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RESUMO - O trabalho avaliou a bioconversdo concomitante dos principais gases de
efeito estufa (CO, e CH,) atravées do co-cultivo de microalgas e bactérias
metanotroficas, em diferentes proporgoes iniciais, com o objetivo de verificar a melhor
configuragdo. Os pardmetros avaliados foram a propor¢do de células de cada grupo
microbiano ao final dos cultivos, a composig¢do de dcidos graxos e o teor de PHB na
biomassa. A configuragdo com concentragoes iniciais equivalentes (1:1) foi a que
favoreceu a formagdo de lipidios com composi¢do de dcidos graxos semelhante ao
controle, além de propiciar aumento na produgdo de PHB em relagdo ao controle.

1. INTRODUCAO

O réapido desenvolvimento global levou ao aumento nas emissoes de gases de efeito estufa
(GEEs), constituidos principalmente por diéxido de carbono (CO;) e metano (CH,). O cendério
atual de mudangas climaticas acelerou o campo das pesquisas para a utilizacao desses gases, sendo
uma alternativa potencial a sua bioconversdao em produtos de interesse comercial, através do uso
de microrganismos ambientalmente selecionados.

Associagdes entre microrganismos ocorrem naturalmente no meio ambiente. Em
bioprocessos, associagdes podem aumentar as chances de a cultura resistir a fortes variagdes
ambientais, periodos de baixa disponibilidade de nutrientes e contaminagdes com outras espécies.
Particularmente, interagdes entre microalgas e bactérias podem ser vantajosas, pois envolvem o
fornecimento de nutrientes e oxigénio e at¢é mesmo podem diminuir a toxicidade causada por
eventuais subprodutos metabodlicos (Singh et al. 2019). As microalgas utilizam o CO, como fonte
de carbono para crescimento de biomassa, que pode ser matéria-prima para diversos bioprodutos,
tais como lipidios (para produgdo de biodiesel ou para fins nutrac€uticos), pigmentos,
polissacarideos, proteinas, entre outros (Borowitzka, 2013). As bactérias metanotroficas sdo
capazes de oxidar o metano e utilizd-lo como unica fonte de carbono, acumulando
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intracelularmente sob condigdes especificas os polihidroxialcanoatos (PHAs), que sdo polimeros
biodegradaveis com potencial para substituicdo aos derivados de petrdleo (Liu et al., 2020).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o co-cultivo de um consércio metano-
heterotréfico dominado por Methylosinus trichosporium e microalgas (Parachlorela kessleri), em
diferentes propor¢des iniciais, para producao de bioprodutos de interesse comercial (lipidios e po-
lihidroxibutirato (PHB)) a partir da bioconversao de CO, e CH..

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referem-se ao estudo da interagdo entre os microrganismos mencionados, obti-
dos em areas de mangue no litoral de Sao Paulo. Foram avaliadas diferentes concentragdes iniciais
de algas (A) e bactérias (B), as quais foram relacionadas de acordo com a densidade optica (DO):
A<B(0,1:0,2); A=B(0,1:0,1); A>B(0,2:0,1). Todos os cultivos foram realizados em fras-
cos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio de cultura NMS (ATCC 1306), mantidos a
28°C sob agitacdo de 150 rpm e intensidade luminosa média de 25 umol m™s” com fotoperiodo de
14h/10h claro/escuro. A composi¢ao do gas foi 5% (v/v) CO; e 12,5% (v/v) CH4 em ar, renovado
a cada 24 h. Os experimentos foram conduzidos durante 14 dias, sendo 10 dias de crescimento ce-
lular em meio de cultivo completo e 4 dias sob deple¢do da fonte de nitrogénio. Foram realizados
também controles positivos para microalgas (na auséncia de bactérias) e para bactérias (na ausén-
cia de microalgas). As propor¢des do nimero de células de cada grupo de microrganismos nas fra-
¢oes de cultura coletadas a cada 48 h foram analisadas por citometria de fluxo (S3e Cell Sorter
FACS, Bio-Rad), diferenciadas segundo granulosidade, tamanho e presenc¢a de clorofila. Os resul-
tados mostraram a predominancia das bactérias ao final de todos os cultivos: 90% em A<B, 62%
em A>B e 57% em A=B. No entanto, em concentracdes iniciais iguais (A=B) houve um melhor
equilibrio entre as populacdes, o que pode sugerir alguma interagao benéfica entre os dois grupos
microbianos.

