modelo, e o fungo filamentoso M. circinelloides. Nas etapas 

seguintes, os estudos de liquenização desenvolveram-se com a microalga S. 

obliquus e o fungo filamentoso M. circinelloides. As principais linhas de trabalho 

desenvolvidas nesta pesquisa foram:  

 
 Determinação de condições de cultivo e estratégias de liquenização para as 

microalgas C. vulgaris e S. obliquus com o fungo filamentoso M. circinelloides. 

 
 Integração de fontes de carbono de coprodutos agroindustriais aos estudos de 

liquenização. 

 
 Obtenção de maior quantidade de biomassa e lipídios nos liquens artificiais 

formados pelas espécies S. obliquus e M. circinelloides. 

 
 Avaliação da biomassa liquenizada para a síntese de produtos interesse 

comercial. 

 
Um resumo das etapas desenvolvidas no trabalho está ilustrado na Figura 1.1. 
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Figura 1.1 – Esquema das etapas desenvolvidas no presente trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Própria autora. 
 
1.3 Estrutura da tese 

 
O presente trabalho de tese encontra-se organizado em 7 capítulos. No 

primeiro capítulo encontram-se a justificativa e motivação para o desenvolvimento 

da tese: utilizar as espécies C. vulgaris, S. obliquus e M. circinelloides, na 

formação de liquens artificiais, para encontrar uma alternativa limpa e eficaz de 
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colheita de células, ao mesmo tempo que sintetizando biomassa oleaginosa para 

diferentes aplicações industriais. O capítulo também detalha os objetivos 

propostos e ilustra a estrutura do trabalho. 

No segundo capítulo é efetuada a revisão da literatura, envolvendo os 

principais aspectos relacionados a liquens artificiais, condições para a formação 

dos consórcios microbianos, as espécies estudadas neste trabalho e a aplicação 

da biomassa oleaginosa de liquens para obtenção de biolubrificante e biodiesel, 

dentre outros temas relacionados. 

O terceiro capítulo descreve os materiais e métodos experimentais e 

analíticos empregados, bem como, métodos utilizados para a caracterização da 

biomassa oleaginosa e as condições das reações de transesterificação para 

síntese de biolubrificante e biodiesel. 

Nos capítulos 4, 5 e 6 são apresentados  e discutidos os resultados obtidos 

em cada etapa do trabalho experimental. O capítulo 4 refere-se aos resultados 

obtidos na primeira etapa do trabalho, a formação de liquens com as espécies C. 

vulgaris e M. circinelloides, onde diferentes estratégias de cocultivo foram 

avaliadas. 

 Em uma segunda etapa, no capítulo 5, a formação de liquens artificiais 

entre as espécies S.obliquus e M. circinelloides foi avaliada, a partir da estratégia 

selecionada no capítulo anterior. Neste capítulo, o efeito da suplementação do 

meio de cultivo da microalga com melaço de cana-de-açúcar sobre o aumento da 

biomassa e sobre o conteúdo lipídico também foi estudado.  

No capítulo 6 foram discutidos os resultados de cocultivos efetuados em 

um novo equipamento (mesa agitadora orbital) e apresentados resultados de 

análises de microscopia eletrônica de varredura e espectroscopia na região de 

infravermelho por transformada de Fourier por refletância total atenuada para a 

caracterização da biomassa liquenizada, bem como, a aplicação da biomassa nas 

sínteses de biolubrificante e biodiesel. Algumas propriedades para o biodiesel 

foram estimadas com base na composição em ácidos graxos dos óleos extraídos 

da biomassa dos liquens artificiais.  

As considerações finais do trabalho desenvolvido, bem como sugestões 

para trabalhos futuros, são apresentadas no capítulo 7. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 
2.1 Microalgas e fungos em biorrefinarias 

 
O esgotamento dos recursos naturais e o impacto negativo dos 

combustíveis fósseis no meio ambiente são uma preocupação global 

(CHATERJEE; MOHAN, 2022). A industrialização, o avanço no setor de 

transportes e as mudanças climáticas severas, contribuem negativamente para o 

aumento da emissão de gases de efeito estufa. Fontes de energia renovável são 

a única alternativa para resolver ou minimizar esses problemas em um futuro 

próximo (ARUN et al., 2020). Neste sentido, as biorrefinarias são uma importante 

plataforma para a solução de diversas questões relacionadas, devido ao 

aproveitamento integral de resíduos, reutilização de produtos secundários e a 

geração de energia para alimentar o próprio processo (CHATERJEE; MOHAN, 

2022). A produção simultânea de energia renovável e a mitigação de gases 

causadores do efeito estufa, principalmente o sequestro de dióxido de carbono 

(CO2), tem sido a área de pesquisa em alta nos últimos anos (ARUN et al., 2020). 

Assim, os pesquisadores tem explorado o sequestro de CO2 para a produção de 

biomassa e bioenergia renovável, por diversos meios. Neste sentido, 

microrganismos como as microalgas apresentam-se como uma alternativa 

interessante. 

 As microalgas são organismos fotossintetizantes, com elevada taxa de 

crescimento e menor exigência de espaço, em comparação a plantações (CHIU et 

al., 2008). Microalgas são superiores às plantas terrestres em termos de redução 

de CO2 e aumento de produção de biomassa, pois fixam cerca de 183 t de CO2 

produzindo 100 t de biomassa, que contém aproximadamente 50-60% de carbono 

em base de peso seco (ELOKA-EBOKA; INAMBAO, 2017; KUMAR et al., 2020; 

SIDDIKI et al., 2022). A biomassa algal também é um recurso à produção de 

biocombustíveis e outros compostos (KUO et al., 2017). As microalgas podem, 

portanto, contribuir efetivamente para a mitigação de gases do efeito estufa e 

gerar produtos valiosos comercialmente. 

Dentre as notáveis vantagens de diversas espécies microalgais, destacam-

se a produtividade de biomassa e o elevado acúmulo de lipídios (CHOI et al., 
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2019). As microalgas fornecem, portanto, matéria prima para a geração de 

bioenergia, pois podem sintetizar elevadas quantidades de ácidos graxos e 

triacilgliceróis (SIBI et al., 2016). 

De outro lado, fungos são notórios produtores de enzimas e ácidos 

orgânicos (SHAHRYARI et al., 2019; MASLOVA et al., 2019). A taxa de 

crescimento dos fungos é muito maior em comparação a outros micróbios. Além 

da maior velocidade de crescimento, constata-se também grande acúmulo de 

biomassa e lipídios (FEOFILOVA; SERGEEVA; IVASSHECHKIN, 2010; 

PAPANIKOLAOU et al., 2011; FERREIRA; MEIRELLES; BATISTA, 2013). Sua 

capacidade de produção de bioprodutos de menor valor/alto volume e, elevado 

valor/menor volume, os torna candidatos mais adequados às biorrefinarias 

(KUMAR; SHARMA, 2017; AMOAH et al., 2019). Os fungos filamentosos, 

pertencentes ao filo de zigomicetos, tais como Mortierella isabellina e 

Cunninghamella echinulata, são capazes de acumular elevada quantidade de 

lipídios, ou seja, 60-87% e 40-57% de biomassa seca, respectivamente (FAKAS 

et al., 2009). Dentre os fungos zigomicetos, os do gênero Mucor se destacam por 

serem potenciais produtores de lipídios, lipases e β-caroteno, em particular a 

espécie de Mucor circinelloides que foi pioneira na produção comercial de lipídio 

microbiano (RATLEDGE, 2004; TANG et al., 2015). 

Outras vantagens associadas ao cultivo de fungos são a fácil separação de 

biomassa e dos produtos, o que diminui os custos de produção. Por essas razões 

e robustez inerente, leveduras e fungos podem ser considerados como fábricas 

de células ideais para a síntese de produtos em biorrefinarias (KUMAR; 

SHARMA, 2017; AMOAH et al., 2019). 

 
2.2 Cocultura de microalgas e fungos: alternativa aos métodos 

convencionais de colheita celular 

 
A colheita de células de microalgas é tecnicamente desafiadora, 

especialmente considerando: baixas densidades celulares (tipicamente na faixa 

de 0,3 - 1 g/L), tamanho pequeno das células (tipicamente na faixa de 2 - 40 μm) 

e sua densidade semelhante à água (OLAIZOLA, 2003; LI et al., 2008). O método 
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ideal para recuperar células de microalgas depende das características de cada 

espécie, como tamanho e densidade (OLAIZOLA, 2003), e a recuperação 

geralmente é uma etapa separada após o cultivo celular. Todas as abordagens de 

colheita disponíveis, que incluem floculação, flutuação, sedimentação, 

centrifugação e filtração, têm limitações para uma produção efetiva e econômica 

de biocombustíveis (REIS et al., 2018). Por exemplo, os métodos de flotação, com 

base em captura de células de algas usando bolhas de ar dispersas, são limitados 

em sua viabilidade técnica e econômica. A maioria dos métodos de separação 

convencionais e econômicos, como filtração e sedimentação gravitacional, são 

amplamente aplicados nas instalações de tratamento de águas residuais para 

recuperar microalgas relativamente grandes (>70 μm), como Coelastrum e 

Spirulina. No entanto, eles não podem ser usados para colher espécies de algas 

cujas células se aproximam de dimensões bacterianas (<30 μm), como 

Scenedesmus, Dunaliella e Chlorella (BRENNAN; OWENDE, 2010), as quais 

pertencem às espécies de microalgas mais oleaginosas. 

 A centrifugação é amplamente utilizada para recuperar biomassa de 

microalgas, especialmente células de algas de pequeno porte; no entanto, sua 

aplicação é restrita a culturas de algas para metabólitos de alto valor, devido às 

necessidades energéticas intensivas e requisitos elevados para manutenção de 

equipamentos (OKORU et al., 2019). De outro lado, a floculação é usada para 

colher células de microalgas de tamanho pequeno, sendo um passo preparatório 

para agregar as células de microalgas e aumentar o tamanho de partícula para 

que outros métodos de colheita, como filtração, centrifugação ou sedimentação 

por gravidade, possam ser aplicados (MOLINA et al., 2003; SINGH; PATIDAR, 

2018). Ainda sobre a floculação, o alto custo dos floculantes químicos e possíveis 

efeitos de poluição que seu uso pode acarretar, as reações químicas são 

altamente sensíveis à salinidade, o que limita sua aplicação a algas de água doce 

(SUPARMANIAN et al., 2019). Em síntese, a maioria das tecnologias, incluindo 

métodos químicos e mecânicos, aumentam consideravelmente os custos 

operacionais para a produção de algas e são apenas economicamente viáveis 

para uma pequena gama de produtos (RAJENDRAN; FOX; HU, 2017). 
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A integração do processo de cultivo fúngico com o microalgal vem sendo 

considerada como alternativa à solução de problemas comumente encontrados 

na separação de células microalgais. O uso de cocultivos, para tratar vários tipos 

de águas residuárias e efluentes agroindustriais, também é um campo de estudo 

em desenvolvimento. Estruturas em pellets de fungos de Aspergillus sp. e algas  

C. vulgaris foram utilizados para tratar derivados de lodo ativado. Os 

pesquisadores observaram que os pellets conseguiram diminuir significativamente 

nitrogênio e fósforo, bem como a cor, produzindo uma suspensão praticamente 

incolor em cerca de 24 h (WREDE et al., 2014). Resultados semelhantes foram 

observados pela utilização de Aspergillus fumigatus com Chlorella protothecoides 

e Tetraselmis suecica utilizando resíduos da digestão anaeróbica de esterco de 

suínos, com redução nos valores de até 73,9% de amônia e 55,6% de fosfatos. 

Observou-se também que a absorção de nutrientes essenciais levou a um 

aumento de 1,7 vezes na produção de biomassa após 48 h de tratamento nas 

condições em cocultivo. O uso de A. fumigatus com Tetraselmis chuii também foi 

testado com águas residuais diluídas de suínos, desviado de um sistema de 

lagoas, em que até 86% de amônia e 69% de fosfato foram capturados em 

apenas 48 h de tratamento (WREDE et al., 2014). Além disso, pellets de A. 

fumigatus e Synechocystis sp. foram cultivados em águas residuais tratadas por 

digestão anaeróbica de uma instalação de tratamento municipal (MIRANDA et al., 

2015). Para o último estudo, foi relatado que em suspensões relativamente 

concentradas (25% da concentração original de águas residuais), as estruturas 

microbianas conseguiram reduzir o teor de nitrogênio amoniacal em níveis 

próximos de 90% (164,3 a 18,2 mg/L) e fósforo em até 75% (38,7 a 9,8 mg/L). 

Curiosamente, o efeito sinérgico dos liquens foi maior que nas culturas isoladas, o 

que alcançou resultados não superiores a 52% para amônia-N e 45% para 

fosfato-P. Ainda em relação a este estudo, os rendimentos de biomassa foram 

aumentados para 2,3 vezes em relação ao sistema de controle, e os lipídios foram 

aumentados em 1,5 vezes (MIRANDA et al., 2015). 

Uma configuração experimental também foi estabelecida usando 

coprodutos da indústria de etanol do milho (RAJENDRAN; FOX; HU, 2017). Em 

um estudo, um biofilme composto por Mucor sp. e C. vulgaris foi testado, e os 
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resultados mostraram que a biomassa microbiana atingiu concentrações de 9,4 

g/L em cultivo de 12 dias, sendo principalmente composta por células fúngicas 

(97,2% do biofilme) (RAJENDRAN; FOX; HU, 2017). Considerando os nutrientes do 

meio, o biofilme foi capaz de reter 55,7% e 74% das concentrações originais de fósforo 

(818 mg/L) e nitrogênio (924 mg/L), respectivamente. Os resultados também 

mostraram diminuição nos níveis da demanda química de oxigênio (DQO) de até 

65,6%. Como outros estudos também mostraram, a combinação de diferentes 

culturas atingiu maiores concentrações de biomassa que as culturas isoladas sob 

todas as condições testadas. 

A cocultura ou cocultivo de algas e fungos pode ser, portanto, uma 

alternativa para minimizar o custo de produção de biocombustíveis, 

especialmente por reduzir o custo de investimentos na etapa de colheita, uma vez 

que os fungos filamentosos atuam como agentes biofloculantes que atraem as 

células de microalgas, devido à sua capacidade de autopeletização (WREDE et 

al., 2014). Essa atração ocorre porque as microalgas carregam uma carga líquida 

negativa (-23,7 mV) em sua superfície composta por íons fosfóro, fosfodiéster, 

amina, hidroxila e grupos funcionais carboxílicos próton-ativos estão presentes, 

ao passo que hifas e micélios carregam uma carga positiva líquida (+46,1 mV), 

pois contêm polissacarídeos em suas superfícies (GULTOM; ZAMALLOA; HU, 

2014). Portanto, fungos filamentosos podem neutralizar potencialmente a carga 

superficial negativa de algas permitindo a fixação para a parede celular do fungo 

quando são cocultivados e finalmente precipitando por copeletização (MURADOV 

et al., 2015). 

A técnica de cocultura tem mostrado resultados de aumento no rendimento 

de biomassa total, produtividade de lipídios, produção de enzimas e outros 

produtos de valor agregado, como metabólitos secundários, polímeros e  ácidos 

orgânicos (BADER et al., 2010). Nesta tendência, diferentes autores tem relatado 

várias biomoléculas de alto valor agregado, como ficocianina, β-caroteno, 

astaxantina, ácidos graxos essenciais, exopolissacarídeos (EPS), ácidos 

orgânicos e alguns alelopáticos como produtos oriundos da cocultura desses 

microrganismos que têm interesse comercial nas indústrias farmacêutica e 

nutracêutica (PADMAPERUMA et al., 2018). 
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O cocultivo de fungos e algas requer condições mixotróficas, visto que os 

fungos são heterótrofos obrigatórios e as algas verdes são fotoautotróficas, 

portanto, a seletividade relativa de nutrientes e modo de tropismo para ambos 

podem variar (PADMAPERUMA et al., 2018). Essas modificações em um sistema 

de cocultivo devido à interação entre fungos filamentosos e algas podem, dentre 

outros efeitos, modular o composição de ácidos graxos de lipídios sintetizados 

(DASH; BANERJEE, 2017). Além disso, o cultivo fotoautotrófico pode conduzir a 

reduções significativas de produtividade, se ocorrer variação da intensidade 

luminosa, por esse motivo, outros modos de cultivo em que as microalgas 

também são capazes de usar uma fonte de carbono orgânico têm sido explorados 

para melhorar a produtividade de óleos microbianos (ZUCCARO et al., 2021). 

 
2.3  Diferentes técnicas de cocultivo para formação de liquens artificiais 

 
A formação de liquens artificiais, que são consórcios microbianos 

resultantes de um micobionte e um fotobionte, respectivamente, fungo e 

microalga, pode ser realizada por diferentes técnicas: 

- Cocultivo de microalgas e fungos sobre uma matriz (substrato): esporos 

fúngicos são inoculados em um meio de cultivo apropriado à espécie; no mesmo 

local é utilizada uma matriz ou substrato, tal como uma tela de algodão ou de 

outro material; os esporos fúngicos depositam-se sobre a superfície da matriz, 

formando hifas; as células das microalgas, inoculadas concomitantemente, 

depositam-se sobre as hifas, formando um biofilme (RAJENDRAN; HU, 2016). 

Diversos autores conceituam como biofilme um consórcio de microrganismos, 

incorporado em substâncias poliméricas extracelulares (extracellular polymeric 

substances - EPS), que compõem uma estrutura complexa, a qual se desenvolve 

em superfícies sólidas (ASSIS et al., 2019; MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019; 

CHEUNG et al., 2020). De acordo com este princípio, o biofilme é formado ou se 

desenvolve sobre um terceiro elemento, o substrato (RAJENDRAN; HU, 2016). A 

Figura 2.1 ilustra diferentes biofilmes formados sobre um substrato ou matriz. 
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Figura 2.1- À esquerda, biofilme de fungo filamentoso sobre suporte polimérico (crescimento 
isolado); á direita, biofilme tipo líquen (microalga + fungo filamentoso) sobre suporte de 
polipropileno e algodão. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: RAJENDRAN; HU, 2016; BARNHARST; RAJENDRAN; HU, 2018. 

 

- Cocultivo de microalgas e fungos sem utilização de matriz (substrato): as 

espécies microbianas podem também unir-se, pelo mesmo princípio de 

liquenização/consórcio, sem, no entanto, empregar o elemento externo (matriz ou 

substrato), ou seja, somente com a integração entre os microrganismos 

componentes (ZHANG; HU, 2012; RAKESH et al., 2014; DU et al., 2018). Neste 

tipo de formação, o micobionte (fungo filamentoso) torna-se o suporte ou matriz, 

ao qual o fotobionte (microalga) irá ligar-se.  

Neste tipo de cocultivo, distinguem-se duas variações mais conhecidas na 

literatura cientifica: 

- Cocultivo de microalgas com pellets ou hifas /micélio de fungos: processo 

que ocorre em duas etapas: primeiramente os esporos de fungos desenvolvem-se 

em meio de cultivo próprio, formando  pellets ou formando hifas, dependendo das 

características de cada espécie; em se tratando de fungos filamentosos as hifas 

compõem um micélio; em uma segunda etapa, efetua-se a liquenização, através 

da inoculação de células de microalgas ao meio de cultivo contendo os pellets ou 

o micélio formado (WREDE et al., 2014; MIRANDA et al., 2015; MURADOV et al., 

2015; CHEN et al., 2018); 

- Copeletização direta de fungos com outros microrganismos: em etapa 

única, os esporos de fungos e células de outros microrganismos (por exemplo, de 

microalgas) são inoculados simultaneamente no mesmo meio de cultivo; os  

pellets fúngicos ao se formarem floculam as células de microalgas (ZHOU et al., 
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2012; ZHANG; HU, 2012; PRAJAPATI; KUMAR; MALIK, 2014; ZAMALLOA et al., 

2017; CHEN et al., 2018; BARNHARST; RAJENDRAN; HU, 2018). 

 

2.4 Morfologias dos fungos filamentosos   

 

Os fungos filamentosos podem apresentar diferentes morfologias quando 

em culturas submersas, dependendo da espécie e das condições de cultivo 

(GIBBS; SEVIOUR; SCHMID, 2000). Estas morfologias incluem: hifas dispersas, 

agregados microscópicos, agregados hifais soltos, denominados clumps, e 

agregados densos esféricos, comumente referidos como pellets (COX; PAUL; 

THOMAS, 1998). 

As hifas são padrões polarizados em forma de filamentos, que originam-se 

da proliferação de células ou esporos isolados, como tubos multinucleados 

contendo citoplasto, o qual se move dentro da hifa em direção à sua extremidade 

(KRULL et al., 2010; KRULL et al., 2013). A partir das principais hifas, novas 

pontas são formadas, produzindo ramos, resultando em uma rede ou conjunto de 

emaranhado de hifas, denominada micélio (ZNIDARSIC; PAVKO, 2001; ZMAK et 

al., 2006; GULTOM; HU, 2013).  

Pellets são massas de forma esférica ou elipsoidal, contudo, seu formato 

pode ser irregular ou bem compactado. Em termos de formação, os pellets 

formados por fungos filamentosos podem ser de dois tipos: coagulativo e não 

coagulativo (METZ; KOSSEN, 1977; VECHT-LIFSHITZ et al., 1990; ZNIDARSIC; 

PAVKO, 2001).  

No tipo não coagulado, os grânulos são formados a partir de um esporo. 

Esse tipo de formação de grânulos tem sido relatado para alguns actinomicetos 

do gênero Streptomyces, Rhizopus spp e Mucor spp (METZ; KOSSEN, 1977; 

VECHT-LIFSHITZ et al., 1990; ZNIDARSIC; PAVKO, 2001).  

No tipo de pellet coagulativo, os esporos agregam-se no estágio inicial do 

cultivo, e os pellets formam-se a partir desses agregados. Esse tipo de formação 

de grânulos pode incluir Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae 

e o fungo basidiomiceto Fanerochaete chrysosporium (METZ; KOSSEN, 1977; 

ZNIDARSIC; PAVKO, 2001; GRIMM et al., 2004).  
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De acordo com Braun et al. (1991), diversos fatores podem afetar sua 

estrutura e formação dos pellets: fatores microbiológicos (herança genética e 

composição da parede celular), fatores externos (tamanho de ciclo, taxa de 

crescimento, nutrição e relação entre fontes de nitrogênio e carbono), fatores 

histoquímicos (compartilhamento de substâncias, agentes ativos de superfície, 

pH, temperatura, força iônica e suspensão de sólidos no meio de cultivo). 

