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RESUMO

O descarte inadequado de efluentes provindos das unidades fabris de industrias de laticinios
podem degradar o meio ambiente devido ao alto teor de poluentes presentes no soro do leite.
Dessa forma, € necessario o tratamento prévio desse efluente antes do lancamento em corpos
d’agua, porém, os tratamentos fisico-quimicos geralmente aplicados para esse tipo de efluente
sdo altamente onerosos tornando-se invidvel para as industrias de pequeno e médio porte. Nesse
contexto, os processos bioldgicos ganham destaque devido a simplicidade de sua aplicacdo e
viabilidade econdmica. Em comparacdo com as estratégias tradicionais de tratamento
biolégico, o uso de microalgas tem vantagens como maior capacidade de consumo de
nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo, e sdo geralmente cultivadas em sistema aberto,
o qual tem alto risco de contaminacdo por outros grupos microbioldgicos. A vista disso, a
relacdo simbidtica entre algas e fungos ganham destaque pois essa associacao facilita a colheita
de algas, copeletizando-as em pellets de fungos o que pode aumentar a eficiéncia do tratamento.
Portanto, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar fungos filamentosos isolados
durante o processo de tratamento tercidrio de soro do leite por microalgas da espécie
Tetradesmus obliquus LCE-01 em sistema aberto. O sistema de tratamento por T. obliquus
LCE-01 foi composto por reatores abertos utilizando efluente residual com cargas organicas
(Demanda Quimica de Oxigénio) entre 1000-4000 mg L, agitados magneticamente, durante
15 dias de processo, mantidos a 30-35°C e pH 7,5-8,0 com iluminaco lateral de 100 umol m
s, As amostras do reator foram coletadas apds vigoroso crescimento microbiano no reator (log
UFC mL? entre 9-10) e inoculadas por espalhamento em placas de Petri com meio BDA (batata
dextrose agar) em diluigdes 102, 10 e 10, de forma a favorecer o crescimento de coldnias
isoladas. Conseguiu-se isolar 9 cepas fungicas, que ap6s algumas geracdes de repiques sé 5
mantiveram viabilidade para cultivo em laboratério (F2, F4, F5, F6 e F10), as quais foram
utilizadas para as etapas de caracterizacdo a nivel macro e micromolecular, sendo possivel
encontrar o género das cepas especificamente, Cladosporium, Epidermophyton, Trichophyton,
Chrysosporium e Penicillium, respectivamente. A caracterizagdo molecular preliminar foi
realizada seguindo as seguintes etapas de extracdo do DNA e amplificacdo do DNA fungico
utilizando os primers ITS (Internal Transcript Spacer) (1 e 4) e beta-tubulina (B-tub ou BT) (2a,
2b, T1 e T2), que foi eficaz, e poderad seguir sequenciamento para a inferéncia de arvores

filogenéticas e depdsito em databases.

Palavras-chave: identificacdo molecular, PCR, biorremediacdo, microalga-fungo, simbiose



ABSTRACT

Inadequate disposal of effluents from dairy manufacturing units can degrade the
environment due to the high level of pollutants present in whey. Therefore, it is necessary to
pre-treat this effluent before releasing it into water bodies, however, the physical-chemical
treatments generally applied to this type of effluent are highly expensive, making it unfeasible
for small and medium-sized industries. In this context, biological processes gain prominence
due to the simplicity of their application and economic viability. Compared to traditional
biological treatment strategies, the use of microalgae has advantages such as greater nutrient
consumption capacity, mainly nitrogen and phosphorus, and they are generally cultivated in an
open system, which has a high risk of contamination by other microbiological groups. In view
of this, the symbiotic relationship between algae and fungi is highlighted as this association
facilitates the harvesting of algae by copelletizing them into fungus pellets, which can increase
the efficiency of the treatment. Therefore, the present work aims to characterize filamentous
fungi isolated during the tertiary treatment process of whey by microalgae of the species
Tetradesmus obliquus LCE-01 in an open system. The treatment system for T. obliquus LCE-
01 was composed of open reactors using residual effluent with organic loads (Chemical Oxygen
Demand) between 1000-4000 mg L™, magnetically stirred, during 15 days of process,
maintained at 30-35°C and pH 7.5-8.0 with lateral illumination of 100 umol m2s™. The reactor
samples were collected after vigorous microbial growth in the reactor (log CFU mL™ between
9-10) and inoculated by spreading in Petri dishes with PDA medium (potato dextrose agar) in
dilutions 102, 10 and 10, in order to favor the growth of isolated colonies. It was possible to
isolate 9 fungal strains, of which, after a few generations of breeding, only 5 remained viable
for cultivation in the laboratory (F2, F4, F5, F6 and F10), which were used for the
characterization steps at the macro and micromolecular level, being It is possible to find the
genus of the strains specifically, Cladosporium, Epidermophyton, Trichophyton,
Chrysosporium and Penicillium, respectively. Preliminary molecular characterization was
carried out following the steps of DNA extraction and amplification of fungal DNA using the
primers ITS (Internal Transcript Spacer) (1 and 4) and beta-tubulin (B-tub or BT) (2a, 2b, T1
and T2), which was effective, and can be sequenced for inferring phylogenetic trees and

depositing them in databases.

Key-words: molecular identification, PCR, bioremediation, microalga-fungus, symbiosis
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1 INTRODUCAO

Com o avanco das atividades industriais, a contaminacdo nos corpos hidricos tem se
intensificado por consequéncia do despejo de efluentes indevidamente tratados nesses cursos
d’agua (SOUSA et al., 2021). Entretanto, o poder publico estabelece padrdes para o langamento
desses efluentes na natureza, bem como estimula o estudo de meios pelos quais pode-se garantir
0 seu cumprimento (LOBO et al., 2021). No Brasil, a Resolucio CONAMA n° 430/2011
normatiza esses parametros e expde os limites legais de caracteristicas fisicas e quimicas dos
efluentes. Dessa forma, o estudo de métodos para tratamento de efluentes é de extrema
importancia para o cumprimento das normas vigentes através da adocdo de atividades
industriais cada vez mais sustentaveis (AZEVEDO et al., 2020).

Nesse sentido, os processos biolégicos ganham visibilidade uma vez que esse
tratamento é uma alternativa econdmica e eficiente que utiliza do metabolismo microbiano para
degradar e remover poluentes (CAROLIN, 2017; MOHSENPOUR, 2021). Dentre as
alternativas de tratamento biologico, as microalgas vém ganhando espaco por serem
microrganismos fotossintéticos capazes de armazenar energia solar, convertendo-a em energia
biolégica. Destacam-se por seu crescimento rapido, cultivo simples e sua biomassa rica em
vitaminas, proteinas e acidos graxos que pode ser destinada para fins de interesse alimentar,
farmacéutico, cosméticos e quimico (CHEW et al., 2017).

Os métodos para cultivo das microalgas diferem entre sistemas abertos e fechados,
principalmente, e o éxito do seu cultivo e produtividade em larga escala depende de varios
fatores, dentre eles o crescimento rapido, a boa capacidade de sedimentacdo além de apresentar
caracteristica como elevada concentracao de 6leos e acidos graxos saturados (WAYNE et al.,
2018). Em relacdo ao sistema de cultura pode ser de forma suspensa, composta por culturas
mistas de microalgas que se desenvolvem de forma natural, podendo se desenvolver em lagoas
abertas.

Nos sistemas abertos ou open pond o tipo de produgdo mais utilizado na pratica sdo as
lagoas abertas que tem como principal beneficio o baixo custo, o uso de energia solar e pouca
necessidade de energia mecéanica para que haja a mistura (BALDEYV et al., 2018). Por ser um
sistema de simples operacéo, o tratamento em taque aberto ¢ utilizado no cultivo de microalgas
por permitir que 0 meio seja contaminado com alguns tipos de microrganismos que atuam, na
maioria das vezes, no favorecimento do processo. Dentre esses contaminantes estdo os fungos,

organismos heterotréficos adequados para a absorc¢éo bioldgica de minerais e para o tratamento



11

bioldgico de poluentes de aguas residuais industriais gracas a sua capacidade de degradar a
matéria organica presente no meio.

Em sistemas fechados os tipos de fotobiorreatores mais usuais sdo os de tubo vertical,
horizontal ou de tela plana. Dentre as vantagens dos fotobiorreatores em detrimento dos
sistemas abertos séo o controle da temperatura, pH, circulacdo da efluente e maior protecédo
contra contaminacdo da cultura (LING et al., 2019). Porém, suas desvantagens sdo a
acumulagdo toxica de oxigénio (O.), custos elevados do equipamento e da operacéo, além do
superaguecimento e das incrustacdes bioldgicas nas paredes (TAN et al., 2018; FULBRIGHT
etal., 2018; WAYNE et al., 2018; PIEROBON et al., 2018).

Por outro lado, os fungos filamentosos, como seres quimiohetetrotréficos, emitem
diéxido de carbono enguanto as algas sdo consumidoras desse elemento e produtoras de
oxigénio o qual é utilizado para desenvolvimento dos fungos. A correlacdo entre as duas
espécies € considerada vantajosa porque garante mais resisténcia aos microrganismos
permitindo que ambas trabalhem para o melhor rendimento ao processo (MOREIRA, 2015). A
interacdo microalga-fungo, é evidenciada em varios estudos em razdo da relacéo sinérgica que
ocorre entre eles, favorecendo o crescimento de ambos e assim otimizando o processo de
biorremediacdo (FARHAN; ABID; DELLAS, 2022; LAM et al., 2018).

Nesse contexto, é promissor o estudo de fungos filamentosos contaminantes presentes
no soro do leite durante seu tratamento em sistema aberto para entender sua relagdo com a
microalga presente visando assim a otimizacdo deste processo. Portanto, presente trabalho tera
como objetivo avaliar o tratamento de soro de leite em sistema aberto inoculando-se microalgas
ao passo que se verifica a contaminagdo existente por fungos filamentosos no tratamento,
quantificando-os, isolando-os e identificando-0s a nivel macro e microscopico, além de

molecular (genético), preliminarmente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Identificar fungos filamentosos que contaminam o processo de tratamento de soro do

leite por microalgas em sistema aberto de forma a entender essa dinamica.

2.2 Especificos
e  Caracterizar a niveis macroscdpicos as coldnias fangicas isoladas;

e Analisar microscopicamente as cepas fungicas em termos de hifas vegetativas e

reprodutivas;

e A partir das andlises anteriores, induzir o possivel género fungico das cepas analisadas,
servindo de base para a identificacdo molecular;

e Extrair e amplificar o material genético das cepas utilizar a técnica de PCR (polymerase
chain reaction) com diferente primers.
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3 INDUSTRIA DE LATICINIOS E SORO DO LEITE

3.1 Industria do leite

A industria de laticinio possui grande importancia social e econdémica no Brasil visto
que s no segundo semestre de 2022 a quantidade de leite cru adquirido foi de 5.397.811 mil
litros e a quantidade de leite industrializado foi de 5.389.682 mil litros (IBGE, 2022). Além
disso, apesar da perecibilidade do leite liquido fresco e dos produtos lacteos frescos, esse setor
provou ser resiliente mesmo durante a pandemia de COVID-19 a qual comprometeu alguns
setores devido a interrupcBes na cadeia de suprimentos (OCDE/FAO, 2021). No cenéario
internacional, o leite é comercializado principalmente na forma de produtos lacteos processados
e sua producdo mundial cresceu 1,4% em 2020. Na india, o maior produtor mundial de leite, a
producdo aumentou 2,1% neste mesmo ano (OCDE/FAOQ, 2021).

Apesar da sua importancia, a indUstria de laticinios caracteriza-se por consumir grande
quantidade de &gua para operagdes de processamento e limpeza que somada as operacfes
unitarias como filtracdo, separacdo, pasteurizacao, resfriamento e homogeneizacdo, acarretam
em residuos sélidos e liquidos (AHMAD et al., 2019). A vazao dos efluentes liquidos varia
também conforme as variagdes sazonais devidas as modifica¢fes introduzidas no perfil
qualitativo e/ou, quantitativo da producdo, nos horarios de producdo, nas operaces de
manutencdo, entre outras. O efluente gerado contém elevado teor de nutrientes, poluentes
organicos persistentes e agentes infectantes. Para cada litro de leite processado estima-se uma
producdo de 0,2 a 10L de agua residual o que gera cerca de 4 a 11 milhdes de toneladas de
residuos lacteos por ano (CHOKSHI et al., 2016).

