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RESUMO

Micro-organismos oleaginosos sao promissores considerando a
acumulacgao de lipidios intracelulares em mais de 20% de sua biomassa seca,
durante o crescimento. Neste sentido, investigagdes foram realizadas avaliando
o potencial biotecnolégico da nova linhagem de Penicillium spinulosum
UCP1347 em acumular lipideos utilizando o meio a base de sais, suplementado
com Oleo de soja pos-fritura e milhocina, como fontes de carbono e nitrogénio,
mantido sob diferentes temperaturas (20°C, 25°C e 30°C) por fermentagao
submersa. A maior producao de biomassa foi observada na temperatura de 20°C
com rendimento de 19,9 g/L, seguido de 15,8 g/L a 25°C e 14,5 g/L a 30°C,
respectivamente. Os lipideos totais foram extraidos das biomassas previamente
tratadas por sonicagao e ou sonicagao e agitagédo, seguido do uso de solventes
organicos, de acordo com quatro metodologias baseadas em diferentes
combinagdes de polaridades. Os resultados obtidos demonstraram que P.
spinulosum apresentou conteudo mais elevado de lipideos para a biomassa
tratada por sonicagdo seguido de agitacdo, pelo uso dos solventes cloroférmio:
metanol (1:1, 1:2 e 2:1 v/v), correspondendo ao valor mais elevado a 25°C
(67,80%), a 20°C (67,02%) e a 30°C (57,80%), respectivamente. E, a analise dos
acidos graxos por GCMS revelou maior conteudo do acido linoleico em todas as
temperaturas testadas, destacando-se a temperatura de 25°C, seguido de 20°C
e 30°C. A analise da influéncia da temperatura na viscosidade dos lipideos
indicou que a 30°C observou-se uma viscosidade 13,8 vezes mais elevada do
que os lipideos obtidos das biomassas produzidas a 20°C (0,95cP) e
25°C(0,92Cp), respectivamente. As alternativas tecnoldgicas promissoras
demonstradas pela nova linhagem de P. spinulosum UCP1347 sugerem sua
indicagdo como fungo oleaginoso, com potencial para producdo de biodiesel,
como também sugere possibilidades de uso como biolubrificantes.

Palavras-Chave: Fungo filamentoso, Substratos renovaveis, Oleo celular,
Biodiesel.
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ABSTRACT

Oleaginous microorganisms are promising in the accumulation of intracellular
lipids in more than 20% of their dry biomass weight during the growth period. In
this sense, investigations were carried out evaluating the biotechnological
potential of the new strain of Penicillium spinulosum UCP1347 in accumulating
lipids using the salt-based medium, supplemented with post-frying soybean oil
and corn steep liquor, as sources of carbon and nitrogen, under different
temperatures ( 20°C, 25°C and 30°C) by submerged fermentation. The highest
biomass production was observed at a temperature of 20°C with a yield of 19.9 g
/'L, followed by 15.8 g/ L at 25°C and 14.5 g/ L at 30°C, respectively. Total lipids
were extracted from biomasses previously treated by sonication and / or
sonication and agitation, followed by the use of organic solvents, according four
methodologies based on different combinations of polarities. The results obtained
showed that P. spinulosum had a higher content of lipids for the biomass treated
by sonication followed by agitation, using the solvents chloroform: methanol (1:
1, 1: 2 and 2: 1 v / v), corresponding to highest value at 25°C (67.80%), 20°C
(67.02%) and 30°C (57.80%), respectively. And, the analysis of fatty acids by
GCMS revealed a higher content of linoleic acid at all temperatures tested,
highlighting the temperature of 25°C, followed by 20°C and 30°C, respectively.
The analysis of the influence of temperature on the viscosity of the lipids indicated
that at 30°C a viscosity 13.8 times higher was observed than the lipids obtained
from biomasses produced at 20 ° C (0.95cP) and 25 ° C (0, 92Cp), respectively.
The promising technological alternatives demonstrated by the new strain of P.
spinulosum UCP1347 suggest its indication as an oleaginous fungus, with
potential for biodiesel production, but also suggests possibilities for use as

biolubricants.

Keywords: Filamentous fungus, Renewable substrates, Single Cell Oil,

Biodiesel.
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1. INTRODUGAO

A busca de novas alternativas energéticas limpas, sustentaveis, facilmente
acessiveis e favoraveis ao meio ambiente, fazem parte das investigacdes de varios
pesquisadores, considerando as desvantagens ambientais e os problemas de saude
resultantes do uso de combustiveis fosseis (LANG et al., 2001; ABU-ELREESH; ABD-
EL-HALEEM, 2014; GONG et al.,, 2018). Neste sentido, o biodiesel é renovavel,
compativel com os atuais motores a diesel e possibilita claros beneficios em relacédo ao
diesel, incluindo biodegradagdo, toxicidade reduzida e baixo perfil de emisséo
(VICENTE; MARTINEZ; ARACIL, 2004; ABU-ELREESH; ABD-EL-HALEEM, 2013;
2014; CELEBI e AYDIN, 2018).

O biodiesel vem sendo produzido a partir de 6leos vegetais tais como: 6leo de
soja, palma e mamona. Recentemente, um grande numero de estudos envolvendo a
producdo de biocombustiveis por micro-organismos vem sendo aumentado, com a
finalidade de encontrar alternativas promissoras para a produgao de biodiesel a partir

de 6leos vegetais comestiveis (AHMAD et al., 2016).

A capacidade de acumular lipideos de composicdo muito préxima a 6leos
vegetais vem sendo demonstrada por alguns micro-organismos, como bactérias e
fungos, a partir do excesso de fonte de carbono e ou condig¢des limitadas de nitrogénio
(APPARAO; VIJAYALAKSHMI; RANJITHA, 2016; KHOT et al., 2018).

Por sua vez, a aplicagcdo industrial dos oleos microbianos € limitada,
considerando os elevados custos dos processos de fermentativos utilizados para
obtencao de lipideos. O custo elevado dos bioprocessos sao devidos, principalmente,
as fontes de carbono utilizadas para o crescimento dos micro-organismos oleaginosos,
sendo responsavel em grande parte por 30 a 40% dos custos na produgéo. A elevacao
dos custos para o cultivo de fungos oleaginosos é devido ao uso de fontes de carbono
convencionais, tornando-se fundamental a busca, de substratos alternativos, como os
residuos agricolas e industriais (LIANG; JIANG, 2013;; CARVALHO et al.,2015; KHOT
etal., 2018).

Assim, a utilizacdo de matérias-primas renovaveis e de baixo custo se colocam
como promissoras, principalmente, os residuos lignocelulésicos provenientes da
agroindustria. Por sua vez, o bagaco da cana-de-agucar apresenta uma biomassa
lignocelulésica amplamente disponivel, sendo considerada uma matéria-prima

importante para a produgao de 6leos microbianos (AHMAD et al., 2016).

Desta forma, a producado de lipidios baseada na acumulacdo em biomassa,

apresenta-se como uma abordagem importante e de ampla aplicabilidade em diferentes
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industrias como alimentos, produtos farmacéuticos e probiéticos, entre outros. Portanto,
os fungos oleaginosos vém sendo sugeridos como matéria-prima, devido ao potencial
promissor para uma industria sustentavel (ZINOVIEV, et al., 2010; PENG; CHEN, 2008;
ZHAO, et al., 2011; ABU-ELREESH; ABD-EL-HALEEM, 2014; KHOT et al., 2018).

Vale ressaltar que de acordo com a Coherent Market Insights, o mercado global
afirma a ampla aplicabilidade dos lipideos na saude, cujo mercado foi avaliado em 6,21
bilhdes de ddlares em 2016, e ao longo do periodo de 2017-2025. Assim, grande parte
da producao de lipideos podera ser destinada a area da nutricdo, bem como na reducao
das doencgas crbnicas, possibilitando condicbes favoraveis para o crescimento do

mercado, fomentando em paralelo as pesquisas e investimentos.

Uma outra possivel aplicacdo dos lipideos microbianos vem sendo o seu uso
como matéria-prima na producéo de biodiesel, por ser este um éleo produzido a partir
de fontes renovaveis (DABDOUB et al., 2009; KIM et al.,, 2018). Portanto, as
investigagcdes propostas com Penicillium spinulosum na produgdo de lipideos
microbianos séao justificadas, considerando o grande potencial de fungo filamentoso nos
diversos setores, incluindo o de biocombustiveis segundo Magdum (2015),
possibilitando o fornecimento de energia sustentavel, sendo considerado um dos
principais desafios que a humanidade enfrentara nas proximas décadas. Assim, a
biomassa microbiana oleaginosa pode contribuir substancialmente para suprir a

demanda futura de energia de maneira sustentavel.
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1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de acumulacao de lipideos por Penicillium spinulosum UCP 1347,

utilizando residuos agroindustriais como substratos, bem como a influéncia de

diferentes temperaturas na producdo, quantificagcdo e caracterizacdo de lipideos,

visando a minimizacgao dos custos de producao e aplicabilidade futura.

1.2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o crescimento de P. spinulosum em milhocina e 6leo de soja pés-fritura em

uma base de sais, sob diferentes temperaturas (20°C, 25°C e 30°C);

Investigar a acumulacgdo de lipideos por P. spinulosum em milhocina e éleo de soja

pos-fritura, sob diferentes temperaturas (20°C, 25°C e 30°C);

Realizar dois tratamentos prévios a biomassa obtida sob diferentes temperaturas
(20°C, 25°C e 30°C);

Extrair os lipideos a partir das biomassas de P. spinulosum previamente tratadas

empregando quatro métodos distintos;

Quantificar e caracterizar os lipideos produzidos por P. spinulosum em milhocina e

6leo de soja pos-fritura sob diferentes temperaturas (20°C, 25°C e 30°C);

Analisar os resultados obtidos e sugerir a sua aplicabilidade.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Biodiesel

No periodo atual, com a intensificagao das atividades humanas e a alta demanda
de energia, os problemas de poluigdo ambiental sdo cada vez mais frequentes devido
ao consumo excessivo de combustiveis fésseis ndo renovaveis como, por exemplo,
petréleo, carvdo e gas natural. Para aliviar a crise energética e reduzir a poluigdo
ambiental, algumas solug¢des estdo sendo realizadas para explorar e desenvolver
combustiveis alternativos. O biodiesel, como um recurso energético alternativo
potencial, tornou-se mais atrativo com os beneficios ambientais, a renovabilidade e as
fontes brutas (HUANG et al., 2016). As matérias-primas tradicionais para a produgéao de
biodiesel sao 6leos vegetais (qQue requerem muitas areas para plantio) e gorduras
animais (ciclos de crescimento longo e baixa produtividade), resultando numa
concorréncia com a industria de alimentos (HUANG et al., 2016; ZHENG et al., 2017).

