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RESUMO

A égua produzida (AP) ¢ o efluente resultante da injecao de 4gua do mar em pogos para
extragdo de petroleo. E um efluente de significativo impacto ambiental, devido a sua
alta salinidade, presenca de compostos quimicos e demanda crescente por combustiveis
fosseis. As microalgas tém sido consideradas como promissoras para fitorremediar este
efluente, reduzindo o impacto causado e produzindo biomassa de alto valor agregado.
Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi aumentar a produg¢do de biomassa e
biomoléculas da espécie Chlorella vulgaris cultivada em &agua produzida, como
suplemento ao meio de cultivo, avaliando o efeito sinérgico de duas fontes de estresse,
fisico e quimico. A microalga foi cultivada em diferentes concentragdes de AP (ndo
autoclavada) e BG11 (0, 30, 40 e 50%) sob fotoperiodo de 24horas, com indculo pré-
adaptado ao mesmo fotoperiodo. Dentre os tratamentos, o cultivo contendo 70% de BG-
11 e 30% de AP (AP30%), apresentou viabilidade com produc¢do de biomassa de 1,35 g
L. A biomassa obtida em AP30% apresentou concentragio de carboidratos (37,46%) e
cinzas (18,21%) superiores ao controle. Além de teores relevantes de lipidios (9,92%),
proteinas (21,94%) e pigmentos como clorofila a (6,64 ug mL™'), clorofila b (10,57 pg
mL!) e carotenoides (21,38 ug mL™). O perfil de 4cidos graxos apresentou como acidos
majoritarios C18:3n6 (21,50%), C20:0 (19,96%), C16:0 (17,12%) e C18:0 (12,15%),
que constituiram em aproximadamente 70% do total. Quanto aos biocombustiveis a
diversidade de 4cidos graxos apresentou perfil ideal para a producao de biodiesel, além
de bioetanol (17,02 mL 100g™") que pode ser obtido através dos carboidratos. Portanto,
o cultivo da Chlorella vulgaris em meio BG-11 suplementado com 30% de AP

apresentou alta producao de biomassa e sintese de biomoléculas.

Palavras chave: Microalga, Chlorella vulgaris, agua produzida, bioprodutos,

biocombustivel.



ABSTRACT

Produced water (AP) is the effluent resulting from the injection of seawater into wells
for oil extraction. It is a wastewater with a significant environmental impact, due to its
high salinity, presence of chemical compounds, and growing demand for fossil fuels.
The microalgae have been considered promising to phytoremediation this effluent,
reducing the impact caused and producing biomass with high added value. Given the
above, the objective of this study was to increase the production of biomass and
biomolecules of the microalgae Chlorella vulgaris cultivated in produced water,
through the synergistic effect of two sources physical and chemical stress. The
microalgae were cultivated in different concentrations of AP (not autoclaved) and BG11
(0, 30, 40, and 50%), under a 24-hour photoperiod, with an inoculum pre-adapted to the
same photoperiod. Among the treatments, the culture containing 70% of BG and 30% of
AP (AP30%), showed viability with biomass production of 1.35 gL-!. The biomass
obtained in AP30% showed a higher concentration of carbohydrates (37.46%) and ash
(18.21%) than the control. In addition to relevant levels of lipids (9.92%), proteins
(21.94%) and pigments such as chlorophyll a (6.64 pug mL™"), chlorophyll b (10.57 pg
mL™), and carotenoids (21.38 ug mL™). The fatty acid profile presented as major acids
C18:3n6 (21.50%), C20:0 (19.96%), C16:0 (17.12%), and C18:0 (12.15%), this
accounted for approximately 70% of the total. As for biofuels, the diversity of fatty
acids presented an ideal profile for the production of biodiesel, in addition to bioethanol
(17.02 mL 100g™) which can be obtained from carbohydrates. Therefore, the adaptation
of the inoculum to the 24-hour photoperiod acted synergistically with AP, favoring the

final production of biomass and the synthesis of biomolecules by the microalgae

Keywords: Microalgae, Chlorella vulgaris, produced water, bioproducts and biofuels
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Capitulo I

MANIPULACAO DO CULTIVO DE Chlorella vulgaris EM
AGUA RESIDUAL DA EXTRACAO DE PETROLEO:
PRODUCAO DE BIOMASSA E BIOMOLECULAS
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1 INTRODUCAO

O efluente resultante da produgdo de petroleo, também conhecida por agua
produzida (AP), ¢ uma &4gua residual normalmente composta por hidrocarbonetos,
metais pesados e sais inorganicos (MOTTA et al., 2013). A composicio ¢ o volume da
AP dependem da localizacdo do poco, da frequéncia da injecdo de agua e dos
constituintes extraidos do petroleo (AMMAR et al., 2018). No ano de 1990 a produgdo
mundial de AP foi 190 milhGes de barris /dia, 30 anos depois a produgdo aumentou para
aproximadamente 320 milhdes de barris /dia (DUDEK et al. 2020). No Brasil, segundo
a Agéncia Nacional de Petroleo e Gas (ANP) o volume de AP em 2016 foi de
aproximadamente 110,12 milhdes m°.

O grande volume de AP, a escassez de agua pura e a necessidade de maior
demanda energética, tem aumentado o interesse no uso de microalgas como fontes de
energia, para o tratamento e reuso de adguas residuais (OTONDO et al, 2018; ANTO et
al.,2019; MOTTA et al., 2013). Além disso, as microalgas apresentam composicao rica
em acidos graxos, proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e pigmentos tornando-se
fonte de bioprodutos utilizados na aquicultura, induastria farmacéutica, alimenticia e de
biocombustiveis (SATYANARAYANA et al., 2011; LIU et al, 2017; SATHASIVAM
etal,2017).

Apesar da AP conter muitos componentes téxicos que podem inibir o
crescimento da microalga, também possui nutrientes necessarios para o cultivo, como
ferro, potassio e manganés (HOPKINS et al., 2019; GRAHAM et al., 2017). Pesquisas
tém sido desenvolvidas para tornar viavel a produgdo de microalgas em AP. Ammar et
al. (2018) cultivaram Nannochloropsis oculata e Isocrysis galbana em é4gua produzida,
durante 15 dias, em trés percentuais de AP (10, 25 e 50%). Arriada e Abreu (2014)
cultivaram Nannochloropsis oculata em agua produzida em diferentes percentuais (0,
50 e 100%). Rakhmadumila e Muntalif (2020) cultivaram Chlorella sp. em agua
produzida artificial em diferentes concentragdes e obtiveram produgdo de 2,51 g L
com 25% de AP artificial.

A utilizacdo do género Chlorella apresenta-se como potencial para cultivo em
AP. A espécie se destaca por ser uma das microalgas mais produzidas e conhecidas no
mundo, sendo também tolerantes a dguas residuais de ambientes industriais, agricolas e
municipais, tornando-se utéis no tratamento de efluentes e ideais para producdo de

biomassa (KUMAR et al., 2017).
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A potencialidade da espécie Chlorella, estd baseada na caracteristica que as
microalgas possuem de alterar as condigdes fisiologicas de acordo com meio ambiente
que estdo inseridos. Este comportamento possibilita a manipulacdo do crescimento e
composi¢do bioquimica da microalga (CHIA et al., 2013). Algumas estratégias sdo
utilizadas para aumentar producdo de biomassa e os rendimentos de alguns compostos,
como manipulagdo de agentes estressores quimicos ou fisicos. Sendo o estresse quimico
realizado através da manipulagdo da composicdo do meio de cultivo e fisico pela
manipulagdo das condigdes como luminosidade, temperatura, salinidade e pH
(BENAVENTE-VALDES et al., 2016).

Portanto, maximizar o crescimento de microalgas cultivadas em dguas
residuais, depende da manipulacdo de fontes estressoras nos cultivos (ANSILAGO et
al., 2016). Além, do conhecimento da fisiologia microalgal para otimizar sua produgao
(CHIA et al., 2013). Logo, a manipulagdo de fatores fisicos e quimicos pode ser
utilizada para influenciar o metabolismo celular das microalgas, aumentando o
crescimento e estimulando a sintese de biomoléculas de interesse a partir da sua
composi¢ao (BRINDHADEVI et al., 2021). Diante disto, o objetivo deste estudo foi
estimular a produgdo de biomassa e sintese de biomoléculas da microalga Chlorella
vulgaris cultivada em agua produzida, através do efeito sinérgico de duas fontes de

estresse, fisico e quimico.