Os residuos lacteos, em geral, possuem solidos em suspensdo, matéria organica, alto
teor de nitrogénio e fosforo e presenca de dleos e graxas conforme a Tabela 1. Além disso,
podem conter residuos dos produtos de limpeza utilizados na higienizacdo de utensilios e
equipamentos. Em geral, a polui¢éo causada pela industria de laticinios pode afetar a qualidade
do ar, do solo e da agua, quando seus efluentes ndo tratados adequadamente (AHMAD et al.,
2019). Dessa maneira, faz-se necessaria a implementacdo de sistemas de tratamento de
efluentes otimizados e integrados com a identificacdo dos pontos criticos de geragdo dos
despejos liquidos no processamento para que se tenha uma producédo sustentavel (SARAIVA
etal., 2002).
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Tabela 1 — Caracteristicas dos efluentes da industria de laticinios

Tipo de efluente DQO (mg/L) DBO (mg/L) pH
Fabrica de laticinios arabe 3.383+£1.345 1941 + 2.700 79+13
Efluente de laticinios 1.900-2.700 1200 - 1800 7,2-88
Aguas residuais de laticinios 2.500-3.000 1.300 - 1.600 72-75
Soro do Leite prensado 80.000 —90.000  120.000 — 135.000 6
Agua de lavagem da indUstria 2.500 — 3.300 6,4—-7,1

de laticinios Aavin

DQO - Demanda Quimica de Oxigénio; DBO — Demanda Bioquimica de Oxigénio.
Fonte: Adaptado de Shete e Shinkar (2013).

As aguas residuais devem ser pré-tratadas para o aumento na eficiéncia da remediacao
antes de serem submetidas ao tratamento final. Inicialmente, o efluente é peneirado por meio
de telas de arame para a remocao de particulas sélidas presentes. Em seguida, o pH do efluente
é determinado e corrigido para que este possa ser direcionado para a estacdo de tratamento
correta de acordo com sua alcalinidade (JOSHIBA, 2019).

O tratamento de efluentes torna-se essencial para eliminacdo dos seus compostos
nocivos sendo necessarias opera¢des mecanicas e bioldgicas no combate a compostos organicos
e/ou inorganicos, suspensos e/ou dissolvidos presentes nos efluentes (BEDOYA et al., 2016).
Dentre as principais formas de tratamento de efluentes de laticinios de acordo com Carvalho
(2013) destacam-se o0s processos bioldgicos, o tratamento fisico-quimico e os pantanais
construidos.

Os métodos bioldgicos sdo propicios para o tratamento de efluentes com alto teor
organico, podendo ser classificado em duas formas, aerobio e anaerdbio, os quais para serem
eficientes dependem de fatores como a capacidade dos microrganismos do sistema em degradar
a carga organica e outras substancias quimicamente toxicas (AHMAD, 2019). Os despejos do
manejo de laticinios respondem bem aos tratamentos bioldgicos devido aos materiais como
gordura, lactose, proteina, serem facilmente degradados por microrganismos consumidores de
oxigénio (XIAO et al., 2011).

Os tratamentos fisico-quimicos podem ser obtidos por oxidacdo ou pela
coagulagdo/floculacdo. A oxidagdo acontece por meio da aplicacdo de 0z6nio no residuo, que
pode reagir tanto com 0s compostos organicos, quanto com a adi¢do de metais, de forma a

aumentar a eficiéncia do processo (ASSELIN et al., 2008). J& a coagulacao/floculacdo se
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apresenta como um sistema de maior simplicidade e economia pois consiste no processo de
aplicacdo de reagentes que desestabilizam as particulas coloidais em suspensdo. Essas
posteriormente se unem formando particulas maiores denominadas de flocos que serdo
removidos em seguida (GUGLIELMOTTI et al., 2011).

O tratamento por pantanais construidos consiste em uma area controlada receptora de
aguas residuais. Contém um mecanismo de filtracdo, degradacdo microbiana da matéria
organica por biofilmes aderidos e de absorcdo de nutrientes e poluentes pelas vegetacdes de
macrofitas aquaticas presentes (MENDONCA et al., 2015; MATOS et al., 2010). Esses
sistemas vém ganhando popularidade e estdo sendo utilizados por grande ndmero de industrias
de laticinios no exterior, pela eficacia da remoc¢do de DBO das &guas residuais e do baixo custo
de implantacdo e monitoramento em comparacdo aos demais sistemas convencionais
(MENDONCGCA et al., 2015).

3.2 Producdao e caracteristicas do soro do leite

O soro de leite € um coproduto da industria de laticinios representado pela por¢éo aquosa
do leite que se separa do coagulo durante a fabricacdo de queijo ou da caseina. Apresenta-se
como um liquido opaco e de cor amarelo-esverdeada (SARAVANAN et al., 2022). Nas
industrias de processamento de leite, More et al. (2010) citam que 0 mesmo pode ser obtido por
trés operacOes principais: (1) coagulacdo enzimaética, resultando na coagulacdo das caseinas,
matéria-prima para a producdo de queijos, € no soro doce; (2) precipitacdo acida no pH
isoelétrico das caseinas (pl = 4,6), resultando na caseina isoelétrica e no soro acido; e (3)
separacao fisica das micelas de caseina por microfiltragdo, em membranas de 0,1 um, obtendo-

se um concentrado de micelas e as proteinas do soro.

A cor amarelo-esverdeada se deve a presenga de riboflavina, em torno de 65g de sélidos
totais por litro, sendo a sua composicao influenciada pela origem do leite, dos tipos de queijo
fabricados e, geralmente, por fatores relacionados ao animal como raga, ciclos sazonais,
alimentacéo e fase de lactacdo (AHMAD et al., 2019). De forma geral, o soro de leite contém
lipidios, carboidratos, vitaminas soltveis, minerais e proteinas (LEON-LOPEZ et al., 2022;
PIRES et al., 2021).

Pode-se classificar o soro do leite como doce quando é gerado a partir da coagulacéo da
caseina em pH de aproximadamente 6,5 e como acido quando possui pH menor que 5 quando

acontece um processo de fermentacdo (Tabela 2). Outra forma de obter soro &cido é no caso de
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utilizacdo de acidos organicos ou minerais para promover a coagulagdo da caseina, como por
exemplo, na producéo de queijos frescos como ricota e o cottage (KASMI, 2016; GANNOUN
et al., 2008). A utilizacdo do soro do leite &cido é restrito devido ao sabor e alto teor de sal
apesar de possuir maior concentracdo de calcio se comparado ao doce. Por outro lado, o soro
do leite doce possui maior teor de proteinas pois durante a coagulacéo &cida o pH do meio
encontra-se proximo ao ponto isoelétrico da caseina acarretando a precipitacdo de mais
proteinas do leite (PANESAR et al., 2007).

Tabela 2 - Componentes dos diferentes tipos de soro do leite

Componentes Soro do leite doce Soro do leite acido (g.L™1)
Sélidos totais 63-70 63-70

Lactose 46-52 44-46

Proteina 6-10 6-8

Célcio 0,4-0,6 1,2-1,6

Fosfato 1-3 2-4,5

Lactato 2 6,4

Cloreto 1,1 11

Fonte: Adaptado de PANESAR et al. (2007)

No aspecto fisico-quimico, o soro do leite destaca-se por sua alta concentracdo de DQO
(50-102 g.L 1) e DBO (27-60 g.L 1), geralmente, o que equivale a aproximadamente cem vezes
a do esgoto doméstico (PANESAR et al., 2007). Além disso, também é composto por acido
citrico e latico (0,02 a 0,05%), por compostos de nitrogénio ndo proteicos, como ureia e 0 acido
arico e vitaminas como, por exemplo, a do complexo B (RIVAS et al., 2013). Seus so6lidos
suspensos totais estdo em torno de 1,3 a 22,0 g.L! e a sua salinidade, que possui um valor
elevado e uma condutividade de cerca de 8 mS.cm™, ¢ oriunda da adicdo de NaCl no processo
de fabricagdo do queijo e do tipo de soro que é produzido (PRAZERES, 2013).

Para cada quilo de queijo, sdo necessarios 10 L de leite, e deste processo produtivo sao
gerados 9 litros de soro de leite (MOREIRA et al., 2010). Tem elevado valor nutricional e pode
ser processado e se transformar em produtos com alto valor agregado (TEIXEIRA; FONSECA,
2008). No entanto, estudos apontam que cerca de 40% do soro do leite produzido no Brasil é
descartado de forma inadequada, principalmente pelas pequenas e médias empresas

(MARQUARDT et al., 2012) transformando-se em um rejeito industrial nocivo a natureza
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e causando alto impacto ambiental, pelos prejuizos a fauna e flora (MOREIRA et al., 2010;
PAULA etal., 2011).

Por apresentar um alto valor nutricional, estudos apontam novas alternativas de
aproveitamento do soro do leite através de uma série de variacfes desse subproduto afim de
utiliza-lo como antioxidante e anti-hipertensivo (AHMAD et al., 2019). Além disso, pode ser
utilizado como matéria prima na fabricagdo de fermento, lactose, &cido latico, como também
suplementos alimentares (KASMI, 2016). Nos paises desenvolvidos, tais como Estados
Unidos e lIrlanda, a proporcédo da utilizacdo do soro do leite para a geragdo de novos produtos
chega a 100% do volume produzido (BIEGER; LIMA, 2008). No entanto, no Brasil, convive-
se com a problemaética de indicar caminhos para solucionar problemas ambientais relacionados
ao seu descarte inadequado (FLORENCIO et al., 2013).

Os sistemas de tratamento de efluentes de laticinios que usam métodos bioldgicos
classicos removem compostos organicos, fosforo e nitrogénio do efluente a um custo
relativamente baixo. Esses métodos sdo geralmente a escolha principal para os engenheiros
ambientais. Tratamento aerobico ou anaerdbio sdo utilizadas para lidar com efluentes lacteos
de forma eficiente. No entanto, o lodo produzido durante a biodegradacao aerébica pode causar

problemas de descarte significativos e caros (KRISHNA et al., 2022).

3.3 Processos de tratamento bioldgico do soro do leite

As principais formas de tratamento sdo por intermédio de processos biologicos que
podem ser realizados através da digestdo anaerdbia e aerdbia. O que difere os dois conceitos de
digestdo é a utilizacdo de microrganismos que necessitam ou ndo de oxigénio para sua
respiracdo. A digestdo anaerdbia acontece na auséncia de oxigénio e € um método comumente
utilizado para tratamento de aguas residuais com elevada carga organica. Pode ser realizada
com a utilizacdo de reatores do tipo anaerobio de manta de lodo (UASB) como também de
tanque continuamente agitado (CSTR) que é capaz de receber grande quantidade de carga
organica e apresenta alta taxa de decomposicdo (AHMAD et al., 2019).

O tratamento aerobio acontece na presenca de oxigénio onde o efluente é submetido a uma
reacdo de oxidacgd@o que leva a deterioragdo de microrganismos nocivos presentes no efluente
industrial (REILLY, 2019). Esse tratamento € comumente distinguido em processos de
crescimento suspenso e de crescimento convencionalmente imobilizado. Muitos métodos de

tratamento aerdbio, como lagoas aeradas, lagoa de oxidag&o e processo de lodo ativado (PLA)
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séo efetivamente usados para o tratamento de efluentes industriais organicos (KUSGWAHA,
2011).

O sistema aerdbico encontra certa dificuldade na aplicacdo para tratamento do soro do
leite bruto devido a alta concentracao de carga organica presente o que pode causar limitagdes
na sedimentacdo do lodo como também na transferéncia de oxigénio. Nesse contexto, Cordi et
al. (2007) realizaram uma avaliacdo da remediagdo do soro do leite em sua forma diluida e
compararam com sua forma mais concentrada. Para isso utilizaram o sistema de lodo ativado
em um reator continuo com diferentes diluicdes e tempo de retencdo. Os autores atingiram
valores de até 95% de remogdo de DQO em meio diluido enquanto o0 meio que possuia maior
concentracdo manteve seus indices de DQO altos mesmo com um tempo de retengdo maior.
Dentre 0s processos aerébios, pode-se destacar as lagoas aeradas, filtros de gotejamento, o lodo
ativado, contatores bioldgicos rotativos.

As lagoas aeradas sdo uma das tecnologias mais utilizadas para tratamento de efluentes
de laticinios e funcionam como estratégia de eliminacdo da carga organica e inorganica
(OLLER, 2011). A relacdo custo-beneficio e sua atividade eficiente tornaram as lagoas
aerobicas uma técnica adequada para o tratamento de efluentes de laticinios em muitos paises
em desenvolvimento. Pesquisadores afirmam que as lagoas podem ser utilizadas de forma
eficiente para diminuir a concentracdo de nutrientes e compostos organicos nos efluentes
industriais (LIN, 2012).

