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RESUMO

Microalgas podem ser cultivadas visando utilizar sua biomassa para produzir biocombustiveis
ou para obtencdo de produtos de alto valor agregado. Embora a producéo de biocombustiveis a
partir de microalgas apresente vantagens em relacdo as outras matérias-primas, sua aplicacdo
em larga escala ainda esbarra em aspectos econdémicos. Diante disso, estudos tém buscado
formas de reduzir custos de producdo, principalmente na etapa de colheita, que é ainda é
relatada como um dos gargalos da producédo de microalgas para diferentes aplicacdes em virtude
do tamanho reduzido das células microalgais e da sua alta estabilidade coloidal no meio de
cultivo. Dentre as diversas tecnicas existentes, a biofloculacao evidencia-se como alternativa
promissora frente aos métodos tradicionais de colheita, uma vez que é vidvel em termos de
custo, execucao, eficiéncia e, sobretudo, por ser um método ambientalmente mais adequado. A
partir da elaboracdo de um artigo de revisdo, verificou-se que fungos filamentosos podem ser
empregados como agentes biofloculantes de cultivos algais em virtude da interacdo mutua
ocorrida pela diferenca de cargas entre os microrganismos. Contudo, estudos abordando
aplicacdes para a biomassa resultante de processos de biofloculagdo mediada por fungos sao
escassos, especialmente sobre bioetanol. Sendo assim, esta dissertagédo objetivou implementar
diferentes bioprocessos para realizar a colheita de células de Spirulina platensis através da
utilizacdo de biomassa de Aspergillus niger como agente biofloculante. Além disso, foi
realizado aumento de escala desse processo de separacao e, da biomassa alga:fungo resultante,
visou-se produzir bioetanol. Estes objetivos foram divididos e apresentados neste documento
em forma de quatro capitulos, os quais contém os artigos resultantes desta dissertacdo. Foi
possivel determinar as melhores condi¢cdes experimentais para produzir biomassa de
Aspergillus niger via fermentacdo submersa utilizando dois subprodutos agroindustriais como
substrato. Contudo, uma baixa atividade amilolitica foi obtida, inviabilizando a utilizacdo das
amilases produzidas pelo fungo na etapa de sacarificacdo enzimatica. Em relagdo a
biofloculacdo, verificou-se a viabilidade de utilizar biomassa de Aspergillus niger como agente
biofloculante de Spirulina platensis, uma vez que, em algumas condi¢fes experimentais, toda
biomassa microalgal foi colhida em duas horas e, sem nenhuma adicdo de quimicos, cerca de
90% de eficiéncia foi alcancada. Além disso, foi estudado um aumento de escala do processo
de biofloculacéo de 20 vezes, que resultou em uma eficiéncia de colheita superior a 95%. Em
relagdo a producédo de bioetanol, ndo foi possivel gerar esse biocombustivel com a biomassa
biofloculada. Sendo assim, estudos futuros devem avaliar métodos de ruptura celular e de
sacarificacdo de biomassas provenientes de biofloculacdo, a fim de que se torne possivel
produzir bioetanol a partir da matriz Spirulina+Aspergillus. Todos os aspectos abordados por
este trabalho visavam contribuir para aumentar a sustentabilidade da producdo de Spirulina,
principalmente no que tange o conceito de biorrefinaria integrada e os objetivos do
desenvolvimento sustentavel da Organizacdo das Nagdes Unidas.

Palavras-chave: Aspergillus niger, Biofloculante, Microalga, Fermentacdo submersa,
Bioetanol, Biorrefinaria integrada.



