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RESUMO

ZORN, S. M. F. E. Liquens artificiais e a integragao de produtos de alto valor
agregado a uma biorrefinaria. 2022. 136p. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2022.

Consodrcios microbianos representam uma alternativa limpa a colheita de células, bem
como a geracdo de bioprodutos de alto valor agregado. Neste sentido, o presente
trabalho avaliou a formagdo 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 liquenizagao
entre a espécie C. vulgaris, considerada microalga modelo, e o fungo filamentoso, em
cocultivos efetuados em shaker orbital. A melhor condicao resultou em um liquen artificial
composto por 79% de biomassa da microalga e eficiéncia de recuperacéo 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 suplementacao
do meio de cultivo da microalga com melago de cana-de-agucar (MC) sobre o aumento
da biomassa e de lipidios. Resultados de cultivos com meio suplementado por MC
demonstraram que as biomassas da microalga e do respectivo consércio microbiano
duplicaram em comparagdo com os cultivos sem suplementagédo e o acumulo de lipidios
na biomassa aumentou em 1,5 vezes. Ademais, a eficiéncia de recuperacao de células
manteve-se em 99,7%, com contribuicdo de 80% de biomassa de algas na composigao
do liquen, conteudo lipidico do consorcio alga:fungo igual a 38,2% em peso, e
composicdo em acidos graxos balanceada (52,7% de acidos graxos saturados e
monoinsaturados, 47,4% de acidos 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 fungicos. Os
experimentos de liquenizagdo neste equipamento tiveram como principal obijetivo,
produzir maior quantidade de biomassa, possibilitando sua caracterizagao e utilizagao
para a sintese de bioprodutos. As concentragdes obtidas em biomassa seca de liquens
foram em média 2,71 g/L, o dobro, em comparagdo a biomassa cultivada em shaker
orbital (1,27 g/L). O conteudo lipidico dos liquens formados foi de 32,0 £+ 0,4%, e a
contribuicdo média em biomassa de algas nos liquens foi de 61 + 2,1%. A biomassa de
liquens foi caracterizada em microscopio eletronico de varredura (MEV) e espectroscopia
na regido de infravermelho por transformada de Fourier por refletdncia total atenuada
(ATR-FTIR). A biomassa oleaginosa foi aplicada para as sinteses de biolubrificante e
biodiesel: para o biolubrificante utilizou-se 6leo fusel 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
composicao em acidos graxos do 6leo extraido da biomassa liquenizada, as seguintes
propriedades para o biodiesel foram estimadas: numero de cetano, indice de iodo,
estabilidade a oxidagdo, massa especifica, e viscosidade cinematica. Os resultados
demonstraram que os liquens artificiais podem ser uma alternativa eficiente de
biorremediagcéo e colheita de células de baixo custo, além de fornecer uma biomassa
oleaginosa para varias aplicagdes industriais, portanto, contém um potencial
biotecnoldgico muito interessante a ser explorado em biorrefinarias.

Palavras-chave: Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, Mucor circinelloides, melago
de cana-de-acgucar, 6leo fusel 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 S&o 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 MOTIVAGAO E OBJETIVOS
1.1 Justificativa e motivagao do trabalho

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de combustiveis renovaveis 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
lipidios, proteinas e carboidratos; assim, sua adaptabilidade a diversas condigdes,
incluindo condi¢bes ambientais, e sua capacidade de modular o metabolismo
celular, resultam em compostos de alto valor que incluem carotenoides, clorofilas,
ficobiliproteinas e acidos graxos poli-insaturados (LIYANAARACHCHI et al.,
2021). Além disso, vinculado a um contexto de economia circular, 0 emprego de
microalgas como matéria-prima para a geragdo de energia limpa tem feito
progressos tangiveis nos ultimos anos (AGARWAL et al., 2020).

O uso de microalgas pode ir muito além de seu papel como fornecedores
de lipidios microbianos (ZUCCARO et al., 2021), que podem se transformar em
valiosos ésteres metilicos e etilicos para a industria de biodiesel (CHISTI, 2007);
as microalgas podem, de fato, funcionar como uma plataforma para capturar
diéxido de carbono (CO,) e, indiretamente, converté-lo em combustivel liquido e
outros bioprodutos de alto valor comercial. No entanto, as instalacGes
operacionais para produgao de microalgas ainda apresentam algumas limitagdes,
como uma demanda muito alta de energia e o cumprimento de requisitos
relacionados ao uso de produtos quimicos téxicos ou recalcitrantes nas etapas de
colheita (VISIGALLI et al., 2021). Além disso, as células de microalgas
apresentam valores de gravidade especifica semelhantes aos apresentados pelo
seu meio de cultura; devido a esta peculiaridade, a colheita de pequenas células
microbianas por métodos tradicionais como centrifugacao, floculagéo, flotagéo e
filtracdo esta associada a operagdes dispendiosas, podendo representar 50% do
custo total de produgéo de biodiesel (MATA et al., 2010; DAS et al., 2022).
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Por outro lado, outras espécies de microrganismos, como fungos, sao
relativamente mais faceis 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 a sua natureza
autopeletizante, pela qual as células de microalgas sdo aderidas (REIS et al.,
2019; ZUCCARO et al., 2021; DAS et al., 2022).

Ademais, diferentes autores confirmam que as microalgas séao
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 interacdo entre microalgas e fungos, é
possivel obter a formacado de consoércios, como demonstrado por diferentes
pesquisadores (GULTOM; HU, 2013; REIS et al., 2019); nesses casos, as
interacbes podem favorecer a sintese de compostos promissores para
bioprocessos industriais (ZHANG; HU, 2012; LI et al., 2017; REIS et al., 2019).
Com base nessa premissa, é possivel estabelecer uma abordagem biotecnolégica
que envolva diferentes espécies microbianas (OLSON; Mc BRIDE; SHAW; LYND,
2012; ZORN et al., 2020).

Consequentemente, a inser¢do de liquens artificiais, compostos de
microalgas e fungos filamentosos, em um sistema de biorrefinaria, ndo responde
somente a demanda de colheita de células, além disso, pode integrar a
biotecnologia a utilizagdo de multiplos recursos, para a sintese de compostos até
hoje produzidos em culturas isoladas, sejam somente algais ou fungicas.

Desta forma, o presente trabalho teve como motivagdo, encontrar uma
alternativa limpa e eficaz de colheita de células, ao mesmo tempo que sintetizar
biomassa oleaginosa para diferentes aplicagbes industriais, através de consorcios
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 formacgao 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 eficiéncia de recuperagao de
células e a sintese de biomassa oleaginosa util a diferentes aplicagées industriais.

Para alcangar este objetivo, primeiramente foram estabelecidos os
métodos e avaliadas diferentes estratégias de liquenizagdo entre a espécie C.
vulgaris, considerada modelo, e o fungo filamentoso M. circinelloides. Nas etapas
seguintes, os estudos de liquenizagdo desenvolveram-se com a microalga S.
obliquus e o fungo filamentoso M. circinelloides. As principais linhas de trabalho

desenvolvidas nesta pesquisa foram:

v' Determinagdo de condigdes de cultivo e estratégias de liquenizagao para as

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

v" Integracao de fontes de carbono de coprodutos agroindustriais aos estudos de

liquenizagéo.

v Obtencdo de maior quantidade de biomassa e lipidios nos liquens artificiais

formados pelas espécies S. obliquus e M. circinelloides.

v' Avaliacdo da biomassa liquenizada para a sintese de produtos interesse

comercial.

Um resumo das etapas desenvolvidas no trabalho esta ilustrado na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Esquema das etapas desenvolvidas no presente trabalho.
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Fonte: Prépria autora.

1.3 Estrutura da tese

O presente trabalho de tese encontra-se organizado em 7 capitulos. No
primeiro capitulo encontram-se a justificativa e motivagcéo para o desenvolvimento
da tese: utilizar as espécies C. vulgaris, S. obliquus e M. circinelloides, na

formacgao 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 aplicagdes industriais. O capitulo também detalha os objetivos
propostos e ilustra a estrutura do trabalho.

No segundo capitulo é efetuada a revisdo da literatura, envolvendo os
principais aspectos relacionados a liquens artificiais, condi¢gdes para a formacéao
dos consércios microbianos, as espécies estudadas neste trabalho e a aplicagao
da biomassa oleaginosa de liquens para obteng¢ao de biolubrificante e biodiesel,
dentre outros temas relacionados.

O terceiro capitulo descreve os materiais e métodos experimentais e
analiticos empregados, bem como, métodos utilizados para a caracterizagado da
biomassa oleaginosa e as condi¢gdes das reagdes de transesterificacdo para
sintese de biolubrificante e biodiesel.

Nos capitulos 4, 5 e 6 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
em cada etapa do trabalho experimental. O capitulo 4 refere-se aos resultados
obtidos na primeira etapa do trabalho, a formacgao de liquens com as espécies C.
vulgaris e M. circinelloides, onde diferentes estratégias de cocultivo foram
avaliadas.

Em uma segunda etapa, no capitulo 5, a formagao de liquens artificiais
entre as espécies S.obliquus e M. circinelloides foi avaliada, a partir da estratégia
selecionada no capitulo anterior. Neste capitulo, o efeito da suplementacdo do
meio de cultivo da microalga com melago de cana-de-agucar sobre 0 aumento da
biomassa e sobre o conteudo lipidico também foi estudado.

No capitulo 6 foram discutidos os resultados de cocultivos efetuados em
um novo equipamento (mesa agitadora orbital) e apresentados resultados de
analises de microscopia eletrénica de varredura e espectroscopia na regidao de
infravermelho por transformada de Fourier por refletancia total atenuada para a
caracterizagao da biomassa liquenizada, bem como, a aplicacdo da biomassa nas
sinteses de biolubrificante e biodiesel. Algumas propriedades para o biodiesel
foram estimadas com base na composigdo em acidos graxos dos 6leos extraidos
da biomassa dos liquens artificiais.

As consideragdes finais do trabalho desenvolvido, bem como sugestdes

para trabalhos futuros, sdo apresentadas no capitulo 7.



18

REFERENCIAS

AGARWAL, A.; MHATRE, A.; PANDIT, R.; LALI, A.M. Synergistic biorefinery of
Scenedesmus obliquus and Ulva lactuca in poultry manure towards sustainable
bioproduct generation. Bioresource Technology, v. 297, p. 1-10, 2020.

CHISTI, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances, v. 25, p. 294-
306, 2007.

DAS, P.K.; RANI, J.; RAWAT, S.; KUMAR, S. Microalgal co-cultivation for biofuel
production and bioremediation: current status and benefits. Bioenergy Research,
v. 15, p. 1-26, 2022.

GULTOM, S.; HU, B. Review of microalgae harvesting via co-pelletization with
filamentous fungus. Energies, v.6, p. 5921-5939, 2013.

LI, T.; LI, C.-T.; BUTLER, K.; HAYS, S.G.; GUARNIERI, M.T.; OYLER, G.A,;
BETENBAUGH, M.J. Mimicking lichens: Incorporation of yeast strains together
with sucrose-secreting cyanobacteria improves survival, growth, ROS removal,
and lipid production in a stable mutualistic co-culture production platform.
Biotechnology Biofuels, v. 10, p. 1-11, 2017.

LIYANAARACHCHI, V.C.; PREMARATNE, M.; ARIYADASA, T.U;
NIMARSHANA, P.H.\V.; MALIK, A. Two-stage -cultivation of microalgae for
production of high-value compounds and biofuels: A review. Algal Research, v.
57, p. 1-21, 2021.

MATA, T. M.; MARTINS, A. A.; CAETANO, N. S. Microalgae for biodiesel
production and other applications: a review. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v. 14, p. 217-232, 2010.

OLSON, D.G.; MC BRIDE, J.E.; SHAW, AJ.; LYND, L.R. Recent progress in
consolidated bioprocessing. Current Opinion in Biotechnology, v. 23, p. 396-
405, 2012.

PRAGYA, N.; PANDEY, K.K.; SAHOO, P.K. A review on harvesting, oil extraction
and biofuels production technologies from microalgae.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 24, p. 159-171, 2013.

REIS, C.E.R.; BENTO, H.B.S.; CARVALHO, A.K.F.; RAJENDRAN, A.; HU, B.; DE
CASTRO, H.F. Critical applications of Mucor circinelloides within a biorefinery
context. Critical Reviews in Biotechnology, v. 39, p. 555-570, 2019.

REIS, C.E.R.; VALLE, G.F.; BENTO, H.B.S.; CARVALHO, AK.F.; ALVES, T.A;
DE CASTRO, H.F Sugarcane by-products within the biodiesel production chain:
vinasse and molasses as feedstock for oleaginous fungi and conversion to ethyl
esters. Fuel, v. 277, p. 1-7, 2020.



19

VISIGALLI, S.; BARBERIS, M.G.; TUROLLA, A.; CANZIANI, R.; ZRIMEC, M.B,;
REINHARDT, R.; FICARA, E. Electrocoagulation—flotation (ECF) for microalgae
harvesting - a review. Separation and Purification Technology, v. 271, p. 1-23,
2021.

ZHANG, J.; HU, B. A novel method to harvest microalgae via co-culture of
filamentous fungi to form cell pellets. Bioresource Technology, v. 114, p. 529-
535, 2012.

ZORN, S.M.F.E.; REIS, C.E.R.,; SILVA, M.B.; HU, B.; DE CASTRO, H.F.
Consortium growth of filamentous fungi and microalgae: evaluation of different
cultivation strategies to optimize cell harvesting and lipid accumulation. Energies,
v. 13, p. 1-15, 2020.

ZUCCARO, G.; DEL MONDO, A.; PINTO, G.; POLLIO, A.; DE NATALE, A.
Biorefinery-based approach to exploit mixed cultures of Lipomyces starkeyi and
Chloroidium saccharophilum for single cell oil production. Energies, v. 14, p. 1-20,
2021.



20

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Microalgas e fungos em biorrefinarias

O esgotamento dos recursos naturais e o impacto negativo dos
combustiveis fosseis no meio ambiente sdo uma preocupagao global
(CHATERJEE; MOHAN, 2022). A industrializacdo, o avango no setor de
transportes e as mudangas climaticas severas, contribuem negativamente para o
aumento da emissao de gases de efeito estufa. Fontes de energia renovavel séo
a unica alternativa para resolver ou minimizar esses problemas em um futuro
préximo (ARUN et al., 2020). Neste sentido, as biorrefinarias sdo uma importante
plataforma para a solugdo de diversas questdes relacionadas, devido ao
aproveitamento integral de residuos, reutilizagdo de produtos secundarios e a
geracado de energia para alimentar o proprio processo (CHATERJEE; MOHAN,
2022). A produgdo simultanea de energia renovavel e a mitigacdo de gases
causadores do efeito estufa, principalmente o sequestro de didxido de carbono
(COy), tem sido a area de pesquisa em alta nos ultimos anos (ARUN et al., 2020).
Assim, os pesquisadores tem explorado o sequestro de CO, para a produgao de
biomassa e bioenergia renovavel, por diversos meios. Neste sentido,
microrganismos como as microalgas apresentam-se como uma alternativa
interessante.

As microalgas sao organismos fotossintetizantes, com elevada taxa de
crescimento e menor exigéncia de espago, em comparagao a plantagdes (CHIU et
al., 2008). Microalgas sao superiores as plantas terrestres em termos de redugéao
de CO, e aumento de producédo de biomassa, pois fixam cerca de 183 t de CO,
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 & um recurso a producéo de
biocombustiveis e outros compostos (KUO et al., 2017). As microalgas podem,
portanto, contribuir efetivamente para a mitigacdo de gases do efeito estufa e
gerar produtos valiosos comercialmente.

Dentre as notaveis vantagens de diversas espécies microalgais, destacam-

se a produtividade de biomassa e o elevado acumulo de lipidios (CHOI et al.,
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2019). As microalgas fornecem, portanto, matéria prima para a geragao de
bioenergia, pois podem sintetizar elevadas quantidades de acidos graxos e
triacilglicerois (SIBI et al., 2016).

De outro lado, fungos sado notérios produtores de enzimas e &acidos
organicos (SHAHRYARI et al., 2019; MASLOVA et al.,, 2019). A taxa de
crescimento dos fungos é muito maior em comparagao a outros microbios. Além
da maior velocidade de crescimento, constata-se também grande acumulo de
biomassa e lipidios (FEOFILOVA; SERGEEVA; IVASSHECHKIN, 2010;
PAPANIKOLAOU et al., 2011; FERREIRA; MEIRELLES; BATISTA, 2013). Sua
capacidade de produgao de bioprodutos de menor valor/alto volume e, elevado
valor/menor volume, os torna candidatos mais adequados as biorrefinarias
(KUMAR; SHARMA, 2017; AMOAH et al., 2019). Os fungos filamentosos,
pertencentes ao filo de zigomicetos, tais como Mortierella isabellina e
Cunninghamella echinulata, sao capazes de acumular elevada quantidade de
lipidios, ou seja, 60-87% e 40-57% de biomassa seca, respectivamente (FAKAS
et al., 2009). Dentre os fungos zigomicetos, os do género Mucor se destacam por
serem potenciais produtores de lipidios, lipases e B-caroteno, em particular a
espécie de Mucor circinelloides que foi pioneira na produgao comercial de lipidio
microbiano (RATLEDGE, 2004; TANG et al., 2015).

Outras vantagens associadas ao cultivo de fungos sao a facil separagao de
biomassa e dos produtos, o que diminui os custos de producéo. Por essas razoes
e robustez inerente, leveduras e fungos podem ser considerados como fabricas
de células ideais para a sintese 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 pm)
e sua densidade semelhante a agua (OLAIZOLA, 2003; LI et al., 2008). O método
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ideal para recuperar células de microalgas depende das caracteristicas de cada
espécie, como tamanho e densidade (OLAIZOLA, 2003), e a recuperagao
geralmente € uma etapa separada apds o cultivo celular. Todas as abordagens de
colheita disponiveis, que incluem floculacdo, flutuagcdo, sedimentacao,
centrifugacgéao e filtragdo, tém limitagées para uma producéo efetiva e econbmica
de biocombustiveis (REIS et al., 2018). Por exemplo, os métodos de flotagdo, com
base em captura de células de algas usando bolhas de ar dispersas, sao limitados
em sua viabilidade técnica e econdmica. A maioria dos métodos de separagéo
convencionais e econémicos, como filtragdo e sedimentagdo gravitacional, sdo
amplamente aplicados nas instalacbes de tratamento de aguas residuais para
recuperar microalgas relativamente grandes (>70 pm), como Coelastrum e
Spirulina. No entanto, eles ndo podem ser usados para colher espécies de algas
cujas células se aproximam de dimensdes bacterianas (<30 pm), como
Scenedesmus, Dunaliella e Chlorella (BRENNAN; OWENDE, 2010), as quais
pertencem as espécies de microalgas mais oleaginosas.

A centrifugacdo é amplamente utilizada para recuperar biomassa de
microalgas, especialmente células de algas de pequeno porte; no entanto, sua
aplicacao é restrita a culturas de algas para metabdlitos de alto valor, devido as
necessidades energéticas intensivas e requisitos elevados para manutencéo de
equipamentos (OKORU et al., 2019). De outro lado, a floculagdo é usada para
colher células de microalgas de tamanho pequeno, sendo um passo preparatério
para agregar as células de microalgas e aumentar o tamanho de particula para
que outros meétodos de colheita, como filtragdo, centrifugagcdo ou sedimentagéo
por gravidade, possam ser aplicados (MOLINA et al., 2003; SINGH; PATIDAR,
2018). Ainda sobre a floculagao, o alto custo dos floculantes quimicos e possiveis
efeitos de poluicdo que seu uso pode acarretar, as reagdes quimicas sao
altamente sensiveis a salinidade, o que limita sua aplicagao a algas de agua doce
(SUPARMANIAN et al.,, 2019). Em sintese, a maioria das tecnologias, incluindo
métodos quimicos e mecanicos, aumentam consideravelmente os custos
operacionais para a producao de algas e sdo apenas economicamente viaveis
para uma pequena gama de produtos (RAJENDRAN; FOX; HU, 2017).
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A integracdo do processo de cultivo fungico com o microalgal vem sendo
considerada como alternativa a solugdo de problemas comumente encontrados
na separacgao de células microalgais. O uso de cocultivos, para tratar varios tipos
de aguas residuarias e efluentes agroindustriais, também é um campo de estudo
em desenvolvimento. Estruturas em pellets de fungos de Aspergillus sp. e algas
C. wulgaris foram utilizados para tratar derivados de lodo ativado. Os
pesquisadores observaram que os pellets conseguiram diminuir significativamente
nitrogénio e foésforo, bem como a cor, produzindo uma suspenséo praticamente
incolor em cerca de 24 h (WREDE et al., 2014). Resultados semelhantes foram
observados pela utilizagao de Aspergillus fumigatus com Chlorella protothecoides
e Tetraselmis suecica utilizando residuos da digestdo anaerdbica de esterco de
suinos, com redugao nos valores de até 73,9% de aménia e 55,6% de fosfatos.
Observou-se também que a absorcdo de nutrientes essenciais levou a um
aumento de 1,7 vezes na producdo de biomassa apds 48 h de tratamento nas
condi¢cdes em cocultivo. O uso de A. fumigatus com Tetraselmis chuii também foi
testado com aguas residuais diluidas de suinos, desviado de um sistema de
lagoas, em que até 86% de amobnia 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 aguas residuais tratadas por
digestdo anaerdbica de uma instalagdo de tratamento municipal (MIRANDA et al.,
2015). Para o ultimo estudo, foi relatado que em suspensdes relativamente
concentradas (25% da concentracéo original de aguas residuais), as estruturas
microbianas conseguiram reduzir o teor de nitrogénio amoniacal em niveis
proximos de 90% (164,3 a 18,2 mg/L) e fosforo em até 75% (38,7 a 9,8 mg/L).
Curiosamente, o efeito sinérgico dos liquens foi maior que nas culturas isoladas, o
que alcancou resultados ndo superiores a 52% para amoénia-N e 45% para
fosfato-P. Ainda em relagdo a este estudo, os rendimentos de biomassa foram
aumentados para 2,3 vezes em relacio ao sistema de controle, e os lipidios foram
aumentados em 1,5 vezes (MIRANDA et al., 2015).