Nos ultimos anos tem aumentado o numero de estudos envolvendo a produgao
de biocombustiveis por via microbiana, a fim de encontrar alternativas para a producao
de biodiesel a partir de 6leos vegetais comestiveis (AHMAD et al., 2016). O primeiro
registro do termo biodiesel na literatura foi em 1980, foi popularizando-se a partir dessa
data. Embora o termo tenha mais de décadas de utilizacdo, a historia da utilizacdo de
Oleos vegetais e gorduras como matérias-primas para a produ¢cado de combustivel se
inicia no final do século XIX, com as pesquisas visando o uso de diferentes combustiveis
em motores na industria automobilistica (SUAREZ e MENEGHETTI, 2007).

De acordo com a Legislagdo Federal, n°® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, o
biodiesel é definido como “um combustivel derivado de biomassa renovavel para a
utilizagcao em motores de combustéo interna por ignigdo por compressao ou, conforme
regulamento, para geragcédo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou
totalmente combustiveis de origem fossil” (BRASIL, 2005, art. 6°). A produgéo pode ser
realizada através de 6leos vegetais, gorduras de origem animal, e até déleos e gorduras
residuais (BORUGADDA; GOUD, 2012).

Além disso, o uso de biodiesel é ansiado pelo segmento econdémico, visando
reduzir a dependéncia do diesel importado ao mesmo tempo, que minimiza os danos

ambientais e a redugdo dos gases geradores do efeito estufa No Brasil, o Programa
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Nacional de Produgao e Uso do Biodiesel (PNPB) estrutura a cadeia produtiva e regula
o0 mercado do biocombustivel no Brasil. Destaca-se ainda o numero de investimentos
no setor do biodiesel no Brasil bem como nos Estados Unidos e Alemanha. (SUAREZ,
2013.)

O biodiesel € um combustivel renovavel, biodegradavel e sua queima é mais
limpa que o diesel (MOTHE, 2005). Sua constituigdo é uma mistura de ésteres etilicos
ou metilicos extraidos de acidos graxos, obtidos pela transesterificagdo de quaisquer
triglicerideos com alcool de cadeia curta (metanol ou etanol). Além disso, o biodiesel
apresenta uma série de vantagens técnicas em relacdo ao diesel mineral: prolonga a
vida do motor, apresenta melhor lubricidade, baixo risco de explosao, biodegradavel, e,
é claro, a baixa emissao de gases poluentes durante sua queima. Entretanto, também
apresenta suas desvantagens, possuindo maior viscosidade e alto custo para sua
producdo (MOTHE, 2005; DE PAULA SCAMILHE et al, 2016).

A producgdo de biodiesel a partir de plantas é bem consolidada no Brasil e no
mundo, ha mais de uma década, no entanto, as lacunas existentes no processo e em
fontes alternativas continuam atraindo o interesse de varios setores, especialmente a
industria de biocombustiveis (CREMONEZ et al,2015). Continua sendo um tema
importante para a economia nacional que, ainda necessita de desenvolvimento de novas
tecnologias quanto solugdes para questbes econdmicas e sociais. (RICO et al, 2015).
Neste sentido, atualmente, ha necessidade de pesquisas para diversas finalidades:
diversificar fontes de matéria-prima, incluindo renovaveis ou 6leos residuais, diminuir
custos de producéo, criar novas metodologias de producdo, melhorar caracteristicas
fisico-quimicas, qualidade e consequente rendimento e emissdes do motor (SHAHIR et
al, 2015).

O processo de transesterificagdo em duas etapas (TDSP - Transesterification
Double Step Process) utilizado neste estudo foi inicialmente desenvolvido por Samios
et al.(2009) para produzir biodiesel metilico a partir de alguns 6leos classicos no Brasil
como girassol e linhaga, por ser um método simples e rapido de sintese, que facilita o
procedimento de separacao dos produtos e resulta em 6tima eficiéncia de conversao.
Ao longo dos anos também vem sendo aprimorada desde a sua criagdo, resultando na
aplicagao para produgéao de biodiesel etilico também segundo Guzzato 2012, além de
possibilitar o uso de outras fontes de matéria-prima, como banha, sebo e a reutilizagao

de oleo de fritura por exemplo. No geral, independentemente das quantidades e
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condicdes de reacao utilizadas, o processo de produgédo segue um padrao estabelecido

pelo método de transesterificacdo em duas etapas (TDSP).

Figura 1. Esquema representativo da reacao geral de transesterificacdo do éleo de soja
com alcool primario (metanol) produzindo biodiesel e glicerol como subproduto
(RUSCHEL et al, 2016).

-0 'R ~—OH A
? + R~OH —=HO<_gy+ R O—R,

No entanto, os elevados custos das matérias-primas para a obtengdo de
biodiesel (6leos comestiveis), restringem muito a ampliacdo em larga escala da sua
producdo. Existe um consenso sobre o uso de fontes alimenticias na produgéo de
biocombustiveis sendo considerada uma ameaga a seguranga alimentar global.
Portanto, torna-se necessario explorar novas matérias-primas que reduzam o preco do
biodiesel sem competir com a produgdo de alimentos. (VICENTE, 2009; ABU-
ELREESH; ABD-EL-HALEEM, 2014).

A produgao de biodiesel a partir de 6leos microbianos apresenta diversas
vantagens em comparagcdo aos Oleos vegetais como, por exemplo, os ciclos de
producdo sao mais curtos, possuem menor intensidade de mao-de-obra, maior
escalabilidade e nao dependem de sazonalidade (LIANG; JIANG, 2013; AHMAD et al.,
2016). A produgéo de biodiesel por métodos tradicionais (6leos vegetais e gordura
animal) ndo atende a demanda da taxa anual do consumo do biocombustivel. Além
disso, seu custo de producdo por esses métodos convencionais € atribuido cerca de 70-
85% do custo oriundo de 6leos vegetais como matérias-primas, demonstrando modelos
de economia circular (MOHAN et al., 2016 ).

Outros aspectos importante para investigar a nova linhagem de Penicillum
spinulosum UCP1347, considerando que estudos aprofundados demonstram o
potencial biotecnolégico de fungosfilamentosos, principalmente, o género Penicillium,

de acordo com a Tabela 1.

1.3.2 Micro-organismos Oleaginosos
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Os fungos oleaginosos, apresentam como conteudo lipidico entre 70% e 90%,
sendo superior ao das bactérias contendo entre 20% e 50% (APPARAO;
VIJAYALAKSHMI; RANJITHA, 2016). Entre outras fontes alternativas os fungos sao
considerados uma matéria prima atrativa devido a acumulagao de lipideos e a possivel
sintese de biodiesel. (RATLEDGE,1991; RATLEDGE, 2004; ABU-ELREESH; ABD-EL-
HALEEM, 2014).

Uma alternativa que tem recebido destaque corresponde ao uso de lipidios
microbianos, possiveis de serem utilizados como matéria-prima para este fim.
Comparado com o6leos vegetais e gordura animal, a produgéo de 6leo microbiano nédo é
afetada pela localizacdo ou clima, devido a que sua produgao pode ser conduzida em
biorreatores de elevado volume por unidade de superficie em condigbes controladas
(PEREZ-GARCIA et.al., 2011; CARVALHO et.al.,2015).

Desta maneira, a produgédo de biodiesel utilizando single cell oil (SCOs) tem
recebido importancia recentemente por ser um potencial fonte de energia renovavel e
compativel com o conceito das biorrefinarias (CARVALHO et al.,2015). O termo “single
cell oil” foi cunhado com a intengdo de denominar principalmente os triglicerideos de
micro-organismos, similares aos encontrados em o6leos e gorduras provenientes de

fontes animais e vegetais.

Os 0leos microbianos, extraidos dos micro-organismos, como leveduras,
microalgas, fungos e bactérias, sdo considerados como fontes de 6leo mais limpas para
a alta produtividade e menor tempo de cultivo (HUANG et al., 2016). Entre os diferentes
micro-organismos oleaginosos, os fungos filamentosos sdo considerados como uma
fonte atraente de o6leos, os quais sdo matérias-primas promissoras para o biodiesel
devido a uma série de vantagens: ciclo de vida curto, menor tempo de trabalho, menor
espaco para cultivo, independe da sazonalidade, facilidade no escalonamento
(WAHLEN; WILLIS; SEEFELDT, 2011; HUANG et al., 2016).

Embora, os 6leos provenientes de fungos filamentosos mostrem algumas
vantagens para a producdo de biodiesel, existem trés obstaculos que restringem a alta
produgao de lipideos (LEITE; ABDELAZIZ; HALLENBECK, 2013; HUANG et al., 2016).
A primeira € uma cepa produtora de alto teor de 6leo. A produgao por fungos
filamentosos pertence principalmente aos géneros Mortierella, Aspergillus,
Cunninghamella, Mucor e Rhizopus (HUANG et al., 2016). Entre eles, existem apenas

cerca de 64 espécies, que possuem mais de 25% de teor de 6leo; o maior percentual
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foi para Mortierella isabellina, que armazena até 86% de sua biomassa como 6leos, mas
a maioria deles séo de 20 a 25% (HUANG et al., 2016).