Os microrganismos residentes nas lagoas aeradas sdo 0s principais responsaveis pela
degradacdo dos substratos organicos e inorganicos presentes nos efluentes. As bactérias sao
uma categoria de procariontes presentes nas lagoas e suportam fortemente a degradacdo da
carga organica composta no efluente. Diversas variedades de bactérias estdo envolvidas no
funcionamento das lagoas aeradas e eles ajudam na conversdo do compilado orgéanico e
inorgdnico em compostos simples degradaveis (MOREIRA, 2014). Em relacdo ao bom
funcionamento das lagoas aeradas € necessaria a compreensao dos diferentes parametros dos
microrganismos, como tipo, estrutura, morfologia e taxa de absor¢do de nutrientes dos
microrganismos. A temperatura é considerada um dos importantes critérios na execucdo de
lagoas aerdbicas devido ao seu grande impacto no metabolismo dos microrganismos (DENG,
2015).

Outro método interessante sdo os filtros de gotejamento, mais recomendados para
tratamento de alto impacto de &guas residuais industriais. Nesse meétodo o efluente é

implementado nos biofilmes desenvolvidos na superficie do meio, permitindo que o0s
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microrganismos residentes nos biofilmes consumam o composto organico nas aguas residuais,
levando a degradagdo de substancias organicas presentes nos efluentes (JOSHIBA, 2019).

Este sistema é composto por um meio de suporte juntamente com microrganismos com
disposicao para circulacdo de ar e pulverizador para distribuicdo do efluente (TATOULIS,
2015). Devido ao avanco tecnoldgico diversos materiais sdo utilizados como meios para o
crescimento dos microrganismos. Normalmente, os meios séo organizados em tipos distintos,
como caminhos de fluxo vertical, tubular e cruzado. O meio é embalado com maior area de
superficie, alta fracdo de vazios e maior permeabilidade (JOSHIBA, 2019). a eficiéncia do filtro
de gotejamento depende de parametros como pH, temperatura, volume de biomassa, taxa de
crescimento de microrganismos, absorcao e taxa de remocao de nutrientes.

O processo de lodo ativado (PLA) também se destaca como tratamento biolégico de
efluentes e € um método indicado para tratar as aguas residuais com carga organica e inorganica,
utilizado no tratamento de &guas residuais domésticas e de esgotos. E recomendado para a
remocdo de compostos de carbono, nitrogénio e amonia presentes nas aguas residuais de
laticinios (DENG, 2015) devido a sua capacidade de remover e tratar os nutrientes presentes.
Os microrganismos presentes consomem as substancias de residuos organicos em suspensdo
nas aguas residuais e as convertem em um lodo ativado que é posteriormente removido e
reciclado (UMIEJEWSKA, 2017).

O lodo ativado pode ser utilizado em Reator em Lote Sequencial (RLS). Neste sistema,
as aguas residuais sdo adicionadas a um reator de batelada Unica, tratadas para remover
componentes indesejaveis e, em seguida, descarregadas. As aguas residuais de laticinios
contendo alto teor de compostos orgénicos pode ser efetivamente tratadas em RLS de lodo
granular aerdbico. O lodo granular é um parametro importante cuja retencdo de biomassa é
maior do que em outros processos, pois sedimenta mais rapido do que as particulas de lodo
ativado. Os componentes particulados presentes nas aguas residuais de laticinios sdo adsorvidos
nos granulos e séo degradados no ciclo RLS (NANCHARAIAH, 2018).

O entendimento sobre 0s grupos microbianos e sua relacdo com essas substancias
organicas e o tratamento bioldgico de efluentes é necessario para rastrear e pesquisar
rapidamente exposicOes de processos e aprimorar 0s procedimentos organicos que ocorrem nas
estacOes de tratamento de efluentes. Neste método, as aguas residuais sdo passadas para um
tanque fornecido com aeracéo e, posteriormente, o lodo ativado é removido das aguas residuais
usando um clarificador que fornece aguas residuais clarificadas. Este sistema também ¢é eficaz
na degradacdo de substancias como proteinas, lactose, gorduras e Oleos usando 0s
microrganismos (MITRA, 2016).
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Mais um exemplo de tratamento bioldgico aerébico € o sistema de contatores biologicos
rotativos (CBR) que s&o utilizados na remocdo de compostos de nitrogénio dos efluentes
industriais, especificamente o efluente com maior DBO e DQO (TATOULIS, 2015). Trata-se
de um reator de crescimento acoplado que inclui um conjunto de discos girando de forma
circular. Os discos rotativos sdo imersos nos efluentes lacteos contendo matéria organica e a
superficie do disco é coberta com a camada de biofilme contendo microrganismos. Os discos
com a camada de biofilme séo submersos nos efluentes e girados em série levando a degradacéo
do contetido organico pelo microrganismo presente nos discos. Os microrganismos do biofilme
consomem 0 composto organico e o nutriente levando ao aumento do volume de biomassa. A
camada de biofilme lentamente se torna espessa e aumenta o volume, fazendo com que o lodo
engrossado caia dos discos e seja segregado no digestor de lodo onde é convertido em agua e
gas (KAMATH et al., 2018).

A rotacdo ciclica dos CBR abre caminho para que o biofilme consuma todas as
substancias organicas presentes nas aguas residuais através das quais os nutrientes e a matéria
organica sao difundidas na camada de biofilme (ANUPAMA, 2013). O CBR € uma técnica
natural para deteriorar os compostos organicos, adquirindo-lhes o contato adequado do ar. Os
CBR sdo altamente preferidos para diversos tratamentos de efluentes devido as suas
caracteristicas como maior superficie, menor consumo de energia, custo-beneficio, facilidade
de construcdo, menor impacto, menor manutencédo e facilidade de operagdo. Muito avanco
tecnoldgico foi feito na CBR e ela se torna um dos principais sistemas de tratamento aerdbio de
aguas residuais.

Dentre 0s processos anaerobicos, destacam-se os reatores do tipo Manta de lodo
anaerobico de fluxo ascendente (UASB) e os Filtros anaerobicos de fluxo ascendente (UAF),
gue também podem ser utilizados para tratamentos do soro do leite (RIVAS, 2012). Pesquisas
feitas com UASB utilizados como forma de tratamento do soro do leite em sua forma diluida
alcancam mais de 95% de remocgédo de DQO e, também, alta producdo de metano em curto
tempo de retencdo. Apesar do resultado da remocéo ser consideravel, a DQO residual presente
no efluente ainda ndo se encontra dentro dos parametros minimos permitidos para descarte
(GANNOUN et al., 2008).
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4  MICROALGAS

As microalgas sdo um grupo diversificado de microrganismos que podem ser
encontrados na &gua, no solo, no ar, em micro habitats da casca das arvores (WIKER E
BHATNAGAR, 2020) e, em alguns casos, até em animais. Em compara¢do com outros
microrganismos, as microalgas tém vantagens Unicas pois sd@o produtores primarios, tém a
capacidade de realizar fotossintese, absorvem a luz solar (fétons) e assimilam dioxido de
carbono (COz) da atmosfera para a producdo de biomassa enquanto a maioria das bactérias e
fungos sem aparato fotossintético precisam se alimentar de matéria organica (SAJJADI et al.,
2019).

4.1 Caracteristicas bioldgicas

A concentracdo de cada elemento presente nas estruturas bioldgicas das microalgas
depende do tipo de microalga avaliado. Biologicamente as microalgas sdo formadas por
compostos como proteinas, carboidratos, acidos nucleicos e lipideos (VIEIRA et al., 2020). Sdo
encontradas em grupo ou de forma individual, podem estar presentes em agua doce e salgada e
apresentam reproducdo assexuada (LI et al., 2019). Podem ser microrganismos procarioticos
(como as cianobactérias) ou eucariéticos (microalgas propriamente ditas) contendo clorofila a
encontrada como células ou pequenas coldnias. Os géneros mais comuns sao Monoraphidium,
Chlamydomonas, Scenedesmus e Clorella (ZANG et al., 2021).

A familia de algas Scenedesmaceae (Filo Chlorophyta, Reino Plantae) possui vérias
espécies que estdo sendo avaliadas atualmente para a producdo de biocombustiveis e
suplementos alimenticios (MANDAL & MALLICK, 2009). Tetradesmus obliquus
(Scenedesmus obliquus) é uma espécie com alto indice de crescimento, sendo uma das mais
conhecidas mundialmente na producao de biodiesel, suplementos farmacéuticos, suplementos
nutricionais e outros compostos de interesse industrial (DOS SANTOS et al., 2021). Essa
espécie tem como caracteristicas a coloracdo esverdeada, possuir uma alta capacidade de
producdo de triacilglicerdis e alta eficiente do ponto de vista fotossintético, mesmo em sob
condicdes em que ha limitagio de nitrogénio (LEON-SAIKI et al, 2020). Nesse contexto, essa
especie tem sido alvo de pesquisas como alternativa de remediacéo de efluentes devido a sua
capacidade de utilizacdo de variadas fontes de carbono organico e inorgénico e sua facil
adaptacdo em frente a condigOes adversas (BENTAHAR, 2022).

Devido aos beneficios mencionados e suas inUmeras aplicagdes, as microalgas tém

atraido a atencdo de pesquisadores de varias areas, como ciéncias ambientais, biologia,
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genética, quimica, engenharia quimica, medicina, ciéncia de polimeros, agricultura e
aquicultura. A pesquisa em microalgas é diversificada, desde a investigacdo gendmica ao
tratamento de efluentes, da extracdo farmacéutica a producédo de bioenergia, da biomitigacéo
de CO. a fabricagdo de biofertilizantes, entre outras. Sua pesquisa compreende principalmente
processos upstream, midstream e downstream. O processamento upstream concentra-se no
cultivo de microalgas e na maximizacao da producgédo de biomassa. O processamento midstream
visa colher microalgas do meio de cultivo, secar a biomassa coletada e romper as paredes
celulares das microalgas antes do processo de extracdo. O processamento downstream visa a
extracao e purificagdo do(s) bioproduto(s) da biomassa de microalgas (MANIRAFASHA et al.,
2016).

Os principais elementos responsaveis pelo crescimento das microalgas sdo o carbono
(C), nitrogénio (N), fosforo (P) entre outros especificos de cada espécie. A forma de cultivo das
microalgas é em sistema outdoor (aberto) como, por exemplo, lagoas e tanques de cultivo; mas
pode, também ser em sistema indoor (fechado) que é o caso dos fotobiorreatores tubulares e de
placas paralelas (FERNANDEZ, 2001). O estudo do seu cultivo é importante devido as
vantagens econémicas e elevada taxa de crescimento oferecida na utilizacdo das mesmas para
remediacdo de efluentes. Além disso, a biomassa que é produzida ainda pode ser comercializada
como matéria prima de produtos com alto valor agregado que é o caso dos biocombustiveis
(YU etal., 2017).

4.2 Cultivo de microalgas em sistema aberto e fechado

Existem duas abordagens principais para o cultivo de microalgas em larga escala:
cultivo aberto ou fechado. As principais diferencas entre os sistemas abertos e fechados estdo
relacionadas a forma como eles operam, vulnerabilidade a influéncias externas e custos de
construcdo de operagdo (JERNEY; SPILLING, 2018). Ambos os sistemas possuem algumas
vantagens e desvantagens.

Sistemas abertos sdo comumente utilizados para o cultivo de duas a seis espécies de
microalgas com Vvarios processos evolutivos, tendo como vantagem o crescimento rapido e
tolerancia a altos niveis de oxigénio dissolvido no meio. Porém, esses sistemas estao sujeitos a
alteracdes devido a incidéncia de chuvas e evaporacdo, assim como a producdo de agentes
toxicos pelas células durante o seu desenvolvimento. Além disso, uma vez que ndo ha limpeza
continua da agua, existe a possibilidade do acimulo crescente de matéria organica devido a
morte e decomposic¢do das microalgas (Shen et al., 2009). O design dos sistemas abertos tem

uma grande variedade de formas e tamanhos e compreendem as lagoas abertas simples, onde



23

ndo ha mecanizacao para homogeneizagédo do cultivo, diferente das lagoas com sistema de fluxo
circulares, que apresentam um brago mecanico no centro.