Uma configuracdo experimental também foi estabelecida usando
coprodutos da industria de etanol do milho (RAJENDRAN; FOX; HU, 2017). Em

um estudo, um biofilme composto por Mucor sp. e C. wulgaris foi testado, e os
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resultados mostraram que a biomassa microbiana atingiu concentragdes de 9,4
g/L em cultivo de 12 dias, sendo principalmente composta por células fungicas
(97,2% do biofilme) (RAJENDRAN; FOX; HU, 2017). Considerando os nutrientes do
meio, o biofilme foi capaz de reter 55,7% e 74% das concentrag¢des originais de fosforo
(818 mg/L) e nitrogénio (924 mg/L), respectivamente. Os resultados também
mostraram diminuicdo nos niveis da demanda quimica de oxigénio (DQO) de até
65,6%. Como outros estudos também mostraram, a combinagdo de diferentes
culturas atingiu maiores concentragdes de biomassa que as culturas isoladas sob
todas as condicbes testadas.

A cocultura ou cocultivo de algas e fungos pode ser, portanto, uma
alternativa para minimizar o custo de produgdo de biocombustiveis,
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 a sua capacidade de autopeletizacdo (WREDE et
al., 2014). Essa atragc&o ocorre porque as microalgas carregam uma carga liquida
negativa (-23,7 mV) em sua superficie composta por ions fosféro, fosfodiéster,
amina, hidroxila e grupos funcionais carboxilicos préton-ativos estdo presentes,
ao passo que hifas e micélios carregam uma carga positiva liquida (+46,1 mV),
pois contém polissacarideos em suas superficies (GULTOM; ZAMALLOA; HU,
2014). Portanto, fungos filamentosos podem neutralizar potencialmente a carga
superficial negativa de algas permitindo a fixagao para a parede celular do fungo
quando s&o cocultivados e finalmente precipitando por copeletizagdo (MURADOV
et al., 2015).

A técnica de cocultura tem mostrado resultados de aumento no rendimento
de biomassa total, produtividade de lipidios, producdo de enzimas e outros
produtos de valor agregado, como metabdlitos secundarios, polimeros e acidos
organicos (BADER et al., 2010). Nesta tendéncia, diferentes autores tem relatado
varias biomoléculas de alto valor agregado, como ficocianina, [B-caroteno,
astaxantina, acidos graxos essenciais, exopolissacarideos (EPS), acidos
organicos e alguns alelopaticos como produtos oriundos da cocultura desses
microrganismos que tém interesse comercial nas industrias farmacéutica e
nutracéutica (PADMAPERUMA et al., 2018).
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O cocultivo de fungos e algas requer condi¢des mixotréficas, visto que os
fungos séo heterdtrofos obrigatorios e as algas verdes s&o fotoautotrdficas,
portanto, a seletividade relativa de nutrientes e modo de tropismo para ambos
podem variar (PADMAPERUMA et al., 2018). Essas modificagbes em um sistema
de cocultivo devido a interagdo entre fungos filamentosos e algas podem, dentre
outros efeitos, modular o composi¢cdo de acidos graxos de lipidios sintetizados
(DASH; BANERJEE, 2017). Além disso, o cultivo fotoautotréfico pode conduzir a
reducdes significativas de produtividade, se ocorrer variagdo da intensidade
luminosa, por esse motivo, outros modos de cultivo em que as microalgas
também s&o capazes de usar uma fonte de carbono organico tém sido explorados
para melhorar a produtividade de 6leos microbianos (ZUCCARO et al., 2021).

2.3 Diferentes técnicas de cocultivo para formacgao de liquens artificiais

A formagdo de liquens artificiais, que sao consércios 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

fungicos s&o inoculados em um meio de cultivo apropriado a espécie; no mesmo
local € utilizada uma matriz ou substrato, tal como uma tela de algodado ou de
outro material; os esporos fungicos depositam-se sobre a superficie da matriz,
formando hifas; as células das microalgas, inoculadas concomitantemente,
depositam-se sobre as hifas, formando um biofiime (RAJENDRAN; HU, 2016).
Diversos autores conceituam como biofilme um consorcio de microrganismos,
incorporado em substancias poliméricas extracelulares (extracellular polymeric
substances - EPS), que compdem uma estrutura complexa, a qual se desenvolve
em superficies soélidas (ASSIS et al.,, 2019; MANTZOROU; VERVERIDIS, 2019;
CHEUNG et al., 2020). De acordo com este principio, 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- A esquerda, biofime de fungo filamentoso sobre suporte polimérico (crescimento
isolado); a direita, biofilme tipo liquen (microalga + fungo filamentoso) sobre suporte de

polipropileno e algodao.
\t7

Fonte: RAJENDRAN; HU, 2016; BARNHARST; RAJENDRAN; HU, 2018.

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

espécies microbianas podem também unir-se, pelo mesmo principio de
liquenizagao/consércio, sem, no entanto, empregar o elemento externo (matriz ou
substrato), ou seja, somente com a integragcdo entre 0s microrganismos
componentes (ZHANG; HU, 2012; RAKESH et al., 2014; DU et al., 2018). Neste
tipo de formagao, o micobionte (fungo filamentoso) torna-se o suporte ou matriz,
ao qual o fotobionte (microalga) ira ligar-se.

Neste tipo de cocultivo, distinguem-se duas variagbes 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 préprio, formando pellets ou formando hifas, dependendo das
caracteristicas de cada espécie; em se tratando de fungos filamentosos as hifas
compdem um micélio; em uma segunda etapa, efetua-se a liquenizagao, através
da inoculagao de células de microalgas ao meio de cultivo contendo os pellets ou
o micélio formado (WREDE et al., 2014; MIRANDA et al., 2015; MURADOQV et al.,
2015; CHEN et al., 2018);

- Copeletizacido direta de fungos com outros microrganismos: em etapa

unica, os esporos de fungos e células de outros microrganismos (por exemplo, de
microalgas) sdo inoculados simultaneamente no mesmo meio de cultivo; os

pellets fungicos 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 condicbes de cultivo
(GIBBS; SEVIOUR; SCHMID, 2000). Estas morfologias incluem: hifas dispersas,
agregados microscopicos, agregados hifais soltos, denominados clumps, e
agregados densos esféricos, comumente referidos como pellets (COX; PAUL;
THOMAS, 1998).

As hifas sdo padrbes polarizados em forma de filamentos, que originam-se
da proliferacdo de células ou esporos isolados, como tubos multinucleados
contendo citoplasto, o qual se move dentro da hifa em diregdo a sua extremidade
(KRULL et al., 2010; KRULL et al., 2013). A partir das principais hifas, novas
pontas sdo 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 sdo massas de forma esférica ou elipsoidal, contudo, seu formato
pode ser irregular ou bem compactado. Em termos de formacdo, os pellets
formados por fungos filamentosos podem ser de dois tipos: coagulativo e nao
coagulativo (METZ; KOSSEN, 1977; VECHT-LIFSHITZ et al., 1990; ZNIDARSIC;
PAVKO, 2001).

No tipo ndo coagulado, os granulos sao formados a partir de um esporo.
Esse tipo de formagao de granulos tem sido relatado para alguns actinomicetos
do género 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 estagio inicial do
cultivo, e os pellets formam-se a partir desses agregados. Esse tipo de formagao
de granulos pode incluir Asperqgillus 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 formagdo dos pellets: fatores microbiologicos (heranga genética e
composicdo da parede celular), fatores externos (tamanho de ciclo, taxa de
crescimento, nutricdo e relagdo entre fontes de nitrogénio e carbono), fatores
histoquimicos (compartilhamento de substancias, agentes ativos de superficie,
pH, temperatura, forga ibnica e suspensao de solidos no meio de cultivo).

A Figura 2.2 mostra diferentes condigcbes de cultivo submerso, com
diversas formas de crescimento de pellets do fungo filamentoso Rhizopus

nigricans.

Figura 2.2- Diferentes formas de pelletizacdo de Rhizopus nigricans

Fonte: ZNIDARSIC; PAVKO, 2001.

2.5 Formacgao do liquen artificial ao nivel molecular

Durante o cocultivo para a formacédo do liquen artificial, microalgas e
fungos filamentosos se beneficiam mutuamente por trocas gasosas e de
nutrientes. De forma simplificada, o oxigénio liberado pela microalga no processo
de fotossintese € utilizado pelo fungo filamentoso e o didxido de carbono liberado
pelo fungo sera absorvido pela microalga (RAJENDRAN; HU, 2016; ARORA et
al., 2019).

Os fungos filamentosos liberam &cidos organicos, que inibem seu
crescimento em fases posteriores do metabolismo; em incubagdo com as

microalgas, estas absorvem estes acidos organicos, 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 diminuicdo dos niveis de acido propibnico,
acido piruvico, acido acético e acido palmitico, enquanto os niveis de glicina e
pirolina aumentaram, indicando que a microalga consumiu os acidos organicos
liberados pelo fermento, o que foi comprovado pelo aumento do pH no meio de
cultivo alga-levedura, em comparagao com os cultivos isolados.

Diversas espécies de fungos sdo capazes de clivar varios acgucares
complexos em simples, que podem entdo ser usados por microalgas para sua
multiplicagédo celular, enquanto as microalgas convertem o CO; presente no meio
de cultivo em bicarbonato, que é consumido pelo fungo, liberando ions 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 fungicas. Assim, a interagao
de metabdlitos pode resultar no equilibrio intrinseco de O,/CO,, pH e oxigénio
dissolvido no meio de cultivo, levando a um aumento na taxa de crescimento e
producao de metabdlitos 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 acumulo de lipidios.

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 - Representacdo esquematica: trocas gasosas e nutrientes entre microalgas e fungos.
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A superficie celular do liquen formado €& macia e coberta com
macromoléculas flexiveis, hidratadas, o que facilita a adesao entre as células e,
das células as superficies (GULTOM; HU, 2013), ou seja, as macromoléculas
contidas nas células de microalgas e fungos sao interligadas.

De acordo com diferentes autores (GULTOM; HU, 2013; REIS et al., 2018),
a formacgao de uma estrutura tipo liquen, composta por algas e fungos, sobre uma
matriz, baseia-se nas seguintes etapas:

» adesédo de esporos de fungos ou germinagao de esporos de fungos e células
de algas sobre a matriz;

» proliferagao de células mononucleadas sobre a superficie ou a matriz;

» inducdo da formagéo de hifas fungicas, promovendo a fixagdo das células de
algas nos micélios.

Os esporos de fungos apresentam camadas semelhantes a cristais, que
impedem a agregacao entre si e com outras cepas, de maneira que as hifas
crescentes atuam como o principal promotor de interligagdes entre esporos em
germinagao e outras espécies (GULTOM; HU, 2013). Além disso,

microscopicamente, o carboidrato de lectina é um fator importante na ligagao de
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algas e fungos (GULTOM; HU, 2013; ZAMALLOA et al., 2017; REIS et al., 2018).
Na estrutura da lectina-carboidrato, ha a presenca de ions calcio, que atuam
como um elo entre a célula com carga negativa e os acidos nucleicos
extracelulares, que permitem a comunicagéo célula a célula através de interacdes
eletrostaticas (ZAMALLOA et al., 2017). A fraca ligagdo de lectina-carboidrato
forma arranjos celulares estaveis e aumenta a resisténcia de cisalhamento
(ZAMALLOA et al., 2017; REIS et al., 2018). A microfotografia da Figura 2.4
mostra a estrutura de liquen artificial vista ao microscopio, contendo diversas

células de microalgas aderidas sobre a hifa fungica.

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

uma estrutura tipo liquen.
i -— ‘/%\
[rp— y
Chlorella vulgaris z

O350 ¥-
[ Mucor sp.

Fonte: RAJENDRAN; HU, 2016.

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

Em um sistema de cocultivo, a produtividade e a qualidade dos lipidios
extraidos da biomassa podem variar substancialmente (ARORA et al., 2019). A
produtividade esta diretamente relacionada a quantidade de lipidios totais. As
variagbes na qualidade refletem-se na composi¢cdo em acidos graxos do material
lipidico, ou seja, o comprimento das cadeias de carbono dos acidos graxos e grau
de insaturacéo (REIS et al., 2018; ARORA et al., 2019). Portanto, os seguintes

fatores devem ser considerados, dependendo da aplicagao desejada:

- Selecdo das espécies: deve-se priorizar espécies de facil cultivo,

buscando as que s&o compativeis entre si, preferencialmente cultivadas no
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mesmo meio de cultivo (ARORA et al., 2019). Algumas caracteristicas para a
selecdo de espécies incluem: taxa de crescimento rapido, alto conteudo lipidico,
resisténcia a variagdes extremas, tolerdncia a contaminagdo e a variagdes 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 selegao de espécies requer priorizacado, que depende principalmente do
meio de cultura e das condi¢des ambientais locais prevalecentes no local do
cultivo. Em um cenario de cocultivo, os principais critérios de selecado dependem
da compatibilidade entre as cepas, ou seja, devem ter faixa de temperatura de
crescimento e tempo de duplicagdo comparavel, em que as espécies possam ser
cultivadas associadas (SRINUANPAN et al., 2018; ARORA et al., 2019).

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

de crescimento e a producao lipidica. Macronutrientes, como nitrogénio e fésforo,
afetam a taxa de crescimento, pois sdo os blocos de constru¢cdo da sintese de
acidos nucleicos e enzimas (CONVERTI et al., 2009). As espécies fungicas, por
exemplo, necessitam de fontes de carbono para seu crescimento, cuja fonte e
quantidade influenciam no seu desenvolvimento e composigao lipidica (SITEPU et
al., 2013; PADMAPERUMA et al., 2017).

- Proporcido entre os microrganismos: No cenario de cocultivo entre

microalgas e fungos, os fungos normalmente sdo a espécie dominante no inicio
(24 - 48h) devido a sua taxa de crescimento mais rapida, enquanto microalgas
reproduzem-se mais lentamente no tempo inicial (CAl; HU; DU, 2007; CHEIRSILP
et al., 2011; SHU et al., 2013). Esse crescimento lento inicial das microalgas pode
ser devido ao efeito inibitério do CO; liberado pelos fungos no meio (YEN; CHEN;
CHEN, 2015), ou a taxa de divisdo celular lenta ou falta de penetragao da luz,
devido ao crescimento denso da espécie fungica (KITCHA; CHEIRSILP, 2014).
No entanto, apos 24 a 48 h (dependendo das espécies cultivadas), as microalgas
se adaptam ao ambiente e comegcam a crescer em um ritmo mais rapido,

enquanto a espécie fungica ja atingiu sua fase estacionaria, visto que os
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nutrientes (principalmente a fonte de carbono) foram esgotados (YEN; CHEN;
CHEN, 2015).

- Intensidade de luz e fotoperiodo: A intensidade de luz e o fotoperiodo ndo

interferem no metabolismo da espécie fungica, contudo, influenciam fortemente a
espécie microalgal. Durante a fotossintese, os elétrons passam da agua para o
nicotinamida adenina dinucleotideo 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 iluminagao
resulta em danos aos pigmentos fotossintéticos, causando fotoinibicdo (ZUROFF;
CURTIS, 2012; WAHIDIN; IDRIS; SHALEH, 2013). A intensidade da luz também
modula a composi¢cdo bioquimica de microalgas, especificamente de lipidios e
carboidratos. Uma alta iluminagdo pode levar a indugao de estresse nas células
microalgais, resultando no acumulo de TAGs intracelularmente (HUO et al., 2011).

- Proporcao entre carbono e nitrogénio: O metabolismo lipidico em fungos

oleaginosos e microalgas € controlado pela razdo carbono-nitrogénio
(BRAUNWALD et al., 2013; SILABAN et al., 2014). A proporgao entre carbono e
nitrogénio deve ser modulada, de tal forma que a producdo de biomassa seja

beneficiada, bem como a producgao lipidica (DALIRY et al., 2017).

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

dos lipidios na fase estacionaria inicial. Ao entrar na fase estacionaria tardia,
embora os triacilglicerdis sejam sintetizados, a via de peroxidacgao lipidica também
é ativada, levando a uma diminuicdo no seu conteudo (SITEPU et al., 2013).
Portanto, o tempo de cultivo € um parametro importante para decidir a fase
maxima de acumulagéo lipidica e, assim, otimizar o tempo de colheita (SITEPU et
al., 2013). Este tempo pode variar de acordo com o tempo de divisdo das células
de microalgas e fungos, as condigdes e a composicdo do meio de cultivo
(PADMAPERUMA et al., 2017).

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

solubilidade e a disponibilidade de CO, e nutrientes essenciais, influenciando
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portanto, no crescimento das espécies (JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013),
desta forma, o pH 6timo deve ser estabelecido de acordo com as espécies em
cocultivo. A velocidade de agitagdo controla a taxa de transferéncia de massa,
modulando assim a troca de O, e CO; entre microalgas e fungos (CHEIRSILP et
al., 2011). Em especifico sobre esse parametro, estudos demonstrando sua
influéncia sobre o acumulo de lipidios na biomassa sédo escassos (CHEIRSILP et
al., 2011), contudo, diversos autores preconizam que uma velocidade de agitagéo
em torno de 150 rpm é considerada adequada (CHEIRSILP et al., 2011). Quanto
a temperatura, o cultivo de células em uma temperatura ideal resulta em rapida
taxa de crescimento com captagao eficiente de nutrientes (JUNEJA; CEBALLOS;
MURTHY, 2013). A exposi¢ao a altas e baixas temperaturas leva a condigbes
estressantes, conduzindo a um desequilibrio energético nas células, com excesso
de producao de radicais livres e inibicdo 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
crescam em taxas de crescimento iguais com um aumento subsequente no
acumulo de lipidios. 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 composi¢ao em acidos graxos de estruturas tipo liquen é um tema
relevante e relativamente recente (REIS et al., 2018). Analises da composigao de
acidos graxos de pellets de fungos e algas sugerem que esta composicao pode
ser adaptada e otimizada através de cocultivos com diferentes espécies, sem a
necessidade de modificagcdo genética (WREDE et al., 2014), o que é bastante
promissor. De forma geral, devido aos beneficios que os consércios microbianos
propiciam em ambas as espécies participantes, a composicdo em acidos graxos
sera resultante da contribuicdo entre ambas (ZHANG; HU, 2012).
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2.7 Espécies estudadas na formacgao de liquens artificiais
2.7.1 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris é uma espécie unicelular, das microalgas verdes,
pertencente a familia Chlorophyta. Desenvolve-se bem sob condigdes
autotroficas, heterotroficas e mixotréficas (CORONADO-REYES et al.,, 2020).
Comercialmente, € uma das microalgas mais utilizadas na aquicultura. Varios
estudos confirmaram sua capacidade de melhorar a nutricdo, imunidade,
biorremediacdo aquatica, estresse, resisténcia a doencas 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 proteinas, 12,5% de
lipidios, 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 condigdes de cultivo (RODRIGUEZ-GARCIA; GUIL-GUERRERO, 2008; BLAS-
VALDIVIA et al., 2011).

Por ser uma espécie robusta, de facil cultivo e adaptacdo a diferentes
meios de cultivo, com amplas referéncias na literatura cientifica, esta espécie foi
escolhida como modelo para os experimentos de liquenizacdo no presente
trabalho. A Figura 2.5 demonstra a morfologia das células de Chlorella vulgaris

observadas ao microscopio otico.