A Figura 2.2 mostra diferentes condições de cultivo submerso, com 

diversas formas de crescimento de pellets do fungo filamentoso Rhizopus 

nigricans. 

 

Figura 2.2- Diferentes formas de pelletização de Rhizopus nigricans 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: ZNIDARSIC; PAVKO, 2001. 
 

2.5 Formação do líquen artificial ao nível molecular 

 
Durante o cocultivo para a formação do líquen artificial, microalgas e 

fungos filamentosos se beneficiam mutuamente por trocas gasosas e de 

nutrientes. De forma simplificada, o oxigênio liberado pela microalga no processo 

de fotossíntese é utilizado pelo fungo filamentoso e o dióxido de carbono liberado 

pelo fungo será absorvido pela microalga (RAJENDRAN; HU, 2016; ARORA et 

al., 2019).  

Os fungos filamentosos liberam ácidos orgânicos, que inibem seu 

crescimento em fases posteriores do metabolismo; em incubação com as 

microalgas, estas absorvem estes ácidos orgânicos, que favorecem o 
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desenvolvimento dos fungos (RAJENDRAN; HU, 2016). Em um estudo de 

cocultivo realizado por Zhang et al. (2014) com as espécies Chlorella vulgaris e 

Rhodotorula glutinis, destacou-se a diminuição dos níveis de ácido propiônico, 

ácido pirúvico, ácido acético e ácido palmítico, enquanto os níveis de glicina e 

pirolina aumentaram, indicando que a microalga consumiu os ácidos orgânicos 

liberados pelo fermento, o que foi comprovado pelo aumento do pH no meio de 

cultivo alga-levedura, em comparação com os cultivos isolados.  

Diversas espécies de fungos são capazes de clivar vários açúcares 

complexos em simples, que podem então ser usados por microalgas para sua 

multiplicação celular, enquanto as microalgas convertem o CO2 presente no meio 

de cultivo em bicarbonato, que é consumido pelo fungo, liberando íons OH−, 

tornando o meio de cultivo alcalino (XUE et al., 2010; ARORA et al., 2019). Essa 

alcalinidade é benéfica para muitos fungos, pois equilibra a acidez do meio de 

cultura, o que interfere no crescimento das espécies fúngicas. Assim, a interação 

de metabólitos pode resultar no equilíbrio intrínseco de O2/CO2, pH e oxigênio 

dissolvido no meio de cultivo, levando a um aumento na taxa de crescimento e 

produção de metabólitos para ambas as espécies (XUE et al., 2010; ZHANG et 

al., 2014; ARORA et al., 2019), o que pode ser notado pelo aumento da biomassa 

e pelo acúmulo de lipídios.  

A Figura 2.3 ilustra o esquema de trocas gasosas e nutrientes entre 

microalgas e fungos em cocultivo. 
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Figura 2.3 - Representação esquemática: trocas gasosas e nutrientes entre microalgas e fungos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de ARORA et al., 2019. 

 

A superfície celular do líquen formado é macia e coberta com 

macromoléculas flexíveis, hidratadas, o que facilita a adesão entre as células e, 

das células às superfícies (GULTOM; HU, 2013), ou seja, as macromoléculas 

contidas nas células de microalgas e fungos são interligadas.  

De acordo com diferentes autores (GULTOM; HU, 2013; REIS et al., 2018), 

a formação de uma estrutura tipo líquen, composta por algas e fungos, sobre uma 

matriz, baseia-se nas seguintes etapas: 

 adesão de esporos de fungos ou germinação de esporos de fungos e células 

de algas sobre a matriz; 

 proliferação de células mononucleadas sobre a superfície ou a matriz; 

 indução da formação de hifas fúngicas, promovendo a fixação das células de  

algas nos micélios.  

Os esporos de fungos apresentam camadas semelhantes a cristais, que 

impedem a agregação entre si e com outras cepas, de maneira que as hifas 

crescentes atuam como o principal promotor de interligações entre esporos em 

germinação e outras espécies (GULTOM; HU, 2013). Além disso, 

microscopicamente, o carboidrato de lectina é um fator importante na ligação de 
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algas e fungos (GULTOM; HU, 2013; ZAMALLOA et al., 2017; REIS et al., 2018). 

Na estrutura da lectina-carboidrato, há a presença de íons cálcio, que atuam 

como um elo entre a célula com carga negativa e os ácidos nucleicos 

extracelulares, que permitem a comunicação célula a célula através de interações 

eletrostáticas (ZAMALLOA et al., 2017). A fraca ligação de lectina-carboidrato 

forma arranjos celulares estáveis e aumenta a resistência de cisalhamento 

(ZAMALLOA et al., 2017; REIS et al., 2018). A microfotografia da Figura 2.4 

mostra a estrutura de líquen artificial vista ao microscópio, contendo diversas 

células de microalgas aderidas sobre a hifa fúngica. 

 

Figura 2.4 - Células de C. vulgaris aderidas sobre a hifa do fungo filamentoso Mucor sp. formando 
uma estrutura tipo líquen. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: RAJENDRAN; HU, 2016. 
 

2.6 Fatores que influenciam sobre a produtividade e a qualidade dos lipídios 

 

Em um sistema de cocultivo, a produtividade e a qualidade dos lipídios 

extraídos da biomassa podem variar substancialmente (ARORA et al., 2019). A 

produtividade está diretamente relacionada à quantidade de lipídios totais. As 

variações na qualidade refletem-se na composição em ácidos graxos do material 

lipídico, ou seja, o comprimento das cadeias de carbono dos ácidos graxos e grau 

de insaturação (REIS et al., 2018; ARORA et al., 2019).   Portanto, os seguintes 

fatores devem ser considerados, dependendo da aplicação desejada: 

    
- Seleção das espécies: deve-se priorizar espécies de fácil cultivo, 

buscando as que são compatíveis entre si, preferencialmente cultivadas no 
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mesmo meio de cultivo (ARORA et al., 2019). Algumas características para a 

seleção de espécies incluem: taxa de crescimento rápido, alto conteúdo lipídico, 

resistência a variações extremas, tolerância à contaminação e a variações no 

meio ambiente e tamanho de células para facilitar a colheita da biomassa 

(GRIFFITHS; HARRISON, 2009; KITCHA; CHEIRSILP, 2014). No entanto, 

nenhuma espécie em particular pode atender a todas essas propriedades. Deste 

modo, a seleção de espécies requer priorização, que depende principalmente do 

meio de cultura e das condições ambientais locais prevalecentes no local do 

cultivo. Em um cenário de cocultivo, os principais critérios de seleção dependem 

da compatibilidade entre as cepas, ou seja, devem ter faixa de temperatura de 

crescimento e tempo de duplicação comparável, em que as espécies possam ser 

cultivadas associadas (SRINUANPAN et al., 2018; ARORA et al., 2019). 

 
- Meio de cultivo: a variação no meio de cultivo influencia fortemente a taxa 

de crescimento e a produção lipídica. Macronutrientes, como nitrogênio e fósforo, 

afetam a taxa de crescimento, pois são os blocos de construção da síntese de 

ácidos nucleicos e enzimas (CONVERTI et al., 2009). As espécies fúngicas, por 

exemplo, necessitam de fontes de carbono para seu crescimento, cuja fonte e 

quantidade influenciam no seu desenvolvimento e composição lipídica (SITEPU et 

al., 2013; PADMAPERUMA et al., 2017). 

 

- Proporção entre os microrganismos: No cenário de cocultivo entre 

microalgas e fungos, os fungos normalmente são a espécie dominante no início 

(24 - 48h) devido à sua taxa de crescimento mais rápida, enquanto microalgas 

reproduzem-se mais lentamente no tempo inicial (CAI; HU; DU, 2007; CHEIRSILP 

et al., 2011; SHU et al., 2013). Esse crescimento lento inicial das microalgas pode 

ser devido ao efeito inibitório do CO2 liberado pelos fungos no meio (YEN; CHEN; 

CHEN, 2015), ou à taxa de divisão celular lenta ou falta de penetração da luz, 

devido ao crescimento denso da espécie fúngica (KITCHA; CHEIRSILP, 2014). 

No entanto, após 24 a 48 h (dependendo das espécies cultivadas), as microalgas 

se adaptam ao ambiente e começam a crescer em um ritmo mais rápido, 

enquanto a espécie fúngica já atingiu sua fase estacionária, visto que os 
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nutrientes (principalmente a fonte de carbono) foram esgotados (YEN; CHEN; 

CHEN, 2015). 

 
- Intensidade de luz e fotoperíodo: A intensidade de luz e o fotoperíodo não 

interferem no metabolismo da espécie fúngica, contudo, influenciam fortemente a 

espécie microalgal. Durante a fotossíntese, os elétrons passam da água para o 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADP+) gerando ATP (WAHIDIN; 

IDRIS; SHALEH, 2013). A baixa intensidade de luz desempenha um papel crucial, 

pois pode levar a taxas fotossintéticas retardadas, enquanto a alta iluminação 

resulta em danos aos pigmentos fotossintéticos, causando fotoinibição (ZUROFF; 

CURTIS, 2012; WAHIDIN; IDRIS; SHALEH, 2013). A intensidade da luz também 

modula a composição bioquímica de microalgas, especificamente de lipídios e 

carboidratos. Uma alta iluminação pode levar à indução de estresse nas células 

microalgais, resultando no acúmulo de TAGs intracelularmente (HUO et al., 2011). 

 
- Proporção entre carbono e nitrogênio: O metabolismo lipídico em fungos 

oleaginosos e microalgas é controlado pela razão carbono-nitrogênio 

(BRAUNWALD et al., 2013; SILABAN et al., 2014). A proporção entre carbono e 

nitrogênio deve ser modulada, de tal forma que a produção de biomassa seja 

beneficiada, bem como a produção lipídica (DALIRY et al., 2017). 

 
- Tempo de cultivo: Microalgas e fungos oleaginosos acumulam a maioria 

dos lipídios na fase estacionária inicial. Ao entrar na fase estacionária tardia, 

embora os triacilgliceróis sejam sintetizados, a via de peroxidação lipídica também 

é ativada, levando a uma diminuição no seu conteúdo (SITEPU et al., 2013). 

Portanto, o tempo de cultivo é um parâmetro importante para decidir a fase 

máxima de acumulação lipídica e, assim, otimizar o tempo de colheita (SITEPU et 

al., 2013). Este tempo pode variar de acordo com o tempo de divisão das células 

de microalgas e fungos, as condições e a composição do meio de cultivo 

(PADMAPERUMA et al., 2017). 

 
- pH, velocidade de agitação e temperatura: O pH do meio determina a 

solubilidade e a disponibilidade de CO2 e nutrientes essenciais, influenciando 



34  
 

  

portanto, no crescimento das espécies (JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013), 

desta forma, o pH ótimo deve ser estabelecido de acordo com as espécies em 

cocultivo. A velocidade de agitação controla a taxa de transferência de massa, 

modulando assim a troca de O2 e CO2 entre microalgas e fungos (CHEIRSILP et 

al., 2011). Em específico sobre esse parâmetro, estudos demonstrando sua 

influência sobre o acúmulo de lipídios na biomassa são escassos (CHEIRSILP et 

al., 2011), contudo, diversos autores preconizam que uma velocidade de agitação 

em torno de 150 rpm é considerada adequada (CHEIRSILP et al., 2011). Quanto 

à temperatura, o cultivo de células em uma temperatura ideal resulta em rápida 

taxa de crescimento com captação eficiente de nutrientes (JUNEJA; CEBALLOS; 

MURTHY, 2013). A exposição a altas e baixas temperaturas leva a condições 

estressantes, conduzindo a um desequilíbrio energético nas células, com excesso 

de produção de radicais livres e inibição na taxa de crescimento, respectivamente 

(JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013; VANHERCKE et al., 2013). Portanto, é 

essencial otimizar a temperatura de cocultura, de modo que ambas as espécies 

cresçam em taxas de crescimento iguais com um aumento subsequente no 

acúmulo de lipídios. Diversos autores enfatizam que uma temperatura entre 24 e 

26 °C tem-se demonstrado adequada para os cocultivos entre diferentes espécies 

de microalgas e fungos (GULTOM; HU, 2013). 

A composição em ácidos graxos de estruturas tipo líquen é um tema 

relevante e relativamente recente (REIS et al., 2018). Análises da composição de 

ácidos graxos de pellets de fungos e algas sugerem que esta composição pode 

ser adaptada e otimizada através de cocultivos com diferentes espécies, sem a 

necessidade de modificação genética (WREDE et al., 2014), o que é bastante 

promissor. De forma geral, devido aos benefícios que os consórcios microbianos 

propiciam em ambas as espécies participantes, a composição em ácidos graxos 

será resultante da contribuição entre ambas (ZHANG; HU, 2012). 
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2.7 Espécies estudadas na formação de liquens artificiais 

 

2.7.1 Chlorella vulgaris 

 

Chlorella vulgaris é uma espécie unicelular, das microalgas verdes, 

pertencente à família Chlorophyta. Desenvolve-se bem sob condições 

autotróficas, heterotróficas e mixotróficas (CORONADO-REYES et al., 2020). 

Comercialmente, é uma das microalgas mais utilizadas na aquicultura. Vários 

estudos confirmaram sua capacidade de melhorar a nutrição, imunidade, 

biorremediação aquática, estresse, resistência a doenças em peixes, quando 

usada adequadamente (AHMAD et al., 2018; CORONADO-REYES et al., 2020). 

Do ponto de vista nutricional, esta espécie contém 61,6% de proteínas, 12,5% de 

lipídios, 13,7% de carboidratos, oligoelementos e vitaminas (complexo B, tiamina, 

C, D, E e K), contudo, esses valores podem variar completamente de acordo com 

as condições de cultivo (RODRIGUEZ-GARCIA; GUIL-GUERRERO, 2008; BLAS-

VALDIVIA et al., 2011).  

Por ser uma espécie robusta, de fácil cultivo e adaptação a diferentes 

meios de cultivo, com amplas referências na literatura científica, esta espécie foi 

escolhida como modelo para os experimentos de liquenização no presente 

trabalho. A Figura 2.5 demonstra a morfologia das células de Chlorella vulgaris 

observadas ao microscópio ótico. 

 
Figura 2.5- Células de C. vulgaris observadas ao microscópio ótico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: RAMARAJ; UNPAPROM; DUSSADEE, 2016 
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2.7.2 Scenedesmus obliquus 

 

Scenedesmus obliquus é uma espécie de microalga verde, colonial e não 

móvel, pertencente à divisão Chlorophyta, excelente produtora de lipídios, 

carboidratos e proteínas (SHUBA; KIFLE, 2018). A morfologia da colônia pode 

variar significativamente, de acordo com o meio de cultivo em que as células 

estão crescendo. Em um meio com baixa concentração de nitrato ou baixa de sais 

em geral, a espécie é induzida a crescer como unicelular, formando células 

elípticas com cerca de 10 µm de comprimento (PANCHA et al., 2014). Pode ser 

facilmente cultivada fotoautotroficamente ou mixotroficamente (SHUBA; KIFLE, 

2018). 

O conteúdo lipídico desta microalga é estimado em 40-55% e, 

especialmente, contendo ácidos palmítico e oleico como principais constituintes 

dos lipídios, tornando-a uma matéria-prima apropriada para a produção de 

biocombustíveis (MANDAL; MALLICK, 2009). Como muitas outras espécies de 

microalgas, essa espécie tem a capacidade de modular seu metabolismo em 

resposta a mudanças simples da composição química de seu meio de cultura 

(XIN; HU; SUN, 2010), com consequente alta produtividade lipídica. Esta espécie 

foi escolhida para os experimentos de liquenização, por ser de fácil cultivo e 

crescimento rápido e também por ser uma espécie de água doce bastante 

estudada em cocultivos (CHEUNG et al., 2020). A Figura 2.6 mostra uma das 

morfologias das células de Scenedesmus obliquus ao microscópio. 
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Figura 2.6 - Microfotografia de S. obliquus, cultivada em meio com baixa concentração de sais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

    Fonte: BALASUBRAMANIAN et al., 2011 

 

2.7.3 Mucor circinelloides 

 

Os fungos filamentosos do filo Zigomiceto, com destaque para os do 

gênero Mucor, tem sido extensivamente estudados para a aplicação em 

biorrefinarias (CARVALHO et al., 2015). Esse gênero, particularmente da espécie 

Mucor circinelloides, é um potencial produtor da enzima lipase e de biomassa com 

quantidades significativas de lipídios (single cell oil) o que permite sua exploração 

de forma integrada no processo de produção de biodiesel. A linhagem Mucor 

circinelloides f. griseo-cyanus URM 4182 foi escolhida para os experimentos de 

liquenização, devido à sua comprovada robustez, rápido crescimento e 

adaptabilidade a diferentes condições de cultivo (CARVALHO et al., 2019; REIS 

et al., 2019).  

Esta espécie fúngica desenvolve-se bem sob uma variedade de fontes de 

carbono e sua biomassa é constituída por proteínas, lipídios e aminoácidos 

(FERREIRA; MEIRELLES; BATISTA, 2013).  

A Figura 2.7 ilustra a morfologia do fungo Mucor circinelloides f. griseo-

cyanus URM 4182, com o cultivo e produção de esporos em meio sólido. 
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Figura 2.7 – Morfologia do fungo filamentoso Mucor circinelloides URM 4182 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fonte: CARVALHO, 2015. 
 

2.8 Melaço de cana-de-açúcar (MC) 

 
O melaço de cana-de-açúcar (MC) é um subproduto oriundo do 

processamento do suco de cana altamente concentrado, processado em usinas 

sucroalcooleiras. Tem sido amplamente explorado pela indústria, devido à sua 

abundância e baixo custo de produção nas regiões tropicais, como o Brasil e a 

Índia. Adicionalmente sua composição química é relativamente simples, 

majoritariamente composto por sacarose, e suas unidades monoméricas de 

açúcar, glicose e frutose. Este substrato atende a segmentos diversos, desde a 

pecuária, aquicultura e horticultura até a mineração, indústria de fertilizantes, e 

em tratamento de efluentes (BENTO et al., 2020). 

Sua utilização não está restrita somente a tais segmentos agro-industriais, 

visto que diferentes pesquisadores aplicam o melaço como suplemento ou como 

principal agente em processos biotecnológicos (CARVALHO et al., 2019; BENTO 

et al., 2020; REIS et al., 2020; ARGAWAL et al., 2020; TINÔCO et al., 2021), 

notadamente por ser uma fonte rica em nutrientes e sais minerais, o que faz essa 

matéria-prima um importante complemento, favorecendo o metabolismo de 

espécies microbianas. Por exemplo, Tinôco et al. (2021) empregaram o melaço 

de cana-de-açúcar (10 g/L), como suplemento ao meio de cultivo contendo 

glicerol, para a produção de (2R,3R)-butanodiol (2,3-BDO) por Paenibacillus 

polymyxa PM 3605, resultando em um aumento da concentração  do 2,3- BDO 

para até 19 g/L, sendo que, de acordo com os autores, trata-se da maior 

concentração deste levo-isômero produzido pela cepa de P. polymyxa a partir do 
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glicerol bruto e do melaço de cana-de-açúcar como substrato secundário. O 

melaço de cana-de-açúcar foi avaliado por Bento et al. (2020) como meio de 

cultivo para o fungo filamentoso M. circinelloides, onde obteve-se uma 

concentração em biomassa fúngica de 11,2 g/L, com um conteúdo lipídico de     

29 % em peso, sendo esta biomassa processada para a síntese de biodiesel. 

Reis et al. (2020) utilizaram uma suplementação à base de melaço de cana-de-

açúcar e vinhaça e obtiveram biomassa oleaginosa também da espécie              

M. circinelloides, com composição em ácidos graxos adequada à produção de 

biodiesel. 

Neste contexto, buscou-se avaliar o emprego do melaço de cana-de-açúcar 

como suplemento ao cocultivo do consórcio microbiano de alga:fungo neste 

trabalho, visto que, além de ser uma matéria prima abundante, tem-se um 

histórico bastante relevante, até mesmo dentro da linha de pesquisa dos 

laboratórios da USP em Lorena-SP. 

 

2.9 Aplicações da biomassa de líquen para biolubrificante e biodiesel 

 

2.9.1 Biolubrificante de origem microbiana 

  
Biolubrificantes podem ser compreendidos como lubrificantes que possuem 

em sua composição óleos vegetais in natura ou modificados, alta biodegrabilidade 

e baixa ecotoxicidade, onde a porcentagem de oleaginosas pode ser integral ou 

parcial, variando de acordo com o tipo da aplicação do produto (HONARY; 

RICHTER, 2013). Biolubrificantes são uma mistura de ésteres graxos,  produto da 

reação entre o triacilglicerol de óleos vegetais com álcoois de cadeia mais longa, 

como por exemplo o álcool isoamílico (HONARY; RICHTER, 2013). 

Os biolubrificantes são derivados principalmente de óleos e gorduras e 

utilizados como alternativas biodegradáveis aos lubrificantes minerais para reduzir 

os impactos ambientais em situações onde a probabilidade de derramamento ou 

vazamento é alta. As regulamentações ambientais locais e nacionais e a 

demanda dos consumidores por materiais ecologicamente corretos aumentaram a 
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conscientização sobre os impactos dos produtos derivados do petróleo no meio 

ambiente (SHARMA; BIRESAW, 2017). 

Devido a estas vantagens, a demanda por biolubrificantes tem aumentado 

continuamente: esses produtos “verdes” têm sustentado um crescimento anual de 

mercado de 10% nos últimos 10 anos (DA SILVA et al., 2020). A 

biodegradabilidade é amplamente definida como a capacidade de um material ser 

decomposto por microrganismos em até um ano (DA SILVA et al., 2020).  

Contudo, os óleos vegetais possuem elevadas quantidades de ácidos 

graxos poliinsaturados, o que gera biolubrificantes com baixa estabilidade 

oxidativa (MASUDI; MURAZA, 2018). Devido à baixa estabilidade oxidativa, 

diversas reações têm sido propostas para modificação química dos triglicerídeos 

que compõem estas fontes oleaginosas (NAGENDRAMMA; KAUL, 2012; 

KULKARNI et al., 2013; SHARMA; BIRESAW, 2017). 

Uma alternativa possível a esta questão está nos óleos de microalgas, com 

maiores quantidades de ácido oleíco (C18:1), monoinsaturado, e menores 

quantidades de ácido linolênico (C18:3) (QIAO et al., 2017), que contribuem 

positivamente para a estabilidade oxidativa. 