Assim, os lipideos microbianos representam uma matéria-prima alternativa
valiosa para a producao de biodiesel e uma solucdo potencial. O desenvolvimento de
processos para produzir “single cell oil” (SCO) usando micro-organismos oleaginosos
tem desencadeado uma atengado significativa. Considerando que os lipideos, se
apresentam principalmente na forma de triacilgliceréis (TAG). A ocorréncia de TAG
como compostos de reserva é generalizada entre todos os organismos eucarioticos
como fungos, plantas e animais, e raramente foi descrito em bactérias (AZOCAR,2010;
ABU-ELREESH; ABD-EL-HALEEM, 2013; MENG,2009; ABU-ELREESH; ABD-EL-
HALEEM, 2014).

Os lipideos microbianos sdo metabolitos secundarios produzidos em condigdes
de excesso de fonte de carbono ou condi¢des limitadas de nitrogénio. Os lipidios séo
produzidos por todos os micro-organismos para uso em membranas e em outras
estruturas celulares. Organismos que sao capazes de acumular corpos lipidicos
intracelulares em quantidades superioras a 20% do seu peso de seco sdo conhecidos
como micro-organismos oleaginosos (LEIVA-CANDIA et al., 2015). Levedura, fungos e
algumas bactérias tém a capacidade de acumular lipideos considerando o excesso de
fonte de carbono ou condi¢des limitadas de nitrogénio, os quais possuem composi¢ao
semelhante aos 6leos vegetais (APPARAO; VIJAYALAKSHMI; RANJITHA, 2016).

1.3.2.1 Penicillium

Ecologicamente, as espécies do género Penicillium sdo de extrema importancia
na natureza, pois participam ativamente em ciclos biogeoquimicos, atuando na
decomposi¢do de matéria organica. Embora, o solo seja o habitat natural dessas
espécies, elas podem ser encontradas em todos ecossistemas. Devido a sua elevada
competéncia metabdlica, ndo sdo muito exigentes nutricionalmente, tolerando uma
imensa variedade de condigbes fisicas e quimicas, como temperatura, atividade da agua
e pH. E exatamente esta alta tolerancia as condicdes extremas que lhes confere a
capacidade de crescer em quaisquer ambientes que Ihes proporcionem o minimo de

sais minerais até as mais complexas fontes de carbono (SAMSON, 2011).

Numerosas espécies do género Penicillium apresentam um valor particular,
como na industria alimentar, destaca-se o Penicillium camemberti e Penicillium

roqueforti, que estao associados na produgédo de determinados tipos de queijos. Outra
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espécie muito conhecida é o Penicillium notatum, produtor de antibidtico — penicilina
(CHAVEZ et al., 2006; SPECIAN et al., 2015).

Além da importancia ambiental na degradagao de matéria organica, espécies de
Penicillium possuem largo potencial biotecnolégico, sendo amplamente utilizadas para
a producdo de enzimas de interesse industrial, ambientais, farmacéutico, alimenticio,
entre outros. As espécies pertencentes ao género Penicillium sao utilizadas como
modelo em estudos basicos, porém muitas pesquisas tém apresentado o seu enorme
potencial biotecnologico. Algumas espécies podem ser utilizadas no biocontrole, e
micoparasitismo. (LACERDA; PINOTTI, 2015).

As investigacdes realizadas por Papanikolaou et al. (2011) demonstraram
que culturas limitadas em carbono foram realizadas empregando 6leo de olive
usado, adicionado ao meio produziu elevadas quantidades de biomassa por
Penicillium e Aspergillus. Os lipidios celulares foram acumulados em
quantidades notaveis em quase todas as culturas. Asperqgillus sp. e Penicillium
sp. E dempnstrou ainda, que as estirpes de Aspergillus e Penicillium sao capazes
de converter residuos de 6leo de cozinha em produtos de alto valor agregado,
confirmando assim a escolha da estirpe de Penicillium espinulosum para os

estudos propostos..

1.3.3 Lipideos microbianos (Single Cell Oil)

Os lipideos microbianos (ou Single Cell Qil, SCO) podem ser definidos como
Oleos e/ou gorduras produzidos por algas, fungos filamentosos, e principalmente
leveduras. Sao similares em tipo e composi¢ao aos 6leos e gorduras obtidos de animais
e plantas (RATLEDGE, 2005; ENSHAEIEH, 2015). Os triglicerideos sdo os principais
componentes lipidicos produzidos pelos micro-organismos, compostos de cadeias de

acidos graxos com tamanhos entre 14 e 20 carbonos (ZHAO, 2011).

Os lipideos microbianos sao considerados fontes alternativas de oleos e
principalmente de acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) e polinsaturados (PUFAS)
e podem vir a contribuir para a produgao de 6leos, visto que em geral sua estrutura é
similar aos 6leos vegetais comuns. Os principais acidos graxos dos lipideos produzidos
por micro-organismo sdo o acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido
estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2) e acido linolénico (C18:3)

que sao os principais compostos do biodiesel (FEI et al., 2011; KUSS et al., 2015).



Kabroski, R. A. Producgéo e caracterizagéo de lipideos isolados de Penicillium ... 19

Ultimamente, tem sido dada muita atencéo para os 6leos produzidos por micro-
organismos, como fungos, microalgas e bactérias, que séo capazes de acumular 6leos
sob condigbes de cultivo especial. Em comparagao com outros éleos vegetais, os dleos
microbianos tém muitas vantagens, tais como ciclo de vida curto, menos trabalho
requerido, sdo menos afetados pelo local, estacdo e clima, e de crescimento mais
rapido. Com a expansao do biodiesel, futuramente os 6leos microbianos podem se
tornar uma das matérias-primas lipidicas com potencial para a producdo do biodiesel,
mesmo que ainda muitos trabalhos associados a micro-organismos produzindo 6leos
necessitam serem realizados (CASTANHA et al., 2014; CARVALHO et al., 2015).

O custo com a produgédo do biodiesel de micro-organismos oleaginosos deve-se
principalmente ao alto custo da glicose, o qual é estimado em aproximadamente 80%
do custo total do meio. Assim, consideraveis esforgos tém sido direcionados para
minimizar os custos da fonte de carbono e encontrar novas fontes alternativas (TSIGIE
etal., 2011).

Para reduzir os custos dos 6leos microbianos tém sido estudadas outras fontes
de carbono para substituir a glicose, especialmente para éleos utilizados na producao
de biodiesel. Foram encontrados relatos que xilose, arabinose, manose, glicerol, e
outros residuos agricolas e industriais vém sendo usados como fonte de carbono para
o acumulo de 6leos em leveduras (CASTANHA et al., 2014; KUSS et al., 2015).

1.3.3.1 Perfil dos acidos graxos na biomassa fungica

Independentemente do substrato utilizado para o crescimento de fungos, a
maioria dos lipideos produzidos na biomassa fungica é representado principalmente por
acido palmitico (C16:0), acido oléico (C18:1) e acidos graxos linoléicos (C18:2), além de
acido docosa-hexaenoico (DHA-C22:6), que é caracterizado como um acido graxo

relevante para a saude, devido a capacidade nutricional (SILVEIRA et al., 2010).

Segundo com Adrio e Demain (2008), Morteriella isabelina e Mucor circinelloides
podem acumular até 5 g de acido linoleico conjugado (CLA) quando cultivada em meio
contendo melaco ou glicose, enquanto Morteriella alpinais, quando cultivada em baixas
temperaturas, é capaz de acumular &cido eicosapentaenoico. Acido eicosapentaenoico
(EPA-C20: 5, OMEGA-3) Fakas et al. (2008) observaram &cido palmitico (C16:0),
estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e Acidos graxos gama-linolénicos
(C18:3) na biomassa produzida pelo fungo Cunninghamella echinulata quando foi

cultivada em Agar Dextrose De Batata contendo glicose, concentrado de soro e residuo
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de tomate hidrolisado, além de infusdo de milho e extrato de levedura como nitrogénio

fontes.

Gayathri et al. (2010) investigou economicamente acidos graxos importantes
produzidos por fungos, em ordem para realizar o experimento, duas espécies de fungos
isoladas do solo, Trichoderma sp. e Aspergillus niger, foram cultivadas em meio batata
dextrose agar (BDA). Os autores observaram que Trichodermas sp. produziu omega-3
e acido docosaexaenoico (EPAC20: 5 e DHA-C22: 6) e elvadas concentragdes de

acidos graxos polisaturados, com 0,298 mg/g e 7,47 mg/g, respectivamente.

Quanto a Aspergillus niger, os autores relataram a produgéo de 0,136 mg/g de
DHA. Silveira et al. (2010), utilizou arroz e farelo de trigo como substratos para
fermentagéo fungica, a fim de alterar seu perfil em acidos graxos essenciais como
alternativa para adicionar valor a esses produtos. Durante o experimento, o meio BDA
enriquecido com arroz e farelo de trigo foi usado para o crescimento do fungo Aspergillus
oryzae, onde produgéo de acido linolénico a 0,2% (C18: 3 - w3) foi observada, entre
outros acidos graxos. Um estudo avaliou a seguranga de acidos graxos omega-6 acidos

gama-linolénico presentes em Mucor rouxii (CFR-G15) biomassa.

Os pesquisadores forneceram ragao para ratos contendo biomassa seca de
Mucor rouxii durante 13 Semanas. Apds esse periodo, verificaram que os animais ndo
apresentaram alteragbes significativas, os 6rgdos estavam intactos e os niveis de
triglicerideos e colesterol foram reduzidos. Portanto, a biomassa do fungo Mucor rouxii
(CFR-G15) poderia ser incorporada em ragdes e administrada a animais para fornecer
acidos graxos essenciais para o controle dos niveis de colesterol e triglicerideos
(MAMATHA et al., 2012). De acordo com Vadivelan e Venkateswaran (2014), a fisiologia
dos fungos pertencentes as espécies de Mortierella alpina podem ser alteradas por
mutagao indugéo, inibidores quimicos e condi¢des de estresse, entre outros fatores a

fim de aumentar a producéo de acidos polinsaturados.