14

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Estimular a produgdo de biomassa e sintese de biomoléculas da microalga Chlorella
vulgaris cultivada em agua produzida, através do efeito sinérgico de duas fontes de

estresse, fisico e quimico.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a composicao fisico-quimica da agua produzida;

- Determinar os parametros de crescimento da Chlorella vulgaris em agua

produzida;

- Caracterizar a composicdo bioquimica de biomassa produzida (proteinas,

lipidios, umidade, cinzas, carboidratos, clorofila a e b e carotenoides totais);
- Determinar o perfil e a composi¢ao de acidos graxos;
- Avaliar as propriedades e a qualidade de biodiesel teorico;

- Estimar o valor tedrico de bioetanol através da concentracao de carboidratos

fermentativos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Microalgas

As microalgas sdo organismos procariontes € eucariontes que utilizam luz solar
e outros nutrientes para fotossintese ¢ produ¢do de biomassa de alto valor agregado
(VENDRUSCOLO et al., 2019; ENAMALA et al, 2018). Elas existem a
aproximadamente 3,4 bilhdes de anos e apresentam mais de 40.000 espécies conhecidas,
em diferentes meios de cultura (SAFI et al., 2014). Apesar da larga quantidade de
espécies existentes, poucas cepas de microalgas tém sido amplamente estudadas ao
longo dos anos (CARDENAS, 2018). A cultura de microalgas pode ser identificada de

acordo com a forma, a cor, o tamanho da célula e a textura (NIE, 2020).

O primeiro estudo sobre produ¢do de microalgas foi na década de 1950, com as
espécies Spirulina e Chlorella, consideradas as mais cultivadas no mundo
(CARDENAS, 2018). O uso de microalgas para alimentagdo foi registrado pelos
Astecas e outros mexicanos, que consideravam como fonte de nutrientes (SAFI et al.,
2014). Atualmente, as microalgas sao utilizadas para a produgdo de diversos compostos
através da sua biomassa, como carboidratos, proteinas, lipidios, acidos graxos
insaturados, pigmentos, enzimas, vitaminas, extratos para producao de fertilizantes,
biocombustivel, ou como biorremediador em aguas residuais, solos e fluxos de gases

(CARDENAS, 2018; ARRIADA; ABREU, 2014).

A composi¢ao da biomassa muda para cada espécie e do meio de cultivo que
elas estdo inseridas. No entanto, normalmente a maior composicdo ¢ de proteina,
lipidios e carboidratos (Tabela 1). A escolha da espécie de microalga estd relacionada a
taxa de crescimento rapido, a alta produtividade, a adaptacdo de diferentes aguas
residuais e a capacidade de remocdo de nutrientes. Algumas microalgas ndo apresentam
todas as condi¢des abordadas, mas € escolhida primeiramente em relagdo a alta taxa de

crescimento (LI et al., 2019).



16

Tabela 1 — Composi¢ao bioquimica de algumas espécies de microalgas

Espécie de microalgas Proteinas (%) Carboidratos (%) Lipidios (%)
Anabaena cylindrica 43 -56 25-30 4-17
Ankistrodesmus sp. 31,1 10,8 24 —31
Aphanizomenon flasaquae 62 23 3
Batryococcus braunii 22 14,1 14,5 - 25
Chlorella sp. 51-58 12-17 10 —48
Chlorella pyrenoidas 57 -60,4 26 2-37
Chlorella vulgaris 38-53 8—-27 5-28
Chlorogoeopsis fritschii 50 44 7
Diacronema vikianum 24 -39 15-31 18 -39
Dunaliella sp. 27 -57 14 — 41 6-22
Euglena gracilis 39-61 14-18 14— 38
Haematococcus pluvialis 10— 52 34 15-40
Isochrysis galbana 12-40 13 -48 17-36
Nannochloropsis sp. 18 —-47 7-40 7-48
Nitzschia sp. 16,8 9,2 12,1 -16
Odontella aurita 9-28 30-54 13-20
Paviova lutheri 16 — 43 15-53 6—36
Porphyridium cruentum 2757 12-39 5-13
Scenedesmus sp. 31-56 6—28 8§-21
Spirulina platensis 43 - 177 8§-22 4-14
Tetraselmis sp. 14 — 58 12 -43 8—-33

Fonte: Adaptado de Bernaerts et al., 2019 e Li et al., 2019

3.1.2 Espécie - Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris sao microalgas unicelulares, verdes, esférica, pertencente ao
phytum: Chlorophyta, dominio: Eukaryota, classe: Ter-bouxiophyceae, ordem:
Chlorellales e familia: Chlorellaceae. O nome Chlorella vem da palavra grega chloros,
que significa verde e o sufixo ella do latim, que se refere ao tamanho microscopico
(SAFI et al., 2014). A Chlorella vulgaris apresenta tamanho celular de 2-10 pm, quando
jovens, mas podem atingir 17-21 nm ao ficarem adultas, com parede celular rigida,
composta de glucosamina, celulose, hemiceluose e glicanos do tipo quitina. Possui
citoplasma composto por varias organelas, enriquecido em agua, proteinas soliveis e
minerais (Figura la). O cloroplasto apresenta membranas internas com funcdo de
transporte de proteinas e formagdo de amilose e amilopectina, além de elevados niveis
de fibrulose-1,5-bisfosfatocarboxilaseoxigenase, que participa da fixacdo do CO», e

tilacodides, onde a clorofila é sintetizada (SAFI et al., 2014; BHUVANA et al., 2019;
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VENDRUSCOLO et al., 2019). Ja as mitocondrias sdo constituidas de membranas
duplas, fosfolipidios e proteinas, que realizam processos metabdlicos para obtengdo de
energia necessaria ao crescimento ¢ manuten¢ao celular (CORONADO-REYES et al.,
2020). A Chlorella apresenta ciclo de vida relativamente simples e se reproduzem
assexuadamente (Figura 1b), por esporulacdo, onde cada célula madura se divide em
quatro ou oito autdsporos, liberado apds a ruptura da parede celular (RICHMOND,
2004).

(2)

Chioraplas! envelaps

Figura 1 — Representacdo das organelas da Chlorella vulgaris (a) e sua reproducao (b).

Fonte: Safi et al., 2014.

O primeiro cultivo de Chlorella para produ¢do em larga escala ocorreu em
Boston (1953), depois em Israel, Alemanha e Tchecoslovaquia. A utilizacdo dessa
microalga para producdo comercial aconteceu em 1961, no Japdo (RICHMOND, 2004).
O interesse pelo consumo humano ocorreu pela descoberta das propriedades
antitumorais, antibacteriana e antioxidante, como a-f caroteno, 4cido ascorbico, luteina
e o-tocoferol. A Chlorella vulgaris apresenta composi¢do rica em vitamina do

complexo B, principalmente B12 (BHUVANA et al., 2019). Além de 42 a 58% de
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proteinas em biomassa seca. Essa microalga apresenta também 5 a 40% de lipidios em
base seca, constituido principalmente de fosfolipidios, glicolipidios, hidrocarbonetos,
ceras e acidos graxos, que sdo sintetizados pelo cloroplasto (CORONADO-REYES et
al., 2020).

3.1.3 Tipos e sistemas de cultivo

As microalgas podem ser cultivadas de modo autotrofico, heterotrofico ou
mixotréfico — Tabela 2 (VENDRUSCOLO et al., 2019; ENAMALA et al., 2018). No
cultivo autotrofico as microalgas utilizam apenas a luz solar ou artificial e o carbono
inorganico para produzir energia. E o cultivo de menor investimento e custo
operacional. A desvantagem ¢ a dependéncia do clima e os cuidados com contaminagao

de outros microrganismos (VENDRUSCOLO et al., 2019; SILVA; SIQUEIRA, 2017).

O cultivo heterotréfico nao precisa de luz, utilizam fontes de carbono orgéanico
(glicose, glicerol, glutamato, acetato) como fonte de energia, normalmente tem maior
produtividade de biomassa e acimulo de bioprodutos. No entanto, utiliza ag¢tcares que
poderiam ser utilizados para outro objetivo. No cultivo mixotrofico ocorre a jungdo do
cultivo autotréfico e heterotrofico, onde se utiliza carbono inorganico para a fotossintese
e carbono organico como suplementacdo (VENDRUSCOLO et al., 2019; SAFI et al.,
2014). Essa condi¢ao de cultivo apresenta grande rendimento de biomassa

(CORONADO-REYES et al., 2020).

Tabela 2 — Comparacao dos diferentes tipos de cultivo

Condigao de Fonte de Densidade
cultivo Fonte de carbono energia celular Custo Reator
Autotréfico Inorgénico Luz Baixa Baixo  Aberto ou fechado
Fermentador
Heterotrofico Organico Organico Alta Meédio convencional
Inorganico e Luze
Mixotrofico organico organico Médio Alto Fechado

Fonte: Kadir et al., 2018
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O cultivo de microalgas pode ser realizado em dois tipos de sistemas, em geral,
sistemas abertos e sistemas fechados. A escolha que determina o tipo de sistema
depende da fonte de luz, do volume de cultura, da forma de cultivo, dos nutrientes

empregados ¢ do fornecimento de gases para garantir crescimento das microalgas e o

melhor rendimento de biomassa (CORONADO-REYES et al., 2020).