Figura 2.5- Células de C. vulgaris observadas ao microscépio 6tico.
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2.7.2 Scenedesmus obliquus

Scenedesmus obliquus é uma espécie de microalga verde, colonial e ndo
movel, pertencente a divisdo Chlorophyta, excelente produtora de lipidios,
carboidratos e proteinas (SHUBA,; KIFLE, 2018). A morfologia da colénia pode
variar significativamente, de acordo com o meio de cultivo em que as células
estdo crescendo. Em um meio com baixa concentracdo de nitrato ou baixa de sais
em geral, a espécie € induzida a crescer como unicelular, formando células
elipticas com cerca de 10 um de comprimento (PANCHA et al., 2014). Pode ser
facilmente cultivada fotoautotroficamente ou mixotroficamente (SHUBA,; KIFLE,
2018).

O conteudo lipidico desta microalga é estimado em 40-55% e,
especialmente, contendo acidos palmitico e oleico como principais constituintes
dos lipidios, tornando-a uma matéria-prima apropriada para a produgdo de
biocombustiveis (MANDAL; MALLICK, 2009). Como muitas outras espécies de
microalgas, essa espécie tem a capacidade de modular seu metabolismo em
resposta a mudancgas simples da composi¢do quimica de seu meio de cultura
(XIN; HU; SUN, 2010), com consequente alta produtividade lipidica. Esta espécie
foi escolhida para os experimentos de liquenizacdo, por ser de facil cultivo e
crescimento rapido e também por ser uma espécie de agua doce bastante
estudada em cocultivos (CHEUNG et al., 2020). A Figura 2.6 mostra uma das

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

Fonte: BALASUBRAMANIAN et al., 2011

2.7.3 Mucor circinelloides

Os fungos filamentosos do filo Zigomiceto, com destaque para os do
género Mucor, tem sido extensivamente estudados para a aplicagdo em
biorrefinarias (CARVALHO et al., 2015). Esse género, particularmente da espécie
Mucor circinelloides, € um potencial produtor da enzima lipase e de biomassa com
quantidades significativas de lipidios (single cell oil) o que permite sua exploragao
de forma integrada no processo de producdo de biodiesel. A linhagem Mucor
circinelloides f. griseo-cyanus URM 4182 foi escolhida para os experimentos de
liquenizacdo, devido a sua comprovada robustez, rapido crescimento e
adaptabilidade a diferentes condi¢gdes de cultivo (CARVALHO et al., 2019; REIS
et al., 2019).

Esta espécie fungica desenvolve-se bem sob uma variedade de fontes de
carbono e sua biomassa € constituida por proteinas, lipidios e aminoacidos
(FERREIRA; MEIRELLES; BATISTA, 2013).

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

cyanus URM 4182, com o cultivo e produgao de esporos em meio sélido.
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Figura 2.7 — Morfologia do fungo filamentoso Mucor circinelloides URM 4182

1000 x

Fonte: CARVALHO, 2015.

2.8 Melago de cana-de-agucar (MC)

O melago de cana-de-agucar (MC) é um subproduto oriundo do
processamento do suco de cana altamente concentrado, processado em usinas
sucroalcooleiras. Tem sido amplamente explorado pela industria, devido a sua
abundancia e baixo custo de produgao nas regides tropicais, como o Brasil € a
india. Adicionalmente sua composicdo quimica é relativamente simples,
majoritariamente composto por sacarose, e suas unidades monoméricas de
agucar, glicose e frutose. Este substrato atende a segmentos diversos, desde a
pecuaria, aquicultura e horticultura até a mineragao, industria de fertilizantes, e
em tratamento de efluentes (BENTO et al., 2020).

Sua utilizagdo nao esta restrita somente a tais segmentos agro-industriais,
visto que diferentes pesquisadores aplicam o melagco como suplemento ou como
principal agente em processos biotecnolégicos (CARVALHO et al., 2019; BENTO
et al., 2020; REIS et al., 2020; ARGAWAL et al., 2020; TINOCO 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, Tindco et al. (2021) empregaram o melago
de cana-de-agucar (10 g/L), como suplemento ao meio de cultivo contendo
glicerol, para a produgdo de (2R,3R)-butanodiol (2,3-BDO) por Paenibacillus
polymyxa PM 3605, resultando em um aumento da concentragcdo do 2,3- BDO
para até 19 g/L, sendo que, de acordo com os autores, trata-se da maior

concentragao deste levo-isbmero produzido pela cepa de P. polymyxa a partir do
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glicerol bruto e do melago de cana-de-agucar como substrato secundario. O
melago de cana-de-agucar foi avaliado por Bento et al. (2020) como meio de
cultivo para o fungo filamentoso M. circinelloides, onde obteve-se uma
concentragdo em biomassa fungica de 11,2 g/L, com um conteudo lipidico de
29 % em peso, sendo esta biomassa processada para a sintese de biodiesel.
Reis et al. (2020) utilizaram uma suplementacéo a base de melago de cana-de-
agucar e vinhaga e obtiveram biomassa oleaginosa também da espécie
M. circinelloides, com composigdo em acidos graxos adequada a producdo de
biodiesel.

Neste contexto, buscou-se avaliar o emprego do melago de cana-de-agucar
como suplemento ao cocultivo do consércio microbiano de alga:fungo neste
trabalho, visto que, além de ser uma matéria prima abundante, tem-se um
historico bastante relevante, at¢é mesmo dentro da linha de pesquisa dos
laboratérios da USP em Lorena-SP.

2.9 Aplicagoes da biomassa de liquen para biolubrificante e biodiesel

2.9.1 Biolubrificante de origem microbiana

Biolubrificantes podem ser compreendidos como lubrificantes que possuem
em sua composicao 6leos 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 aplicagdo do produto (HONARY;
RICHTER, 2013). Biolubrificantes sdo uma mistura de ésteres graxos, produto da
reacao entre o triacilglicerol de 6leos vegetais com alcoois de cadeia mais longa,
como por exemplo o alcool isoamilico (HONARY; RICHTER, 2013).

Os biolubrificantes sdo derivados principalmente de 6leos e gorduras e
utilizados como alternativas biodegradaveis aos lubrificantes minerais para reduzir
os impactos ambientais em situagdes onde a probabilidade de derramamento ou
vazamento é alta. As regulamentacdes ambientais locais e nacionais e a

demanda dos consumidores por materiais ecologicamente corretos aumentaram a
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conscientizagdo sobre os impactos dos produtos derivados do petréleo no meio
ambiente (SHARMA; BIRESAW, 2017).

Devido a estas vantagens, a demanda por biolubrificantes tem aumentado
continuamente: esses produtos “verdes” tém sustentado um crescimento anual de
mercado de 10% nos ultimos 10 anos (DA SILVA et al., 2020). A
biodegradabilidade € amplamente definida como a capacidade de um material ser
decomposto por microrganismos em até um ano (DA SILVA et al., 2020).

Contudo, os Oleos vegetais possuem elevadas quantidades de acidos
graxos poliinsaturados, o que gera biolubrificantes com baixa estabilidade
oxidativa (MASUDI; MURAZA, 2018). Devido a baixa estabilidade oxidativa,
diversas reagdes tém sido propostas para modificagdo quimica dos triglicerideos
que compdem estas fontes oleaginosas (NAGENDRAMMA; KAUL, 2012;
KULKARNI et al., 2013; SHARMA; BIRESAW, 2017).

Uma alternativa possivel a esta questao esta nos 6leos de microalgas, com
maiores quantidades de &acido oleico (C18:1), monoinsaturado, e menores
quantidades de acido linolénico (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 produgao de biolubrificantes através da transesterificagao de triglicerideos
presentes em seu Oleo. A reacdo de transesterificacdo €, essencialmente, a
transformacdo de um éster em outro. Para a produgdo do biolubrificante, o
triacilglicerol do 6leo da microalga reage com um ou mais alcoois, produzindo a
mistura de ésteres graxos (biolubrificante) (BOLINA; GOMES; MENDES, 2021).

As moléculas de alcool atuam como receptores acila na reacido de
transesterificagdo (DA SILVA et al., 2020; VALDOVINOS-GARCIA et al., 2020;
BOLINA; GOMES; MENDES, 2021). Portanto, a escolha de um receptor acila
apropriado € de imensa importancia para as propriedades finais do biolubrificante
produzido e para o rendimento da reacdo de transesterificagao.

O procedimento de producéo pode ser realizado em uma ou duas etapas.
A abordagem em duas etapas € feita pela transesterificagdo dos triglicerideos
com metanol ou etanol, produzindo ésteres metilicos ou etilicos, respectivamente.

Esses produtos, entdo, reagem com um poliol (por exemplo, trimetilolpropano,
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pentaeritritol e neopentilglicol), produzindo o biolubrificante. A primeira etapa é
necessaria para reduzir a viscosidade dos triglicerideos, acelerando a segunda
etapa do processo, favorecendo a purificacdo do biolubrificante. Esta tem sido
uma das principais rotas para a producéo de biolubrificantes (BOLINA; GOMES;
MENDES, 2021).

A obtencao de biolubrificantes em uma unica etapa, no entanto, é possivel,
e pode reduzir os custos de produgdo. Da Silva et al. (2020) alcangaram altos
rendimentos de transesterificacdo com a reacdo de transesterificacdo in situ
(etapa unica), usando o6leo fusel como receptor acila. Este método estabeleceu o
Oleo fusel como uma escolha interessante entre os receptores acila.

O dleo fusel é um subproduto gerado na destilagado multiestagio do etanol,
obtido por meio de fermentacdo. Trata-se da fragcdo menos volatil obtida na
destilacdo do etanol e possui excelente potencial de reaproveitamento devido a
sua composicdo rica em alcoois superiores e volume gerado (120 milhdes de
litros/ano) (FERREIRA; MEIRELLES; BATISTA, 2013; VILAS BOAS et al., 2017).
E composto principalmente de alcoois com dois a cinco atomos de carbono por
molécula (por exemplo, etanol, alcool n-propilico, alcool isoamilico, alcool
isobutilico e alcool n-butilico (SIMSEK; OZDALYAN, 2018; KOWAL et al., 2021).
O uso e descarte adequados do 6leo fusel, como residuo quimico, € de imensa
importancia econémica e ambiental, o que tem sido reforcado pela crescente
demanda por alcool puro, provocada pela pandemia de COVID-19, que aumentou
a producdo de o6leo fusel (KOWAL et al, 2021). Possiveis usos para este
subproduto incluem a producdo de alcoois superiores purificados por destilagao
simples ou fracionada e sintese quimica ou biotecnoldgica de ésteres (CHU et al.,
2021). Os principais componentes do 6leo fusel sdo alcool isoamilico (78,2%),
butanol (10,6%), outros alcoois secundarios e etanol (11,2%) (DARKI,
SEYFABADI; FAYAZI, 2017).

O odleo fusel foi utiizado como receptor acila na reacdo de
transesterificagéo do 6leo da microalga Dunaliella salina (DA SILVA et al., 2020).
De acordo com os autores, empregando a lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em oOxido de nidbio (Nb,Os) obteve-se a conversdo do 6leo da

microalga nos correspondentes ésteres alquilicos com rendimentos que variam de
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70,8 a 89,0%. Este resultado demonstra o potencial do éleo fusel como receptor
acila para obtengao de ésteres graxos a partir de lipidios microbianos na sintese
de biolubrificantes. Neste presente trabalho utilizou-se uma mistura de alcoois

similar ao 6leo fusel (6leo fusel simulado).

2.9.2 Biodiesel de origem microbiana

O biodiesel é definido como um combustivel que compreende ésteres
monoalquilicos de acidos graxos de cadeia longa derivados de 6leos vegetais ou
gorduras animais (HOEKMAN et al., 2012). Quimicamente trata-se de uma
mistura de alquilésteres de cadeia linear, obtida da transesterificagdo dos
triglicerideos de 6leos e gorduras com alcoois de cadeia curta, em especifico o
metanol ou etanol, obtendo-se como coproduto desta reagdo o glicerol (LOBO;
FERREIRA; CRUZ, 2009). Embora o metanol seja amplamente aplicado em
escala comercial, devido a sua reatividade, implicando em menor temperatura e
tempo de reacao, o etanol é consideravelmente menos toxico, renovavel e produz
biodiesel com maior numero de cetano e lubricidade, ademais, sua produgéo €&
consolidada no Brasil (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). A Figura 2.8 ilustra a
reagcao genérica de esterificagdo, em que os acidos graxos sao convertidos em

esteres alquilicos.

Figura 2.8- Reacgao de esterificagdo para formagao do biodiesel.
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Fonte: Adaptado (VOLZ, 2009).

Ao empregar-se etanol em lugar de metanol, tem-se a formacéo de ésteres
etilicos (biodiesel de origem etilica) ( LEMOES, 2011; AMARAL, 2014). A Figura

2.9 sintetiza a reagao de transesterificagcdo empregando etanol.
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Figura 2.9- Reacgao de transesterificacdo empregando etanol.
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Fonte: Adaptado (ALVES, 2012).

O biodiesel é frequentemente classificado em trés gera¢cdes (HOEKMAN et
al., 2012; LEONG et al, 2018). Biodiesel de primeira geragao utiliza o6leos
vegetais comestiveis como matéria-prima, como oOleo de soja, colza, girassol e
O0leo de palma. Essas matérias-primas utilizadas para produzir biodiesel sio
conhecidas como triacilglicerideos (TAGs) (LEONG et al., 2018) e consistem em
C16:0 (acido palmitico), C18:0 (acido estearico), C18:1 (acido oleico) e C18:2
(acido linoleico) (SAINI et al., 2020; SIDDIKI et al., 2022). O uso de O6leos
comestiveis para a produgao de biodiesel pode levar a um conflito entre energia e
alimentacao (SIDDIKI et al., 2022). O biodiesel de segunda geragao evita este
conflito por utilizar matérias-primas ndo comestiveis, tais como a biomassa de
plantas lignocelul6sicas, biomassa residual de cultivos e 6leos usados (LEONG et
al., 2018; SIDDIKI et al., 2022). No entanto, estas matérias-primas para a
producédo de biodiesel de segunda geragdo podem néo 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 geracao utiliza 6leos microbianos oleaginosos (MA
et al., 2018), obtidos de diferentes espécies de microalgas, bactérias, leveduras e
fungos que produzem biomassa com alto teor lipidico (LEONG et al., 2018; CHEN
et al.,, 2021; SIDDIKI et al., 2022), onde o biodiesel & produzido a partir de
biomassa microbiana apds extracdo e transesterificacdo (CHEN et al., 2021;
SIDDIKI et al., 2022).
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Embora o biodiesel de terceira geragdo apresente desvantagens, como
altos custos de instalacdo, processos complexos de extragcdo e necessidade de
luz solar (LEONG et al., 2018; SINGH et al., 2020), também ha muitas vantagens:
nao precisa de terras agricolas, o ciclo de crescimento dos microrganismos €&
curto e este crescimento independe da estacdo do ano e das condi¢cdes
climaticas (SUBRAMANIAM et al., 2010; SIDDIKI et al., 2022). Além disso,
diferentes microrganismos, como as microalgas, consomem CO, para acumular
lipidios nas células, o que tem um efeito positivo no alivio 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, ndo sendo necessaria qualquer modificagdo nos motores, para que seja
utilizado (CHEN et al.,, 2021). Além dos parametros do proprio motor (por
exemplo, taxa de compressao, pressao de injegao, relagdo ar-combustivel e
turbuléncia do ar), as propriedades quimicas do combustivel (por exemplo,
viscosidade cinematica, numero de cetano, saturagdo e poder calorifico) também
tém um grande efeito sobre o desempenho do motor (CHEN et al., 2021). Sendo
assim, para garantir a qualidade do biodiesel, sdo estabelecidos padrdes de
qualidade, com o objetivo de fixar limites dos contaminantes, para que né&o
venham a prejudicar a qualidade das emissbes da queima, desempenho e
integridade do motor, além da seguranga no transporte, manuseio e estabilidade
no processo de estocagem (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). Diferentes
agéncias regulatorias estabelecem os padrées de qualidade para o biodiesel,
sendo no Brasil a Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), a autoridade responsavel. A padronizagao do biodiesel € estabelecida por
diferentes normas, dentre as quais destacam-se e sdo mais utilizadas: ASTM
D6751 (American Society for Testing and Materials - Estados Unidos) e EN 14214
(European Norm - Europa). No Brasil, a Resolugdo ANP n° 45, de 25/08/2014
determina as diretrizes a serem seguidas em territério nacional e ¢é

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

As propriedades do biodiesel sdo determinadas pelas propriedades dos
ésteres graxos que o constituem. Por sua vez, estas propriedades dependem das
caracteristicas e composigao em acidos graxos, bem como, do alcool empregado
para gerar os ésteres (CHEN et al., 2021). Dentre as caracteristicas estruturais
dos acidos graxos que influenciam nas propriedades finais do biodiesel tem-se: o
comprimento da cadeia, o grau de insaturacao e a presenca de ramificagdes nas
moléculas de acidos graxos (KNOTHE; MATHEAUS; RYAN, 2003; KNOTHE,
2014). Portanto, para bons resultados, principalmente quanto a boa performance
dos motores a diesel, € necessario analisar e controlar as caracteristicas fisico-
quimicas do biocombustivel.

Dentre as analises importantes para determinar a qualidade do biodiesel
tem-se: numero de cetano, indice de iodo, estabilidade a oxidagao, entre outras
(KNOTHE, 2014).

O numero de cetano € um valor adimensional referente a qualidade de
ignicdo de um combustivel diesel. O numero de cetano é determinado pelo tempo
de retardamento da ignigéo, isto €, pelo tempo que se passa entre a injecdo do
combustivel nos cilindros e a ocorréncia da ignicdo. E importante que os valores
do numero de cetano estejam dentro de uma faixa adequada, pois, caso contrario,
o combustivel pode ocasionar problemas no bom funcionamento do motor. Se o
numero de cetano for muito elevado, pode haver a geracdo de fumaga devido a
combustédo incompleta, ou seja, elevado risco de a combustado ocorrer antes do
combustivel e do ar estarem apropriadamente misturados. Por outro lado, valores
muito baixos do numero de cetano podem causar trepidacbes 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 numero de cetano do biodiesel depende da matéria-prima utilizada para
a sua producao, bem como do tamanho da cadeia carbdnica dos acidos graxos e
do grau de saturagdo. Assim, quanto maior o numero de carbonos encadeados e
mais saturados (auséncia de duplas ligagdes), maior sera o valor do numero de

cetano. Existe uma faixa para este parametro de acordo com cada norma;
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conforme a norma europeia, o numero de cetano deve ser no minimo 51.
Portanto, matérias-primas graxas que contenham um  elevado grau de
insaturacdo ndo sdo capazes de atender a esse padrao. indices de cetano baixos
estao associados com os componentes altamente insaturados, tais como: ésteres
de acido linoleico (C18:2) e linolenico (C18:3) (KNOTHE; MATHEAUS; RYAN,
2003; KNOTHE, 2014; TALEBI et al., 2013).

De acordo com Talebi et al. (2013), numeros de cetano elevados foram
encontrados para os ésteres de acidos graxos saturados, tais como: acido
palmitico (C16:0) e estearico (C18:0), como é o caso do biodiesel de dleo de
palma (matéria-prima rica nestes acidos graxos), que resultou em elevado numero
de cetano.

Outra importante propriedade para a qualidade do biodiesel é determinada
pelo indice de iodo. O indice de iodo é uma medida da insaturagao total dentro de
uma mistura de acidos graxos. E expressa em gramas de iodo que reagem com
100 g da amostra respectiva, refletindo na adigao de iodo para as duplas ligacdes.
De acordo com a norma europeia (EN 14214), o indice de iodo é limitado a 120g
1,/100g (RAMOS et al., 2009). Torna-se necessario limitar a quantidade de acidos
graxos insaturados, para a finalidade de produgéo de biodiesel, pois a presenca
destes resulta em elevado aquecimento e consequente polimerizagao de
triacilgliceréis. Como consequéncia, podem formar-se depdsitos, ou a
deterioragdo do lubrificante no motor (RAMOS et al., 2009). Portanto, quanto
maior o grau de insaturac&o, maior o valor do indice de iodo. De acordo com a
norma europeia, a quantidade maxima de acido a-linolénico (C18:3) deve limitar-
se a 12,0%, para atender as especificagbes para o indice de iodo. Contudo,
segundo outros autores, essa regra ndao se confirma. O 6leo de palma, rico em
ésteres de acidos graxos saturados, tais como palmitico (C16:0) e estearico
(C18:0), apresenta indice de iodo superior (RAMOS et al., 2009).

Outro importante parametro refere-se a estabilidade a oxidacido. Este
parametro, medido em horas, determina por quanto tempo as caracteristicas do
biodiesel serdo conservadas sob condi¢gdes de calor, umidade e armazenamento,
presenga de tragos de metais e condi¢des do tanque de armazenagem. A auto-

oxidacdo do combustivel relaciona-se a insaturagdo, ou seja, a presenca de
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acidos graxos contendo duplas ligagbes em sua estrutura (KNOTHE, 2005;
KNOTHE, 2007).

