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RESUMO GERAL

A crescente industrializacdo tem provocado alteragcdes no meio ambiente, em especial os recursos
hidricos, que tem apresentado elevadas concentragdes de compostos quimicos, oriundos de atividades
urbanas, agricolas e industriais, através da producdo de adguas residuais. Atualmente,existem diversos
tipos de efluentes industriais,baseados nos inumeros tipos de contaminantes ambientais e industrias.
Dentre esses efluentes, estd a agua produzida (AP), gerada a partir da extragdo do petrdleo, ¢é
proveniente do pogo perfurado, portanto possui uma composi¢do complexa contendo compostos
quimicos organicos e inorganicos.Sua produgdo aumenta a medida que ocorre o declinio na produgio
de 6leo e gas, assim, para extragdo do petrdleo bruto € necessdrio aumentar a quantidade de agua
introduzida.. Dentre os tratamentos empregados para tratar a AP, a utilizagdo de microalgas,
possibilita reduzir impactos ambientais, devido ao perfil biorremediador, além de produzir
biomoléculas de interesse comercial. O género Chlorella tem grande potencial biotecnologico devido
ao seu perfil metabodlico, que € capazes de produzir grandes quantidades de proteinas, carotendides
(astaxantina, luteina, B-caroteno, violaxantina e zeaxantina), vitaminas, minerais, antioxidantes,
polissacarideos, peptideos e 4cidos graxos. E considerada uma fonte promissora para a produgdo de
biocombustiveis, conhecidos como terceira geracdo. Neste contexto, o objetivo desse estudo foi
produzir e caracterizar a biomassa de Chlorella vulgaris cultivada com suplementagdo didria de agua
produzida (AP), visando além do conhecido carater biorremediador da espécie microalgal, verificar a
produgdo de biomoléculas de interesse comercial. Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores
tipo Erlenmeyer contendo 1,5 L de meio BG11, submetido ao tratamento AP (suplementagdo diaria
com 50 mL de dgua produzida ndo autoclavada) e AD (suplementacao diaria com 50 mL de agua
destilada)durante 26 d. A producio de biomassa foi 4,87; 1,69 e 1,95 gL 'no tratamento controle, AP e
AD, respectivamente.Os valores de especifico € de produtividade para o Controle, AD e AP, foram
respectivamente (0,24; 0,34 ¢ 0,25 d') e (0,03; 0,04 ¢ 0,01 gL'd"). A biomassa do tratamento AP
apresentou maior teor de carboidratos (40,19%), em relagdo ao controle (17,00%) e AD (22,50%). Os
valores de clorofila a e b para AP variaram de 0,65 e 0,42ug/mL™! e carotenoides 2,4 pg/mL™",
apresentando diferenca significativa (p < 0,05) quando comparados ao Controle (1,20 (clorofila a),
0,80 (clorofila b) e 3,40 ug/mL™! carotenoides), e AD (0,30 clorofila a; 0,20 clorofila b e 0,90 ng/mL"
' carotenoides). O teor de lipidios de AD (24,08%) apresentou diferenca significativa (p < 0,05)
comparado a AP (21,53%) e controle (21,37%). A produgdo de bioetanol em AP (18,22mL/100g de
biomassa) foi maior quando comparado a AD (10,20 mL/100g de biomassa) e ao controle (7,70
mL/100g de biomassa). O perfil de &acidos graxos de AP foi majoritariamente composto de
monoinsaturados (48,52%), enquanto AD (49,71%) e controle (50,23%) saturados. AP apresentou
maior teor de 4cido palmitoleico (5,42 mg-g); y-linolénico (3,02mg-g™!) e linolelaidico (1,94 mg-g"
1).Quanto as propriedades de biodiesel, AP apresentou niimero de cetano (49,22%) e valor de iodo
(101.32g 1i0do/100g) de acordo as normas.Os niveis de saponificacdo 211.97 comparados a
biocombustiveis de 1* geracdo, apenas o ponto de entupimento, foi ligeiramente superior (22.48°C) ao
preconizado pela legislacdo. Além disto, uma alta eficiéncia de remo¢do de metais pesados como
Cobre (Cu), Manganés (Mn), Molibdénio (Mo), Zinco (Zn) e Ferro (Fe) que obtiveram eficiéncia de
remocdo de 70,00%, 76,89%, 97,82%, 96,55% e 90,74% respectivamente, e remoc¢do de
hidrocarbonetos totais (HTP) de 48,59%. Portanto, a microalga Chlorella vulgaris ¢ uma alternativa
promissora para biorremediar compostos quimicos da dgua produzida, gerando biomassa que pode ser
utilizada como substrato para a produg¢do de biocombustiveis, como demostrado no tratamento AP
utilizando agua residual da industria petrolifera.

Palavras chaves:Biocombustiveis, composi¢do centesimal, pigmentos, dcidos graxos, microalgas,
biorremediacado.



ABSTRACT

The growing industrialization has caused changes in the environment, especially water resources,
which has shown high concentrations of chemical compounds, coming from urban, agricultural and
industrial activities, through the production of waste water. Currently, there are several types of
industrial effluents, based on the numerous types of environmental contaminants and industries.
Among these effluents, there is the water produced (AP), generated from the extraction of oil, it comes
from the drilled well, therefore it has a complex composition containing organic and inorganic
chemical compounds. Its production increases as the production of oil declines. oil and gas, therefore,
for the extraction of crude oil it is necessary to increase the amount of water introduced. Among the
treatments used to treat PA, the use of microalgae makes it possible to reduce environmental impacts,
due to the bioremediation profile, in addition to producing biomolecules of commercial interest. The
Chlorella genus has great biotechnological potential due to its metabolic profile, which is capable of
producing large amounts of proteins, carotenoids (astaxanthin, lutein, B-carotene, violaxanthin and
zeaxanthin), vitamins, minerals, antioxidants, polysaccharides, peptides and fatty acids . It is
considered a promising source for the production of biofuels, known as the third generation. In this
context, the objective of this study was to produce and characterize the Chlorella vulgaris biomass
cultivated with daily supplementation of produced water (AP), aiming beyond the well-known
bioremediation character of the microalgal species, to verify the production of biomolecules of
commercial interest. Cultures were carried out in Erlenmeyer-type photobioreactors containing 1.5 L
of BG11 medium, submitted to AP (daily supplementation with 50 mL of non-autoclaved water) and
AD (daily supplementation with 50 mL of distilled water) treatment for 26 d. Biomass production was
4.87; 1.69 and 1.95 gl.-1 in the control treatment, AP and AD, respectively. The values of u specific
and productivity for the Control, AD and AP, were respectively (0.24; 0.34 and 0.25 d- 1) and (0.03;
0.04 and 0.01 gL-1d-1). The biomass of the AP treatment had a higher carbohydrate content (40.19%),
compared to the control (17.00%) and AD (22.50%). The values of chlorophyll a and b for AP ranged
from 0.65 to 0.42ug / mL-1 and carotenoids 2.4 pg / mL-1, showing a significant difference (p <0.05)
when compared to the Control (1.20 ( chlorophyll a), 0.80 (chlorophyll b) and 3.40 pg / mL-1
carotenoids), and AD (0.30 chlorophyll a; 0.20 chlorophyll b and 0.90 pg / mL-1 carotenoids). of AD
lipids (24.08%) showed a significant difference (p <0.05) compared to AP (21.53%) and control
(21.37%). The production of bioethanol in AP (18.22mL / 100g of biomass) was higher when
compared to AD (10.20 mL / 100g of biomass) and to the control (7.70 mL / 100g of biomass). The
fatty acid profile of AP was mostly composed of monounsaturated (48.52%), while AD (49.71%) and
control (50.23%) saturated. AP showed a higher content of palmitoleic acid (5.42 mg-g-1); y-linolenic
(3.02mgg-1) and linolelaidic (1.94 mgg-1). As for the biodiesel properties, AP presented cetane
number (49.22%) and iodine value (101.32g iodine / 100g) according to the norms. The levels of
saponification 211.97 compared to 1st generation biofuels, only the plugging point, was slightly
higher (22.48 ° C) than recommended by the legislation. In addition, a high removal efficiency of
heavy metals such as Copper (Cu), Manganese (Mn), Molybdenum (Mo), Zinc (Zn) and Iron (Fe)
which obtained removal efficiency of 70.00%, 76.89 %, 97.82%, 96.55% and 90.74% respectively,
and 48.59% total hydrocarbon removal (HTP).Therefore, the microalgae Chlorella vulgaris is a
promising alternative for bioremediation of chemical compounds in the water produced, generating
biomass that can be used as a substrate for the production of biofuels, as shown in the AP treatment
using wastewater from the oil industry.

Keywords:Biofuels, chemical composition, pigments, fatty acids, microalgae, bioremediation.



INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, as mudancas climaticas causadas pelo aquecimento global, ameaca a
existéncia e questiona a capacidade de sobrevivéncia da humanidade (Elrayies, 2018). A partir do ano
de 2030 o mundo enfrentard um déficit hidrico de 40%, o que € um desafio no desenvolvimento social
e econdmico (Sun et al., 2016). Esse déficit pode decorrera do aumento da demanda por agua,
contaminac¢do dos recursos hidricos, aumento da dgua residual efalta de tecnologias para recuperar a
agua descartada nos mais variados processos (Li et al., 2019).

Anos de urbanizacdo e a crescente insdustrializacdo influenciaram a estrutura do meio
ambiente e os recursos hidricos, de forma a inserir compostos quimicos como nitrogenio e fosforo em
concentracdes elevadas. O excesso destes compostossdo geradas por atividades urbanas, agricolas e
industriais(Li et al., 2019; Cai et al., 2013; Kumar e Pal, 2015). Existem diversos tipos de efluentes
industriais com bases nos inumeros tipos de contaminantes e industrias (ferro e ago, téxtil e couro,
papel e celulose, petroquimica e refinarias, quimica, metais ndo ferrosos, microeletronica ¢ o de
mineracao) (Shi, 2014). Dentre esses efluentes, estd a agua produzida, que ¢ gerada a partir da
extracao do petroleo (Jaén-Gil et al., 2020; Al-Ghouti et al., 2019; Ammaret al., 2018).

A agua proveniente do poco possui uma composi¢ao complexa contendo sal, solidos
dissolvidos totais (TDS) ou condutividade elétrica; 6leo e graxa (O&G); hidrocarbonetos
poliaromaticos (PAHs), benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX), fenois, 4acidos organicos,
compostos organicos € inorganicos (céalcio, magnésio, sulfatos e bario); materiais radioativos de
ocorréncia natural, aditivos quimicos, como inibidores de corrosdo, que sdo usados durante a
perfuracdo, fraturamento e processo de operag¢ao do poco (Jaén-Gil et al., 2020; Al-Ghoutiet al., 2019;
Graham et al., 2017).

A geragdo de dgua produzida em campos petroliferos € responsavel por até¢ 10-20 vezes o
volume de petroleo produzido e, aproximadamente, estima-se que a produ¢do a nivel global seja de

39,5 Mm?® dia ~ ! podendo ser doze vezes mais até 2025(Jaén-Gil et al., 2020; e Al-Ghoutiet al., 2019).
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Além disso, com o aumento da idade do poco aliado ao declinio da producao de 6leo e gds, aumantam
a quantidade de agua introduzida no pogo e consequentemente, a agua produzida, podendo chegar a
um volume de 98% em campos quase esgotados, produzindo cerca de 2% de combustivel fossil ( Al-
Ghouti et al., 2019).

Os efeitos nocivos desta agua no ecossistema sdo: o aumento da quantidade de sal, maior
concentracdo de metais e maior quantidade de emissdao de 6leo disperso e soluvel na agua do mar
(Ammar et al., 2018; Fakhru’l-Razi et al. 2009). Autores como Lam et al. (2017) demonstraram que a
utilizacao desta dgua residual como fonte de nutrientes para o crescimento de microalgas, possibilita
reduzir impactos ambientais. Visto que a aplicagdo de microalgas nos processos de biorremediacao de
efluentes liquidos industriais possibilita a remog¢ao de compostos quimicos organicos € inorganicos e
nutrientes. Além disso a biomassa, produzida possibilita a producdo de grandes quantidades de
proteinas e 6leos de interesse industrial (Dias et al., 2019).

Dentre estas microalgas, o género Chlorella ¢ considerada uma das mais promissores para fins
biotecnoldgicos, devido ao grande potencial como futuros produtores de bioenergia industrial e para
biorremediagdo de diferentes aguas residuais, devido a sua robustez, alto teor de lipidios, condi¢ao de
cultura mixotrofica,alta taxa de crescimento sobcondi¢des adversas ¢ tolerante a altos niveis de metais
pesados (Silva et al., 2019; Zhigang et al., 2013). Além disto, possui um ciclo de vida simples e vias
metabolicas similares a de vegetais superiores, sendo capazes de produzir grandes quantidades de
proteinas, carotendides (astaxantina, luteina, P-caroteno, violaxantina e zeaxantina), vitaminas,
minerais, antioxidantes, polissacarideos, peptideos e acidos graxos. E considerada uma fonte
promissora para a producdo de biocombustiveis, conhecidos como terceira geragao (Silva et al., 2019;

Mata et al., 2010).
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OBJETIVOS

1 Objetivo geral

e Produzir e caracterizar a biomassa de Chlorella vulgaris cultivada em meio BGI11

suplementada diariamente com agua produzida e estimar os biocombustiveis.

2 Objetivos especificos

e Produzir biomassa de Chlorella vulgaris em agua produzida;

e Auvaliar cinética de producao da microalgal frente ao tratamento;
e (aracterizar a composi¢do bioquimica da biomassa;

e Determinar a composi¢do de Acidos Graxos;

e Estimar a producdo debioetanol a partir do teor de carboidratos;

e Auvaliar as propriedades tedricas de biodiesel.
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CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2. MICROALGAS

Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos unicelulares compostos por quatro grupos
principais com base na pigmentagdo, produtos de armazenamento fotossintético, membrana
fotossintética e morfologia: estdo incluidos organismos com dois tipos de estrutura celular: estrutura
procaridtica, com representantes nas Divisdes Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta;
estrutura celular eucaridtica, com representantes nas Divisdes Chlorophyta, Euglenophyta,
Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae,
Xantophyceae etc), Cryptophyta e Dinophyta, (Patel et al., 2019; Khan et al., 2009; Derner et al.,
2006; Hoeket al.,1995) estando distribuidas tanto em ambientes marinhos quanto em agua doce
(Pérez-Lloréns, 2020; Andrade e Colozzi Filho, 2014).

Segundo Klin et al. (2020) e Zamalloa et al. (2011), a alta taxa de crescimento desses
organismos esta associada a eficiéncia da conversdo da energia solar em biomassa. Diante disso, sua
morfologia unicelular permite rapida adaptacao e colonizagdo em diversos ambientes. Além disso, a
diversidade da composi¢do bioquimicaestd relacionada diretamente a espécie, gé€nero, fatores
abidticos e ao meio de cultura (Klin et al., 2020; Niccolai et al., 2019; Miao ¢ Wu 2006). Esta
diversidade pode ser observada na Tabela 1, onde sdo apresentadas diversas espécies de microalgas e
cianobactérias, juntamente com a concentragdo bioquimica.