O sistema aberto ¢ muito utilizado em escala comercial, devido a estrutura
simples, baixo custo e facil operacao (Figura 2). As microalgas se desenvolvem de
acordo com as condigdes ambientais. As desvantagens desse tipo de cultivo ¢ o
sombreamento das células da superficie em relacao as células no fundo da lagoa, que
pode ser minimizado pela movimentacdao das culturas e pela reducdo da profundidade
das lagoas; a evaporagdo do meio de cultura; a necessidade de grandes dimensdes de
constru¢do e maior risco de contaminagdo por outros microrganismos, como bactérias e

fungos (SUN et al., 2017; SINGH et al., 2016; BOROWITZKA, 1999).

O sistema fechado (Figura 2) apresenta maior controle de cultivo do que os
sistemas abertos, como o uso de luz artificial por fotoperiodo, simples aclimatagao,
facilidade de esterilizagdo e redugdo da foto-oxidagdao. Além de menor probabilidade de
contaminagdo nas culturas. Nesses sistemas, os fotobiorreatores podem ser: tubo
vertical, colunas de bolhas, colunas airlift, sacos plasticos, tanques agitados, tanques
conicos e tubulares helicoidais. A desvantagem desse sistema € o alto custo, mas uma
alternativa viavel ¢ a unido de ambos os sistemas, pois alia a resisténcia do indéculo nos
biorreatores ¢ o cultivo em larga escala do sistema aberto (FERREIRA et al., 2019;

CORONADO-REYES et al., 2020).

Microalgas

Figura 2 — Sistema de cultivo de microalgas aberto e fechado. Fonte:

https://'www.embrapa.br
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O suprimento de nutrientes no cultivo de microalgas pode ser: continuo, em
batelada e semi-continuo. No cultivo continuo, os nutrientes sdo fornecidos a todo o
momento, por isso o metabolismo ¢ mantido quase estavel. No cultivo em batelada, os
nutrientes sdo fornecidos no inicio do cultivo, assim o nitrogénio celular vai diminuindo
e ha o aumento da composicao das fragdes de acido graxo. E no cultivo semi-continuo
os nutrientes sdao adicionados ao longo do cultivo, ¢ empregado com objetivo de reduzir
o uso de agua e nutrientes, logo, do custo. Este modo de cultivo pode diminuir a
limitagdo de nutrientes para o cultivo e a penetracdo de luz durante os estagios de
cultivo. Porém pode ser mais suscetivel a contaminacdo, principalmente com
zooplancton. No entanto, cepas diferentes tém respostas distintas para cada modo de
cultivo, dependendo das caracteristicas fisiologicas e da finalidade requerida (CHEN et

al.,2015; YUAN et al., 2019).

ApOs o cultivo, a biomassa € colhida de 1 a 10 dias, através de métodos fisicos,
quimicos, bioldgicos, ou combinacao entre eles. A escolha do método deve levar em
consideragcdo o tamanho celular, a gravidade da célula, a eficiéncia do método, além de
ndo provocar ruptura e perda de conteudo, interferindo na composicao da biomassa

(SHIN et al., 2018; ENAMALA et al., 2018).

3.1.4 Condicoes de cultivo

No cultivo das microalgas ¢ importante manter as condi¢cdes adequadas de
temperatura, luminosidade, pH, aeragcdo, CO;, nitrogénio e fosforo para as devidas
fungdes celulares (OTONDO et al., 2018; VENDRUSCOLO et al., 2019). Além de
meios de cultivo ricos em minerais e vitaminas (REYIMU; OZCIMEN, 2017).

A produgdo de microalgas pode ser melhorada com alteracdes de fatores fisicos
e quimicos que influenciam na composicdo da biomassa e no metabolismo das
microalgas (BRINDHADEVTI et al., 2021). A escolha da cepa também ¢ importante,
pois considera a taxa de crescimento, a producao, o perfil de &cidos graxos e facilidade
de colheita. Normalmente a microalga apresenta alta capacidade de reprodugdo,
podendo dobrar a produ¢do de biomassa ha 3,5 horas, a depender da espécie. Entdo, alta

taxa de crescimento favorece a reducdo de custo, menor tempo de colheita € menor risco
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de contaminagdo (SHIN ef al., 2018). As condigdes de cultivo, como temperatura, luz,
pH, teor de N e P tem associacdo direta com a taxa de crescimento e o conteudo lipidico

das microalgas (ENAMALA et al., 2018).

A luz ¢é a principal forma de obtengdo de energia, juntamente com o
fotoperiodo influenciam no cultivo e rendimento de biomassa (Figura 3), além do
contetido de lipidios e clorofila (FERREIRA ef al., 2019). Aumentam os teores de
acidos graxos saturados e reduzem os valores de polinsaturados e monoinsaturados
(BRINDHADEVI et al., 2021). A luz modifica a produtividade de microalgas, pois elas
ndo crescem bem em pouca luminosidade, e em luz intensa j& observam produtividade
de pigmentos e acimulo de lipidios (LU ef al., 2019). A luminosidade também ¢
essencial para assimilagdo de CO,, porém a intensidade depende de cada espécie, pois

alta intensidade pode dificultar a fotossintese (MATHIMANI et al., 2018).

A intensidade de luz e fotoperiodo sdo proporcionais a producdo de biomassa
at¢ o limite da fotoinibi¢do, indicando que o microrganismo esta sob estresse
(CORONADO-REYES et al., 2020). Segundo Brindhadevi ef al. (2021) sob iluminagao
continua (24h) a Chlorella sp apresentou consideravel producao de biomassa (0,54 g L~
"Y ¢ bom rendimento de lipidios (0,079 g L°1). Jacob-Lopes et al. (2009) em
experimento com diferentes fotoperiodos (0:24; 2:22; 4:20; 6:18; 8:16; 10:14; 12:12;
14:10; 16:8; 18:6; 20:4; 22:2 e 24:0 - noite:dia) observaram reducao na produgao de
biomassa e da fixacdo de CO2 em Aphanothece micorscopica com a redugao do periodo

de luz.

Outro fator que altera a composi¢ao de biomassa na microalga ¢ a temperatura
(Figura 3). Os valores 6timos para o cultivo de microalgas estdo entre 20 a 30 °C, mas
algumas microalgas toleram maiores variagdes que outras. A Chlorella apresenta faixa
ideal de temperatura entre 25 a 30 °C, mas pode se adaptar a temperaturas na faixa de 5-
35 °C, com altera¢do bioquimica. Outras espécies de microalgas suportam temperaturas
at¢ 15 °C menor que o valor ideal, mas tem o crescimento reduzido, pois limita o
sistema metabdlico da microalga, com a inibicdo da atividade carboxilase e da
assimilagdo de CO; fotossintético. Em temperaturas maiores que o valor ideal ocorre a
respiragdo, onde ndo hd fixagdo de CO2 e sim de O, apresentando producdo de

metabodlitos primarios e secundérios reduzida. No entanto, cada espécie tem uma
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temperatura de crescimento ideal (ENAMALA et al., 2018; CORONADO-REYES et
al.,2020; LU et al., 2019).

O pH ¢ uma condic¢do de cultivo responsavel pelo crescimento de biomassa das
microalgas, pela disponibilidade de CO, e de outros nutrientes, que interfere nas
atividades enzimaticas (Figura 3). O valor ideal de pH depende da espécie de microalga,
mas normalmente o cultivo fica em torno de 7 a 9,0. O pH também influencia na
solubilidade dos pequenos poluentes, interferindo na eficiéncia do tratamento de
remog¢ao de compostos pelas microalgas (SHAHID et al., 2019; COSTA et al., 2019). O
pH alcalino facilita a captura de CO, pelas microalgas, e vai aumentando seu valor com

o crescimento das microalgas e aumento da fotossintese (ENAMALA et al., 2018).

As microalgas sdo eficientes para fixa¢do de dioxido de carbono,
principalmente, a Chlorella, pois, contém clorofila a e b, que promovem alta eficiéncia
fotossintética para converter CO; para Oz. Os fatores que influenciam a absor¢do de
CO> pelas microalgas sdo intensidade de luz, concentragdo de sal e temperatura. O
fornecimento de CO» deve ser feito em temperaturas 6timas de crescimento, pois facilita
a sua dissociagdo no meio e a absor¢ao pelas microalgas para a fotossintese

(FERREIRA et al., 2019; CORONADO-REYES et al., 2020).

O nitrogénio é outro fator importante durante o cultivo. E um dos elementos
mais abundantes encontrados na natureza ¢ um dos mais importantes para o crescimento
das microalgas. Sao responsaveis pela sintese protéica, de acidos nucléicos e enzimas.
Esse nutriente estd disponivel como nitrato, amodnia, uréia e peptonas (SHAHID et al.,
2019; CORONADO-REYES et al., 2020). A limitacdo de nitrogénio aumenta a
produgdo de acetil CoA e acetil CoA carboxilase, que proporciona aumento do conteudo
de lipidios, com formacgdo de 4cidos graxos adequados na produgdo de biodiesel, além
do aumento de carboidratos (SUASTES-RIVAS et al., 2020; SHAHID et al., 2019;
SAFI et al., 2014).