Os tanques abertos devem apresentar pequena profundidade para garantir a iluminacao
uniforme do cultivo e maior produtividade em biomassa (BOROWITZKA, 1999). Por outro
lado, esses sistemas apresentam perdas de CO> para a atmosfera e estdo sujeitos a variagdo de
temperatura e evaporagdo do meio de cultivo (BENEMANN et al., 1997). O modelo mais
utilizado é o open pond, um tanque de facil funcionamento com via de circulacdo continua
evitando que as células sedimentem no fundo e permitindo que recebam luz solar de maneira
uniforme. Entretanto, esses tanques necessitam de alta demanda de energia elétrica para 0 seu
funcionamento (VIEIRA, 2013). Uma pesquisa envolvendo as microalgas Chlorella sp.,
Spirulina sp. e Dunaliella salina revelou que essas espécies sao cultivaveis em sistemas abertos
devido a sua capacidade de se desenvolver em ambientes altamente seletivos. Este fato torna
possivel o cultivo livre do prejuizo da contaminagao por outros microrganismos (COLLA et al.,
2002).

Os sistemas fechados compreendem os fotobiorreatores que permitem a captacdo da
luz pelas microalgas para a realizacdo do processo de fotossintese. Nesse sistema €
possivel evitar a contaminacao por microrganismos invasores, ndo ha perdas por evaporacao, é
possivel realizar o controle de temperatura e pH, ha menor impacto ambiental, e os designs
técnicos sdo flexiveis (PULZ, 1992; MATA, 2010). A partir dos fotobiorreatores €
possivel controlar a maior parte dos parametros no cultivo de microalgas, possibilitando longos
periodos de cultivos continuos, resultando em alta produtividade celular (CHISTI, 2008). Como
resultado, ha maior produtividade de biomassa celular e reducdo do impacto ambiental
causado pela eutrofizacdo. Por outro lado, o cultivo em fotobiorreatores estd sujeito a
superaguecimento do meio de cultivo devido a proximidade da fonte de luz (quando
artificial), além do acimulo de  material bioldgico e oxigénio (O2). Além disso, ainda
possuem custos maiores de construcdo e operacdo elevados, que podem torna-los
financeiramente inviaveis para produc¢éo de biomassa em escala industrial (MATA,2010).

Os fotobiorreatores tubulares podem ser aparelhados horizontalmente, inclinados
na vertical ou em espiral (RICHMOND, 2004). A instalagdo dos tubos deve maximizar
aexposicdo ailuminacdo de modo que o diametro e o tamanho dos tubos sdo considerados
fatores limitantes. Os tubos devem apresentar no maximo 10 cm de didmetro para garantir o
suprimento de luz (CHISTI, 2008) e o comprimento dos tubos deve evitar o acumulo de

oxigénio (O.), fator que limita a fotossintese. Oxigénio em excesso pode ocasionar a reducao
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da produtividade de biomassa, resultando em varia¢des de pH no meio de cultivo (ERIKSEN,
2008).

4.3 Tipo de biorreatores usados para o cultivo de microalgas

No estudo de microalgas, a selecdo de um recipiente apropriado para seu cultivo é um
dos fatores importantes que precisam ser decididos no estagio inicial. Normalmente, o termo
biorreator é aplicado aos recipientes que suportam o crescimento de microalgas para producao
de biomassa e formacao de produtos. A este respeito, fotobiorreatores referem-se a biorreatores
que fornecem luz para microalgas fotoautotroficas que precisam de luz como fonte de energia.
Biorreatores com diferentes tamanhos, formas e materiais estdo disponiveis para o cultivo de
microalgas.

Os biorreatores artesanais sdo feitos principalmente de vidraria transparente ou
materiais poliméricos como o policarbonato, que podem ser montados pelos préprios
pesquisadores ou fabricados e vendidos por empresas locais. Por exemplo, Choi et al. (2019)
projetaram um fotobiorreator a base de filme de polimero para cultivo de microalgas,
desenvolvendo um fotobiorreator de coluna de bolhas a base de polipropileno (10 cm de
diametro e 120 cm de altura) para o cultivo de varias espécies de microalgas. Frascos, garrafas
ou potes de Erlenmeyer com diferentes volumes tém sido amplamente utilizados como
biorreatores sendo estes equipados com um tubo para aeragdo e mistura do meio e cobertos por
uma tampa, rolha de algoddo, papel aluminio ou parafilme para diminuir a evaporacdo e
contaminacdo (ALAMI, 2021).

Embora esses biorreatores simples ajudem com sucesso no crescimento de microalgas
e na producao de biomassa e possam atender aos requisitos de muitos topicos de pesquisa, eles
nem sempre sdo apropriados. Por exemplo, em alguns experimentos, o nivel de pH, as
concentragcdes de CO2 e O, a temperatura etc. devem permanecer constantes. Neste caso,
biorreatores avancados disponiveis comercialmente sdo necessarios para controlar e monitorar
parametros sensiveis e alcancar o desempenho ideal do sistema durante os experimentos. Esses
biorreatores de alta tecnologia podem regular parametros como temperatura, pH, pressao de O>
e COg, transferéncia de massa e calor, fornecimento de nutrientes, tempo de reteng&o hidraulica,
velocidade do fluido, tenséo de cisalhamento e crescimento celular (MUSTAFA et al., 2018).
Dependendo do modelo e da aplicacéo, os biorreatores avancados podem controlar varios dos
parametros mencionados acima. Por exemplo, Li et al. (2003) usaram um fermentador de tanque
agitado modelo Bioflolll, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, como biorreator para cultivo

de microalgas. Eles equiparam o biorreator com um sensor de pH, medidor de pH, controlador
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de fluxo de massa de CO>, controlador de fluxo de massa de ar, sensor de oxigénio dissolvido
e medidor de oxigénio. Normalmente, esse tipo de fotobiorreator de alta tecnologia possui uma
placa de aquisicdo de dados e um computador supervisorio para monitoramento online dos
parametros (NAIRA et al., 2019).

Os fotobiorreatores tubulares podem ser aparelhados horizontalmente, inclinados
na vertical ou em espiral (RICHMOND, 2004). A instalacdo dos tubos deve maximizar a
exposicdo a iluminacdo, de modo que o didmetro e o tamanho dos tubos sdo considerados
fatores limitantes. Os tubos devem apresentar no méximo 10 cm de didmetro para garantir o
suprimento de luz (CHISTI, 2008) e o comprimento dos tubos deve evitar o acimulo de
oxigénio (Oy), fator que limitaa fotossintese. Oxigénio em excesso pode ocasionar a redugao
da produtividade de biomassa, resultando em varia¢Ges de pH no meio de cultivo (ERIKSEN,
2008).

Os fotobiorreatores em placas sdo construidos por meio da juncdo de duas placas
transparentes, as  quais  sdo posicionadas verticalmente ou inclinadas, oferecendo grande
superficie de iluminacdo. Além da captacdo maxima de luz, esses fotobiorreatores nédo
acumulam grandes quantidades de oxigénio dissolvido, levando a alta eficiéncia fotossintética
(BRENNAN, 2010). Contudo, existem espécies de microalgas que aderem as paredes do
fotobiorreator, impedindo a absorgdo da luz (KOCHEM, 2010).

Os fotobiorreatores em coluna possuem eficiéncia no processo de agitacdo, maior taxa
de transferéncia de gases e maior controle das condi¢cdes do meio de cultivo. Sdo compostos
por um sistema de bolhas para realizara agitacéo e a transferéncia de gases (ERIKSEN, 2008).
Uma desvantagem do sistema de bolhas é o desenvolvimento de ambiente hidrodindmico, que
causa estresse  mecanico nas células (SUZUKI-MATSUO et al.,1995). Podem apresentar
varias colunas e a unidade geradora de bolhas é acoplada na parte inferior de cada coluna. A
agitacdo pode criar um efeito de flashing, aumentando a eficiéncia da captacao de luz e assim,
contribuindo com a transferéncia de gases (AZEREDO, 2012).

As espécies de microalgas que ndo necessitam da luz para seu desenvolvimento séo
conhecidas como heterotrdficas. Todavia, dependem de uma fonte de carbono organica
adicionada ao meio de cultivo, como glicose, por exemplo. Portanto, as microalgas
heterotréficas podem ser cultivadas em sistemas envolvendo biorreatores ou fermentadores

com a insercdo de substrato organico como fonte de carbono (ERIKSEN, 2008). Sistemas



26

heterotréficos possuem vantagens quando comparados com os fotoautotréficos, como a isencéo
da utilizacdo de luz solar ou artificial. Além disso, a ampliacdo de escala é mais simples em
relacdo ao tamanho do reator, ao sistema de agitacdo, de transferéncia de gases e de
produtividade, j& que ndo é obrigatorio haver uma analogia entre superficie e volume
(ERIKSEN, 2008). Li et al. (2007) indicaram que o0 sistema heterotréfico para producéo de
biomassa de microalgas apresenta grande potencial para a producdo de biodiesel em grande
escala. Estudos com a microalga Chlorella protothecoides cultivada heterotroficamente em
laboratdrio (5L), planta piloto (750L) e em biorreatores comerciais (11000L) relataram alta taxa
de produtividade e de contetdo lipidico (50%) nas células, representando um aumento de 1,5 a
2 vezes quando comparado a sistemas autotréficos. Apesar da capacidade de utilizar a luz, as
microalgas cultivadas nesse sistema apresentam baixa taxa de crescimento devido a pouca
disponibilidade de luz quando cultivadas em larga escala ou quando atingem elevada
densidade celular, e até mesmo quando ocorre fotoinibicdo causada pelo excesso de luz
(RAGNI, 2008).

Cultivar microalgas em aguas residuais pode ser considerada uma opcao para reduzir 0s
custos de producdo e reduzir os impactos ambientais causados pela eutrofizacdo. As
microalgas utilizam compostos organicos e inorganicos para seu crescimento, contribuindo
para o tratamento de residuos por meio da reducdo de nitrogénio e fésforo presentes em
grandes concentracdes nos efluentes (MIYAWAKI, 2014). O cultivo de microalgas em
efluentes facilita o acesso a diversos meios de cultivo obtidos de matérias organicas e
inorganicas (ORPEZ et al., 2009; DICKNSON et al.,2013; TUANTED et al., 2014). Dessa
forma, cultivar microalgas em efluentes (sistema mixotr6fico) proporciona maior rendimento
da biomassa produzida, uma vez que as celulas sdo capazes de assimilar as fontes organicas e
inorganicas de carbono disponiveis no meio (RADMANN et al., 2009). Uma técnica
considerada altamente sustentavel e que objetiva controlar a qualidade da &gua é a tecnologia
de bioflocos. A biofloculacdo é realizada por meio da adicdo de carbono organico no
sistema,o qual néo sofre trocas de agua ao longo do cultivo (AVNIMELECH,2007; AZIM
& LITTLE, 2008; CRAB et al., 2012). Esse tipo de sistema permite a reciclagem de nutrientes
por meio da relacdo carbono/nitrogénio na &gua, estimulando a producdo de biomassa
microbiana e suplementagdo do cultivo (AVNIMELECH, 2007). O uso desse sistema é
justificado  pela reutilizacdo de agua, havendo pouca ou nenhuma renovacdo. Compostos
nitrogenados s&o assimilados pela biomassa formada no proprio ambiente de cultivo, reduzindo
0 risco de contaminacdo (TACON et al.,2002; CRAB et al., 2009). A desvantagem desse tipo
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de sistema é o acumulo de nutrientes, principalmente de nitrogénio e fésforo na 4gua de cultivo
devido a alta densidade de estocagem e pouca troca de &gua (KRUMMENAUER et al., 2011).

Um estudo utilizando efluente doméstico com cultivo da microalga Desmodesmus
subspicatus adaptada em cultivo com efluente reportou 90% de eficiéncia na remocdo de
matéria organica. O efluente resultante foi classificado como adequado para adubacao do solo
cultivado com Zantedeschia aethiopica (FONSECA et al., 2015). Outro aspecto importante
na utilizacdo de microalgas em sistemas de tratamento deefluentes é o aproveitamento
da biomassa microalgal produzida, que pode ser utilizada para extrair lipideos e posterior

conversdo em biocombustiveis de terceira geracdo (RODOLFI et al., 2009).

4.4 Microalgas para tratamento de efluentes

Para fins de biorremediacdo, os tratamentos bioldgicos de efluentes com microalgas
vém sendo amplamente estudados ha décadas, pois esses microrganismos representam uma
alternativa eficaz para a remogdo de contaminantes. As microalgas sdo microrganismos
unicelulares ou multicelulares tipicamente encontrados em habitats aquaticos. Os nutrientes
mais importantes para o crescimento das algas sdo dioxido de carbono, nitrogénio e fosforo,
assim como Ca, Mg, Na e K para a fotossintese (LAM et al., 2020; FERNANDEZ et al., 2018).
Portanto, aguas de fonte agricolas e industriais, por exemplo, sdo boas fontes de nutrientes
necessarios para o cultivo de microalgas.