Tabela 1 Composi¢ao quimica de diferentes microalgas

Microalgas/ Cianobactérias

Proteinas
Carboidratos
Lipidios
Acidos
nucléicos

Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 3-6
Scenedesmus quadricauda 47 - 1.9 -
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40 -
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21 -

Chlorella vulgaris 38-58 8-27 5-28 4-5
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 -
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21 -
Dunaliella bioculata 49 4 8 -
Dunaliella salina 57 32 6 -
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20 -

Prymnesium parvum 28-4525-3322-38 1-2
Tetraselmis maculata 52 15 3 -
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Porphyridium cruentum 20-57 12-57 5-14 -

Spirulina platensis 46-63 8-14 4-14 2-5
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7 3-4,5
Synechoccus sp. 63 15 11 5

Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7 -
Diacronema vikianum 24-3915-3118-39 -

Dunaliella sp. 27-571441 622 -
Haematococcus pluvialis  10-52 34 1540 -
Isochrysis galbana 12-4013-4817-36 -
Nannochloropsis sp. 18-47 740 7-48 -
Odontella aurita 9-28 30-5413-20 -
Paviova lutheria 16-4315-53 6-36 -
Phaeodactylum tricornutum 13-40 6-35 14-39 -
Scenedesmus sp. 31-56 6-28 821 -
Schizochytrium sp. 10-1412-2446-74 -
Tetraselmis sp. 14-5812-43 8-33 -

Fonte: Adaptada deBernaerts et al.,2019 e Becker et al.,1994

A sintese de compostos celulares das microalgas ¢ dinamizada por mecanismos metabolicos.
Algumas microalgas, como as verdes (Chloropyta) (Figura 1), detém um sistema que captura energia
solar através de fotons, isso ocorre, devido a um coletor de luz, ligado a clorofila e ao carotenoide. O
fotossistema II utiliza essa energia na oxidacdo catalitica da agua, liberando moléculas de O», elétrons
e protons(Liu et al, 2019; Beer et al.,, 2009). Em seguida sdo transferidos os elétrons de baixo
potencial através da cadeia de transportes fotossintéticos, que reduzem a ferredoxina em formagao de
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH). A formacao do gradiente eletroquimico
acontece devido a liberacdo de protons apds a dgua oxidar-se para o limen do tilacdide, onde sera
utilizado para a formacdo de Adenosina Trifosfato (ATP) via ATP sintase. Os substratos NADPH e
ATP formado através da fotossintese, fazem parte do ciclo de Calvin-Benson, onde o CO; ¢ fixado em
moléculas de trés atomos de carbono, sendo assimilados em moléculas necessarias para o crescimento

celular (Liu et al., 2019; Beer et al., 2009).
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Figura 1. Fotossintese das microalgas verdes. Fonte: : http://portalgthp.altervista.org/

2.1Caracteristicas metabdlicas

O metabolismo microalgal pode ser dividido em fotoautdtrofico, heterotrofico e mixoétrofico (Tabela

2),diferenciados entre si pela necessidade ou nao de energia luminosa ¢ uma fonte de carbono

organica ou inorganica.
Fotoautotrofico — utilizam uma fonte de carbono inorganica como mondéxido e dioxido de
carbono disponiveis no ambiente ou carbonatos presentes em efluentes industriais ou meios de
cultura e luz como fonte de energia. A energia quimica produzida através da fotossintese
acorre através da assimilagao do carbono nos cloroplastos, os convertendo em Oz e ATP (Liu
et al., 2019; BEER et al., 2009; WANG et al., 2008).Noestudo estudo conduzido por Wang et
al., 2014, o cultivo fotoautotrofico de Chlorella pyrenoidosa foi realizado com meio F-
Siotimizado com nitrogénio, fosforo e ion de ferro. Os resultados mostraram que o meio
otimizado em condigdes internas quanto externas foram significativamenteiguais apds a
otimiza¢do na produgdo de biomassa (1,09 gL™), lipidios (29, 1%) e produtividade lipidica
(73,3mg L' d").

e Heterotrdfico — Através de rotas especificas os microrganismos crescem no escuro,utilizando
uma fonte exdgena de carbono, substituindo o aporte tradicional de CO, CO; e energia
luminosa em condi¢des fotossintéticas. (Torres-Tiji et al., 2020; Andrade e Colozzi Filho,
2014; BEER et al., 2009). Além disto, utilizam compostos organicos como glicose e acetatos,

como uma fonte principal de energia e de carbono para seu crescimento.
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De acordo com Canelli et al. (2020) a Chlorella vulgaris quando cultivada
heterotroficamente embiorreator de tanque agitado de 16 L. A biomassa apresentou menor
oxidacao lipidica na fase estacionaria que na fase exponencial,indicando boa estabilidade
oxidativa, no entanto a bioacessibilidade lipidica foi de 0,66% + 0,16% e 2,41% + 0,61% para

as fases exponenciais e estaciondria, respectivamente.

Mixotrofico - A fotossintese ¢ a principal fonte de energia, podendo envolver a utilizagdao de
compostos inorganicos e/ou organicos (Patel et al., 2019; Brennan e Owende, 2010; Chen et
al., 2011). Segundo Mata et al. (2010), o metabolismo anfitréfico € um subtipo de mixotrofia
que possui capacidade de viver fotoautotroficamente ou heterotréficamente dependendo da
intensidade de luz, bem como da concentracdo de compostos organicos.De acordo com Wang
et al. (2019) foi realizado um cultivo mixotréfico de Chlorella pyrenoidosa em
fermentadores semicontinuos de 5 ¢ 50 L contendo um efluente de esgoto com alto teor de
amoénio e sal. Os resultados demonstraram que os maiores de teores de proteina (56,7%),
pigmentos totais (4,48%) e produtividades de 5,62 gL', foram obtidos no fermentador de 5L,
enquanto taxa de consumo maximo NH 4" (1.800 mgL'd™!) e rendimento de biomassa (23,6

gL =) foram obtidos em fermentador de 50 L.

2.2 Sistemas de producio de microalgas

O cultivo de microalgas no meio ambiente requer fonte de carbono e luz solar para realizar
fotossintese, mas em producao em larga escala pode necessitar de suprimentos adicionais como: CO.,
N, F.Caracteristicas morfoldgicas de cada espécie devem ser consideradas para a escolha do sistema
de cultivo (Andrade e Colozzi Filho, 2014; Spolare et al., 2006).

Os principais sistemas de cultivo de microalgas sdo os sistemas abertos (lagoas e tanques), os
fechados (fotobiorreatores) e os mistos (hibridos) (Tabela 2). Esses sistemas t€ém como primazia o
controle de parametros fisicos que viabilizam a producao de produtos e subprodutos de interesse

alimentar e industrial (Andrade e Colozzi Filho, 2014; Spolare ef al., 2006).
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Tabela 2.Caracteristicas dos sistemas fechados (fotobiorreatores) e abertos.

Sistemas de cultivo Sistemas fechados Sistemas abertos
Controle de contaminagao Possivel Dificil
Risco de contaminacio Reduzido Alto

Axenia Possivel Dificil
Controle do processo Possivel Dificil
Mistura Uniforme Pobre
Area/volume Alto Baixo
Concentracao de células Alta Baixa
Investimento Alto Baixo
Custos de operacao Alto Baixo
Controle da temperatura Mais uniforme Dificil
Produtividade 3 a 5 vezes mais produtivo Pobre
Espaco requerido Depende da produtividade Equivalente
Estresse hidrodinamico Médio Muito baixo
Evaporacao do meio de cultivo Baixa Alta
Controle da transferéncia de gas Alta Baixa
Eficiéncia da utilizacdo da luz Alta Pobre

Fonte:Adaptado de Mata et al., 2010

2.2.1 Sistemas abertos

Utilizados desde a década de 1960 no Japao, os sistemas de cultivo abertos (Figura 2),foram os
promeiros a serem criados e sao amplamente difundidos e aceitos (Rico, 2014; Borowitzka, 1999).
Esses sistemas sdo de grande porte e permitem produzir uma grande quantidade de biomassa. Devem
possuir pequena profundidade, variando de 15 a 30cm possibilitando incidéncia de luz adequada em
todo seu volume. A variagdo de profundidade possibilita um menor uso da quantidade de éagua,
tornando mais econdmico e pratico o processo de recuperagdo da biomassa (Andrade e Colozzi Filho,
2014; Benemann et al., 1996). No entanto, um grande volume de CO; ¢ perdido devido a oscilagdo de
temperatura e evaporagdo. De acordo com Xuet al. (2009) as perdas de CO; podem ser compensadas
através da instalacdo de dispositivos de aeracdo aumentando eficiéncia no uso do gés. Nesse modelo
de sistema os nutrientes e a microalga sdo inseridos na parte central do tanque, no qual garante
distribuicdo homogénea, devido ao sistema de recirculacdo que evita a sedimentagdo dos

microorganismos (Andrade e Colozzi Filho, 2014; Terry, Raymond, 1985).
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Figura 2 - Sistemas abertos de cultivo de microalgas, (A) tanque circular sem sistema de

aeracao e (B) tanque tipo raceway com sistema de aeragdo por aeradores.

Fonte: Disponivel em: https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/153095/1/Agroenergia-Revista-microalgas-ed10-red.pdf; Acesso em 17 de
agost 2020

Os sistemas abertos podem ser extensivos e intensivos. Extensivos quando o manejo da cultura
ndo requer nenhum esforgo, ja o intensivo, tem como intuito aumentar a produtividade e melhorar as
condigdes de cultivo. Barbosa (2012) afirma que ha possibilidade do crescimento de outras espécies
de organismos diminuem a produtividade do cultivo provocado pela contaminagdo devido ao
crescimento de outras espécies de organismos (bactérias e outras espécies de microalgas). De acordo
com Andrade e Colozzi Filho (2014); Brennan e Owende (2010), esse sistema ¢ utilizado quando o
crescimento das microalgas ocorre em condigdes ambientais consideradas extremas, como € 0 caso

Spirulina sp (sobrevive a pH alcalino), e da Dunaliella sp (cresce em alta salinidade).

2.2.2 Sistemas fechados

Segundo Soares (2010) o desenvolvimento dos fotobiorreatores em sistemas fechados,
aconteceu devido as limitagdes dos sistemas abertos. A produgdo da biomassa nesse sistema ¢
realizada em recipientes fechados de policarbonato, plastico ou vidro, sendo necessaria a inser¢ao dos
nutrientespara o desenvolvimento das microalgas (Franco et al,. 2013; Soares, 2010). Esses
recipientes fechados diminuem os efeitos de evaporacdo, contaminagdo, possibilitando um maior
controle da intensidade da luz e temperatura, assim, favorecendo maior crescimento das células
(Franco et al,. 2013; Barbosa, 2012).

No entanto, esses sistemas apresentam algumas restrigdes como o risco de superaquecimento,
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entupimento, acumulo de oxigénio, alto preco da manutengdo do cultivo,funcionamento e das
instalacdes (Jacome-Pilco et al., 2009; Franco et al,. 2013; Soares, 2010). As instalagdes podem ser
feitas em ambientes cobertos ou ao ar livre. Nos cultivos em locais abertos a luz solar ¢ aproveitada
para o desenvolvimento da microalga, no entanto, em ambientes fechados ha duas possibilidades:
casas de vegetacao ¢ locais opacos. Nss casas de vegetacdo as paredes e o teto sdo transparentes,
permitindo a passagem da luz solar e os locais opacos a energia luminosa é proveniente de lampadas

fluorescentes (Lourenco, 2006).

Figura 3 - Sistemas fechado (fotobiorreator) de cultivo de microalgas

Fonte: Disponivel em: https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/153095/1/Agroenergia-Revista-microalgas-ed10-red.pdf; Acesso em 17 de
agost 2020

2.2.3 Sistemas Hibridos

E a combinagio dos sistemas abertos e fechados,desenvolvidos com o objetivo de diminuir as
desvantagens e maximizar as vantagens contrapondo os sistemas de maneira individualizada (Rodolfi
et al., 2008). O sistema fechado devido as condi¢des controladas estimula a divisdo celular e reduzem
o risco de contaminagdo por outros microrganismos. O cultivo aberto tem como finalidade a sintese de
biomoléculas, através da exposi¢do das células ao estresse nutricional (Huntley, Redalje, 2007).Neste
contexto, a associacdo destes sistemas, provavelmente ¢ a escolha mais ldgica para oferecer um

melhor custo-beneficio (Demirbas et al., 2011).
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Figura 4 - Sistema misto para o cultivo de microalgas (caracteristicas de (1) sistema turf scrubber, (2)

sistema em tanques e (3) fotobiorreator). Fonte: Bjerk, 2012.

A Tabela 3 demonstra de acordo com os parametros de cultivo as vantagens e desvantagens de

produzir microalgas em sistemas abertos e fechados.

Tabela 3 - Vantagens e desvantagens do sistema aberto e fechado de cultivo de microalgas.

Parametro

Sistema aberto

Sistema fechado

Riscos de contaminacao
Perdas de CO:
Perdas evaporativas
Eficiéncia do uso da luz
Razio Area/Volume
Area requerida
Controle de Processo
Produtividade de
Biomassa
Custos de investimento
Custos de operacio
Custos de manuten¢ao
Scale up (escalonamento)
Producao de

biomoleculas

desvantagem
desvantagem
desvantagem
desvantagem
vantagem
desvantagem
desvantagem

desvantagem

vantagem

vantagem
desvantagem

vantagem

desvantagem

vantagem
vantagem
vantagem
vantagem
desvantagem
vantagem
vantagem

vantagem

desvantagem

desvantagem
vantagem

desvantagem

vantagem

Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2006) e Ortiz (2014).
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2.3 Crescimento microalgal

O crescimento das microalgas estd ligado diretamente a fatores fisicos, quimicos e bioldgicos.
Esses trés fatores estdo relacionados a presenca de contaminantes, efeitos provocados pela
disponibilidade de fontes de carbono, nutrientes, temperatura, pH ¢ luminosidade (Rico, 2014;
Longhi, 2012; Andrade, 2014; Kumar et al., 2010). Uma curva de crescimento de micro-organismos

engloba fases como: adaptagao (lag), exponencial (log) estacionaria e declinio (morte, senescéncia).

‘g’ Fase de Fase Fase de
~l | Adaptagdo Exponencial i Maorte

%

Tempo

Figura 4 —Curvade crescimento de micro-organismos.

Fonte: https://brainly.com.br/tarefa/13364102

A Figura 4 apresenta as fases de crescimento: fase lag, exponencial, estacionaria e de morte
(Huo et al., 2020; Vidotti, 2012; Mata et al., 2010; Schmidell ef al., 2001). A fase lag ou de adaptacao
metabolica ¢ definida como o periodo em que o nimero de organismos permanece praticamente
inalterado, ¢ a fase de adaptagdo ao novo ambiente. Na fase exponencial de crescimento, a maxima
taxa de crescimento especifica ¢ alcangada e ¢ caracterizada por um aumento significativo da massa
celular (Huo et al., 2020; Klin et al., 2020) . Apdés um determinado periodo de crescimento
exponencial, as condigdes ambientais tornam-se desfavoraveis pela escassez de nutrientes essenciais
possivel acimulo de metabolitos toxicos. Depois da fase exponencial tem-se a fase de crescimento
estacionario, na qual a maxima concentragao celular ¢ alcangada e a taxa de crescimento especifica ¢
continuamente reduzida. A fase de morte ou declinio ¢ aquela em que a maioria das células estd em
processo de morte. (Huoet al., 2020; Klinet al., 2020; Vidotti, 2012; Mata et al., 2010; Schmidell et
al.,2001).

2.4 Composi¢io Bioquimica
Os macros e micronutrientes sdo fundamentais para o cultivo de microalgas. No ambiente

natural a distribui¢do desses elementos quimicos ¢ irregular(Gloria, 2018; Corréa, 2015; Andrade,
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2014; Richmond, 2004). A suplementacdo de micros e macronutrientes (Tabela 4) sdo necessarios na
produgdo de microalgas em sistemas fechados e abertos(Gloria, 2018; Andrade, 2014; Richmond,
2004).

Tabela 4 - Macronutrientes e fungdes biologicas.

Componente Funcao bioldgica

Carbono Componente estrutural de macromoléculas

Nitrogénio Componente estrutural de macromoléculas
Fosforo Realizagdo de processos de troca energética (ATP)
Potassio Regulagdo osmoética

Magnésio Constituinte da molécula de clorofila
Enxofre Estruturacdo de proteinas, como cisteina e metionina

Ferro Participacao da via de biossintese da clorofila

Fonte: Adaptado de Grobbelaar (2004).

Além dos macronutrientes, os micronutrientes, também conhecidos como elementos tragos
sdo necessarios, mesmo em quantidades menores quando comparados as macronutrientes, sendo os
elementos cobalto (Co), cobre (Cu), manganés (Mn), molibdénio (Mo), zinco (Zn) e ferro (Fe) os
principais (Gloria, 2018; Andrade, 2014; Richmond, 2004).

As microalgas tem sido objeto de estudo pela sua capacidade de ser utilizada no
desenvolvimento de alimentos funcionais e no aproveitamento do CO; atmosférico. Além disso,
Chacon e Marino (2010) demonstram que a biomassa ¢ composta de proteinas, lipidios e carboidratos
de interesse farmacéutico, alimenticio e bicombustiveis (biodiesel e etanol).

Aditivamente, autores como Niccolai ef al.(2019); Pulz e Gross (2004), demonstraram que 0s
pigmentos (carotendide, ficobiliproteinas) presentes nas microalgas, possuem propriedades protetoras
e antioxidantes. De acordo com os autores esses pigmentos atuam como um mecanismo de defesa a

formacao de radicais livres e oxidagao.

2.4.1 Lipidios

Sdo biomoléculas compostas por carbono (C), oxigénio (O) e hidrogénio (H), soluveis em
solventes orgéanicos e insoluveis em agua (Ran et al., 2019; Andrade, 2014). Os triacilglicer6is
(TAGs) sdo os lipidios mais abundantes nas microalgas. A depender da espécie e das condig¢des de
cultivo o teor de lipidios pode variar de 1 a 75%. Em generos Chlorella o teor de lipidios pode varia
de 2 a 68% (Ran et al., 2019; Andrade, 2014) .

Os entendimentos sobre a biossintese de tiacilglicerois (TAG) em microalgas ainda estdo
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incompletos, embora recentemente as principais vias envolvidas na sintese de lipidios tenham sido
parcialmente descobertas com base nos resultados da comparagdo do genoma e analise do
transcriptoma (Kong et al., 2018; LiBeisson et al., 2015). A biossintese de lipideos podem ser
divididos em duas etapas: sintese de acido graxo e de glicerolipideo.

De acordo com Ran et al. (2019), Costa et al. (2006) perfil de acidos graxos do genero
Chlorella, possuem predominancia dos acidos palmitoléico (C16:1) e araquidico (C20:0) além de
outros acidos graxos em menor quantidade, como acido miristico (C14:0); acido palmitico (C16:0);
acido estearico (C18:0); acido oleico (C18:1); acido linoleico (C18:2) e acido linolénico (C18:3)
variando entre 0,06 € 27,08%.

De acordo com Loures (2016), a biomassa produzida a partir de microalgas pode ser
convertida em biocombustiveis de diferentes maneiras, que podem ser classificadas em trés
subclasses: quimica, bioquimica e termoquimica. A selecdo adequada dos métodos de conversao ¢
determinada pela quantidade de biomassa obtida, pela forma de energia final desejada e pela
viabilidade econdmica.