A biomassa de microalgas também pode ser utilizada como matéria-prima 

para a produção de biolubrificantes através da transesterificação de triglicerídeos 

presentes em seu óleo. A reação de transesterificação é, essencialmente, a 

transformação de um éster em outro. Para a produção do biolubrificante, o 

triacilglicerol do óleo da microalga reage com um ou mais álcoois, produzindo a 

mistura de ésteres graxos (biolubrificante) (BOLINA; GOMES; MENDES, 2021).  

As moléculas de álcool atuam como receptores acila na reação de 

transesterificação (DA SILVA et al., 2020; VALDOVINOS-GARCÍA et al., 2020; 

BOLINA; GOMES; MENDES, 2021). Portanto, a escolha de um receptor acila 

apropriado é de imensa importância para as propriedades finais do biolubrificante 

produzido e para o rendimento da reação de transesterificação. 

O procedimento de produção pode ser realizado em uma ou duas etapas. 

A abordagem em duas etapas é feita pela transesterificação dos triglicerídeos 

com metanol ou etanol, produzindo ésteres metílicos ou etílicos, respectivamente. 

Esses produtos, então, reagem com um poliol (por exemplo, trimetilolpropano, 
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pentaeritritol e neopentilglicol), produzindo o biolubrificante. A primeira etapa é 

necessária para reduzir a viscosidade dos triglicerídeos, acelerando a segunda 

etapa do processo, favorecendo a purificação do biolubrificante. Esta tem sido 

uma das principais rotas para a produção de biolubrificantes (BOLINA; GOMES; 

MENDES, 2021). 

A obtenção de biolubrificantes em uma única etapa, no entanto, é possível, 

e pode reduzir os custos de produção. Da Silva et al. (2020) alcançaram altos 

rendimentos de transesterificação com a reação de transesterificação in situ 

(etapa única), usando óleo fúsel como receptor acila. Este método estabeleceu o 

óleo fúsel como uma escolha interessante entre os receptores acila. 

O óleo fúsel é um subproduto gerado na destilação multiestágio do etanol, 

obtido por meio de fermentação. Trata-se da fração menos volátil obtida na 

destilação do etanol e possui excelente potencial de reaproveitamento devido à 

sua composição rica em álcoois superiores e volume gerado (120 milhões de 

litros/ano) (FERREIRA; MEIRELLES; BATISTA, 2013; VILAS BÔAS et al., 2017). 

É composto principalmente de álcoois com dois a cinco átomos de carbono por 

molécula (por exemplo, etanol, álcool n-propílico, álcool isoamílico, álcool 

isobutílico e álcool n-butílico (SIMSEK; OZDALYAN, 2018; KOWAL et al., 2021). 

O uso e descarte adequados do óleo fúsel, como resíduo químico, é de imensa 

importância econômica e ambiental, o que tem sido reforçado pela crescente 

demanda por álcool puro, provocada pela pandemia de COVID-19, que aumentou 

a produção de óleo fúsel (KOWAL et al., 2021). Possíveis usos para este 

subproduto incluem a produção de álcoois superiores purificados por destilação 

simples ou fracionada e síntese química ou biotecnológica de ésteres (CHU et al., 

2021). Os principais componentes do óleo fúsel são álcool isoamílico (78,2%), 

butanol (10,6%), outros álcoois secundários e etanol (11,2%) (DARKI; 

SEYFABADI; FAYAZI, 2017). 

O óleo fúsel foi utilizado como receptor acila na reação de 

transesterificação do óleo da microalga Dunaliella salina (DA SILVA et al., 2020). 

De acordo com os autores, empregando a lipase de Burkholderia cepacia 

imobilizada em óxido de nióbio (Nb2O5) obteve-se a conversão do óleo da 

microalga nos correspondentes ésteres alquílicos com rendimentos que variam de 
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70,8 a 89,0%. Este resultado demonstra o potencial do óleo fúsel como receptor 

acila para obtenção de ésteres graxos a partir de lipídios microbianos na síntese 

de biolubrificantes. Neste presente trabalho utilizou-se uma mistura de álcoois 

similar ao óleo fúsel (óleo fúsel simulado). 

 

2.9.2 Biodiesel de origem microbiana  

 

O biodiesel é definido como um combustível que compreende ésteres 

monoalquílicos de ácidos graxos de cadeia longa derivados de óleos vegetais ou 

gorduras animais (HOEKMAN et al., 2012). Quimicamente trata-se de uma 

mistura de alquilésteres de cadeia linear, obtida da transesterificação dos 

triglicerídeos de óleos e gorduras com álcoois de cadeia curta, em específico o 

metanol ou etanol, obtendo-se como coproduto desta reação o glicerol (LÔBO; 

FERREIRA; CRUZ, 2009). Embora o metanol seja amplamente aplicado em 

escala comercial, devido à sua reatividade, implicando em menor temperatura e 

tempo de reação, o etanol é consideravelmente menos tóxico, renovável e produz 

biodiesel com maior número de cetano e lubricidade, ademais, sua produção é 

consolidada no Brasil (LÔBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). A Figura 2.8 ilustra a 

reação genérica de esterificação, em que os ácidos graxos são convertidos em 

ésteres alquílicos. 

 
Figura 2.8- Reação de esterificação para formação do biodiesel. 

 

 

 

Fonte: Adaptado (VÖLZ, 2009). 
 
Ao empregar-se etanol em lugar de metanol, tem-se a formação de ésteres 

etílicos (biodiesel  de origem etílica) ( LEMÕES, 2011; AMARAL, 2014). A Figura 

2.9 sintetiza a reação de transesterificação empregando etanol. 
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Figura 2.9- Reação de transesterificação empregando etanol. 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado (ALVES, 2012). 

 

O biodiesel é frequentemente classificado em três gerações (HOEKMAN et 

al., 2012; LEONG et al., 2018). Biodiesel de primeira geração utiliza óleos 

vegetais comestíveis como matéria-prima, como óleo de soja, colza, girassol e 

óleo de palma. Essas matérias-primas utilizadas para produzir biodiesel são 

conhecidas como triacilglicerídeos (TAGs) (LEONG et al., 2018) e consistem em 

C16:0 (ácido palmítico), C18:0 (ácido esteárico), C18:1 (ácido oleíco) e C18:2 

(ácido linoleico) (SAINI et al., 2020; SIDDIKI et al., 2022). O uso de óleos 

comestíveis para a produção de biodiesel pode levar a um conflito entre energia e 

alimentação (SIDDIKI et al., 2022). O biodiesel de segunda geração evita este 

conflito por utilizar matérias-primas não comestíveis, tais como a biomassa de 

plantas lignocelulósicas, biomassa residual de cultivos e óleos usados (LEONG et 

al., 2018; SIDDIKI et al., 2022). No entanto, estas matérias-primas para a 

produção de biodiesel de segunda geração podem não ser suficientes e, além 

disso, a qualidade das matérias-primas pode afetar a qualidade do produto final 

(HOEKMAN et al., 2012; LEONG et al., 2018; SIDDIKI et al., 2022). 

O biodiesel de terceira geração utiliza óleos microbianos oleaginosos (MA 

et al., 2018), obtidos de diferentes espécies de microalgas, bactérias, leveduras e 

fungos que produzem biomassa com alto teor lipídico (LEONG et al., 2018; CHEN 

et al., 2021; SIDDIKI et al., 2022), onde o biodiesel é produzido a partir de 

biomassa microbiana após extração e transesterificação (CHEN et al., 2021; 

SIDDIKI et al., 2022). 
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Embora o biodiesel de terceira geração apresente desvantagens, como 

altos custos de instalação, processos complexos de extração e necessidade de 

luz solar (LEONG et al., 2018; SINGH et al., 2020), também há muitas vantagens: 

não precisa de terras agrícolas, o ciclo de crescimento dos microrganismos é 

curto e este crescimento  independe da estação do ano e das condições 

climáticas (SUBRAMANIAM et al., 2010; SIDDIKI et al., 2022). Além disso, 

diferentes microrganismos, como as microalgas, consomem CO2 para acumular 

lipídios nas células, o que tem um efeito positivo no alívio do aquecimento global 

(KUMAR et al., 2020; SIDDIKI et al., 2022). 

 

2.9.3 Propriedades do biodiesel  

 

O biodiesel pode ser usado em motores a diesel, puro ou misturado ao 

diesel, não sendo necessária qualquer modificação nos motores, para que seja 

utilizado (CHEN et al., 2021). Além dos parâmetros do próprio motor (por 

exemplo, taxa de compressão, pressão de injeção, relação ar-combustível e 

turbulência do ar), as propriedades químicas do combustível (por exemplo, 

viscosidade cinemática, número de cetano, saturação e poder calorífico) também 

têm um grande efeito sobre o desempenho do motor (CHEN et al., 2021). Sendo 

assim, para garantir a qualidade do biodiesel, são estabelecidos padrões de 

qualidade, com o objetivo de fixar limites dos contaminantes, para que não 

venham a prejudicar a qualidade das emissões da queima, desempenho e 

integridade do motor, além da segurança no transporte, manuseio e estabilidade 

no processo de estocagem (LÔBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). Diferentes 

agências regulatórias estabelecem os padrões de qualidade para o biodiesel, 

sendo no Brasil a Agência Nacional de Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis 

(ANP), a autoridade responsável. A padronização do biodiesel é estabelecida por 

diferentes normas, dentre as quais destacam-se e são mais utilizadas: ASTM 

D6751 (American Society for Testing and Materials - Estados Unidos) e EN 14214 

(European Norm - Europa).  No Brasil, a Resolução ANP n° 45, de 25/08/2014 

determina as diretrizes a serem seguidas em território nacional e é 

complementada pelo Regulamento Técnico ANP n° 3/2014 que estabelece os 
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parâmetros especificados para o biodiesel, bem como as metodologias a serem 

utilizadas (ANP, 2014). 

As propriedades do biodiesel são determinadas pelas propriedades dos 

ésteres graxos que o constituem. Por sua vez, estas propriedades dependem das 

características e composição em ácidos graxos, bem como, do álcool empregado 

para gerar os ésteres (CHEN et al., 2021). Dentre as características estruturais 

dos ácidos graxos que influenciam nas propriedades finais do biodiesel tem-se: o 

comprimento da cadeia, o grau de insaturação e a presença de ramificações nas 

moléculas de ácidos graxos (KNOTHE; MATHEAUS; RYAN, 2003; KNOTHE, 

2014). Portanto, para bons resultados, principalmente quanto à boa performance 

dos motores a diesel, é necessário analisar e controlar as características físico-

químicas do biocombustível. 

Dentre as análises importantes para determinar a qualidade do biodiesel 

tem-se: número de cetano, índice de iodo, estabilidade à oxidação, entre outras 

(KNOTHE, 2014). 

O número de cetano é um valor adimensional referente à qualidade de 

ignição de um combustível diesel. O número de cetano é determinado pelo tempo 

de retardamento da ignição, isto é, pelo tempo que se passa entre a injeção do 

combustível nos cilindros e a ocorrência da ignição. É importante que os valores 

do número de cetano estejam dentro de uma faixa adequada, pois, caso contrário, 

o combustível pode ocasionar problemas no bom funcionamento do motor. Se o 

número de cetano for muito elevado, pode haver a geração de fumaça devido à 

combustão incompleta, ou seja, elevado risco de a combustão ocorrer antes do 

combustível e do ar estarem apropriadamente misturados. Por outro lado, valores 

muito baixos do número de cetano podem causar trepidações e falhas no 

funcionamento do motor, além de  aquecimento lento na primeira partida do dia          

(KNOTHE; MATHEAUS; RYAN, 2003; KNOTHE, 2014; TALEBI et al., 2013). 

O número de cetano do biodiesel depende da matéria-prima utilizada para 

a sua produção, bem como do tamanho da cadeia carbônica dos ácidos graxos e 

do grau de saturação. Assim, quanto maior o número de carbonos encadeados e 

mais saturados (ausência de duplas ligações), maior será o valor do número de 

cetano. Existe uma faixa para este parâmetro de acordo com cada norma; 
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conforme a norma europeia, o número de cetano deve ser no mínimo 51. 

Portanto, matérias-primas graxas que contenham um  elevado grau de 

insaturação não são capazes de atender a esse padrão. Índices de cetano baixos 

estão associados com os componentes altamente insaturados, tais como: ésteres 

de ácido linoleico (C18:2) e linolenico (C18:3) (KNOTHE; MATHEAUS; RYAN, 

2003; KNOTHE, 2014; TALEBI et al., 2013). 

De acordo com Talebi et al. (2013), números de cetano elevados foram 

encontrados para os ésteres de ácidos graxos saturados, tais como: ácido 

palmítico (C16:0) e esteárico (C18:0), como é o caso do biodiesel de óleo de 

palma (matéria-prima rica nestes ácidos graxos), que resultou em elevado número 

de cetano. 

Outra importante propriedade para a qualidade do biodiesel é determinada 

pelo índice de iodo. O índice de iodo é uma medida da insaturação total dentro de 

uma mistura de ácidos graxos. É expressa em gramas de iodo que reagem com 

100 g da amostra respectiva, refletindo na adição de iodo para as duplas ligações. 

De acordo com a norma europeia (EN 14214), o índice de iodo é limitado a 120g 

I2/100g  (RAMOS et al., 2009). Torna-se necessário limitar a quantidade de ácidos 

graxos insaturados, para a finalidade de produção de biodiesel, pois a presença 

destes resulta em elevado aquecimento e consequente polimerização de 

triacilgliceróis. Como consequência, podem formar-se depósitos, ou a 

deterioração do lubrificante no motor (RAMOS et al., 2009). Portanto, quanto 

maior o grau de insaturação, maior o valor do índice de iodo. De acordo com a 

norma europeia, a quantidade máxima de ácido α-linolênico (C18:3) deve limitar-

se a 12,0%, para atender às especificações para o índice de iodo. Contudo, 

segundo outros autores, essa regra não se confirma. O óleo de palma, rico em 

ésteres de ácidos graxos saturados, tais como palmítico (C16:0) e esteárico 

(C18:0), apresenta índice de iodo superior (RAMOS et al., 2009). 

Outro importante parâmetro refere-se à estabilidade à oxidação. Este 

parâmetro, medido em horas, determina por quanto tempo as características do 

biodiesel serão conservadas sob condições de calor, umidade e armazenamento, 

presença de traços de metais e condições do tanque de armazenagem. A auto-

oxidação do combustível relaciona-se à insaturação, ou seja, à presença de 
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ácidos graxos contendo duplas ligações em sua estrutura (KNOTHE, 2005; 

KNOTHE, 2007). 

Quanto maior o conteúdo de ésteres alquílicos poli-insaturados nas 

amostras de biodiesel, mais suscetível a sofrer oxidação, contudo, o biodiesel 

pode ser tratado com antioxidantes, substâncias tais como o alfa-tocoferol e os 

butilatos de hidroxianisole e de hidroxitolueno, que aumentam sua estabilidade 

oxidativa (KNOTHE, 2005; KNOTHE, 2007). 

Além das propriedades descritas, existem outras, comuns ou específicas, 

de acordo com os diversos países que produzem e utilizam biodiesel. Os valores 

estabelecidos para cada parâmetro podem variar, dependendo até mesmo das 

condições climáticas e das fontes de matérias primas disponíveis. O presente 

trabalho visa discutir algumas dessas propriedades, com base na análise de 

composição em ácidos graxos dos óleos obtidos. 

Os diversos procedimentos envolvidos para se determinar 

experimentalmente os parâmetros de qualidade do biodiesel implicam em elevado 

custo e, principalmente, requerem uma maior quantidade de produto, o que 

muitas vezes é inviável de se obter no desenvolvimento da pesquisa. Contudo, é 

possível determinar diversos parâmetros de qualidade de um biodiesel com base 

no perfil de ésteres metílicos de ácidos graxos da matéria-prima de óleo usada na 

sua fabricação, via software patenteado denominado “BiodieselAnalyser” 

(TALEBI; TABATABAEI; CHISTI, 2014). Portanto, é possível prever as 

propriedades de um biodiesel potencial, a partir da composição em ácidos graxos 

do material de interesse. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 Materiais 

 

3.1.1 Microrganismos 

 

Na primeira etapa da pesquisa foi utilizada a linhagem de microalga 

Chlorella vulgaris BMAK D07 doada pelo Banco de Microrganismos Aidar & 

Kutner (BMA&K) do Instituto Oceanográfico da Universidade de São Paulo. Na 

sequencia, investiu-se nos estudos com a espécie Scenedesmus obliquus CCMA-

UFSCar 604, adquirida da Universidade Federal de São Carlos.  

A linhagem do fungo filamentoso Mucor circinelloides f. griseo-cyanus URM 

4182 adquirida da coleção de culturas da Micoteca URM (CCB/Universidade 

Federal de Pernambuco), previamente selecionada como potencial produtora de 

single cell oil (CARVALHO et al., 2015) foi utilizada em todas as etapas da 

pesquisa, para a formação de liquens artificiais com ambas espécies de 

microalgas. 

 

3.1.2 Meios de cultivo 

 

Para a realização de todos os experimentos, dois meios de cultivo distintos 

foram utilizados. Para o cultivo do fungo filamentoso M. circinelloides e da 

microalga C. vulgaris, foi empregado o meio de cultivo A, previamente 

estabelecido para estudos de liquenização (RAJENDRAN; HU, 2016), composto 

de: 2 g/L glicose, 1 g/L KNO3, 0,075 g/L KH2PO4, 0,1 g/L K2HPO4, 0,5 g/L 

MgSO4.2H2O, 0,0625 g/L Ca(NO3)2.4H2O, 0,01 g/L FeSO4.7H2O, 0,5 g/L extrato 

de levedura e solução de metais a 1 mL/L, composta de: 2,86 g/L H3BO3, 0,39 g/L 

Na2MoO4.2H2O, 0,22 g/L ZnSO4.7H2O, 1,81 g/L MnCl2.4H2O, 0,079 g/L 

CuSO4.5H2O e 0,049 g/L Co(NO3)2.6H2O.  

Para o cultivo da espécie S. obliquus, foi utilizado o meio de cultivo WC 

(GUILLARD; LORENZEN, 1972), composto de: 36,76  mg/L CaCl2.2H2O, 36,97 

mg/L MgSO4.7H2O, 12,60 mg/L NaHCO3, 8,71 mg/L K2HPO4, 85,01 mg/L NaNO3, 

de solução de metais, composta de: 4,36 mg/L Na2EDTA, 3,15 mg/L FeCl3.6H2O, 
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0,01 mg/L CuSO4.5H2O, 0,022 mg/L ZnSO4.7H2O, 0,01 mg/L CoCl2.6 H2O, 0,18 

mg/L MnCl2.4H2O, 0,006 mg/L Na2MoO4.2H2O, 1,0 mg/L H3BO3 e de solução de 

vitaminas composta de 0,1 mg/L Tiamina HCl, 0,5 µg/L Biotina e 0,5 µg/L 

Cobalamina. Todos os reagentes dosados a 1 ml/L de meio de cultivo. 

 

3.1.3 Melaço de cana-de-açúcar como fonte de carbono e nutrientes 

 

O melaço de cana-de-açúcar (MC) foi utilizado como suplemento ao meio 

de cultivo WC da espécie S. obliquus.  

Este suplemento foi fornecido pela empresa Mellaço de Cana (Saltinho, 

SP, Brasil).  

Sua principal composição consiste em açúcares totais (59,7%), sacarose 

(39,9%), frutose (7,5%), glicose (5,5%) e minerais: potássio, magnésio, sódio, 

ferro, manganês, cálcio, zinco, cobre e cobalto em menores proporções.  

 

3.1.4 Catalisador químico 

 

As reações de síntese de biolubrificante e biodiesel foram efetuadas 

empregando catalisador químico heteropoliácido suportado em óxido de nióbio 

(H3PMo12O40/Nb2O5). O heteropoliácido (H3PMo12O40) suportado por óxido de 

nióbio (Nb2O5) foi preparado pelo método de impregnação por umidade incipiente, 

descrito por Da Conceição et al. (2019).  Para cada reação, 0,6 g do catalisador 

heteropoliácido foram dissolvidos em 0,72 mL de solução de álcool (70%) à 

temperatura ambiente. 

A suspensão obtida foi misturada com 2,0 g do suporte (Nb2O5) para atingir 

uma concentração final de catalisador de 30% em peso. O sólido obtido foi seco a 

100°C por 30 min e calcinado posteriormente. O procedimento de calcinação foi 

realizado em duas etapas, ambas sob temperatura de 300°C. A primeira etapa 

durou 1 hora e a segunda etapa, 3 horas. 

Titulações ácido-base foram usadas para determinar a acidez da superfície 

do catalisador. Em uma medição típica, 0,1 g de sólido foi suspenso em 20 mL de 

NaOH 0,1 mol/L. A suspensão foi agitada por 3 horas a 25°C e titulada com 0,1 
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mol/L HCl na presença de fenolftaleína. A acidez superficial do catalisador foi 

expressa em mmol H+/g catalisador, segundo Da Conceição (2019). 

 

3.1.5 Outros materiais 

 

 Tela de fibra de algodão: lavada em água destilada, seca e cortada em peças 

nas dimensões 2,5 x 2,5 cm, utilizada como suporte para a formação de 

liquens. 

 Hexano P.A.: usado como solvente na síntese de biolubrificante, na 

concentração 40% v/v. 

 Óleo fúsel simulado: usado como receptor acila na síntese de biolubrificante, 

mistura de álcoois composta por 10% v/v de álcool etílico, 8% v/v de álcool 

butílico e 65% v/v de álcool isoamílico. 

 Etanol 98,5% P.A.: utilizado como solvente e reagente na síntese de biodiesel. 

 Amberlite BD10DRY: resina adsorvente utilizada na etapa de purificação do  

biolubrificante e biodiesel brutos, de acordo com o método descrito por Santos 

et al. (2017). 

 

3.2 Metodologia experimental e analítica 

 

3.2.1 Preparo de concentrados de células e de suspensão de esporos 

 

Para obter células de C. vulgaris na quantidade necessária ao trabalho de 

pesquisa, foram efetuados cultivos em bancada, em erlenmeyers de 2L, sob 

iluminação de lâmpadas tubulares de led branco (100 μmol/m2.s) e aeração 

constantes, em meio de cultivo A isento de glicose, por aproximadamente 7 dias.  

Células destes cultivos foram semanalmente examinadas ao microscópio, para 

garantir sua integridade. 

Para as células de S. obliquus, as mesmas condições de cultivo em 

bancada foram adotadas, exceto que o meio de cultivo utilizado para esta espécie 

foi o meio de cultivo WC. Para ambas as microalgas, as cepas foram preservadas 

em pequenos cultivos estáticos, abaixo de 20 ± 1 °C, renovados mensalmente e a 
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preparação dos concentrados de células foi efetuada de acordo com o protocolo 

estabelecido no laboratório de microalgas (LOURES et al., 2018). 