Quanto maior o conteudo de ésteres alquilicos poli-insaturados nas
amostras de biodiesel, mais suscetivel a sofrer oxidagao, contudo, o biodiesel
pode ser tratado com antioxidantes, substancias 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 especificas,
de acordo com os diversos paises que produzem e utilizam biodiesel. Os valores
estabelecidos para cada parametro podem variar, dependendo até mesmo das
condigdes climaticas e das fontes de matérias primas disponiveis. O presente
trabalho visa discutir algumas dessas propriedades, com base na anadlise de
composi¢cdo em acidos graxos dos 6leos obtidos.

Os diversos procedimentos envolvidos para se determinar
experimentalmente os parametros de qualidade do biodiesel implicam em elevado
custo e, principalmente, requerem uma maior quantidade de produto, o que
muitas vezes € inviavel de se obter no desenvolvimento da pesquisa. Contudo, é
possivel determinar diversos parametros de qualidade de um biodiesel com base
no perfil de ésteres metilicos de acidos graxos da matéria-prima de oleo usada na
sua fabricagdo, via software patenteado denominado “BiodieselAnalyser”
(TALEBI; TABATABAEI; CHISTI, 2014). Portanto, € possivel prever as
propriedades de um biodiesel potencial, a partir da composicdo em acidos graxos
do material de interesse.
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3 MATERIAIS E METODOS

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 Oceanografico da Universidade de S&o Paulo. Na
sequencia, investiu-se nos estudos com a espécie Scenedesmus obliquus CCMA-
UFSCar 604, adquirida da Universidade Federal de S&ao Carlos.

A linhagem do fungo filamentoso Mucor circinelloides f. griseo-cyanus URM
4182 adquirida da colegao 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 formacao de liquens artificiais com ambas espécies de

microalgas.

3.1.2 Meios de cultivo

Para a realizacdo de todos os experimentos, dois meios de cultivo distintos
foram utilizados. Para o cultivo do fungo filamentoso M. circinelloides e da
microalga C. wulgaris, foi empregado o meio de cultivo A, previamente
estabelecido para estudos de liquenizagcdo (RAJENDRAN; HU, 2016), composto
de: 2 g/L dlicose, 1 g/L KNOs;, 0,075 g/L KH2PO4, 0,1 g/L K;HPO4, 0,5 g/L
MgS04.2H,0, 0,0625 g/L Ca(NO3),.4H,0, 0,01 g/L FeS0O4.7H,0, 0,5 g/L extrato
de levedura e solugado de metais a 1 mL/L, composta de: 2,86 g/L H3BO3, 0,39 g/L
Na;MoQO4.2H,0, 0,22 g/L ZnS04.7H,0O, 1,81 g/L MnCl,.4H,0, 0,079 g/L
CuS04.5H,0 e 0,049 g/L Co(NO3),.6H20.

Para o cultivo da espécie S. obliquus, foi utilizado o meio de cultivo WC
(GUILLARD; LORENZEN, 1972), composto de: 36,76 mg/L CaCl,.2H,0, 36,97
mg/L MgS0,4.7H,0, 12,60 mg/L NaHCO3, 8,71 mg/L KoHPOy4, 85,01 mg/L NaNO3,
de solucédo de metais, composta de: 4,36 mg/L Na,EDTA, 3,15 mg/L FeCl3.6H,0,
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0,01 mg/L CuS0O4.5H,0, 0,022 mg/L ZnS0O4.7H,0, 0,01 mg/L CoCl,.6 H,O, 0,18
mg/L MnCl,.4H,0, 0,006 mg/L Na;Mo00O,4.2H,0, 1,0 mg/L H3BO3 e de solugao de
vitaminas composta de 0,1 mg/L Tiamina HCI, 0,5 ug/L Biotina e 0,5 ug/L

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

3.1.3 Melaco de cana-de-agucar como fonte de carbono e nutrientes

O melago de cana-de-agucar (MC) foi utilizado como suplemento ao meio
de cultivo WC da espécie S. obliquus.

Este suplemento foi fornecido pela empresa Mellago de Cana (Saltinho,
SP, Brasil).

Sua principal composig¢do consiste em acgucares totais (59,7%), sacarose
(39,9%), frutose (7,5%), glicose (5,5%) e minerais: potassio, magnésio, sédio,

ferro, manganés, calcio, zinco, cobre e cobalto em menores proporgdes.

3.1.4 Catalisador quimico

As reacgbes de sintese de biolubrificante e biodiesel foram efetuadas
empregando catalisador quimico heteropoliacido suportado em 6xido de nidbio
(H3PMo0+12040/Nb2O5). O heteropoliacido (Hz3PMo12049) suportado por oxido de
niébio (Nb,Os) foi preparado pelo método de impregnagao por umidade incipiente,
descrito por Da Conceigao et al. (2019). Para cada reagao, 0,6 g do catalisador
heteropoliacido foram dissolvidos em 0,72 mL de solugdo de alcool (70%) a
temperatura ambiente.

A suspenséao obtida foi misturada com 2,0 g do suporte (Nb,Os) para atingir
uma concentragao final de catalisador de 30% em peso. O solido obtido foi seco a
100°C por 30 min e calcinado posteriormente. O procedimento de calcinagao foi
realizado em duas etapas, ambas sob temperatura de 300°C. A primeira etapa
durou 1 hora e a segunda etapa, 3 horas.

Titulagdes acido-base foram usadas para determinar a acidez da superficie
do catalisador. Em uma medigao tipica, 0,1 g de sdlido foi suspenso em 20 mL de

NaOH 0,1 mol/L. A suspensao foi agitada por 3 horas a 25°C e titulada com 0,1
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mol/L HCIl na presenga de fenolftaleina. A acidez superficial do catalisador foi
expressa em mmol H*/g catalisador, segundo Da Conceigéo (2019).

3.1.5 Outros materiais

v' Tela de fibra de algodao: lavada em agua destilada, seca e cortada em pegas
nas dimensdes 2,5 x 2,5 cm, utilizada como suporte para a formacido de
liquens.

v Hexano P.A.: usado como solvente na sintese de biolubrificante, na
concentracido 40% v/v.

v Oleo fusel simulado: usado como receptor acila na sintese de biolubrificante,
mistura de alcoois composta por 10% v/v de alcool etilico, 8% v/v de alcool
butilico e 65% v/v de alcool isoamilico.

v" Etanol 98,5% P.A.: utilizado como solvente e reagente na sintese de biodiesel.

v Amberlite BD10DRY: resina adsorvente utilizada na etapa de purificagcdo do
biolubrificante e biodiesel brutos, de acordo com o método descrito por Santos
et al. (2017).

3.2 Metodologia experimental e analitica
3.2.1 Preparo de concentrados de células e de suspensao de esporos

Para obter células de C. vulgaris na quantidade necessaria ao trabalho de
pesquisa, foram efetuados cultivos em bancada, em erlenmeyers de 2L, sob
iluminagdo de lampadas tubulares de led branco (100 pmol/mz.s) e aeracao
constantes, em meio de cultivo A isento de glicose, por aproximadamente 7 dias.
Células destes cultivos foram semanalmente examinadas ao microscopio, para
garantir sua integridade.

Para as células de S. obliquus, as mesmas condicbes 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 estaticos, abaixo de 20 + 1 °C, renovados mensalmente e a
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preparagao dos concentrados de células foi efetuada de acordo com o protocolo
estabelecido no laboratério 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 praticas de rotina
do laboratério de biocatalise (CARVALHO et al., 2015).

3.2.2 Contagem de células microalgais e de esporos fungicos

A contagem de células microalgais e de esporos suspensos em meio de
cultivo foi realizada em microscépio 6tico com camara de Neubauer (CARVALHO,
2015).

3.2.3 Determinagao da concentragao de agucares totais

A concentragcdo de acgucares totais no meio de cultivo foi estimada pelo

método colorimétrico Fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

3.2.4 Determinagao da concentragao de clorofila A

A concentragdo de clorofila A (Chl-a) foi determinada pelo método
espectrofotométrico desenvolvido por Rajendran e Hu (2016), que correlaciona as
leituras de absorbancia no comprimento de onda de 665 nm a biomassa de

microalgas em miligramas.
3.2.5 Estratégias de cocultivo
Quatro estratégias de cocultivo foram avaliadas, para a formacédo 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

100 mL de meio de cultura foram inoculados simultaneamente com 2,55x108 células de
microalgas e 8,5x10° esporos de fungos e incubados por 180 h.

n

100 mL de meio de cultura foram inoculados simultaneamente com 2,55x10° células de
microalgas e 8,5x10° esporos de fungos e incubados por 180 h com um suporte de tela
de fibra de algodao.

m

100 mL de meio de cultura foram inoculados com 8,5x10° esporos fungicos e incubados
por 72 h. Apdés 72 h de crescimento do fungo, 2,55x10° células de microalgas foram
adicionadas a cultura do fungo, permanecendo em incubacgéo até completar 180 h.

v

50 mL de meio de cultura foram inoculados com 4,25x10° esporos e,
concomitantemente, em outro erlenmeyer, 50 mL de meio de cultura foram inoculados
com 1,275x10° células de microalgas. Ambos os frascos foram incubados por 72 h,
seguido da transferéncia das culturas isoladas para um unico frasco de 250 mL,

permanecendo em incubagao até completar 180 h.

Fonte: Prépria autora.

Posteriormente, a estratégia que apresentou melhores resultados em
termos de contribuigdo de biomassa de algas na composi¢cdo dos liquens, bem
como, de eficiéncia de recuperacao de células, foi reaplicada para a formacao de

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

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

circinelloides

Os cultivos da microalga C. vulgaris e os cocultivos dos liquens com as
especies C. wulgaris e M. circinelloides foram efetuados em shaker orbital
adaptado com iluminacdo de led branco, sob intensidade luminosa constante
equivalente a 100 pmol/m?.s’, 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 iluminagéo. 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: Prépria autora.

3.2.7 Parametros 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 incubacgéo 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 iluminacdo LED branca (150
umol/m?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 x 10°
esporos e, para o cultivo de microalgas, cada frasco de meio de cultivo WC
recebeu 1,275 x 10® células de microalgas. Apos esse tempo, cada micélio
cultivado com fungos (0,05 g de peso seco) foi colhido por filtragdo e adicionado a
um unico frasco de 250 mL contendo cultivo de células de microalgas e a
incubacado continuou por mais 108 h; ao final desse periodo, a biomassa dos

consorcios foi colhida por filtragao.
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3.2.8 Parametros dos cultivos e cocultivos em mesa agitadora orbital

O equipamento mesa agitadora orbital analdgica 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 (capitulo 6). Os
parametros de cultivo e cocultivo neste equipamento foram: adaptagdo com
iluminagdo de luz de led branca, intensidade luminosa constante equivalente a
150 ymol/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 analdgica para o cultivo da microalga S. obliquus, e para os
cocultivos dos liquens, adaptada com painéis de lampadas 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.

Fonte: Prépria autora.
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Células da microalga S. obliquus foram inoculadas em frascos erlenmeyers
de trés 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 10® 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 10® células por mL e 10,2 x 108 células por mL.

O melago de cana-de-agucar (MC) foi adicionado ao meio de cultivo WC, a
propor¢ao 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 periodo de 72 h. Apds
72 h de incubagéao, os micélios fungicos foram colhidos por filtragdo e adicionados
aos frascos erlenmeyers contendo o cultivo de células de microalgas,
permanecendo em incubacgao 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 formacao dos liquens: para 100 mL, foram adicionados 2
micélios fungicos; para 200 mL, 4 micélios fungicos e para 400 mL foram
adicionados 8 micélios fungicos. Ao final do periodo de 108 h, a biomassa dos
consorcios (liquens) foi colhida por filtragcdo. Todos os cultivos foram efetuados
em triplicata.

A Figura 3.3 ilustra resumidamente as sequéncias descritas para a

formacéo do consoércio microbiano.
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Figura 3.3- Sequéncia de etapas para a formacgdo de um consoércio alga:fungo entre as cepas de
S. obliquus e M. circinelloides, em mesa agitadora orbital analdgica.

Adigédo do micélio
ao concentrado
de células

Consodrcio em formagéo

Cultivos
Esporos do fungo isolados
: 72h
Meio de
cultivo A
- -
e ~
- e
ol Cultivos . :
o evy isolados Mesa agitadora orbital
: i 108 h cocultivo
ul microal
Células da microalga oo i
150 pmol. m2.g

Concentrado de células
Fonte: Prépria autora.

3.2.9 Colheita da biomassa e determinagao de massa seca

O micélio de fungo filamentoso e a biomassa de liquen (consorcio
microbiano) foram colhidos do meio de cultivo por filtragdo simples. Para a
determinacdo da massa seca, foi utilizada balanga de secagem acoplada com

infra-vermelho (modelo MOC63u, Shimadzu).

3.2.10 Calculo de parametros bioquimicos com base em dados de cultivo

A biomassa de algas e de consércio alga:fungo e os lipidios foram
avaliados em termos de concentracdo e produtividade. De acordo com as
equacgdes 3.1 a 3.5, X significa a concentragdo de biomassa, em mg/L, P significa
a concentragao de lipidios, em mg/L, %P significa o percentual de lipidios sobre a
biomassa seca. Os resultados também foram analisados considerando a
produtividade volumétrica de biomassa (Qx), e de lipidios (Qp), expressa em
mg/L.dia.

Liquen oleaginoso
recém colhido
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__ biomassa seca (mg)

(3.1)

" volume de cultivo )

P = lipidios em massa (mg) (3.2)

volume de cultivo (L)

lipidios em massa (mg)

NP = biomassa seca (mg) x100 (3.3)
_AX XX

Qx = At tp—t; (3.4)
_ A_P _ Pf—Pi

Qp = At tp—t; (3.5)

3.2.11 Contribuicao das biomassas de alga e fungo na biomassa dos liquens

A contribuigdo da biomassa microalgal a biomassa liquenizada foi estimada
indiretamente pela medicdo da concentragdo 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 contribuicdo da biomassa de algas,
o valor da contribuigdo da biomassa fungica foi calculado por diferenga entre a
biomassa total e a biomassa microalgal. Na estratégia de formagédo de liquens
que empregou a tela de algodao como suporte, a massa seca da tela também foi
subtraida, para o calculo da contribuicdo da biomassa de algas e da biomassa

fungica.

3.2.12 Determinacgao da eficiéncia de recuperacgao de células (ER)

A eficiéncia de recuperacédo de células de microalgas € uma férmula para
se calcular a porcentagem de células de microalgas que foram retiradas do meio
de cultivo, através do processo de formacgao do liquen. Apds a colheita do liquen,
uma aliquota do caldo restante foi coletada e efetuada a leitura da absorbancia a
665 nm. Posteriormente, a leitura da absorbéncia foi correlacionada com a
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biomassa em mg, através de equacao de correlagdo (RAJENDRAN; HU, 2016). A
biomassa suspensa no meio de cultivo corresponde ao total de células em
suspensio que nao foram recuperadas na formacgao do liquen.

A eficiéncia de recuperacado (ER), em %, foi calculada de acordo com a

equacéao 3.6:

(Biomassa microalgas total—Biomassa microalgas suspensa)

ER (%) =

x 100 (3.6)

Biomassa microalgas total

3.2.13 Extracgao de lipidios das biomassas de algas, fungo e liquens

Os lipidios totais, nas amostras de biomassa contendo aproximadamente
70% de umidade, foram quantificados por extracéo realizada em um sistema de
digestdo com irradiagdo na regido de micro-ondas (CEM Discover DU-8081)
utilizando 0,5 g de biomassa (base seca) suspensa em 50 mL de etanol 96%
como solvente, a temperatura de 60 °C, em trés ciclos de 30 min, conforme

metodologia descrita por Carvalho et al. (2015).

3.2.14 Composigao em acidos graxos dos 6leos microbianos extraidos

A composicdo em acidos acidos graxos dos oOleos extraidos da biomassa
foi determinada pelo método adaptado AOCS Ce 1-62 via metilacdo, usando
mistura de metanol/BF;. Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) foram
identificados por um cromatografo a gas equipado com detector de ionizagao de
chama (GC, PerkinElImer® - Clarus 580) usando uma coluna capilar de 30 m (5%
difenil 95% dimetilpolisiloxano fase estacionaria) de 0,25 mm de didametro interno.
O nitrogénio foi o gas transportador (1 mL/min). Os ésteres metilicos foram
identificados pelo uso de um padrao de mistura de ésteres (MIX Supelco® FAME
— C6:0 - acido caprico a C24:0 - acido lignocérico) e quantificados relativamente

pela normalizagdo das areas de pico calculadas.
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3.2.15 Analises de caracterizagao

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier por
refletdncia total atenuada (ATR-FTIR) foi usada para analisar as fungdes
organicas de diferentes amostras de biomassas: da microalga e do fungo (obtidos
em cultivos distintos) e do consorcio (biomassa de liquens formados apods o
cocultivo). O equipamento empregado foi o espectrdbmetro Shimadzu FTIR,
modelo IRP PRESTIGE-21. Os espectros de ATR-FTIR das amostras foram
obtidos a partir da acumulagao de um total de 32 varreduras no intervalo de 4000
- 400 cm™ com uma resolucdo de 4 cm™, empregando-se brometo de potassio
(KBr) como matriz (ZORN et al., 2020).

Detalhes da interagao fisica entre a microalga e o fungo filamentoso foram
estudados com um microscopio eletrobnico de varredura (MEV) de mesa
Hitachi TM 3000 (Hitachi High-Technologies Corporation, Téquio, Japao). Para
esta analise, a biomassa do consorcio foi seca em dessecador a vacuo 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 gréos, foram
metalizadas com prata e levadas ao microscépio eletrénico de varredura (ZORN
et al., 2022).

Nas amostras de biolubrificante e biodiesel, os glicerideos residuais
(monoacilglicerol - MAG e diacilglicerol - DAG) foram analisados por cromatégrafo
a liquido (HPLC) Agilent 1200 series (Agilent Technologies, EUA) equipado com
um detector de dispersao de luz por evaporagéo e coluna Gemini C-18 (5 ym, 150
x 4,6 mm, 110 A) (CARVALHO et al., 2018).

A viscosidade dinamica foi medida a 40°C para a amostra de
biolubrificante, usando um viscosimetro Brookfield LVDV-Il (Brookfield
Viscometers Ltd., Inglaterra, Reino Unido) Um banho de agua circulante foi usado
para manter a temperatura em cada analise a 40°C. As medidas de tensdo de
cisalhamento foram tomadas como funcdo da taxa de cisalhamento e a
viscosidade foi determinada como uma constante de inclinagdo. Amostras de 0,5
mL foram utilizadas e as medidas foram replicadas trés vezes (CARVALHO et al.,
2018; CERON et al., 2018; DA SILVA et al., 2020).
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3.2.16 Reacdes de transesterificagao in situ

Reacdes de transesterificacdo direta (in situ) da biomassa de consércio
microbiano (contendo pelo menos 20% em peso de lipidios sobre massa seca)
foram realizadas, distintamente, para a obtencao de biolubrificante e de biodiesel.
Para estas reagdes, foi utilizado o catalisador H;PMo012040/Nb2Os (previamente
ativado a 150 °C por 2 h). O meio de reacgao foi composto por 10% em peso do
catalisador, referente aos lipidios presentes na biomassa. Todas as reacdes
foram realizadas a 250°C e agitagdo de 300 rpm por 6 h, em um reator de ago
inoxidavel pressurizado (Parr Reatores Compactos HPCL Série 5500).

Para a sintese de biolubrificante, hexano foi usado como solvente (40%
v/v) e oleo fusel simulado, composto por 10% de alcool etilico, 8% de alcool
butilico e 65% de alcool isoamilico, foi usado como receptor acila. A razdo molar
Oleo/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 sintese do biodiesel, foi utilizado somente etanol 98,5%, como
solvente e reagente, a razao molar 6leo/alcool também fixada em 1:180.

Demais condi¢cbes para a reagao de transesterificagdo e purificacdo do

biodiesel bruto foram identicas as descritas para a sintese do biolubrificante.

3.2.17 Determinagao de parametros de qualidade do biodiesel

Com base na composicdo em acidos graxos, o software
BiodieselAnalyzer© Versao 2.2 foi utilizado para predizer os valores de alguns
parametros de qualidade do biodiesel, produzido a partir da biomassa oleaginosa
do consorcio alga:fungo (TALEBI; TABATABAEI; CHISTI, 2014).
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Os seguintes parametros de qualidade para o biodiesel foram avaliados:
numero de cetano, indice de iodo, estabilidade a oxidacdo a 110 °C, massa
especifica a 20 °C e viscosidade cinematica a 40 °C.