Para Loures (2016) a transesterificacdo quimica ¢ o método mais usado no processo de
obtencdo do biodiesel. A producao do biodiesel ocorre principalmente por meio da reacdo de
transesterificacao de triglicéridos. No final da reacdo existe duas fases liquidas distintas: uma fase
inferior rica em glicerol e a fase superior que contém o éster de acidos. Nesta reacdo ocorre a quebra
de triglicerideos transformando suas cadeias em estruturas mais simples com baixas viscosidades, ou
seja, a molécula de alcool 3R'OH da reacao desloca o glicerol do triacilglicerol resultando em éster
que apos a purificacdo ¢ obtido o biodisel( Ambat et al., 2018; Franquitto, 2016; Andreatta et al.,
2010) .

Segundo Rivas et al. (2020), a co-cultura de microalgas-leveduras sob relagdo N/P controlada
no meio de cultura produz distribui¢des de lipidios desejaveis, proporcionando melhor qualidade de
biodiesel e equilibrio entre o acimulo de biomassa e lipidios. A partir de uma combinagao baseada na
superficie de resposta de NaNO;, K2HPO4s e FeSO4 * 7H,. Os nutrientes aumentam os teores de

biomassa e lipidios obtidos 1,68 gL' e 27,77%, respectivamente.

2.4.2 Carboidratos

Carboidratos sdao mondmeros, polimeros e derivados de aglcares (dcidos urdnicos € amino
acucares). Os polimeros constituem a maior fonte de biomassa terrestre tipica, desempenhando em sua
maior parte fun¢do estrutural (celulose) ou de armazenamento (amido) em plantas (Gloria, 2018;
Templeton et al., 2012; Vargas et al., 1998).

O cultivo com Spirulina sp. LEB 18, segundo Cardoso et al. (2020), foi realizado em efluente
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da aquicultura com objetivo de produzir biomassa e macronutrientes. O experimento foi realizado em
fotobiorreator (1 L) com diferentes concentragdes de meio zarrouk (0, 25, 50 e 75%) e com 100% do
eflunte. O melhor tratamento foi o T25 (100% das aguas residuais suplementadas com 25% dos
nutrientes Zarrouk). A melhor condi¢do de produgdo de biomassa foi reproduzida em escala piloto em
um biorreator tipo canaleta (5 L). A producdo de biomassa no sistema de canaleta (T25) foi maior
(3,33 g L™!) do que no controle (2,32 g L™!) e os carboidratos (69,77%) e lipidios (12,77%) também
foram maiores. O contetido de carotenoides em T25 foi significativo (9,68 ug mL™). Spirulina sp.
LEB 18 removeu o fosfato (99,97%); DQO (89,34%) e nitrato (81,10%) do efluente da aquicultura. O
efluente apresentou auséncia de metais pesados e concentracdo de Al; Fe; Ca e Mg superiores a
cultura controle com nutrientes Zarrouk. A Spirulina sp. LEB 18 pode ser aplicado como agente de
biorremediagdo de aguas residudrias de aqiiicultura com alta producdo de biomassa, carboidratos,

lipidios e carotendides.

2.4.3 Proteinas

Proteinas sdo compostos organicos de alto peso molecular, formados por um ou mais
polipeptideos (20 ou mais aminodcidos ligados entre si) através de ligagdes peptidicas (ligagao
covalente entre C e N) e constituem cerca de 50 a 80% do peso seco dos microrganismos. Os
aminoacidos essenciais do genero Chlorella, sdo Leucina (~4.75%), Lisina (~4,16%); Valina
(~3,29%); Fenilalanina (~2,81%), Treonina (~2,40%) e Isoleucina (~2,21%), metionina (~1,13%) e
triptofano (~0.46%) (Machado et al., 2017),

O cultivo de Chlorella pyrenoidosa , segundo Wang et al. (2019) foi realizado em efluente
com alto teor de amodnio e salem um fermentador semicontinuo de 5, obtiveram teores de proteina
(56,70 %), pigmentos totais (4,48%) e produgdo maxima de 5,62 g L *!, enquanto taxa de consumo de
NH " (1.800 mg L'd ). Concluiram que a microalga possui capacidade de alta conversio de

amonio de 4dguas residuais em biomassa com alta producao de proteina.

2.4.4 Cinzas

A formacdo das cinzas e sua caracteristica fisica, mineraldgica e quimica dependem de
diversos fatores, entre os quais pode-se destacar: tipo de carvado, processo de combustdo (temperatura
e tempo de exposicdo) e equipamento de controle (precipitadores eletrostaticos, filtros, ciclones).
Apesar dos equipamentos de controle possuirem alta eficiéncia de retengdo (>99,9%), seu
desempenho ¢ reduzido para particulas menores que 10um e, desta forma, quantidades consideraveis
de cinzas podem ser emitidas a atmosfera. Estas particulas finas podem acarretar sérios problemas ao

ser humano, pois permanecem por longos periodos de tempo na atmosfera, sdo transportadas a
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centenas de quilometros da fonte emissora e podem ser capturadas pelos alvéolos pulmonares (Duarte
et al., 2016; Duarte, 2015)

Segundo Duarte (2015), as cinzas leves ou volantes sdo particulas finas, vitrificadas e ocas;
material heterogéneo constituido de fases amorfas e cristalinas. Os principais componentes das cinzas
sdo silica (Si02), alumina (Al>03), 6xido de ferro (Fe»0s3) e 6xido de célcio (CaO) (Tabela 5) (Cardoso
et al., 2011). Outros elementos como Cd, Cu, K, Na, Ni e Mg podem ser encontrados. Muitos destes
minerais sdo necessarios para o cultivo microalgal,como: Fe, Ca, Cu, K e Mg e podem substituir
parcialmente os nutrientes necessarios para o crescimento microalgal (VAZ; COSTA; MORAIS,
2016).

Os microrganismos possuem mecanismos que podem afetar o equilibrio das espécies metalicas
entre as fases liquida e solida. Assim, os microrganismos podem influenciar a especiagdo de metais
presentes nas cinzas de termelétrica, por meio de sua capacidade ativa ou mediadora nos processos de
mobilizacdo ou imobilizagdo de metais. (Gadd, 2004). Entre os microrganismos que podem remover
metais pesados do meio ambiente estdo as bactérias, algas e fungos. A capacidade de remocgao, assim
como 0s mecanismos de acimulo, podem variar amplamente, de acordo com a espécie microbiana, ou
até mesmo com a espécie de micro- organismo (Lemos et al., 2008). Wang et al., (2010) estudaram a
remogao de ions metalicos pela microalga Chlorella sp. e constaram que esta espécie de microalga foi
capaz de remover ions de aluminio, cadmio, ferro, magnésio e manganés de plantas de tratamento de
aguas residuais. De acordo com Xu et al. (2019) a concentragdo de cinzas foi de (16,06%) ap6s avaliar
a composi¢ao de bio-0leo de Chlorella cultivada em agua residual de esgoto e produzida por
liquefagdo co-hidrotérmica.

Cardoso et al. (2020) cultivando Spirulina sp. LEB 18 utilizando aguas residudrias da
aquicultura avaliou os parametros de crescimento da microalga, a composi¢ao bioquimica da biomassa
produzida e a eficiéncia da Spirulina na remocao de nutrientes do efluente da aquicultura. Os ensaios
foram realizados em fotobiorreatores fechados (1 L) usando 100% de agua residual da aquicultura e
suplementada com 0, 25, 50 e 75% de meio de cultura Zarrouk. As concentragcdes maximas de
biomassa ndo apresentaram diferenca estatistica entre os ensaios 50 (1,02 g L"), 25 (1,10 g L") e
controle (1,05 g L''). A biomassa do ensaio 25 apresentou as maiores concentragdes de proteina
(65,73%), ficocianina (16,60 mg / mL), acido graxo poliinsaturado (38,20%) e y-linolénico (23,29%).
Além disso, a maior taxa de remogao de sulfato (94,01%), fosfato (93,84%), bromo (96,77%) ¢ DQO
(90,00%) foi obtida a partir do ensaio 25. O teor de cinzas produzidos para as concentragdo foram 0
(12%), 25 (14%), 50 (9,6%), 75 (13%) e para o controle de 9,8%. A biomassa dos ensaios 25 e 50
apresentaram propriedades ideais para aplicacdo de biodiesel. A Spirulina sp. LEB 18 cultivada

usando 100% de aguas residuais de aquicultura e suplementada com 25% de meio de cultura Zarrouk
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foi a melhor opgdo para o tratamento de efluentes da aquicultura, produzindo biomassa de valor

agregado e reduzindo o custo de producao.

2.4.5 Clorofilas a e b

As clorofilas sdo pigmentos esverdeados e soluveis em gordura com um anel de porfirina. Eles
sdo responsaveis por converter a energia solar em energia quimica na fotossintese. A maioria das
microalgas tem clorofila a, mas algumas podem ter clorofila b e ¢ como Dinophyta .As microalgas
contém de 0,5 a 1,0% de clorofila (D’Alessandro ef al., 2016). Microalgas verdes como a Chlorella
sp. sao fontes primarias de producao de clorofila, denominados alimento esmeralda, devido ao seu alto
teor de clorofila (Khanra et al., 2018). O conteudo de clorofila na Chlorella representa cerca de 7% da
biomassa,cinco vezes maior que o conteudo de clorofila na Sprirulina (Khanra et al., 2018;
D’Alessandro et al., 2016). Segundo Khanra et al. (2018) e D’Alessandro et al. (2016) a maior
porcentagem pertencente a clorofia a e b.

As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados da porfirina, tendo como
atomo central o Mg (magnésio). Esse composto ¢ uma estrutura macrociclica assimétrica totalmente
insaturada constituida por quatro anéis de pirrol. Esses anéis numeram-se de 1 a 4 ou de “a” a “d”, de
acordo com o sistema de numeracao de Fisher (X iong et al., 2019; Streit et al., 2005;Schoefs, 2002).
As clorofilas a e b encontram-se na natureza numa propor¢ao de 3:1, respectivamente, ¢ diferem nos
substituintes de carbono C-3. Na clorofila @, o anel de porfirina contém um grupo metil (-CH3) no C-3
e a clorofila b (considerada um pigmento acessorio) contém um grupo aldeido (-CHO), que substitui o
grupo metil-CH3. A estabilidade da clorofila b deve-se ao efeito atrativo de elétrons de seu grupo
aldeido no C-3 (Streit et al., 2005;Von elbe, 2000). A clorofila b ¢ sintetizada através da oxidagdo do
grupo metil da clorofila @ para um grupo aldeido. No entanto, muitos estudos tém sido realizados para
elucidar a biossintese da clorofila b, mas as rotas para a formacgao da clorofila b ou das proteinas
envolvidas ainda ndo foram elucidadas (Xiong ef al., 2019; Streit et al., 2005;Tanaka et al., 1998). A
clorofila b ¢ convertida em clorofila a através de uma enzima chamada clorofila a oxigenase, que
catalisa a conversdo do grupo metil ao grupo aldeido (Xiong et al., 2019; Streit et al., 2005; XU et al.,
2001).Yun et al. (2019) em cultivo de Chlorella vulgaris YH703 em concentragdo 200 mM de NaCl,
encontrou valores de clorofila a (2,25pg/mL), b (1,23pug/mL) e carotenoides (0,61 pg/mL).

2.4.6 Carotenoides
Os carotenoides sdo compostos lipofilicos de cor amarela, laranja ou vermelho, constituidos
por uma cadeia principal de 40 carbonos, com oito unidades de isopreno dividindo-se em dois grupos,

carotenos e xantofilas. Carotenos correspondem a carotenoides sem a adi¢do de derivados oxigenados
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e xantofilas correspondem a carotenoides com a adi¢do de grupos-OH (por exemplo, luteina); grupos
oxi (cantaxantina) ou uma combinagdo dos dois(astaxantina). Os carotenoides tém a capacidade de
absorver luz e diminuir o excesso de energia em metabolismos fotossintéticos, sendo divididos em
dois grupos, consoante a sua funcdo, neste caso carotenoides primarios e secundarios (Khanra et al.,
2018; Weber et al., 2017; Derner et al., 2006).

Os carotenoides primarios tais como [B-caroteno e luteina sdo componentes funcionais e
estruturais do aparato fotossintético e estdo diretamente envolvidos na fotossintese. Dessa forma,
eles tém o papel de captura da luz solar, assim como protegdo do sistema fotossintetizante contra a
oxidacdo. Ja os carotenoides secundarios, tais como astaxantina e a cantaxantina, sao sintetizados
por cloroplastos, acumulados no citoplasma e ndo estdo intrinsicamente relacionados a esse aparato
estrutural e funcional. Dependendo das condi¢des do cultivo e do ambiente, como por exemplo
incidéncia de luz, pH, temperatura, disponibilidade de nutrientes, concentracao de sal, esse tipo de
carotenoide pode ser induzido a ter uma maior producdo. Portanto, sua fungdo ¢ apenas a filtragao
da luz solar para protecao celular.

Existem uma diversidade de carotenoides produzidos por microlagas, como luteina,
astaxantina, cantaxantina e -caroteno. No entanto, os principais carotenoides comercializados sdo:
luteina, astaxantina, cantaxantina e P-caroteno, dentre estes o genero Chlorella possui grandes
concentracdes de luiteina, castanxantina e astaxantina (Khanra et al., 2018; Weber et al., 2017,
Derneret al., 2006).

Segundo Liu et al. (2017), a produgao de lipidios e astaxantina, produzido por Chlorella
zofingiensis foi investigada em diferentes condi¢des de cultivo. A anélise comparativa revelou uma
boa correlacdo entre o acumulo de triacilglicerol (TAG) e astaxantina em C. Zofingiensis sob
condicdes de estresse. Os maiores teores de TAG e astaxantina alcangcados foram 387 ¢

4,80 mg g !

de peso seco, respectivamente. Uma estratégia de cultura semicontinua foi
desenvolvida para otimizar as produtividades de TAG e astaxantina, que alcangaram 297 e
3,3 mg L dia!, respectivamente. Além disso, o acumulo de astaxantina foi aumentado pela

inibi¢do da biossintese de 4cido graxo .

2.5 Bicombustiveis

As energias renovaveis sdo considerados um dos substitutos potenciais para os combustiveis
fosseis convencionais. Bicombustiveis sdo produzidos a partir de materiais bioldgicos ou organicos
em estado solido, fluido ou vapor, feitos de biomassas que podem ser cultivadas e colhidas de varias
fontes biologicas (Chowdhury et al., 2019; Enamala et al., 2018). Sdo amplamente classificados por

geracdes como o 1G (1* geracdo) provenintes de culturas alimentares cultivadas em terras agricolas,
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ou seja, producdo de etanol a partir de aglicares ou amidos (cana,beterraba,milho,trigo, mandioca e
outras fontes vegetais) e biodiesel a partir de 6leos vegetais ou gordura animal (soja, mamona, dendg,
sebo, 6leo de fritura) (Chowdhury et al., 2019; Enamala et al., 2018).

Os biocombustiveis de 1* gera¢do (1G) provocam preocupagdes financeiras, naturais e
politicas significativas. Visto que a fabricagdo em grande escala de matéria-prima requer mais terras
agricolas araveis, resultando em terrenos reduzidos para a producdo de alimentos humanos e animais.
Além disso, o procedimento de producdo de matéria-prima de biomassa 1G também ¢ responsavel
pela degradacao ecolodgica, tornando as culturas inviavéis (Ganesan et al., 2020; Chowdhuryet al.,
2019; Enamala et al., 2018; Franco et al., 2013).

Os biocombustiveis de 2* geracdo (2G), sdo provenientes de diferentes itens ndo alimentares,
como biomassa celulodsica, partes ndo comestiveis de plantas, palha, esterco, 6leo de cozinha usado,
madeira e serragem para o lixo. No entanto, a produgdo de biocombustiveis a partir de fontes de
biomassa 2G nao ¢ industrialmente lucrativa, porque o procedimento de produgdo requer inovagoes
modernas e caras (Ganesan et al., 2020; Chowdhuryet al., 2019; Enamala et al., 2018; Franco et al.,
2013). Diante disso, biomassas de 3% geracao (3G) produzidas a partir de microalgas, sdo alternativas
para a produ¢ao de biocombustiveis,as microalgas podem fornecer alguns tipos distintos de
biocombustiveis sustentaveis, incluindo bioetanol e biodiesel(Ganesan et al., 2020; Chowdhuryet al.,
2019; Enamala et al., 2018; Franco et al., 2013).

Existem varias vantagens favoraveis para a producdo de biocombustiveis a partir de
microalgas, pois eles podem fornecer até 20 vezes mais bio-6leo do que a cultura tradicional. O ciclo
de colheita de microalgas ¢ curto e a taxa de crescimento ¢ alta, além disso, nao ha necessidade de
terra agraria de alta qualidade. A taxa atual de producdo de bio-6leo de microalgas ¢ de 10.000 litros /
hectare / ano, que ¢ muito mais alta do que outras fontes de biocombustivel, como soja, girassol,
canola, jathopha e palma(Ganesan et al., 2020; Chowdhury et al., 2019; Enamala ef al., 2018; Franco
etal., 2013).

Segundo Cardoso et al., (2020) avaliando o reaproveitamento e tratamento de aguas residuarias
da aquicultura por Spirulina sp. LEB 18 em fotobiorreator fechados (1 L) usando100% de aguas
residuais da aquicultura (T-0) e suplementado com 25 (T-25), 50 (T-50) e 75% (T-75) de meio de
cultura Zarrouk.A biomassa do ensaio T-25 apresentou as maiores concentracdes de proteina
(65,73%), ficocianina (16,60 mg / mL), acido graxo poliinsaturado (38,20%) e y-linolénico (23,29%).
Além disso, os ensaios T-25 e T-50 apresentaram propriedades ideais para aplicag¢do de biodiesel.