Os esporos do fungo filamentoso foram mantidos em tubos de ensaio em 

refrigerador em meio DPA (Potato Dextrose Agar), seguindo as práticas de rotina 

do laboratório de biocatálise (CARVALHO et al., 2015). 

 

3.2.2 Contagem de células microalgais e de esporos fúngicos 

 

A contagem de células microalgais e de esporos suspensos em meio de 

cultivo foi realizada em microscópio ótico com câmara de Neubauer (CARVALHO, 

2015). 

 

3.2.3 Determinação da concentração de açúcares totais 

 

A concentração de açúcares totais no meio de cultivo foi estimada pelo 

método colorimétrico Fenol-ácido sulfúrico (DUBOIS et al., 1956). 

 

3.2.4 Determinação da concentração de clorofila A 

 

A concentração de clorofila A (Chl-a) foi determinada pelo método 

espectrofotométrico desenvolvido por Rajendran e Hu (2016), que correlaciona as 

leituras de absorbância no comprimento de onda de 665 nm à biomassa de 

microalgas em miligramas. 

 

3.2.5 Estratégias de cocultivo 

 

Quatro estratégias de cocultivo foram avaliadas, para a formação de 

liquens com as espécies C. vulgaris e M. circinelloides, conforme descrito no 

Quadro 3.1. 
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Quadro 3.1- Estratégias de cocultivo de liquens. 

Estratégia Protocolo 

I 
100 mL de meio de cultura foram inoculados simultaneamente com 2,55x108 células de 
microalgas e 8,5x105 esporos de fungos e incubados por 180 h. 

II 
100 mL de meio de cultura foram inoculados simultaneamente com 2,55x108 células de 
microalgas e 8,5x105 esporos de fungos e incubados por 180 h com um suporte de tela 
de fibra de algodão. 

III 
100 mL de meio de cultura foram inoculados com 8,5x105 esporos fúngicos e incubados 
por 72 h. Após 72 h de crescimento do fungo, 2,55x108 células de microalgas foram 
adicionadas à cultura do fungo, permanecendo em incubação até completar 180 h. 

IV 

50 mL de meio de cultura foram inoculados com 4,25x105 esporos e, 
concomitantemente, em outro erlenmeyer, 50 mL de meio de cultura foram inoculados 
com 1,275x108 células de microalgas. Ambos os frascos foram incubados por 72 h, 
seguido da transferência das culturas isoladas para um único frasco de 250 mL, 
permanecendo em incubação até completar 180 h. 

Fonte: Própria autora. 

 

Posteriormente, a estratégia que apresentou melhores resultados em 

termos de contribuição de biomassa de algas na composição dos liquens, bem 

como, de eficiência de recuperação de células, foi reaplicada para a formação de 

liquens artificiais com as espécies S. obliquus e M. circinelloides.  

 

3.2.6 Parâmetros dos cultivos em shaker orbital para C. vulgaris e M. 

circinelloides 

 

Os cultivos da microalga C. vulgaris e os cocultivos dos liquens com as 

espécies C. vulgaris e M. circinelloides foram efetuados em shaker orbital 

adaptado com iluminação de led branco, sob intensidade luminosa constante 

equivalente a 100 μmol/m2.s1, a 140 rpm e temperatura de 26 ± 1 °C. 

Os cultivos do fungo filamentoso M. circinelloides foram efetuados em outro 

shaker orbital, a 250 rpm e temperatura de 26 ± 1 °C, porém, sem iluminação. A 

Figura 3.1 mostra o equipamento utilizado com um cultivo em andamento. 
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Figura 3.1- Aspecto do shaker orbital adaptado para o cultivo de microalgas. 
 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Própria autora. 

 

3.2.7 Parâmetros dos cultivos em shaker orbital para S. obliquus e M. 

circinelloides 

 

Para as culturas isoladas da microalga S. obliquus e do fungo filamentoso, 

foram utilizados dois shakers orbitais diferentes, com volume individual de 50 mL 

de meio de cultura em cada frasco de 250 mL e tempo de incubação de 72 h para 

ambos os microrganismos. As culturas de fungos foram realizadas a 250 rpm, 26 

± 1°C, e as culturas de microalgas a 140 rpm, 24 ± 1°C. Para o crescimento de 

microalgas, o shaker orbital foi adaptado com iluminação LED branca (150 

μmol/m2
∙s).  

Para cada batelada de cultivos isolados, preparou-se um total de 0,9 L de 

meio de cultivo. Cada frasco de meio de cultivo A foi inoculado com 4,25 × 105 

esporos e, para o cultivo de microalgas, cada frasco de meio de cultivo WC 

recebeu 1,275 × 108 células de microalgas. Após esse tempo, cada micélio 

cultivado com fungos (0,05 g de peso seco) foi colhido por filtração e adicionado a 

um único frasco de 250 mL contendo cultivo de células de microalgas e a 

incubação continuou por mais 108 h; ao final desse período, a biomassa dos 

consórcios foi colhida por filtração. 
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3.2.8 Parâmetros dos cultivos e cocultivos em mesa agitadora orbital 

 

O equipamento mesa agitadora orbital analógica foi utilizado para o cultivo 

da espécie S. obliquus, e para os respectivos cocultivos desta espécie com o 

fungo filamentoso, na etapa final do trabalho de pesquisa (capítulo 6). Os 

parâmetros de cultivo e cocultivo neste equipamento foram: adaptação com 

iluminação de luz de led branca, intensidade luminosa constante equivalente a 

150 μmol/m2.s, a 140 rpm e temperatura ambiente de 25 ± 2 °C. A Figura 3.2 

ilustra o equipamento utilizado na etapa final da pesquisa, operando com os 

diferentes tamanhos de frascos. 

 
Figura 3.2- Mesa agitadora orbital analógica para o cultivo da microalga S. obliquus, e para os 
cocultivos dos liquens, adaptada com painéis de lâmpadas tubulares de led, montados ao fundo e 
nas laterais, operando com diferentes tamanhos de frascos: (a) 14 frascos Erlenmeyers de 0,5 L, 
(b) 9 frascos Erlenmeyers de 1,0 L e 4 frascos erlenmeyers de 2,0 L. 
 

(a)       (b) 

 

 

 

 

 

         (c) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora. 
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Células da microalga S. obliquus foram inoculadas em frascos erlenmeyers 

de três tamanhos diferentes (500 mL, 1000 mL e 2000 mL), com os respectivos 

volumes de meio de cultivo: 100 mL, 200 mL e 400 mL. Em 100 mL de meio de 

cultivo WC e erlenmeyers de 500 mL, foram inoculadas 2,55 x 108 células por mL. 

Em 200 mL de meio de cultivo WC e erlenmeyers de 1000 mL,  e, em 400 mL de 

meio de cultivo WC e erlenmeyers de 2000 mL, foram inoculadas respectivamente 

5,10 x 108 células por mL e 10,2 x 108 células por mL.  

O melaço de cana-de-açúcar (MC) foi adicionado ao meio de cultivo WC, à 

proporção de 0,6 g/L, em todos os cultivos efetuados. O cultivo de fungos foi 

mantido em meio de cultivo A, a 250 rpm, 26 ± 1 ° C em shaker orbital. 

Os frascos foram incubados separadamente por um período de 72 h.  Após  

72 h de incubação, os micélios fúngicos foram colhidos por filtração e adicionados 

aos frascos erlenmeyers contendo o cultivo de células de microalgas, 

permanecendo em incubação por mais 108 h.  

Devido ao aumento do volume de meio de cultivo e da quantidade de 

células de microalgas, aumentou-se proporcionalmente a quantidade de micélios 

adicionados para a formação dos liquens: para 100 mL, foram adicionados 2 

micélios fúngicos; para 200 mL, 4 micélios fúngicos e para 400 mL foram 

adicionados 8 micélios fúngicos. Ao final do período de 108 h, a biomassa dos 

consórcios (liquens) foi colhida por filtração. Todos os cultivos foram efetuados 

em triplicata.  

A Figura 3.3 ilustra resumidamente as sequências descritas para a 

formação do consórcio microbiano. 
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Figura 3.3- Sequência de etapas para a formação de um consórcio alga:fungo entre as cepas de 
S. obliquus e M. circinelloides, em mesa agitadora orbital analógica.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Própria autora. 
 

3.2.9 Colheita da biomassa e determinação de massa seca 

 

O micélio de fungo filamentoso e a biomassa de líquen (consórcio 

microbiano) foram colhidos do meio de cultivo por filtração simples. Para a 

determinação da massa seca, foi utilizada balança de secagem acoplada com 

infra-vermelho (modelo MOC63u, Shimadzu). 

 

3.2.10 Cálculo de parâmetros bioquímicos com base em dados de cultivo 

 

A biomassa de algas e de consórcio alga:fungo e os lipídios foram 

avaliados em termos de concentração e produtividade. De acordo com as 

equações 3.1 a 3.5,  X significa a concentração de biomassa, em mg/L, P significa 

a concentração de lipídios, em mg/L, %P significa o percentual de lipídios sobre a 

biomassa seca. Os resultados também foram analisados considerando a 

produtividade volumétrica de biomassa (Qx), e de lipídios (Qp), expressa em 

mg/L.dia. 
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3.2.11 Contribuição das biomassas de alga e fungo na biomassa dos liquens 

 

A contribuição da biomassa microalgal à biomassa liquenizada foi estimada 

indiretamente pela medição da concentração de clorofila A (Chl-a), por 

espectrofotometria UV-VIS (Varian Cary 5000) no comprimento de onda de 665 

nm (RAJENDRAN; HU, 2016). Sabendo-se a contribuição da biomassa de algas, 

o valor da contribuição da biomassa fúngica foi calculado por diferença entre a 

biomassa total e a biomassa microalgal. Na estratégia de formação de liquens 

que empregou a tela de algodão como suporte, a massa seca da tela também foi 

subtraída, para o cálculo da contribuição da biomassa de algas e da biomassa 

fúngica. 

 

3.2.12 Determinação da eficiência de recuperação de células (ER) 

 

A eficiência de recuperação de células de microalgas é uma fórmula para 

se calcular a porcentagem de células de microalgas que foram retiradas do meio 

de cultivo, através do processo de formação do líquen. Após a colheita do líquen, 

uma alíquota do caldo restante foi coletada e efetuada a leitura da absorbância a 

665 nm. Posteriormente, a leitura da absorbância foi correlacionada com a 
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biomassa em mg, através de equação de correlação (RAJENDRAN; HU, 2016). A 

biomassa suspensa no meio de cultivo corresponde ao total de células em 

suspensão que não foram recuperadas na formação do líquen.  

A eficiência de recuperação (ER), em %, foi calculada de acordo com a 

equação 3.6: 

 
%& (%) =  

('����		� ���(�����	 �����!'����		� ���(�����	 	�	��)	�)

'����		� ���(�����	 �����
 � 100       (3.6) 

 

3.2.13 Extração de lipídios das biomassas de algas, fungo e liquens 

 

Os lipídios totais, nas amostras de biomassa contendo aproximadamente 

70% de umidade, foram quantificados por extração realizada em um sistema de 

digestão com irradiação na região de micro-ondas (CEM Discover DU-8081) 

utilizando 0,5 g de biomassa (base seca) suspensa em 50 mL de etanol 96% 

como solvente, à temperatura de 60 °C, em três ciclos de 30 min, conforme 

metodologia descrita por  Carvalho et al. (2015).  

 

3.2.14 Composição em ácidos graxos dos óleos microbianos extraídos 

 

A composição em ácidos ácidos graxos dos óleos extraídos da biomassa 

foi determinada pelo método adaptado AOCS Ce 1-62 via metilação, usando 

mistura de metanol/BF3. Os ésteres metílicos de ácidos graxos (FAMEs) foram 

identificados por um cromatógrafo a gás equipado com detector de ionização de 

chama (GC, PerkinElmer® - Clarus 580) usando uma coluna capilar de 30 m (5% 

difenil 95% dimetilpolisiloxano fase estacionária) de 0,25 mm de diâmetro interno. 

O nitrogênio foi o gás transportador (1 mL/min). Os ésteres metílicos foram 

identificados pelo uso de um padrão de mistura de ésteres (MIX Supelco® FAME 

– C6:0 - ácido cáprico a C24:0 - ácido lignocérico) e quantificados relativamente 

pela normalização das áreas de pico calculadas. 
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3.2.15 Análises de caracterização  

 

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier por 

refletância total atenuada (ATR-FTIR) foi usada para analisar as funções 

orgânicas de diferentes amostras de biomassas: da microalga e do fungo (obtidos 

em cultivos distintos) e do consórcio (biomassa de liquens formados após o 

cocultivo). O equipamento empregado foi o espectrômetro Shimadzu FTIR, 

modelo IRP PRESTIGE-21. Os espectros de ATR-FTIR das amostras foram 

obtidos a partir da acumulação de um total de 32 varreduras no intervalo de 4000 

- 400 cm-1 com uma resolução de 4 cm-1, empregando-se brometo de potássio 

(KBr) como matriz (ZORN et al., 2020). 

Detalhes da interação física entre a microalga e o fungo filamentoso foram 

estudados com um microscópio eletrônico de varredura (MEV) de mesa                 

Hitachi TM 3000 (Hitachi High-Technologies Corporation, Tóquio, Japão). Para 

esta análise, a biomassa do consórcio foi seca em dessecador a vácuo até peso 

constante. Em seguida, a umidade residual foi removida mantendo a amostra em 

um forno a 100°C por 60 min. As amostras de biomassa seca, em grãos, foram 

metalizadas com prata e levadas ao microscópio eletrônico de varredura (ZORN 

et al., 2022). 

Nas amostras de biolubrificante e biodiesel, os glicerídeos residuais 

(monoacilglicerol - MAG e diacilglicerol - DAG) foram analisados por cromatógrafo 

a líquido (HPLC) Agilent 1200 series (Agilent Technologies, EUA) equipado com 

um detector de dispersão de luz por evaporação e coluna Gemini C-18 (5 μm, 150 

× 4,6 mm, 110 Å) (CARVALHO et al., 2018). 

A viscosidade dinâmica foi medida a 40°C para a amostra de 

biolubrificante, usando um viscosímetro Brookfield LVDV-II (Brookfield 

Viscometers Ltd., Inglaterra, Reino Unido) Um banho de água circulante foi usado 

para manter a temperatura em cada análise a 40°C. As medidas de tensão de 

cisalhamento foram tomadas como função da taxa de cisalhamento e a 

viscosidade foi determinada como uma constante de inclinação. Amostras de 0,5 

mL foram utilizadas e as medidas foram replicadas três vezes (CARVALHO et al., 

2018; CÉRON et al., 2018; DA SILVA et al., 2020).  
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3.2.16 Reações de transesterificação in situ  

 

Reações de transesterificação direta (in situ) da biomassa de consórcio 

microbiano (contendo pelo menos 20% em peso de lipídios sobre massa seca) 

foram realizadas, distintamente, para a obtenção de biolubrificante e de biodiesel. 

Para estas reações, foi utilizado o catalisador H3PMo12O40/Nb2O5 (previamente 

ativado a 150 °C por 2 h). O meio de reação foi composto por 10% em peso do 

catalisador, referente aos lipídios presentes na biomassa. Todas as reações 

foram realizadas a 250°C e agitação de 300 rpm por 6 h, em um reator de aço 

inoxidável pressurizado (Parr Reatores Compactos HPCL Série 5500). 

Para a síntese de biolubrificante, hexano foi usado como solvente (40% 

v/v) e óleo fúsel simulado, composto por 10% de álcool etílico, 8% de álcool 

butílico e 65% de álcool isoamílico, foi usado como receptor acila. A razão molar 

óleo/receptor acila foi fixada em 1:180. 

O biolubrificante bruto foi purificado com o adsorvente Amberlite BD10DRY, 

de acordo com o método descrito por Santos et al. (2017). 

A amostra do biolubrificante bruto e do adsorvente Amberlite foram 

transferidas para tubos Falcon de 50 mL e colocadas em banho de ultrassom por     

2 h. Em seguida, a amostra foi centrifugada (1570 x g por 15 min) e o solvente 

residual foi removido em um rotaevaporador a 80°C por 30 min. 

Para a síntese do biodiesel, foi utilizado somente etanol 98,5%, como 

solvente e reagente, à razão molar óleo/álcool também fixada em 1:180. 

Demais condições para a reação de transesterificação e purificação do 

biodiesel bruto foram identicas às descritas para a síntese do biolubrificante. 

 

3.2.17 Determinação de parâmetros de qualidade do biodiesel 

 

Com base na composição em ácidos graxos, o software 

BiodieselAnalyzer© Versão 2.2 foi utilizado para predizer os valores de alguns 

parâmetros de qualidade do biodiesel, produzido a partir da biomassa oleaginosa 

do consórcio alga:fungo (TALEBI; TABATABAEI; CHISTI, 2014).  
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Os seguintes parâmetros de qualidade para o biodiesel foram avaliados: 

número de cetano, índice de iodo, estabilidade à oxidação a 110 °C, massa 

específica a 20 °C e viscosidade cinemática a 40 °C. 

O software BiodieselAnalyzer© Versão 2.2 está disponível em 

http://www.brteam.ir/biodieselanalyzer. 
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4 AVALIAÇÃO DE ESTRATÉGIAS DE COCULTIVO  

 

4.1 Introdução 

 

Liquens estão entre os muitos tipos de relacionamento mútuo entre 

espécies. Os liquens existem como um sistema dinâmico entre fungos e algas ou 

cianobactérias, presentes nos mais variados habitats da crosta terrestre, 

principalmente por razões de troca de nutrientes e, portanto, para a sobrevivência 

mútua (RAJENDRAN; HU, 2016) e cerca de 25% de todas as espécies de fungos 

são conhecidas em sua forma liquenizada (LUTZONI, PAGEL; REEB, 2001).  

Com base nesse sistema natural, a produção de consórcios microbianos 

compostos por algas e fungos (liquens artificiais) em biorrefinarias, pode 

representar uma alternativa bastante interessante na solução de diversas 

questões relacionadas à colheita de células, além de gerar valiosa biomassa 

oleaginosa.  

Por exemplo, tais consórcios podem solucionar um gargalo comumente 

reportado na viabilidade dos processos microalgais, que está na etapa de colheita 

das células. As células de microalgas geralmente são cultivadas em suspensão, 

pois diferentemente dos organismos multicelulares, como fungos, as células de 

microalgas são pequenas e possuem valores de gravidade específicos próximos 

aos de seu meio de cultivo (PRAGYA; PANDEY; SAHOO, 2013). Os cultivos 

geralmente ocorrem de forma diluída, produzindo uma baixa razão de biomassa 

para líquido, aumentando não só o volume de água dependente nesse processo, 

mas também os requisitos necessários para a separação (MATA; MARTINS; 

CAETANO, 2010). Por outro lado, fungos são relativamente mais fáceis de 

recuperar que as microalgas. Assim, com técnicas apropriadas, é possível 

promover adesão entre as hifas dos fungos e as células das microalgas, 

removendo efetivamente as microalgas do meio de cultivo (GULTOM; HU, 2013). 

Neste sentido, este capítulo teve como principais objetivos, avaliar quatro 

diferentes estratégias de cocultivo para a formação de liquens artificiais e, 

selecionar a estratégia mais apropriada a uma elevada eficiência de recuperação 

de células e biomassa liquenizada com maior conteúdo lipídico. Além disso, o 
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efeito das diferentes estratégias de cocultivo sobre a acumulação lipídica foi 

demonstrado. 

Os estudos foram realizados com a cepa fúngica Mucor circinelloides URM 

4182, e a espécie Chlorella vulgaris BMAK D07, microalga considerada espécie 

modelo para os estudos de liquenização. 

 

4.2 Resultados e discussão 

 

4.2.1 Efeitos do meio de cultivo e da glicose sobre as linhagens estudadas 

 

Previamente ao estabelecimento das estratégias de cocultivo, foi efetuado 

um estudo do crescimento das células de C. vulgaris em meio de cultivo 

autotrófico e mixotrófico (sem e com glicose). Os dados também foram 

comparados ao crescimento do fungo filamentoso, cujo meio de cultivo A contém 

2 g/L de glicose. Estes resultados foram sintetizados nas Figuras 4.1 (a) e (b). 

 

Figura 4.1- (a) Curvas de crescimento de C. vulgaris em meio de cultivo autotrófico e mixotrófico, e 
o respectivo consumo de glicose pela microalga; (b) Curva de crescimento de M. circinelloides em 
meio heterotrófico e o respectivo consumo de glicose pelo fungo. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora. 
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De acordo com os dados da Figura 4.1 (a), o cultivo de C. vulgaris em meio 

A na presença e ausência de glicose apresentou curvas de crescimento típicas e 

demonstrou uma concentração final de células semelhante no período de 180 h, 

embora um crescimento mais lento tenha sido observado no meio suplementado 

com 2 g/L de glicose nos primeiros dias de incubação. Por outro lado, de acordo 

com os dados da  Figura 4.1 (b), o meio de cultivo A, suplementado com glicose, 

foi capaz de suportar totalmente a cepa URM 4182 do fungo filamentoso M. 

circinelloides, proporcionando uma rápida captação de glicose nas primeiras 24 

horas de crescimento, que foi capaz de ser sustentada por todo o período 

avaliado de 180 h. 

O meio de cultivo A, selecionado para este estudo, foi descrito na literatura 

para suportar totalmente o crescimento de diferentes cepas de C. vulgaris, como 

a UTEX 2714 (GULTOM; HU, 2013). O comportamento mixotrófico da microalga 

C. vulgaris, amplamente demonstrado em vários estudos (LIANG et al., 2009; 

HEREDIA-ARROYO et al., 2011), foi confirmado neste estudo para a cepa BMAK 

D07. No entanto, o cultivo de C. vulgaris em meio suplementado com glicose 

apresentou-se com aspecto turvo, bem como, observou-se a ocorrência de 

decantação de células, como também descrito por Zhang e Hu (2012). 

Considerando que as duas linhagens foram capazes de crescer no mesmo meio 

de cultivo, a seleção das características nutricionais do meio A foi considerada 

adequada para a avaliação de diferentes parâmetros envolvendo as interações 

entre as duas linhagens. Para a microalga, o meio de cultivo A sem glicose 

mostrou-se mais adequado. 

 

4.2.2 Formação de liquens por inoculação simultânea de células e esporos: 

estratégia I 

 

Os resultados em biomassa seca dos liquens formados conforme esta  

estratégia estão descritos na Tabela 4.1. 
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Tabela 4.1 – Quantificação das biomassas de liquens de C. vulgaris e M. circinelloides, 
contribuições das biomassas de alga e fungo na composição dos liquens e respectivos 
percentuais (estratégia I). 