2.1. Composicao de acidos graxos

Ao final dos cultivos, a biomassa foi recolhida, centrifugada (3.000g por 5 min) e liofilizada.
Os lipidios totais foram extraidos da biomassa seca com cloroférmio/metanol (1/2, v/v) (Bligh e
Dyer, 1959). Para andlise dos é4cidos graxos, o 6leo extraido reagiu com metanol contendo 5%
H,SO, (v/v) a 70°C por 3 h (Breuer et al., 2013) e os metil ésteres de acidos graxos (FAME) foram
recuperados com hexano e quantificados (Figura 1) por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu).

A principal diferenca observada entre os cultivos com variagdo da DO inicial (A<B e A>B)
em relacdo ao controle (P. kessleri) foi o aumento percentual relativo de quase 4 vezes nos acidos
graxos saturados. Em geral, sob caréncia de nutrientes, os acidos graxos insaturados podem ser
consumidos como fonte de energia, aumentando a concentragdo de saturados (Lim et al., 2012). A
diferenga mais notavel entre A=B e o controle foi a presenca de acido oleico (C18:1) em
concentracdo relativa maior do que nas outras condigdes (17%). Estudos anteriores reportaram
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esse fenomeno como uma situagdo de alta densidade celular e possivel acaimulo de lipideos (van
der Ha et al., 2012). De fato, dentre as condigdes analisadas, A=B apresentou maior acimulo de
lipidios totais (17,8%) em comparagdo com A<B (10,7%) e A>B (10,9%). Os valores de DO em
750 nm no final de 14 dias de cultivo foram 2,0, 2,8 e 5,9 para A<B, A>B ¢ A=B,
respectivamente. As concentracdes maximas de clorofila-a também foram bem discrepantes:
aproximadamente 2 pg/mL (A<B), 5 ng/mL (A>B), 40 ug/mL (A=B) e 24 pg/mL (P. kessleri).

HA<B EA=B

= 188: ' Porcentagem relativa (%) Acido
3(; 80 - A<B A=B A>B P kessleri graxo
Z 70 nd 521 nd 6,74  Cl16:2
o 28* 63,83 20,81 67,62 2537  Cl6:0
E 40 nd 382 nd 30,08 CI82
> 30 nd 751 nd 8,10  CI8:3
5 20 544 1734 1,50 nd  Cl8:1
s 1 2237 2,13 20,11 nd  CIS8:0
o SFA MUFA PUFA nd — ndo detectado

Figura 1 — Porcentagem relativa dos principais acidos graxos detectados (direita) e do total de
saturados (SFA), mono-insaturados (MUFA) e poli-insaturados (PUFA) (esquerda)

2.2. Producio de PHB

A producdo de PHB foi avaliada utilizando-se um consdrcio metano-heterotréfico
dominado por Methylosinus trichosporium e analisada por cromatografia gasosa. Para tanto, foi
necessario converter o PHB em seus respectivos propil estéres diretamente da biomassa liofilizada
obtida ao final dos cultivos através do processo de propanodlise descrito por Gomez et al. (1996).
Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentragdes finais de biomassa total e PHB

Amostra  Biomassa (g L) PHB (g L")
A<B 2,71 0,28 0,014
A=B 2,98 0,37 £ 0,046
A>B 3,33 0,17 + 0,004
1SED 2,73 0,31 £0,010

A producao de PHB obtida nos co-cultivos A=B, A<B e A>B foi superior, equivalente e
inferior, respectivamente, a producdo obtida pelo controle positivo (ISED). A maxima producao
atingiu 370 mg de PHB, sem alteragdo significativa na produgdo de biomassa entre as condigdes
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avaliadas. Van der Ha et al. (2012) reportaram um estudo semelhante porém utilizando processo
two-step (primeiro consumo de CO, e, entdo, consumo de CHs) e obtiveram 295 mg de PHB a
partir de cultura pura de Methylocystis parvus.

3. CONCLUSAO

O co-cultivo de microalgas e bactérias metanotroficas mostrou ser uma estratégia potencial
para consumo concomitante de CO, e CH4 e conversdo em lipidios e PHB, desde que as
concentragoes iniciais de ambos os grupos de microrganismos sejam equivalentes. O uso de GEEs
como fonte de carbono apresenta viés ambiental e tecnoldgico que poderia agregar as empresas do
setor de Oleo & Gas, as quais produzem grandes quantidades de CO, e CH,, podendo tornar esse
obstaculo algo lucrativo.
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