Assim, as espécies de Mortierella alpina foram cultivadas sob condigbes de
estresse (2% de amido, 0,5% de extrato de levedura e temperatura de 12 °C por 4 dias)
para aumentar a produgédo de émega-3 e acidos graxos poliinsaturados. Sob estas
condigbes, esse fungo foi capaz de aumentar a produgao de EPA de 2,4% a 4,7% e
DHA de 1,84% para 3,8%, que pertencem a familia dos omega-3, em células de peso

SeCO.
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1.3.4 Efeito da temperatura na acumulacgao de lipideos

Os fungos filamentosos sdo uma importante plataforma de produgéo
biotecnoldgica devido a sua capacidade de produzir biomassa e compostos de alto valor
agregado através de diversas vias metabdlicas. Essa aptidao facilita a valorizagéo de
fluxos de residuos de varios setores industriais. O conteudo de lipideos fungicos, os
tipos de classes e a composigcao dos acidos graxos variam em resposta as condigdes
de cultivo. Fatores de estresse ambiental, como alta temperatura e esgotamento de
nitrogénio, afetam a acumulagéo de lipideos e o rendimento da biomassa. Além disso,
os fungos filamentosos podem crescer em uma ampla uma gama de fontes de carbono
renovaveis, permitindo que diferentes subprodutos agricolas sejam utilizados como
substratos alternativos economicamente viaveis para produgao de biomassa rica em
nutrientes. Parametros fundamentais como pH, temperatura e aeracdo devem ser
estudados para uma fermentagao consistente e desejavel. O pH 6timo de cultivo para
espécies de fungos filamentosos varia de acordo com o objetivo da pesquisa € o micro-
organismos utilizado. Em geral, os valores de pH entre 5 e 6 sdo os mais adequados
para o crescimento fungico, embora existam algumas excegdes (XIA et al., 2011; RUAN
et al, 2012; LEONG et al., 2018; SHOAIB et al., 2018).

Fora do alcance do pH 6timo, o crescimento da biomassa e a producido de
lipidios podem ser prejudicados (ALl & EL-GHONEMY 2014, VENKATA & VENKATA
2014). Consequentemente, é essencial determinar a faixa de pH afetando o crescimento
celular e a composi¢cdo da biomassa. O pH de cultivo também pode influenciar a
morfologia de graénulos ou micélio dos fungos. Além disso, o pH baixo pode ser
explorado para minimizar a competicdo bacteriana em uma cultura mista, eliminando

assim a necessidade de esterilizacdo do meio de cultivo (NAIR et al., 2016).

Os fungos filamentosos sao tipicamente mesofilos, com crescimento e produgéo
de metabolitos geralmente favorecidos entre 20 °C e 40 °C. A temperatura de incubagao
foi encontrada para afetar o rendimento de biomassa e conteudo lipidico e composigéo
(XIA et al. 2011; ALl & EL-GHONEMY 2014). A temperatura ideal é frequentemente
expressa como um platd, com inibigdo de crescimento de fungos acima e abaixo da
faixa de temperatura ideal. Temperaturas extremas podem induzir sintese lipidica e
podem modular o perfil dos acidos graxos alterando a atividade enzimatica dessaturase
(TENG et al., 2005). Por exemplo, a composigéo de acidos graxos de Mucor rouxii

cultivado a baixa temperatura (15 °C) resultou em maior expressao do gene da 9-
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dessaturase com um aumento do contetdo de acidos graxos saturados (RONG et al.,
2018).

A introdugdo de oxigénio por aeragdo € crucial para o cultivo de fungos
filamentos, com transferéncia de massa de oxigénio ditando a cinética de produgéo de
biomassa e acumulagéo de 6leos. A transferéncia de massa de oxigénio é muitas vezes
um fator limitante de crescimento por causa do baixo teor de solubilidade de oxigénio
em caldos e sua rapida absorgdo pelo micro-organismo, particularmente, na fase
exponencial de crescimento. Métodos para melhorar a capacidade de transferéncia de
oxigénio foram investigados minuciosamente (BURR & ESPENSHADE, 2018).

E crucial compreender o coeficiente de transferéncia de massa volumétrica
(kLa), que descreve a eficiéncia com a qual o oxigénio pode ser entregue, durante a
concepgao e operacao de biorreatores para culturas submersas. Além dos efeitos das
condi¢cdes de processamento de cultivo sobre produgcdo e composicido de biomassa
fungica, compreendendo a composigdo nutritiva do crescimento, desta forma, é de

grande relevancia otimizar o meio de produgao e os processos de fermentagéo.

1.3.5 Tecnologias de extragado de 6leos de biomassa

O desenvolvimento de sistemas e técnicas para extracdo de lipideos com
solventes multiplos tém a finalidade de fragilizar e interromper as paredes celulares para
liberacdo de Oleo. Isto é especialmente importante para organismos com células com
complexa parede celular como micélio fangico. Em geral, as eficiéncias de
extracao/interrupgao celular sdo um desafio para comparar e normalizar devido a
diferencas inerentes na estrutura e composicdo da parede celular, mesmo entre

organismos semelhantes.

A interrupgéo fisica ou mecanica das células envolve fragilizar até danificar as
paredes celulares por qualquer através de manipulagdo mecanica com vortéx ou elétrica
com ouso de micro-ondas ou tratamento ultrassénico. Destruindo a membrana celular
sendo um tratamento mecanico, simples e de facil manipulagao. Os principais tipos de
interrupgao fisica incluem batida de granulos, ultrassonografia, pré-tratamento de micro-
ondas, eletroporagao (campo elétrico pulsado) e homogeneizagao de alta pressédo. No
entanto, este ultimo exige uma suspensdo de célula bombeavel que ndo bloqueia as
valvulas de homogeneizacao e, portanto, pode n&o ser apropriada para interromper a
biomassa de fungos filamentosos oleaginosos (PATEL, MIKES, MATSAKAS, 2018).
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1.3.5.1 Pré-tratamento da biomassa para extracdo de lipideos

Foi reconhecido que, em qualquer sistema microbiano, a interrupgao fisica tem
a maior potencial de comercializagdo e dimensionamento. Tratamento com pérolas de
vidro envolve a ruptura mecénica intensa de células da biomassa em altas frequéncias,

e apresenta grande rendimento na recuperacgéo de lipideos intracelulares.

As ondas ultrassdnicas rompem a membrana celular de micro-organismos
oleaginosos através da criacdo de pequenas bolhas de cavitacdo que explodem na
superficie da célula, auxiliando a liberagdo de compostos da biomassa intracelular. As
caracteristicas das bolhas de cavitagdo sao determinadas pela frequéncia das ondas
ultrassénicas, bem como pelo meio através do qual se propagam. Atualmente, a
ultrassonografia esta associada ao uso de solventes inflamaveis para extragdo de
lipideo fungico, como visto na tripla melhora na extragao de petroleo de M. circinelloides
ao usar o método de Bligh e Dyer (CARVALHO et al., 2015, VICENTE et al., 2009).
Apesar de serem comuns para auxiliar a extracdo de solventes, as micro-ondas
raramente sao usadas como pré-tratamento em biomassa umida. Os solventes perto da
parede celular podem ser direcionados devido a especificidade das micro-ondas
atividade em compostos polares, como a agua, resultando em melhoramento da parede
celular e transferéncia de massa. Embora a escalabilidade deste processo seja
questionavel, a extragdo de 6leo em escala de laboratério para fungos usando etanol
com micro-ondas quase dobraram o rendimento de 6leo em comparacdo com a
ultrassonografia (22% a 42% p / p de biomassa seca) com um sistema de cloroférmio:
metanol (2: 1) (CARVALHO et al., 2015).

Além disso, um sistema continuo de extracdo assistida por micro-ondas
seguidas de extragao de hexano foi capaz de recuperar 6leo de 77% da biomassa de
algas a 95°C por 30 min (BALASUBRAMANIAN et al., 2013).

A eletroporagéo, comumente referida como campo elétrico pulsado (PEF), € um
novo processo hao-térmico que pasteuriza bebidas, mas também pode ser aplicado a
micro-organismos oleaginosos para romper a parede celular. O PEF permeabiliza a
parede celular de fungos, permitindo que os solventes penetrem nas membranas e
acesse os corpos lipidicos (YOUSUF et al., 2017 ). Esta tecnologia foi validada na

escala piloto para algas, mas ainda nao foi avaliado para extragéao de lipideo de fungo.
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Foi determinado que o PEF e a ultrassonografia sdo os métodos de lise da parede
celular fisica mais eficientes em termos energéticos, com mais de 90% de economia de
energia em comparagao com o “Bead Beating” (PATEL, MIKES, MATSAKAS, 2018).

1.3.5.2 Métodos de extracao de lipideos

Isolar os lipideos da biomassa define a conversédo de subprodutos agricolas em
oleo de alto valor agregado. Embora as avaliagdes tecnolégicas e abrangentes da
produgao de dleo fungico ainda ndo foram realizadas, obtengéo de biomassa, secagem

e posterior extragcao de odleo.

Os solventes organicos vem sendo utilizados para extragéo de 6leo de matrizes
biolégicas ha décadas, mas técnicas envolvendo novas substéncias quimicas para
processamentos mais sustentaveis de extragdo celular mais eficientes sao

fundamentais no caminho da viabilidade econdmica e redugéo do impacto ambiental.

A secagem da biomassa antes da extracdo de oleo também é um processo
extremamente intensivo em energia, em que estima-se o gasto de 106 j de energia por

quilograma de 6leo extraido para a biomassa seca (LANGE & HEIJNEN, 2001).

A extragdo de 6leo geralmente é desafiada pela escalabilidade do sistema.
Encontrando procedimentos eficazes de interrupgéo e extragao geralmente séo simples
na escala de laboratério, mas prova imensamente desafiador nas escalas piloto e
industrial para aplicacbes comerciais. Varias investigacbes sobre extracdo de dleo
microbiano em escala piloto enfocam principalmente o cultivo, com a separagéo e
processos de extragao relativamente negligenciados. Esse fato vem sendo observado,
devido aos recursos financeiros elevados, causando impactos dos processos a jusante
na producdo de 6leo microbiano, em escalavel e ambientalmente aceita. E,também
devem ser desenvolvidos sistemas de extragdo com sistemas de solventes amigaveis
(VASCONCELOS et al., 2018; PATEL, MIKES, MATSAKAS, 2018).