Tripathi et al. (2015) cultivando Scenedesmus sp. ISTGA1 em meio BG-11 suplementado com
bicarbonato de sédio (NaHCO ) como fonte de carbono, avaliou o sequestro de carbono e capacidade

de producdo de biodiesel. O teor de lipidios foi de 301 mg/L, quando transesterificados e analisados
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via GC-MS, apresentaram33-35,8% de acidos graxos saturadose 54-55% de insaturados. O perfil de
acidos graxos presentes eram C16 ou C18 (> 80%), apropriados para a produgdo de biodiesel .
Atualmente, um numero significativo de produtos agricolas, incluindo safras, frutas e vegetais
como canola, milho, mamao, algoddo, soja e beterraba agucareira estdo sendo produzidos em massa
usando a tecnologia de organismos geneticamente modificados (OGM). Da mesma forma, a
tecnologia de OGM também pode ser aplicada a microalgas para aumentar a produtividade de lipidios.
Alguns estudos mostraram que poucas espécies de microalgas podem ser geneticamente modificadas
para aumentar a produtividade de lipidios (6leo) da biomassa (Ganesan ef al., 2020; Chowdhury et al.,
2019; Enamala et al., 2018). Segundo Lu et al. (2017) mais de 100 especies de microalgas
geneticamente modificadas foram catalogadas na literatura. Essas microalgas foram modificadas
através da engenharia genetica, que possibilitou identificar e manipular os genes de interesse com o

objetivo de aumentar a sintese de determinadas biomoléculas.

2.6 Biorremediacao

As aguas residuais (domesticas, industriais, de origem petrolifera) possuem uma grande
diversidade de elementos quimicos. Segundo Kumar et al. (2015), algumas alternativas para a
biorremediagdodos efluentes sdo: precipitagdo quimica, oxidagdo ou redugdo quimica, ozonizagao,
filtragdo, cloracdo, coagulacdo, troca idnica, osmose reversa, extragao de solvente, recuperagdo por
evaporacao, cimentacao , adsorcao, eletrodeposi¢ao, osmose reversa e eletrodialise entre outros.

Essa interven¢ao na maioria das vezes mostra-se eficiente, no entanto, quando a concentragao
de elementos quimicos estd na faixa de 1-100 mgL™! o tratamento se torna ineficiente (Nagarajan et
al., 2020; Kumar et al., 2015; Noie et al., 1992). Na Tabela 5 sdo apresenatados as principais

vantagens e desvantagens dos métodos utilizados para biorremediacao de aguas residuais.

Tabela 5 - Vantagens e desvantagens de alguns processos de biorremediacao.

Processo Mecanismos de acio Vantagens Desvantagens

) ] Nao efetiva para
Uma substancia soluvel é convertida em outra

concentragdes
insoluvel por reacdo quimica ou por mudangas )
Precipitacio ) Simples elevadas
na composi¢do do solvente. Como ocorre na ) o
quimica Baixo custo Dificil separacgao

remocao de fosfatos e outros sais pela adicdo de )
) Pouco efetiva
coagulantes contendo ferro e/ou aluminio.
Produz lamas

Oxidacio e Redugdo e/ou oxidacdo de matéria organica por Quando sistemas
reducio meio da aplicacdo de consorcio de Baixo custo bioldgicos sdo
biolégica microrganismos. aplicados, a taxa de
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conversdo ¢ lenta e

dependente das

condigdes
climaticas
Aplicagdo de oxidantes quimicos como H,O,,
Oxidacao e
03, Cl, ClO; e KMnOy, Utilizado na oxidagdo e Requer agentes
reducio Mineralizagdo
redu¢do de metais, bem como na desinfec¢do e quimicos
quimica
remocdo de odor da agua.
Imposigdo de uma diferenga de potencial e/ou
corrente elétrica a um sistema composto de )
Aplicado para altas
Tratamento catodo, anodo e eletrélito. Pode promover Recuperagio
concentragdes
eletroquimico  destruicdo anddica do cianeto, a0 mesmo tempo do metal
) ) Custo elevado
que promove remogao catodica dos metais
pesados.
Uma fonte de pressdo externa ¢ aplicada,
Altas pressdes
Osmose fazendo com que a agua, por meio de uma )
) ) Efluente puro necessarias
reversa membrana semipermeavel, se encaminhe da
) o Custo elevado
soluc@o mais concentrada para a mais diluida.
Resinas de troca idnica sdo aplicadas, podendo
Sensivel a presenca
liberar ions sodio ou hidrogénio (resinas Efetivo
) ) ) de particulas
Troca ionica cationicas) bem como hidroxila (resinas Recuperagio
o ) ) Resinas de elevado
anidnicas) e apreender cations e dnions, do metal
) custo
respectivamente.
Adsorgdo com carvido ativado, zeodlitas,
Adsorventes Naio efetivo para
Adsorcio biomassa, resina polimérica, e oxi-hidroxido o )
) convencionais alguns metais
metalico
Separacdo da agua dos demais compostos
) Custo elevado
Evaporacao presentes na mesma por meio da passagem da Efluente puro

) Produz lamas
agua do estado liquido para estado gasoso.

Fonte: Dias et al., 2019

A opcao pelos métodos descritos em sua maioria geram residuos, portanto, vale salientar a
necessidade de optar por métodos que gerem pouco residuo, sejam praticos e ambientalmente corretos.
Pode-se justificar tal fato, a utilizacdo de microalgas como alternativa na remog¢dao de compostos
quimicos, pois utilizam compostos como nitrogénio, fosforo e carbono como nutrientes essenciais ao
seu metabolismo (Nagarajan et al. 2020; Kumar et al.2015; Noie et al., 1992).

Algumas espécies de microalgas crescem em ambientes diversificados, demonstrando a

possibilidade do cultivo em escala industrial. Desta forma, o tratamento através de sistema abertos ou
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fechados (fotobioreatores) sdo possibilidades que devem ser analisadas (Osundeko et al., 2010). O
tratamento via fotobiorreator ¢ o mais utilizado permitindo o controle de parametros fisicos -
quimicos, além do acompanhamento da produgdo da biomassa. Esse sistema permite uma remog¢ao
concreta de poluentes, em especial o CO2 (Xiong et al., 2017; Chiu et al., 2008; Chiu ef al., 2009).

A possibilidade de biorremediar efluentes a partir de microalgasé promissora, como
apresentado na Tabela 6. Um efluente rico CO,, fosforo e nitrogénio permitem uma alta taxa de
producdo de microalgas. Diante dessas condicdes, € possivel obter uma diminui¢do nos custos de
producao, reducdo dos niveis de nutrientes e produ¢do de biomoléculas. (Xiong et al., 2017; Fazal et
al., 2017; Christenson e Sims, 2011; Brennan e Owende, 2010). Apesar destas vantagens a
implementagdo de um sistema em escala industrial ¢ oneroso, o tempo de crescimento dos
microrganismos ¢ longo, a concentragdao da biomassa pode ser baixa e requer um controle do sistema
fisico- quimico (Xiong et al., 2017; Park et al., 2011; Ruiz-Marin et al., 2010; Noie et al, 1992).
Portanto, torna-se necessarios maiores investigagdes, para tornar os processos cada vez mais eficientes

e passiveis de escalonamento.

Tabela 6 -Potencial biorremediador de espécies de microalgas sobre diversos compostos. Fonte: Dias
etal., 2019.

. . . Remocio A
Espécie Composto(s) remediado(s) (% )9 Referéncia
0
o Fosforo inorganico, Nltrogeplo amoniacal, Fosforo 84: 49: 80-88 ¢
Chlorella sorokiniana inorganico Slompo, 2018
LS . 64-82
e Nitrogénio amoniacal
Pha.eodactylum Oxitetraciclina 97 Santaeufemiaer
tricornutum al., 2016
Chlorellavulgaris Nitratos e Fosfatos 72,40 ¢ 76,13 Pimenta, 2012
g Matsunagaet
Chlorella sp. Cadmio 48,7 al., 1999
Chlorellasp. Diodxido de carbono, Oxido de nitrogénio e Didxido de 60: 70 ¢ 50 Chiuet al.,
enxofre 2011
Chlorellavulgaris Goncalves et
Synechocystis salina Nitrogénio e Fosforo = 100e =100 ¢
f ; . al., 2016
Microcystisaeruginosa
Scenedesmus sp. Amonia, Nitrato, Fosfato e Oxigénio quimico 70-98 Nay;lgleé al.
Scenedesmus obliquus Amonia e Fosfato >97 e >97 Ohvezlgi 66 tal,
Chlamydomonas Nascimento
biconvexa Nitrogénio e Fosforo >60; >90 ’
. 2016
Tetranephris sp.
Chlorella vulgaris Nitrogénio, Fésforo e Zinco 90’68; 592’7 ¢ Santos, 2017
Spirulina platensis Cobre e Zinco 99 e 95 Reczlz)fzéal.,
- , Dal Magro et
Spirulina platensis Cromo (VI) 62 al., 2013
82,2;51,9; 88,2;
. Amonia, Fosforo, Ferro, Manganés, Cobre e Zinco 79,5; 58,2 ¢ Silva, 2006
Chlorella vulgaris 60.9
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2.6.1 Agua Produzida

Na industria de 6leo e gas, a dgua produzida ¢ um termo usado para designar a agua associada
ao petréleo durante o processo de extracdo. A agua produzida resulta de dois processos na industria de
6leo e gas. Primeiro, durante a extragdo, isso origina uma mistura de agua e 6leo. Em segundo lugar, a
agua injetada no campo petrolifero, com o objetivo de trazer o petréleo profundo para a superficie,
também se torna parte da dgua produzida ou das aguas residuais. Com base na origem, a agua
produzida pode ser classificada como agua produzida a partir de gas natural, campo petrolifero ou
metano de leito de carvao (Ahmad et al., 2019; Al-Ghoutiet al., 2019; Jimenez et al., 2018).

A 4gua produzida possui uma composicao complexa e variavel, suas propriedades fisicas e
quimicas dependem da localizacdo geografica do campo,formagdo geoldgica, método de extracao
etipo de produto de hidrocarboneto que esta sendo produzido. O efluente contém algumas das
caracteristicas quimicas do hidrocarboneto com o qual esta em contato ha séculos. Suas propriedades e
volume podem até variar ao longo da vida de um reservatorio. A agua produzida de plataformas de
gas, sao cerca de 10 vezes mais toxicas do que as produzidas em pogos de petroleo, mas, os volumes
de producdo de gés sao muito menores(Ahmad et al., 2019; Al-Ghouti et al., 2019; Jimenez et al.,
2018)

Os principais grupos constituintes da dgua produzida saoSodio (Na), cloro (Cl), bario (Ba),
sulfato (SO4%), calcio (Ca), potassio (K) , sulfito (SO3%), ferro (Fe), aluminio (Al), cromo (Cr),
manganés (Mn), titdnio (Ti), zinco (Zn) , arsénio (As), chumbo (Pb), Sais (expressos como
salinidade, solidos totais dissolvidos (TDS) ou condutividade elétrica), 6leo e graxa (O&G), BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos). PAHs (hidrocarbonetos poliaromaticos), acidos organicos,
fenol, alguns compostos naturais inorganicos e organicos (calcio, magnésio, sulfatos e bario), aditivos
quimicos usados na perfuracdo, fraturamento e operagdo, isso pode ter algumas propriedades toxicas
(por exemplo, biocidas e inibidores de corrosdo) (Ahmad ef al., 2020; Al-Ghouti, ef al.,2019;Jimenez
et al., 2018).

A d4gua produzida contém varios contaminantes diferentes com concentragdes variadas,
portanto, inimeras tecnologias de tratamento t€ém sido propostas para o tratamento da dgua produzida.
O sistema de tratamento geralmente requer uma série de processos unitarios individuais para a
remo¢dao de contaminantes que podem ndo ser removidos por meio de um Unico processo. O
tratamento da agua produzida pode ajudar a facilitar seu reuso para fins agricolas e industriais (Ahmad
et al., 2020; Al-Ghouti, et al.,2019; Jimenez et al., 2018).

O tratamento da dgua produzida deve ser capaz de remover Oleos e graxas, compostos

organicos, solidos suspenso, gases dissolvidos, materiais radioativos naturais, sais € microrganismos.
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De acordo com Al-Ghouti, et al. (2019) e Fakhru'l-Razi et al. (2009), a combinagdo de processos de
tratamento fisico, quimico e biologico deve ser usada para atingir os diferentes objetivos do
tratamento. Os tratamento mais usados atulamente para tratar agua produzida sdo filtracdo

eletrodialise, flotagdo, adsor¢do, precipitagdo e oxidagdo quimica.

2.6.1.1 Filtracdo

A filtracdo € uma técnica relativamente simples usada no processo de tratamento de agua e
esgoto, que se baseia no uso de meios filtrantes porosos para permitir que apenas a d4gua, mas nao as
impurezas, passem por ela. Existem varios materiais porosos que podem ser usados como meio de
filtro, como areia, pedra britada e carvao ativado. Porém, o material mais utilizado ¢ a areia devido a
sua disponibilidade, baixo custo e eficiéncia (Ahmad et al., 2020; Al-Ghouti, et al.,2019;Jimenez et
al., 2018).

2.6.1.2 Eletrodialise

Eletrodialise (ED) e reversdo de eletrodialise (EDR) sdo processos de separagcdo acionados por
carga eletroquimica e sdo usados para o tratamento de dgua salobra, dessalinizagdo de agua do mar e
recuperacdo de aguas residuais, além de serem testados para o tratamento de dgua produzida em escala
laboratorio (Ahmad et al., 2020; Al-Ghouti, et al., 2019). Os sais sdo removidos através de uma
coluna de membranas seletivas de anions e cations que sdo separadas por espagos entre as membranas,
em seguida a corrente elétrica promovendo a remogao do sal através da migracao de anions e cations

em diregoes opostas (Ahmad et al., 2020; Al-Ghouti, et al.,2019;Jimenez et al., 2018).

2.6.1.3 Flotacao

Neste método, bolhas finas de gas sdo utilizadas para a separagdo de particulas suspensas que
ndo podem ser removidas por sedimentacdo (Ahmad et al., 2020; Al-Ghouti, et al, 2019). Este
processo € feito injetando gés na dgua que provoca a suspensdo das goticulas de 6leo e consequente
fixacacdo do dleo nas bolhas de ar, e sdo removidas por escumagdo (Al-Ghouti, ef al.,, 2019). Este
processo pode ser feito usando ar, nitrogénio ou outros tipos de gases inertes. A técnica pode ser usada
para a remogao de organicos volateis, 6leo e graxa da agua produzida (Ahmad et al., 2020; Al-Ghouti,

et al., 2019).

2.6.1.4 Adsorcdo
A adsorcao ¢ considerada uma das melhores técnicas de tratamento para se obter uma melhor

qualidade da 4gua, pois pode reduzir a concentragdo do contaminante a niveis muito baixos. Através
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deste tratamento quase 100% da recuperagdo da agua produzida e 85% da remog¢ao dos metais pesados
pode ser realizada através do processo de adsor¢do. Porém, a principal desvantagem da utiliza¢dao do
método de adsor¢ao € o custo de instalagdo e manutengdo do sistema, mas esta desvantagem pode ser
contornada com o uso de meios de adsor¢do mais econdmicos, como carvao ativado, que podem
tornar o processo de adsor¢cdo mais competitivo. Além disso, diferentes compostos organicos e
inorganicos como manganés, ferro, COT, BTEX, 6leo e metais pesados podem ser retidos por varios
materiais adsorventes (Ahmad et al., 2020; Al-Ghouti, et al., 2019 Dias et al., 2019; Oliveira et al.,
2018).

2.6.1.5 Precipitagdo

A precipitacao € considerada um dos processos convencionais de tratamento quimico da agua
produzida. Por meio desse processo, pode-se realizar a remocao de até 97% das particulas suspensas e
coloidais. Floculantes e coagulantes que sdo compostos principalmente de metais inorganicos, como
ferro, magnésio e polimeros de aluminio, sio normalmente usados no processo de tratamento quimico
e foram considerados eficazes na remog¢ao de contaminantes (Ahmad et al., 2020; Al-Ghouti, et al.,

2019 Dias et al., 2019; Oliveira et al., 2018).

2.6.1.6 Oxidagdo quimica

Esta tecnologia ¢ geralmente usada para a remoc¢ao de DQO e DBO, odor, cor, compostos
organicos ¢ alguns inorganicos da agua produzida. Para eficiéncia dessa tecnologia os elétrons livres
devem ser removidos, pois, esse processo de tratamento depende das reacdes de oxidagdo e reducao
(Al-Ghouti, et al., 2019 Dias et al., 2019; Oliveira et al., 2018). Geralmente, varios poluentes podem
ser decompostos usando varios oxidantes como cloro, ozonio, peroxido e oxigénio. Além disso,
existem varios parametros que afetam a taxa de oxidagdo dessa tecnologia, incluindo: dose do produto
quimico, tipo de oxidante usado, qualidade da dgua bruta e tempo de contato entre a 4gua e o oxidante
usado. As principais vantagens deste processo de tratamento sdo; exigéncia minima de equipamento,
ndo gera residuos, ndo necessita de nenhum processo de pré-tratamento e pode atingir quase 100% de
recuperacao de dgua. No entanto, as principais desvantagens sao; tem alto custo quimico, manutengao
e calibragdo da bomba quimica (Ahmad et al., 2020; Al-Ghouti, et al., 2019; Dias et al., 2019;
Oliveira et al., 2018).