O fosforo (P) ¢ outro nutriente importante para o organismo Vvivo, pois
participa da sintese de proteinas, lipidios e compostos de carboidratos. Em meio rico de
fosforo ocorre a sintese de 4cido desoxirribonucléico (DNA), 4cido ribonucléico (RNA),
adenosina trifosfato (ATP) e hidrogénio fosfato de dinucledtido de nicotinamida
adenina (NADPH). As fontes de fosforo estdo na forma de fosfato, tanto em compostos

organicos, quanto em compostos inorganicos. Em meios de cultivo com condig¢des
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limitadas de fosfato leva ao acimulo de carbono organico e reducdo da divisdo celular.
A deficiéncia de fosforo afeta os processos de sintese, transcri¢do e ciclo do carbono

(SHAHID et al., 2019; COSTA et al., 2019; CORONADO-REYES et al., 2020).

Figura 3 — Alguns fatores que interfere na composicdo de bioprodutos. Fonte:

Adaptado Brindhadevi et al., 2021.

3.1.5 Composicao bioquimica

As microalgas sdo capazes de sintetizar muitos compostos, como: proteinas,
lipidios, carboidratos, pigmentos, alcaloides, flavonoides e terpenoides, que podem ser
usados na industria de cosméticos, de alimentos para animais, suplementos,
combustiveis entre outros (CHUA; SCHENK, 2017, BAUMGARDT et al., 2015;
LIMA et al., 2018).

Lipidios

Os lipidios sdo compostos soliveis em solventes polares e insoliiveis em agua.
Sdo compostos de glicolipidios, fosfolipidios, hidrocarbonetos, ceras e pequenas
quantidades de 4cidos graxos livres. Estdo presentes nas membranas, cloroplastos e
membranas das mitocondrias (SAFI et al., 2014). As microalgas podem alterar seu
metabolismo lipidico a depender de fatores como temperatura, pH, salinidade,
luminosidade, estresse e da privagdo de alguns nutrientes como nitrogénio e fosforo,
dependendo da espécie (BYRD; BURKHOLDER, 2017). Os o6leos obtidos das
biomassas de microalgas podem ser utilizados como biodiesel ou combustivel de
aviacdo, além do uso na industria farmacéutica e alimenticia devido ao alto valor de

acidos graxos polinsaturados 6mega 3, 6 ¢ 9 (ALEMAN-NAVA et al., 2017).
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A grande intensidade de luz aumenta a producdo de lipidios, pois o excesso de
luz causa armazenamento de lipidios, como resposta a evitar danos oxidativos,
convertendo luz em energia quimica (SHIN et al.,, 2018). Shekh et al. (2016)
encontraram conteido de lipidios variando de 7,61 — 39,21% em Chlorella sp, em
diferentes condigdes, sendo o maior teor (39,21%) encontrado com o aumento da
intensidade de luz (25 para 100 umol fotons m? s!). A temperatura é outro fator que
muda a quantidade de lipidios produzida pela microalga, pode aumentar ou diminuir
conforme a espécie. Em temperaturas altas ¢ mais evidente a formacao de acidos graxos
saturados em muitas espécies. A aeragao também modifica a produgdo de lipidios pelas
microalgas, menor quantidade de CO», limita a fotossintese e a producao de lipidios. pH
mais acidos reduzem o crescimento de microalgas e a absor¢ao de carbono na sintese de

lipidios (SHIN et al., 2018).

O aumento de salinidade do meio provoca aumento do contetdo lipidico em
algumas microalgas. No entanto, a medida que a quantidade de lipidios aumenta ocorre
biodegradacao de proteinas, que interfere na taxa de crescimento e produtividade de
biomassa (YUN et al., 2019; SHIN et al., 2018). Church et al. (2017) observaram que o
aumento do teor de salinidade no meio de cultivo da Chlorella vulgaris, aumentou os

teores de lipidios (12 para 16%).

O perfil de acidos graxos também depende das condi¢des do meio de cultivo,
podendo acumular 60-68% de &cidos graxos saturados e monoinsaturados (4cido
palmitico C16:0; acido estearico C18:0, acido palmitoleico C16:1 e acido oleico C18:1)
indicados para a producao de biodiesel. Além de acidos graxos polinsaturados, de alto
valor agregado, como 4&cido linoleico C18:2, 4cido linolénico C18:3, 4acido
eicosapentaenoico C20:5, 4&cido docosaexaenoico (C22:6) que s3o utilizadas pela
industria de alimentos, ragdes e produtos farmacéuticos (SAFI et al., 2014;
FIGUEIREDO et al, 2019). Gao et al. (2018) em cultivo de Chlorella sp. em aguas
residuais da industria de frutos do mar encontraram como 4cidos graxos majoritarios

C16:0 (16,4 —31,5%); C18:0 (18,2 - 27,2%) e C18:1 (19,1 — 25,4%).

Proteinas
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As proteinas sdo importantes para o crescimento e divisdo celular. A maior
concentracdo de proteinas (50%) ¢ encontrada no interior da célula, 20% na parede
celular e 30% migram entre a parte interna e externa (SAFI et al., 2014). As proteinas
sdo principalmente associadas ao cloroplasto. Seu valor nutricional ¢ amplamente
estudado, com perfil favoravel de aminoacidos e boa digestibilidade (BERNAERTS et
al., 2019). O perfil de aminoacidos encontrados nas microalgas tem ganhado interesse
devido a presenca de aminoacidos essenciais e ao grande poder emulsificante (SAFI et
al., 2014). Seyfabadi ef al. (2011) no cultivo de Chlorella vulgaris com alta intensidade
de luz (100 pmol fétons m? s'') e fotoperiodo 16:8 apresentou aumento de proteinas
(44%) em comparagio com baixa intensidade de luz (37,5 pumol fotons m? s) e

fotoperiodo de 8:16 com valor de proteinas de 33%.

Carboidratos

Os Carboidratos sdo polissacarideos composto de amido e celulose, que
representam uma importante por¢do da biomassa de microalgas. Apresenta-se como
carboidrato de armazenamento e estrutural. Os polissacarideos de armazenamento estao
apresentados na forma de amido, glicogénio, paramylon (residuos de glicose),
crisolaminarina ¢ amido rico em amilopectina (Figura 4). Podem ser encontrados em
microalgas e cianobactérias. Na célula, o amido normalmente ¢ armazenado nos
cloroplastos, o amido rico em amilopectina, o glicogénio ¢ o paramylon estio em

granulos no citosol e a crisolaminarina nos vacuolos das cé¢lulas (BERNAERTS et al.,

2019).

Os polissacarideos estruturais sdo ligados a parede celular, com funcao
estrutural e B1-3 glucano, que traz beneficios a saude, compostos por varios residuos de
monossacarideos. Representa cerca de 10% da biomassa seca, sendo que os carboidratos
totais podem atingir 12 — 55% do peso de biomassa seca em meio com limitagdo de
nitrogénio (BERNAERTS et al., 2019; SAFI et al., 2014). Mata et al. (2020)
encontraram aproximadamente 42% de carboidratos em cultivo de Spirulina sp. LEB18

em aguas residuais do processo de dessalinizacao.
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Figura 4 — Estruturas de polissacarideos de armazenamento. Fonte: Bernaerts et al.,

2019

Pigmentos

Um dos pigmentos mais importantes da Chlorella ¢ a clorofila, que representa
cerca de 1 — 2% do seu peso seco. Apresentam também, outros pigmentos, como:
carotenoides, como [-caroteno associados aos lipidios no cloroplasto, carotenoides
primarios associados a clorofila nos tilacéides, onde ocorre a transferéncia de energia
para fotossintese, cantaxantina, astaxantina, luteina, violaxantina e feofitina a e b
(Tabela 3). Alguns pigmentos como os antioxidantes atuam como protetores ao excesso
de luz que as microalgas se submetem e a forte exposi¢do a radiacdo e ao oxigénio.
Esses pigmentos previnem doencas cronicas e fortificam o sistema imune (SAFI et al.,

2014; CORONADO-REYES et al., 2020).

A qualidade da irradiacdo de luz ¢ importante para absor¢do da clorofila e
outros pigmentos, como carotenoides. Seyfabadi et al. (2011) observaram que o
conteudo de clorofila @ diminuiu com aumento da irradiagdo (100 pmol fétons m? s') e
fotoperiodo (16:8), no entanto, os valores de B-caroteno aumentou nas mesmas

condi¢des. A deficiéncia de nitrato prejudica a producdo de clorofila, ja a producdo de
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componentes energéticos, como lipidios, carboidratos e pigmentos como carotenoide

aumenta (SERRA et al., 2020).
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Figura 5 — Estrutura dos principais pigmentos encontrados nas microalgas. Fonte:

D’Alessandro,; Antoniosi Filho, 2016.