Oswald e Gotas (1957) propuseram o uso de algas para purificar esgoto na década de
1950, o qual lancou as bases para o uso de algas no tratamento de &guas residuais. Em
comparacao com as estratégias tradicionais de tratamento bioldgico, o uso de microalgas tem
vantagens como maior capacidade de consumo de nutrientes, pois sdo necessarias grandes
guantidades de nitrogénio e fésforo para seu crescimento (LENG et al., 2018). Além disso, as
microalgas oferecem a maior taxa de fixacdo de carbono atmosférico e sdo consideradas 0s
fotoautotroficos mais promissores para fixagdo deste componente (SHAHID et al., 2020).

Xie et al. (2018) utilizaram a microalga Chlorella vulgaris e bactérias nativas para
tratamento de efluentes de digestdo anaerdbica com inicialmente 16,17 mg/L de nitrogénio total
e 7,47 mg/L de fosforo total e obteve uma remogdo de 100 e 99%, respectivamente. Assim
como, Fito et al (2019), que utilizaram as microalgas Chlorella sp., Chlamydomonas sp.,
Scenedesmus sp. e uma bactéria nativa para tratar as aguas residuais municipais com uma
quantidade de fosforo total de 7,2 mg/L, conseguindo um percentual de remocéo de 59,4%.

As microalgas podem realizar o processo de remediacdo do efluente por trés vias

principais: bioadsorcdo, bioabsorcdo e biodegradacdo. A bioadsorcdo de microalgas ocorre
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guando os contaminantes sdo adsorvidos aos componentes da parede celular ou em substancias
organicas excretadas pelas células, enquanto a bioabsorcdo envolve o transporte ativo do
contaminante para dentro da célula, onde se liga a proteinas intracelulares e outros compostos.
No caso da biodegradacdo de contaminantes pela microalga, tem-se processos que envolve a
transformacdo de composto complexos em moléculas de degradacdo mais simples através da
degradacdo metabodlica catalitica. A biodegradacdo fornece uma das tecnologias mais
promissoras para a remediacdo de contaminantes preocupantes, pois pode transformar o
contaminante em compostos menos toxicos, em vez de atuar como um biofiltro
(SUTHERLAND; RALPH, 2019).

O uso de microalgas para o tratamento bioldgico de efluentes, removendo nitrogénio,
fosforo e carbono, de varios fluxos de aguas residuais foi demonstrado com sucesso em varias
escalas, sendo notoria a capacidade deste microrganismo de possuir relacdes sinérgicas com
outros tipos de microrganismos (AHMAD et al., 2019). Para manter 0 seu crescimento e a
divisdo celular estaveis, as microalgas precisam de uma fonte de energia. A depender das fontes
de carbono e de energia utilizados, as microalgas sdo caracterizadas por fotoautotroficas,

heterotroficas, mixotropicas e fotoheterotréficas (CHEN et al., 2018).
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5 FUNGOS FILAMENTOSOS

O Reino Fungi é um dos grupos mais diversos da Terra. Os fungos vivem em diversos
ambientes e sua dispersdo na natureza ocorre por meio de agentes do ar e agua, sementes,
insetos, animais e seres humanos. A grande biodiversidade das espécies fungicas reflete-se em
suas caracteristicas macroscopicas, em diferentes propriedades bioldgicas, em variados
sistemas enzimaticos e em uma vasta producdo metabolica. No Brasil sdo reconhecidas quase
seis mil espécies de fungos, distribuidas em 1.246 géneros, 102 ordens e 13 divisdes (MAIA
2015).

5.1 Caracteristicas bioldgicas

Os fungos filamentosos formam massas visiveis a olho nu chamadas de micélio,
compostas de longos filamentos chamados de hifas que se ramificam e se entrelagam
(TAKAHASHI, 2017). Em linhas gerais, os fungos possuem parede celular composta por
glucanas e quitina, sdo organismos eucariotos uni ou multinucleados, sendo homo ou
heterocarioticos, haploides, dicarioticos ou diploides. A reproducdo pode ser sexual
(cariogamia e meiose), parassexual (cariogamia seguida de aneuploidia) e/ou assexual (diviséo
nuclear mitética). S8o quimio-heterotréficos, obtendo nutrientes por meio da absorcdo de
compostos organicos como fontes de carbono e energia. Como esses organismos conseguem
sobreviver a custa de grande variedade de compostos organicos, podem habitar diversos
ambientes como solo, agua do mar, 4gua doce e viver associados a animais, insetos, plantas e
detritos organicos (HIBBET et al., 2007).

A classificacdo mais moderna dos fungos reconhece sete filos: Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e
Basidiomycota. Os grupos Ascomycota e Basidiomycota tém um ancestral comum exclusivo e,
por isso, s&o mais proximos filogeneticamente do que os outros grupos (ABRAO et. Al., 2014).
Alguns fungos apresentam caracteristicas distintas quando se encontram no estagio assexuado
(fungos anamorficos) e no estagio sexuado (teleomorficos). Por isso, nomes diferentes eram
dados a mesma espécie, de acordo com o estagio em que se encontravam. Em 2011, o Cédigo
Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas (Codigo de Melbourne ou ICN),

adotou no XVIII Congresso Boténico Internacional de Melbourne (Australia) o fim da
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nomenclatura dupla para as espécies de Ascomicetos e Basiodiomicetos (SILVA-HUGHES,
2015).

A identificacdo dos fungos filamentosos é realizada principalmente por taxonomia
classica e por biologia molecular. No caso da taxonomia classica, utilizam-se caracteristicas
morfolégicas macroscopicas (superficie da colbnia, aspecto da borda, didmetro, cor dos
conidios e micélio, textura, pigmentos sollveis, etc) e microscopicas (forma e cor da hifa,
presenca ou ndo de septos, tipo e arranjo de esporos, etc.). Dentre 0s varios microscopios
disponiveis para estudos morfologicos de fungos incluem microscopia Optica classica,
eletronica, de fluorescéncia, de contraste de fase, confocal de varredura a laser e microscopia
de forca atdbmica. No entanto, a microscopia de luz composta é a forma mais comum de se usar

para observacao das caracteristicas morfologicas (AHMAD 2012).

5.2 Fungos filamentosos no tratamento de efluentes

Os fungos sdo considerados os principais agentes degradantes de matéria organica no
meio ambiente, e por essa razao, tém recebido destaque no que diz respeito a biorremediacao
(LEON-SANTIESTEBAN 2019). Tem capacidade de diminuir substancias nocivas dos
poluentes por meio de absor¢éo e liberacdo de enzimas cataliticas, afim de tornar os compostos
presentes menos toxicos para 0 meio. Além disso, apresentam resultados sinérgicos quando co-
cultivados com outros grupos de microrganismos, como as microalgas (FERREIRA, 2020).

Nos processos de biorremediacdo os fungos de género Penicillium, Aspergillus,
Rhizopus, Mucor, Saccaromyces e Trichoderma, s@o utilizados nos processos de
biorremediagédo devido a sua capacidade de desenvolver biomassas eficientes na remocéo de
poluentes em solugdes aquosas (CHANDER, 2004). O género Penicillium sp é comumente
utilizado devido a sua capacidade de degradar matéria organica a partir de mecanismos de
desalquilagdo e desalogenacdo o que o torna propicio para utilizacdo em processos de
biorremediacdo. Além disso, € comumente aproveitado no setor agricola para controle
bioldgico como também na area farmacéutica (MURPHY, 2015; YU et al., 2018).

Rani (2014) estudou a biorremediacdo de corantes téxteis utilizando os fungos
Aspergillus niger e Phanerochaete chrysosporium, ambos isolados do solo contaminado por
este efluente, tendo um apresentado uma descoloracdo de nigrosina de 90,15%, enquanto 0
outro obteve uma descontaminacdo de 77,47% sobre o mesmo composto respectivamente.

Scherer e Barreto-Rodrigues (2022) avaliaram o potencial do tratamento biol6gico utilizando o
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fungo Pleurotus florido combinado com ozonizagdo catalitica, que resultou na remocéao de
96,2% de lignina soltvel. Okoro (2008) utilizou o fungo Penicillium sp. para reduzir fragdes de
hidrocarbonetos na dgua produzida (n-alcanos 608 mg\L, aromaticos 13,88 mg/L) alcancando
uma remocao de n-alcanos de 89,3% e compostos aromaticos de 93%. Além disso, também
estudou o fungo Aspergillus niger para o mesmo efluente que atingiu percentuais de remocao
de 90,7% para n-alcanos e de 95,32% para 0s compostos aromaticos.

5.3 Simbiose entre microalgas e fungos filamentosos no tratamento de efluentes

Apesar das diversas qualidades das microalgas, ainda existem algumas dificuldades
técnicas que as impedem de se industrializar. A colheita de células de microalgas € uma etapa
economicamente desafiadora devido a sua pequena dimensdo, motilidade, superficies
carregadas negativamente e baixas densidades celulares (GULTOM, 2013). Varias técnicas de
colheita tém sido aplicadas, como, flotacdo, sedimentacdo por gravidade e centrifugacéo.
Porém, o alto custo desses métodos limita sua aplicacdo (WANG et al., 2019). Dessa forma,
para garantir a alta qualidade da producdo de biomassa, a tendéncia atual é buscar materiais de
origem biologica para uma colheita econémica e eficiente. Cultivar microrganismos ubiquos,
como algas autofloculantes, fungos, bactérias e leveduras, para reunir cepas de algas atraves da
biofloculacdo parece ser uma abordagem comparativamente ideal (ALAN, 2016).

Nesse contexto, estudos apontam que a associagdo de fungos filamentosos com
microalgas foi desenvolvida para colher microalgas de forma eficaz, copeletizando-as em
pellets de fungos. A floculacdo baseada em fungos filamentosos é considerada um método
econbmico e viavel pois ndo sdo necessarios agentes quimicos adicionais e o tamanho dos
pellets floculados sdo grandes (> 1 mm de didmetro) e faceis de colher (LENG, 2021) visto que
formam morfologia esférica com alta estabilidade mecéanica e melhor taxa de transferéncia de
massa (CHEN et al., 2020). As propriedades Unicas dos fungos e os abundantes recursos de
enzimas degradantes contribuem significativamente para a remocéo de poluentes nas aguas
residuais, como a biossorcdo de metais pesados (YADAV et. al., 2019) e a biodegradacéo de
compostos farmacéuticos ou micro poluentes organicos (GOH, 2019).

Chen et. al, comparou sistematicamente métodos de colheita de microalgas assistidas
por esporos de fungos (AEF) e microalgas assistidas por pellets de fungos (APF). A microalga
utilizada foi a Chlorella sp. e o fungo Penicillium sp. Para tal analise, os parametros utilizados
foram temperatura, concentracdo de glicose, pH e relacdo microalga-fungo. Dessa forma,

concluiram que o método APF sdo afetadas pelos parametros pH e Glicose, enquanto a
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temperatura e a glicose sdo essenciais para 0 método AEF. De forma geral, 0 método FPA
mostrou ser mais promissor que o metodo AEF.

Adicionalmente, o sistema microalgal-fungico tem uma excelente performance na
remediacdo de efluentes devido a relacdo simbidtica existente entre as duas espécies, tornando
a sua aplicagdo para remogdo de nutrientes das &guas residuais mais eficiente do que o cultivo
tradicional. Enquanto os fungos séo organismos heterotroficos que convertem matéria organica
em dioxido de carbono através do metabolismo, as microalgas autotréficas utilizam as fontes
de carbono inorganico para acumularem biomassa (PEREZ et al., 2020). Portanto, 0 oxigénio
liberado da fotossintese de microalgas fornece a respiracdo aos fungos, que em contrapartida
retorna o dioxido de carbono as células das algas. Em geral, os efeitos finais do crescimento
mutuo podem ser determinados pela razdo de inoculacao inicial de ambos, entretanto, se forem
associados em proporcdes inadequadas, pode acorrer crescimento unilateral de fungos ou
algas, comprometendo a eficiéncia da remocédo (YANG, 2018).