 
Fonte: Própria autora. 

 

As contribuições de biomassas de C. vulgaris e M. circinelloides na 

formação dos liquens foram, respectivamente, de 25% e 75% em média. De 

acordo com este resultado, o líquen formado por inoculação simultânea de células 

da microalga e esporos do fungo não favoreceu a adesão de células microalgais 

ao micélio maduro. De fato, durante todo o período de incubação, observou-se 

que o meio de cultivo apresentou uma coloração verde intensa, o que indica a 

presença de muitas células de microalgas em suspensão no meio de cultivo, que 

não aderiram à biomassa fúngica no processo de formação do líquen. Portanto, 

pela inoculação simultânea de células e esporos, houve baixa aderência da 

biomassa microalgal ao micélio fúngico. A Figura 4.2 mostra a biomassa de líquen 

em meio de cultivo e logo após a colheita. 

 

Figura 4.2- Aspectos dos cocultivos de acordo com a  estratégia I: (a) Amostras de líquen em 
formação em meio de cultivo e (b) logo após a colheita. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora. 

Amostras 
Biomassa 
líquen (mg/L) 

Biomassa 
microalga 
(mg/ L) 

Biomassa 
fungo 
(mg /L) 

%Algas %Fungos 

Líquen 1 1176,0 236,0 940,0 20,1 79,9 

Líquen 2 1284,0 310,0 974,0 24,1 75,9 
Líquen 3 1211,0 365,0 846,0 30,1 69,9 
Médias 1223,7 ± 45,0 303,7 ± 52,9 920,0 ± 54,1 24,8 ± 4,1 75,2 ± 4,1 
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O efeito de diferentes proporções de inoculação entre algas e fungos, pH, 

concentração inicial de glicose, entre outros fatores, foram avaliados por Gultom; 

Hu (2013) sobre a interação entre Aspergillus niger e C. vulgaris, e as condições 

ótimas sugeridas pelos autores foram adotadas para os ensaios envolvendo o 

crescimento de M. circinelloides e C. vulgaris neste trabalho. Portanto, esta 

primeira abordagem, sem uso de suporte, teve como objetivo avaliar uma 

inoculação simultânea de células de algas e esporos de fungos, com a hipótese 

de que o crescimento combinado seguiria os perfis de comportamento isolado de 

cada linhagem. 

Os resultados observados para esta estratégia indicaram um potencial de 

desenvolvimento de consórcio entre as duas linhagens, embora tenha sido 

observada maior proporção de células fúngicas. Tal observação foge dos 

objetivos estabelecidos pelo presente estudo, a saber, promover biomassa 

recuperável e rica em células de algas, ao invés de uma biomassa 

predominantemente composta pelo componente fúngico. 

 

4.2.3 Formação de liquens por imobilização sobre tela de fibra de algodão 

como suporte: estratégia II 

 

Uma estratégia de imobilização foi levada em consideração para avaliar a 

performance de inoculação simultânea de células e esporos, usando uma tela de 

fibra de algodão como suporte. A decisão de testar a imobilização do cultivo de 

células em uma matriz externa deveu-se a descrições anteriormente promissoras 

de recuperação de algas em sistemas assistidos por células fúngicas apoiadas 

em materiais como telas de fibra de algodão e polipropileno (RAJENDREAN; HU, 

2016). Os resultados avaliando o crescimento imobilizado da biomassa do 

consórcio, bem como os cultivos isolados de C. vulgaris e M. circinelloides, 

seguiram de forma semelhante à descrita por Rajendran e Hu (2016). 

Os resultados em biomassa seca dos liquens formados conforme esta  

estratégia estão descritos na Tabela 4.2. 
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Tabela 4.2 – Quantificação das biomassas de liquens de C. vulgaris e M. circinelloides por 
imobilização sobre tela de algodão, contribuições das biomassas de alga e fungo na composição 
dos liquens e respectivos percentuais. 
 

 
Fonte: Própria autora. 

 

De acordo com estes resultados, as contribuições médias de biomassas na 

formação dos liquens foram de 49% e 51% em média, respectivamente para C. 

vulgaris e M. circinelloides, o que está bastante próximo dos dados reportados na 

literatura (RAJENDRAN; HU, 2016), ressaltando que tratam-se de linhagens 

distintas. 

Rajendran e Hu (2016) avaliaram diferentes matrizes para a formação de 

biofilme tipo líquen constituído por microalgas e fungos filamentosos, resultando 

na recomendação do uso de uma matriz treliçada de polipropileno como suporte 

eficiente para o crescimento imobilizado da biomassa de consórcio microbiano. 

A imobilização dos micélios fúngicos filamentosos e da biomassa do 

consórcio provavelmente decorreu da necessidade intrínseca das células de 

produzirem estruturas aderentes à superfície do algodão áspero, o que, apesar de 

ser um fenômeno complexo, está ligado à capacidade das células de produzirem 

enzimas celulolíticas, que são capazes de promover uma degradação inicial lenta 

da matriz do algodão, a partir da qual formam-se as estruturas proteína-

carboidratos, ligando a celulose e as estruturas celulares (SHONG; DIAZ; 

COLLINS, 2012). Tanto o cultivo fúngico isolado quanto a biomassa do consórcio 

foram capazes de crescer aderidos à matriz treliçada de algodão, enquanto o 

cultivo isolado de  C. vulgaris não aderiu adequadamente à matriz. A partir desses 

resultados, observou-se um padrão de crescimento similar ao crescimento sem 

utilização de matriz como suporte (estratégia I), em termos de acúmulo de 

biomassa e consumo de glicose para o fungo filamentoso. Portanto, a 

Amostras 
Biomassa 
líquen (mg/L) 

Biomassa 
microalga 
(mg/ L) 

Biomassa 
fungo 
(mg /L) 

%Algas %Fungos 

Líquen 1 1068,0 505,0 563,0 47,3 52,7 
Líquen 2 1081,0 564,0 516,0 52,2 47,7 
Líquen 3 1079,0 517,0 562,0 47,9 52,1 
Médias 1076,0 ± 6,3 528,7 ± 6,0 547,0 ± 6,0 49,1 ± 2,7 50,9 ± 2,7 
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performance de crescimento da estratégia II foi similar ao sistema sem adição de 

matriz, ou seja, a estratégia I. A composição da biomassa do consórcio 

microbiano foi maior em termos de algas, quando comparado ao crescimento não 

imobilizado (1224 mg x 1076 mg), contudo, na estratégia I, a contribuição em 

peso da biomassa de algas para a biomassa total foi muito menor que 50 ± 1%, 

significando que a maioria da biomassa de líquen foi composta por micélio 

fúngico. Por outro lado, a biomassa do consórcio foi maior que o crescimento 

isolado das células fúngicas no cultivo com imobilização, durante todo o processo 

de cultivo. Em ambos os sistemas, imobilizado e não imobilizado, com inoculação 

simultânea de células e esporos, não foi possível distinguir se o consumo de 

glicose do meio de cultivo foi devido ao fungo ou à microalga. Portanto, os 

resultados obtidos pela estratégia II parecem não atender aos objetivos 

estabelecidos por este trabalho, mas podem representar uma indicação para 

aplicações em que a contribuição de biomassa algal para a biomassa total não 

seja tão importante, por exemplo, aquelas relacionadas à biorremediação de 

sistemas contaminados por algas. A aderência do sistema celular à matriz de 

algodão pode ser considerada como um processo irreversível do ponto de vista 

prático. Portanto, a estabilidade de consórcio imobilizado sobre uma matriz pode 

ser benéfica a aplicações nas quais tal habilidade é desejada, como as 

relacionadas a remoção de células de algas de sistemas aquosos. 

A Figura 4.2 mostra diferentes aspectos das biomassas de líquen e da 

biomassa de fungo filamentoso cultivado como controle, durante a formação e ao 

final do período de cocultivo, ambos imobilizados sobre suporte de tela de fibra de 

algodão. 
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Figura 4.2- Aspectos de amostras empregando tela de fibra de algodão como suporte (estratégia 
II): (a) amostra de biomassa de líquen, em meio de cultivo; (b) biomassa de fungo filamentoso em 
meio de cultivo; (c) biomassa de líquen, logo após colheita; (d) biomassa de fungo filamentoso, 
logo após a colheita. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora. 

 

4.2.4 Formação de liquens por adição de inóculo de células sobre o micélio 

fúngico: estratégia III 

 

A estratégia III consistiu em um cultivo isolado de M. circinelloides, que 

cresceu por 72 h, ao qual foi adicionado o concentrado de células de algas, 

levando a um tempo de crescimento do consórcio de 108 h. 

A evolução dos resultados envolvidos neste crescimento baseou-se nos 

seguintes estágios: dispersão inicial das células da alga no meio de cultivo 

contendo o micélio do fungo, proporcionando uma fase líquida verde; em seguida, 

aproximadamente 24 h após a adição das células de C. vulgaris, o meio de cultivo 

ficou claro e transparente. Após 24 h, as células das algas estavam próximas da 

adesão total à biomassa fúngica. Após 24 horas iniciais de crescimento 

combinado, a biomassa do consórcio apresentou peso seco total constante. No 

entanto, a contribuição das células de algas para o peso seco total da biomassa 

do consórcio foi em média de 12%. A biomassa do consórcio, composta em 

grande parte por micélio fúngico, foi maior em termos de peso seco, se 
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comparada às estratégias anteriores, atingindo valores próximos a 2 g/L. Apesar 

de menores concentrações relativas de algas terem sido observadas neste 

crescimento específico, observou-se que os valores absolutos de concentração 

de algas foram semelhantes às estratégias descritas anteriormente (I e II), 

demonstrando que a maturação precoce dos micélios fúngicos, com a 

subsequente inoculação de algas em uma contagem de células mais baixa pode 

proporcionar um efeito positivo para as células fúngicas, mas um crescimento 

neutro ou negativo para as algas. 

Os resultados em biomassa seca dos liquens formados conforme esta 

estratégia estão descritos na Tabela 4.3. 

 

Tabela 4.3 - Quantificação das biomassas de liquens de C. vulgaris e M. circinelloides, 
contribuições das biomassas de alga e fungo na composição dos liquens e respectivos 
percentuais. 
 

 
Fonte: Própria autora. 
 

A Figura 4.4 mostra a biomassa do líquen, cultivado de acordo com a 

estratégia III, em meio de cultivo, e logo após a colheita. 

 

Figura 4.4 - Aspectos dos cocultivos de acordo com a  estratégia de adição de inóculos de células 
sobre o micélio fúngico: (a) amostras de líquen em formação em meio de cultivo e (b) biomassa 
logo após a colheita. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Própria autora. 

Amostras 
Biomassa 
líquen (mg/L) 

Biomassa 
microalga 
(mg/ L) 

Biomassa 
fungo 
(mg /L) 

%Algas %Fungos 

Líquen 1 2159,0 269,0 1890,0 12,5 87,5 
Líquen 2 2115,0 218,0 1897,0 10,3 89,7 
Líquen 3 2157,0 277,0 1880,0 12,8 87,2 
Médias 2143,7 ± 20,3 254,7 ± 26,1 1889,0 ± 7,0 11,9 ± 1,1 88,1 ± 1,1 
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4.2.5 Formação de liquens por adição do micélio fúngico ao meio de cultivo 

com maior concentração inicial de células: estratégia IV 

 

Os resultados em biomassa seca dos liquens formados conforme esta 

estratégia estão descritos na Tabela 4.4. 

 

Tabela 4.4 - Quantificação das biomassas de liquens de C. vulgaris e M. circinelloides, 
contribuições das biomassas de alga e fungo na composição dos liquens e respectivos 
percentuais. 
 

 
Fonte: Própria autora. 

 

De acordo com a estratégia IV, as células da microalga e esporos fúngicos 

cresceram em cultivos isolados por 72 h; após este período, o micélio foi colhido e 

adicionado ao cultivo contendo as células da microalga, levando a um tempo de 

maturação do consórcio de 108 h. Nesta estratégia, os esporos do fungo 

consumiram a glicose do meio de cultivo antes do desenvolvimento da biomassa 

de líquen, bem como, a microalga desenvolveu-se em um meio de cultivo 

autotrófico, alcançando uma concentração de aproximadamente 350 mg/L ± 4,1, 

conforme registrado na Figura 4.1(a). De acordo com os resultados desta 

estratégia, o percentual de biomassa da microalga na composição dos liquens foi 

de 79%, que é 40% superior à biomassa da microalga verificada na composição 

dos liquens cultivados na presença de tela fibra de algodão como suporte. A 

Figura 4.5 mostra diversas etapas do processo de formação de liquens de acordo 

com o protocolo da estratégia IV. 

 

 

 

 

Amostras 
Biomassa 
líquen (mg/L) 

Biomassa 
microalga 
(mg/ L) 

Biomassa 
fungo 
(mg /L) 

%Algas %Fungos 

Líquen 1 1828,0 1440,0 388,0 78,8 21,2 
Líquen 2 1869,0 1464,0 405,0 78,3 21,7 
Líquen 3 1894,0 1504,0 391,0 79,4 20,6 
Médias 1863,7 ± 27,2 1469,3 ± 26,4 394,7 ± 7,4 78,8 ± 0,4 21,2 ± 0,4 
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Figura 4.5 - Aspectos de cocultivos de acordo com a estratégia IV: (a) cultivos isolados de C. 
vulgaris e de M. circinelloides; (b) frascos logo após a unificação dos cultivos isolados; (c) aspecto 
do líquen em formação em meio de cultivo; (d) aspecto do líquen formado após colheita. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora. 

 

Esta estratégia foi a que melhores resultados apresentou, em termos de 

contribuição da biomassa de algas na composição da biomassa liquenizada. Em 

comparação às estratégias avaliadas anteriormente, verificou-se que os cultivos 

isolados por 72 h foram possivelmente um fator positivo determinante para 

favorecer a formação de biomassa liquenizada com elevada proporção de 

biomassa de algas, tanto para a formação do micélio maduro, como para o cultivo 

autotrófico das células da microalga. Durante 72 h, não houve competição entre 

as linhagens, que puderam desenvolver-se em seus respectivos meios de cultivo, 

absorvendo completamente os nutrientes disponíveis. 

A Figura 4.6 mostra a interação entre as hifas do fungo filamentoso M. 

circinelloides e as células da microalga C. vulgaris, captadas em uma porção de 

biomassa liquenizada úmida recém colhida, que foi cultivada de acordo com o 

protocolo da estratégia IV, vista ao microscópio ótico.  
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Figura 4.6- Microfotografia de estrutura do líquen formado em biomassa colhida após incubação 
conforme protocolo da estratégia IV, onde estão assinaladas células de C. vulgaris aderidas sobre 
as hifas do fungo filamentoso M. circinelloides.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fonte: Própria autora. 
 

4.2.6 Avaliação da eficiência de recuperação de células (ER)  

 

Após a colheita dos liquens formados, determinou-se a quantidade de 

células de microalgas presentes no meio de cultivo restante, conforme 

estabelecido em 3.2.12.  

Os percentuais de eficiência de recuperação de células e os respectivos 

resultados em concentração de biomassa e proporção entre biomassa fúngica e 

microalgal de todas as estratégias de cocultivo avaliadas estão sintetizados na 

Figura 4.7.  
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Figura 4.7 – Resumo de resultados de acordo com a concentração de biomassa e distribuição: 
fungos (laranja), algas (verde) e % de recuperação de células de algas (cinza). 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Própria autora. 
 

De acordo com os dados da Figura 4.7, na estratégia I, a eficiência de 

recuperação de células de microalgas foi de 95%, demonstrando que 

aproximadamente 5% da contagem total de células de algas foi encontrada na 

fase líquida ao final do período total analisado, o que foi visualmente observado 

pela coloração verde presente no meio de cultivo (Figura 4.2), indicativo de muitas 

células em suspensão, correlacionado com uma baixa contribuição de biomassa 

de algas na composição do líquen formado por esta estratégia. Com a estratégia 

II, de imobilização sobre o suporte de tela de fibra de algodão, a eficiência de 

recuperação de células subiu para 99,7% indicando um avanço em termos de 

recuperação de células, e, em acordo com o aspecto observado do caldo de 

cultivo, este apresentou-se mais límpido em comparação ao constatado na 

primeira estratégia, indicando a presença de menor quantidade de células 

suspensas no meio de cultivo (Figura 4.3). 

Considerando a recuperação de células de algas como um dos objetivos 

deste trabalho, os resultados obtidos confirmaram que a utilização de glicose pela 

microalga é indesejada. O crescimento fúngico, limitado pela disponibilidade de 
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açúcar no meio de cultivo, pode ainda ser parcialmente limitado pelo consumo de 

açúcar pelas microalgas, o que possivelmente explica a baixa contribuição fúngica 

de biomassa no consórcio, de 560 mg/L, correspondendo a aproximadamente 52 

± 1% da biomassa do consórcio, quando comparado ao seu resultado isolado no 

mesmo meio de cultivo, que atingiu concentrações de biomassa na faixa de 880 

mg/L. Neste sentido, os resultados de eficiência de recuperação de células 

obtidos para a estratégia II, embora não atendam aos objetivos deste trabalho, 

podem representar uma indicação para aplicações nas quais a contribuição de 

células de algas na biomassa total não seja tão relevante, tais como em 

processos de biorremediação, em sistemas contaminados por excesso de algas. 

Quanto à estratégia III, esta apresentou uma eficiência de recuperação de 

99,9%, contudo, a contribuição de biomassa de algas foi de somente 11,9%, o 

que também pode ser interessante para aplicações na área ambiental. 

Finalmente, a estratégia IV resultou em uma eficiência de recuperação de células 

bastante satisfatória em comparação às demais estratégias (99,5%) aliada a uma 

contribuição de biomassa de algas de 79% na biomassa de líquen, o que é 

bastante significativo, levando-se em conta os objetivos desta pesquisa.  

Os dados aqui apresentados estão em consonância com alguns relatos da 

literatura. A Tabela 4.5 resume as estratégias utilizadas para alguns trabalhos 

recentes, demonstrando que, para os objetivos de colheita de células de algas, 

conforme verificado neste trabalho, a utilização de uma biomassa fúngica madura 

em vez de germinação e crescimento simultâneo de esporos fúngicos com as 

células de algas, pode fornecer melhores resultados. 
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Considerando os múltiplos objetivos descritos na literatura com os dados 

aqui apresentados, diversos autores descrevem a eficiência de colheita e a 

composição da biomassa do consórcio como fatores determinantes para seus 

fins. Por exemplo, Barnharst et al. (2018) verificaram a aplicação de liquens 

artificiais utilizando C. vulgaris e Mucor indicus em processo de biorremediação 

intensiva em aquicultura; observaram uma redução de fosfato e amônia total a 

limites indetectáveis, enquanto cultivos isolados eram adequados para a remoção 

alvo de apenas nitrogênio ou fósforo. Rajendran, Fox e Hu (2017) verificaram a 

eficácia de liquens entre C. vulgaris e M. circinelloides empregando uma malha de 

polipropileno e fio de algodão na indústria de coprodutos de etanol, em que a alta 

concentração dos nutrientes fósforo (818 mg/L) e nitrogênio (924 mg/L) nas 

amostras foram recuperados na biomassa de microalgas em 55,7% e 74%, 

respectivamente, com redução de DQO em até 65,6%. Yang, Li e Wang (2019) 

também propuseram a recuperação de amônia e sólidos totais, por liquens de 

Chorella sp. e Aspergillus sp. em águas residuais de melaço, bem como 

alcançando uma eficiência de recuperação de microalgas superior a 97%. 

 

4.2.7 Efeito das diferentes estratégias para a acumulação lipídica 

 

Tanto a microalga quanto a cepa fúngica avaliadas neste estudo foram 

relatadas na literatura como micro-organismos acumuladores de óleo (XIA et al., 

2011; TRAN et al., 2012), o que as torna aptas, por exemplo, a algumas 

aplicações biotecnológicas, incluindo a produção de biodiesel e outras 

modificações de lipídios microbianos para finalidades nutracêuticas. O meio de 

cultivo A não contém os nutrientes para um crescimento ideal que proporcione 

acúmulo de óleo, devido a um balanço inadequado de carbono e nitrogênio no 

sistema, bem como, uma baixa concentração de glicose, o que prejudica altas 

concentrações celulares de fungos. Portanto, considerando o crescimento de M. 

circinelloides, enquanto a conversão de glicose em biomassa foi moderadamente 

alta, como demonstrado na Tabela 4.6, pode-se ver facilmente que as rotas 

metabólicas que levam ao acúmulo de óleo foram insuficientes, atingindo teores 

lipídicos na faixa de 7,1 a 0,2% em relação ao peso da biomassa seca na cultura 

isolada, enquanto que a mesma linhagem fúngica tem registros de acúmulo de 
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lipídios  em concentrações superiores a 40% em outros meios de cultivo 

(CARVALHO et al., 2015; CARVALHO et al., 2018). 

A Tabela 4.6 sintetiza os dados de acumulação lipídica das diferentes 

estratégias de cocultivo avaliadas neste trabalho. 

 

Tabela 4.6 – Resumo de dados de acumulação lipídica das diferentes estratégias de cocultivo com 
a microalga C. vulgaris e o fungo M. circinelloides 

 
Fonte: Própria autora. 

 

O crescimento fotoautotrófico isolado de C. vulgaris, no entanto, não é 

dependente de açúcares disponíveis no meio de cultivo (HEREDIA-ARROYO et 

al., 2011) e, apesar de apresentar menor acúmulo de biomassa quando 

comparado aos fungos, o acúmulo de lipídios em relação ao peso de biomassa 

seca ficou dentro da faixa de 20% como também visto na Tabela 4.6, próximo aos 

valores anteriormente relatados para a mesma espécie em outros meios de 

cultivo fotoautotróficos (HEREDIA-ARROYO et al., 2011). 

Os dados de acumulação lipídica obtidos das biomassas resultantes das 

diferentes estratégias de cocultivo demonstraram que, não somente os lipídios 

totais aumentaram em todas as estratégias de consórcios, quando comparadas 

aos cultivos isolados, mas a produtividade lipídica de todas as estratégias foi pelo 

menos 20% maior quando comparado ao crescimento fotoautotrófico isolado de 

C. vulgaris sob as mesmas condições. Em relação à cepa fúngica, a produtividade 

lipídica poderia ser aumentada em mais de quatro vezes quando comparado ao 

crescimento isolado de Mucor circinelloides em meio A.  