Tabela 3 — Conteudo potencial de pigmentos em Chlorella vulgaris em diferentes

condi¢des de crescimento

Pigmentos pg gt
B-caroteno 7 —-12.000
Astaxantina 550.000
Cantaxantina 362.000
Luteina 52 -3.830
Clorofila a 250-9.630
Clorofila b 72-5.770
Feofitina a 2310 - 5640
Feofitina b N3do determinado
Violaxantina 10-37

Fonte: Safi et al., 2014
Minerais

Os minerais exercem papel importante para os seres vivos, sdo determinados
apos a incineracdo da biomassa. Em Chlorella vulgaris o perfil de minerais esta
apresentado na Tabela 4. Alguns elementos, como o potéssio ¢ encontrado normalmente
na forma cationica, mas pode se ligar ao HCOs e ao SO4*, estando relacionado ao

metabolismo de carboidratos, ao equilibrio intracelular e sintese proteica, além de ser
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utilizado como fertilizante. J& o zinco € necessario para o crescimento da maioria das
microalgas, ¢ um componente essencial das enzimas carboxilases, que participa da
sintese de carboidratos, proteinas e lipidios, e estd envolvido na prote¢do contra a

oxidacdo (SAFI et al., 2014; FOZ; ZIMBA, 2018).

As microalgas apresentam alto teor de cinzas e esse alta concentragdo pode ser
atribuida a metais como Na e K, presentes na agua residual que pode ter sido absorvida
nas células das microalgas (GAI et al., 2015; CARDOSO et al., 2020). Em
concentracdes elevadas alguns metais, como cadmio (Cd), cobre (Cu) e niquel (Ni)
podem ser toxicos para as microalgas e seu metabolismo, com inibicao da fotossintese e
mutacdo. No entanto, Cu, ajuda no melhor rendimento de biomassa € no valor de
lipidios das microalgas, e juntamente com o Ni, em concentracdes adequadas podem
contribuir para o metabolismo da microalga. Outro elemento importante ¢ o ferro, que
fornece suporte para absor¢do de nitrogénio, responsavel por regular o acumulo de
lipidios, participar da sintese de DNA e da respiragdo (DUARTE et al., 2016;
SUASTES-RIVAS et al., 2020).

Tabela 4 — Perfil de minerais em Chlorella vulgaris

Minerais g 100g?
Na 1,35

K 0,05-2,15
Ca 0,16 -0,59
Mg 0,34-0,44
P 0,96-1,76
Cr Trago
Cu 0,19

Zn 0,55
Mn 0,40

Se Trago

I 0,13

Fe 0,20-0,68

Fonte: Adaptado Safi et al., 2014

3.2 Biotecnologia de biocombustiveis
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A crescente necessidade energética tem aumentado o consumo mundial de
combustiveis fosseis (SEVDA et al., 2016). A maior fonte de energia ¢ derivada do
petréleo, como gas natural e carvdo, que proporcionam agravos ambientais. Os
combustiveis fosseis contribuem com 88% do consumo mundial de energia (REYIMU;
OZCIMEN, 2017; PRIYANKA et al., 2020). E tem causado grandes impactos
ambientais como polui¢do, com emissdo de CO2, CHs e N2O e com o aquecimento
global (DELIISMAIL et al., 2018; ENAMALA et al., 2018). Assim, cresce o interesse
em fontes de energia renovavel e sustentavel, como os biocombustiveis (GAI et al.,

2015; PRIYANKA et al., 2020).

Os biocombustiveis sao classificados em trés geracdes: a primeira ¢ derivada
de fonte vegetal; a segunda geracdo derivado de residuos agricolas, madeiras; e a
terceira geracao derivado das microalgas — Figura 6 (ENAMALA et al., 2018). Os
biocombustiveis de primeira geracdo usam culturas alimentares, como mandioca,
beterraba, trigo, soja, milho e colza, transformando em biogéas de milho, bioetanol de
trigo e biodiesel de dleo de vegetais. Seu uso para a produgdo de biocombustiveis
causou criticas, devido ao aumento do preco dos alimentos, pela maior demanda
agricola e necessidade por terras ardveis, competindo com a industria de alimentos

(REYIMU; OZCIMEN, 2017; ARANSIOLA et al., 2013).

Os biocombustiveis de segunda geracao, cuja matéria-prima ¢ a biomassa de
residuos agricola, de 6leos nao comestiveis e residuos florestais lignocelulésico, resolve
o problema do impasse alimento versus combustivel. No entanto, a demora no
crescimento das lavouras e na producao de biomassa, além de alto custo de producao,
pela necessidade de pré-tratamentos, colheita e purificagdo da matéria-prima fizeram
diminuir o interesse de biocombustiveis pela segunda geracdo, aumentando os estudos
para a terceira geracdo. Esta geracdo obtém combustivel através da biomassa de
microalgas, que tem rapido crescimento, sdo adaptaveis em diferentes aguas, inclusive
agua residual, tem alta produtividade, necessitam de pouca éarea de cultivo e sdo
fixadores de CO;. No entanto, o custo em larga escala ainda ¢ um obstaculo e o sucesso
do uso de biomassa de microalgas também depende da viabilidade econdmica, técnica e
ambiental e aceitacdo social (REYIMU; OZCIMEN, 2017; MONDAL et al., 2019;
SARANYA; RAMACHANDRA, 2020).
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As microalgas sdo recursos potenciais para a produ¢do de biocombustiveis, por
ndo serem sazonais como as outras plantas terrestres, terem processo de cultivo simples,
e conteido de biomassa rica em lipidios e carboidratos (DELIISMAIL et al., 2018;
KHATOON et al., 2017). Além disso, a biomassa de microalgas tem menores
temperaturas de decomposi¢do no processo de combustdo, assim, apresenta maior
reatividade (GAI et al.,, 2015). A desvantagem de utilizar essa matéria-prima esta
relacionada a produgdo em larga escala, devido a necessidade de alta concentragdo de
biomassa, resultante do tamanho celular ¢ meio aquoso que as microalgas se
desenvolvem e ao custo operacional (VOOREN et al., 2012; BORGES et al., 2016;
DELISMAIL et al., 2018; YUN et al., 2019).

DU ooreceo SRR

Figura 6 — As diferentes geracdes de biocombustiveis. Fonte: Adaptado Sabino et al.,

2021.

3.2.1 Biodiesel

O biodiesel ¢ um éster alquilico de cadeia longa, que emite baixa concentracao
de CO e COa. A principal produ¢do de biodiesel no Brasil ¢ de soja, no entanto, o
interesse pelo uso das microalgas tem crescido (CHI et al., 2018; D’ALESSANDRO,
ANTONIOSI FILHO, 2018). A produgdo de 50g m? d' de biomassa de microalgas
pode produzir 10.000 galdes de Oleo-acre-ano, contra a soja que produz apenas 48
galdes de oOleo-acre-ano. A producdo de biodiesel por microalgas representa uma
producdo de energia mais limpa, com menor impacto ambiental. Porém, o alto custo de
producdo dificulta a competitividade com as fontes de combustivel fossil (SINGH et al.,
2016; SAFI et al., 2014). O principal custo de producao de biodiesel ¢ com matéria-

prima, cerca de 77% do custo refere-se ao cultivo da microalga, 12% da colheita, 8% da
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extragcdo e os custos de conversdao ¢ de 10% para grandes instalacdes e 25 a 40% em
pequenas instalagdes. Para ser competitivo o custo tem que ser reduzido em 10 vezes da

producdo de petroleo (GE et al., 2018; ARANSIOLA et al., 2013).

A escolha da espécie de microalgas depende da facilidade do cultivo, da alta
produgdo de lipidios e da alta propor¢ao de acidos graxos adequados para a producao
(ANTO et al., 2019). A microalga do género Chlorella ¢ amplamente usada na
producao de biodiesel devido a facilidade de cultivo e ao rapido crescimento. No
entanto, a Chlorella produz apenas 14-30% do teor de lipidios, normalmente (HU et al.,
2019). Em determinada condigdes, como estresse devido ao esgotamento de nitrogénio,
intensidade da luz, concentracdo de sal, concentracdo de ferro e temperatura, as
microalgas alteram as vias de sintese dos lipidios, que pode ser convertido em biodiesel

(HU et al., 2019).

O biodiesel tem o potencial de substituir a economia atual do petréleo, ja que
pode ser adicionado ao diesel de petroleo e usado em motores a diesel existentes
(SHEKH et al., 2015). A emissdo de CO> pelo biodiesel ¢ 78,45% menor do que o
diesel do petréleo. Uma mistura com 20% de biodiesel pode diminuir as emissdes
liquidas de CO; em 15,66%. O biodiesel apresenta vantagens por ser biodegradavel,
reduzir a emissdo de gases do efeito estufa e pode ser usado em qualquer proporc¢ao nos
motores convencionais sem necessidade de adaptagdes. O biodiesel ¢ menos volatil do
que o Oleo diesel e mais seguro para transporte (NASCIMENTO et al., 2013; TEO et
al., 2014; SIRIN; SILLANPAA, 2015).