Alguns nutrientes, principalmente nitrogénio e carbono, sdo agregados em solidos
suspensos, 0 que dificulta a utilizagéo direta das microalgas. Quando unidos ao modo de co-
cultivo, essas matérias organicas macromoleculares transformam-se em nutrientes sollveis de
baixo peso molecular com a acdo de enzimas extracelulares fangicas. Assim, as microalgas
podem remover eficientemente mais nutrientes das aguas residuais através da assimilacao de
matérias sollveis tratadas com enzimas (ZHAO, 2016). Em resumo, devido aos mecanismos
de reforco mutuo entre microalgas e fungos, o sistema pode ser mais eficiente na remocéo de
nutrientes (por exemplo, nitrogénio, fésforo e DQO) do que um monocultivo.

O principal mecanismo para esta associacdo € a neutralizacdo do pH pois a superficie
da célula da alga possui carga liquida negativa devido a presenca de grupos fosforico,
carboxilico, hidroxila, fosfodiéster e amina préton-ativos. As células fangicas carregadas
positivamente atuam como um floculante catidnico para neutralizar a carga liquida negativa na
superficie da célula de algas, adsorvendo assim as células de microalgas (WREDE et al., 2014).
Além do conceito de neutralizacdo de carga, varios outros mecanismos, como adesdo de
exopolissacarideos, interacdo de proteinas de superficie, etc.

O pH parece ser o fator mais critico para o processo de formacéo de pellets, quando esta
ligeiramente &cido é favoravel a biofloculacdo (ZHOU, 2013). Além disso, 0 ambiente de
crescimento acido aumenta o crescimento de hifas, o que, em ultima analise, fornece mais locais
de ligacdo para celulas de microalgas e promove a agregacdo de esporos fungicos (Zhang e
Zhang, 2016). No entanto, alguns estudos sugeriram que o pH alcalino é muito mais adequado
para a formacao de biopellets do que o &cido (PEI et al., 2021). Em esséncia, a eficiéncia de
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floculacéo dependente do pH é altamente especifica da espécie, uma vez que o valor do pH do
ambiente de crescimento permanece estritamente sob o regime de varios resultados metabdlicos
de ambos os tipos de células. Portanto, € melhor escolher a cepa fingica com uma ampla faixa
de tolerancia de pH, pois as microalgas podem tolerar. Além do pH ideal, varios outros fatores
também sdo determinantes muito criticos da eficiéncia da floculacdo (LENG et al., 2021).

A adicdo de glicose no meio de crescimento torna 0 meio mais acido, pois os fungos
oxidam a glicose em acido gluconico e acido cetoglucénico, o que pode ser alcancado no
mesmo nivel com suplementos de acido gluconico, quando adicionados ao meio de crescimento
(Zhou et al., 2013). Um aumento igualmente significativo na eficiéncia da colheita foi relatado
no sistema de cocultura com Synechococcus subsalsus e Aspergillus niger apds suplementacdo
organica (Oliveira et al., 2019). No entanto, isto ndo é economicamente viavel, pois a adi¢do de
uma fonte extra de carbono também aumenta o custo experimental. Além disso, varios
nutrientes inorganicos, como o hidrogenofosfato dipotassico (K2HPO4) e o nitrato de amonio
(NH4NO3), também s&o fatores cruciais que influenciam a eficiéncia da floculagéo.

A intensidade da agitacdo é outro fator importante para a colheita eficiente e
compactacao do pellet. Os esporos de fungos ndo conseguem aglomerar-se sob baixa eficiéncia
de agitacdo e, como resultado, dispersam-se rapidamente. A agitacdo fraca também ndo é
recomendada para a colheita de microalgas devido a distribuicdo desigual de floculantes (Nasir
et al., 2019). A morfologia do pellet parecia ser menor, mais suave e mais compacta sob alta
taxa de agitacdo (Zhao et al., 2019). No entanto, ndo ha uma explicacdo clara sobre a taxa de
agitacdo ideal, que é responsavel pela agitacdo ideal num ambiente de crescimento. Portanto,
as diferencas nos resultados também podem ser atribuidas as demandas de diversidade de
diferentes microrganismos por oxigénio (lbrahim et al., 2015).

Song et. al, utilizou cepas de algas locais identificadas como C. pyrenoidosa para
construcdo de um consorcio algas-fungos com Penicillium sp. para remedicdo de aguas
residuais de molho de soja e producdo de biomassa. O consorcio mostrou ser mais eficaz na
producéo de biomassa se comparado a producéo da alga ou do fungo sozinho. Além disso, a
biomassa do consércio com alto teor de proteina (65,3%) pode servir como matéria prima
potencial para a produgdo da racdo animal/peixe. O estudo mostrou que o consércio tem uma
boa relacéo custo-beneficio e a producao sustentavel de biomassa.

Logo, durante a aplicacdo de uma microalga para tratamento de um efluente em sistema
aberto, sujeito a contaminacgdo fangica, é importante verificar quais fungos estdo presentes no
sistema, para avaliar a possibilidade de uma melhor associa¢do simbidtica que favoreca o

tratamento de efluente.
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6 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

Para a realizacdo do isolamento de fungos é necessario colher amostras novas pois, se
forem muito maduras ou prematuras, perdem as suas caracteristicas iniciais (HYDE et al. 2010).
ApoOs essa fase, observa-se a disponibilidade, tamanho e morfologia das estruturas flngicas
utilizando-se da replicacdo que é um recurso importante para gerar maior precisdo (em meio de
cultura selecionado) (DUBOIS, 2010). Para um isolamento bem-sucedido das espécies-alvo é
necessario que haja uma preparacdo e esterilizacdo apropriadas dos meios e aparelhos para se
evitar contaminantes (JAN et al., 2013; BASU et al. 2015; ATAIDES et al. 2018). A partir da
amostra considerada, através da técnica da diluicdo seriada e espalhamento em meio de cultura,
a forma mais bésica para o isolamento de microrganismos como os fungos filamentosos.

Ap0s o crescimento das colbnias (culturas de microrganismos multiplicados). Além da
avaliagdo das col6nias crescidas sobre meios de cultura solidificados, verificando-se sua
morfologia também é importante verificar suas caracteristicas microscopicas, utilizando-se
microscopio com laminas preparadas com o microrganismo a ser visualizado.

Com o aprimoramento da tecnologia éptica, existem inimeros microscopios com alto
contraste e ampliagdo (AHMAD e KHAN, 2012). Além disso, diversas técnicas de ilustracéo e
programas de software fornecem ferramentas extras para obter descricdes detalhadas. Dentre
0s microscépios disponiveis para estudos morfoldgicos de fungo incluem microscopia dptica
classica, eletronica, de fluorescéncia, de contraste de fase, confocal de varredura a laser e
microscopia de forgca atdbmica. No entanto, a microscopia de luz composta € a forma mais
comum de se usar para observar os caracteres morfoldgicos. Os microscépios devem ser
mantidos limpos para obter imagens nitidas de contraste apropriado e evitar mau
funcionamento.

As caracteristicas morfologicas fornecidas pelas culturas sdo uteis para fins de
identificacdo e compreensdo biologica, principalmente do género de um microrganismo
(GAMS, 2015), e o DNA extraido de suas células é usado para obter dados de sequéncia de
genes para transcriptomas sob diferentes condic¢des, sendo mais exatos para a identificacdo da
especie fungica (ZENG et al., 2019).
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6.1 Método da diluicéo seriada e técnica de espalhamento em meios de cultura

O primeiro passo para isolamento de microrganismos em qualquer indculo é preparar
uma serie de diluicBes da amostra considerada que contenha o intervalo que se espera de células
viaveis. A mais comumente usada € a razdo de diluicdo de 1:10, por etapa de diluicdo, cuja
metodologia denomina-se Método de dilui¢do seriada decimal. Os inoculantes liquidos tem
uma proporcdo de 1mL de inoculante para 9mL de diluente, gerando o mesmo fator de diluicédo
(OLSEN et al., 1996).

O método de Diluicdo Seriada é definido por uma série de dilui¢des sucessivas com o
objetivo de converter uma solucdo densa em uma solucdo menos densa afim de viabilizar a a
diluicdo dos microrganismos dentro de uma amostra, de forma a gerar col6nias isoladas do
mesmo microrganismo em meio de cultura. Essa técnica é muito usada em experimentos de
microbiologia e bioquimica para diluir a concentragdo de microrganismos em uma amostra,
como também para isolar culturas puras de microrganismos de populagdes mistas (CULLEN,
2016).

Como mencionado, na diluicdo seriada, a amostra selecionada é diluida através de um
conjunto de volumes padrdo de diluentes estéreis, como agua destilada, soro fisiolgico 0.9%
ou agua peptonada 0,1%. Depois disso, uma pequena quantidade de amostra de cada diluicéo é
usada para preparar uma série de placas vazadas ou espalhadas (CARVALHO, 2018).

Um dos métodos para inoculacdo dos microrganismos em placa € denominado Método
de Espalhamento em Superficie (Spread Plate). O método consiste em espalhar o material
(suspensédo de células) com o auxilio de uma Alca de Drigalski (para obtencéo de colénias
isoladas apds diluicdo), fazendo a semeadura por toda a superficie da placa de Petri. Baseia-se
na inoculacdo de um volume conhecido (geralmente 100uL) de uma diluicdo conhecida da
amostra sobre a superficie do meio nutriente solidificado. Ap6s incubagéo para crescimento, as
colbnias resultantes sdo contadas na diluicdo que apresente entre 30 e 300 colbnias por placa.
Relacionando-se 0 nimero de coldnias, a diluicdo da amostra, e o volume inoculado, um
namero minimo de células viaveis na amostra original pode ser calculado (DAMASCENO,
2011).

Nesse contexto, as técnicas de isolamento sdo numerosas e muitas vezes complicadas.
Boas técnicas precisam isolar um ndmero maximo de cepas de um espécime e obter o taxon
desejado, excluindo todos os outros (HYDE et al., 2010). O método de diluicdo em série
apresentado na Figura 1 combinada aos métodos de espalhamento em placas s@o uma 6tima

ferramenta de pesquisa visto que uma consiste na inoculagdo da amostra através da pressao da
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alca de Drigalsky sobre toda superficie do meio ajuda a espalhar coldnias isoladas sobre o meio
(SCHIMIDELL et al., 2001; BEN-DAVID e DAVIDSON, 2014).

Figura 1 - Método da diluicdo com o espalhamento para isolamento dos fungos

1ml

1mi
Original
Inoculum Discard
Dilutions >
(8 ml broth in
each test tube)
1ml 1mi 1ml

Spread Plating Pour Plating
0.1 mi L 1 mi
\ \ { \ \
Spread Plating 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000 1:100.0000

Fonte: Kruger, Sharma e VVarma (2009); Senanayake et al. (2020).

6.2 Caracterizacdo macro e microscopica

O crescimento micelial pode ser diferenciado em morfologia macroscépica e
microscopica (KRULL et al., 2010). Em cultivos em placas de Petri, com meio solidificado, a
morfologia das coldnias fungicas sdo particulares para cada tipo de fungo, quando visualizadas
os micélios crescidos (PAPAGIANNI, 2004). Por outro lado, a micromorfologia pode ser
obtida com a ajuda de microscépios, que realizam a visualizagdo das amostras flngicas a niveis
microscopicos sobre a organizacdo das hifas, a forma e dimensdo das hifas reprodutivas e suas
estruturas, entre outras estruturas biologicas fungicas (ZNIDARSIC; PAYKO, 2001).

Os fungos filamentosos podem ter seu género identificado a partir da juncdo das
caracteristicas macro e microscopicas e a comparacao delas com os dados presentes em bancos
na literatura.

As caracteristicas morfologicas coloniais (macroscopicas) analisadas consistem na

forma, que pode ser circular ou irregular, na pigmentacao, cor versa (frente), reversa (atras),
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diferenca entre a borda e o centro e a pigmentagdo do meio, no aspecto, que pode ser
algodonoso, pulverulento, aveludado e coriaceo Figura 3, e a presenca de elevagdes ou sulcos,
tanto no lado verso quanto no reverso, como é possivel ver na Figura 2 (DEMIP, 2023;
EZEONUEGBU et al., 2022).