Embora a produtividade lipídica (QL) obtida pela estratégia IV tenha sido 

inferior à produtividade das estratégias I e II, o crescimento do consórcio 

utilizando a estratégia IV foi selecionado como o mais adequado para os objetivos 

Condição de Cultivo Lipídios totais (%) 
Lipídios totais 
(mg/ L) 

QL 
(mg /L. dia) 

Isolado, C. vulgaris 23,8 ± 1,0 190,4 ± 1,0 25,4 ± 1,0 

Isolado,M. circinelloides 7,1 ± 0,2 63,9 ± 0,8 8,5 ± 0,8 

Estratégia I 22,7 ± 0,4 272,4 ± 0,5 36,3 ± 0,5 

Estratégia II 23,5 ± 0,8 253,8 ± 1,0 33,8 ± 0,5 

Estratégia III 19,0 ± 0,5 190,0  ± 0,5 22,0 ± 0,5 

Estratégia IV 22,2 ± 0,4 230,8 ± 0,5 30,8 ± 0,5 
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de recuperação de células e contribuição de células de microalgas para o peso 

total da biomassa, conforme discutido nas seções anteriores. 

Nesse sentido, foi realizada uma triagem do tempo de processo para 

avaliar a estabilidade da composição no período de até 384 h.  

O fator tempo de cultivo prolongado foi estudado para avaliar os efeitos 

individualizados no crescimento da biomassa total, na distribuição de algas e 

fungos no peso total da biomassa, na recuperação de células de microalgas e nos 

lipídios, que foram caracterizados em termos de lipídios totais e na distribuição de 

ácidos graxos. Os dados estão sumarizados na Tabela 4.7. 

 

Tabela 4.7 - Resumo de dados de acumulação lipídica em diferentes tempos de incubação da 
biomassa de  liquens gerados conforme a estratégia IV. 
 

 
Fonte: Própria autora. 

 

Apesar de pequenas flutuações no peso seco do consórcio terem sido 

observadas durante os experimentos, a biomassa total foi aproximadamente 

constante durante todo o período e a contribuição da biomassa de algas para a 

massa total do consórcio foi de 79 ± 0,4%, o que sugere que a estratégia IV 

Parâmetros 
Tempo de cocultivo (dias) 

8 10 12 14 16 
Biomassa do consórcio 
(mg/L) 

1037 ± 7 806 ± 8 932 ± 7 1025 ± 7 1150 ± 6 

Eficiência de 
recuperação (%) 

99,4 ± 0,2 98,8 ± 0,2 98,5 ± 0,2 98,3 ± 0,2 98,0 ± 0,2 

Lipídios totais (% ) 31,1 ± 0,5 32,8 ± 0,5 31,6 ± 0,5 30,1 ± 0,5 30,5 ± 0,5 

Ácidos graxos Contribuição em massa para o total de ácidos graxos (%) 

C 12:0   láurico 1,25 1,12 1,27 1,11 1,01 

C 14:0   mirístico 0,91 0,87 0,90 0,76 0,71 

C 15:0   
pentadecanóico 

6,79 6,67 6,78 7,27 7,06 

C 16:0   palmítico 26,58 26,79 25,56 23,81 26,25 

C 17:0   margárico 1,7 1,62 1,28 2,68 2,22 

C 18:0  esteárico 1,31 1,29 1,63 1,79 2,03 

C 16:1   araquídico 0,91 0,92 0,86 0,87 0,97 

C 18:1   oleíco 32,98 33,06 35,0 31,34 30,07 

C 18:2   linoleíco 11,81 11,72 12,14 11,74 11,55 

C 18:3   α-linolênico 15,76 15,93 14,57 18,64 18,13 
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parece ser eficiente para obtenção de biomassa rica em algas em sistemas de 

cocultivo. 

Os dados demonstraram alguns pontos importantes, a saber, que a 

colheita do sistema fungo-alga em um momento precoce pode ser preferível para 

evitar a proliferação e dominância do fungo ao consórcio  (ZAMALLOA et al., 

2017; RAJENDRAN et al., 2018), e o sistema do consórcio está possivelmente 

fornecendo um estresse celular para ambas as cepas, devido ao aumento do teor 

de lipídios em relação às culturas isoladas, seguindo um efeito semelhante ao 

relatado por Reis et al. (2018). 

Com relação ao conteúdo lipídico do consórcio, observou-se que o teor de 

lipídios da biomassa permaneceu aproximadamente constante ao longo do 

período de avaliação de 16 dias. O perfil de ácidos graxos, como também 

demonstrado na Tabela 4.7, apresentou, em todos os tempos de crescimento, um 

perfil de ácidos graxos variando de C12 a C18, com maior concentração dentro 

dos ácidos palmítico (C16:0) e oleíco (C18:1), de 60%. Sabe-se que o grau de 

saturação dos ácidos graxos tem impacto direto nas propriedades dos lipídios 

saponificáveis e seus consequentes produtos modificados, como o biodiesel. Por 

exemplo, elevados graus de saturação geralmente estão ligados à maior 

viscosidade e densidade dos produtos de biodiesel (TALEBI et al., 2013).  

A abundância de ácidos graxos insaturados também é conhecida por 

diminuir a estabilidade oxidativa do biodiesel. Nesse sentido, espera-se que a 

distribuição dos ácidos graxos, que se aproxima de alguns dos valores também 

relatados por Talebi et al. (2013) promoverá um bom equilíbrio entre as 

propriedades de fluidez e viscosidade, que são potencializadas pela presença de 

ácidos graxos insaturados, e a estabilidade oxidativa, devido à presença de 

ácidos graxos saturados.  

A Figura 4.8 ilustra a distribuição de ácidos graxos da biomassa do 

consórcio microbiano, utilizando a estratégia IV aos oito dias de cultivo. 
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Figura 4.8- Distribuição dos ácidos graxos de acordo com sua categoria na biomassa do consórcio 
(estratégia IV aos oito dias de incubação), onde SFA: ácidos graxos saturados, MUFA: ácidos 
graxos monoinsaturados e PUFA: ácidos graxos poliinsaturados. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Fonte: Própria autora. 

 

De acordo com os dados apresentados na Figura 4.8, a distribuição de 

ácidos graxos demonstrou que a biomassa do consórcio apresentou menor 

contribuição de ácidos graxos saturados quando comparados aos controles 

isolados de biomassa de fungos e algas usando o mesmo meio de cultivo. 

Embora esses resultados não possam distinguir quais são as contribuições 

individuais de cada espécie para a caracterização dos ácidos graxos totais, o 

perfil de ácidos graxos obtido para o consórcio apresenta algumas características 

típicas quando comparado a outras referências envolvendo o crescimento de M. 

circinelloides, ou seja, um equilíbrio entre ácidos graxos saturados e ácidos 

graxos insaturados, como visto na Figura 4.8. 

Existe uma ampla gama de fatores que afetam a distribuição de ácidos 

graxos de M. circinelloides. Esta espécie de fungo filamentoso é conhecida por 

produzir lipídios com características comparáveis aos óleos vegetais, sendo assim 

considerada um potencial candidato para o estabelecimento de biodiesel 

microbiano em biorrefinarias (REIS et al., 2019). De fato, o fator de estresse 

relacionado à razão carbono/nitrogênio disponível no meio de cultivo regula o 

conteúdo e a distribuição de ácidos graxos para a espécie M. circinelloides, 
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conforme descrito por Wynn et al. (2001). Conforme demonstrado aqui, o acúmulo 

de lipídios no sistema de consórcio tem como fator regulador, dadas as condições 

experimentais, a presença das algas, o que prejudica a disponibilidade de 

nitrogênio para as células fúngicas, promovendo assim uma maior relação 

carbono x nitrogênio eficaz, ou seja, enquanto a concentração de nitrogênio é a 

mesma nos sistemas isolado e consorciado, o consumo de nitrogênio é maior em 

um sistema com duas espécies competindo pela mesma fonte de nitrogênio, o 

que induz maior acúmulo de lipídios pelos fungos. É importante ressaltar que o 

meio de cultivo aqui selecionado não foi definido como um meio com 

características que induzam alto acúmulo de lipídios pelo fungo filamentoso; de 

fato, esta observação pode ser concluída tanto pelas baixas produtividades 

lipídicas quanto pela caracterização bastante anormal dos ácidos graxos de M. 

circinelloides quando comparadas às diversas aplicações na literatura (REIS et 

al., 2019), que muitas vezes é descrita com concentrações relativamente mais 

altas de ambos ácidos graxos mono- e poliinsaturados. O mesmo fundamento 

vale para a composição dos ácidos graxos por C. vulgaris, que muitas vezes 

apresenta-se como uma biomassa rica em ácidos graxos poliinsaturados 

(HULTBERG et al., 2014). Portanto, é provável que a biomassa do consórcio 

introduza alguns fatores de estresse que induzam menor acúmulo de ácidos 

graxos saturados por ambas as espécies e, simultaneamente, maiores 

produtividades lipídicas, possivelmente por diminuir a disponibilidade de 

nitrogênio para ambas as linhagens envolvidas no cultivo.  

Embora existam múltiplos fatores que afetam o acúmulo de lipídios e a 

distribuição de ácidos graxos, pode-se prever que a aplicação do crescimento do 

consórcio poderia induzir as características necessárias para resultados que 

possam fornecer lipídios com uma distribuição de ácidos graxos, como visto na 

Figura 4.8, mais próxima do que seria esperado para aplicações na cadeia 

produtiva do biodiesel. Nesse sentido, diante das oportunidades apresentadas 

neste estudo, há potencial para implantação de sistemas de consórcio de algas e 

fungos com possível controle da distribuição de ácidos graxos, dadas as 

condições de estresse a que cada cepa está submetida. 
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4.3 Conclusões 

 

Os resultados apresentados neste capítulo mostraram que é possível  

recuperar células de microalgas usando uma abordagem simples baseada no 

cocultivo com um fungo filamentoso. A partir de uma triagem inicial de quatro 

estratégias diferentes para realizar o sistema de consórcio, com base no efeito de 

desenvolvimento simultâneo versus separado de esporos fúngicos e células de 

algas, e a presença de uma matriz de suporte, os resultados demonstraram que 

todas as estratégias estabelecidas obtiveram valores promissores iniciais na 

recuperação de células de algas do caldo de cultivo. 

Os resultados indicaram elevadas taxas de recuperação, todas superiores 

a 95%, e um efeito sinérgico no acúmulo de lipídios por ambas as espécies 

estudadas, principalmente considerando o aumento de quatro vezes observado 

no teor de lipídios pelo sistema de consórcio quando comparado ao crescimento 

fúngico isolado. A distribuição de ácidos graxos do sistema de consórcio 

apresentou contribuições de ácidos graxos saturados, mono e poliinsaturados que 

poderiam ser aplicados para a produção de biodiesel. 
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5 AVALIAÇÃO DA ESTRATÉGIA DE FORMAÇÃO DE LIQUENS POR ADICÃO 
DE MICÉLIO FÚNGICO AO MEIO DE CULTIVO COM MAIOR 
CONCENTRAÇÃO INICIAL DE CÉLULAS DE S. obliquus 
 

5.1 Introdução 

 

A integração do cultivo fúngico com o microalgal vem sendo considerada 

como alternativa à solução de problemas comumente encontrados na 

recuperação de células de microalgas (REIS et al., 2019), dada à grande 

demanda de energia e ao emprego de produtos químicos envolvidos nos 

processos clássicos de colheita da biomassa.  

Os resultados apresentados no Capítulo 4 indicaram uma estratégia de 

cocultivo, empregando micélio fúngico maduro e o cultivo autotrófico isolado de 

células microalgais, que resultou na formação de biomassa liquenizada com 

elevada proporção de biomassa de algas (79%) em sua composição, bem como, 

eficiência de recuperação de células de 99,5%. Este resultado indica a 

possibilidade de utilização de uma nova plataforma para a recuperação de 

células, por uma técnica limpa, ao mesmo tempo que pode fornecer biomassa rica 

em lipídios para diferentes aplicações. No entanto, esta estratégia de cocultivo 

precisa ser aplicada a outras espécies de microalgas, para validação dos 

resultados. 

A microalga de água doce S. obliquus CCCMA-UFSCar 604 foi escolhida 

para este estudo, para a formação de consórcio com o fungo filamentoso, por ser 

uma espécie robusta, com características de fácil crescimento e manutenção e 

boa produtora de single cell oil (SCO) (DARKI; SEYFABADI; FAYAZI, 2017; 

CHEUNG et al., 2020; LOGANATHAN et al., 2020).  Neste aspecto, pode-se 

inferir que esta espécie tem características em comum com a espécie modelo 

Chlorella vulgaris, a qual foi a base para os estudos de liquenização. 

Além disso, no que se refere a biorrefinarias, há diversas matérias primas e 

coprodutos, gerados em grande quantidade, que podem ser integrados, com o 

potencial de melhorar a qualidade da biomassa microbiana (BENTO et al., 2020). 

Dentre estas matérias-primas, o melaço de cana-de-açúcar (MC) destaca-se 

como um subproduto valioso. O MC é amplamente produzido no Brasil, assim 

como na Índia, Tailândia, China e Paquistão, sendo utilizado como matéria-prima 
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ou suplemento rico em diferentes segmentos dentro e fora de biorrefinarias (JIRU 

et al., 2018; BENTO et al., 2020; TINÔCO et al., 2021). 

O presente capítulo avaliou a estratégia IV, estabelecida no capítulo 

anterior, em cocultivos com as espécies Scenedesmus obliquus e  M. 

circinelloides URM 4182. O efeito da adição do melaço de cana-de-açúcar como 

suplemento adicionado ao meio de cultivo da microalga e sua influência no 

aumento da biomassa liquenizada e na acumulação lipídica também foi avaliado. 

A interação física entre algas e fungos foi registrada em microfotografias 

efetuadas com auxílio de microscopia eletrônica de varredura.  

 

5.2 Resultados e discussão 

 

5.2.1 Formação de liquens entre S. obliquus e M. circinelloides  

 

Em cultivos exploratórios, reaplicou-se a estratégia IV, que gerou os 

melhores resultados anteriormente (capítulo 4), para o cocultivo entre S. obliquus 

e M. circinelloides. A eficiência de recuperação de células alcançou 95,5%, 

contudo, a biomassa liquenizada foi composta por somente 12% de biomassa da 

microalgas, resultados bastante diferentes aos obtidos para esta estratégia 

quando aplicada ao consórcio C. vulgaris e M. circinelloides (79 % de biomassa 

de C. vulgaris na composição da biomassa de líquen e 99,5% de eficiência de 

recuperação de células).  

O meio de cultivo do consórcio em formação apresentou cor verde 

pronunciada, indicativo de muitas células de microalgas em suspensão, durante 

todo o período de incubação; tal aspecto refletiu-se nos baixos percentuais de 

biomassa microalgal na composição da biomassa do consórcio microbiano (12%), 

bem como na eficiência de recuperação de células (95,5%). Um único meio de 

cultivo (meio de cultivo A) havia sido utilizado para ambas as espécies 

componentes (fungo e alga) na formação dos liquens. O meio de cultivo é um dos 

fatores que influencia fortemente a taxa de crescimento das espécies cultivadas, 

variando de espécie para espécie (CONVERTI et al., 2009). 

Verificado que para a espécie S. obliquus, o meio de cultivo A não 

favoreceu seu desenvolvimento, buscou-se uma nova avaliação, modificando este 

parâmetro. A escolha do novo meio de cultivo WC (GUILLARD; LORENZEN, 
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1972) foi efetuada após comparação com dados na literatura (SRINUANPAN et 

al., 2018; ABOMOHRA et al., 2016). Cultivos estáticos foram realizados, para 

avaliar o seu desenvolvimento. A curva de crescimento de células de S. obliquus 

em meio de cultivo WC demonstrou que as células iniciam a fase de crescimento 

exponencial com 3 dias de incubação, permanecendo por pelo menos mais 6 dias 

nesta fase, o que pode favorecer a etapa posterior, de formação do consórcio 

com o fungo filamentoso. A Figura 5.1 ilustra a curva de crescimento das células 

de S. obliquus inoculadas em meio de cultivo WC. 

 

Figura 5.1 – Curva de crescimento de células de S. obliquus em meio WC. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte : Própria autora. 
 

Com a utilização de meio de cultivo WC para a incubação das células de S. 

obliquus e o meio de cultivo A para os esporos do fungo filamentoso, obteve-se 

uma biomassa liquenizada composta por 51% de biomassa de algas, e eficiência 

de recuperação de células de 99,5%. Estes resultados foram bastante similares 

aos obtidos quando a estratégia II, de imobilização sobre suporte de tela de fibra 

de algodão, avaliada para as cepas de C. vulgaris e M. circinelloides.  

 A Figura 5.2 ilustra as principais etapas da formação de liquens com 

diferentes meios de cultivo para S. obliquus e M. circinelloides. 
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Figura 5.2 – Etapas principais da formação dos liquens: (a) frascos contendo micélios fúngicos e 
suspensão de células após incubação por 72 h (b) aspecto dos cocultivos formados logo após 
adição do micélio fúngico ao meio de cultivo das microalgas (c) incubação dos frascos em shaker 
orbital (d) aspecto do líquen após a colheita. 
 

 

 

 

 
 

Fonte: Própria autora. 
 

De acordo com esses resultados, houve substancial incremento na 

contribuição de biomassa de algas na composição dos liquens formados 

(aumento de 39%), com a incubação das células em meio de cultivo WC, em 

comparação aos resultados obtidos quando as células de S. obliquus foram 

cultivadas em meio de cultivo A. Quanto à eficiência de recuperação de células de 

microalgas, esta também aumentou em 4%. 

Estes resultados mostraram que o meio de cultivo WC foi mais adequado 

ao cultivo da espécie S. obliquus, em comparação com o meio de cultivo A. Tais 

evidências também confirmam que, na formação de consórcios microbianos, a 

escolha do meio de cultivo pode ser significativa para o resultado do processo. 

 

5.2.2 Avaliação do conteúdo lipídico e do efeito da suplementação do meio 

de cultivo com melaço de cana-de-açúcar 

 

Ambos os microrganismos aqui avaliados foram amplamente descritos 

como microrganismos produtores de lipídios (XIA et al., 2011; TRAN et al., 2012). 

No presente trabalho, a cepa de Scenedesmus obliquus desenvolveu-se 

inicialmente em meio de cultivo A. Da biomassa de algas obteve-se 22,3 ± 0,2 % 

em lipídios totais, confirmando que trata-se de uma espécie oleaginosa (lipídios 

totais acima de 20%). Essa constatação é interessante, pois torna a espécie 

promissora para aplicações industriais, como matéria-prima para biodiesel ou 

intermediários de química fina. Após a substituição do meio de cultivo da 

microalga para WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972), os lipídios totais da 

biomassa de algas foram novamente quantificados, resultando em 28,5 ± 0,3 % e 

os lipídios totais da biomassa liquenizada resultaram em 23,0 ± 0,4 %.  
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Cultivos foram realizados com suplementação de MC ao meio de cultivo da 

microalga S. obliquus, com a finalidade de avaliar o efeito sobre a biomassa e 

conteúdo lipídico. A Tabela 5.2 resume os parâmetros bioquímicos de cultivo 

obtidos para as microalgas e os respectivos resultados para os consórcios 

formados sem e com a suplementação de MC. 

 

Tabela 5.2- Parâmetros bioquímicos resultantes do cultivo da microalga S. obliquus, do fungo M. 
circinelloides e os consórcios formados - sem e com adição de melaço de cana-de-açúcar (MC) ao 
meio de cultivo de microalgas. 
 

Parâmetros 
Cultivo sem MC Cultivo com MC Fungo 

filamentoso Consórcio Microalga Consórcio Microalga 

X (mg/L) 1000 ± 0,7 524 ± 0,7 1270 ± 0,7 1042 ± 0,7 900 ± 0,5 

P (mg/L) 230,0 ± 0,3 149,2 ± 0,3 482,6 ± 0,3 322,0 ± 0,3 64,8 ± 0,3 

P (%) 23,0 ± 0,4 28,5 ± 0,3 38,2 ± 0,5 30,9 ± 0,4 7,2 ± 0,3 

QX (mg/L.dia) 133,3 ± 0,4 69,8 ± 0,4 169,3 ± 0,4 138,9 ± 0,4 120 ± 0,4 

QP (mg/L.dia) 30,7 ± 0,4 19,9 ± 0,4 64,4 ± 0,5 42,9 ± 0,4 8,6 ± 0,4 

 
Fonte: Própria autora. 

 

O melaço de cana-de-açúcar não foi adicionado ao meio de cultivo dos 

fungos, consequentemente, não houve variações nos parâmetros bioquímicos dos 

fungos em cultivo isolado, relacionadas ao MC. 

Os resultados obtidos demonstraram que os lipídios aumentaram 3,5 vezes 

sem o uso de melaço nas biomassas de líquen e 7,5 vezes quando o MC foi 

utilizado, em comparação com os parâmetros das cepas fúngicas. Em relação ao 

rendimento lipídico específico (%), esse aumento foi de 3,2 e 5,3 vezes, 

respectivamente, em relação aos parâmetros da linhagem fúngica, atingindo 23% 

e 38% em peso de biomassa seca, respectivamente. 

Os resultados da taxa volumétrica de produção de biomassa (Qx) 

demonstram que as taxas de crescimento para os microrganismos avaliados 

foram diferentes. Como a cepa do fungo cresce mais rápido, podem ser 

esperados valores mais altos de Qx para o fungo que para a microalga no cultivo, 

e isso de fato ocorreu onde a microalga foi cultivada sem a suplementação de MC 

no meio de cultivo. Por outro lado, as taxas de crescimento das microalgas foram 

maiores que as do fungo, quando os cultivos foram realizados com 
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suplementação de MC, pois, nessas condições, o cultivo de algas tornou-se 

mixotrófico, com consumo tanto de gás CO2, quanto de fontes orgânicas de 

carbono. A baixa concentração de glicose no meio de crescimento fúngico (2 g/L) 

não forneceu a relação C/N ideal para a produção de lipídios fúngicos. A fonte de 

carbono foi quase totalmente consumida em 24 h de incubação, o que explica o 

resultado de 7,2 ± 0,3% em relação ao peso da biomassa seca, que foi muito 

inferior a outros valores relatados na literatura (CARVALHO et al., 2019; REIS et 

al., 2020). Por outro lado, notou-se que o meio de cultivo WC mostrou-se 

adequado para o acúmulo de lipídios pela espécie S. obliquus, cujo rendimento 

lipídico atingiu 28,5 ± 0,3% em cultivo isolado. Além disso, a suplementação de 

MC no cultivo de algas favoreceu notavelmente tanto a biomassa (1042 mg/L 

algas / 1270 mg/L líquen) quanto o acúmulo de lipídios (322 mg/L algas / 482,6 

mg/L líquen) pelas cepas de microalgas e pelo consórcio, em comparação aos 

cultivos sem MC. A influência positiva do MC como meio de suplementação para 

aumentar a produção de biomassa e lipídios para a linhagem de M. circinelloides 

foi demonstrada por Bento et al. (2020). 