O software BiodieselAnalyzer© Versao 2.2 esta disponivel em

http://www.brteam.ir/biodieselanalyzer.
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4 AVALIAGAO DE ESTRATEGIAS DE COCULTIVO

4.1 Introducgao

Liquens estdo entre os muitos tipos de relacionamento mutuo entre
espécies. Os liquens existem como um sistema dinamico entre fungos e algas ou
cianobactérias, presentes nos mais variados habitats da crosta terrestre,
principalmente por razées de troca de nutrientes e, portanto, para a sobrevivéncia
mutua (RAJENDRAN; HU, 2016) e cerca de 25% de todas as espécies de fungos
s&o conhecidas em sua forma liquenizada (LUTZONI, PAGEL; REEB, 2001).

Com base nesse sistema natural, a produgdao de consorcios microbianos
compostos por algas e fungos (liquens artificiais) em biorrefinarias, pode
representar uma alternativa bastante interessante na solucdo de diversas
questdes relacionadas a colheita de células, além de gerar valiosa biomassa
oleaginosa.

Por exemplo, tais consorcios podem solucionar um gargalo comumente
reportado na viabilidade dos processos microalgais, que esta na etapa de colheita
das células. As células de microalgas geralmente s&o cultivadas em suspenséo,
pois diferentemente dos organismos multicelulares, como fungos, as células de
microalgas séo pequenas e possuem valores de gravidade especificos proximos
aos de seu meio de cultivo (PRAGYA; PANDEY; SAHOO, 2013). Os cultivos
geralmente ocorrem de forma diluida, produzindo uma baixa razdo de biomassa
para liquido, aumentando ndo s6 o volume de agua dependente nesse processo,
mas também os requisitos necessarios para a separagdo (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010). Por outro lado, fungos sao relativamente mais faceis de
recuperar que as microalgas. Assim, com técnicas apropriadas, & possivel
promover adesdo entre as hifas dos fungos e as células das microalgas,
removendo efetivamente as microalgas do meio de cultivo (GULTOM; HU, 2013).

Neste sentido, este capitulo teve como principais objetivos, avaliar quatro
diferentes estratégias de cocultivo para a formagédo de liquens artificiais e,
selecionar a estratégia mais apropriada a uma elevada eficiéncia de recuperagéo

de células e biomassa liquenizada com maior conteudo lipidico. Além disso, o
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efeito das diferentes estratégias de cocultivo sobre a acumulagao lipidica foi
demonstrado.

Os estudos foram realizados com a cepa fungica Mucor circinelloides URM
4182, e a espécie Chlorella vulgaris BMAK D07, microalga considerada espécie

modelo para os estudos de liquenizagao.

4.2 Resultados e discussao

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
autotrofico e mixotréfico (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 autotréfico e mixotrofico, e
o respectivo consumo de glicose pela microalga; (b) Curva de crescimento de M. circinelloides em
meio heterotrofico e o respectivo consumo de glicose pelo fungo.
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De acordo com os dados da Figura 4.1 (a), o cultivo de C. vulgaris em meio
A na presencga e auséncia de glicose apresentou curvas de crescimento tipicas e
demonstrou uma concentragao final de células semelhante no periodo de 180 h,
embora um crescimento mais lento tenha sido observado no meio suplementado
com 2 g/L de glicose nos primeiros dias de incubacao. 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 rapida captacédo de glicose nas primeiras 24
horas de crescimento, que foi capaz de ser sustentada por todo o periodo
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 mixotrofico da microalga
C. vulgaris, amplamente demonstrado em varios estudos (LIANG et al., 2009;
HEREDIA-ARROYO et al., 2011), foi confirmado neste estudo para a cepa BMAK
DO7. No entanto, o cultivo de C. vulgaris em meio suplementado com glicose
apresentou-se com aspecto turvo, bem como, observou-se a ocorréncia de
decantagdo 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 selegao das caracteristicas nutricionais do meio A foi considerada
adequada para a avaliacdo de diferentes parametros envolvendo as interacoes
entre as duas linhagens. Para a microalga, o meio de cultivo A sem glicose

mostrou-se mais adequado.

4.2.2 Formagao de liquens por inoculagao simultanea de células e esporos:

estratégia |

Os resultados em biomassa seca dos liquens formados conforme esta

estratégia estdo descritos na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 — Quantificagdo das biomassas de liquens de C. vulgaris e M. circinelloides,
contribuicdes das biomassas de alga e fungo na composicdo dos liquens e respectivos
percentuais (estratégia I).

Biomassa Biomassa

Amostras E&?E:T:fg L) microalga fungo %Algas %Fungos
(mg/L) (mg /L)

Liquen 1 1176,0 236,0 940,0 20,1 79,9

Liquen 2 1284,0 310,0 974,0 241 75,9

Liquen 3 1211,0 365,0 846,0 30,1 69,9

Médias 1223,7+450 303,7+529 920,0+54,1 248+41 752+41

Fonte: Prépria autora.

As contribuicbes de biomassas de C. vulgaris e M. circinelloides na
formacao dos liquens foram, respectivamente, de 25% e 75% em média. De
acordo com este resultado, o liquen formado por inoculagédo simultanea de células
da microalga e esporos do fungo néo favoreceu a adesao de células microalgais
ao micélio maduro. De fato, durante todo o periodo de incubagao, observou-se
que o0 meio de cultivo apresentou uma coloragédo verde intensa, o que indica a
presenga de muitas células de microalgas em suspensao no meio de cultivo, que
nao aderiram a biomassa fungica no processo de formagéo do liquen. Portanto,
pela inoculagdo simultanea de células e esporos, houve baixa aderéncia da
biomassa microalgal ao micélio fungico. A Figura 4.2 mostra a biomassa de liquen

em meio de cultivo e logo apds a colheita.

Figura 4.2- Aspectos dos cocultivos de acordo com a estratégia I: (a) Amostras de liquen em
formacgdo em meio de cultivo e (b) logo apds a colheita.

Fonte: Prépria autora.
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O efeito de diferentes propor¢des de inoculagdo entre algas e fungos, pH,
concentragdo inicial de glicose, entre outros fatores, foram avaliados por Gultom;
Hu (2013) sobre a interacéo entre Aspergillus niger e C. vulgaris, e as condigbes
6timas 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
inoculagao simultanea de células de algas e esporos de fungos, com a hipotese
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 consércio entre as duas linhagens, embora tenha sido
observada maior proporcdo de células fungicas. Tal observagdo foge dos
objetivos estabelecidos pelo presente estudo, a saber, promover biomassa
recuperavel e rica em células de algas, ao invés de uma biomassa

predominantemente composta pelo componente fungico.

4.2.3 Formagao de liquens por imobilizagao sobre tela de fibra de algodao
como suporte: estratégia Il

Uma estratégia de imobilizagdo foi levada em consideragao para avaliar a
performance de inoculagao simultdnea de células e esporos, usando uma tela de
fibra de algoddo como suporte. A decisdo de testar a imobilizagdo do cultivo de
células em uma matriz externa deveu-se a descrigcdes anteriormente promissoras
de recuperagédo de algas em sistemas assistidos por células fungicas apoiadas
em materiais como telas de fibra de algodao e polipropileno (RAJENDREAN; HU,
2016). Os resultados avaliando o crescimento imobilizado da biomassa do
consorcio, bem como os cultivos isolados de C. vulgaris e M. circinelloides,
seguiram de forma semelhante a descrita por Rajendran e Hu (2016).

Os resultados em biomassa seca dos liquens formados conforme esta

estratégia estdo descritos na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Quantificacdo das biomassas de liquens de C. vulgaris e M. circinelloides por
imobilizagdo sobre tela de algodao, contribuicbes das biomassas de alga e fungo na composicao
dos liquens e respectivos percentuais.

. Biomassa Biomassa
Biomassa

Amostras . microalga fungo %Algas %Fungos
liquen (mg/L) (mg/ L) g (mggIL) g 9
Liquen 1 1068,0 505,0 563,0 47,3 52,7
Liquen 2 1081,0 564,0 516,0 52,2 47,7
Liquen 3 1079,0 517,0 562,0 47.9 52,1
Médias 1076,0 £ 6,3 528,7+6,0 5470+6,0 491+27 509+27

Fonte: Prépria autora.

De acordo com estes resultados, as contribuicdes médias de biomassas na
formacgao dos liquens foram de 49% e 51% em média, respectivamente para C.
vulgaris e M. circinelloides, o que esta bastante proximo dos dados reportados na
literatura (RAJENDRAN; HU, 2016), ressaltando que tratam-se de linhagens
distintas.

Rajendran e Hu (2016) avaliaram diferentes matrizes para a formagao de
biofilme tipo liquen constituido por microalgas e fungos filamentosos, resultando
na recomendacado do uso de uma matriz trelicada de polipropileno como suporte
eficiente para o crescimento imobilizado da biomassa de consorcio microbiano.

A imobilizagdo dos micélios fungicos filamentosos e da biomassa do
consorcio provavelmente decorreu da necessidade intrinseca das células de
produzirem estruturas aderentes a superficie do algodao aspero, o que, apesar de
ser um fenbmeno complexo, esta ligado a capacidade das células de produzirem
enzimas celuloliticas, que sdo capazes de promover uma degradagao inicial lenta
da matriz do algoddo, a partir da qual formam-se as estruturas proteina-
carboidratos, ligando a celulose e as estruturas celulares (SHONG; DIAZ;
COLLINS, 2012). Tanto o cultivo fungico isolado quanto a biomassa do consorcio
foram capazes de crescer aderidos a matriz treligada de algodao, enquanto o
cultivo isolado de C. vulgaris nao aderiu adequadamente a matriz. A partir desses
resultados, observou-se um padrdo de crescimento similar ao crescimento sem
utilizacdo de matriz como suporte (estratégia 1), em termos de acumulo de

biomassa e consumo de glicose para o fungo filamentoso. Portanto, a
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performance de crescimento da estratégia |l foi similar ao sistema sem adigéo de
matriz, ou seja, a estratégia |. A composicdo da biomassa do consorcio
microbiano foi maior em termos de algas, quando comparado ao crescimento nao
imobilizado (1224 mg x 1076 mg), contudo, na estratégia |, a contribuicdo em
peso da biomassa de algas para a biomassa total foi muito menor que 50 + 1%,
significando que a maioria da biomassa de liquen foi composta por micélio
fungico. Por outro lado, a biomassa do consércio foi maior que o crescimento
isolado das células fungicas no cultivo com imobilizagao, durante todo o processo
de cultivo. Em ambos os sistemas, imobilizado e ndo imobilizado, com inoculagao
simultanea de células e esporos, ndo foi possivel distinguir se o consumo de
glicose do meio de cultivo foi devido ao fungo ou a microalga. Portanto, os
resultados obtidos pela estratégia |l parecem nao atender aos objetivos
estabelecidos por este trabalho, mas podem representar uma indicacdo para
aplicagbes em que a contribuicdo de biomassa algal para a biomassa total ndo
seja tdo importante, por exemplo, aquelas relacionadas a biorremediacdo de
sistemas contaminados por algas. A aderéncia do sistema celular a matriz de
algodao pode ser considerada como um processo irreversivel do ponto de vista
pratico. Portanto, a estabilidade de consércio imobilizado sobre uma matriz pode
ser benéfica a aplicagbes nas quais tal habilidade é desejada, como as
relacionadas a remogao de células de algas de sistemas aquosos.

A Figura 4.2 mostra diferentes aspectos das biomassas de liquen e da
biomassa de fungo filamentoso cultivado como controle, durante a formagéo e ao
final do periodo de cocultivo, ambos imobilizados sobre suporte de tela de fibra de

algodao.
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Figura 4.2- Aspectos de amostras empregando tela de fibra de algoddo como suporte (estratégia
II): (a) amostra de biomassa de liquen, em meio de cultivo; (b) biomassa de fungo filamentoso em
meio de cultivo; (c) biomassa de liquen, logo apds colheita; (d) biomassa de fungo filamentoso,
logo apods a colheita.

e —

Fonte: Prépria autora.

4.2.4 Formacgao de liquens por adigdo de inéculo de células sobre o micélio

fungico: estratégia lll

A estratégia Ill 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 consoércio de 108 h.

A evolucdo dos resultados envolvidos neste crescimento baseou-se nos
seguintes estagios: dispersdo inicial das células da alga no meio de cultivo
contendo o micélio do fungo, proporcionando uma fase liquida verde; em seguida,
aproximadamente 24 h apds a adigao das células de C. vulgaris, o meio de cultivo
ficou claro e transparente. Apos 24 h, as células das algas estavam préximas da
adesdo total a biomassa fungica. Apds 24 horas iniciais de crescimento
combinado, a biomassa do consércio apresentou peso seco total constante. No
entanto, a contribuicdo das células de algas para o peso seco total da biomassa
do consorcio foi em média de 12%. A biomassa do consoércio, composta em

grande parte por micélio fungico, foi maior em termos de peso seco, se
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comparada as estratégias anteriores, atingindo valores préximos a 2 g/L. Apesar
de menores concentragdes relativas de algas terem sido observadas neste
crescimento especifico, observou-se que os valores absolutos de concentragao
de algas foram semelhantes as estratégias descritas anteriormente (I e Il),
demonstrando que a maturagdo precoce dos micélios fungicos, com a
subsequente inoculagdo de algas em uma contagem de células mais baixa pode
proporcionar um efeito positivo para as células fungicas, mas um crescimento
neutro ou negativo para as algas.

Os resultados em biomassa seca dos liquens formados conforme esta

estratégia estdo descritos na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Quantificagdo das biomassas de liquens de C. wulgaris e M. circinelloides,
contribuicbes das biomassas de alga e fungo na composicdo dos liquens e respectivos
percentuais.

Biomassa Biomassa

Amostras E;zr::s(rsnag L) microalga fungo %Algas %Fungos
(mg/ L) (mg L)

Liquen 1 2159,0 269,0 1890,0 12,5 87,5

Liquen 2 2115,0 218,0 1897,0 10,3 89,7

Liquen 3 2157,0 277,0 1880,0 12,8 87,2

Médias 2143,7+£20,3 254,7+26,1 1889,0+7,0 119+11 88,1+1,1

Fonte: Prépria autora.

A Figura 4.4 mostra a biomassa do liquen, cultivado de acordo com a

estratégia Ill, em meio de cultivo, e logo apods a colheita.

Figura 4.4 - Aspectos dos cocultivos de acordo com a estratégia de adigdo de indculos de células
sobre o micélio fungico: (a) amostras de liquen em formacdo em meio de cultivo e (b) biomassa
logo apos a colheita.

Fonte: Prépria autora.
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4.2.5 Formacao de liquens por adigdao do micélio fiungico ao meio de cultivo

com maior concentragao inicial de células: estratégia IV

Os resultados em biomassa seca dos liquens formados conforme esta

estratégia estdo descritos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Quantificagcdo das biomassas de liquens de C. wulgaris e M. circinelloides,
contribuicbes das biomassas de alga e fungo na composicdo dos liquens e respectivos
percentuais.

Biomassa Biomassa Biomassa
Amostras . microalga fungo %Algas %Fungos

liquen (mg/L)

(mg/L) (mg /L)

Liquen 1 1828,0 1440,0 388,0 78,8 21,2
Liquen 2 1869,0 1464,0 405,0 78,3 21,7
Liquen 3 1894,0 1504,0 391,0 79,4 20,6
Médias 1863,7 £ 27,2 1469,3 + 26,4 3947+74 788104 21,2+04

Fonte: Prépria autora.

De acordo com a estratégia |V, as células da microalga e esporos fungicos
cresceram em cultivos isolados por 72 h; apés este periodo, o micélio foi colhido e
adicionado ao cultivo contendo as células da microalga, levando a um tempo de
maturacdo do consorcio de 108 h. Nesta estratégia, os esporos do fungo
consumiram a glicose do meio de cultivo antes do desenvolvimento da biomassa
de liquen, bem como, a microalga desenvolveu-se em um meio de cultivo
autotrofico, alcangando uma concentragado 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 composi¢céo dos liquens foi
de 79%, que é 40% superior a biomassa da microalga verificada na composigao
dos liquens cultivados na presenga de tela fibra de algoddo como suporte. A
Figura 4.5 mostra diversas etapas do processo de formagéao de liquens de acordo

com o protocolo da estratégia IV.
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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 apds a unificagdo dos cultivos isolados; (c) aspecto
do liquen em formag&o em meio de cultivo; (d) aspecto do liquen formado apds colheita.

Fonte: Prépria autora.

Esta estratégia foi a que melhores resultados apresentou, em termos de
contribuicdo da biomassa de algas na composigdo da biomassa liquenizada. Em
comparagao as estratégias avaliadas anteriormente, verificou-se que os cultivos
isolados por 72 h foram possivelmente um fator positivo determinante para
favorecer a formacdo de biomassa liquenizada com elevada propor¢cao de
biomassa de algas, tanto para a formagao do micélio maduro, como para o cultivo
autotrofico das células da microalga. Durante 72 h, ndo houve competigdo entre
as linhagens, que puderam desenvolver-se em seus respectivos meios de cultivo,
absorvendo completamente os nutrientes disponiveis.

A Figura 4.6 mostra a interacdo entre as hifas do fungo filamentoso M.
circinelloides e as células da microalga C. vulgaris, captadas em uma porgao de
biomassa liquenizada umida recém colhida, que foi cultivada de acordo com o

protocolo da estratégia IV, vista ao microscoépio otico.
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Figura 4.6- Microfotografia de estrutura do liquen formado em biomassa colhida ap6s incubagao
conforme protocolo da estratégia IV, onde estédo assinaladas células de C. vulgaris aderidas sobre
as hifas do fungo filamentoso M. circinelloides.

Fonte: Prépria autora.

4.2.6 Avaliacao da eficiéncia de recuperacgao de células (ER)

Apods 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 eficiéncia de recuperagdo de células e os respectivos
resultados em concentragdo de biomassa e proporgéo entre biomassa fungica e
microalgal de todas as estratégias de cocultivo avaliadas estdo sintetizados na
Figura 4.7.
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Figura 4.7 — Resumo de resultados de acordo com a concentragdo de biomassa e distribuicéo:
fungos (laranja), algas (verde) e % de recuperacéo de células de algas (cinza).
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Fonte: Prépria autora.

De acordo com os dados da Figura 4.7, na estratégia |, a eficiéncia de
recuperacdo de células de microalgas foi de 95%, demonstrando que
aproximadamente 5% da contagem total de células de algas foi encontrada na
fase liquida ao final do periodo total analisado, o que foi visualmente observado
pela coloragao verde presente no meio de cultivo (Figura 4.2), indicativo de muitas
células em suspenséo, correlacionado com uma baixa contribuicdo de biomassa
de algas na composi¢ao do liquen formado por esta estratégia. Com a estratégia
II, de imobilizagdo sobre o suporte de tela de fibra de algodéao, a eficiéncia de
recuperacédo de células subiu para 99,7% indicando um avango em termos de
recuperacao de células, e, em acordo com o aspecto observado do caldo de
cultivo, este apresentou-se mais limpido em comparagdo ao constatado na
primeira estratégia, indicando a presengca de menor quantidade de células
suspensas no meio de cultivo (Figura 4.3).

Considerando a recuperagao de células de algas como um dos objetivos
deste trabalho, os resultados obtidos confirmaram que a utilizagdo de glicose pela

microalga é indesejada. O crescimento fungico, limitado pela disponibilidade de
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acucar no meio de cultivo, pode ainda ser parcialmente limitado pelo consumo de
agucar pelas microalgas, o que possivelmente explica a baixa contribuigdo fungica
de biomassa no consoércio, de 560 mg/L, correspondendo a aproximadamente 52
* 1% da biomassa do consércio, quando comparado ao seu resultado isolado no
mesmo meio de cultivo, que atingiu concentragées de biomassa na faixa de 880
mg/L. Neste sentido, os resultados de eficiéncia de recuperagdo de células
obtidos para a estratégia Il, embora ndo atendam aos objetivos deste trabalho,
podem representar uma indicagao para aplicagdes nas quais a contribuicdo de
células de algas na biomassa total ndo seja tdo relevante, tais como em
processos de biorremediagao, em sistemas contaminados por excesso de algas.

Quanto a estratégia lll, esta apresentou uma eficiéncia de recuperacgéo de
99,9%, contudo, a contribuicdo de biomassa de algas foi de somente 11,9%, o
que também pode ser interessante para aplicagbes na area ambiental.
Finalmente, a estratégia IV resultou em uma eficiéncia de recuperagao de células
bastante satisfatoria em comparacdo as demais estratégias (99,5%) aliada a uma
contribuicdo de biomassa de algas de 79% na biomassa de liquen, o que é
bastante significativo, levando-se em conta os objetivos desta pesquisa.