Os sistemas tradicionais de solventes binarios com cloroférmio / metanol (por
exemplo, Folch, Bligh e Dyer) para A extragéo de 6leo em escala de laboratério € mais
eficaz quando combinada com a disrrupcgao celular apropriada pré-tratamentos. Embora
os hexanos sejam tipicamente usados na escala industrial para a extracdo de
oleaginosas, eles ndo sao tao eficientes na extracédo de 6leo de fungos como uma
mistura de cloroférmio / metanol, mesmo quando combinado com pré-tratamentos de
ultrassonom (VICENTE ET AL., 2009, ZHANG et al., 2014). Além do que, além do mais,

o0 uso de hexano e outros solventes inflamaveis nos processos convencionais de
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extracdo de oleo tém levantou varias questbes ambientais, de seguranca e de saude
(CASTANHA et al., 2013). Alternativamente, o solvente biodegradavel e onipresente do
acetato de etila é promissor para a extracdo de 6leo microbiano, mas requer mais
investigacdo sobre suas aplicagbes em fungos (ABU-ELREESH; ABD-EL-
HALEEM,2014). O tolueno também é um solvente relativamente seguro, e a
quantidade de dleo extraido de M. circinelloides usando um sistema de solventes de
tolueno: metanol (1: 1) foi comparavel ao padrao cloroférmio: metanol (2: 1) (MITRA et
al., 2012; MAGDUM et al., 2015).

Os rendimentos de 6leo usando os dois sistemas solventes foram 46% e 44%,
respectivamente. Os gases nas condigbes ambientais e atmosféricas tornam-se
solventes eficazes com extragdo unica propriedades quando usadas em condigbes
supercriticas e podem ser facilmente recuperadas, reduzindo a pressdo do sistema.
COz2, N20 e CHF3 foram investigados para extracdo de 6leo de fungos (SAKAKI et al.
1990).

Por exemplo, a extragdo supercritica de o6leo de CO2 da biomassa
Cunninghamella echinulata produziu rendimentos de o6leo aproximadamente 10%
maiores que os de uma extragéo Folch tipica. No entanto, um estudo separado informou
que o 6leo produz 25% menos quando se usa supercritico CO2 na biomassa de M.
alpina do que quando se utiliza a extragao de Soxhlet com hexano (NISHA et al. 2012;
BOGDAN et al., 2014).

Os liquidos iénicos (ILs), definidos como sais no estado fundido abaixo de 100°
C, emergiram como uma estratégia de solvente ambientalmente amigavel. As ILs tém
um grande grupo de cations organicos € um menor anions organico ou inorganico. ILs
foram investigados para a extracdo de oOleo de algas, ainda que aplicagbes para
extracdo de dleo fungico ainda se encontra limitada. Ambos os sistemas IL e IL / Co
solvente (tipicamente com metanol ou cloroférmio) relatam uma grande variedade de
eficiéncias de extracdo, variando de 40% a quase 300% de recuperagido de 6leo em
comparagdo comum meétodo padrdo como Bligh e Dyer's. As inconsisténcias e
resultados conflitantes sdo provaveis devido a variedade de IL ou Co solventes
utilizados, bem como ao uso de diferentes pré-tratamentos de biomassa (por exemplo,
tratamentos de micro-ondas ou ultrassons) antes da extragdo de IL(ABU-ELREESH,;
ABD-EL-HALEEM,2014; BREIL et al., 2016; MENDOZA-LOPEZ, et al., 2017;
BOGDAN et al., 2018).

Assim, torna-se importantes investigagdes com um maior numero de fungos, e

substratos para conhecer o potencial como oleaginoso, com vistas a uma maior
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consideracdo da escalabilidade e sistemas de solventes ecologicamente aceitaveis.
Além disso, outro aspecto importante trata-se do uso de substratos alternativos para
avaliar o potencial biotecholdgico desses organismos, visando a reducdo dos custos de
producdo, bem como, explorando também a composi¢do quimica e ampliar as

aplicabilidades de uso dos acidos graxos microbianos.

1.3.6 Substratos agroindustriais para a producao de biomassa

Recentemente, tem havido uma tendéncia crescente para utilizacdo mais
eficiente de subprodutos agroindustriais para a conversao para uma gama de produtos
bioldgicos de valor agregado (FIGUEIRA et al., 2015). Em geral, grandes volumes de
residuos solidos, residuos e subprodutos sdo gerados ao longo do ano como
consequéncia da agricultura e industria agroalimentar, produzidas tanto no setor
primario ou por industrias de processamento secundario. Por esta razdo, o
bioprocessamento desses residuos, merecem uma ateng¢do consideravel por serem
abundantemente disponiveis e de baixo custo, podendo ser um substrato renovavel
para resolver problemas do meio ambiente associados a sua disposigao ( DIAZ et al.,
2018).

Dentre os residuos agroindustriais, destacam-se a milhocina, como fonte de
nitrogénio e o oleo residual de soja, obtido a partir do descarte, sendo considerado
como fonte de carbono para crescimento do fungo e produgdo de biomassa e na
acumulagéo de lipideos por micro-organismos considerados oleaginosos (BOGDAN et
al., 2014 ).

1.3.6.1 Milhocina

A milhocina € um subproduto liquido gerado pela industria de processamento
do milho. E rica em vitaminas, minerais, aminoacidos e proteinas, sendo uma
importante fonte de nitrogénio para muitos processos biotecnolégicos (BERGER et al.,
2014). O custo desse subproduto é 40 euros/toneladas segundo a COPAM
(Companhia Portuguesa de Amidos, S.A. Portugal).

A agua de maceragéo do milho, milhocina ou “corn steep liquor’ (CSL) vem
sendo utilizada como fonte alternativa para obtengcao de produtos como: antibioticos,
racdo animal, alcodis, biomassa, enzimas, iscas para insetos, biossurfactantes e
quitina/quitosana (NASCIMENTO et al., 2015; RAGA,; VIEIRA, 2015).Segundo Silveira

(2001), a agua de maceragdo do milho pode substituir o extrato de levedura, com
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excelentes resultados. A milhocina, entretanto, é de dificil conservagao e seu uso é

Aminoacidos ( % ) Vitaminas (mg/Kg ) Minerais (mg/ Kg) (%)
Alanina 9,83 Biotina 0,3 Calcio 0,14
Argniina 3,68 Cholina 3.500,0 Cobre 15,0
A aspartico 5,82 Inositol 6000,0 Ferro 100,0
Cisteina 2,20 Niacina 80,0 Manganés 20,0
Ac gutamico 18,07 Piridoxina 9,0 Manganés 0,60
Triptéfano Riboflavina 6,0 Potassio 2,80
Glicina 5,27 Tiamina 3,0 Sadio 0,10
Histidina 3,72 Acido 15 Fésforo 1,18

Pantotémico
Isoleucina 3,07 Selénio 0,3
Leucina 8,28 Zinco 60,0
Lisina 475 Enxofre 0,60

dependente do valor do produto a ser obtido.

As caracteristicas fisico-quimicas da milhocina correspondem a uma variagao
de pH de 3,5 a 4,1, concentragdo de nitrogénio esta entre 3,8 % a 40,5 % no efluente
bruto, agucares nao ultrapassam 5 % e acido latico entre 5 — 15 %, devido a ja estarem
em processo de fermentagcdo nessa faixa de pH. A quantidade de matéria organica

presente pode ser elevada, tornando-se um dos grandes problemas de

de tratamento para as industrias (RAGA; VIEIRA, 2015). Em seus estudos, Akhtar
(1998), analisou a composigao da milhocina estudada em base seca, o pH apresentava-
se em 3,9, 40,8% de proteinas; acido latico correspondendo a 16%; agucares redutores

12,8%; compostos variados a 30,4% (Tabela 1).

Tabela 1. Composigao quimica de milhocina

Fonte: Silveira (2001).

1.3.6.2 Oleos residuais

Os Oleos vegetais, quando usados em frituras, principalmente quando
depositados no meio ambiente via esgoto, geram um passivo ambiental capaz de causar
grandes problemas de poluigdo Durante o processo de fritura, os O6leos séao

continuamente expostos a varios fatores que levam a uma grande diversidade de
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reacbes quimicas, tais como: oxidacdo, hidrdlise, e polimerizagdo da molécula do
triacilglicerol (SANIBAL; MANCINI-FILHO, 2002).

Esses 6leos, quando usados em frituras, principalmente quando depositados no
meio ambiente via esgoto, geram um passivo ambiental capaz de causar grandes
problemas de poluicdo. Diariamente sdo geradas grandes quantidades de oleo de
cozinha nos lares, industrias e estabelecimentos produtores de refeicbes no pais. Por
falta de informacao da populacgao, o 6leo residual muitas vezes é descartado de forma
inadequada, ou seja, despejado diretamente em aguas, como rios e riachos, pias e
vasos sanitarios, causando danos pelo entupimento de canos e aumentando o custo
dos processos de tratamento do esgoto, além de poluicdo do meio aquatico devido a
formacgao de filmes oleosos na superficie da agua dificultando a troca de gases com a
atmosfera (SILVA et al., 2012; ARAUJO et al., 2013).
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RESUMO

Estudos foram realizados com uma nova linhagem de Penicillium spinulosum UCP1347
avaliando a producéo de biomassa e a habilidade de acumulacao de lipideos, utilizando
como substrato residuos agroindustriais, diferentes temperaturas de crescimento (20°
C, 25° C e 30°C), em fermentagédo submersa. A produgéo de biomassa e lipidios foi
realizada em meio basal constituido de sais, suplementado com dleo de soja residual
(pos-fritura) e milhocina, como fontes de carbono e nitrogénio, mantido sob agitagao
orbital de 150 rpm e diferentes temperaturas por 96h. Os lipideos foram extraidos por
métodos mecanicos (agitagdo e ou sonicagdo) associados aos tratamentos com
solventes organicos, por meio de quatro diferentes métodos de extragédo. O P.
spinulosum demonstrou conteddo maximo de lipideos de 67,8 % e viscosidade de
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0,92cP (25°C), seguido de 67,02% e viscosidade de 0,95cP (20°C) e 57,8%, sendo o
valor mais elevado de viscosidade (13,2cP), a temperatura de 30°C, respectivamente.
A determinacgao e identificagdo de acidos graxos por GC/MS revelou teor mais elevado
de acido linoleico em todas as temperaturas testadas, contudo, contetdos diferentes
por temperatura, sendo o maior na temperatura de 25° C, seguido de 20°C e 30°C,
respectivamente. Os resultados promissores obtidos com a nova linhagem oleaginosa
de P. spinulosum, UCP1347 apresenta potencial para produg¢ao de biodiesel, bem como,
estudos devem ser realizados para maiores aplicabilidades com o aumento da
viscosidade do lipideo extraido da biomassa obtida a temperatura de 30°C e possivel
sua aplicabilidade como biolubrificante.