ABSTRACT

Microalgae can be cultivated aiming to use their biomass to produce biofuels or to obtain high
value-added bioproducts. Although the production of biofuels from microalgae has numerous
advantages over other feedstocks, its large-scale application is still limited by economic aspects.
In this sense, studies have been aimed to reduce production costs, especially to optimize the
harvesting, which is reported as one of the most limitations in third-generation biofuels. Among
the techniques commonly used, bioflocculation is a promising alternative and eco-friendly
method, based on its viability in terms of cost, execution, and efficiency. From a review article
developed, it was verified that filamentous fungi can be used as biofloculants of microalgae due
to the mutual interaction that occurred by charge differences between these microorganisms.
However, there is a lacking of studies addressing applications for biomass resulting from
fungal-mediated biofloculation processes, especially for bioethanol. Thus, this work aimed to
implement different bioprocesses to harvest Spirulina platensis cells using Aspergillus niger
biomass as a bioflocculant. Besides, the bioflocculation process was scaled-up and, from the
resulting algae:fungus biomass, the aim was to produce bioethanol. These aims were divided
and presented in this document in four chapters, which contain the articles resulting from this
dissertation. It was possible to determine the best experimental conditions to produce
Aspergillus niger biomass under submerged fermentation using two agro-industrial by-products
as substrate. However, a low amylolytic activity was obtained, making it impossible to use the
amylases produced by the fungus in the saccharification step. Regarding bioflocculation,
Aspergillus niger biomass is a viable bioflocculant of Spirulina platensis, since all microalgal
biomass was harvested in two hours in some experimental conditions, and a ~90% efficiency
has been achieved without any addition of chemicals. Also, a 20-fold scale increase of the
biofloculation process was studied, which resulted in a harvesting efficiency greater than 95%.
Regarding bioethanol, it was not possible to produce this biofuel using the bioflocculated
biomass. Therefore, further studies should evaluate methods of cell disruption and
saccharification of biomasses from bioflocculation, to make it possible to produce bioethanol
from this matrix. All these aspects explored in this work aimed to contribute to the sustainability
of Spirulina cultivations, especially for the concept of integrated biorefinery and the United
Nations Sustainable Development Goals.

Keywords: Aspergillus niger, Bioflocculant, Microalgae, Submerged fermentation,
Bioethanol, Integrated biorefineries.



1. INTRODUCAO GERAL

A energia € um dos principais pilares da economia de um pais, sendo fundamental ao
desenvolvimento de uma sociedade. Dentre as fontes energéticas, os combustiveis fosseis sdo um
dos mais utilizados (Gautam et al.,, 2019; Netravali; Chabba, 2003). Além de aspectos
quantitativos, a dependéncia pela matriz féssil causa diversos impactos adversos no meio
ambiente. Uma variedade de poluentes sdo gerados e emitidos atraves do uso de derivados do
petrdleo, tais como d6xidos de nitrogénio (NOXx), 6xidos de enxofre (SOx), monoxido de carbono
(CO), compostos organicos volateis (COV’s) e outras particulas (Grist, 2016). Com isso, esse setor
contribui negativamente para emisséo de gases de efeito estufa (Basu et al., 2014; Hook; Tang,
2013; Papanikolaou, 2016; Sahin et al., 2019;), ocorréncia de chuvas &cidas (Hsu; Robinson,
2019), contaminagdo do solo (Grist, 2016; Haroni et al., 2019; Konieczny; Krzysko-Lupicka,
2019), além de alteracdo da qualidade das aguas superficiais e subterraneas (Bruckberger et al.,
2019; Grist, 2016; Iheony et al., 2019; Papanikolaou, 2016).

Como alternativa a essa matriz, é fundamental o desenvolvimento de estratégias para
producdo de biocombustiveis que sejam mais eficientes e sustentaveis (Acheampong et al., 2017,
Escobar et al., 2009; Nizami et al., 2017; Zabed et al., 2019). Os biocombustiveis podem ser
classificados de acordo com suas tecnologias de produgdo, como sendo de primeira (1G), segunda
(2G) e terceira geracao (3G), a qual comtempla as microalgas (Abdulkareem-Alsultan et al., 2020).