2.6.1.7 Processo de tratamento baseado em microalgas
Atualmente, o conceito deEco-tecnologiadestinado ao tratamento de aguas produzida, destina

abordagens destinadas a alcancgar altas taxas de remog¢aodepoluentes(Ahmad et al., 2020; Al-Ghouti,
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et al., 2019; Dias et al., 2019; Oliveira et al., 2018). Portanto, o uso de tratamento a base de
microalgas dispontacomo uma solugdo sustentavel, para o processo de tratamentodefinido e orientado
pelas abordagens de Eco-tecnologia (Al-Ghouti, et al, 2019; Dias et al., 2019). Geralmente, a
bioremediagdo de efluentes de adgua produzida, pode ser feita através do uso de microalgas devido
acapacidadedesteorganismosutilizar certos poluentes como fonte de nutrientes. De acordo com um
estudo conduzido por Takacova et al. (2015), obenzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) podem
ser utilizados como Unica fonte de carbono, por espécies de microalgas especificas, como Chlorella
kessler.

De acordo com um estudo feito por Takacova et al. (2015), em espécies de microalgas
especificas, como Parachlorella kessler o BTEXpode ser utilizado como uma tnica fonte de carbono.
Em outro estudo a fracdo soltivel da gasolina em agua, foi utilizada para compreender o efeito do
BTEX no crescimento de microalgas, bem como avaliar sua toxicidade. Observou-se que com o
aumento da concentracdo de BTEX e o tempo de contato da microalga com a fracdo soluvel,
percebeu-se uma inibi¢do de 50% do crescimento.

As altas concentracdes de hidrocarbonetos na dgua produzida, provoca uma maior toxicidade
no crescimento das microalgas. Segundo Fakhru’l-Raziet al.(2009) a dgua produzida pode conter altas
concentracdes de nitrogénio e fosforo, que apesar de fazerem parte do metabolismo microalgal,
quando em excesso, podem agir como fatores de limitacdo de crescimento para microalgas. Além
disso, existem varios oligoelementos além de nitrogénio e fosforo, que sdo importantes para o
crescimento de microalgas e também estdo presentes na agua produzida. Assim, o cultivo de
microalgas na agua produzida tem potencial biorremdiador. Além disso, a biomassa de microalgas
cultivadas pode ser usada como matéria-prima alternativa para geragdo de energia e biomoleculas. As
cepas de microalgas usadas em diferentes tratamentos de agua para biorremediagdo de poluentes
incluem Monoraphidiumsp., Chlorella sp.eScenedesmussp (Al-Ghouti, et al, 2019;Jimenez et al.,
2018).

Ammar et al. (2018) avalioulsochrysis galbanacultivadaem meio BG11 suplementado com
0,10,25 e 50% de 4gua produzida. E demonstrou que a produgdo de biomassa foi (1,123; 1,0166;
0,856 ¢ 0,31gL") Nannochloropsisoculatae (1,01; 0,899; 0,638 e 0,314 gL!), respectivamente. Os
resultados mostraram que ambas as linhagens podem sobreviver e crescer eficientemente em agua
produzida, quando uma adaptagao sucessiva adequada ¢ fornecida. Em geral, Nannochloropsisoculata
apresentou melhores propriedades de crescimento e adaptacdo do que Isochrysisgalbana na presenca
de 4gua produzida.

De acordo Jaén-Gil ef al. (2020) foram testadas o cultivo de oito cepas (Rhodomonas salina,

Nannochloropsis oculata, Emiliania huxleyi, Dunaliella tertiolecta, Isochrysis galbana, Tetraselmis
36



suecica, Dunaliella salina e Phaeodactylum tricornutum) de microalgasem agua do mar e agua
produzida, durante 14 dias (com aumento de 5 mg/L). Das oito cepas de microalgas
selecionadas, Tetraselmissuecicaapresentou as maiores taxas de remog¢ao de surfactante do cloreto de
benzalconio, em cerca de 100% na dgua do mar e 54% na agua produzida. Neste estudo, Tetraselmis
suecica foi classificada como a espécie de maior sucesso em reduzir a atividade surfactante do cloreto
de benzalconio.

Chlorella vulgarisfoi cultivada meio padrao derivado de microbiologia (MLA), suplementado
com trés diferentes aguas residuais (aguas residuais primarias (PWW), aguas residuais secundarias
(SWW), efluentes de petroleo (PE)) em diferentes propor¢des (0 a 100%). Foram avaliados a
eficiéncia de remocao de nitrogénio total (TN) , fosforo total (TP), concentragdo e taxa de crescimento
da microalga. Ao longo de um periodo de 13 dias, Chlorella vulgaris obteveconcentracao de biomassa
(1,6 g L — 1), taxa de crescimento especifico () (1.209 d™ '), e remogdo de 80% e 100% de TN e TP,
respectivamente em efluente PWW. Na mistura desta 4gua com MLA, a taxa de crescimento (p) (0,75
d~ ') diminuiu progressivamente na mistura de 75% (MLA) e 25% (PWW). Na proporg¢io 25:75, a
taxa de crescimento (n) foi de 0,54 d™ !, e a eficiéncia de remogio de TN diminuiu de 85% para 76%.
A remocdo de 100% de TP foi registrada para todas as amostras. Para SWW e PE a remogado de
nutrientes em massa de 79-83% TN foi registrada, com valores correspondentes de concentragdo e

taxa de crescimento () de 1,16 -0,69 g L™ ! e 0,62-0,31 d"! respectivamente (Znad et al., 2018).

2.7 Consideracoes finais

A alguns anos as microalgas tem ganhado notoriedade no mercado mundial, devido ao
seu crescimento rapido, cultivo simples e pela versatilidade de serem utilizadas em varios
campos da industria desde a simples produgdo de biomassa, por exemplo para a produgao de
ragoes, a obtencdo de biomoleculas de elevado valor comercial (proteinas, lipidios,
antioxidantantes), e ainda de matérias-primas para a produ¢ao de biocombustiveis, podendo
neste campo resolver dois dos aspectos negativos da industria dos biocombustiveis — a utilizacao
de culturas de alimentagdo humana ou animal, ¢ a ocupacdo de solos araveis pelas culturas
energéticas.

Além disso, o crescente interesse em tecnologias limpas, sustentdveis e organicas, na
obtenc¢do de produtos para o consumo humano, demanda uma continua busca por espécies e/ou
variedades capazes de sintetizar grandes quantidades de compostos especificos e de como ¢
possivel potencializar a biossintese (condi¢des de cultivo, melhoramento genético). Igualmente,
hd a necessidade de pesquisas visando o desenvolvimento, utilizagdo de efluentes e,

principalmente, ao aperfeicoamento dos sistemas de producdo em escala industrial, a fim de
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tornar comercialmente viaveis alguns dos sistemas conhecidos. Essas pesquisas, por fim,
também, se fazem necessdrias a identificacdo dos produtos que podem ser extraidos das
microalgas, da possivel atividade bioldgica (estudos genéticos e toxicoldgicos), dos processos de
biorremediagdo e do desenvolvimento de mercados especificos para estes.

A biorremediagdo de aguas residuais através de microalgas ja ¢ uma realidade. Diversos
estudos mostram que as microalgas sdo uma excelente alternativa para a remog¢ao de nitrogénio e
fosforo no tratamento de efluentes, com destaque para espécie Chlorella Vulgaris. Diante disso,
microalgas se aproveitam desses compostos para sua nutrigdo, desencadeando uma

“colaboracao” entre microalga e efluente.
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RESUMO

O objetivo foi caracterizar a biomassa de Chlorella vulgaris cultivada com suplementagdo diaria de
agua produzida, visando além do conhecido carater biorremediador da espécie microalgal, verificar a
producao de biomoléculas de interesse comercial. Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores
tipo Erlenmeyer contendo 1,5 L de meio BG11, submetido ao tratamento AP (suplementagdo diaria
com 50 mL de dgua produzida ndo autoclavada) e AD (suplementagdo didria com 50 mL de agua
destilada)durante 26 d. A producdo de biomassa foi 4,87; 1,69 e 1,95 gL 'no tratamento controle, AP e
AD, respectivamente. AP apresentou maior teor de carboidratos (40,19%), em relacdo ao controle
(17,00%) e AD (22,50%). Os valores de clorofila a e b para AP variaram de 0,65 e 0,42ug/mL"' e
carotenoides2,4 ng/mL!, apresentando diferenga significativa (p < 0,05) quando comparados ao
Controle(1,20 (a), 0,80 (b) e 3,40 ug/mL"! carotenoides), e AD (0,30 (a), 0,20 (b) e 0,90 pg/mL""!
carotenoides).O teor de lipidios de AD (24,08%) apresentou diferenca significativa (p < 0,05)
comparado a AP (21,53%) e controle (21,37%). A producdo de bioetanol em AP (18,22mL/100g de
biomassa) foi maior quando comparado a AD (10,20 mL/100g de biomassa) e ao controle (7,70
mL/100g de biomassa). O perfil de 4acidos graxos de AP foi majoritariamente composto de
monoinsaturados(48,52%), enquanto AD (49,71%) e controle (50,23%) saturados. AP apresentou
maior teor de 4cido palmitoleico(5,42 mg-g');y-linolénico (3,02mg-g™!) elinolelaidico (1,94mg g
1).Quanto as propriedades de biodiesel, AP apresentou niimero de cetano (49,22%) e valor de iodo
(101.32g 1i0do/100g) de acordo as normas.Os niveis de saponificacdo 211.97 comparados a
biocombustiveis de 1* geracdo, apenas oponto de entupimento, foiligeiramente superior (22.48°C) ao
preconizado pela legislagdo. Aliando estes resultados a alta eficiéncia de remocdo de metais pesados
como Cobre (Cu), Manganés (Mn), Molibdénio (Mo), Zinco (Zn) e Ferro (Fe) que obtiveram
eficiéncia de remog¢do de 70,00; 76,89; 97,82; 96,55 e 90,74 % respectivamente, e remog¢ao de
hidrocarbonetos totais (HTP) de 48,59 %.Portanto, a biomassa de AP, ¢ uma alternativa promissora
para biorremediar compostos quimicos, além de ser substrato para a producdo de biocombustiveis
utilizando agua residual da industria petrolifera.

Palavras chaves: Biocombustiveis, composi¢cdo centesimal, pigmentos, acidos graxos, microalgas,
biorremediagao.
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1. Introducao

O crescimento populacional e as mudangas climaticas ameagam recursos naturais, como
energia, alimentos e dgua (Duarte et al., 2019). Estima-se que no periodo de 2013 a 2017 no Brasil
foram produzidos, 7468.10° m>de 4gua residual (FAO/Aquastat — 2017).Dentre as aguas residuais,
estd adgua produzida (AP) obtida pela extragdo de petroleo, naturalmente presente em rochas
sedimentares, originada pela emersdo da dgua apos sua injecdo no pogo de petroleo (Gondim et al.,
2017). A quantidade de AP varia conforme idade do pogo, onde 5 a 15% em volumeé produzida
quando o pogo € novo, enquanto em pogos antigos75 a 90% (Ammar ef al., 2018; Fakhru’l-Razi et al.,
2009).

Os componentes presentes em AP variam segundo geologia do reservatorio de petroleo,
localizagdo geografica, historico de injecdo de agua e composi¢ao de hidrocarbonetos petroleo
extraido(Ammar ef al., 2018; Cakmakce et al., 2008). No ano de 2017, foram descartados no mar 293
milhdes de m® de 4gua produzida no Brasil (PETROBRAS, 2017). Impactando o ecossistema
aquatico, devidoa presenca de compostos quimicosorganicos (benzeno, tolueno, xilenos,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPA, fenol, fendis alquilados e acidos organicos) e
inorganicos (arsénio, cadmio, cromo, cobre, niquel, chumbo, vanadio e radionuclideos)(Gondim et
al.,2017; Bakkel et al., 2013; Motta et al., 2013; Fakhru’l-Razi et al., 2009).

Os efeitos causados por esses componentes a0 meio ambiente sdo: o aumento da quantidade de
sal, maior concentracdo de metais e maior quantidade de emissao de 6leo disperso e soluvel na dgua
do mar (Ammar et al., 2018; Fakhru’l-Razi ef al., 2009). Uma das formas de reduzir os impactos
causados ¢ a utiliza¢do desta agua residual como fontede nutrientes para o crescimentodas microalgas,
aliada a produgdo de biocombustiveis e biomoléculas (Lam et al., 2017). Classificados como
combustiveis de 3% geragdo possuem um papel importante neste cendrio, pois podem ser produzidos a
partir de dguas residuais, tornando-se uma alternativa energética com significativas vantagens sobre

biocombustiveis de 1* geracao (etanol de caldo de cana e biodiesel de oleo de soja) e 2* geragdo (ex:
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etanol de celulose) (Zhang et al., 2020; Javed et al., 2019; Collota et al., 2018; Francisco et al., 2015).

Um dos géneros mais conhecidos da biotecnologia de microalgas ¢ a Chlorella vulgaris, trata-
se de uma microalga verde unicelular de crescimento fotoautotrofico, com alto poder de
biorremediacdo de aguas residuais, devido ao seu metabolismo mixotrédfico, robustez, alta taxa de
crescimento sob varias condi¢des adversas e tolerancia a altos niveis de metais pesados (Zhigang et
al., 2013).Diversos autores comprovaram sua eficiéncia na remocgao de nitrogénio (80 - 90%), fosforo
(81 - 80%), e demanda quimica de oxigénio (DQO) (>50%) (Evans et al., 2017; Karyal et al., 2013;
Lau ef al., 1995). Além disto, possui grande potencial biotecnologico para diversos setores industriais
devidosua composi¢do bioquimica (proteina ~56,8%; lipidios ~16,9% e carboidrato ~5,9%) e
pigmentos como carotenoide e clorofilas que pode atingir 1-2% do peso seco. Esses pigmentos tém
propriedades antioxidantes, atuam na regulacdo do colesterol e na fortificacdo do sistema imunologico
(Niccolai et al., 2019; Kulkarni et al., 2018; Safi et al., 2014).

Estudos recentesavaliaram a eficiéncia de reciclagem e tratamento de efluentes anaerobicos de
agua residual petroquimica cultivando T7ribonema sp.(Huo et al.2019). Jaén-Gil et al. (2020)
avaliaram a eficiéncia da biotransformacao de cloreto de benzalconio (BAC ci2 € BAC ci4 ) durante
14 dias de tratamento em agua do mar e agua produzida durante 14 dias.Entretanto, existem poucos
relatos que investigam a remog¢do de componentes quimicos de campos petroliferos simultaneamente a
sintese de biomoléculas por microalgas (Ammar ef al., 2018; Arriada ef al., 2014). Sendo assim, este
estudo pretende caracterizar a biomassa de Chlorella vulgaris cultivada com suplementacdo diaria de
agua produzida, visando além do conhecido carater biorremediador da espécie microalgal, verificar a

produgdo de biomoléculas de interesse comercial.

2. Material e Métodos
2.1 Coleta, Composiciao quimica da agua produzida e eficiéncia de remogao

A 4gua produzida foi coletada no municipio de Santo Amaro das Brotas (10°46'44"” Sul;
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37°3'30" Oeste) localizado a 41 km da capital Aracaju, estado de Sergipe (SE) -Brasil (cedida por uma
empresa de exploragdo petrolifera), transportadas para a Universidade Federal da Bahia (UFBA) em
frascos plasticos estéreis sob refrigeragdoe congeladas a —20 °C, até a sua utilizagao.

A composi¢do quimica da agua residual foi analisada no Laboratorio de Biotecnologia e
Ecologia de Microrganismos do Instituto de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia -
UFBA, Salvador - BA. As caracteristicas fisico-quimicas da agua foram determinadas (Cloreto (Cl7),
Chumbo (Pb), Arsénio (As), Cadmio (Cd), Niquel (Ni), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Manganés (Mn),
Molibdénio (Mo), Vanadio (V), Niquel (N1), Titanio (Ti), Ferro (Fe), Zinco (Zn), Cromo (Cr),
Bicarbonato de sodio (NaHCO3), Hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP), pH, Salinidade, Oleos e
graxas totais). As caracteristicas fisico-quimicas e os metais presentes foram analisados usando os
métodos padrdo para analise de agua e esgoto (Rice et al., 2017) e por espectrometria de emissao
optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (SM-3120B).

Para o célculo da eficiéncia de remog¢ao de nutrientes, foram utilizados apenas os componentes
que sofreram reducdo ap6s o periodo de cultivo. Seguindo a equagdo 1, proposta por Cardoso et al.
(2020).

Eficiencia de remocao (%) = (CI — CF / CF) x 100

Onde, CI ¢ a concentragao inicial ¢ CF ¢ a concentragao final.

2.2 Preparacao e Obtenc¢ao do inéculo

A cepa de C. vulgaris foi obtida do Banco de Microalgas do Laboratorio de Bioprospecgdo e
Biotecnologia (LabBioTec) da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Para obtencdo do in6culo
utilizado nos experimentos, a cepa de C.vulgaris foi cultivada em reatores tipo Erlenmayer com
volume de trabalho de 2 litros, a 30 °C com fotoperiodo claro/escuro de 12 horas em meio sintético
BG11(NaHCO3;NaNO3;K2P04.3H20;MgS04.7H,0;CaCl.2H>0;CsHsO7xFes+NH3;EDTA;Na,CO3;C
«HsO7tH20 e solucdo de metais traco H3:BO3;, MnCl, + 4H>O; ZnSO4 + 7H>,0;NaMoQOs, CuSO4 +

5H>0) (Ammar et al., 2018; Otondo et al, 2018). O ar foi fornecido a cultura e lampadas
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fluorescentes tubulares com intensidade luminosa de 41,6 pmol fétons m2 s™! foram utilizadas como
fonte de energia.