Os dados aqui apresentados estdo em consonéncia 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 utilizagdo de uma biomassa fungica madura
em vez de germinagao e crescimento simultdneo de esporos fungicos com as

células de algas, pode fornecer melhores resultados.
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Considerando os multiplos objetivos descritos na literatura com os dados
aqui apresentados, diversos autores descrevem a eficiéncia de colheita e a
composicao da biomassa do consorcio como fatores determinantes para seus
fins. Por exemplo, Barnharst et al. (2018) verificaram a aplicagdo de liquens
artificiais utilizando C. vulgaris e Mucor indicus em processo de biorremediagao
intensiva em aquicultura; observaram uma redugédo de fosfato e amoénia total a
limites indetectaveis, enquanto cultivos isolados eram adequados para a remogao
alvo de apenas nitrogénio ou fésforo. Rajendran, Fox e Hu (2017) verificaram a
eficacia de liquens entre C. vulgaris e M. circinelloides empregando uma malha de
polipropileno e fio de algod&o na industria de coprodutos de etanol, em que a alta
concentragdo dos nutrientes fésforo (818 mg/L) e nitrogénio (924 mg/L) nas
amostras foram recuperados na biomassa de microalgas em 55,7% e 74%,
respectivamente, com redu¢cdo de DQO em até 65,6%. Yang, Li e Wang (2019)
também propuseram a recuperagcao de amoénia e sélidos totais, por liquens de
Chorella sp. e Aspergillus sp. em aguas residuais de melago, bem como

alcangando uma eficiéncia de recuperac¢ao de microalgas superior a 97%.

4.2.7 Efeito das diferentes estratégias para a acumulagao lipidica

Tanto a microalga quanto a cepa fungica avaliadas neste estudo foram
relatadas na literatura como micro-organismos acumuladores de 6leo (XIA et al.,
2011; TRAN et al.,, 2012), o que as torna aptas, por exemplo, a algumas
aplicagbes biotecnoldgicas, incluindo a produgdo de biodiesel e outras
modificagdes de lipidios microbianos para finalidades nutracéuticas. O meio de
cultivo A nao contém os nutrientes para um crescimento ideal que proporcione
acumulo de 6leo, devido a um balango inadequado de carbono e nitrogénio no
sistema, bem como, uma baixa concentracdo de glicose, o que prejudica altas
concentragdes celulares de fungos. Portanto, considerando o crescimento de M.
circinelloides, enquanto a converséo de glicose em biomassa foi moderadamente
alta, como demonstrado na Tabela 4.6, pode-se ver facilmente que as rotas
metabdlicas que levam ao acumulo de oleo foram insuficientes, atingindo teores
lipidicos na faixa de 7,1 a 0,2% em relacéo ao peso da biomassa seca na cultura

isolada, enquanto que a mesma linhagem fungica tem registros de acumulo de
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lipidios em concentracbes superiores a 40% em outros meios de cultivo
(CARVALHO et al., 2015; CARVALHO et al., 2018).
A Tabela 4.6 sintetiza os dados de acumulacao lipidica das diferentes

estratégias de cocultivo avaliadas neste trabalho.

Tabela 4.6 — Resumo de dados de acumulagéo lipidica das diferentes estratégias de cocultivo com
a microalga C. vulgaris e o fungo M. circinelloides

Condigdo de Cultivo  Lipidios totais (%)  iPidios totais Q.

(mg/ L) (mg /L. dia)
Isolado, C. vulgaris 23,8+1,0 190,4+ 1,0 254+1,0
Isolado, M. circinelloides 7,1 +0,2 63,9+ 0,8 8,5+0,8
Estratégia | 227+04 272,4+0,5 36,3+0,5
Estratégia Il 23,5+0,8 253,8 £1,0 33,8+0,5
Estratégia lll 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

Fonte: Prépria autora.

O crescimento fotoautotréfico isolado de C. vulgaris, no entanto, ndo é
dependente de acgucares disponiveis no meio de cultivo (HEREDIA-ARROYO et
al., 2011) e, apesar de apresentar menor acumulo de biomassa quando
comparado aos fungos, o acumulo de lipidios em relagédo ao peso de biomassa
seca ficou dentro da faixa de 20% como também visto na Tabela 4.6, proximo aos
valores anteriormente relatados para a mesma espécie em outros meios de
cultivo fotoautotréficos (HEREDIA-ARROYO et al., 2011).

Os dados de acumulacgao lipidica obtidos das biomassas resultantes das
diferentes estratégias de cocultivo demonstraram que, ndo somente os lipidios
totais aumentaram em todas as estratégias de consorcios, quando comparadas
aos cultivos isolados, mas a produtividade lipidica de todas as estratégias foi pelo
menos 20% maior quando comparado ao crescimento fotoautotrofico isolado de
C. vulgaris sob as mesmas condi¢cdes. Em relagdo a cepa fungica, a produtividade
lipidica poderia ser aumentada em mais de quatro vezes quando comparado ao
crescimento isolado de Mucor circinelloides em meio A.

Embora a produtividade lipidica (Q.) obtida pela estratégia IV tenha sido
inferior a produtividade das estratégias | e Il, o crescimento do consércio

utilizando a estratégia IV foi selecionado como o0 mais adequado para os objetivos
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de recuperacéo de células e contribuicdo de células de microalgas para o peso
total da biomassa, conforme discutido nas sec¢des anteriores.

Nesse sentido, foi realizada uma triagem do tempo de processo para
avaliar a estabilidade da composi¢cao no periodo de até 384 h.

O fator tempo de cultivo prolongado foi estudado para avaliar os efeitos
individualizados no crescimento da biomassa total, na distribuicdo de algas e
fungos no peso total da biomassa, na recuperagao de células de microalgas e nos
lipidios, que foram caracterizados em termos de lipidios totais e na distribuigdo de

acidos graxos. Os dados estdo sumarizados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Resumo de dados de acumulagéo lipidica em diferentes tempos de incubagdo da
biomassa de liquens gerados conforme a estratégia IV.

Tempo de cocultivo (dias)

Parametros

8 10 12 14 16
(Bri?g’}‘ljssa doconsorcio 4437, 7 806 + 8 932+ 7 1025+7 11506
2322%1 Je %) 994+02 988:02 985:+02  983%02 980%02
Lipidios totais (% ) 31,1+£0,5 32,8+0,5 31,6+0,5 30,1+£0,5 30,5+0,5
Acidos graxos Contribuigdo em massa para o total de acidos graxos (%)
C 12:0 laurico 1,25 1,12 1,27 1,11 1,01
C 14:0 miristico 0,91 0,87 0,90 0,76 0,71
gelf;%ecanéico 6,79 6,67 6,78 7,27 7,06
C 16:0 palmitico 26,58 26,79 25,56 23,81 26,25
C 17:0 margarico 1,7 1,62 1,28 2,68 2,22
C 18:0 estearico 1,31 1,29 1,63 1,79 2,03
C 16:1 araquidico 0,91 0,92 0,86 0,87 0,97
C 18:1 oleico 32,98 33,06 35,0 31,34 30,07
C 18:2 linoleico 11,81 11,72 12,14 11,74 11,55
C 18:3 a-linolénico 15,76 15,93 14,57 18,64 18,13

Fonte: Prépria autora.

Apesar de pequenas flutuacbes no peso seco do consoércio terem sido
observadas durante os experimentos, a biomassa total foi aproximadamente
constante durante todo o periodo e a contribuicdo da biomassa de algas para a
massa total do consoércio foi de 79 + 0,4%, o que sugere que a estratégia IV
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parece ser eficiente para obtencdo 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 preferivel para
evitar a proliferagcdo e dominancia do fungo ao consércio (ZAMALLOA et al.,
2017; RAJENDRAN et al., 2018), e o sistema do consércio esta possivelmente
fornecendo um estresse celular para ambas as cepas, devido ao aumento do teor
de lipidios em relagdo as culturas isoladas, seguindo um efeito semelhante ao
relatado por Reis et al. (2018).

Com relacado ao conteudo lipidico do consoércio, observou-se que o teor de
lipidios da biomassa permaneceu aproximadamente constante ao longo do
periodo de avaliagcdo de 16 dias. O perfil de acidos graxos, como também
demonstrado na Tabela 4.7, apresentou, em todos os tempos de crescimento, um
perfil de acidos graxos variando de C12 a C18, com maior concentragado dentro
dos acidos palmitico (C16:0) e oleico (C18:1), de 60%. Sabe-se que o grau de
saturagcdo dos acidos graxos tem impacto direto nas propriedades dos lipidios
saponificaveis e seus consequentes produtos modificados, como o biodiesel. Por
exemplo, elevados graus de saturagdo geralmente estdo ligados a maior
viscosidade e densidade dos produtos de biodiesel (TALEBI et al., 2013).

A abundancia de acidos graxos insaturados também é conhecida por
diminuir a estabilidade oxidativa do biodiesel. Nesse sentido, espera-se que a
distribuicdo dos acidos graxos, que se aproxima de alguns dos valores também
relatados por Talebi et al. (2013) promovera um bom equilibrio entre as
propriedades de fluidez e viscosidade, que sido potencializadas pela presenca de
acidos graxos insaturados, e a estabilidade oxidativa, devido a presenca de
acidos graxos saturados.

A Figura 4.8 ilustra a distribuigdo de acidos graxos da biomassa do

consorcio microbiano, utilizando a estratégia |V aos oito dias de cultivo.
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Figura 4.8- Distribuicdo dos acidos graxos de acordo com sua categoria na biomassa do consércio
(estratégia IV aos oito dias de incubagdo), onde SFA: acidos graxos saturados, MUFA: acidos
graxos monoinsaturados e PUFA: acidos graxos poliinsaturados.

I sFA I MUFA[_ | PUFA

Biomassa do
consorcio

Biomassa do fungo

Tipo de biomassa

Biomassa da alga

T R T, T T TEea [ T e ) (- TR T R L,

0 20 40 60 80 100
Porcentagem de acidos graxos (%)

Fonte: Prépria autora.

De acordo com os dados apresentados na Figura 4.8, a distribuicdo de
acidos graxos demonstrou que a biomassa do consoércio apresentou menor
contribuicdo de acidos graxos saturados quando comparados aos controles
isolados de biomassa de fungos e algas usando o mesmo meio de cultivo.
Embora esses resultados ndo possam distinguir quais sao as contribuigdes
individuais de cada espécie para a caracterizagao dos acidos graxos totais, o
perfil de acidos graxos obtido para o consércio apresenta algumas caracteristicas
tipicas quando comparado a outras referéncias envolvendo o crescimento de M.
circinelloides, ou seja, um equilibrio entre acidos graxos saturados e &acidos
graxos insaturados, como visto na Figura 4.8.

Existe uma ampla gama de fatores que afetam a distribuicdo de acidos
graxos de M. circinelloides. Esta espécie de fungo filamentoso € conhecida por
produzir lipidios com caracteristicas comparaveis aos 6leos 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 a razao carbono/nitrogénio disponivel no meio de cultivo regula o

conteudo e a distribuicdo de acidos graxos para a espécie M. circinelloides,
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conforme descrito por Wynn et al. (2001). Conforme demonstrado aqui, o acumulo
de lipidios no sistema de consorcio tem como fator regulador, dadas as condi¢des
experimentais, a presenga das algas, o que prejudica a disponibilidade de
nitrogénio para as células fungicas, promovendo assim uma maior relagéo
carbono x nitrogénio eficaz, ou seja, enquanto a concentragdo de nitrogénio € a
mesma nos sistemas isolado e consorciado, 0 consumo de nitrogénio é maior em
um sistema com duas espécies competindo pela mesma fonte de nitrogénio, o
que induz maior acumulo de lipidios pelos fungos. E importante ressaltar que o
meio de cultivo aqui selecionado nao foi definido como um meio com
caracteristicas que induzam alto acumulo de lipidios pelo fungo filamentoso; de
fato, esta observacdo pode ser concluida tanto pelas baixas produtividades
lipidicas quanto pela caracterizagdo bastante anormal dos acidos graxos de M.
circinelloides quando comparadas as diversas aplicagdes na literatura (REIS et
al., 2019), que muitas vezes é descrita com concentragbes relativamente mais
altas de ambos acidos graxos mono- e poliinsaturados. O mesmo fundamento
vale para a composigdo dos acidos graxos por C. vulgaris, que muitas vezes
apresenta-se como uma biomassa rica em acidos graxos poliinsaturados
(HULTBERG et al., 2014). Portanto, € provavel que a biomassa do consorcio
introduza alguns fatores de estresse que induzam menor acumulo de acidos
graxos saturados por ambas as espécies e, simultaneamente, maiores
produtividades lipidicas, possivelmente por diminuir a disponibilidade de
nitrogénio para ambas as linhagens envolvidas no cultivo.

Embora existam multiplos fatores que afetam o acumulo de lipidios e a
distribuicdo de acidos graxos, pode-se prever que a aplicagdo do crescimento do
consorcio poderia induzir as caracteristicas necessarias para resultados que
possam fornecer lipidios com uma distribuicdo de acidos graxos, como visto na
Figura 4.8, mais proxima do que seria esperado para aplicagbes na cadeia
produtiva do biodiesel. Nesse sentido, diante das oportunidades apresentadas
neste estudo, ha potencial para implantagéo de sistemas de consorcio de algas e
fungos com possivel controle da distribuicdo de acidos graxos, dadas as
condicdes de estresse a que cada cepa esta submetida.
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4.3 Conclusoes

Os resultados apresentados neste capitulo mostraram que é possivel
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 consércio, com base no efeito de
desenvolvimento simultdneo versus separado de esporos fungicos e células de
algas, e a presenga de uma matriz de suporte, os resultados demonstraram que
todas as estratégias estabelecidas obtiveram valores promissores iniciais na
recuperacéo de células de algas do caldo de cultivo.

Os resultados indicaram elevadas taxas de recuperacao, todas superiores
a 95%, e um efeito sinérgico no acumulo de lipidios por ambas as espécies
estudadas, principalmente considerando o aumento de quatro vezes observado
no teor de lipidios pelo sistema de consércio quando comparado ao crescimento
fungico isolado. A distribuicdo de &acidos graxos do sistema de consorcio
apresentou contribuigdes de acidos graxos saturados, mono e poliinsaturados que

poderiam ser aplicados para a producéo de biodiesel.
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5 AVALIAGAO DA ESTRATEGIA DE FORMAGAO DE LIQUENS POR ADICAO
DE MICELIO FUNGICO AO MEIO DE CULTIVO COM MAIOR
CONCENTRAGAO INICIAL DE CELULAS DE S. obliquus

5.1 Introdugao

A integracdo do cultivo fungico com o microalgal vem sendo considerada
como alternativa a solugdo de problemas comumente encontrados na
recuperacdo de células de microalgas (REIS et al, 2019), dada a grande
demanda de energia e ao emprego de produtos quimicos envolvidos nos
processos classicos de colheita da biomassa.

Os resultados apresentados no Capitulo 4 indicaram uma estratégia de
cocultivo, empregando micélio fungico maduro e o cultivo autotréfico isolado de
células microalgais, que resultou na formagcdo de biomassa liquenizada com
elevada propor¢ao de biomassa de algas (79%) em sua composi¢ao, bem como,
eficiéncia de recuperagcdo de células de 99,5%. Este resultado indica a
possibilidade de utilizacdo de uma nova plataforma para a recuperacdo de
células, por uma técnica limpa, ao mesmo tempo que pode fornecer biomassa rica
em lipidios para diferentes aplicagdes. No entanto, esta estratégia de cocultivo
precisa ser aplicada a outras espécies de microalgas, para validagdo dos
resultados.

A microalga de agua doce S. obliquus CCCMA-UFSCar 604 foi escolhida
para este estudo, para a formagéo de consorcio com o fungo filamentoso, por ser
uma espeécie robusta, com caracteristicas de facil crescimento e manutencéo 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 caracteristicas em comum com a espécie modelo
Chlorella vulgaris, a qual foi a base para os estudos de liquenizagéao.

Além disso, no que se refere a biorrefinarias, ha 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 melago de cana-de-agucar (MC) destaca-se
como um subproduto valioso. O MC é amplamente produzido no Brasil, assim

como na India, Tailandia, China e Paquistdo, sendo utilizado como matéria-prima



102

ou suplemento rico em diferentes segmentos dentro e fora de biorrefinarias (JIRU
et al., 2018; BENTO et al., 2020; TINOCO et al., 2021).

O presente capitulo avaliou a estratégia IV, estabelecida no capitulo
anterior, em cocultivos com as espécies Scenedesmus obliquus e M.
circinelloides URM 4182. O efeito da adicdo do melago de cana-de-agucar como
suplemento adicionado ao meio de cultivo da microalga e sua influéncia no
aumento da biomassa liquenizada e na acumulacgao lipidica também foi avaliado.
A interacdo fisica entre algas e fungos foi registrada em microfotografias

efetuadas com auxilio de microscopia eletrénica de varredura.

5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Formacgao de liquens entre S. obliquus e M. circinelloides

Em cultivos exploratérios, reaplicou-se a estratégia IV, que gerou os
melhores resultados anteriormente (capitulo 4), para o cocultivo entre S. obliquus
e M. circinelloides. A eficiéncia de recuperagado de células alcangou 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 consorcio C. vulgaris e M. circinelloides (79 % de biomassa
de C. wulgaris na composicdo da biomassa de liquen e 99,5% de eficiéncia de
recuperacgéo de ceélulas).

O meio de cultivo do consorcio em formagao apresentou cor verde
pronunciada, indicativo de muitas células de microalgas em suspensao, durante
todo o periodo de incubacéo; tal aspecto refletiu-se nos baixos percentuais de
biomassa microalgal na composi¢gdo da biomassa do consoércio microbiano (12%),
bem como na eficiéncia de recuperagdo de células (95,5%). Um unico meio de
cultivo (meio de cultivo A) havia sido utilizado para ambas as espécies
componentes (fungo e alga) na formacgao dos liquens. O meio de cultivo € 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 nao
favoreceu seu desenvolvimento, buscou-se uma nova avaliagdo, modificando este
parametro. A escolha do novo meio de cultivo WC (GUILLARD; LORENZEN,
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1972) foi efetuada apd6s comparagdao com dados na literatura (SRINUANPAN et
al., 2018; ABOMOHRA et al., 2016). Cultivos estaticos 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 incubacgao, permanecendo por pelo menos mais 6 dias
nesta fase, o que pode favorecer a etapa posterior, de formagéo do consércio
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.

Curva de crescimento S. obliquus

Células (cel.10 ° /mL)
1

Tempo (dias)
Fonte : Prépria autora.

Com a utilizagado de meio de cultivo WC para a incubacgao 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 eficiéncia
de recuperacao de células de 99,5%. Estes resultados foram bastante similares
aos obtidos quando a estratégia Il, de imobilizagdo sobre suporte de tela de fibra
de algodao, avaliada para as cepas de C. vulgaris e M. circinelloides.

A Figura 5.2 ilustra as principais etapas da formacé&o de liquens com

diferentes meios de cultivo para S. obliquus e M. circinelloides.
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Figura 5.2 — Etapas principais da formagao dos liquens: (a) frascos contendo micélios fungicos e
suspensao de células apds incubagado por 72 h (b) aspecto dos cocultivos formados logo apés
adigdo do micélio fungico ao meio de cultivo das microalgas (c) incubacao dos frascos em shaker
orbital (d) aspecto do liquen apds a colheita.

Fonte: Prépria autora.

De acordo com esses resultados, houve substancial incremento na
contribuicdo de biomassa de algas na composigdo dos liquens formados
(aumento de 39%), com a incubagédo das células em meio de cultivo WC, em
comparacao aos resultados obtidos quando as células de S. obliquus foram
cultivadas em meio de cultivo A. Quanto a eficiéncia de recuperagao 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 comparagdo com o meio de cultivo A. Tais
evidéncias também confirmam que, na formagao de consodrcios microbianos, a

escolha do meio de cultivo pode ser significativa para o resultado do processo.

5.2.2 Avaliagao do conteudo lipidico e do efeito da suplementagdao do meio

de cultivo com melago de cana-de-agucar

Ambos os microrganismos aqui avaliados foram amplamente descritos
como microrganismos produtores de lipidios (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 lipidios totais, confirmando que trata-se de uma espécie oleaginosa (lipidios
totais acima de 20%). Essa constatagcdo € interessante, pois torna a espécie
promissora para aplicagdes industriais, como matéria-prima para biodiesel ou
intermediarios de quimica fina. Apdés a substituicio do meio de cultivo da
microalga para WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972), os lipidios totais da
biomassa de algas foram novamente quantificados, resultando em 28,5 + 0,3 % e

os lipidios totais da biomassa liquenizada resultaram em 23,0 £ 0,4 %.
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Cultivos foram realizados com suplementagcdo de MC ao meio de cultivo da
microalga S. obliquus, com a finalidade de avaliar o efeito sobre a biomassa e
conteudo lipidico. A Tabela 5.2 resume os pardmetros bioquimicos de cultivo
obtidos para as microalgas e os respectivos resultados para os consércios

formados sem e com a suplementacéo de MC.

Tabela 5.2- Pardmetros bioquimicos resultantes do cultivo da microalga S. obliquus, do fungo M.
circinelloides e os consorcios formados - sem e com adigao de melago de cana-de-agucar (MC) ao
meio de cultivo de microalgas.