No presente trabalho, o foco foi a formação de um consórcio entre algas e 

fungos, onde as microalgas foram o vetor para acúmulo de biomassa e lipídios e o 

micélio do fungo filamentoso serviu como biossuporte para a ancoragem das 

células das microalgas.  

As microalgas são capazes de sintetizar e acumular lipídios em suas 

células para armazenamento de energia. Esses lipídios são biossintetizados pelo 

acúmulo de NADH e L-α-fosfoglicerol derivados da via glicolítica, que ocorre 

quando a atividade da enzima citrato é inibida por uma baixa taxa fotossintética 

ou baixa disponibilidade de nitrogênio, impedindo a acetil-CoA de reagir no ciclo 

TCA. A acetil-CoA acumulada ativa a respectiva enzima carboxilase, causando a 

transferência de resíduos acila que atuam em conjunto com a L-acilglicerol-3-

fosfato aciltransferase, gerando malonil-CoA e ácido L-α-fosfático, bem como 

outros fosfolipídios, diacilgliceróis e triacilgliceróis (HUANG et al., 2010; SINGH et 

al., 2016).  

Com a suplementação do meio de cultivo com MC, o crescimento celular 

tornou-se mixotrófico e, além da luz para a fotossíntese, as espécies de algas 

metabolizaram carbono de açúcares presentes no MC. Os açúcares totais no 

caldo do cultivo imediatamente antes da incubação com adição de MC ao meio de 
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cultivo, foram quantificados, resultando em 0,360 g/L. Após 180 h de incubação, 

os açúcares restantes totalizaram 0,013 g/L, confirmando que praticamente todo o 

açúcar foi consumido.  

O fato de o cultivo de microalgas com MC apresentar aumento na 

quantidade de biomassa (Tabela 5.2) indica que a maioria dos açúcares 

adicionados foi assimilada pelas microalgas, contribuindo para a produção de 

biomassa e lipídios no consórcio. 

A Figura 5.3 mostra imagens das etapas de formação da estrutura tipo 

líquen, detalhando os aspectos do micélio fúngico isolado e do cultivo de células 

de microalgas isolado, seguido do aspecto do micélio fúngico adicionado ao meio 

de algas e, finalmente, a formação da estrutura semelhante ao líquen após 108 h. 

Visualmente foi possível observar que a maioria das células de algas aderiu às 

hifas/micélios do fungo, tornando o meio de cultivo bastante límpido, projetando-

se uma alta eficiência de colheita a ser alcançada. 

 

Figura 5.3 – Imagens das diferentes etapas de formação da estrutura tipo líquen e o processo de 
liquenização: Em (A), aspecto do micélio fúngico em cultivo isolado, em (B) aspecto do 
concentrado de células de microalga em cultivo isolado, em (C), o micélio fúngico adicionado ao 
meio de cultivo da microalga, em (D) aspecto da formação da estrutura tipo líquen após 108 h; 
nota-se, visualmente, que a maioria das células de algas aderiu às hifas/micélio do fungo, o que 
pode resultar em uma alta eficiência de colheita.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora. 
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A Figura 5.4 ilustra os diferentes aspectos da estratégia experimental de 

formação dos liquens, mostrando desde os meios de cultivo sem e com adição de 

melaço de cana-de-açúcar, até a biomassa liquenizada após a colheita. 

 

Figura 5.4 - Diferentes aspectos da estratégia experimental de liquenização: (a) meio de cultivo 
WC sem MC (à esquerda) e com MC (à direita); (b) aspectos dos frascos com células de S. 
obliquus  e fungo M. circinelloides com MC (à esquerda) e sem MC (à direita), logo após adição do 
micélio ao cultivo de algas; (c) e (d) aspectos dos liquens formados após 7,5 dias: à esquerda 
líquen formado com adição de MC e à direita líquen formado sem adição de MC; (e) aspecto do 
líquen formado com adição de MC, logo após a colheita.  
 

 

 

 

 

 

(a)                           (b)                              (c)                       (d)                         (e) 

 
Fonte: Própria autora. 

 

5.2.3 Caracterização lipídica: avaliação do perfil em ácidos graxos 

 

Os resultados apresentados na Tabela 5.3 descrevem a composição em 

ácidos graxos de lipídios da microalga S. obliquus, com e sem suplementação de 

MC, e também o perfil em ácidos graxos dos consórcios gerados entre a 

microalga e o fungo filamentoso. 
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Tabela 5.3 - Composição em ácidos graxos do material lipídico das biomassas de microalga (S. 
obliquus), fungo (M. circinelloides) e liquens cultivados em shaker orbital por 7,5 dias. 
 

Ácidos graxos 
Cultivo sem MC Cultivo com MC 

Fungo  
Consórcio Microalga Consórcio Microalga 

C 8:0 Caprílico 3,7 ± 0,17 10,7 ± 0,18 0,4 ± 0,25 0,1 ± 0,25 18,1 ± 0,23 

C 16:0 Palmítico 30,7 ± 0,15 31,7 ± 0,30 18,9 ± 0,18 33,1 ± 0,18 24,0 ± 0,29 

C 18:0 Esteárico 0 0 1,6 ± 0,18 1,5 ± 0,18 4,2 ± 0,17 

SFA 
Ácidos graxos 
saturados 

34,4 42,4 20,9 34,7 46,3 

C 16:1 Palmitoleico 0 0 9,7 ± 0,18 1,2 ± 0,25 0 

C 18:1 Oleico 15,3 ± 0,22 13,5 ± 0,31 22,1 ± 0,31 30,6 ± 0,30 0 

MUFA 
Ácidos graxos 
Monosaturados 

15,3 13,5 31,8 31,7 0 

C 18:2 Linoleico 31,1 ± 0,20 36,9 ± 0,18 16,1 ± 0,25 12,5 ± 0,30 22,9 ± 0,16 

C 18:3 Linolenico 19,2 ± 0,20 7,2 ± 0,18 31,3 ± 0,25 21,0 ± 0,30 30,8 ± 0,27 

PUFA 
Ácidos graxos 
Poli-insaturados 

50,3 44,1 47,4 33,5 53,7 

 
Fonte: Própria autora. 

 

Em relação à composição dos ácidos graxos obtidos da biomassa sem 

suplementação de MC, o consórcio microbiano apresenta um perfil em ácidos 

graxos variando de C8 a C18, com distribuição equilibrada entre ácidos graxos 

saturados monoinsaturados e poli-insaturados. Os valores totais obtidos foram 

SFA = 34,4%,  MUFA = 15,3% e PUFA = 50,3%. As propriedades dos lipídios 

saponificáveis e dos produtos gerados, como o biodiesel, estão diretamente 

relacionadas ao perfil de ácidos graxos. Por exemplo, a viscosidade e densidade 

mais elevadas em produtos de biodiesel geralmente estão associadas a maiores 

graus de saturação; por outro lado, os ácidos graxos insaturados, em abundância, 

podem reduzir a resistência do biodiesel à oxidação (TALEBI et al., 2013). 

Portanto, em comparação com o que tem sido relatado por diferentes autores 

(TALEBI et al., 2013), para essa distribuição de ácidos graxos, espera-se um bom 

equilíbrio entre as propriedades de fluxo e viscosidade, em decorrência também 

da presença de ácidos insaturados, bem como estabilidade à oxidação, devido 

aos ácidos graxos saturados na composição. 

Em relação à composição de ácidos graxos para o consórcio cultivado com 

suplementação de MC, há uma menor contribuição em ácidos graxos saturados, 
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porém, uma maior contribuição em ácidos graxos monoinsaturados, devido à 

ocorrência de ácido palmitoléico, além do ácido oléico. Em suma, SFA + MUFA 

resultaram em 52,7%, enquanto os ácidos graxos poliinsaturados totalizaram 

47,4%. Esses valores são  bastante próximos da composição em ácidos graxos 

sem suplementação de MC, contudo, observa-se no grupo de ácidos graxos poli-

insaturados da biomassa suplementada com MC, a predominância de ácido 

linolenico, que ocorre em proporção bem maior que o ácido linoleico. Observa-se 

também no grupo dos ácidos graxos poli-insaturados, valores muito próximos à 

composição em ácidos graxos dos lipídios do fungo filamentoso.  

Assim, notou-se que o perfil lipídico da composição do consórcio 

microbiano e o perfil da microalga cultivada com MC apresentaram composições 

bastante similares. Embora o uso da suplementação com MC tenha resultado em 

um aumento substancial na biomassa e lipídios totais, a composição em ácidos 

graxos não foi significativamente diferente. Esses primeiros resultados sugerem 

positivamente que o uso do MC em cocultivo é positivo e merece ser mais 

explorado. 

 

5.2.4 Avaliação da eficiência de colheita e composição da biomassa do 

consórcio microbiano 

 

Considerando as microalgas do gênero Scenedesmus, poucos relatos têm 

descrito a eficiência de colheita por operações não convencionais, principalmente 

via formação de um consorcio alga:fungo.  

A Tabela 5.4 registra resultados obtidos por diferentes autores.  
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Tabela 5.4 - Eficiências de recuperação (ER) de consórcios microalga:fungo descritas na literatura 
e no presente trabalho. 
 

Espécies de microalgas Espécies de fungos ER (%) Referências 

Scenedesmus sp  
Trichoderma reesei 
QM 9414  

>94 
SRINUANPAN et al., 
2018a 

Scenedesmus obliquus 
SIT06  

Cunninghamella 
echinulata TPU 4652 

92,7 
SRINUANPAN et al., 
2018b 

Scenedesmus 
quadricauda  

Aspergillus fumigatus  >90 WREDE et al., 2014 

Scenedesmus sp Aspergillus niger 99,4 PEI et al., 2021 

Scenedesmus obliquus   
CCCMA-UFSCar 604 

Mucor circinelloides 
URM 4182 

99,7 Este trabalho 

 

Fonte: Própria autora. 

 

Srinuampan et al. (2018a) estudaram a formação de liquens por 

Scenedesmus sp e Trichoderma reesei QM 9414, e mostraram elevada eficiência 

de colheita (> 94%). Em um outro estudo, Srinuampan et al. (2018b) alcançaram 

eficiência de recuperação acima de 92,7% das células de Scenedesmus obliquus 

SIT06 por Cunninghamella echinulata TPU 4652. Um consórcio obtido por 

Scenedesmus quadricauda e Aspergillus fumigatus também resultou em uma 

elevada eficiência de colheita (>90%) em um estudo realizado por Wrede et al. 

(2014). 

Os resultados obtidos no presente trabalho indicaram uma elevada 

eficiência de colheita de Scenedesmus obliquus pelo M. circinelloides URM 4182, 

alcançando mínimo de  99,7%. Um resultado similar foi demonstrado por Pei et al. 

(2021) em um consórcio composto por Scenedesmus sp. e Aspergillus niger, com 

uma colheita de células de 99,4%. Esses estudos juntos são uma boa referência 

para sugerir o potencial de bioprocesso aqui proposto, em atender algumas 

necessidades de biorrefinaria à base de fungos e algas, como elevada eficiência 

de colheita combinada com alta produção de lipídios. 

Quanto à contribuição em biomassa de microalgas no consórcio, a 

estratégia experimental empregando suplementação de MC ao meio de cultivo 
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resultou em  uma contribuição de 80% de biomassa de algas ao consórcio alga-

fungo, bastante superior em relação ao resultado obtido anteriormente (50%), e 

equiparável ao resultado obtido com a espécie Chlorella vulgaris (78 - 79%) em 

etapas anteriores do presente estudo (ZORN et al., 2020).  

A Figura 5.5 distingue os resultados alcançados, onde verifica-se que a 

adição de MC favoreceu o aumento da biomassa de microalgas no cultivo isolado 

da espécie algal e no respectivo consórcio, alcançando igual eficiência de colheita 

nos consórcios com e sem melaço de cana-de-açúcar (99,7%). 

 

Figura 5.5 – Síntese de resultados de acúmulo e distribuição de biomassa: de fungos (em roxo), 
de algas como controle (em verde claro), de algas com MC (em verde escuro) e  % recuperação 
de células de algas (listrado). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora. 

 

Esses dados sugerem uma integração potencial da agroindústria da cana-

de-açúcar em biorrefinarias sustentáveis baseadas em algas, o que pode 

promover novas alternativas de destaque para bioprocessos integrados e 

eficientes. 
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5.3 Conclusões 

 

Os microrganismos S. obliquus e M. circinelloides compuseram uma 

estrutura tipo líquen que resultou em uma biomassa rica em lipídios única (38,2% 

em peso), na qual um micélio fúngico maduro desempenhou o papel de 

biossuporte às células de microalgas. A suplementação do meio de crescimento 

de algas com MC contribuiu para o aumento da biomassa e teor de lipídios nesta 

estrutura. Uma composição equilibrada de ácidos graxos, potencialmente 

adequada como matéria-prima para a produção de biodiesel e outros bioprodutos 

de valor agregado, bem como uma elevada eficiência de colheita de células foi 

apresentada (99,7%),  o que demonstra uma alternativa ecologicamente correta 

para a colheita de biomassa de algas.  
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6 AVALIAÇÃO DE LIQUENS ARTIFICIAIS PRODUZIDOS EM MESA 
AGITADORA ORBITAL  
 

6.1 Introdução 

 

As microalgas são matéria prima para a geração de bioenergia, pois são 

capazes de sintetizar elevadas quantidades de ácidos graxos e triacilgliceróis 

(SIBI et al., 2016). De outro lado, associado à robustez inerente, leveduras e 

fungos podem ser considerados como fábricas de células ideais para a síntese de 

produtos em biorrefinarias (REIS et al., 2019).  Unindo o potencial de microalgas e 

fungos, a cocultura, através dos consórcios microbianos, é uma alternativa para 

minimizar o custo de produção de biocombustíveis, especificamente por reduzir o 

custo de investimento na etapa de colheita, uma vez que os fungos filamentosos 

atuam como agentes biofloculantes (WREDE et al., 2014). 

Os resultados apresentados no capítulo 5 confirmaram que os consórcios 

microbianos são capazes de gerar uma biomassa rica em lipídios,  e a formação 

de uma biomassa composta é possível por meio de um método simples, de baixo 

custo e sustentável. 

No presente capítulo, avaliou-se o cocultivo realizado em um novo 

equipamento, a mesa agitadora orbital. Foram realizadas análises de 

caracterização da biomassa: microscopia eletrônica de varredura e 

espectroscopia na região de infravermelho por transformada de Fourier por 

refletância total atenuada (ATR-FTIR). A incubação efetuada em mesa agitadora 

propiciou a obtenção de biomassa em maior quantidade,  para realização de 

reações de transesterificação in situ, para a síntese de biolubrificante e de 

biodiesel.  

Os biolubrificantes podem ser uma alternativa atraente aos lubrificantes, 

feitos a partir de frações de petróleo, pois possuem elevada biodegradabilidade, 

baixa toxicidade, podendo ser produzidos a partir de várias fontes renováveis 

(MOBARAK et al., 2014; DA SILVA et al., 2020; BOLINA; GOMES; MENDES, 

2021). Das diversas fontes disponíveis para produzir biolubrificantes, os óleos 

vegetais são uma primeira alternativa (MOBARAK et al., 2014; DA SILVA et al., 

2020; BOLINA; GOMES; MENDES, 2021), contudo,  diversos óleos vegetais 

possuem quantidades excessivas de ácidos graxos poliinsaturados, o que reduz a 
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estabilidade térmica do biolubrificante resultante (DE SOUZA et al., 2012; QIAO et 

al., 2017). O óleo de microalgas apresenta-se como uma boa alternativa aos 

óleos de origem vegetal, por apresentar diferentes tipos de composição, 

dependendo da espécie de microalga e dos parâmetros de cultivo (BREDDA et 

al., 2018; HAWROT‐PAW et al., 2021; PATEL et al., 2021). Esta variação de 

composição é possível também em óleos extraídos de biomassas liquenizadas. 

Além do biolubrificante, o biodiesel pode ser sintetizado a partir da biomassa 

oleaginosa de microalgas ou de fungos (CHEN et al., 2021; HAWROT‐PAW et al., 

2021), portanto, tem-se uma fonte interessante, considerando os consórcios 

microbianos compostos com essas espécies.  

Com base na composição em ácidos graxos, obtida da metilação do óleo 

extraído da biomassa microbiana, algumas propriedades para o biodiesel foram 

preditas.  

 

6.2 Resultados e discussão 

 

6.2.1 Parâmetros de crescimento das espécies microbianas e dos liquens 

artificiais 

 

A estratégia de cocultivo validada no capítulo anterior, de formação de 

liquens com as espécies S. obliquus e M. circinelloides em shaker orbital, com 

suplementação de MC adicionado ao meio de cultivo WC, foi efetuada em mesa 

agitadora orbital.  

Três diferentes tamanhos de frascos erlenmeyers (500 mL, 1000 mL e 

2000 mL) foram utilizados, em diferentes cultivos, onde os respectivos volumes de 

meio de cultivo WC: 100 mL, 200 mL e 400 mL foram adicionados. 

 O objetivo destes cocultivos foi a avaliação dos parâmetros bioquímicos de 

concentração de biomassa e acumulação lipídica, neste novo equipamento. 

Observando-se que a formação dos liquens iniciou-se quando da junção do 

micélio fúngico com o concentrado de células das microalgas (após 72 h em 

cultivos isolados), para os cálculos dos parâmetros bioquímicos neste trabalho foi 

considerada a produtividade do processo com um tempo total de 7,5 dias, o que 

contabilizou o tempo desde o início em que células e esporos foram inoculados 

separadamente. 
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Os resultados dos parâmetros bioquímicos e de produtividade dos 

cocultivos efetuados em mesa agitadora foram comparados aos mesmos 

parâmetros obtidos previamente em shaker orbital. Estes resultados estão 

registrados na Tabela 6.1.  

 

Tabela 6.1- Parâmetros bioquímicos de consórcios alga:fungo, resultantes dos cocultivos 
efetuados em mesa agitadora orbital com diferentes volumes de erlenmeyers, comparados aos 
parâmetros obtidos de cocultivos em shaker orbital. 
 

Parâmetros 

Cocultivos com volumes variados 

Mesa agitadora orbital Shaker orbital 

500 mL 1000 mL 2000 mL 250 mL 

X (g/L) 3,21 ± 0,3 2,55 ± 0,4 2,38 ± 0,5 1,27 ± 0,7 

P (g.L) 1,03 ± 0,3 0,82 ± 0,4 0,76 ± 0,5 0,48 ± 0,3 

QX (g/L.dia) 0,43 ± 0,3 0,34 ± 0,5 0,32 ± 0,5 0,17 ± 0,4 

QP (g/L.dia) 0,14 ± 0,3 0,11 ± 0,5 0,10 ± 0,5 0,06 ± 0,5 

 
Fonte: Própria autora. 

 

Os valores médios para os parâmetros obtidos em mesa agitadora orbital 

foram 2,72 ± 0,4 g/L para concentração de biomassa, 0,87 ± 0,4 g/L para 

concentração lipídica, 0,36 ± 0,4 g/L.dia para a produtividade mássica e  0,12 ± 

0,4 g/L.dia para a produtividade lipídica. Estes resultados demonstraram que as 

concentrações em biomassa e lipídios, bem como as produtividades mássica e 

lipídicas dobraram em comparação aos valores obtidos em shaker orbital. 

Os volumes de meio de cultivo e quantidades de células manipulados 

foram maiores em comparação aos que foram ensaiados em shaker orbital, o que 

pode ter contribuido para a redução de possíveis perdas durante o processo, 

resultando em maiores valores de concentrações de biomassa, acúmulo de 

lipídios e as respectivas produtividades. Contudo, o lipídios totais dos liquens 

formados resultaram em 32,0 ± 0,5%, valor inferior ao obtido em cocultivo em 

shaker  (38,0% ± 0,4%). Tal resultado pode ser considerado coerente, levando-se 

em consideração alguns fatores de maior exposição dos microrganismos a 

variações de temperatura e iluminação, durante o processo de formação dos 

liquens em mesa agitadora. 
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 Durante o período de incubação em mesa agitadora, a variação de 

temperatura foi da ordem de ± 2 °C, uma maior variação de temperatura, pois o 

equipamento utilizado não é provido de termostato e o controle de temperatura 

restringiu-se ao ambiente laboratorial. No capítulo 2, seção 2.6,  foram descritos 

os principais fatores que influenciam sobre a produtividade dos lipídios, dentre 

estes fatores, a variação de temperatura, que pode levar a condições de 

desequilíbrio celular, inibindo a taxa de crescimento e acumulação lipídicas 

(JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013; VANHERCKE et al., 2013).  

Outro fator influente, também referenciado na seção 2.6, a intensidade de 

luz, que modula a composição bioquímica de microalgas, especificamente quanto 

a produção de lipídios e carboidratos. A intensidade luminosa foi medida e 

mantida em 150 µmol/m2.s, porém, por tratar-se de um equipamento composto 

por uma plataforma aberta ao ambiente, pode ter ocorrido determinada variação 

de luminosidade na superfície dos frascos ou no seu interior, influenciando o 

metabolismo dos microrganismos durante o processo de incubação.  

Uma restrição encontrada nessa etapa do trabalho foi quanto ao aumento 

da quantidade de esporos para corresponder proporcionalmente à quantidade de 

células de algas. Não foi possível realizar o cultivo com maiores quantidades de 

esporos, pois o shaker orbital para a incubação de esporos do fungo filamentoso 

permite somente a utilização de frascos erlenmeyers de 250 mL. Sendo assim, 

decidiu-se por aumentar a quantidade de micélios fúngicos proporcionalmente aos 

volumes de meio de cultivo e de células de algas. Não foi possível avaliar o 

processo de liquenização com um único micélio fúngico, formado a partir de um 

maior número de esporos inoculados juntos. 

A Figura 6.1 mostra a biomassa de líquen cultivado em mesa agitadora 

orbital, logo após a colheita. 
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Figura 6.1 – Imagem da biomassa liquenizada, obtida em cocultivo realizado em mesa agitadora 
orbital, logo após a colheita. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Própria autora. 