Ao atingir concentragio celular de ~1,3 gL”! em fase exponencial de crescimento, a biomassa
foi recuperada por centrifugagdo (Eppendorf 5702 R) a 4400 rpm por 4 min, lavada com agua
destilada e centrifugada novamente (4400 rpm por 4 min) para remoc¢ao de interferentes provenientes

do cultivo.

2.3 Condicoes de cultivo e Fluxograma experimental
O fluxograma (Figura 1) apresenta os experimentos realizados, com o objetivo de definir as
melhores condigdes através dos parametros de crescimento, composi¢cdo bioquimica da biomassa e

estimativa tedrica de biocombustiveis.

Agua Residual Produzida
(AP)

Tratamentos:
AP - (1,50 L de BG11 + 50 ml de AP diaria)
AD - (1,50 L de BG11 + 50 ml de AD diaria)
Controle - (1,50 L de BG11)

Avaliacao da cinética de crescimento

Biomoléculas: Biocombustiveis estimados:
Proteinas Bioetanol

Carboidratos Biodiesel

Lipidios |

Acidos graxos Anélise Termogravimétrica
Clorofilasae b (TGA ¢ DTG)

Carotenoides totais

Eficiéncia de remocao de
nutrientes

Figural. Fluxograma experimental e caracterizagdo da biomassa de Chlorella vulgaris adaptada em
meio BG 11 adicionado diariamentecom 50 ml de dgua produzida (AP), dgua destilada (AD) e
controle durante 26 dias.
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Os experimentos foram conduzidos em duplicata utilizando fotobiorreatores tipo Erlenmeyer
com volume de trabalho (2 L), com concentracdo celular inicial de ~0,3 gL', fotoperiodo 12 horas
claro/escuro a 28 °C durante 26 d. A iluminagdo foi fornecida por lampadas tubulares fluorescentes
com 41,60umol fétons m2s!. A aeragio foi realizada através da inje¢do de ar, acoplados com 13 de
vidro e os experimentos ndo foram autoclavados. Os tratamentos submetidos a estas condi¢des de
cultivo foram AP (1,5 L de BGI11 adicionado diariamentecom 50 ml de AP); AD (1,5 L de BG11
adicionado diariamentecom 50 ml agua destilada - AD) e Controle ( 1,5 L de BG11 C) (Aslam et al.

(2017).

2.4 Parametros de crescimento

A concentracao da biomassa de C. vulgaris foi determinada diariamente, a partir da densidade
optica das culturas em espectrofotometro (PerkinElmer Lambda 35 UV/VIS) no comprimento de onda
680nm. Uma curva padrao foi construida antes dos experimentos, relacionando a densidade optica do
inoculo com sua massa seca (Costa et al., 2002). Parametros de crescimento foram determinados para
cada dia de cultivo. A produtividade foi obtida pela Equacdao Px = (X - Xo) / (t - to), ondeX; ¢ a
produ¢io de biomassa (gL™'), t(d) tempo e Xo a concentracio de biomassa (gL') no tempo to(d)
inicial. A taxa de crescimento especifica (Lesp) foi obtida a partir da regressao linear na fase log de
cultivo.

No final do cultivo a biomassa foi recuperada por centrifugacdo(Eppendorf 5702 R) a 4400
rpm por 4 min, lavada com 4gua destilada e centrifugada novamente (4400 rpm por 4 min) para
remocao de interferentes provenientes do cultivo, a biomassa obtida foi congelada (-80°C), liofilizada

e armazenada a — 20°C para analises posteriores.

2.5 Composi¢ao bioquimica da biomassa

O rendimento de proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2005), com um
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fator de conversdo de 5,22 especifico para microalgas (Lourengo et al., 2002).A determinagdo de
cinzas foi realizada de acordo com Andrade et al. (2019) utilizando método termoanalitico, onde o
teor de cinzas foi obtido diretamente da porcentagem do produto de decomposicdo térmica na
temperatura de 600 °C.O teor de umidade foi obtido a partir da primeira etapa de perda de massa
melhor visualizada pela curva DTG entre 25 e 150 °C (Aratjo et al., 2006).0 conteudo lipidico total
da biomassa foi extraido com uma mistura de cloroférmio: metanol (2:1) e quantificado por
gravimetria, conforme descrito por Folch et al. (1957).A determinagdo de carboidratos foi obtida pela
diferenca entre as quantidades de proteina bruta, lipidios totais, cinzas e umidade Andrade et al.
(2019).

A andlise das clorofilas a e b, e de carotenoides totais foi realizada conjuntamente,
seguindoLichtenthalerandBuschmann (2001) (Equacao 1). Foram pesados 0.2 g da amostra liofilizada,
em balanca analitica (Shimadzu AY220), em seguida, misturada a 25 mL de acetona 80% (v/v). A
mistura foi agitada em vortex (Phoenix AP 56), centrifugada (Eppendorf 5702 R) a 4000 rpm, por 5
minutos, provocando a lisecelular com posterior precipitacdo. O sobrenadante foi centrifugado
novamente para maximizar a extragdo de pigmentos e para torna-lo limpido. A leitura das
absorbancias foi realizada em espectrofotometro (PerkinElmer Lambda 35 UV/VIS) nos
comprimentos de onda de 663 nm para clorofila @, 647 nm para clorofila & ¢ 470 nm para

carotendides. As concentragdes dos pigmentos foram expressas em pg/mL".

(Egq. 1)

1-Ca=12,25 A3 — 2,79 Ass7

2-Cp=121,50 Ass7— 5,10 Ags3

3 -Ccr=[1000 A470 — (1.82 C, — 85,02 Cp)]/198

Onde:

C, = Clorofila a; C, = Clorofila b; Cct = Carotenoides totais;

A = Absorbancia e Coeficiente de extingdo: 12,25 ¢ 2,79 (C,); 21,50 ¢ 5,10 (Cp); 1000,00; 1,82, 85,02
e 198 (Ccr).
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2.6 Composicio de Acidos Graxos

A andlise dos acidos graxos da biomassa das trés amostras (AP, AD e C) foram realizados
seguindo Nascimento et al. (2013). Foram pesados 15 a 25 mg de lipidios, em balanga analitica
(Shimadzu AY220) e misturados a 1,5 mL de hidroxido de sddio (NaOH) a 0,5 N em metanol
(MeOH). A mistura foi aquecida por 10 minutos a 100°C em banho maria e resfriada em agua
corrente. Em seguida adicionou-se 2,0 mL de solucao de trifluoreto de boro (BF3) em metanol 12% e
aqueceu por 40 minutos em banho-maria e resfriada em agua corrente. Apds adicionar 2,0 mL de
isoctano e 5,0 mL de solucdo saturada de NaCl a mistura foi agitada em vortex durante 5 minutos e
retirado o sobrenadante.Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) presentes no sobrenadante
foram separados e identificados em um cromatografo a gis (Clarus 680; Perkin Elmer®) com uma
coluna DB-FFAP (30 m x 0.32 mm x 0.25 mm) e equipados com um detector de ionizagao de chama.
Os parametros de andlise incluiram temperaturas do injetor e detector de 250°C e 280°C,
respectivamente. Utilizou-se o programa de temperatura a seguir: 150°C por 16 min, aumentando em
2 °C/min até 180°C. Essa temperatura foi mantida por 25 min e em seguida foi feito um aumento de 5
°C/min até 210°C, mantido por 25 min. Foi utilizado hélio como gas de arraste a 1.0 mL min™!. Um
fluxo de gas hidrogénio e de ar sintético foi fornecido em 30 e 300 mL min™!, respectivamente. As
injecoes foram realizadas em duplicata para cada extragdo em um volume de 1 pL. Os FAME foram
identificados comparando os tempos de retengdo com uma mistura de padrdes conhecidos (C4-C24,
18, 919-AMP; Sigma-Aldrich®). A quantificagdo dos 4cidos graxos, expressa em mg g de lipideos
foi realizada pela adi¢do do padrio interno tricosanoato de metila (C23:0; Sigma Aldrich®). As areas
dos picos foram determinadas através do software ClarusChromatographyworkstation para normalizar

a porcentagem de areas de acidos graxos totais (Nascimento ef al., 2013).

2.7 Avaliacao das propriedades de biodiesel

As mais importantes propriedades de combustivel foram avaliadas para todas as biomassas,
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partindo do seu perfil de acidos graxos, usando equagdes empiricas relatadas por Nascimento et al.
(2013). As propriedades incluem valor de saponificagdo (VS), valor de iodo (VI), nimero de cetano
(NC), grau de insaturagdo (GI), fator de saturagdo de cadeia longa (FSCL) e ponto de entupimento do
filtro frio (PEFF). Os calculos de VI e VS foram baseados nos valores de SV e IV dos 6leos vegetais

de palma, amendoim e soja.

NC = 46,27 + (5458,3/VS) — (0,225 x VI) (Eq. 2)
VS = (560xN)/M (Eq. 3)
VI =X (254xDxN)YM (Eq. 4)
UD = MUFA + (2xPUFA) (Eq. 5)
FSCL = (0,1 x C16) + (0,5 x C18) + (I x C20) + (1,5 x C22) + (2 x C24) (Eq.6)
PEFF = (3,1417xFSCL) — 16,477 (Eq.7)

2.8 Conversao tedrica de carboidratos da biomassa em etanol

Foram realizados calculos tedricos para avaliar a conversdo de carboidratos em bioetanol a
partir da producao de carboidratos na biomassa de Chlorella vulgaris. Para tanto, considerou-se como
base de célculo 100 g de biomassa, conversao estequiométrica teorica de glicose em etanol de 0,511 e

70% de eficiéncia na formacao de etanol (Rosa et al., 2015).

2.9 Analise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas (TGA) (PerkinElmer Modelo Pyris 1 TGA) foram realizadas
para determinar o comportamento de pir6lise das biomassas. Foram utilizadas 5 mg de amostra com
razao de aquecimento de 10 °C/min, com temperatura de 25 a 900 °C sob um fluxo de Nitrogénio de
20 mL-min! (Jesus et al., 2018).Determinou-se a temperatura inicial de decomposi¢do (Tonset), final e

temperatura maxima de decomposi¢ao (Tdecomp)-

2.10 Analise estatistica
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Os resultados experimentais foram analisados através do programa STATISTICA 10.0, utilizando

uma analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de Tukey com nivel de confianga de 95,0%.

3.0 Resultados e discussoes
3.1 Composicdo quimica da agua produzida e eficiéncia de remocio

A maioria dos metais pesados sdo considerados toxicos para grande parte dos seres vivos
(Ansilago et al., 2016; Oliveira, 2007), conforme foi observado neste estudo a auséncia dos metais
NOs; Pb; As; Cd;Ni;Co;V;Ti e Cr) na dgua residual possibilitou a producao de biomassa de Chlorella.
De acordo com Almomani et al. 2020, a presenga de ions metalicos toxicos na agua ou aguas
residuais, mesmo em baixas concentragdes, podem causar problemas ambientais para organismos
bioticos e na sailde dos humanos. Segundo Sforza ef al. 2020 a utilizacdo de pré tratamento (biochar),
com auséncia de metais como Al, As, Cd, Co, Cu, Hg, Pb, Se, Si, Ti, e a diminui¢do do Cr

possibilitaram o crescimento da microalga Chlorella protothecoides em aguas residuais de curtume.

Antes do Apos o Eficiéncia de
Componente LQ Tratamento tratamento Remocao
(mg/L) (mg/L) (%)
Cloreto (CI-) 8,00 75.157,00 51.725,00 31,18
Nitrato (NO3) 2,50 <2,50 <2,50 -
Chumbo (Pb) 0,10 <0,10 <0,10 -
Arsénio (As) 0,10 <0,10 <0,10 -
Cadmio (Cd) 0,10 <0,10 <0,10 -
Niquel (Ni1) 0,01 <0,01 < 0,01 -
Cobalto (Co) 0,01 <0,01 <0,01 -
Cobre (Cu) 0,02 0,20 0,06 70,00
Manganés (Mn) 0,10 2,90 0,67 76,89
Molibdénio (Mo) 0,05 2,30 < 0,05 97,82
Vanadio (V) 0,05 <0,05 <0,05 -
Niquel (Ni1) 0,01 <0,01 <0,01 -
Titanio (T1) 0,05 <0,05 < 0,05 -
Ferro (Fe) 0,05 0,54 <0,05 90,74
Zinco (Zn) 0,01 0,29 <0,01 96,55
Cromo (Cr) 0,01 <0,01 < 0,01 -
Bicarbonato de s6dio (NaHCO:3) 2,00 83,40 50,20 39,80
Hidrocarbonetos totais de petrdleo
HTP(ug/L) 400,00 778,00 < 400,00 48,59
pH (25°C) 1-14 6,92 6.70 -
Salinidade(g/L) 5,00 76,80 60,40 21,35
Oleos e Graxas totais 5,00 5,20 <5,0 3,85
Soélidos totais dissolvidos(g/L) 1,00 59,90 53,40 10,85
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Alguns metais pesados podem ser necessarios para muitos micro-organimos em determinadas
concentragdes e ou associa¢des, conhecidos como metais tragos ou elementos tragos, fazem parte do
funcionamento dos processos fisiologicos e metabdlicos das microalgas. Elementos tracos como
Cobre (Cu), Manganés (Mn) e Molibdénio (Mo), Zinco (Zn) e Ferro (Fe) que obtiveram eficiéncia de
remocgao de 70%, 76,89%, 97,82%, 96,55% e 90,74% respectivamente, fazem parte do metabolismo
de algumas espécies de microalgas, incluindo a Chlorella utilizada no presente estudo (Ansilago et al.,
2016).  Esses microminerais, embora em pequenissimas quantidades sdo fundamentais no
funcionamento celular das microalgas (Magro et al., 2016). Segundo Fox e Zimba, 2018 as
concentracdes de manganés (Mn) (15 - 25.950 mg / kg), molibdénio (Mo) (0 - 2,35 mg / kg), cobre
(Cu) (0-9.49 mg/ kg ), Zinco (Zn) (3,8 - 219.000 mg / kg) e Ferro (Fe) (15 - 49.510mg / kg) podem
variar de acordo com a espécie microalgal.

Os resultados encontrados de remocdao sdao reforgados pelos conhecimentos metabdlicos
conhecidos das microalgas, como em fungdes metabolicas pertencentes ao manganés associadas aos
processos enzimaticos e ao equilibrio da taxa fotossintética; o molibdénio € essencial na fixagdo de
nitrogénio e participa de reagdes redox devido a sua capacidade de alterar os estados de valéncia; o
cobre que ¢ essencial no transporte de elétrons da respiragdo mitocondrial, na atividade da enzima
plastocianina que atua nos fotossistemas e da superoxido dismutase (SOD), uma importante enzima
antioxidante que age nos tilacoides e no estroma dos cloroplastos; O zinco ¢ reconhecido como um
nutriente mineral necessario para o crescimento da maioria das algas. E um co-fator e ativador em
muitas reacdes enzimaticas e ¢ encontrado em metaloproteinas. O ferro ¢ um componente critico das
reagoes redox e na formagao de clorofila. Por esse motivo, é considerado o mais essencial de todos os
metais trago. O ferro possui maior importancia, pois ¢ fundamental no crescimento exponencial
celular, quanto para o funcionamento fotossintético das células e para a respiragao microalgal. (Fox et
al., 2018; Jiang et al., 2016; Nauert; Knauer, 2008; Saksahug et al., 1997).

Resultados similares ao presente estudo foram encontrados quando a Chlorella vulgaris foi
cultivada meio padrdo derivado de microbiologia (MLA), suplementado com trés diferentes aguas
residuais (4guas residuais primarias (PWW), 4guas residuais secundarias (SWW), efluentes de
petréleo (PE)) em diferentes proporgdes (0 a 100%). A eficiéncia de remog¢do de Mn e Cu nos
efluentes PWW e SWW foram de 95% e 100% respectivamente. Para o efluente PE a remog¢do de Mn
e Cu foram de 84% e 13% respectivamente. O Fe obteve remocao de 95%, 73% e 57% nos efluentes
PWW, SWW e PE e Zn 100% para PWW e SWW (Znad et al., 2018)

A degradagdo de compostos aromaticos avaliada por Cerniglia et al. (1980), observaram que
microalgas eucarioticas e procarioticas oxidavam hidrocarbonetos aromaticos. O que justifica os

resultados encontrados no presente estudo, onde os HTPs sofreram reducao de 48,59 %. Resultados
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supeiores ao presente estudo, foram relatados por Abid et al. 2017 utilizando microbiota
hidrocarbonocléstica nativa e microalga Spongiochloris sp em &aguas residuarias de petroleo onde
obtiveram eficiéncia de remog¢do de hidrocarbonetos totais — HTP de 99,18%. A diferenca dos
resultados podem estar relacionada ao fato dos autores utilizarem bactérias juntamente com
microalgas, para obter o efeito biorremediador.
3.2 Parametros de crescimento e determinacio de pH

Na Figura 2 ¢ apresentada a curva de produgdo de biomassa Cholrella vulgaris cultivada em
meio BGllcom adicdo de 50mL de agua produzida (AP) e agua destilada (AD) diariamente e um

controle (C). E possivel observar que os tratamentos controle ¢ AP apresentaram fase de adaptagio de

4 dias.
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Figura 2. Producdo de biomassa de Cholrella vulgaris cultivada em meio BGl1lcom
adi¢do de 50ml de agua produzida (AP) e dgua destilada (AD) e controle (C) durante 26
dias

Ammar et al. (2018) relataram fase lag de 7 dias em Nannochloropsis oculata e Isochrysis
galbana cultivada com 10 a 50% de agua produzida em meio BG11 modificado. Os autores
relacionam os resultados ao tempo de adaptacdo das microalgas as novas condi¢des de cultivo. A
reducdo de 3 dias na fase lag ocorrida no presente estudo, pode esta relacionada a quantidade de dgua
residual adicionada ao cultivo e ao aporte de nutrientes oriundos da 4gua residual. Segundo
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Daneshvaret al. (2018) fases pequenas de adaptagdo revelam boa adaptacdo das microalgas as novas
condigoes de cultivo.