As microalgas sdo superiores as culturas tradicionais, pois apresentam crescimento mais
rapido que a biomassa comum (de cinco a dez vezes) e uma produtividade de 6leo (L ha*) superior
a 10 vezes (Rempel et al., 2019; Singh; Gu, 2010). Além disso, ndo competem com a producdo de
alimentos por terras agricultaveis, visto que podem ser cultivadas em locais indspitos e ainda sao
capazes de utilizar aguas salobras, do mar ou efluentes como fonte de nutrientes (Bhattacharya et
al., 2017; Ishika et al., 2017; Ishika et al., 2018; Nguyen et al., 2019; Reinehr; Costa, 2006; Salla
et al., 2016; Vanthoor-Koopmans et al., 2013; Zhou et al., 2012). As microalgas ainda realizam
biofixacdo de carbono e podem ser empregadas para remover nutrientes e contaminantes
emergentes de efluentes (Matamoros et al., 2016; Rashid et al., 2018; Xiong et al., 2018). Outra
vantagem consiste no fato de que, através de processos paralelos a produgéo dos biocombustiveis,
outros bioprodutos de alto valor agregado podem obtidos a partir de biomassas algais, 0 que
contribui para sua sustentabilidade (Anthony et al., 2013; Costa et al., 2019; De Souza et al., 2019;
Pancha et al., 2019; Yu et al., 2015).

Contudo, autores relatam que a etapa de colheita, a qual consiste na separac¢do da biomassa

do meio de cultivo, representa de 20% a 30% do seu custo de producdo, sendo este um fator



limitante para o uso comercial das microalgas em diversas finalidades (Alam et al., 2016; Barros
et al., 2015; Gonzalez-Fernandez et al., 2012; Grima et al., 2003; Mata et al., 2010; Rashid et al.,
2018; Ruan et al., 2019). O tamanho das células microalgais contribui para uma alta estabilidade
coloidal na suspensdo liquida, inviabilizando o emprego da sedimentacao simples como técnica de
colheita. Assim, outros métodos de colheita vém sendo estudados e, embora a
coagulacgdo/floculacdo seja uma estratégia eficiente, esta técnica pode demandar altas quantidades
de coagulantes e floculantes, elevando os custos de producdo e que podem ainda causar a
contaminacdo da biomassa com metais toxicos (Alam et al., 2016; Liu et al., 2017; Nguyen et al.,
2019; Ummalyma et al., 2017).

Diante disso, é necessaria a busca por métodos de colheita alternativos, que facilitem a
utilizacdo da biomassa microalgal para a obtencdo de biocombustiveis e outros biocompostos.
Dentre as novas tendéncias de métodos de separacdo de biomassa microalgal, a biofloculacdo tem
sido explorada pela comunidade cientifica nos Gltimos anos em fungdo de ser uma técnica mais
sustentavel e que ndo requer a adicdo de produtos quimicos (Alam et al., 2016; Chatsungnoen;
Chisti, 2016; Chen et al., 2018; Luo et al., 2019; Nazari et al., 2020; Nguyen et al., 2019;
Ndikubwimana et al., 2014; Salim et al., 2011; Ummalyma et al., 2017; Zhou et al., 2013).

A biofloculagdo consiste em um método de floculacdo em que se adicionam agentes
bioldgicos ao invés de produtos quimicos (Chen et al., 2018). Estudos comprovam a eficiéncia da
biofloculacdo de microalgas através da sua interagdo com diferentes microrganismos, tais como
bactérias, microalgas autofloculantes, leveduras e fungos (Alam et al., 2016; Nazari et al., 2020;
Rashid et al., 2018; Ummalyma et al., 2017). Para Chen et al. (2018), a biofloculacdo de microalgas
através da utilizacdo de fungos é um método de colheita viavel. Isso deve-se ao fato de que as
microalgas possuem grande capacidade de interacdo com fungos devido a diferenca de cargas
entres eles (Rashid et al., 2018). A literatura reporta que fungos filamentosos, como Aspergillus
sp., podem ser empregados na biofloculacdo devido a sua capacidade de auto-peletizacédo e alta
eficiéncia na colheita de microalgas (Gultom; Hu, 2013; Xie et al., 2013).