 

6.2.2 Avaliação de eficiência de colheita de células e da composição da 

biomassa 

 

Os resultados de cocultivos obtidos por incubação em mesa agitadora 

orbital mantiveram-se com uma elevada eficiência de colheita de Scenedesmus 

obliquus pelo M. circinelloides URM 4182, alcançando 99,8%. Este resultado de 

eficiência de colheita de células equipara-se ao resultado anteriormente obtido em 

cocultivos realizados em shaker orbital (capítulo 5), cuja eficiência de recuperação 

de células alcançou 99,7%. 

 Quanto à contribuição em biomassa de microalgas no consórcio 

alga:fungo, esta  resultou em uma contribuição média de  61 ± 2 % de biomassa 

de algas na composição do consórcio microbiano. Esses resultados revelaram 

uma menor contribuição da biomassa de algas na composição da biomassa de 

líquen, em comparação com estudos anteriores (ZORN et al., 2020), contudo, 

houve uma compensação quanto à maior quantidade de biomassa e 

produtividades obtidas, conforme discutido em 6.2.1. 
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6.2.3 Avaliação dos liquens artificiais por microscopia eletrônica de 

varredura 

 

As microfotografias na Figura 6.2 mostram a estrutura tipo líquen composta 

por células de S. obliquus e hifas de micélio formado por M. circinelloides, obtida 

após cocultivo em shaker orbital, que foi observada ao microscópio eletrônico de 

varredura (MEV); nesta estrutura observaram-se várias células de microalgas 

aderidas às hifas fúngicas.  

 

Figura 6.2 - Imagens de microscopia eletrônica de varredura da estrutura semelhante a líquen 
composta por micélio de M. circinelloides e células de S. obliquus em diferentes ampliações: (a) 
40×, (b) 1200×, (c) 1500×, (d) 2000 ×. Em (a), pode-se observar a imagem de um grão de 
biomassa da estrutura tipo líquen. Em (b–d), a fixação de células de algas (formas de pequenas 
gotas de cor branca) e hifas de fungos (em formato de ramificação, com cor cinza claro, podem 
ser bem visualizados. Em (c), especificamente, existem aglomerados de células de algas em 
determinados locais onde o micélio fúngico ramificado também predomina e forma uma estrutura 
de ninho. Em (c,d), pode-se observar que algumas algas estão interligadas entre as hifas dos 
fungos filamentosos. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Própria autora. 
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As microfotografias na Figura 6.3 mostram as imagens: da biomassa de 

microalga S. obliquus em cultivo isolado, da biomassa do fungo filamentoso M. 

circinelloides em cultivo isolado e da estrutura tipo líquen composta por S. 

obliquus e M. circinelloides, obtida após cocultivo em mesa agitadora orbital, 

observadas ao microscópio eletrônico de varredura (MEV); nesta última imagem, 

destacam-se as hifas e várias células de microalgas ligadas às hifas fúngicas. 

 

Figura 6.3 – Imagens de microscopia eletrônica de varredura das biomassas: de alga (a),  e de 
fungo filamentoso (b); e da estrutura tipo líquen (c), formada em cocultivo em mesa agitadora 
orbital, composta de micélios de M. circinelloides e células de S. obliquus aderidas sobre os 
micélios do fungo filamentoso. Imagens ampliadas 1500 vezes.  
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Própria autora. 
 

As imagens destas microfotografias demonstraram a interação física, a 

nível microscópico, entre hifas do micélio fúngico e células de algas, que 

macroscopicamente constituiram uma biomassa única. 
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6.2.4 Avaliação dos liquens artificiais por análise de espectroscopia na 

região de infravermelho por transformada de Fourier (ATR-FTIR) 

 

A análise de espectroscopia na região de infravermelho por transformada 

de Fourier por refletância total atenuada (ATR-FTIR) possibilitou avaliar a 

contribuição das biomassas de alga e fungo filamentoso na formação da 

biomassa de líquen, através da identificação dos principais grupos funcionais 

aparentes em cada um dos três espectros: espectro oriundo da biomassa da 

microalga S. obliquus,  do fungo filamentoso M. circinelloides, ambos em cultivos 

isolados, e o espectro oriundo da biomassa de líquen, obtido do cocultivo 

alga:fungo, de acordo com os protocolos estabelecidos neste trabalho. A Figura 

6.4 ilustra os espectros de FTIR das amostras de biomassa de alga, fungo e 

líquen. 

 

Figura 6.4 – Espectros de FTIR - amostras de biomassa da microalga S. obliquus, do fungo M. 
circinelloides e do líquen composto por ambos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora. 

 

Uma leitura completa dos espectros ATR-FTIR mostrou que, para todas as 

amostras, uma banda forte entre 3400 e 3500 cm-1, a presença de hidroxila         

(–OH), provavelmente devido à atividade residual da água nas amostras 
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(MOVASAGHI et al., 2008). Nenhuma diferença em  particular foi observada nas 

outras regiões das bandas amida I e amida II, entre 1480 e 1550 cm-1, 

caracterizadas por um alongamento C=O específico da amida, nem entre 1445 e 

1395 cm-1, característica das vibrações de CH2 / CH3, C=O, C-N, N-H, que 

constituíram as principais estruturas proteicas (parte significativa das paredes 

celulares) e as vibrações de alongamento do C-O-C entre os números de onda de 

1045 a 1030 cm-1, o que pode representar alguma diferença estrutural nos 

polissacarídeos que constituíram a biomassa (SZEGJALMI et al., 2007).  

Lipídios, que podem ser identificados em amostras semelhantes pelas 

bandas relacionadas às vibrações de alongamento do C-H (DEAN et al., 2010) 

(alongamento do =C-H na região de 3010 cm-1, alongamento do C-H em -CH3 e -

CH2 em 2855 e 2920 cm-1) também foram encontrados nas três amostras. Entre 

2927 e 2842 cm-1, observou-se um alongamento característico de ácidos graxos 

com alongamento simétrico de -CH2 e alongamento assimétrico de -CH2 (DEAN et 

al., 2010). Outros grupos característicos relacionados à presença de 

componentes lipídicos foram os grupos éster: alongamento C=O na região de 

1740 cm-1 e alongamento C-O-C (1070-1250 cm-1). As vibrações de estiramento 

C=O também foram características das ligações éster de ácidos graxos, 

encontradas em todas as amostras entre 1629 e 1657 cm-1. Curiosamente, notou-

se uma semelhança entre os perfis dos espectros do fungo filamentoso e do 

líquen formado; esta similaridade pode estar relacionada ao fato de o micélio do 

fungo servir como um biosuporte para a ancoragem das células das microalgas 

no processo de cocultivo para formação do líquen. Estes resultados estão em 

consonância com os espectros demonstrados por Rajendran e Hu (2016), 

considerando um consórcio composto pelo fungo filamentoso Mucor sp. e a 

microalga Chlorella vulgaris e o estudo realizado com o consórcio composto por 

Mucor circinelloides URM 4182 e a espécie Chlorella vulgaris BMAK 007, 

realizado por Zorn et al. (2020). 
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6.2.5 Aplicação da biomassa de liquens artificiais para síntese de 

biolubrificante e biodiesel 

 

A biomassa oleaginosa do líquen composto pela microalga S. obliquus e o 

fungo M. circinelloides, cultivada em mesa agitadora orbital, foi avaliada quanto à 

sua adequação para as sínteses de biolubrificante e biodiesel. 

Os lipídios foram extraídos da biomassa do consórcio microbiano e 

posteriormente efetuou-se a metilação e análise da composição em ácidos graxos 

por cromatografia a gás. 

Os resultados da Tabela 6.2 descrevem a composição em ácidos graxos 

de lipídios do consórcio microbiano composto por S. obliquus – M. circinelloides. 

 

Tabela 6.2 – Composição em ácidos graxos de lipídios do consórcio microbiano S. obliquus – M. 
circinelloides, de biomassa obtida de cultivo em mesa agitadora orbital. 
 

 

Fonte: Própria autora. 
 

Os lipídios do consórcio microbiano foram compostos por conteúdo 

relevante de ácidos graxos saturados (33,69%) e monoinsaturados (34,23%), 

enquanto os ácidos graxos poli-insaturados corresponderam a um total de 

Perfil em ácidos graxos Consórcio microbiano 

C 8:0 Caprílico 0,20 ± 0,17 

C 10:0 Cáprico 0,27 ± 0,15 

C 12:0 Laurico 0,65 ± 0,15 

C 14:0 Miristico 0,90 ± 0,15 

C 16:0 Palmitico 29,77 ± 0,17 

C 18:0 Esteárico 1,89 ± 0,15 

SFA Ácidos graxos saturados 33,69 

C 16:1 Palmitoleico 4,55 ± 0,15 

C 18:1 Oleico 29,69 ± 0,15 

MUFA Ácidos graxos Monosaturados 34,23 

C 18:2 Linoleico 14,60 ± 0,20 

C 18:3 Linolenico 17,55 ± 0,20 

PUFA Ácidos graxos Poli-insaturados 32,08 
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32,08%.  Considerando que o conteúdo em ácido oleico (C18:1) destacou-se 

como principal contribuidor dentre os ácidos graxos monoinsaturados (29,69% em 

média), o material lipídico apresenta potencial à geração de biolubrificantes. 

A biomassa do consórcio microbiano foi preparada para a reação de 

transesterificação in situ, empregando como catalisador o heteropoliácido 

suportado em nióbio (H3PMo12O40/Nb2O5) e uma mistura de álcoois similar ao óleo 

fúsel (óleo fúsel simulado), como receptor acila. A reação de transesterificação 

resultou em teor de ésteres de 96,8%, com baixos teores residuais de 

Monoetilenoglicol (MAG) e Dietilenoglicol (DAG) na amostra purificada 

(respectivamente, 2,30% e 0,90%). A viscosidade do produto foi de 5,1 mm2/s. 

Esses resultados foram comparados ao de outro óleo de origem microbiana, da 

microalga Dunaliella salina (ZORN et al., 2022). A reação de transesteficação in 

situ efetuada com a biomassa de D. salina com o mesmo catalisador, 

empregando também óleo fúsel simulado, resultou em um teor de ésteres de 

97,58% e 2,42% de MAG (DAG não detectado) e viscosidade de 5,0 mm2/s. Em 

comparação aos resultados encontrados para esta microalga, cultivada por 

Bredda et al.(2018), a qual contém uma composição em ácidos graxos com 

elevados teores de ácidos graxos saturados (34,27%) e monoinsaturados 

(46,74%) e um menor conteúdo de ácidos graxos poliinsaturados (18,99%), os 

resultados alcançados com a biomassa do consórcio microbiano são bastante 

promissores à aplicação como biolubrificante. 

A biomassa do consórcio microbiano, contendo a composição em ácidos 

graxos conforme a Tabela 6.2, também foi avaliada  quanto ao seu potencial 

como matéria-prima à produção de biodiesel, através de reação de 

transesterificação direta, com o catalisador heteropoliácido suportado em óxido de 

nióbio e somente etanol como solvente e reagente. 

Conforme diversos autores, a qualidade do biodiesel pode ser 

determinada pela proporção entre ácidos graxos saturados e insaturados. Isso se 

deve ao fato de que os ácidos graxos saturados são mais resistentes à 

degradação e à oxidação (KNOTHE, 2014; TALEBI et al., 2013). A composição 

em ácidos graxos é influenciada pelas condições climáticas e principalmente pelo 

meio de cultivo, mas depende também do potencial de cada linhagem de 
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microrganismo (RAMOS et al., 2009; RAMÍREZ-VERDUZCO; RODRÍGUEZ-

RODRÍGUEZ; JARAMILLO-JACOB, 2012). 

De acordo com a composição em ácidos graxos e seu impacto 

relacionado às propriedades do biodiesel, diversos autores registram que os 

ácidos monoinsaturados, palmitoléico (C16:1) e oleíco (C18:1) são mais 

favoráveis à produção de biodiesel (RAMOS et al., 2009; HULATT et al., 2017). 

Contudo, as proporções dos demais ácidos (monoinsaturados e poli-insaturados) 

devem ser consideradas. 

A reação de transesterificação direta resultou em 98,8% em teor de 

ésteres etílicos, o que atende aos limites estabelecidos pela ANP, que estabelece 

o limite de mínimo 96,5% para o teor de ésteres (ANP, 2014).  Os teores de MAG 

e DAG totalizaram 1,2% em massa, pouco acima dos limites estabelecidos pela 

ANP que são: MAG < 0,8% e DAG < 0,2% (ANP, 2014).  Estes primeiros 

resultados comprovam o potencial da reação de transesterificação in situ da 

biomassa de liquens artificiais em ésteres etílicos e sua aplicação como biodiesel. 

 

6.2.6 Avaliação de propriedades do biodiesel  com base na composição em 

ácidos graxos 

 

O consórcio microbiano apresentou um perfil em ácidos graxos com 

distribuição equilibrada entre ácidos graxos saturados (33,69%), monoinsaturados 

(34,23%) e poliinsaturados (32,08%). As propriedades dos lipídios saponificáveis 

e dos produtos gerados, como o biodiesel, estão diretamente relacionadas ao 

perfil de ácidos graxos (TALEBI et al., 2013). Com base nesta composição em 

ácidos graxos (Tabela 6.2) as seguintes propriedades para o biodiesel foram 

avaliadas: número de cetano, índice de iodo, estabilidade à oxidação a 110 °C, 

massa específica a 20 °C e viscosidade cinemática a 40 °C. 

A Tabela 6.3 sintetiza os resultados preditos para essas propriedades, 

com base na composição em ácidos graxos do óleo extraído da biomassa de 

liquens, empregando-se o software ‘BiodieselAnalyser’ versão 2.2 (TALEBI; 

TABATABAEI; CHISTI, 2014). 
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Tabela 6.3- Propriedades para o biodiesel com base na composição em ácidos graxos do óleo 
extraído da biomassa de líquen S. obliquus – M. circinelloides. 
 

*Limites de acordo com o Regulamento Técnico ANP Nº 3/2014, estabelecido pela Resolução 
ANP Nº 45, de 25/08/2014. Fonte: Própria autora. 

 

De acordo com os dados da Tabela 6.3, o biodiesel proveniente da 

biomassa de líquen atendeu aos limites do Regulamento Técnico ANP Nº 3/2014, 

estabelecido pela Resolução ANP Nº 45, de 25/08/2014, para as propriedades: 

número de cetano, índice de iodo, massa específica e viscosidade cinemática. 

Números de cetano de acordo com essas especificações garantem uma 

boa performance de início a frio e um funcionamento suave do motor (RAMÍREZ-

VERDUZCO; RODRÍGUEZ-RODRÍGUEZ; JARAMILLO-JACOB, 2012; TALEBI et 

al., 2013). Talebi et al. (2013) e Hawrot-Paw et al. (2021) pesquisaram o número 

de cetano para o biodiesel microbiano de diversas espécies e encontraram 

valores variando entre 43,77 para Dunaliella sp até 62,33 para Amphora sp.  

O índice de iodo é outro parâmetro chave para o estabelecimento da 

qualidade dos biocombustíveis, visto que limita os ácidos graxos insaturados, que 

podem gerar a polimerização dos triacilgliceróis, levando à formação de depósitos 

ou deterioração do lubrificante no motor (RAMOS et al., 2009; HAWROT-PAW et 

al., 2021). O valor encontrado para o índice de iodo do biodiesel sintetizado da 

biomassa de líquen microbiano atendeu aos limites especificados pela ANP (ANP, 

2014). 

Quanto às propriedades massa especifica e viscosidade cinemática, ambas 

atenderam aos parâmetros especificados pela ANP (ANP, 2014). Viscosidade e 

massa específica mais elevadas em produtos de biodiesel geralmente estão 

associadas a maiores graus de saturação (TALEBI et al., 2013; HAWROT-PAW et 

Propriedades Consórcio alga-fungo Limites* 

Número de Cetano (adimensional) 48,8 45 - 51 

Índice de Iodo (g Iodo/100 g amostra) 105,7 Máx. 120 

Estabilidade à oxidação a 110 °C (h) 6,3 Min. 12 

Massa específica a 20°C (g/cm3) 0,879 0,850 – 0,900 

Viscosidade cinemática a 40°C (mm2/s) 3,55 3 - 6 
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al., 2021). Os resultados encontrados estão coerentes com a composição em 

ácidos graxos (Tabela 6.2) que apresentou um equilíbrio entre ácidos graxos 

saturados, monoinsaturados e poliinsaturados. 

Observou-se que a propriedade estabilidade à oxidação, cujo resultado foi 

6,3 h, não atendeu ao limite especificado pela ANP, de mínimo 12 h (ANP, 2014). 

Este resultado pode estar relacionado aos ácidos graxos poliinsaturados 

presentes na composição do óleo microbiano. De acordo com diferentes autores 

(RAMOS et al., 2009; TALEBI et al., 2013; HAWROT-PAW et al., 2021), os ácidos 

graxos poliinsaturados influenciam na diminuição da estabilidade oxidativa. Este 

parâmetro pode ser corrigido pela adição de substâncias antioxidantes, tais como 

o alfa-tocoferol, que prolongam a estabilidade à oxidação (RAMOS et al., 2009). 

Outra alternativa para prolongar a estabilidade à oxidação consiste em cuidar das 

condições ambientais de armazenamento, tais como temperatura e umidade no 

local. 

As diferentes propriedades do biodiesel devem ser analisadas de forma 

conjunta, com o objetivo de uma avaliação final mais assertiva de sua qualidade 

do produto (ANP, 2014). 

Esses dados sugerem uma integração potencial da agroindústria da cana-

de-açúcar em biorrefinarias sustentáveis baseadas em microorganismos (algas e 

fungos), o que pode ser capaz de promover novas alternativas de destaque para 

bioprocessos integrados e eficientes. 

 

6.3 Conclusões 

 

Em um contexto de biorrefinaria, faz-se necessária a inovação 

biotecnológica e o total aproveitamento de recursos.  

Os cocultivos efetuados no equipamento mesa agitadora orbital, permitiram 

a avaliação de consórcios microbianos em diferentes volumes de meio de cultivo, 

quantidades de células e de micélios. A eficiência de recuperação de células 

manteve-se em 99,7%, com 61,0% de biomassa de algas em média na 

composição dos liquens e o conteúdo lipídico na biomassa do consórcio foi de 

32%. O uso deste equipamento possibilitou obter o dobro de biomassa de 

biomassa de liquens Scenedesmus obliquus – Mucor circinelloides, em 

comparação ao cocultivos efetuados em shaker orbital.  
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As interações físicas entre microrganismos que formam uma estrutura 

semelhante a líquen (líquen artificial) foram confirmadas microscopicamente, por 

microscopia eletrônica de varredura, onde diferentes imagens comprovaram a 

ancoragem das células da microalga sobre as  hifas dos fungos filamentosos (em 

micélios e hifas), formando uma única estrutura liquenizada. 

Foram realizadas análises de espectroscopia na região de infravermelho 

por transformada de Fourier por refletância total atenuada (ATR-FTIR) nas 

biomassas de alga, fungo e líquen, que distinguiram os principais grupos 

funcionais presentes nas respectivas biomassas.  

Com a biomassa do consórcio alga:fungo produziu-se biolubrificante e 

biodiesel, em reações de transesterificação in situ. em ambas as reações o 

catalisador químico heteropoliácido suportado por óxido de nióbio foi avaliado 

com excelentes resultados em teores de ésteres: 96,8% como biolubrificante e 

98,8% como biodiesel (ésteres etílicos) e algumas propriedades preditas para o 

biodiesel foram estimadas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



132 
 

 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS 

FUTUROS 

 

As biorrefinarias, bem como outras instalações geradoras de bioprodutos e 

bioenergia, devem constantemente inovar-se e aprimorar-se, pois são diversas e 

cada vez mais relevantes, as questões relacionadas à geração de energia limpa e 

processos completamente autossustentáveis. 

 Este trabalho uniu os potenciais de duas linhagens de microalgas e uma 

linhagem de fungo filamentoso, explorando diferentes estratégias de cocultivo, 

compondo consórcios microbianos (liquens artificiais).  

Com a espécie C. vulgaris e o fungo filamentoso, foi demonstrado que é 

possível a recuperação de células de algas do meio de cultivo, por uma técnica 

isenta da adição de produtos químicos, bem como, a obtenção de uma biomassa 

composta, rica em lipídios. A estratégia selecionada, dentre outras que foram 

avaliadas, forneceu liquens artificiais compostos por 79% de biomassa de algas, 

com uma eficiência de recuperação de células de 99,5%. Esta estratégia foi 

reaplicada com sucesso na formação de liquens artificiais entre as espécies S. 

obliquus e M. circinelloides. Para os liquens artificiais formados nesta segunda 

etapa, os resultados foram: 99,7% de eficiência de recuperação de células, 

acumulação lipídica na biomassa entre 32 e 38% e biomassa de liquens 

composta por 61 a 80% de biomassa de algas, dependendo do equipamento 

utilizado.  

 Aproveitando coprodutos da agroindústria nacional, avaliou-se o efeito do 

melaço de cana-de-açúcar (MC) aplicado ao cultivo da espécie S. obliquus, cujo 

resultado foi dobrar a produtividade em biomassa e aumentar em 1,5 vezes o 

acúmulo de lipídios, em comparação com cultivos realizados sem suplementação 

de MC. 

 Análises de caracterização da biomassa de liquens (MEV, ATR-FTIR) 

comprovaram a interação física entre as espécies, ao nível microscópico. A 

biomassa oleaginosa foi aplicada para as sínteses de biolubrificante e biodiesel; 

em específico para a síntese de biolubrificante, foi utilizado um outro coproduto 

agroindustrial, o óleo fúsel simulado. Teores de ésteres de 96,8% para 

biolubrificante e 98,8% para biodiesel, foram obtidos, pelas reações de 

transesterificação in situ realizadas.  
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Visto isso, com o presente trabalho abrem-se novas alternativas para a 

utilização conjunta de diferentes espécies microbianas em biorrefinarias, tanto 

para a colheita de células, como para a obtenção de biomassa oleaginosa para 

diferentes aplicações comerciais. 

 

Como sugestão para trabalhos futuros recomenda-se: 

 
Avaliar a formação de consórcios microbianos entre outras espécies de 

microalgas e de fungos filamentosos.  

 

Reaplicar as estratégias apresentadas neste trabalho para outras 

finalidades, tais como, biorremediação. 

 

Avaliar o efeito de outros coprodutos e/ou fontes de carbono e nutrientes, 

adicionados ao cultivo fúngico e/ou ao cultivo microalgal, na formação de 

liquens artificiais.  

 

Sintetizar e avaliar outros metabólitos de interesse industrial, tais como: 

proteínas, carotenoides e carboidratos, a partir do cultivo de liquens 

artificiais. 
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