O cultivo controle e AD atingiram a fase estacionaria no 15° dia (4,64gL™!) e 7° dia de cultivo
(2,84 gL', respectivamente. No entanto, a curva de AP parece atingir a fase estacionaria no 10° dia
de cultivo, entretanto, ap6s o 16° dia ocorre um aumento da concentragdo celular com dois picos
relevantes de producio nos dias 16(2,03g L") e 19 (1,95 g L!). De acordo com Abid et al. (2017) em
cultivos de agua produzida, devido a presenca de bactérias enddgenas, ocorre um periodo de
crescimento progressivo € um periodo de ajuste durante o qual o consorcio microalga-bactéria
assimilam os co-produtos da degradacdo de hidrocarbonetos. Outro fator ¢ a formagdo de polimeros
extracelulares (EPS), segundo Wang et al. (2014) Chlorella sp. cultivadas em aguas residuais, tendem
a ter uma maior expressao de EPS devido a alta carga de nutrientes e uma relacdo N / P altamente
desequilibrada.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da cinética de crescimento. E possivel observar
que o tratamento controle apresentou maior produ¢do de biomassa (4,87 g L!) ao final do cultivo que
Ap (1,69 g L") e AD (1,95 g L'"). Os resultados encontrados em AP podem estar relacionados a
presenca de Hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) e Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA), que segundo Shahi et al. (2016)quando presentes, estes compostos resultamem uma adaptagao
entre as comunidades microbianas (bactérias e microalgas) devido a metabolizagdo de vérios tipos de
moléculas de hidrocarbonetos. Resultados inferiores ao presente estudo, foram relatados por Ammaret
al. (2018) em meio BGI11 suplementado com 10 e 25% de 4gua produzida, onde o cresciemnto
especifico foi de (0,15 € 017 d") N. oculata e (0,16 € 0,15d") I. galbana, respectivamente. Os autores
observaram produgdo de biomassa (0,85 ¢ 1,01 g L") M. oculata e (0,95 e 0,69¢ L) I. Galbana.

A maior produgdo de biomassa em comparagdo aos estudos relatados, pode estar relacionado
também afotossintese, que proporcionam oxigénio (aceitador de elétrons chave) para a degradagdo do

poluente por bactérias heterotroficas presentes na dgua residual, fornecendo CO; durante a degradacao
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dos hidrocarbonetos organicos, produzindo um sistema de co-metabolismo (Croft et al., 2005; Park et

al., 2008; Abid et al., 2017).

Tabela 2. Parametros cinéticos de produgao de biomassa (gL-!), crescimento especifico
(d!') e produtividade de biomassa (gL-'d"') de Cholrella vulgariscultivada em meio
BG1lcom adigio de 50ml de agua produzida (AP) e agua destilada (AD) durante 26
dias e controle (C).

Cultivos Producio de biomassa Mespecifica Produtividade
(L) (d) (gl'd")
Controle 4,87 = 0,04° 0,24 + 0,04° 003=+0017
AP 1.69 £ 0.57° (.25 = 0,097 0.01 001"
AD 1.95 £ 0.01° 0.34 = 0,09" 0,04 £ 001"

Média = desvio padrio. Letras cquiruluulcs sobrepostas (a-b)) no mesmo tipo de coluna indicam

que ndo houve diferenca significativa entre os valores do nivel de confianca de 95%. A andlise

estatistica fol delineada pelo teste de Tukey,

De acordo com (Wuang et al., 2016) as microalgas possuem o potencial de fitorremediar
compostos quimicos em aguas residuais, servindo como tratamento sustentavel devido a sua alta
eficiéncia de remog¢dao de nutrientes. Além disso, quanto maiorcrescimentodasmicroalgas mais
eficiente serd a remocao dessesconstituintes (Nie et al., 2020; Wuang et al., 2016; Nasir et al., 2015).

A produgio maxima de biomassa para o controle ocorreu nol5° dia (4,92 g L™'); AD no 10° dia
(2,90 g L'Y) e no 19° dia AP (2,37 g L") de cultivo. Abid et al. (2017) demonstraram que a produgio
méxima de 2,95 g L' de Spongiochloris sp. foi atingida em 80 dias, cultivada em fotobiorreator tipo
airlif tem batelada,com injecdo de CO> e agua residual de petréleo. Os autores sugerem que o
acoplamento microalga-bactéria refor¢a o processo de desintoxicacdo da aguaquando comparados
com os microrganismos individuais (apenas microalga ou bactéria).Segundo Znad et al. (2018)
Chlorella vulgaris atingiu o maximo crescimento (1.62 gL!) apos 10 dias de cultivo em &gua
produzida, devido a alta remogao de 80% de N e 100% de P, foram utilizados como substrato. Além
disto, o alto nivel de carbono total (137 mg L") favoreceu o crescimento.

Os resultados favoraveis de crescimento de C. Vulgaris podem estar relacionados a presenca
em baixas concentragdes do Manganés (0,90mg L')e auséncia de outros metais pesados na agua
residual. De acordo com Muifioz e Guieysse. (2006) altos niveis de metais pesados podem inibir o

crescimento, fotossintese ¢ outras vias metabolicas, levando a mudangas no tamanho e¢ forma das
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células.

A salinidade das 4guas residuais ¢ medida considerando o total de sélidos dissolvidos (STD),
geralmente entre 1 e 10 g L', A 4gua residual utilizada no presente estudo, apresentou valor de
salinidade 62,38 g L' e STD 93,13g L', valor 9 vezes superior ao encontrado. Assim, a concentrag¢io
elevada de sais, pode ser uma fonte de estresse, contribuindo para o baixo valor de produtividade de
AP (0,01 g L'd'") comparado aos outros tratamentos, pois alta salinidade pode influenciar
negativamente a atividade metabolica das células (Li et al., 2020).

O valor pespecifico de AP ndo apresentou diferencga estatistica do Controle. Canedo-Lopez et al.
(2016) relatou no cultivo de C. Vulgaris em agua residual sintética sob condi¢do mixotrofica valor de
Uespecifico 0,33 d”!, superior ao encontrado. Resultados inferiores ao presente estudo, foi relatado por
Ammaret al. (2018) em N. oculata (0.151 d') e I galbana (0.144 d!) ao investigar a viabilidade do
cultivo dessas duas espécies de microalgas, em meio de cultura contendo agua produzida em campo
petrolifero (PW), para tratamento simultdneo de aguas residuais e producdo de biomassa usando
diferentes cargas de efluente (10 a 50%) de PW. O maior rendimento em biomassa desse estudo pode
estar relacionado a presenca de bactérias, que auxiliam o processo de degradacdo de poluentes
complexos transformando-os em pequenas moléculas organicas, facilmente utilizadas pelas

microalgas (Zhang et al., 2012).

3.4 Composiciao bioquimica da biomassa

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados da composi¢cdo bioquimica das biomassas, obtidas
nos trés diferentes processos de produgdo. E possivel observar que o teor de proteina (49,88%) foi
maior no cultivo controle comparado aos tratamentos AD (38,24%) e AP (22,83%). Podendo estar
relacionado, a presenga de 6leos e graxas totais na dgua residual (11,80 mgL™), porque a presenca
destes componentes provoca inibicao da fotossintese, desencadeando a diminui¢do da absorcao de luz,

dos fotossistemas e da geracdo de energia através do transporte de elétrons (Liu et al., 2019). De
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acordo com Liu et al. (2019) o teor de proteina de Chlorella sp tém correlagdo direta com a
concentragdo de fragdes soltiveis do 6leo em 4dgua.O estudo observou uma redugdo no teor de proteina

(0,68 a 0,45 ng cell') a medida que a concentragdo de 6leo aumentava (0 a 5 mg L™).
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Figura 3.Composi¢dao bioquimica(A) e pigmentos (B) de Chlorella vulgaris cultivada em
meioBG11com adigdo de 50 mL de agua produzida (AP) e dgua destilada (AD) durante 26 dias.

Resultados similares ao presente estudo foram encontrados por Yunet al. (2019) em Chlorella
vulgaris YH703 cultivada sob estresse salino, onde o menor teor de proteinas (28,70%) foi encontrado
nos tratamentos de 500 e 600 mM de NaCl. Os autores relacionam os resultados ao metabolismo geral
da espécie, sob condi¢des adversas (estresse por salinidade), sintetizando varias espécies reativas de
oxigénio (ERO) que reduzem a produg¢do de macromoléculas celulares como proteinas, lipidios e
DNA.

De acordo com Lawton et al.(2015) o contetido reduzido de proteinas nas culturas de Chlorella
crescidas em altas concentragdes de sal redireciona a energia disponivel para processos adaptativos,
como a osmorregulagdo, que reduz a sintese de proteinas e aumenta a sintese de carboidratos. Este
mecanismo explica as menores concentragdes de proteinas encontradas no tratamento (AP)em relacdo
ao controle, ¢ o aumento de carboidratos (40,19%). Além disto, o metabolismo microalgal que

utilizaCO2 e HCO3 como substrato, realizando transporte ativo de carbono inorganico, acumulando
bicarbonato intracelular e estimulando a anidrase carbdnica interna (Ho ef al., 2011). Desta forma,

microalgas utilizam a energia gerada a partir desses eventos para aumentar as concentragdes
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intracelulares promovendo o acimulo de carboidrato sob condi¢des de estresse (Chen et al., 2013; Ho
etal.,2011;).

Resultados similares foram encontrados por Yunet al. (2019) no contetido de proteinas e
carboidratos de Chlorella vulgaris YH703 cultivada na concentragdo de 500 mM de NaCl foi de
30,2% e 36,7% respectivamente. O maior teor de carboidratos (37,4%) € o menor teor de proteinas
(28,7%) foram encontrados nos tratamentos de 500 e 600 mM de NaCl. Além disto, biomassas com
altos teores de carboidratos podem ser fontes de substratos para obtencdo de bioetanol, devido a
vantagem de seus carboidratos ndo conter lignina e as células geralmente ndo sdo recalcitrantes,
reduzindoos custos associados ao pré-tratamento (Duarte et al., 2019).

Os resultados de cinzas para os tratamentos AP (7,03%) e AD (6,21%), foram inferiores ao
controle (7,67%), no entanto, ndo apresentaram diferenca significativa.A quantidade de cinza
encontrada pode ser atribuida a metais alcalinos presentes na agua residual e, conseqiientemente,
bioacumulados nas células das microalgas (Cardoso et al., 2020). Concentragao de cinzas superior a
16,06% foi relatada por Xu et al. (2019) em Chlorella cultivada em agua residual de esgoto e
produzida por liquefagdo co-hidrotérmica. Apds avaliar a composicao de bio-6leo da biomassa,
observou-se que as cinzas apresentaram efeito na formacdo e propriedadebio-6leo, composto
principalmente de amidas, acidos organicos, hidrocarbonetos e fen6is. Além disso, cinzas em estado
de pirdlise provavelmente contribuem para uma melhoria na bio-qualidadeenquanto os compostos
metalicos nas cinzas em estado de oxida¢ao ou redugdo sdo provavelmente responsaveis por um
aumento no rendimento do bio-6leo.

Quanto ao teor de lipidios os tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (p <
0,05), sendo o maior valor encontrado em AD (24,08 %), AP (21,53 %) e Controle (21,37%),
respectivamente.De acordo com Hu ef al. (2008) sob as diversas condigdes de cultivo, a membrana
fotossintética das microalgas ¢ rapidamente degradada e os lipidios enriquecidos com triacilglicerdis

(TAG) s3o acumulados no citosol, devido ao mecanismo de armazenagem energética.Resultados
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similares ao presente estudo foram encontrados por Yun et al. (2019) que afirmaram o potencial de
Chlorella vulgaris YH703 como substrato para biocombustiveis, quando submetida ao cultivo com
estresse salino (500 mMNaCl) durante 2 d, resultando em conteudo lipidico de 24,5%. Desta forma,
todos os tratamentos deste estudo, possuem potencialidade paraexploragio como produtor de
biocombustiveis.

Os principais componentes toxicos de hidrocarbonetos de petrdleo sdo os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos € benzenos. Estes podem ser acumulados por microalgas como a Chlorella
(devido a alta capacidade lipofilica), causando véarios efeitos nocivos (Liu et al., 2019; Jiang et al.,
2011).Dentre eles, a redu¢ao dos pigmentos como observado no presente estudo, onde o controle
apresentou maior concentracio de clorofila a (1,20pug/mL™"), b (0,80ug/mL™") e carotenoides (3,40
pg/mL1) comparado os tratamentos AP (0,65 (a) e 0,42(b)e carotendides2,4 ng/mL') e AD(0,30 (a),
0,20 (b) € 0,90 ug/mL"! carotenoides).

No entanto o tratamento AD apresentou diminuicdo desses pigmentos,ligado ao estresse
provocado pela redu¢do dos nutrientes devido a insercdo diaria de uma 4gua sem
sais.SegundoMarkouer al., (2013) a baixa de nutrientespotencializada pela producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS),geradas por condi¢des de estresse, provocam a diminuigao significativa do
conteudo desses pigmentos na biomassa.

Osvalores de clorofila a e b encontrados para AP (0,65 e 0,42ug/mL™!, respectivamente),
ocorreram devido a presenca dos hidrocarbonetos na agua residual, que bioacumulam, provocando a
redug¢do do rendimento fotoquimico primario, da capacidade de transporte eletronica, inibi¢ao do
fotossistema II e a da liberacdoda atividade do centro de oxigénio (Liu et al., 2019).Outro fator € a alta
salinidade da agua residual, porque normalmente sob estresse salino, ocorre a degradagao e reducao de
pigmentos fotossintéticos. Valores superiores ao presente estudo foram relatados por Yunet al. (2019)
em Chlorellavulgaris YH703 cultivada em concentragdo 200 mM de NaCl, para clorofila a

(2,25pg/mL), b (1,23pug/mL) e inferiores para carotenoides (0,61 pg/mL).
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Valores superiores ao presente estudo foram relatados por Huoet al. (2020) em uma co-cultura
de Chlorella sp e bactérias de adguas residuais (Bacillus firmus e Beijerinckia fluminensis), cultivadas
em aguas residudrias originada da producdo de vinagre para clorofila a (2,4ug/L), b (1,4ug/L) e
inferiores para carotenoides (1,8 pg/mL). De acordo com Daneshvarer al. (2018) os carotenoides sdao
considerados biomarcadores sensiveis de poluentes no ambiente aquatico. Assim, sua redu¢do em AP

pode estar relacionada a reducdo na concentragao de contaminantes.

3. 5 Conversiao tedrica de carboidratos da biomassa em etanol

A producao tedrica estimada de etanol a partir dos carboidratos de Chlorella vulgaris foi maior
em AP (18,22 mL/100g de biomassa) quando comparado aos tratamentos AD (10,20 mL/100g de
biomassa) e Controle (7,70 mL/100g de biomassa). Esses resultados estdao relacionados ao mecanismo
que microalgas utilizam carboidratos como componentes estruturais das paredes celulares e
armazenamento intracelularmente, fornecendo energia necessaria para o metabolismo em microalgas
quando sujeitas ao estresse (Duarte et al., 2019). Além disto,microalgas em condigdes de estresse
estimulam uma maior sintese de carboidratos(Cardoso et al., 2020; Silva e Bertuccoet al., 2016)

Freitas et al. (2017) observaram no cultivo de Chlorella minutissima usando pentoses,
producao tedrica de etanol de 39,1 mL em 100 g de biomassa e Rosa et al. (2015) cultivando Spirulina
sp. LEB 18 com CO; e o absorvente quimico monoetanolamina (MEA) obtiveram 12,8 mL de etanol.
Assim, observou-se maior producao teodrica de etanol quando comparado ao resultado de Rosa et al.
(2015) com diferente linhagem de microalga.

Neste estudo, a alta concentragdo de carboidrato,pode estar atrelada a altas concentracdes de
sal, que provoca o direcionamentoda energia disponivel para a osmoregulagdo, aumentando a sintese
de carboidratos (Lawton et al., 2015).De acordo com Duarte ef al. (2019) biomassas com altos teores
de carboidratos podem ser fontes para obten¢do de bioetanol. Sendo assim, o presente estudo

demonstrou a viabilidade da producdo de bioetanol pela biomassa de C. vulgaris produzida em AP,
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devido ao alto teor de carboidratos.