Palavras chave: Acidos graxos, Biodiesel, Lipideos, Fungo oleaginoso.

1. INTRODUGAO

Os lipideos microbianos (Single Cell oil) sdo 6leos que podem ser
produzidos por alguns micro-organismos e apresentam composi¢gao e valor
energético similar aos oleos vegetais e animais [1,2].

O acumulo, composigao, qualidade e quantidade de lipideos dependem
do micro-organismo produtor e variam de acordo com sua constituicdo genética,
condi¢des de cultivo (temperatura, pH, tempo, etc) e composi¢cao do meio [3,4].

Dentre os micro-organismos, os fungos filamentosos tém sido estudados
devido a sua capacidade de acumular elevadas quantidades de lipideos
intracelulares [5,6]. Devido as desvantagens ambientais e sanitarias resultantes
do uso de combustiveis fosseis ndo sustentaveis, encontrar novas alternativas
energeéticas, sustentaveis, facilmente disponiveis e favoraveis ao ambiente, vem
sendo o objetivo de muitos pesquisadores a quase duas décadas [7].

Uma das possiveis aplicagdes do lipideo microbiano € o uso como
matéria-prima na producao de biodiesel, por ser este um 6leo produzido a partir
de fontes renovaveis. Dentre os tipos de lipideos mais utilizados para producao
do biodiesel estdo os acidos graxos [8].

Em comparacéo entre oleos de origem vegetal e 6leos produzidos por
micro-organismos, estes ultimos, s&o considerados mais promissores, podendo
ser obtidos em um curto espaco de tempo, independentes do clima e
crescimento, apresentam elevada velocidade de crescimento quando
comparados as plantas. Neste sentido, a expansdo do biodiesel por dleos

microbianos surge como alternativa promissora na produgéo do biodiesel [9].
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Estudos prévios realizados por Shimi [10] com Penicillium spinulosum
demonstraram acumulagédo de 21,1% de gorduras, o que representa uma
potencial fonte de o6leo microbiano; No presente trabalho foi investigada a
producgéao de lipideos microbianos (Single Cell Qil), compativeis com a produgao
de biodiesel por uma nova linhagem de Penicillium spinulosum isolada de solo
da caatinga de Pernambuco, Brasil, utilizando fontes renovaveis como
substratos e avaliando a influéncia de diferentes temperaturas e métodos de
extracdo na acumulagao e composicao de lipideos.

Penicillium spinulosum € um fungo filamentoso que representa forte
potencial para obtencdo de 6leo microbiano, tornando-se um processo atrativo
pelo uso de substratos agroindustriais de baixo custo, além de ser usado em
processos de biorremediacdo de efluentes de curtume, como também na
biorremediagao ou cooperagédo microbiana para melhorar o processo de gestéo
de lixo eletrébnico de uma forma mais ecolégica [11,12,13]. E, estudos mais
recentes, relatam a producao de lipideos por Penicillum decumbens [14] e P.
citrinum [15]. No presente trabalho foi investigado o potencial biotecnologico de
Penicillium spinulosum na bioconversao de substratos agroindustriais (milhocina
e 6leo de soja pos-fritura), como fontes de carbono e nitrogénio para a produgao
de biomassa e acumulagdo de lipideos, por fermentacdo submersa sob
diferentes temperaturas.

2. METODOS

2.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi uma nova linhagem de Penicillium spinulosum
UCP1347 foi isolada de solo da Caatinga do Estado de Pernambuco, Brasil. Este
fungo pertence a Colecédo de Culturas UCP (Universidade Catdlica de
Pernambuco) e foi registrado no World Federation Culture for Collection -WFCC.
O P. spinulosum UCP/WFCC 1347 foi mantido em meio Agar Sabouraud (SAB)
[composto por 10g de peptona, 40g de glicose e 15g de agar e 1000mL de agua
destilada, pH 5,0], a 5°C.

2.2 Substratos
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Os substratos utilizados foram milhocina (residuo proveniente do beneficiamento
do milho, Cabo-PE, Brasil) e o 6leo pos-fritura proveniente de comércio informal
da cidade de Recife-PE, Brasil.

2.3. Producao de biomassa por Penicillium spinulosum

O pré-inéculo de P. spinulosum foi preparado a partir da remogao de esporos do
meio Sabouraud dextrose agar transferidos para meio Sabouraud liquido,
mantido a temperatura de 28°C, 150rpm por durante 24h até a obtencao de
10’esporos\mL, servindo de pré-inéculo. A produgdo da biomassa de P.
spinulosum foi realizada a partir da transferéncia de 5% do pré-indculo para
frascos de Erlenmyer de 500mL de capacidade, contendo 200mL do meio
constituido do meio basal, cerca de 10% da solugédo salina [KH2PO4 2 g/L,
MgSOs4 1 g/L, 10 mL de solugao trago FeSO47H20 0,63 mg/L, MnSO4 0,01 mg/L
e ZnS04 0,62 mg/L], no pH 5,0, suplementado com 5% de milhocina e 3% de
Oleo de soja pos-fritura, de acordo com a metodologia de Nunes (2016). Os
frascos foram incubados as temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C, 150rpm,
durante 96h. Apos esse periodo, a biomassa foi coletada por filtracdo a vacuo,
lavada com agua destilada, congelada e liofilizada, e em seguida mantida em
dessecador até peso constante. Os resultados foram expressos em g/L.

2.4. Determinagao do pH

O pH do meio de cultivo de P. spinulosum foi determinado utilizando o
potencidmetro Orion modelo 310.

2.5. Métodos analiticos
2.5.1 Pré-tratamento para lise da parede celular

O pré-tratamento para rompimento da parede celular de P. spinulosum foi
realizado empregando métodos mecanicos (agitagdo em vortex e sonicagao)
associados ao tratamento quimico em uma concentracdo de 50g/L
(biomassa/solvente) com uma das diferentes metodologias de extragdo com

solventes organicos.

2.5.1.1 Lise celular empregando vértex , seguido de por agitagdo associado a

solventes
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A biomassa seca (1g) foi adicionada de 20ml de um dos sistemas de extragao

seguido de homogeneizagdo em vortex, durante 15 min.
2.5.1.2 Lise de parede celular e membrana por sonicagao associado a solvente

A biomassa seca (1g) foi adicionada de 20ml de um dos sistemas de extracao e
colocada em uma camara de sonicagao (sonicador modelo SONOMATIC® da
Jencons Cientific Limited), com poténcia de 70w a uma frequéncia de 45Hz na

temperatura de 25°C durante 15 min.
2.5.2. Extragéo dos lipideos totais

Os lipideos totais foram extraidos utilizando quatro metodologias: a) Extracao de
acordo com o método de Manocha [16], onde a biomassa liofilizada (1g) foi
submetida a extragcdo de lipideos por um sistema sequencial de solventes
polares e apolares, empregando vortex e sonicagdo como pre-tratamentos.
Neste caso a biomassa foi submetida a extragdes sucessivas com um sistema
de solvente cloroférmio: metanol (2:1; 1:1; 1:2 v/v). Ao final, os 60ml de extratos
foram reunidos e evaporados através de rotaevaporador até a secura, sendo
mantido em dessecador até peso constante. b) Na segunda metodologia a
extragdo dos lipideos totais foi segundo Pedersen [17], utilizando 1g de biomassa
seca, homogeneizada em vortex e sonicagdo com o sistema cloroférmio: metanol
(1:1 v/v), tendo seu extrato (20ml) seco em rotaevaporador e mantido em
dessecador até peso constante. c) O terceiro método foi o de Bligh & Dyer [18]
utilizando como sistema solvente cloroférmio: metanol: agua na proporgéo (1: 2:
0,8; v/v)., posteriormente tendo sido recolhido seu extrato (20ml) e seco em
rotaevaporador e mantido em dessecador até peso constante. d) O quarto
método foi realizado utilizando também cloroférmio e metanol (2:1) de acordo
com Folch [19]. Recebendo também as mesmas etapas conseguintes da
extragao.

2.5.3 Processo de esterificagao dos lipideos

Para a obtengdo dos acidos graxos, a fragdo lipidica foi esterificada para
obtengdo dos metil-ésteres, segundo metodologia proposta por Metcalfe [20].
Um tubo de ensaio contendo aproximadamente 100mg de lipideo, adicionado de
4ml uma solucao de 0,5 M de hidréxido de sédio, com posterior aquecimento em

banho Maria a 100°C, por 2 min, seguido de resfriamento em banho de gelo.
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Apos estabilizacdo da temperatura, adigdo de 3ml da solugao de trifluoreto de
boro-metanol a 14%, posterior aquecimento 100°C, por 2 min. Em seguida, foi
adicionado 4ml de solugédo saturada de cloreto de sodio, homogeneizagéo e
adicdo de 3ml de n-hexano para a separacéo das fases. E retirado uma aliquota
da fase organica analisada em cromatografo gasoso.