Figura 2 - Aspecto de diferentes coldnias fingicas sendo a) algodonoso, b) coriaceo, ¢) pulveruleno e d)

aveludado

Fonte: DEMIP (2023)

Figura 3 - Exemplos de caracteristicas morfoldgicas das col6nias

Circular, aveludado, cinza
esverdeado no centro e bordos
brancos no verso, amarelo
claro no reverso, sulcos no
centro da coldnia no verso e

reverso, sem  pigmento

DetdP- CES- UFGRS DelP. KBS UFGRS

Fonte: (DEMIP, 2023)

Em se tratando das caracteristicas microscépicas (morfologia celular), os principais
pontos analisados sdo a forma das hifas, que podem ser cenociticas ou septadas, a cor da hifa,
a qual pode ser hialina ou escura, o tipo de estrutura reprodutiva e o tamanho e forma dos
esporos. A estrutura reprodutiva dos fungos filamentosos, podem ser sexuadas ou assexuadas,
com a presencga de esporangios ou conidioforos, sendo os conidios caracterizados pelo seu
arranjo (Unico, duplo ou cadeia), sua forma (circular, ovoide, encurvado, clava, espiralado e
estrela), tamanho (macro e/ou microconidios), septos (septados transversais, septados
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transversais e longitudinais ou ndo septados), pigmentacao (hialino e dematiaceos) e superficie
(lisa ou rugosa) Figura 4 (DEMIP, 2023; EZEONUEGBU et al., 2022).

Figura 4 - Caracteristicas Microscdpicas de diferentes fungos

Hifa septada Hifa cenocitica

Fungos dematiaceos (escuros)

6.3 Caracterizacdo molecular (genética)

O metodo para extracdo de DNA mais utilizado com sucesso para diferentes espécies é
baseado no uso do detergente Brometo de Cetil-TrimetilAmonio (CTAB) (DOYLE e DOYLE,
1987). Esse detergente solubiliza as membranas celulares, formando com o DNA um complexo
que facilita uma posterior precipitacdo (WEISING et al., 1995). Porém, grande parte dos
protocolos descritos na literatura apresentam modificagGes no protocolo CTAB padrdo, com
vistas a resolver problemas especificos da espécie em estudo resultantes principalmente do
isolamento de polissacarideos, substancias fenolicas e compostos secundarios (ROMANO &
BRASILEIRO 1999), sendo acrescentados reagentes como Dodecil sulfato de sédio (SDS),
Polivinilpirrolidona (PVP), Proteinase K e RNAse, a fim de evitar possiveis contaminagdes.

A taxonomia dos fungos desses organismos ainda é desafiadora devido a falta de
técnicas confidveis e avancadas para sua identificacdo e estudos sistematicos. Estudos
anteriores sobre a composicao de fungos em aguas residuais dependiam do método tradicional
de identificacdo baseado no crescimento, morfologia, metabolismo e atividade enzimatica, ou
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do uso de um gene marcador molecular para identificar os fungos em niveis de espécie
(HELAL, 2011). No entanto, o uso de multiplos genes marcadores para identificacdo de
comunidades fungicas em aguas residuais nao foi extensivamente estudado. A fim de resolver
as dificuldades de identificacdo de fungos em nivel de espécie, varios marcadores genéticos
para classificacdo rapida de fungos com sequéncias conservadas incluem regides espacadoras
transcritas internas (ITS), genes de beta-tubulina (Ben A), calmodulina (CaM) e polimerase de
RNA Il (RPB2) (RAJA, 2017).

As regibes espacadoras transcritas internas (ITS) sdo usadas como codigo de barras
universal oficial do DNA para fungos. Os ITS1, ITS2 e ITS4 provaram ser Uteis para a
identificacdo de leveduras e alguns fungos como Aspergillus, Penicillium, Talaromyces,
Cryptococcus, Candida e espécies de Trichosporon entre muitos outros (YIN, 2017). No
entanto, as sequéncias ITS ndo podem ser usadas para analises filogenéticas de taxons nao
relacionados devido & baixa variabilidade e evolug&o lenta. Além disso, as sequéncias ITS nem
sempre permitem a correta diferenciacdo das espécies, especialmente entre 0s géneros
Aspergillus e Penicillium (HOUBRAKEN, 2011). Portanto, marcadores de genes adicionais
sdo essenciais para a delineacdo correta das espécies. marcadores moleculares secundarios
como beta tubulina; a calmodulina e a RPB2 tém sido utilizadas com sucesso na genémica
fangica (VISAGIE, 2014). Relatérios mostraram que esses genes que codificam proteinas
continham regides de introns altamente variaveis que contém introns altamente variaveis que
evoluem em uma taxa mais rapida em comparacdo com ITS (ASAN, 2019).

Os eucariotos que codificam proteinas polipeptidicas possuem o0s genes beta-tubulina
0s quais tém sido usados para andlise filogenética em fungos. Quatro desses genes sao
encontrados em todo o reino fungi; dois genes de y-tubulina (tub A) e dois de y-tubulina (tub
B). Dois polipeptidios alfa tubulina (alfa 1 e alfa 2) sdo produzidos pelo Tub A o alfa €
produzido pelo Tub B. Pesquisas apontam que nas sequéncias dos genes da beta-tubulina é
possivel identificar mais informacdes sobre as relagdes evolutivas de diferentes espécies do que
0 gene rRNA da pequena subunidade (SSU), portanto, alega-se que € um 6timo sinalizador para
estudo de andlises aprofundadas de informacgdes filogenéticas e para grupos de espécies
complexas (RAJA, 2017).

A identificacdo por biologia molecular € uma forma mais moderna que consiste das
seguintes etapas: i) extragdo do DNA, a partir do rompimento da parede celular e de
membranas; remoc¢do de impurezas e obtencdo do DNA nuclear; ii) utilizacdo da técnica de

reacdo em cadeia polimerase (RCP), para amplificacdo da sequéncia de DNA. As sequéncias
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da regido ITS sdo as mais utilizadas para a identificacdo dos fungos, sendo consideradas o
segmento universal para este grupo; iii) visualizagdo do segmento de DNA que foi amplificado
usando eletroforese; iv) purificacdo do segmento de DNA, para eliminacdo dos reagentes
utilizados na RCP; v) sequenciamento, que identifica a ordem dos nucleotideos adenina,
citosina, guanina e timina em um fragmento de DNA; vi) analises em programas
computacionais, para encontrar similaridades entre as sequencias dos organismos alvos com
sequéncias depositadas em um banco de dados (MANOHARACHARY, 2010).
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7 METODOLOGIA

7.1 Microalga utilizada e sistema de tratamento

O soro do leite foi coletado no Instituto Federal de Alagoas — Campus Satuba
(9°34°29.08”S 35°49°15.2570), sendo um subproduto da producdao de queijo coalho. Em
seguida, houve a passagem do soro por centrifugacdo a 3000 rpm por 15 min e filtracdo em
papel de filtro qualitativo, visando a remocéo de sélidos grosseiros. Em seguida, o efluente foi
congelado até o momento de sua utilizacdo (-12 a -18°C). A microalga utilizada foi a espécie
Tetradesmus obliquus LCE-01 foi em meio solidificado de &gar nutriente (Kasvi). A
concentracdo de indculo nos tanques foi de aproximadamente 50 mg/L de peso seco celular,
feitas com alca de niquel e cromo.

Os biorreatores foram vasos de acrilico transparente (PoliControl®) com dimenses de
18,7 x 12 x 12 sempre em centimetros. O volume inicial utilizado em cada experimento foi 1,5
L, utilizando-se cargas organicas, DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) do efluente entre
1000-4000 mg/L, os ensaios foram agitados magneticamente (SP LABOR®), e realizados a
temperatura de aproximadamente 30-35 °C. Foi utilizada uma intensidade de luz (medida com
um radiémetro Delta Ohm 2302.0) de 100 pmol fétons m2 st em uma das superficies do reator
durante 15 dias de tratamento e corrigindo-se o pH do tratamento para valores entre 7,5-8,0

diariamente.

7.2 Isolamento dos fungos filamentosos

O isolamento dos fungos foi realizado em trabalhos anteriores do grupo. Utilizou-se a
técnica de diluicdo seriada em capela de fluxo laminar para plaqueamento por espalhamento
(alca de Drigalsky), no meio BDA (Batata Dextrose Agar): (agua de infusdo de 250 g de batata
inglesa, 20g/L de dextrose e 15 g/L de agar) a pH 5,6.

Apos alcangar-se uma concentragdo de UFC (unidade formadora de colnia)/mL
elevada e alcangando-se uma fase estacionaria durante o tratamento (em torno de um log
UFC/mL entre 9-10), aliquotas do sistema foram tomadas, diluidas seriadamente 102, 10* e
10, Apos o crescimento das colonias, em concentragio adequada e isoladas nas diluicdes
apropriadas, essas foram coletadas e transferidas para placas de Petri contendo o meio BDA

utilizando-se uma alca de niquel-cromo por estriamento.
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Ap0s isso, as cepas foram replicadas algumas vezes, com a finalidade de se verificar a
estabilidade delas para cultivo artificial em laboratorio. Foram inicialmente isoladas 9 cepas
fangicas, das quais apenas 5 conseguiram ser replicadas com eficiéncia durante varias geragoes
e seguiram para as etapas de caracterizacdo macroscopica e microscopica, além da identificacdo

genética.

7.3 Caracterizacdo macro e microscépica

Na caracterizacdo macroscépica das colonias avaliou-se aspectos como coloracdo da
fase vegetativa e esporulada do fungo, diametro das col6nias, elevacdo, margem, superficie e
opacidade. Enquanto na visualizacdo microscépica das col6nias avaliou-se em microscopio
Optico, com amento de 10 e 40, as tipologias das hifas (septadas ou cenociticas) e das estruturas
reprodutivas visualizando-se, por exemplo, o conidiéforo, conidios entre outras estruturas
(SENANAYAKE et al., 2020; MICROBIOLOGY SOCIETY, 2022; EZEONUEGBU et al.,
2022).

Para visualizacdo ao microscépio, laminas foram preparadas cortando-se parte do
micélio fungico crescido nas placas de BDA, corando com o lactofenol azul de algodéao e
recobrindo-a com laminula. A composi¢do do lactofenol azul de algoddo utilizado para
coloracdo foi: 250 g L-1 de &cido latico, 500 g/L de glicerina, 250 g/L de fenol, 1g/L de azul de
anilina ou azul de metila e 250 mL de agua destilada ou deionizada.

7.4 Caracterizacdo molecular preliminar das cepas fungicas

7.4.1 Extragdo de DNA

Para caracterizagdo molecular, foi realizada a extracdo e amplificacdo do DNA, a partir
da massa micelial obtida de cada isolado a qual foi crescido em meio BDA por 10 dias e
colocado 100 a 200 mg de tecido fresco em Eppendorf contendo tampado tris-HCL. O protocolo
de extracdo utilizado € 0 CTAB adaptado de Doyle; Doyle (1987).
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7.4.2 Amplificagéo e sequenciamento do DNA

A amplificacdo de fragmentos do DNA realiza-se por Reagdo da Cadeia da Polimerase
(PCR). Foram utilizados os primers que codificam para as regides gendmicas ITS, B tub, T1-
T2 1 e 2a e 2b (Tabela 3). Em seguida, os produtos de PCRs foram enviados para

sequenciamento diretamente na empresa ACTGene.

Tabela 3 — Descrigdo dos primers usados para identificagio de espécies pertencentes aos fungos filamentosos

Gene Primer Sequéncias (5' -3") Referéncias
ITS ITS1 TCCGTAGGTCAACCTGCGG White et al.,
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 1990
B-tub Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC O'Donnell;
B-tub BtT1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT Cigelnik, 1997
BtT2 TAGTGACCCTTGGCCCAGTTG

As reacdes de PCR serdo realizadas em um volume total de 30 pl total, de acordo com
a descricdo na Tabela 4. O volume final das reagdes sera ajustado para 30uL com agua Milli-Q
autoclavada. As reagdes de PCR seréo realizadas em termociclador Applied Biosystems (2720
Thermal Cy32444cler) nas seguintes condicdes: (i) um ciclo a 94°C por 2 min (desnaturagéo
inicial); 35 ciclos a 94°C por 45s (desnaturacdo), 55°C por 30s (anelamento), e 72°C por 35 s
(extensdo); e um ciclo final a 72°C por 10 min (WHITE et al., 1990); (ii) 95°C por 8 min; 35
ciclos a 95°C por 15 s, 55°C por 20s, 72°C por 60 s, um ciclo final a 72°C por 5 min
(CASTLEBURY et al. 2004). Apos a amplificagéo, as amostras seréo submetidas a eletroforese
em gel de agarose 1%, corados com brometo de etidio e observados sob luz UV.



Tabela 4 — Descricdo das concentracdes para o PCR
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Concentrag0es (vol.)