3.6 Composicio de Acidos Graxos

Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram que os acidos graxos majoritarios em AP
sdo Cl6:1n7, C18:3n6 e C18:2n6t. Segundo Matos et al. (2017) os principais acidos graxos
produzidos por processos enzimaticos, alongamento da cadeia de carbono e reacdes de desnaturacdo
sdo os da familia C16 e C18. Isto ocorre devido a agdo do Acetil-CoA (acetil coenzima) que
impulsiona a producdo de acidos graxos, através da enzima acetil-CoAcarboxilase (ACCase) que
converte bicarbonato e acetil-CoA em Malonil-CoA, que ¢ catalisada pela proteina malonilacetil
(malonil-ACP). De acordo com Daneshvar et al. (2019) apds o alongamento e¢ a desnaturagdao da
cadeia de carbono, o malonil-ACP forma 4cidos graxos, principalmente da familia C:16 e C:18.

Os acidos graxos majoritarios encontrados em AP, segundo Lam ef al. (2017) sdo geralmente
encontrados em outras matérias primas para produgdo de 6leo, como soja, girassol e 6leo de palma,
conhecidos como substratos adequados para a produgdo de biodiesel. Ghosh ef al. (2017) também
relataram perfis semelhantes de &cidos graxos para C. vulgaris cultivada em meio gasto de
biohidrogéniotermofilico.

O perfil de acidos graxos tende a mudar de acordo a condigdo de cultivo, o crescimento
fisioldgico da microalga e fatores bidticos e abidticos associados (Ammar ef al., 2018). Por esta razdo,
no presente estudo,ocorreu uma diferenca no perfil de acidos graxos entre os tratamentos. E possivel
observar um aumento no teor de C18:2n6t em AP, comparado ao controle. De acordo com Ammar et
al. (2018), o aumento da salinidade provoca um ajuste na fluidez da membrana microalgal. Desta
forma, o transporte de ions regula o equilibrio osmético, promovendo aumento da insatura¢do e do

comprimento da cadeia favorecendo a indugdo do aumento de C18:2.
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Tabela 3. Composicdo de acidos graxos de Cholrella vulgaris cultivada em meio BG11lcom
adi¢do de 50ml de 4agua produzida (AP), dgua destilada (AD)e controle (C) durante durante 26
dias.

Acidos Controle AP AD
graxos mg.g-l % mg.g-l % mg.g-l %
C4:0 1,64 £0,01 12,98 +0,05 - - 0,16+0,01 0,79 +0,07
C11:0 - - 0,17+0,00 0,61+ 0,00 - -
C13:0 0,11£0,02  0,84+002  0,80+004  4,55+0,02 - -
C14:0 0,38+0,03 3,03+0,03  0,12+0,00  0,67+0,05  054+0,00  2,64+0,01
C14:1n5 0,13£0,05 0,99+0,06  0,39+002 2254003  0314£000  1,51+0,00
C15:0 - - - - 0,19+£0,00 0,94 +0,00
C16:0 - - - - 0,17£0,00  0,82+0,00
C16:1n7 2,97+0,11 23,00£0,17  542+028  30,95+027  4,17+0,06  20,55+0,05
C17:0 - - 0,38+0,01  2,15+0,14  0,35+0,00  1,72+0,02
C17:1n5 0,51+0,01  4,07+0,02  0,80+002  4,55+009 0284000  1,38+0,00
C18:0 1,58£0,02 12,52+0,03  098+0,02  558+0,11  3,28+0,02  16,17+0,06
C18:1n9¢ - - - - 0,11£0,01 0,53 +0,03
C18:1n9%  033+0,07 2.,64+0,04  1,89+0,10 10,77+0,08  0,14+0,04  0,67+0,07
C18:2n6¢ - - - - 0,450,001  220£0,01
C18:2n6t  0,71+0,03  562+0,02  1,94+0,00 11,06£0,02 1,520,004  7,50+0,13
C18:3n6 1,34+0,00 10,63+0,03  3,02+0,13  17,25+0,01  3,24+0,03  1595+0,05
C20:0 2,63+0,19 2086+0,05 1,68+0,07  9,61+004  541+003  26,63+0,12
C20:3n6 0,35+0,05  2,78+0,02 - ; ) ;
Total 12,61 £0,07 100,00+ 0,01 17,59+0,76* 100,00 +0,00° 20,32+ 0,22* 100,00  0,00°
Saturado 6,3140,02  50,23+0,04 4,13+0,14° 23,17+0,36° 10,10+0,08 49,71 +0,29°
M““"L‘:’S““m 3,04+0,03 30,70+£0,07 8,50+0,42°  48,52+0,46° 501£031" 24,64+ 1,25
Poliinsaturado 2,40+ 0,09 1593+0,04  496+022° 28314003 521+0,08 25,650,200

Meédia + desvio padrao. As mesmas letras (a-b) na mesma classe de acidos graxos indicam que nao houve
diferenca significativa entre os valores no nivel de confianga de 95%.

AP apresentou maior instauracdo que AD e Controle, o alto grau de instauragdo ¢ importante
porque regula a fluidez da membrana, adaptagdo térmica, transporte de elétrons e oxigénio (Andrade

et al., 2019).Além disto, ¢ possivel observar que existe uma variedade de 4cidos graxos nos
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tratamentos, sendo um importante fator para as propriedades de biodiesel, pois quantidades reduzidas
de acidos graxos poliinsaturados comprometem a estabilidade oxidativa devido a existéncia de duplas
ligacdes (Piligaev et al., 2015). Resultados similares ao presente estudo foram encontrados por Huoet
al. (2019) cultivando Tribonema sp. em aguas residuais petroquimicas, obtendo grau de saturagdo de
37,4% e 49,7% de monosaturacdo. Portanto, o alto teor lipidico de C:16-C:18 na biomassa, possibilita

a produgdo de biodiesel de alta qualidade.

3.7 Avaliacao das propriedades de biodiesel

Na tabela 4 ¢ apresentadaa estimativa tedrica de biodiesel, calculados com base na composi¢ao
de acidos graxos da biomassa. A composicao dos acidos graxos da biomassa influencia a composicao
fisica e quimica do biodiesel como comprimento da cadeia e grau de instauracdo (Tripathi et al,.
2015). E possivel observar que o nimero de cetanovariou de 49,22% (AP) a 60,37% (Controle). De
acordo Tripathi et al. (2015) estas variagdes estao relacionadas ao desempenho do motor, eficiéncia de

combustdo do diesel e emissdes de 6xido nitroso.

Tabela 4. Propriedades de biodiesel da biomassa de Cholrella vulgaris cultivada em
meio BGllcom adi¢ao de 50ml de 4gua produzida (AP), 4gua destilada (AD) e
controle (C) durante 26 dias.

Tratamento
Propriedades de Biodiesel
Control AP AD
Numero de Cetano (%) 60.37 49.22 56.18
Valor de Saponificagao 222.60 211.97 206.56
Valor de Iodo (g iodo/100 g) 46.30 101.32 73.37
Grau de insaturacao(wt. %) 68.76 105.14 75.94
Fator de saturagdo de cadeia longa (wt.%) 27.12 12.40 34.80
Ponto de entupimento do filtro frio (°C) 68.73 22.48 92.84

Os resultados encontrados para todos os tratamentos estdo de acordo ao recomendado pela
Agéncia Nacional de Petréleo e Gas (ANPG) cetano > 45% (todos os tratamentos) e a Unido Europeia
(UE) > 51% (apenas AP esteve ligeiramente abaixo). O alto teor de acidos graxos da familia C16:0 e

C18:0 por possuirem maior quantidade de cadeia de carbono aumentam a saturacdo das moléculas

71



(Ramos et al., 2009). Resultados similares foram relatados por Knothe et al. (2006) em o6leos vegetais
e Cardoso et al. (2020) na biomassa de Spirulina sp. cultivada em agua residual da aquicultura e
Ammaret al. (2018) em Chlorella vulgaris NIOCCV cultivada em meio F/2 enriquecido com agua
residual em diferentes salinidades (1,5 e 5,0%).

Um parametro importante ¢ a reacdo de saponificagdo (quantidade necessaria para a
saponificacdo de 1 g de d6leo) que interfere na reagdo de transesterificacdo implicando na tecnologia
associada a producdo de biodiesel. Desta forma, um menor valor de saponificacdo representa uma
melhor qualidade do biodiesel produzido (Cardoso et al., 2020). No presente estudo, este pardmetro
variou de 206,56 (AD)a 222,60 (Controle), de acordo com Nascimento et al. (2014) vegetais
comumente usados na produc¢do de biodiesel apresentam valores de saponificagdo entre 196202 (6leo
de palma), 189-195 (6leo de soja) e 188—194 (6leo de girassol), demostrando o potencial dos
tratamentos, comparado a fontes ja utilizadas na industria energética.Valores encontrados por Andrade
et al. (2019) foram semelhantes ao presente estudo, onde o cultivo de Spirulina sp.LEB 18 em meio
Zarrouk reutilizados ( 4 ciclos de produg¢dao de biomassa), obteve no controle (226,15), 1° ciclo
(225,10), 2° (225,77), 3° (225,51) e 4° (256,83) valores de grau de saponificagdo.

Mesmo nao pertencendo a Sociedade Americana de Testes e Materiais(ASTM)dos parametros
de qualidade de biodiesel no Brasil, o valor de iodo (VI) trata-se de um importante parametro de
qualidade, devido aos altos niveis de insaturagdo causados pela polimerizacdo dos glicerideos e pela
formacao dos depositos no biodiesel (Francisco et al., 2015). De acordo com a Resolu¢do da Agéncia
Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2008), as concentra¢des de iodo ndo
devem exceder 120 g i0do/100 g e a legislacdo européia (EM 14214) estabelecem o méximo de 120 g
10do/100 g. No presente estudo, todos os tratamentos estiveram de acordo ao preconizado por ambas
as legislagdes.

Os resultados encontrados estdo relacionados a correlacao existente entre o valor de iodo € o

grau de instauracdo. Segundo Nascimento et al. (2013)ovalor do iodo ¢ uma medida da insaturagao
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total de um material graxo, ocorrendo uma relagdo linear: quanto maior instauragdo presente no 6leo,
maior o valor de iodo. Por esta razdo, os resultados encontrados estdo relacionados ao alto grau de
insaturados presentes na biomassa. Resultados inferiores ao presente estudo, foram relatados por
Ammaret al. (2018) em Chlorella vulgaris NIOCCV cultivada em meio F/2 enriquecido com agua
residual em diferentes salinidades variando de 93,02 a 81,831, 100 g'!. Os valores foram menores que
biomassas ja exploradas como biodiesel, 6leo de soja (120-141) e oleo de girassol (110-143),
demonstrando assim, o potencial da biomassa como biocombustivel.

Componentes que afetam a estabilidade oxidativa do biodiesel como ar, calor, tracos
metalicos, peroxidos, luz ou caracteristicas estruturais dos compostos graxos como ligacdes duplas,
influenciadas pela posi¢ao bis-alil em acidos graxos poliinsaturados comumente encontrados, como o
acido linolénico (possui duas posicoes bis-alil em C11 e C14), altamente suscetivel a auto-oxidagao
que posigoes alil (Nascimento et al., 2014; Knothe et al., 2006 & Deshmukha et al., 2019). No
presente estudo, a concentracdo de Cl14 e CI1 estiveram abaixo de 3%, demonstrando a baixa
oxidagdo do biodiesel, resultados similares a Ammar et al. (2018).

O biodiesel rico em ésteres metilicos de acido estearico (C18:0)apresentam tendéncia de baixo
ponto de obstrucao de filtro frio(POFF), porque quando o biodiesel liquido ¢ resfriado, sao os
primeiros a precipitar (Mittelbach & Remschmidt ez al., 2004).No presente estudo, ¢ possivel observar
uma baixa concentracdo de C18:0 nas biomassas, que reduz a temperatura de entupimento. No
entanto, os problemas de operacionalidade, como sedimentacdo de cera e entupimento de filtros e
tubulagdes de biocombustivel, ocorrem em locais com temperaturas noturnas proximas a -10 e - 15
°C, ndo reduzindo a aplicabilidade do biodiesel obtido.

As normas europeias nao estabelecem um padrdo para esse parametro, no entanto, ¢
recomendado por testes realizados medindo a capacidade de filtragem de biocombustiveis a baixa
temperatura, < 19°C.Assim, os resultados de todos os tratamentos ndo se enquadraram nos padroes

estabelecidos pela UE. Ramos et al. (2009) avaliaram o CFPP do biodiesel de palma e observou que
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apresenta uma das maiores CFPP (10 °C), valor aproximadamente 12°C inferior ao tratamento AP.
Segundo Schenk et al. (2008) um biodiesel de boa qualidade deve ser composto de uma proporcao de
biomassa de 5:4:1 de Cl6:1, C18:1 e Cl14:0, respectivamente, com baixo potencial oxidativo,
mantendo boas caracteristicas de fluxo frio e alta CN. Os tratamentos AP e AD alcangaram os valores
estipulados, sendo o 6leo de Chlorella vulgaris estudado, com qualidade desejavel de propriedades de

biodiesel.

3.8 Analise Termogravimétrica (TGA)

Com base na formacdo dos eventos pronunciados nas curvas TG e DTG (Figura 4) ¢ possivel
observar nas biomassas dos tratamentos e controle, segundo Gai et al. (2015) um primeiro estagio
ocorre entre 50 a 180 °C,atribuida principalmente a remog¢ado de agua livre e desidratacdo.A perda de
massa apresentada pela biomassa de Chlorella vulgaris nas faixas de temperatura foram AP (11,05%);
AD (9,51%) e Controle (7,25%). Resultados proximos foram relatados por Li et al. (2017) na
biomassa de Tetraselmis suecica sob diferentes concentragoes de CO», ocorrendo uma diminui¢ao
lenta com 6% de perda de massa.Além disto, o processo de liofilizagdo, retira grande quantidade de
agua, por esta razao, o evento térmico tem baixa intensidade. Segundo Jesus et al. (2018) o primeiro
evento térmico da Spirulina sp. LEB 18 tem baixa intensidade devido ao baixo teor de umidade,
provocado pelo processo de liofilizagao das amostras.

Na faixa de temperatura entre 180 e 500 °C, os tratamentos AP e AD, apresentaram grande
perda de massa 46,34 e 69,38%, respectivamente. Visto que a biomassa de microalgas ¢ composta por
proteinas, carboidratos e lipidios, este evento estd associado a decomposi¢do térmica de
macromoleculares organicos, como proteinas e polissacarideos, € a produ¢do de matéria volatil e
carbono, que corresponderam ao principal estagio de decomposi¢do térmica além da formacdo de
carvoes (Li ef al., 2017). Os resultados do presente estudo, estdo de acordo ao relatado por Wuang et

al. (2016), onde a principal faixa de degradacdo para microalgas ¢ de 200 a 450 °C, onde seus
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principais componentes sdo degradados.
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Figura 4. Analise termogravimétrica da biomassa de Chlorella vulgaris cultivada em meio BG11com
adicao de SO0mL de 4gua produzida (AP) e agua destilada (AD) durante 26 dias. Curvas de TGA (a) e
DTG (b).

E possivel observar que o controle apresentou o segundo evento de degradagdo na faixa de 450
e 900 °C, pode estar relacionado ao alto teor de proteina comparado a AD e AP, que provoca uma
juncao dos eventos de degradacdo das macromoléculas (proteinas, carboidratos e lipidios) e cinzas.
Além disto, os tratamentos AD e AP possuem maior teor de cinzas registrados a temperaturas
superiores a 500 °C,provocando assim, uma jun¢do dos eventos de cinzas com o carvao originado da
combustdo das macromoléculas. Segundo Andrade et al. (2019) eventos térmicos iniciando na faixa
de 503,2 e 650,4 °C, ¢ caracteristico da decomposi¢do de compostos residuais de carbono e compostos
inorganicos.

O tratamento AP apresentou 3 eventos térmicos na curva DTG, o perfil de combustdao pode ser
dividido em trés estagios, ou seja, processo de desidratacdo (estagio I), desvolatilizagdo e combustao
(estagio II) e combustdo de carvao (estagio III) (Ross ef al., 2010). A faixa de decomposicao entre 500
e 900 °C ¢ considerada uma decomposi¢do adicional das ligagdes C-C e C-H (Aiman e Stubingtonet
al., 1993).Com a biorremediagdoa biomassa de AP, apresentamaiorcontetdo de hidrocarbonetos,

compostos com grande nimero de ligagdes (C-H) e (C-C). De acordo com Liu et al. (2019) a
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biomassa de Scenedesmus apds carbonizagdo  hidrotérmica, contém alto contetdo
dematériavolatildevido a abundancia de carbono presente nos hidrocarbonetos, provocando combustao

no estagio III.

4. Conclusao

O cultivo de Chlorella vulgaris em é4gua produzida apresentou significativa produgdo de
biomassa, demonstrando boa adaptacao da microalga em50% de agua produzida, valor alcangado no
final do cultivo com alta eficiéncia de remocao de metais pesados além dos hidrocarbonetos totais.
Aliando a sintese de biomoléculas de alto valor agregado, como principalmente carboidratos (40,19
%) que podem ser convertidos em bioetanol, além de concentracdes de lipidios (21,53 %), comparado
ao controle (21,37 %), juntamente com perfil de 4cidos graxos e propriedades de biodiesel, adequados
para a obtencdo de um biodiesel de qualidade. Portanto, a biomassa obtida no tratamento AP,
apresenta-se como uma alternativa promissora paraalém de biorremediar a adgua residual, ser uma

fonte de biocombustiveis utilizando um efluente gerado pelapropria indistria petrolifera.
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