2.5.4. Identificagdo dos acidos graxos

A identificacdo e quantificagdo dos acidos graxos foi realizada por cromatografia
em fase gasosa (CG). Esta analise foi realizada em cromatografo Agilent
Technologies-7890A com injetor automatico equipado com detector de ionizagao
de chama, contendo coluna com presséo interna de 91.5 kpa e fluxo de 1ml/min.
A temperatura inicial foi de 150°C por 5 min; aumentando até 240°C numa razao
de 4°C min" por 8 min. O gas hélio (1cm®min-') foi utilizado como gas de arraste.
Os parametros de analise GC-MS: temperatura do injetor: 250°; interface: 250°;
forno inicial: 150° por 5 min aumenta até 240° com taxa de 4° por 8 min e
aumenta até 250° com taxa de 5° por 5 min. Controle de gas de arraste: hélio;
modo de controle: Split; pressao interna da coluna: 91.5 kpa; fluxo da coluna:
1ml/min; velocidade linear: 38 cm/sec; split ratio: 1/110; fluxo total: 113,7 ml/min;
MS Varredura scan de 40 até 450m/z; intervalo: 0,5 sec; lonizagao eletrénica:
70eV.

2.5.5 Determinacédo da viscosidade dos lipideos totais

Para a determinacéo da viscosidade absoluta dos lipideos totais produzidos por
P. spinulosum foi determinada a partir de 0,5mL da amostra em viscosimetro
automatico (Brookfield (Middleboro, MA, USA; TC 500) utilizando cilindro
(spindle) de n°40. A amostra foi lida a rotacdo de 100rpm. O viscosimetro foi
acoplado a um banho termostatico, permitindo mensurar a viscosidade dos oleos

a temperatura de 27,4°C e os resultados foram expressos em centipoise (cP).

3. RESULTADOS

3.1 Produgao de biomassa por Penicillium spinulosum
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Estudos iniciais foram realizados avaliando a producéo de biomassa por P.
spinulosum mantido sob as temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C, com o objetivo
de identificar a temperatura 6tima para crescimento do fungo, nos substratos
renovaveis (0leo de soja pos-fritura e milhocina).

A influéncia da temperatura no crescimento de Penicillium spinulosum foi
investigada neste estudo por ser este um fator que exerce grande influéncia no
desenvolvimento de fungos filamentosos [21]. Associado a temperatura de
cultivo dos fungos, esta a composi¢cado do meio de cultivo que deve conter os
nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento. Neste contexto, o
aproveitamento de residuos industriais tem sido considerado uma das grandes
tematicas do mundo moderno para enfrentar os desafios e reduzir os custos de
produgéo biotecnolodgica [22,23].

O maximo rendimento de biomassa (19,9g/L) obtido neste trabalho por
Penicillium spinulosum cultivado em meio constituido pelos residuos industriais
a temperatura de 20°C, foi superior ao rendimento de biomassa (15,8g/L) obtido
por Nunes [24] utilizando o mesmo meio de cultivo e micro-organismo, com o
diferencial o efeito da temperatura, bem como diferentes metodologias para
extrair lipideos, além de pré-tratamentos. Adicionalmente, rendimentos
significativos de biomassa foram obtidos neste estudo apds cultivo de Penicillium
spinulosum a temperatura de 20°C (Tabela 1).

O estudo comparativo entre os dados obtidos neste trabalho em
comparagao com a literatura demonstra que o rendimento de biomassa de P.
spinulosum cultivado em meio com residuos agroindustriais a temperatura de
20°C foi superior aos resultados de rendimento dos estudos recentes com fungos
filamentosos cultivados em meio alternativo, com substratos agroindustriais e
nas mais diversas faixas de temperaturas, descritos pela literatura (Tabela 1).

Os resultados com a producao de biomassa por diferentes autores da
literatura, os valores mais elevado foram obtidos no presente estudo, mesmo

tendo sido submetido a diferentes temperaturas e fontes de carbono e nitrogénio.

3.2. Influéncia do pré-tratamento na biomassa produzida por Penicillium
spinulosum utilizando fontes renovaveis de origem industrial

As biomassas produzidas por Penicillium spinulosum nas trés

temperaturas (20, 25 e 30°C) foi acompanhada até 96h, com o objetivo de
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identificar o tempo e temperatura 6tima para crescimento maximo do fungo. Em
seguida foram realizados os estudos com as metodologia de pré-tratamento da
biomassa, comparando os dois processos: ultrassom e solvente e vortex,
agitacao com solvente orgéanico. .Os estudos foram comparativemente avaliados
comparativamente por quatro metodologias utilizadas para extrair os lipideos(
16,17,18 e 19).

Tabela 1. Produgdo de biomassa por Penicillium spinulosum cultivado meio
residual contendo diferentes temperaturas comparados com os registros da

literatura

MIC.I'O- Subtratos Temp. (°C) Biomassa Referéncias
organismos
(/L)
Milhocina
Penicillium 5% e oleo
spinulosum de soja pos- 20 19,9 Neste estudo
fritura 3%
Milhocina
Penicillium 5% e oleo
} . 25 15,8
spinulosum de soja pos- Neste estudo
fritura 3%
Milhocina
— o g
Pe.mc:lllum 5% © ole,o 30 14,5 Neste estudo
spinulosum de soja pos-
fritura 3%
Agua Souza Filho,
Aspergillus Residual de 35 95 Zamani e
oryzae Planta de ' Taherzadeh
Amido (2018) [25]
Agua Souza Filho,
Rhizopus Residual de 35 95 Zamani e
oryzae Planta de ’ Taherzadeh
Amido (2018)[25]
Cunninghamella
echigulata Glicose 28 15 Faka et al.[26]
Rhizopus Yang et al.
oryzae Xilose 35 4.3 (2017)[27]
Mucor indicus Satari et al
Frutose 30 4.7 (2016)[28]
Fungo
oleaginoso de Glicose 30 6.4 é%%tzifzaglj
mangue
Penicillium sp  Oleo de oliva Papanikolaus et

al. (2011)[30]
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. - _ Papanikolaus et
Aspergillus sp  Oleo de oliva al. (2011) )[30]

3.3 Producao de lipideos totais por P. spinulosum

A Tabela 2 apresenta os diferentes rendimentos de lipideos totais
extraidos da biomassa produzida apos cultivo de P. spinulosum no meio
constituido por milhocina (5%) e 6leo de soja pos fritura (3%) nas temperaturas
de 20, 25 30°C e por diferentes metodologias. Considerando que [32] afirmam
que micro-organismos oleaginosos sao os que possuem potencial para acumular
mais de 20% de lipideos em sua biomassa, neste trabalho conclui-se que P.
spinulosum é um fungo oleaginoso capaz de acumular aproximadamente 68%
dos lipideos a temperatura de 25°C, empregando a metodologia vértex/agitagao

e extracdo com solventes organicos.

Tabela 2. Rendimento do teor de lipideos totais obtido de P. spinulosum apés
cultivo em diferentes temperaturas, pré-tratamentos e métodos de extragao.

Temperaturas/ Condigoes Lipideos (%)

Métodos 20°C 25°C 30°C
Sonicagdo Vortex*/ Sonicagdo Vortex*/ Sonicagdo Vortex*/
Agitacao Agitacao Agitacao
Manocha
et al., 64,50 67,02 64,90 67,80 54,30 57,08
1980
Pedersen
(1962) 48,01 55,80 45,80 53,03 50,03 57,10
Bligh &
Dyer 18,20 20,80 22,40 24,80 25,80 29,02
(1959)
Folchet = 54 49 54,90 52,30 55,60 40,90 46,50
al., (1959) ’ ’ ’ ’ ’ ’
Sonicagao= Agitagcao*= Agitagaol/vortex.

A avaliagao do método de ruptura celular da biomassa de P. spinulosum
foi investigada através de pré-tratamento por dois métodos: ultrassom e solvente
organico e vortex seguido de agitagdo com solventes organicos. Para a obtenc&o
do referido rendimento de lipideos totais, o método de rompimento celular

(vortex, agitagdo associado a solventes organicos), com a finalidade de
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identificar a condigcdo mais promissora. Neste sentido, os resultados obtidos
estdo apresentados na tabela 2.

Adicionalmente, existiu um resultado surpreendente de rendimento de
lipideos totais (67,80%) que foi obtido apds cultivo do fungo a temperatura de
25°C, usando a metodologia de Manocha et al [16]. Contudo, estudos foram
realizados comparativamente com as quatro metodologias, avaliando também
os pré-tratamentos, em funcdo da biomassa e quantidade de lipideos
acumulados, como apresentado nas Tabelas 3-A e 3-B, respectivamente.

Mais uma vez, observou-se que quando se trata de lipideos em mg/g de
biomassa os resultados promissores indicam que a condi¢gdo de crescimento na
temperatura de 20 °C oferece maior rendimento de lipideos, em ambos pré-
tratamentos utilizados (Tabela 3-A). Contudo, a metodologia que oferece maior
rendimento em todas as situagdes estudadas é a descrita por Manocha et al[16].
Por outo lado, a metodologia de Bligh & Dyer [18] em ambos os pré-tratamentos

da biomassa apresentou baixos rendimentos (Tabelas A e B).