As principais propriedades do biodiesel sao determinadas pela composicao de
¢ésteres metilicos de acido graxos (NIEMI ef al., 2019; SAFI ef al., 2014). A qualidade
do biodiesel estd relacionada a baixos teores de oxigénio para evitar reagdes de
oxidagdo, que tornam o combustivel instdvel (SIMAO et al., 2018). Os principais
ésteres metilicos para a produgao de biodiesel sao C16:0; C18:0; C18:1; C18:2 e C18:3.
Normalmente, as microalgas produzem os dacidos graxos C16:0 e CI18:1. A alta
qualidade de biodiesel, também est4d relacionada com altos indices de cetano, baixo
valor de iodo e baixo valor do ponto de entupimento do filtro frio (SHIN et al., 2018). E
outros parametros também sdo analisados, como: valor de saponificacdo (VS), grau de
insaturacdo (GI), fator de saturacdo de cadeia longa (FSCL), viscosidade, valor

calorifico e estabilidade oxidativa (CARDOSO et al., 2020; MONDAL et al., 2019).
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A composicdo de acidos graxos influencia diretamente na qualidade de
biodiesel. Assim, alta propor¢do de saturados e monoinsaturados ¢ desejavel, pois os
acidos graxos saturados sdo resistentes a autoxidacdo e os insaturados aumentam as
caracteristicas do fluxo de frio (WU; MIAO, 2014). Além disso, a qualidade de
biodiesel em microalgas também esta associada a presenca de clorofila, pois a clorofila
no produto final proporciona cores opacas ao biodiesel, que diminui a eficiéncia de
transesterificagdo, combustdo e de armazenamento. Uma das alternativas ¢ a remog¢ao

da clorofila com NaOH, antes da extrac¢do de lipidios (SANDANI ef al., 2020).

3.2.3 Bioetanol

O bioetanol ¢ considerado um combustivel sustentdvel e renovavel com
caminho promissor na atualidade. Foi usado pela primeira vez em 1900, mas devido ao
alto custo de producdo, comparado ao petrdleo, foi interrompido em 1970 pela crise do
6leo. Apresenta alto nimero de octanagem (108), menor emissdo de CO> (at¢ 80%),

porém, 68% menor contetido energético do que o petrdleo (ADITIYA et al., 2016).

O bioetanol pode ser produzido de vegetais, como a cana de agucar (primeira
geragdo) rico em glicose e amido, degradados por moagem e hidrolisados para
polissacarideos; de residuo de matéria lignoceluldsica (segunda geragao), compostos de
celulose, hemicelulose e lignina; ¢ pela biomassa de microalgas (terceira geracao),

obtido pela fermentacao de carboidratos presentes nas microalgas (MAIA et al., 2020).

Para aumentar a producao de bioetanol ¢ necessario aumento do teor de
carboidratos e maior produtividade de biomassa. Algumas espécies acumulam
carboidratos dentro de suas células, nas camadas externas da parede celular (pectina,
alginato e 4gar), na camada interna da parede celular (celulose e hemicelulose) e dentro
das células (amido). O carboidrato da biomassa de microalgas ¢ hidrolisado mais rapido
do que de outros vegetais lignoceluldsico, pois ndo apresenta lignina, diminuindo o
custo em pré-tratamentos. O bioetanol ¢ um biocombustivel que apresenta melhor
operacdo do motor, alta biodegradabilidade e combustdo mais limpa (MAIA et al.,
2020). A desvantagem do bioetanol de microalgas € o efeito corrosivo, a baixa pressao
de vapor, o baixo brilho de chama e sua miscibilidade em 4gua (OZCIMEN et al.,
2020).
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3.3 Aguas residuais e Biorremediacio

O crescimento da populagdo mundial aumentou o volume de dguas residuais e
a necessidade por tratamentos adequados, para o descarte desses residuos. Em 2014 foi
relatado o consumo de aproximadamente 3.700 bilhdes de m*® de 4gua doce no mundo e
a maior parte desse valor transformada em d&guas residuais, devido as atividades
domésticas, esgotos, agricultura e efluentes industriais. A agua residual ndo tratada ao
ser descartada contamina as dguas limpas, pois libera quantidade de nitrogénio e fosforo
que causa a eutrofizagdo e efeitos nocivos a saude humana (SHAHID et al., 2019). No
entanto, esses nutrinetes em quantidades adequadas favore o crescimento de microalgas.
Essas dguas podem conter também matéria organica rica em contaminante, que afetam o
crescimento e a produ¢do de biomassa, mas que podem ser utilizados como meio de
cultura para as microalgas, devido seu grande poder biorremediador (ARAVANTINOU
etal. 2013).

Estima-se que em 2030 ocorra a deficiéncia de recursos hidricos em até 40%,
em todo o mundo, devido ao aumento da demanda de agua, a contaminagao crescente
dos rios e lagos e pela falta de tratamento adequado das dguas residuais. Por isso, o
interesse no uso de aguas residuais para o crescimento de microalgas, pois diminui ou
elimina o uso de 4agua doce, reduz o custo com suplementagao de nutrientes e assimila
poluentes organicos e inorganicos presentes (SINGH et al., 2016). Portanto, o uso de
agua residual fornece duplo beneficio, tratamento da dgua e producdo de biomassa de

alto valor agregado (LAM et al., 2017).

As 4guas residuais precisam de tratamento adequado para o descarte sem
problemas ambientais, evitando compostos toxicos em corpos d’agua. Segundo a US
EPA, 3 a 4% do total de energia consumida nos EUA ¢ utilizado para tratamento de
agua, liberando 45 milhdes de toneladas de gases de efeito estufa por ano, pela técnica
de lodo ativado. Os métodos de tratamento de aguas residuais incluem métodos fisico-
quimicos, que apresentam grande eficiéncia na remog¢ao de s6lidos e matéria organica,
no entanto, para remog¢ao de nutrientes ainda héa deficiéncias. O método bioldgico tem
ganhado interesse, principalmente com uso de microalgas (OTONDO et al., 2018;

ALMOMANI et al., 2019).
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A vantagem do tratamento bioldgico ¢ a capacidade das microalgas em
metabolizar compostos organicos e inorganicos, além de participar do processo de
bioacumulagdo e biosorc¢do, incluindo de metais pesados (SERRA et al., 2020). Além
de fixar gés carbdnico, que ¢ um gas do efeito estufa, remover nitrogénio ¢ utilizar o
carbono para a produgdo de biocombustiveis, cosméticos ¢ nutracéuticos (SOUSA et

al.,2014; SUN et al., 2017).

A industrializagdo teve como consequéncia negativa a contaminagao ambiental
por metais pesados. Alguns desses metais como: zinco, cobre, chumbo, cddmio, cromo
e mercurio sdo liberados pelas industrias quimicas, de mineracdo, metalurgia,
galvanoplastia, de bateria, pintura, fertilizantes e de curtume (VIDYALAXMI et al,
2019). Segundo a Agéncia de prote¢ao ambiental da Unido europeia o limite maximo de
As, Cd, Cr, Hg e Pb sdo0 0,01; 0,005; 0,1; 0,002 e 0,015 mg L' respectivamente. Mesmo
em baixas concentragdes sdao altamente tdéxicos, carcinogénicos, mutagénico e
tetragénico (LEONG, CHANG, 2020). A presenca de metais pesados inibe o
crescimento e a produtividade de microalgas. Além de aumentar o risco de
contaminacao dos bioprodutos. No entanto, a presenga de alguns desses metais aumenta

a produgao de lipidios e carboidratos (LU et al., 2019).

A remocdo de metais pesados também pode ser realizada através de
tratamentos fisicos, quimicos e biologicos. Os métodos fisicos e quimicos, como
precipitacdo, filtracdo, flotacdo, floculagdo e métodos eletroquimicos sao de alto custo
operacional, necessitam de grande demanda energética, tem baixa eficiéncia a depender
da concentragio do metal (acima de 100 mg L) e formam residuo téxico, que precisam
de descarte adequado (VIDYALAXMI et al, 2019; LEONG, CHANG, 2020). No
entanto, o tratamento bioldgico, com microalgas, ¢ uma alternativa ao menor impacto

ambiental e menor formagao de residuo toxico (VIDYALAXMI et al, 2019).

O efeito toxico dos metais pesados encontrado nas dguas residuais € reduzido
pela espécie reativa de oxigénio, desenvolvido pelas microalgas. Microalgas induzem a
acdo de varios mecanismos extra e intracelular com producao de enzimas antioxidantes
e antioxidantes ndo enzimdticos como: catalase, glutationa redutase, ascorbato
peroxidase, superoxido dismutase, acido ascorbico, cisteina, prolina, carotenoides e
glutationa com baixo peso molecular. Alta concentragdo de acido ascorbico produzido

pela microalga corresponde a prote¢do celular contra ameaga oxidativa. Além disso,
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altos niveis de glutationa também protege a microalga e favorece a tolerancia para
eliminar radicais livres. No entanto, em altas concentragdes de metais ocorrem danos
celular, pois os niveis de espécies reativas ultrapassam a capacidade da célula. No
entanto, em nivel mais baixo de metais pesados as microalgas conseguem acumular
esses elementos, formando fitoquelatinas (SINGH et al., 2016; LEONG, CHANG,
2020).