O cultivo de fungos para diferentes aplicacGes é realizado em fermentacéo em estado sélido
ou fermentagdo submersa (Martin et al., 2019; Rao et al., 2007). Para tal, € possivel utilizar
residuos ou subprodutos agroindustriais como substrato para o desenvolvimento de fungos
(Adejuwon et al., 2019). Esses materiais que poderiam causar impactos ambientais negativos, sao
fonte nutricional para fungos produzirem uma séries de bioprodutos, como as enzimas amiloliticas
(Colla et al., 2020; Mahmood et al., 2016; Shukla; Kar, 2006).

Nessa perspectiva, como forma de complementar projetos ja desenvolvidos e gerar novos

conhecimentos na area de biocombustiveis 3G, este trabalho foi realizado vinculado ao Programa



de Pds-Graduacgdo em Engenharia Civil e Ambiental da Universidade de Passo Fundo, na linha de
pesquisa de “Infraestrutura Sustentavel”. Ao explorar a tematica de biofloculagdo de cultivos
algais através da utilizacdo de fungos filamentosos cultivados a partir de subprodutos
agroindustriais, esta dissertacdo objetivou contribuir para o estado da arte, especialmente ao
conceito de biorrefinarias integradas. Sobretudo, se buscou inserir os preceitos da sustentabilidade
nos diferentes bioprocessos propostos por este trabalho e, assim, contribuir para o alcance de
alguns objetivos do desenvolvimento sustentavel (ODS) da Organizacdo das NacGes Unidas
(ONU), especialmente 0 ODS 7 (energia limpa e acessivel), ODS 13 (ac¢do contra a mudanca global
do clima), ODS 12 (consumo e producdo responsaveis) e ODS 11 (cidades e comunidades
sustentaveis).

Em funcdo de direitos de exclusividade cedidos as revistas, este documento apresenta
somente informacGes gerais sobre os artigos desenvolvidos no contexto desta dissertagdo. O
Capitulo | contempla um artigo de revisdo sobre técnicas tradiocioniais aplicadas a colheita
microalgas, mas com énfase a biofloculacdo, especialmente mediada por fungos. O Capitulo Il
reporta a producdo de biomassa fangica e enzimas amiloliticas via fermentacdo submersa,
utilizando dois subprodutos agroindustrias como substrato. O Capitulo Il contém um artigo
experimental sobre a utilizacdo de biomassa fungica do fungo Aspergillus niger como agente
biofloculante de cultivos de Spirulina platensis. O Capitulo IV aborda um estudo sobre aumento
de escala da biofloculacdo entre Spirulina platensis e Aspergillus niger, além de um ensaio de

sacarificacdo e fermentacdo alcdolica para aplicacdo da biomassa biofloculada.
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2 CAPITULO |

O Capitulo | refere-se a um artigo de revisédo, intitulado “Microalgae harvesting by
fungal-assisted bioflocculation” (ttps://doi.org/10.1007/s11157-020-09528-y). Esse trabalho foi
publicado na revista “Reviews in Environmental Science and Bio/Technology”, a qual possui
Qualis Al (Engenharias I) e Fator de Impacto de 4,957.

3 CAPITULO II

O Capitulo Il aborda um artigo de experimental, intitulado “Simultaneous production of
fungal biomass and amylolytic enzymes under submerged fermentation using agro-
industrial by-products”. Originalmente, um resumo desse trabalho foi submetido e apresentado
no “e-Latin Food 2020 Congress”, sendo selecionado para publicagdo em formato completo na

“Reuvista Internacional de Investigacion e Innovacién Tecnoldgica”, com atual status de revisao.

4 CAPITULO 111

O Capitulo 111 trata de outro artigo de experimental, intitulado “Harvesting of Spirulina
platensis using an eco-friendly fungal bioflocculant produced from agro-industrial
byproduct” (https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.124525). Esse trabalho foi publicado na
revista “Bioresource Technology”, a qual possui Qualis Al (Engenharias 1) e Fator de Impacto de
7,539.

5 CAPITULO IV

O Capitulo IV é um estudo sobre aumento de escala da biofloculacdo entre Spirulina
platensis e Aspergillus niger, além de um ensaio de sacarificacdo e fermentacdo alcoolica para
aplicacdo da biomassa biofloculada resultante. No momento, esse trabalho esta em fase de

finalizacao.
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