Cultivo sem MC Cultivo com MC Fungo
Parametros filament
Consércio Microalga Consércio Microalga amentoso
X (mgl/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 4826+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+04 7,2+0,3

Qx (mg/L.dia) 133,3+0,4 698+04 169,3 £ 0,4 1389+04 12004
Qp (mg/L.dia) 30,7+0,4 199+0,4 64,4 +0,5 429+0,4 8,604

Fonte: Prépria autora.

O melago de cana-de-agucar ndo foi adicionado ao meio de cultivo dos
fungos, consequentemente, ndo houve variagdes nos parametros bioquimicos dos
fungos em cultivo isolado, relacionadas ao MC.

Os resultados obtidos demonstraram que os lipidios aumentaram 3,5 vezes
sem 0 uso de melago nas biomassas de liquen e 7,5 vezes quando o MC foi
utilizado, em comparagao com os parametros das cepas fungicas. Em relagéo ao
rendimento lipidico especifico (%), esse aumento foi de 3,2 e 5,3 vezes,
respectivamente, em relacdo aos parametros da linhagem fungica, atingindo 23%
e 38% em peso de biomassa seca, respectivamente.

Os resultados da taxa volumétrica de produgcdo de biomassa (Qx)
demonstram que as taxas de crescimento para os microrganismos avaliados
foram diferentes. Como a cepa do fungo cresce mais rapido, 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 suplementacéo 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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suplementagcdo de MC, pois, nessas condigbes, o cultivo de algas tornou-se
mixotréfico, com consumo tanto de gas CO,, quanto de fontes organicas de
carbono. A baixa concentragao de glicose no meio de crescimento fungico (2 g/L)
nao forneceu a relagdo C/N ideal para a produgao de lipidios fungicos. A fonte de
carbono foi quase totalmente consumida em 24 h de incubacéo, o que explica o
resultado de 7,2 + 0,3% em relacdo 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 acumulo de lipidios pela espécie S. obliquus, cujo rendimento
lipidico atingiu 28,5 + 0,3% em cultivo isolado. Além disso, a suplementagao de
MC no cultivo de algas favoreceu notavelmente tanto a biomassa (1042 mg/L
algas / 1270 mg/L liquen) quanto o acumulo de lipidios (322 mg/L algas / 482,6
mg/L liquen) pelas cepas de microalgas e pelo consoércio, em comparagao aos
cultivos sem MC. A influéncia positiva do MC como meio de suplementacao para
aumentar a producao de biomassa e lipidios para a linhagem de M. circinelloides
foi demonstrada por Bento et al. (2020).

No presente trabalho, o foco foi a formagdo de um consércio entre algas e
fungos, onde as microalgas foram o vetor para acumulo de biomassa e lipidios e o
micélio do fungo filamentoso serviu como biossuporte para a ancoragem das
células das microalgas.

As microalgas sado capazes de sintetizar e acumular lipidios em suas
células para armazenamento de energia. Esses lipidios sdo biossintetizados pelo
acumulo de NADH e L-a-fosfoglicerol derivados da via glicolitica, que ocorre
quando a atividade da enzima citrato € inibida por uma baixa taxa fotossintética
ou baixa disponibilidade de nitrogénio, impedindo a acetil-CoA de reagir no ciclo
TCA. A acetil-CoA acumulada ativa a respectiva enzima carboxilase, causando a
transferéncia de residuos acila que atuam em conjunto com a L-acilglicerol-3-
fosfato aciltransferase, gerando malonil-CoA e acido L-a-fosfatico, bem como
outros fosfolipidios, diacilglicerdis e triacilglicerdis (HUANG et al., 2010; SINGH et
al., 2016).

Com a suplementacdo do meio de cultivo com MC, o crescimento celular
tornou-se mixotrofico e, além da luz para a fotossintese, as espécies de algas
metabolizaram carbono de acgucares presentes no MC. Os acgucares totais no

caldo do cultivo imediatamente antes da incubacdo com adicdo de MC ao meio de
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cultivo, foram quantificados, resultando em 0,360 g/L. Apds 180 h de incubacéo,
0s agucares restantes totalizaram 0,013 g/L, confirmando que praticamente todo o
acucar 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 agucares
adicionados foi assimilada pelas microalgas, contribuindo para a produgdo de
biomassa e lipidios no consoércio.

A Figura 5.3 mostra imagens das etapas de formagao da estrutura tipo
liquen, detalhando os aspectos do micélio fungico isolado e do cultivo de células
de microalgas isolado, seguido do aspecto do micélio fungico adicionado ao meio
de algas e, finalmente, a formagao da estrutura semelhante ao liquen apos 108 h.
Visualmente foi possivel observar que a maioria das células de algas aderiu as
hifas/micélios do fungo, tornando o meio de cultivo bastante limpido, projetando-

se uma alta eficiéncia de colheita a ser alcangada.

Figura 5.3 — Imagens das diferentes etapas de formagéo da estrutura tipo liquen e o processo de
liquenizagdo: Em (A), aspecto do micélio fungico em cultivo isolado, em (B) aspecto do
concentrado de células de microalga em cultivo isolado, em (C), o micélio fungico adicionado ao
meio de cultivo da microalga, em (D) aspecto da formagao da estrutura tipo liquen apds 108 h;
nota-se, visualmente, que a maioria das células de algas aderiu as hifas/micélio do fungo, o que
pode resultar em uma alta eficiéncia de colheita.

’

Fonte: Prépria autora.
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A Figura 5.4 ilustra os diferentes aspectos da estratégia experimental de
formacgao dos liquens, mostrando desde os meios de cultivo sem e com adigéo de

melaco de cana-de-agucar, até a biomassa liquenizada apés a colheita.

Figura 5.4 - Diferentes aspectos da estratégia experimental de liquenizacdo: (a) meio de cultivo
WC sem MC (a esquerda) e com MC (a direita); (b) aspectos dos frascos com células de S.
obliquus e fungo M. circinelloides com MC (a esquerda) e sem MC (a direita), logo apés adi¢gdo do
micélio ao cultivo de algas; (c) e (d) aspectos dos liquens formados apds 7,5 dias: a esquerda
liguen formado com adicdo de MC e a direita liquen formado sem adicdo de MC; (e) aspecto do
liguen formado com adigdo de MC, logo apds a colheita.

Fonte: Prépria autora.

5.2.3 Caracterizacgao lipidica: avaliagao do perfil em acidos graxos

Os resultados apresentados na Tabela 5.3 descrevem a composicao em
acidos graxos de lipidios da microalga S. obliquus, com e sem suplementacao de
MC, e também o perfil em &cidos graxos dos consércios gerados entre a

microalga e o fungo filamentoso.
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Tabela 5.3 - Composi¢cao em acidos graxos do material lipidico das biomassas de microalga (S.
obliquus), fungo (M. circinelloides) e liquens cultivados em shaker orbital por 7,5 dias.

Cultivo sem MC

Cultivo com MC

Acidos graxos Fungo
Consoércio Microalga Consorcio Microalga
C 8:0 Caprilico 3,7+0,17 10,7+ 0,18 0,4+0,25 0,1+0,25 18,1+ 0,23
C 16:0 Palmitico 30,7 £ 0,15 31,7+ 0,30 18,9+ 0,18 33,1+0,18 24,0 £ 0,29
C 18:0 Estearico 0 0 1,6+0,18 1,5+0,18 42+0,17
SFA  Acidos graxos 4, , 42,4 20,9 34,7 46,3
saturados
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 Acidos graxos 13,5 31,8 31,7 0
Monosaturados
C 18:2 Linoleico 31,1+0,20 36,9+0,18 16,1 £ 0,25 12,5+ 0,30 229+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 Acidos graxos g4 5 44,1 47,4 33,5 53,7

Poli-insaturados

Fonte: Prépria autora.

Em relacdo a composicdo dos acidos graxos obtidos da biomassa sem
suplementacdo de MC, o consorcio microbiano apresenta um perfil em acidos
graxos variando de C8 a C18, com distribuicdo equilibrada entre acidos graxos
saturados monoinsaturados e poli-insaturados. Os valores totais obtidos foram
SFA = 34,4%, MUFA = 15,3% e PUFA = 50,3%. As propriedades dos lipidios
saponificaveis e dos produtos gerados, como o biodiesel, estdo diretamente
relacionadas ao perfil de acidos graxos. Por exemplo, a viscosidade e densidade
mais elevadas em produtos de biodiesel geralmente estdo associadas a maiores
graus de saturagao; por outro lado, os acidos graxos insaturados, em abundancia,
podem reduzir a resisténcia do biodiesel a oxidacdo (TALEBI et al., 2013).
Portanto, em comparacdao com o que tem sido relatado por diferentes autores
(TALEBI et al., 2013), para essa distribuicdo de acidos graxos, espera-se um bom
equilibrio entre as propriedades de fluxo e viscosidade, em decorréncia também
da presenca de acidos insaturados, bem como estabilidade a oxidagao, devido
aos acidos graxos saturados na composigao.

Em relagdo a composig¢ao de acidos graxos para o consorcio cultivado com

suplementagcdo de MC, ha uma menor contribuicdo em acidos graxos saturados,
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porém, uma maior contribuicdo em acidos graxos monoinsaturados, devido a
ocorréncia de acido palmitoléico, além do acido oléico. Em suma, SFA + MUFA
resultaram em 52,7%, enquanto os acidos graxos poliinsaturados totalizaram
47,4%. Esses valores sdo bastante proximos da composigcdo em acidos graxos
sem suplementacédo de MC, contudo, observa-se no grupo de acidos graxos poli-
insaturados da biomassa suplementada com MC, a predominancia de acido
linolenico, que ocorre em propor¢gado bem maior que o acido linoleico. Observa-se
também no grupo dos acidos graxos poli-insaturados, valores muito préximos a
composi¢cdo em acidos graxos dos lipidios do fungo filamentoso.

Assim, notou-se que o perfil lipidico da composicdo do consércio
microbiano e o perfil da microalga cultivada com MC apresentaram composi¢des
bastante similares. Embora o uso da suplementagdo com MC tenha resultado em
um aumento substancial na biomassa e lipidios totais, a composi¢cdo em acidos
graxos nao 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 Avaliacao da eficiéncia de colheita e composi¢cdao da biomassa do

consorcio microbiano

Considerando as microalgas do género Scenedesmus, poucos relatos tém
descrito a eficiéncia de colheita por opera¢des ndo convencionais, principalmente
via formagao de um consorcio alga:fungo.

A Tabela 5.4 registra resultados obtidos por diferentes autores.



Tabela 5.4 - Eficiéncias de recuperacéo (ER) de consdrcios microalga:fungo descritas na literatura
€ no presente trabalho.

Espécies de microalgas Espécies de fungos ER (%) Referéncias
Scenedesmus s Trichoderma  reesei >94 SRINUANPAN et al.,
P QM 9414 2018a

Scenedesmus obliquus Cunninghamella SRINUANPAN et al.,

SIT06 echinulata TPU 4652 927 2018p
55:32(?:3(’;“3 Aspergillus fumigatus >90 WREDE et al., 2014
Scenedesmus sp Aspergillus niger 99,4 PEI et al., 2021
Scenedesmus obliquus Mucor circinelloides 99.7 Este trabalho

CCCMA-UFSCar 604 URM 4182

Fonte: Prépria autora.

Srinuampan et al. (2018a) estudaram a formacdo de liquens por
Scenedesmus sp e Trichoderma reesei QM 9414, e mostraram elevada eficiéncia
de colheita (> 94%). Em um outro estudo, Srinuampan et al. (2018b) alcangaram
eficiéncia de recuperagao acima de 92,7% das células de Scenedesmus obliquus
SITO6 por Cunninghamella echinulata TPU 4652. Um consércio obtido por
Scenedesmus quadricauda e Aspergillus fumigatus também resultou em uma
elevada eficiéncia de colheita (>90%) em um estudo realizado por Wrede et al.
(2014).

Os resultados obtidos no presente trabalho indicaram uma elevada
eficiéncia de colheita de Scenedesmus obliquus pelo M. circinelloides URM 4182,
alcangando minimo de 99,7%. Um resultado similar foi demonstrado por Pei et al.
(2021) em um consorcio composto por Scenedesmus sp. e Aspergillus niger, com
uma colheita de células de 99,4%. Esses estudos juntos sdo uma boa referéncia
para sugerir o potencial de bioprocesso aqui proposto, em atender algumas
necessidades de biorrefinaria a base de fungos e algas, como elevada eficiéncia
de colheita combinada com alta produgao de lipidios.

Quanto a contribuicdo em biomassa de microalgas no consércio, a

estratégia experimental empregando suplementacédo de MC ao meio de cultivo
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resultou em uma contribuicdo de 80% de biomassa de algas ao consoércio alga-
fungo, bastante superior em relagdo ao resultado obtido anteriormente (50%), e
equiparavel 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 alcangados, onde verifica-se que a
adicdo de MC favoreceu o aumento da biomassa de microalgas no cultivo isolado
da espécie algal e no respectivo consorcio, alcangando igual eficiéncia de colheita
nos consorcios com e sem melago de cana-de-agucar (99,7%).

Figura 5.5 — Sintese de resultados de acumulo e distribuicdo de biomassa: de fungos (em roxo),
de algas como controle (em verde claro), de algas com MC (em verde escuro) e % recuperagao
de células de algas (listrado).
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Fonte: Prépria autora.

Esses dados sugerem uma integracao potencial da agroindustria da cana-
de-agucar em biorrefinarias sustentaveis baseadas em algas, o que pode
promover novas alternativas de destaque para bioprocessos integrados e
eficientes.
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5.3 Conclusoes

Os microrganismos S. obliquus e M. circinelloides compuseram uma
estrutura tipo liquen que resultou em uma biomassa rica em lipidios unica (38,2%
em peso), na qual um micélio fungico maduro desempenhou o papel de
biossuporte as células de microalgas. A suplementagdo do meio de crescimento
de algas com MC contribuiu para o aumento da biomassa e teor de lipidios nesta
estrutura. Uma composi¢cao equilibrada de acidos graxos, potencialmente
adequada como matéria-prima para a producéo de biodiesel e outros bioprodutos
de valor agregado, bem como uma elevada eficiéncia 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 AVALIACAO DE LIQUENS ARTIFICIAIS PRODUZIDOS EM MESA
AGITADORA ORBITAL

6.1 Introducgao

As microalgas sdo matéria prima para a geragao de bioenergia, pois sdo
capazes de sintetizar elevadas quantidades de acidos graxos e triacilgliceréis
(SIBI et al., 2016). De outro lado, associado a robustez inerente, leveduras e
fungos podem ser considerados como fabricas de células ideais para a sintese de
produtos em biorrefinarias (REIS et al., 2019). Unindo o potencial de microalgas e
fungos, a cocultura, através dos consoércios microbianos, € uma alternativa para
minimizar o custo de produg¢ao de biocombustiveis, 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 capitulo 5 confirmaram que os consércios
microbianos sao capazes de gerar uma biomassa rica em lipidios, e a formagao
de uma biomassa composta € possivel por meio de um método simples, de baixo
custo e sustentavel.

No presente capitulo, avaliou-se o cocultivo realizado em um novo
equipamento, a mesa agitadora orbital. Foram realizadas analises de
caracterizacdo da biomassa: microscopia eletrbnica de varredura e
espectroscopia na regidao de infravermelho por transformada de Fourier por
refletancia total atenuada (ATR-FTIR). A incubacao efetuada em mesa agitadora
propiciou a obtencdo de biomassa em maior quantidade, para realizacdo de
reacoes de transesterificacdo in situ, para a sintese de biolubrificante e de
biodiesel.

Os biolubrificantes podem ser uma alternativa atraente aos lubrificantes,
feitos a partir de fragdes de petrdleo, pois possuem elevada biodegradabilidade,
baixa toxicidade, podendo ser produzidos a partir de varias fontes renovaveis
(MOBARAK et al., 2014; DA SILVA et al., 2020; BOLINA; GOMES; MENDES,
2021). Das diversas fontes disponiveis para produzir biolubrificantes, os 6éleos
vegetais sdo uma primeira alternativa (MOBARAK et al., 2014; DA SILVA et al.,
2020; BOLINA; GOMES; MENDES, 2021), contudo, diversos Oleos vegetais

possuem quantidades excessivas de acidos 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 d6leo de microalgas apresenta-se como uma boa alternativa aos
O0leos de origem vegetal, por apresentar diferentes tipos de composigao,
dependendo da espécie de microalga e dos parametros de cultivo (BREDDA et
al., 2018; HAWROT-PAW et al., 2021; PATEL et al., 2021). Esta variagdo de
composi¢cao € possivel também em 6leos extraidos 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 0s consorcios
microbianos compostos com essas espécies.

Com base na composi¢cdo em acidos graxos, obtida da metilagdo do 6leo
extraido da biomassa microbiana, algumas propriedades para o biodiesel foram
preditas.

6.2 Resultados e discussao

6.2.1 Parametros de crescimento das espécies microbianas e dos liquens

artificiais

A estratégia de cocultivo validada no capitulo anterior, de formagao de
liguens com as espécies S. obliquus e M. circinelloides em shaker orbital, com
suplementacdo de MC adicionado ao meio de cultivo WC, foi efetuada em mesa
agitadora orbital.

Trés 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 avaliagdo dos parametros bioquimicos de
concentracdo de biomassa e acumulagido lipidica, neste novo equipamento.
Observando-se que a formagédo dos liquens iniciou-se quando da jungdo do
micélio fungico com o concentrado de células das microalgas (apo6s 72 h em
cultivos isolados), para os calculos dos parametros bioquimicos neste trabalho foi
considerada a produtividade do processo com um tempo total de 7,5 dias, o que
contabilizou o tempo desde o inicio em que células e esporos foram inoculados

separadamente.
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Os resultados dos parametros bioquimicos e de produtividade dos
cocultivos efetuados em mesa agitadora foram comparados aos mesmos
parametros obtidos previamente em shaker orbital. Estes resultados estido

registrados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1- Parémetros bioquimicos de consércios alga:fungo, resultantes dos cocultivos
efetuados em mesa agitadora orbital com diferentes volumes de erlenmeyers, comparados aos
parametros obtidos de cocultivos em shaker orbital.

Cocultivos com volumes variados

Parametros Mesa agitadora orbital Shaker orbital
500 mL 1000 mL 2000 mL 250 mL

X (g/L) 3,21+0,3 255+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

Qe (g/L.dia) 0,14 +0,3 0,11+0,5 0,10+0,5 0,06 £ 0,5

Fonte: Prépria autora.

Os valores médios para os parametros obtidos em mesa agitadora orbital
foram 2,72 + 0,4 g/L para concentragcdo de biomassa, 0,87 £ 0,4 g/L para
concentragao lipidica, 0,36 + 0,4 g/L.dia para a produtividade massica e 0,12 +
0,4 g/L.dia para a produtividade lipidica. Estes resultados demonstraram que as
concentracdes em biomassa e lipidios, bem como as produtividades massica e
lipidicas dobraram em comparagao aos valores obtidos em shaker orbital.

Os volumes de meio de cultivo e quantidades de células manipulados
foram maiores em comparacao aos que foram ensaiados em shaker orbital, o que
pode ter contribuido para a reducdo de possiveis perdas durante o processo,
resultando em maiores valores de concentragdes de biomassa, acumulo de
lipidios e as respectivas produtividades. Contudo, o lipidios 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 consideragdo alguns fatores de maior exposicdo dos microrganismos a
variagbes de temperatura e iluminagédo, durante o processo de formacgédo dos

liquens em mesa agitadora.



120

Durante o periodo de incubagdo em mesa agitadora, a variagdo de
temperatura foi da ordem de + 2 °C, uma maior variacdo de temperatura, pois o
equipamento utilizado ndo é provido de termostato e o controle de temperatura
restringiu-se ao ambiente laboratorial. No capitulo 2, segdo 2.6, foram descritos
os principais fatores que influenciam sobre a produtividade dos lipidios, dentre
estes fatores, a variacdo de temperatura, que pode levar a condicbes de
desequilibrio celular, inibindo a taxa de crescimento e acumulacio lipidicas
(JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013; VANHERCKE et al., 2013).

Outro fator influente, também referenciado na secéo 2.6, a intensidade de
luz, que modula a composi¢ao bioquimica de microalgas, especificamente quanto
a producdo de lipidios e carboidratos. A intensidade luminosa foi medida e
mantida em 150 pmol/mz.s, porém, por tratar-se de um equipamento composto
por uma plataforma aberta ao ambiente, pode ter ocorrido determinada variagao
de luminosidade na superficie dos frascos ou no seu interior, influenciando o
metabolismo dos microrganismos durante o processo de incubagao.

Uma restricdo encontrada nessa etapa do trabalho foi quanto ao aumento
da quantidade de esporos para corresponder proporcionalmente a quantidade de
células de algas. N&o foi possivel realizar o cultivo com maiores quantidades de
esporos, pois 0 shaker orbital para a incubagédo de esporos do fungo filamentoso
permite somente a utilizacdo de frascos erlenmeyers de 250 mL. Sendo assim,
decidiu-se por aumentar a quantidade de micélios fungicos proporcionalmente aos
volumes de meio de cultivo e de células de algas. Nao foi possivel avaliar o
processo de liquenizagdo com um unico micélio fungico, formado a partir de um
maior numero de esporos inoculados juntos.