A utilizagdo de microalgas como biorremediador tem ganhado interesse para o
tratamento de 4guas residuais ricas em pesticidas, elementos toxicos, produtos
farmaceéuticos e industriais, pois utilizam matéria organica dessas dguas residuais como
fonte de nutrientes e de carbono, reduzindo a toxicidade, removendo poluentes e
proporcionando biomassa de alto valor agregado (NIE et al., 2020; LIU et al., 2019).
Muitos microrganismos t€m a capacidade de degradar contaminantes de hidrocarboneto,
utilizando a via mono-oxigenase e dioxigenase (LIU er al., 2019). A eficiéncia de
remogdao de nutrientes em aguas residuais estd relacionada a redugdo da demanda
quimica de oxigénio, de nitrogénio, fosforo, amonio e nitratos, que podem inibir o
crescimento da microalga (LU et al., 2019). Diferentes tipos de microalgas tem sido
eficientes em tratamento de &aguas residuais, como: Chlorella vulgaris, Spirulina
platensis e Scendesmus obligues em meio autotrofico, heterotrofico e mixotréfico

(ZHAI et al., 2017).

O cultivo de microalgas em 4aguas residuais tem sido a melhor opgdo para o
reuso da agua para consumo e agricultura, sendo um beneficio econdmico adicional. A
Chlorella se adapta bem nesse meio, pois sdo bem tolerantes a grandes quantidades de
CO3, devido a capacidade de absorver nitrogénio e fosforo, na redu¢do da DQO e
possuirem alta produtividade de biomassa e lipidios. Além, da capacidade de absorgao

de metais pesados e outros compostos toxicos (KUMAR et al., 2017; SAFI et al., 2014).

O custo da produgdo de biomassa de microalgas ¢ elevado, cerca de 5 euros por
quilo, mas pode ser reduzido para 1 euro por quilo quando associado ao uso de aguas
residuais industriais, florestais e municipais (CARDENAS, 2018; REYIMU;
OZCIMEN, 2017). A maior desvantagem do uso de 4gua residual como meio de cultivo
de microalgas ¢ a presenca de metais pesados e substancias toxicas que dificulta o
crescimento normal das microalgas (SINGH et al., 2016). Além da presenga de outros

microrganismos como bactérias, que pode competir por nutrientes (ZHOU et al., 2019).
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No entanto, varios estudos relatam o papel biorremediador das microalgas, em aguas
residuais. Contudo, as espécies das microalgas influenciam na eficiéncia do tratamento,
sendo mais utilizadas a Chlamydomonas, Chlorella e Scenedesmus na remocdo de

contaminantes (SHAHID et al., 2019).

3.4 Agua produzida (AP)

Uma das atividades mais importantes na industria quimica ¢ a exploracao de
petroleo. O processo de extracdo de 6leo gera uma grande quantidade de agua residual,
conhecida como agua produzida (ARRIADA; ABREU, 2014). A 4gua produzida ¢ um
subproduto da produgdo de 6leos, gas, carvio e gas de xisto (Figura 7). E uma mistura
de agua injetada, com hidrocarbonetos, compostos inorganicos, podendo conter
microrganismos e residuos quimicos que sdo adicionados para evitar a corrosao,
sequestradores, dispersantes, biocidas e disjuntores de emulsdo, e agua do mar quando
em processos offshore. A composi¢ao da AP muda dependendo da regido do pogo,
idade, tipo de 6leo produzido, condicdes fisicas e quimicas do processo e da injecdo de
agua. (DUDEK et al., 2020; MOTTA et al., 2013). Um poco novo produz de 5 a 15%
em volume de AP e um poco antigo de 75 a 90% em volume de AP (MOUSA, 2016).
Durante a extragao de 6leo, a taxa da agua para a de 6leo chega a aproximadamente 3:1.
No entanto, é esperada uma taxa de dgua e 6leo de 12:1 para 2025 (JIMENEZ et al.,
2018).
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Figura 7 — Processo de separacdo da agua produzida, do 6leo e gas natural. Fonte:

Dudek et al., 2020.

A égua produzida ¢ uma mistura de compostos soliiveis e insoluveis em agua
(Tabela 5), que se ndo for tratada adequadamente causa grandes consequéncias
ambientais, como aumento da salinidade, dispersao de 6leo nos ecossistemas, dispersdao
de compostos quimicos, metais pesados e radionuclideos no ambiente (MOUSA, 2016).
Dentre os componentes organicos presentes os aromaticos de baixo peso molecular
como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), hidrocarboneto policiclico
aromatico (PAH), os fenols e aromaticos heterociclico sdo os mais toxicos. Alguns
metais encontrados na AP podem aumentar o nivel de toxicidade da 4gua como cobalto,
cobre, cadmio, chumbo, niquel e merctrio (DUDEK et al., 2020; AL-GHOUTI et al.,
2019).

A AP pode conter também 6leos (1000 ppm, com tamanho de goticulas menor
que 100 a 150 pm), gases dissolvidos e matéria inorganica (carbonato de ferro,
carbonato de calcio, sulfato de bario, sulfato de calcio, sulfato de estroncio, varios
oxidos, silicatos e fosfatos) (DUDEK et al., 2020; MANSOUR et al., 2020). Devido a
grande quantidade de compostos encontrados na AP varios tratamentos tém sido
pesquisados para o descarte sustentavel. O tratamento ¢ importante para o reuso da dgua

na agricultura ou na industria, com objetivo de remog¢ao dos s6lidos dissolvidos, dleos e
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graxas, soOlidos suspensos, compostos organicos dissolvidos, sais, gases e
microrganismos. O método de tratamento escolhido, normalmente ¢ o de menor custo,
que depende da capacidade da microalga, qualidade de remogao, prego de eletricidade e

se € onshore ou offshore (AL-GHOUTI et al., 2019).

Tabela 5 — Principais componentes e suas concentragdes da agua produzida

Parametros Concentracio mg L' Parimetros  Concentracio mg L'

Demanda quimica de oxigénio (COD) 1220 - 2600 HCO5 0-15.000
Soélido suspenso total (TSS) 1,2 - 1000 Cr 0-270.000
Carbono organico total (TOC) 0-1500 Na 0-150.000
Soélido dissolvido total (TDS) 100 - 400.000 Sr 0-6.250
Acidos organicos 0,001 — 10.000 Zn 0,01 —35
Benzeno 0,032 - 778,51 Li 0,038 — 64
Etilbenzeno 0,026 — 399,84 Al 0,4 -410
Tolueno 0,058 — 5,86 As 0,002 - 1,1
Xileno 0,01 -1,29 Ba 0-2850
Total BTEX 0,73 — 24,1 Cr 0,002 —11
Hidrocarbonetos saturados 17 - 30 Fe 0,1 -1.100
Total de 6leo e graxas 2 -560 Mn 0,004 — 175
Fenol 0,001 — 10.000 K 24— 4300
Ca?" 0—74.000 Pd 0,008 — 0,88
SO4* 0—15.000 Ti 0,01 -0,7
Mg** 0,9 — 6.000 B 5-95

Fonte: Al-Ghouti ef al., 2019

O uso de AP para o cultivo de microalgas ¢ uma alternativa de redugdo do
custo com agua fresca e para o reuso de AP. Os compostos presentes na AP podem ser
toxicos para as microalgas, como componentes organicos, derivados de
hidrocarbonetos, aditivos quimicos (surfactantes, metanol, biocidas, cloreto de potassio)
e metais tracos (GRAHAM et al., 2017). No entanto, algumas microalgas e outros
microrganismos conseguem se desenvolver em altos niveis de hidrocarbonetos,
salinidade e na presenca de metais pesados (AMMAR et al., 2018). Rakhmadumila;
Muntalif (2020) em cultivo de Chlorella sp em AP artificial obteve biomassa de 2,506 g
L' (25% AP); 0,53 g L' (50% AP); 1,22 g L' (75% AP) € 0,86 g L' (100% AP). E

Ammar et al. (2018) em cultivo de Isocrysis galbana apresentou produ¢do de biomassa
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de 0,899; 0,638 ¢ 0,314 g L'}, para 10, 25 e 50% de AP, respectivamente. E producio de
biomassa de Nannochloropsis oculata de 1,0166; 0,856 ¢ 0,31 g L', para 10, 25 e 50%

de AP, respectivamente.

O tratamento da &gua produzida tem grande importidncia nas questdes
ambientais e operacionais. O destino da agua produzida pode ser reuso (tratamento bem
especifico, visando a qualidade da agua para o uso na pecuaria, alimentacdo animal,
aquicultura e irrigacdo), a reinjecdo (mais adequado para a AP, pois elimina
parcialmente, o residuo gerado, transformando-o em matéria-prima para o proprio
processo) € o descarte (MOTTA et al., 2013). O descarte direto dessas aguas residuais
seria um perigo para o meio ambiente, devido a presenca de varios contaminantes
(SEVDA et al., 2016). No Brasil, o descarte deve atender as exigéncias do Conama 393
(MOTTA et al., 2013).