DNA genbmica 1.0 ul
d-NTP’s 24 ul
Primers 2.0l

MgCl; 0.9 ul
Tampao 10x 3.0u
Taq DNA polimerase 0.2 ul
H20 18.5 ul




45

8 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa secdo serdo mostrados os resultados obtidos da identificacdo macroscopica das
coldnias, microscopicas das hifas, e molecular por PCR das 5 cepas flangicas isoladas e
replicadas a partir do sistema aberto de tratamento do soro do leite pela microalga Tetradesmus

obliquus.

8.1 Caracteristicas macro e microscopicas das espécies fungicas

O objetivo principal foi tentar delimitar pelo menos o género das espécies fungicas, pois
consegue-se um indicativo de quais primers utilizar para a identificacdo molecular da espécie,

etapa posterior do trabalho, e mais conclusiva na classificagdo taxondmica dos fungos.

8.1.1 Identificacdo do fungo F2

As carateristicas macroscopicas das colénias do fungo F2 apresentaram cor verde-oliva,
superficie algodonosa, margem branca e circular com uma cor reversa preta. Além disso, a
superficie reversa do fungo apresentou uma estrutura com centro enrugado, semelhante a uma
cratera (Figura 5). Em relacdo as caracteristicas microscépicas, estas apresentaram hifas finas,
septadas e ramificadas, assim como conidios em formato elipsoide e irregular. Essas

observagodes indicaram semelhanca do fungo com o género Cladosporium.

Figura 5 — Caracteristicas macro e microscépicas do micélio do fungo F2.

Fonte: Autora (2023).
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O género Cladosporium é pertencente ao filo Ascomycota, sdo fungos consumidores de
matéria organica (BARNETT & HUNTER, 1998; TORRES et al., 2017). Yew, Chan, Ngeow,
et al. (2016) ao estudarem sobre a adaptacdo de diferentes nichos ambientais e alergenicidade
do genoma de C. sphaerospermum, observaram que a superficie reversa de suas coldnias
fangicas possuem uma estrutura com centro enrugado, semelhante a visualizada nesse trabalho.

O género é de interesse de varias areas por serem agentes de deterioracdo (BENSCH et
al., 2012). Foi isolado de diversas plantas de tratamento de efluentes, como por exemplo, lodo
ativado (AWAD e KRAMER 20113; LIU etal., 2017; BURATTI et al., 2022). Dentre algumas
aplicacdes mais especificas estdo a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petroleo por espécies
isoladas de Cladosporium (MARWAH BAKRI, 2022), biodegradacdo de polietileno por C.
haloterans (NAPOTI et al., 2022), degradacéo de fungicida por C. herbarum (PAPAZLATANI
et al., 2022) e tratamento de efluente de laticinios por Cladosporium sp. em co-cultivo com 0s
fungos Aspergillus sp. e Fusarium sp e tratamento de efluente oleoso (QUEISSADA et al.,
2013).

8.1.2 Identificacdo do fungo F4
As carateristicas macroscopicas das colonias do fungo F4 (Figura 6) foram de cor
inicialmente branca, amarelando-se com o tempo, superficie granular, borda branca e circular,
com cor reversa amarela. Em relacdo as caracteristicas microscopicas, observou-se hifas
hialinas, finas, ndo septadas e espiraladas, com mudanca de colora¢do com o tempo de cultivo,

principalmente apds 2 semanas de incubagdo.

Figura 6 - Caracteristicas macro e microscopicas do fungo F4.
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Desse modo, a partir dos resultados obtidos e de acordo com Barnett & Hunter (1998)
é possivel que o fungo F4 pertenca ao género Epidermophyton. Este fungo pertence ao filo
Ascomycota caracterizado pelo seu crescimento lento, de 14-21 dias (SUMMERBELL, 2011).
E utilizado para ensaios antimicrobianos (GEWEELY, 2006; TRIPATHI et al., 2010; EL-
BONDKLY, 2012), néo tendo sido muito encontrado em trabalhos de isolamento de fungos em
sistemas de tratamentos de efluentes. Um raro trabalho sobre o género fingico mostrou sua
utilizacdo par tratamento de efluente téxtil (PAPADIA et al., 2011).

8.1.3 Identificacdo do fungo F5

Em relacdo ao fungo F5 é possivel reparar que esse microrganismo apresenta colonias
de coloragdo branca e a medida que esporulam se tornam roseadas, superficie algodonosa, com
borda branca irregular e cor reversa branca que ganha um tom amarelo com o passar do tempo
(Figura 7). Para suas caracteristicas microscopicas o fungo demonstrou hifas espiraladas,
hialinas e finas e os conidios que foram possiveis de visualizar apresentaram formato

arredondado (ovalares ou arredondados).

Figura 7 - Aspectos macro e microscopica do micélio do fungo F5.

A

Fonte: Autora 023).

Pelas caracteristicas observadas, acredita-se que o fungo seja do género Trichophyton
do filo Ascomycota (BARNETT e HUNTER, 1998), pois Nwokeoma et al. (2017) ao estudar
o crescimento de Trichophyton gallinea, T. megninii, T. rubrum e T. tonsurans observou
caracteristicas macro e microscopicas semelhantes. De modo geral, esse género de fungo utiliza
substratos queratinosos (BARNETT e HUNTER, 1998; KUMAR; SINGH; KUSHWAHA,
2021). Tem sido bastante encontrado em trabalhos de verificacdo da comunidade fingica em
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lodos de sistemas de tratamento de &guas residuérias municipais ou em escala piloto (ULFIG e
KORC, 1983; MORE et al., 2010; AWAD e KRAUMER, 2011b; LIU et al., 2017). Algumas
aplicacdes sdo a biodegradacéo e biossorcdo de efluentes téxteis (YESILADALI et al., 2006) e
remediacdo de fendis (JUNG; HYUNG; PARK, 2003).

8.1.4 Identificacdo do fungo F6

Macroscopicamente, o micélio fungico F6 apresentou cor branca, superficie
algodonosa, borda branca e circular e um coloracdo reversa em tom amarelado. Em relagéo as
caracteristicas microscopicas, foram visualizadas hifas ndo septadas, ramificadas e hialinas

como também conidios globosos e intercalares (Figura 8).

Figura 8 - Aspectos macro e microscopica do micélio do fungo F6.

A partir dos resultados obtidos, se visualizou-se semelhangcas com o0 género
Chrysosporium como Correa et al. (2019) ao identificar C. multifidum. O género
Chrysosporium é do filo Ascomycota com crescimento moderadamente rapido (BARNETT E
HUNTER, 1998). Nao se encontrou muitos estudos na aplicacdo desse género isoladamente,
mas assim como o0s géneros Cladosporium e Thricophyton, tem sido bastante encontrado em
lodos de sistemas de tratamento de efluentes municipais ou em escala piloto (KAEPRZAK,
WARCHROL e WIDOWSKA, 2003; MORE et al., 2010; AWAD e KRAUMER, 2011b; LIU

et al., 2017). Em um raro trabalho, Kushwaha (1980) estudaram espécies de Chrysosporium e



49

verificou potencial biotecnoldgico para biorremediacéo e solo, secre¢do de enzimas e atividade

antimicrobiana.

8.1.5 Identificacdo do fungo F10

Inicialmente o fungo apresentou col6nias macroscopicamente de cor marrom no centro
e, a medida que se aproximava das extremidades, bordas circulares brancas (Figura 9). Uma
coloragédo verde cinzenta era notada quando a colonia era mais envelhecida. O aspecto da
superficie era granular e a coloracéo reversa da colonia, preta. Além disso, € possivel visualizar
a presenca de hifas septadas e hialinas, ramificadas proximo ao apice, terminando em grupo de
fidlides. Em relacdo as hifas reprodutivas, haviam conidios globosos e conidiésforo
emanecendo de forma isolada (Figura 9).

Figura 9 - Aspectos macro e microscopica do micélio do fungo F10

‘

’
R

Fonte: Autora (2023).

A partir desses resultados, sugere-se o fungo F10 como pertencente ao género
Penicillium. Os fungos deste género, pertencente ao filo Ascomycota, comportam inimeras
espécies e apresentam um crescimento rapido, apesar de ainda ser motivo de discussao
(BEZERRA, et al., 2020). Este género é um dos mais abundantes no solo, além de crescerem
em alimentos como queijo, pao, cereais e frutas. E um grande produto de metabélitos de
interesse biotecnolégico, sendo um dos géneros de fungos filamentosos mais aplicados em
fermentacao, ao lado do género Aspergillus (ASHTEKAR et al., 2021).

A aplicacdo desse género tem particular importancia em processos de tratamento de
residuos e efluentes, sendo encontrados em quase todos os estudos referentes a isolamento de
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comunidades microbianas em sistemas de tratamento de esgoto doméstico ou industriais
(MORE et al., 2010; AWAD e KRAMER, 20114, b; LIU et al., 2017; ASSRESS et al., 2019;
ZHANG et al., 2020). E também muito usado na biorremediac&o de hidrocarbonetos (LEITAO,
2009; COELHO et al., 2020; VEIGNIE e RAFIN, 2022). Wolski (2023) fez uma revisao sobre
a aplicabilidade desse género em tratar efluentes industriais e agroindustriais, como corantes
azoicos, hidrocarbonetos, efluentes da industria de alimentos, compostos farmacéuticos, entre

outros.

8.2 Caracterizacdo molecular preliminar

Para a realizacdo do sequenciamento para caracterizacdo genética € necessaria uma boa
qualidade na etapa de extracdo do DNA gen6émico do isolado. A analise dessa extracdo por
eletroforese em gel (Figura 10) nos mostra que esse processo ocorreu de maneira eficiente e
nos da uma percepcdo da concentracdo de DNA presente das amostras, fato muito importante

para as etapas de PCR.

Figura 10 - Eletroforese em gel do DNA extraido dos fungos isolados.

Fonte: Autora (2023).

A etapa seguinte consiste em realizar uma série de reagfes em cadeia da polimerase,
que tem por intuito promover a replicagcdo de um segmento do DNA por tantas vezes que seja
necessaria para concentra-lo e, assim, utilizd-lo em outros processos, como é o caso do

sequenciamento.
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O segmento do DNA a ser clonado é delimitado pelo prime utilizado e em razéo disso,
sdo utilizados diferentes pares dele para que se tenham amostras com diferentes regides do
DNA, 0 que torna o processo de sequenciamento mais assertivo. Dos 5 isolados estudados
apenas 3 amplificaram para regido ITS, enquanto todos eles foram positivos para o gene beta -
tubulina (Figura 11). Pesquisas anteriores mostraram que o uso dos primers ITS e beta-tubulina
em PCR de fungos filamentosos geraram uma delinea¢do correta das espécies na etapa de
sequenciamento geneético (VISAGIE, 2014; RAJA, 2017; YIN, 2017). Ainda de acordo com
Ezeonuegbu et al. (2022), o gene beta-tubulina possuem uma variabilidade maior do que a
apresentada pela regido ITS, tal fato é significativo na determinacdo da relacéo filogenética de

algumas espéecies de fungos.

Figura 11 — Amplicons obtidos a partir da amplificacdo por PCR do DNA dos isolados utilizando os primers ITS
le4(a),BT2ae2b(b)eBT Tle T2 (c).

Fonte: Autora (2023).
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9 CONCLUSAO

O trabalho possibilitou o desenvolvimento em uma expertise ndo comumente visto em
Engenharia, principalmente Engenharia Civil, formacdo da autora da dissertacdo. Em relacéo
aos principais resultados, os cinco fungos filamentosos isolados, com base em suas
caracteristicas micro e macroscopicas, provavelmente, pertencem aos géneros Trichophyton,
Cladosporium, Epidermophyton, Chrysosporium e Penicillium, sendo promissores para a area
de tratamento de efluentes. Além disso, foi comprovado que o sistema de tratamento aberto
apresenta contaminantes, em especial dos fungos filamentosos e que relagcdes simbidticas
podem ser estabelecidas com as microalgas. A extracdo e amplificagdo molecular do DNA das
espécies foi realizada utilizando-se os primers ITS e beta-tubulina, sendo eficaz.

E importante ressaltar que entender, principalmente durante um cultivo aberto, quais
espécies naturalmente realizam simbiose com as microalgas, ajuda a potencializar o processo
de tratamento de efluentes. Além disso, a biomassa resultante do co-cultivo pode ter aplicacdes
biotecnolodgicas interessantes e precisam de estudos de seu aproveitamento. Por fim, espera-se
continuar a etapa de sequenciamento do material genético extraido e amplificado, possibilitando
0 depdsito dos espécimes em databases e continuacdo de linhas de pesquisa dentro grupo.
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