Tabela 3-A. Habilidade de Penicillium spinulosum na conversdo de biomassa (g/L™),
acumulagéo de lipideos (mg/g) sob diferentes temperaturas e lipideos totais (%) com
pré-tratamento por vértex/agitagado com solventes usando quatro metodologias

TEMPERATURA °C/ LIPIDEOS TOTAL LIPID
METODOLOGIAS BIOMASSA (mg/g de (%)
(gL biomassa)
20°C 19.90 13.33 67.02
Manocha et al.[16] 25°C 15.80 10.71 67.80
30°C 14.50 8.27 57.00
20°C 19.90 11.10 55.80
Pedersen [17] 25°C 15.80 8.37 53.03
30°C 14.50 8.28 57.10
20°C 19.90 4.13 20.80
Bligh & Dyer [18] 25°C 15.80 3.91 24.80
30°C 14.50 4.20 29.02
20°C 19.90 10.9 54.90
Folch et al., [19] 25°C 15.80 8.78 55.60
30°C 14.50 6.74 46.50

Tabela 3-B. Habilidade de Penicillium spinulosum fna conversdo de biomassa (g/L™),
acumulagéao de lipideos (mg/g) sob diferentes temperaturas e lipideos totais (%)com
pré-tratamento por ultrassom e extracédo dos lipideos usando quatro metodologias

TEMPERATURA °C/ LIPIDEOS LIPIDEOS
METODOLOGIA BIOMASSA TOTAIS
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(gL™) (mg/g de (%)
biomassa)
20°C 19.9 12.83 64.50
Manocha et al.[16] 25°C 15.8 10.25 64.90
30°C 14.5 7,87 54.30
20°C 19.9 9.55 48.01
Pedersen [17] 25°C 15.8 7.24 45.80
30°C 14.5 7.25 50.03
20°C 19.9 3.62 18.20
Bligh & Dyer [18] 25°C 15.8 4.21 22.40
30°C 14.5 3.74 25,80
20°C 19.9 9.97 50.10
Folch et al., [19] 25°C 15.8 8.26 52.30
30°C 14.5 6.05 40.90

3.3 Perfil dos acidos graxos de P. spinulosum

Os resultados demonstraram que perfil lipidico obtido a partir de P.
spinulosum nao variou em funcdo das temperaturas testadas. Além disso, foi
observado que os acidos graxos dominantes foram os acidos linoleico, oleico e
palmitico (Tabela 4). Assim, o lipideo obtido de P. spinulosum possui
quantidades significativas de acido oleico e, portanto, considerado um promissor
micro-organismos para a producgao de biodiesel [34 26].

Por outro lado, foi identificado que o rendimento de acido linoleico deste
estudo é similar ao teor do acido oleico presente na composigao do 6leo de soja
(constituicao do dleo de soja: acido linoleico 53,0% e oleico 24.9%) e similar ao
do 6leo de girassol, (acido linoleico 52,8% e oleico 20.6%) [27,28] Contudo, o
perfil de acidos graxos obtido neste trabalho com P. espinulosum apresenta
rendimento superior de acido oleico, garantindo desta forma elevada
estabilidade oxidativa.

Tabela 4. Composi¢cdo em acidos graxos dos lipideos isolados pelo método de
Manocha et al. [16] a partir da biomassa produzida por Penicillium spinulosum
UCP 1347, em diferentes temperaturas

Temperatura de Crescimento (°C)/
*TR Nome Comum Numero Acido graxo (%)
de
Carbono 20°C 25°C 30°C
16.00 | Acido Palmitico C16:0 9,00 7,42 8,17
20.23 | Acido Estearico C18:0 3,40 2,85 3,17
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20.36 | Acido Olgéico C18:1 36,58 35,00 36,31
20.80 | Acido Linoléico Cc18:2 5,21 53,54 49.82
20.80 | a- Acido linolénico C18:3 0,78 0,76 1,60

*TR = Tempo de Retencao

3.4 Influéncia da temperatura na viscosidade dos lipideos totais

Um dos parametros mais relevantes para a avaliagdo das caracteristicas
do biodiesel é a identificagdo da viscosidade dos 6leos e gorduras utilizados
como matéria-prima [35 29]. Neste contexto, a viscosidade aparente dos lipideos
totais produzido por Penicillium spinulosum em meio constituido por milhocina
(5%) e 6leo de soja pos- fritura (3%) nas diferentes temperaturas (20 e 25°C)
foram similares conforme demonstra a Tabela 5. Contudo, o valor de viscosidade
aparente mais elevado foi observado com o lipideo microbiano (13,2cP)
produzido na temperatura de 30°C.

Tabela 5. Viscosidade do lipideo microbiano produzido por Penicillium
spinulosum em meio constituido por milhocina (5%) e 6leo de soja pos fritura
(3%) nas diferentes temperaturas

Temperatura de

crescimento do fungo Centipoise-
(°C) cP
20 0,95
25 0,92
30 13,2

5. CONCLUSOES

O potencial biotecnolégico da nova linhagem de Penicillium spinulosum
UCP1347 foi avaliado demonstrando as condi¢des ideais para a produgao
maxima de lipidios e biomassa crescida é de 25° C, com de 67,8% de lipideos
totais. Contudo, avaliando a importancia do conteudo lipidico em relagdo a
biomassa produzida a condicdo na temperatura de 20° C é considerada a
temperatura ideal para a producao de biomassa rica em lipideos. O estudo GC-
MS revelou que o acido graxo oleico é predominante a 20° C, enquanto que,
ambos acidos graxos oleico e linoleico sdo predominantes a 25° C, como também
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ocorre acido palmitico, estearico e linolénico na composicéo do lipideo obtido da
biomassa crescida a 25° C. Portanto, o fungo oleaginoso, P. spinulosum
UCP1347 demonstrou excelente atividade metabdlica na converséo de 6leo soja
pos-fritura e milhocina (residuo da industria de milho) em biomassa rica em
lipideos. A producdo de biomassa enriquecida pelo acumulo de lipidios do P.
spinulosum UCP1347 apresenta duas alternativas promissoras tanto a 20° C,
como a 25° C para na producdo de biodiesel. Adicionalmente, o aumento da
viscosidade dos lipideos microbianos obtidos de biomassa crescida a 30°C,
demonstra a necessidade de estudos mais aprofundados para o potencial uso

como biolubrificantes.
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CAPITULO I

CONSIDERAGOES GERAIS
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e O Penicillium spinulosum UCP 1347, isolado de solo da Caatinga de
Pernambuco (Brasil) demonstrou potencial biotecnoldgico na conversao
dos residuos agroindustriais milhocina e oleo de soja pos-fritura como
substratos na acumulagdo de 6leo microbiano;

e A maior conversao dos substrates para producédo de biomassa por P.
spinulosum ocorre quando a fermentagdo € mantida a temperatura de
20°C;

e No entanto, o estudo comparativo de métodos de pré-tratamento da
biomassa sugere a biomassa produzida temperatura de 25°C com maior
acumulacéao de lipideos totais;

e O estudo com métodos de pré-tratamento da biomassa indicou que
vortex, seguido de agitagdo com solventes organicos possibilita maior
quantidade de lipideos totais;

e As avaliagdes entre quatro diferentes métodos de extracao de lipideos por
solventes organicos indica maior solubilizagao dos lipideos pelo método
de Manocha et al. (1980);

e O estudo por GC-MS revela predominéncia do acido graxo linoleico,
seguido dos acidos palmitico, oléico, estearico e linolénico na composi¢céo
do lipideo obtido da biomassa crescida a 25° C;

e P spinulosum UCP1347 uma linhagem promissora para a produg¢ao de
biodiesel, e

e Adicionalmente, o aumento da viscosidade dos lipideos microbianos
obtidos de biomassa crescida a 30° C, demonstra potencial para uso como

biolubrificantes.
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manuscript. Ideally it will provide a brief context for the study, before describing the
scientific approach and some key results in a qualitative manner. It should finish with a
sentence to describe the implications for the field. The abstract must not include
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Introduction

The introduction should be succinct, with no subheadings. Limited figures may be
included only if they are truly introductory and contain no new results.

Materials and Methods

The materials and methods section should contain sufficient detail so that all procedures
can be repeated. It may be divided into headed subsections if several methods are
described.

Results and Discussion
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The results and discussion may be presented separately, or in one combined section, and
may optionally be divided into headed subsections.

Advice on Equations

Equations should be provided in a text format, rather than as an image. Microsoft
Word’s equation tool is acceptable. Equations should be numbered consecutively, in
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Advice on Figures

At the point of submission, authors may provide all figures embedded within the
manuscript at a convenient break near to where they are first referenced or,
alternatively, they may be provided as separate files. All figures should be cited in the
paper in a consecutive order. Where possible, figures should be displayed on a white
background. When preparing figures, consider that they can occupy either a single
column (half page width) or two columns (full page width), and should be sized
accordingly. All figures must have an accompanying caption which includes a title and,
preferably, a brief description (see Figure 1).

Figure 1: Basic rocket ship design. The rocket ship is propelled with three thrusters and features a single
viewing window. The nose cone is detachable upon impact.

The caption can also be used to explain any acronyms used in the figure, as well as
providing information on scale bar sizes or other information that cannot be included in
the figure itself. Plots that show error bars should include in the caption a description of
how the error was calculated and the sample size (see Figure 2).
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Figure 2: Plot of nanoparticle size with respect to time, recorded over a 90 s period. The error bars
represent the standard deviation of measurements for 20 particles in five separate sample runs (n = 100).
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If a figure consists of multiple panels, they should be ordered logically and labelled with
lower case roman letters (i.e., a, b, ¢, etc.). If it is necessary to mark individual features
within a panel (e.g., in Figure 3a), this may be done with lowercase Roman numerals, i,
i1, 1ii, 1v, etc. All labels should be explained in the caption. Panels should not be
contained within boxes unless strictly necessary.
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Figure 3: Representations of some common weather symbols. (a) The sun with (i) core, and (ii) rays.
(b) Thunder bolt. (c) Cloud. (d) Moon.

Upon acceptance, authors will be asked to provide the figures as separate electronic
files. At that stage, figures should be supplied in either vector art formats (Illustrator,
EPS, WMF, FreeHand, CorelDraw, PowerPoint, Excel, etc.) or bitmap formats
(Photoshop, TIFF, GIF, JPEG, etc.). Bitmap images should be of at least 300 dpi
resolution, unless due to the limited resolution of a scientific instrument. If a bitmap
image has labels, the image and labels should be embedded in separate layers.

Advice on Tables

Every table must have a descriptive title and, if numerical measurements are given, the
units should be included in the column heading. Vertical rules should not be used (see
Table 1). Tables should be cited consecutively in the text.

Table 1: Temperature and wildlife count in the three areas covered by the study.

Location T[°C] Turtles Sharks  Octopuses Starfish

Blue Lagoon 21.2 5 3 4 543

Regent’s Canal 5.2 8 0 24 312

Shark Bay 12.8 4 7 9 122
Conclusions

The Conclusions section should clearly explain the main findings and implications of
the work, highlighting its importance and relevance.
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applicable. For more information on how to compose a data availability statement,
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