A Figura 6.1 mostra a biomassa de liquen cultivado em mesa agitadora

orbital, logo apés a colheita.
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Figura 6.1 — Imagem da biomassa liquenizada, obtida em cocultivo realizado em mesa agitadora
orbital, logo apés a colheita.

Fonte: Prépria autora.

6.2.2 Avaliagao de eficiéncia de colheita de células e da composi¢cao da

biomassa

Os resultados de cocultivos obtidos por incubagdo em mesa agitadora
orbital mantiveram-se com uma elevada eficiéncia de colheita de Scenedesmus
obliquus pelo M. circinelloides URM 4182, alcangando 99,8%. Este resultado de
eficiéncia de colheita de células equipara-se ao resultado anteriormente obtido em
cocultivos realizados em shaker orbital (capitulo 5), cuja eficiéncia de recuperagao
de células alcancou 99,7%.

Quanto a contribuicdo em biomassa de microalgas no consoércio
alga:fungo, esta resultou em uma contribuicdo média de 61 + 2 % de biomassa
de algas na composi¢ao do consorcio microbiano. Esses resultados revelaram
uma menor contribuicdo da biomassa de algas na composigdo da biomassa de
liquen, em comparagdo com estudos anteriores (ZORN et al., 2020), contudo,
houve uma compensagcdo quanto a maior quantidade de biomassa e

produtividades obtidas, conforme discutido em 6.2.1.
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6.2.3 Avaliacao dos liquens artificiais por microscopia eletronica de

varredura

As microfotografias na Figura 6.2 mostram a estrutura tipo liquen composta
por células de S. obliquus e hifas de micélio formado por M. circinelloides, obtida
apo6s cocultivo em shaker orbital, que foi observada ao microscopio eletrénico de
varredura (MEV); nesta estrutura observaram-se varias células de microalgas

aderidas as hifas fungicas.

Figura 6.2 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura da estrutura semelhante a liquen
composta por micélio de M. circinelloides e células de S. obliquus em diferentes ampliagdes: (a)
40x%, (b) 1200x%, (c) 1500%, (d) 2000 x. Em (a), pode-se observar a imagem de um grdo de
biomassa da estrutura tipo liquen. Em (b—d), a fixagdo de células de algas (formas de pequenas
gotas de cor branca) e hifas de fungos (em formato de ramificagdo, com cor cinza claro, podem
ser bem visualizados. Em (c), especificamente, existem aglomerados de células de algas em
determinados locais onde o micélio fungico ramificado também predomina e forma uma estrutura
de ninho. Em (c,d), pode-se observar que algumas algas estao interligadas entre as hifas dos
fungos filamentosos.

oy )
20010805 H 085 20k 3um

EEL.USP 20210805 H D86 x15% SOum

Fonte: Prépria 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 liquen composta por S.
obliquus e M. circinelloides, obtida apds cocultivo em mesa agitadora orbital,
observadas ao microscopio eletrénico de varredura (MEV); nesta ultima imagem,

destacam-se as hifas e varias células de microalgas ligadas as hifas fungicas.

Figura 6.3 — Imagens de microscopia eletrdnica de varredura das biomassas: de alga (a), e de
fungo filamentoso (b); e da estrutura tipo liquen (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: Prépria autora.

As imagens destas microfotografias demonstraram a interagéo fisica, a
nivel microscopico, entre hifas do micélio fungico e células de algas, que

macroscopicamente constituiram uma biomassa unica.
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6.2.4 Avaliacao dos liquens artificiais por analise de espectroscopia na

regiao de infravermelho por transformada de Fourier (ATR-FTIR)

A anadlise de espectroscopia na regido de infravermelho por transformada
de Fourier por refletdncia total atenuada (ATR-FTIR) possibilitou avaliar a
contribuicdo das biomassas de alga e fungo filamentoso na formagdo da
biomassa de liquen, através da identificagcdo dos principais grupos funcionais
aparentes em cada um dos trés 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 liquen, 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

liquen.

Figura 6.4 — Espectros de FTIR - amostras de biomassa da microalga S. obliquus, do fungo M.
circinelloides e do liquen composto por ambos.

Liquen alga:fungo
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Fonte: Prépria autora.

Uma leitura completa dos espectros ATR-FTIR mostrou que, para todas as
amostras, uma banda forte entre 3400 e 3500 cm™, a presenca de hidroxila

(-OH), provavelmente devido a atividade residual da agua nas amostras
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(MOVASAGHI et al., 2008). Nenhuma diferenca em particular foi observada nas
outras regides das bandas amida | e amida Il, entre 1480 e 1550 cm,
caracterizadas por um alongamento C=0 especifico da amida, nem entre 1445 e
1395 cm™, caracteristica das vibragdes de CH, / CHjs, C=0O, C-N, N-H, que
constituiram as principais estruturas proteicas (parte significativa das paredes
celulares) e as vibragdes de alongamento do C-O-C entre os numeros de onda de
1045 a 1030 cm™, o que pode representar alguma diferenga estrutural nos
polissacarideos que constituiram a biomassa (SZEGJALMI et al., 2007).

Lipidios, que podem ser identificados em amostras semelhantes pelas
bandas relacionadas as vibragdes de alongamento do C-H (DEAN et al., 2010)
(alongamento do =C-H na regido de 3010 cm™, alongamento do C-H em -CH; e -
CH., em 2855 e 2920 cm™') também foram encontrados nas trés amostras. Entre
2927 e 2842 cm™’, observou-se um alongamento caracteristico de acidos graxos
com alongamento simétrico de -CH; e alongamento assimétrico de -CH, (DEAN et
al., 2010). Outros grupos caracteristicos relacionados a presenga de
componentes lipidicos foram os grupos éster: alongamento C=0 na regiao de
1740 cm™ e alongamento C-O-C (1070-1250 cm™). As vibragdes de estiramento
C=0 também foram caracteristicas das ligagcbes éster de acidos graxos,
encontradas em todas as amostras entre 1629 e 1657 cm™". Curiosamente, notou-
se uma semelhanca entre os perfis dos espectros do fungo filamentoso e do
liquen 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 formacédo do liquen. Estes resultados estdo em
consonancia com os espectros demonstrados por Rajendran e Hu (2016),
considerando um consoércio composto pelo fungo filamentoso Mucor sp. e a
microalga Chlorella vulgaris e o estudo realizado com o consoércio 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 Aplicacdo da biomassa de liquens artificiais para sintese de
biolubrificante e biodiesel

A biomassa oleaginosa do liquen composto pela microalga S. obliquus e o
fungo M. circinelloides, cultivada em mesa agitadora orbital, foi avaliada quanto a
sua adequacao para as sinteses de biolubrificante e biodiesel.

Os lipidios foram extraidos da biomassa do consoércio microbiano e
posteriormente efetuou-se a metilagéo e analise da composi¢ao em acidos graxos
por cromatografia a gas.

Os resultados da Tabela 6.2 descrevem a composi¢ao em acidos graxos
de lipidios do consorcio microbiano composto por S. obliquus — M. circinelloides.

Tabela 6.2 — Composi¢cado em acidos graxos de lipidios do consoércio microbiano S. obliquus — M.
circinelloides, de biomassa obtida de cultivo em mesa agitadora orbital.

Perfil em acidos graxos Consoércio microbiano
C 8.0 Caprilico 0,20+ 0,17
C 10:0 Caprico 0,27 £ 0,15
C12:0 Laurico 0,65+0,15
C 14:0 Miristico 0,90 + 0,15
C 16:0 Palmitico 29,77 £ 0,17
C 18:0 Estearico 1,89+0,15
SFA Acidos graxos saturados 33,69

C 16:1 Palmitoleico 455+0,15
C 18:1 Oleico 29,69 £ 0,15
MUFA Acidos graxos Monosaturados 34,23

C 18:2 Linoleico 14,60 + 0,20
C 18:3 Linolenico 17,55+ 0,20
PUFA Acidos graxos Poli-insaturados 32,08

Fonte: Prépria autora.

Os lipidios do consércio microbiano foram compostos por conteudo
relevante de acidos graxos saturados (33,69%) e monoinsaturados (34,23%),

enquanto os acidos graxos poli-insaturados corresponderam a um total de
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32,08%. Considerando que o conteudo em acido oleico (C18:1) destacou-se
como principal contribuidor dentre os acidos graxos monoinsaturados (29,69% em
média), o material lipidico apresenta potencial a geragao de biolubrificantes.

A biomassa do consoércio microbiano foi preparada para a reacdo de
transesterificagdo in situ, empregando como catalisador o heteropoliacido
suportado em niébio (HsPMo012040/Nb2Os) e uma mistura de alcoois similar ao dleo
fusel (6leo fusel simulado), como receptor acila. A reagcdo de transesterificagao
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 mm?/s.
Esses resultados foram comparados ao de outro 6leo de origem microbiana, da
microalga Dunaliella salina (ZORN et al., 2022). A reacéo de transesteficagéo in
situ efetuada com a biomassa de D. salina com o mesmo catalisador,
empregando também O6leo fusel simulado, resultou em um teor de ésteres de
97,58% e 2,42% de MAG (DAG nao detectado) e viscosidade de 5,0 mm?/s. Em
comparagao aos resultados encontrados para esta microalga, cultivada por
Bredda et al.(2018), a qual contém uma composigdo em acidos graxos com
elevados teores de acidos graxos saturados (34,27%) e monoinsaturados
(46,74%) e um menor conteudo de acidos graxos poliinsaturados (18,99%), os
resultados alcangados com a biomassa do consoércio microbiano sdo bastante
promissores a aplicacdo como biolubrificante.

A biomassa do consoércio microbiano, contendo a composicdo em acidos
graxos conforme a Tabela 6.2, também foi avaliada quanto ao seu potencial
como matéria-prima a produgcdo de biodiesel, através de reagdo de
transesterificacao direta, com o catalisador heteropoliacido suportado em 6xido de
nidbio e somente etanol como solvente e reagente.

Conforme diversos autores, a qualidade do biodiesel pode ser
determinada pela proporgéo entre acidos graxos saturados e insaturados. Isso se
deve ao fato de que os acidos graxos saturados sao mais resistentes a
degradagao e a oxidagao (KNOTHE, 2014; TALEBI et al., 2013). A composigao
em acidos graxos ¢é influenciada pelas condigdes climaticas e principalmente pelo

meio de cultivo, mas depende também do potencial de cada linhagem de
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microrganismo (RAMOS et al, 2009; RAMIREZ-VERDUZCO; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ; JARAMILLO-JACOB, 2012).

De acordo com a composicdo em acidos graxos e seu impacto
relacionado as propriedades do biodiesel, diversos autores registram que os
acidos monoinsaturados, palmitoléico (C16:1) e oleico (C18:1) sdo mais
favoraveis a producao de biodiesel (RAMOS et al., 2009; HULATT et al., 2017).
Contudo, as proporgdes dos demais acidos (monoinsaturados e poli-insaturados)
devem ser consideradas.

A reacédo de transesterificagcdo direta resultou em 98,8% em teor de
ésteres etilicos, o que atende aos limites estabelecidos pela ANP, que estabelece
o limite de minimo 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 sdo: MAG < 0,8% e DAG < 0,2% (ANP, 2014). Estes primeiros
resultados comprovam o potencial da reagcdo de transesterificacdo in situ da

biomassa de liquens artificiais em ésteres etilicos e sua aplicagdo como biodiesel.

6.2.6 Avaliagcao de propriedades do biodiesel com base na composi¢cao em
acidos graxos

O consoércio microbiano apresentou um perfil em acidos graxos com
distribuicdo equilibrada entre acidos graxos saturados (33,69%), monoinsaturados
(34,23%) e poliinsaturados (32,08%). As propriedades dos lipidios saponificaveis
e dos produtos gerados, como o biodiesel, estdo diretamente relacionadas ao
perfil de acidos graxos (TALEBI et al., 2013). Com base nesta composi¢gdo em
acidos graxos (Tabela 6.2) as seguintes propriedades para o biodiesel foram
avaliadas: numero de cetano, indice de iodo, estabilidade a oxidagdo a 110 °C,
massa especifica a 20 °C e viscosidade cinematica a 40 °C.

A Tabela 6.3 sintetiza os resultados preditos para essas propriedades,
com base na composicado em acidos graxos do 6leo extraido da biomassa de
liquens, empregando-se o software ‘BiodieselAnalyser versdo 2.2 (TALEBI;
TABATABAEI; CHISTI, 2014).



129

Tabela 6.3- Propriedades para o biodiesel com base na composicdo em acidos graxos do 6leo
extraido da biomassa de liquen S. obliquus — M. circinelloides.

Propriedades Consércio alga-fungo Limites*
Numero de Cetano (adimensional) 48,8 45 - 51

indice de lodo (g lodo/100 g amostra) 105,7 Max. 120
Estabilidade a oxidagéao a 110 °C (h) 6,3 Min. 12
Massa especifica a 20°C (g/cm?®) 0,879 0,850 — 0,900
Viscosidade cinematica a 40°C (mm?/s) 3,55 3-6

*Limites de acordo com o Regulamento Técnico ANP N° 3/2014, estabelecido pela Resolugédo
ANP N° 45, de 25/08/2014. Fonte: Proépria autora.

De acordo com os dados da Tabela 6.3, o biodiesel proveniente da
biomassa de liquen atendeu aos limites do Regulamento Técnico ANP N° 3/2014,
estabelecido pela Resolucdo ANP N° 45, de 25/08/2014, para as propriedades:
numero de cetano, indice de iodo, massa especifica e viscosidade cinematica.

Numeros de cetano de acordo com essas especificagbes garantem uma

boa performance de inicio a frio e um funcionamento suave do motor (RAMIREZ-
VERDUZCO; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ; JARAMILLO-JACOB, 2012; TALEBI et
al., 2013). Talebi et al. (2013) e Hawrot-Paw et al. (2021) pesquisaram o numero
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 indice de iodo é outro parametro chave para o estabelecimento da

qualidade dos biocombustiveis, visto que limita os acidos graxos insaturados, que
podem gerar a polimerizagao dos triacilgliceréis, levando a formacao de depdsitos
ou deterioragao do lubrificante no motor (RAMOS et al., 2009; HAWROT-PAW et
al., 2021). O valor encontrado para o indice de iodo do biodiesel sintetizado da
biomassa de liquen microbiano atendeu aos limites especificados pela ANP (ANP,
2014).

Quanto as propriedades massa especifica e viscosidade cinematica, ambas

atenderam aos parametros especificados pela ANP (ANP, 2014). Viscosidade e
massa especifica mais elevadas em produtos de biodiesel geralmente estdo
associadas a maiores graus de saturagao (TALEBI et al., 2013; HAWROT-PAW et
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al., 2021). Os resultados encontrados estdo coerentes com a composigao em
acidos graxos (Tabela 6.2) que apresentou um equilibrio entre acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados.

Observou-se que a propriedade estabilidade a oxidagao, cujo resultado foi
6,3 h, ndo atendeu ao limite especificado pela ANP, de minimo 12 h (ANP, 2014).
Este resultado pode estar relacionado aos acidos graxos poliinsaturados
presentes na composi¢cao do 6leo microbiano. De acordo com diferentes autores
(RAMOS et al., 2009; TALEBI et al., 2013; HAWROT-PAW et al., 2021), os acidos
graxos poliinsaturados influenciam na diminuigdo da estabilidade oxidativa. Este
parametro pode ser corrigido pela adi¢do de substancias antioxidantes, tais como
o alfa-tocoferol, que prolongam a estabilidade a oxidagdo (RAMOS et al., 2009).
Outra alternativa para prolongar a estabilidade a oxidagéao consiste em cuidar das
condigbes 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 avaliagao final mais assertiva de sua qualidade
do produto (ANP, 2014).

Esses dados sugerem uma integrac&o potencial da agroindustria da cana-
de-agucar em biorrefinarias sustentaveis baseadas em microorganismos (algas e
fungos), o que pode ser capaz de promover novas alternativas de destaque para

bioprocessos integrados e eficientes.

6.3 Conclusoes

Em um contexto de biorrefinaria, faz-se necessaria a inovacao
biotecnoldgica e o total aproveitamento de recursos.

Os cocultivos efetuados no equipamento mesa agitadora orbital, permitiram
a avaliacdo de consorcios microbianos em diferentes volumes de meio de cultivo,
quantidades de células e de micélios. A eficiéncia de recuperacdo de células
manteve-se em 99,7%, com 61,0% de biomassa de algas em média na
composicdo dos liquens e o conteudo lipidico na biomassa do consorcio foi de
32%. O uso deste equipamento possibilitou obter o dobro de biomassa de
biomassa de liquens Scenedesmus obliquus — Mucor circinelloides, em

comparacgao ao cocultivos efetuados em shaker orbital.
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As interagbes fisicas entre microrganismos que formam uma estrutura
semelhante a liquen (liquen artificial) foram confirmadas microscopicamente, por
microscopia eletrdnica de varredura, onde diferentes imagens comprovaram a
ancoragem das células da microalga sobre as hifas dos fungos filamentosos (em
miceélios e hifas), formando uma unica estrutura liquenizada.

Foram realizadas analises de espectroscopia na regidao de infravermelho
por transformada de Fourier por refletdncia total atenuada (ATR-FTIR) nas
biomassas de alga, fungo e liquen, que distinguiram os principais grupos
funcionais presentes nas respectivas biomassas.

Com a biomassa do consorcio alga:fungo produziu-se biolubrificante e
biodiesel, em reacdes de transesterificacdo in situ. em ambas as reacdes o
catalisador quimico heteropoliacido suportado por 6xido de nidbio foi avaliado
com excelentes resultados em teores de ésteres: 96,8% como biolubrificante e
98,8% como biodiesel (ésteres etilicos) e algumas propriedades preditas para o

biodiesel foram estimadas.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS E RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

As biorrefinarias, bem como outras instalagdes geradoras de bioprodutos e
bioenergia, devem constantemente inovar-se e aprimorar-se, pois sdo diversas e
cada vez mais relevantes, as questdes relacionadas a geragao de energia limpa e
processos completamente autossustentaveis.

Este trabalho uniu os potenciais de duas linhagens de microalgas e uma
linhagem de fungo filamentoso, explorando diferentes estratégias de cocultivo,
compondo consorcios microbianos (liquens artificiais).

Com a espécie C. vulgaris e o fungo filamentoso, foi demonstrado que é
possivel a recuperagao de células de algas do meio de cultivo, por uma técnica
isenta da adicdo de produtos quimicos, bem como, a obtengdo de uma biomassa
composta, rica em lipidios. A estratégia selecionada, dentre outras que foram
avaliadas, forneceu liquens artificiais compostos por 79% de biomassa de algas,
com uma eficiéncia de recuperagado de células de 99,5%. Esta estratégia foi
reaplicada com sucesso na formacdo 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 eficiéncia de recuperacdo de células,
acumulagao lipidica 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 agroindustria nacional, avaliou-se o efeito do
melago de cana-de-agucar (MC) aplicado ao cultivo da espécie S. obliquus, cujo
resultado foi dobrar a produtividade em biomassa e aumentar em 1,5 vezes o
acumulo de lipidios, em comparacao com cultivos realizados sem suplementagcao
de MC.

Analises de caracterizagcdo da biomassa de liquens (MEV, ATR-FTIR)
comprovaram a interacao fisica entre as espécies, ao nivel microscoépico. A
biomassa oleaginosa foi aplicada para as sinteses de biolubrificante e biodiesel;
em especifico para a sintese de biolubrificante, foi utilizado um outro coproduto
agroindustrial, o 6leo fusel simulado. Teores de ésteres de 96,8% para
biolubrificante e 98,8% para biodiesel, foram obtidos, pelas reacbes de

transesterificacao in situ realizadas.
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Visto isso, com o presente trabalho abrem-se novas alternativas para a
utilizacdo conjunta de diferentes espécies microbianas em biorrefinarias, tanto
para a colheita de células, como para a obtengdo de biomassa oleaginosa para

diferentes aplicagdes comerciais.

Como sugestéo para trabalhos futuros recomenda-se:

Avaliar a formagédo de consorcios microbianos entre outras espécies de

microalgas e de fungos filamentosos.

Reaplicar as estratégias apresentadas neste trabalho para outras

finalidades, tais como, biorremediacao.

Avaliar o efeito de outros coprodutos e/ou fontes de carbono e nutrientes,
adicionados ao cultivo fungico e/ou ao cultivo microalgal, na formagao de

liquens artificiais.

Sintetizar e avaliar outros metabdlitos de interesse industrial, tais como:
proteinas, carotenoides e carboidratos, a partir do cultivo de liquens

artificiais.
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