O tratamento da AP deve seguir a legislacdao local, a viabilidade técnica, ao
local de produgdo (offshore ou onshore), disponibilidade de equipamentos, custo e
destino dessa agua (MOTTA et al., 2013). Pode ser fisico, quimico e biologico, no
entanto, a combinac¢do desses diferentes métodos seria o ideal para reducao de
diferentes poluentes (AL-GHOUTI et al., 2019). Normalmente, o tratamento envolve
trés etapas, a primeira ¢ o pré-tratamento, onde ocorre remocao de particulas grandes de
0leo, graxas, bolhas de gas, particulas so6lidas e reducao dos contaminantes. A segunda
etapa ¢ o tratamento principal, engloba o tratamento primario € a remog¢ao de pequenas
particulas de oleo, fracao de oleo e solidos suspensos. E a ultima etapa, envolve a
remogao de goticulas menores de 6leo, usando flotacao, hidrociclones e centrifugas, e
remocdo de hidrocarbonetos dispersos (<10 mg L), com filtros duplos de cartucho e
membrana. O tratamento algumas vezes envolve a remog¢do de matéria orginica
dissolvida, hidrocarbonetos e gases (<5 mg L!) (AL-GHOUTI et al., 2019; BAGHERI
etal., 2018).

Outros tratamentos como oxida¢do eletroquimica, processos de membrana,
adsorcdo por carvao ativado, dissolucdo, dispersdo, evaporagdo, floculacdo, filtracdo
biodegradacdo e processos de oxidacdo avangados sdo utilizados. No entanto, existem
desvantagens nessas técnicas, a maioria apresenta alto custo, baixa eficiéncia e geragao
de residuos secundarios, até para biodegradacdo tem desvantagem, pela lentiddo do

processo (MOUSA, 2016; RAJAN et al, 2019; GRAHAM et al., 2017). Normalmente,
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tratamentos biologicos em aguas residuais tem sido o tratamento mais requisitado pelas
questdes de custo e de menor impacto ambiental, comparado com outros métodos (NIE

et al., 2020).

A proposta de tratamento utilizando métodos bioldgicos em espagos offshore
torna-se limitado pela necessidade de implantagdo de biorreatores, no entanto, esse
método para os processos onshore € uma alternativa para reducao de custos e eficiéncia
na remocao de matéria organica e inorganica (SUDMALIS et al., 2018). Entre os
microrganismos utilizados para esse método de tratamento bactérias, fungos, leveduras
e microalgas sdo aplicados. As microalgas se destacam, pois conseguem crescer em
ambientes adversos, podem limpar expressivamente efluentes e ainda produz biomassa
que pode servir como matéria prima para a producdo de biocombustiveis, como

biodiesel e bioetanol (RAHMAN et al., 2020).

As cepas de microalgas usadas para tratamento de agua inclui Chlorella,
Scenedesmus, Monoraphidium (AL-GHOUTI et al., 2019). Os tipos de tratamento bem
como o custo dependem dos poluentes encontrados na AP e do uso, assim, tratamentos
mais especificos e eficientes sao necessarios. Podendo ser usado para irrigacao,
ambiente industrial, animais, consumo humano e utilizacdo em incéndios (ATIA et al.,

2019).

3.5 Consideracoes finais

As microalgas sao organismos fotossintéticos, existentes a bilhdes de anos, que
podem crescer em diferentes ambientes e tem uma biomassa composta de bioprodutos
de alto valor agregado. Elas apresentam diferentes tipos de cultivo, em sistemas abertos
ou fechados, devendo ser escolhidos a depender da espécie e do objetivo de uso. As
condigdes de cultivo, como luminosidade, temperatura, CO», presenca de nutrientes, pH
e aeracdo interferem no seu crescimento, produ¢do, composicao e metabolismo. Dentre
as microalgas com grande potencial biorremediador e altos valores de proteinas, lipidios

e carboidratos se destacam a Chlorella.

A biomassa de microalgas pode ser utilizada para a produgdo de
biocombustiveis. Por apresentarem eficiéncia fotossintética e pelo rico conteudo de

carboidratos e lipidios utilizados para a produ¢do de biodiesel e bioetanol. Os
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biocombustiveis se destacam pela reducdo da emissdo de gases do efeito estufa em
comparagdo com o combustivel de petroleo e por serem uma fonte de energia renovavel.
Podem ser classificada em 3 geracdes, derivada de fonte vegetal, de residuos agricolas e
de biomassa de microalgas. O interesse de biocombustivel de microalgas ocorre devido
ao seu cultivo simples e rapido, por ndo utilizarem terras araveis, pela capacidade das
microalgas de fixar CO; e por crescerem em diferentes meios, inclusive em aguas

residuais.

As microalgas apresentam grande capacidade de crescimento em aguas
residuais, pela capacidade de absorcdo de metais pesados, de fixar CO», reduzir a
demanda quimica de oxigénio e converter compostos complexos toxicos em estruturas
mais simples. Uma das aguas residuais utilizadas no cultivo ¢ a agua produzida, um
efluente importante no processo de extracdo de petroleo, que necessita de tratamento e
descarte adequado. E uma mistura de 4gua injetada, hidrocarbonetos, residuos quimicos,
compostos organicos e inorganicos, 0leos e graxa, que tem aumentado o volume ao
longo dos anos. As microalgas podem crescer em AP, no entanto, trata-se de um recurso
desafiador pela composicdo e complexidade adicional que depende da regido da

extragao de 6leo.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e composi¢cao quimica da agua produzida

A 4gua produzida foi coletada no municipio de Santo Amaro das Brotas
(latitude 10°46°44°° sul; 37°3°30°” Oeste) localizado a 41 km da capital Aracaju, estado
de Sergipe (SE), Brasil, fornecida por uma empresa de exploracdo de petréleo da regido,
transportadas para a Universidade Federal da Bahia (UFBA) em vasos de polipropileno
estéreis sob refrigeragdo, e armazenadas a -20 °C até sua utilizacao.

As caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 1) da 4gua produzida foram
determinadas: Cloreto (Cl-) pelo método SM4500C1B; Sulfato (SO4+2) por SM4500E;
Chumbo (Pb), Arsénio (As), Cadmio (Cd), Niquel (Ni), Cobalto (Co), Cobre (Cu),
Manganés (Mn), Molibdénio (Mo), Vanadio (V), Selénio (Se), Titanio (Ti), Ferro (Fe),
Zinco (Zn) e Cromo (Cr) pelo método SM3120B; Bicarbonato de sédio (NaHCO3) e
Carbonato de sodio (H2COs) por SM2320A/B; Hidrocarbonetos totais de petrdleo
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(HTP) EPAS8015D; Hidrocarbonetos policiclico aromatico (HPA) EPA8270D; pH
SM4500(H")B; salinidade SM2520C; dleos e graxas totais SM2520C e sélidos totais
dissolvidos (STD) SM2540. As caracteristicas fisico-quimicas e os metais presentes
foram analisados usando os métodos padrio para andlise de agua e esgoto (RICE;
BRIDGEWATER, 2012) e por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivo
acoplado (ICP-OES) SM3120B.

4.2 Microalga e aclimatacio do inoculo

A cepa de Chlorella vulgaris foi obtida do banco de Microalgas Iracema
Nascimento do laboratorio de Bioprospeccao e Biotecnologia da Universidade Federal
da Bahia (UFBA). Para obten¢do do indculo a ser utilizado nos experimentos a cepa foi
cultivada em meio sintético, autoclavado, BG-11 (NaHCOs3; K;PO43H>O; NaNOs;
Na,CO3; MgS04.7H,0; CaCl,.2H>0; (NH")sFe(CsH207)2; C¢HgO7 ¢ EDTA) e
elementos tragos (RIPPKA et al., 1979), em fotobiorreatores tipo Erlenmeyer, com
aeracao constante, realizada por bombas de inje¢do de ar, com temperatura controlada a
28 °C. O indculo foi submetido a fotoperiodo continuo (24h) com iluminagao fornecida
por cinco lampadas fluorescentes com 41,60 pmo fotons m2s'cada. Apos 18 dias de
cultivo, os inoculos foram centrifugados (Eppendorf 5702 R) a 4400 rpm durante 4

minutos, para em seguida serem utilizados nos experimentos.

4.3 Condigoes de cultivo e tratamentos

As mesmas condi¢des de cultivo do indculo foram empregadas para todos os
tratamentos, incluindo o fotoperiodo de 24 horas e exceto o processo de esterilizagao.
Os experimentos foram conduzidos em fotobiorreatores tipo Erlenmeyer (1 L) com
volume util de 800 mL, concentragdo inicial de aproximadamente 0,2 g L', em
triplicata, com duragdo de 18 dias. Os tratamentos consistiram de um cultivo controle
(meio sintético BG-11) e tratamentos contendo 30% AP + 70% BG-11 (AP30%); 40%
AP + 60% BG-11 (AP40%) e 50% AP + 50% BG-11 (AP50%), de acordo com Morais
e Costa (2007) com modificagoes.

Apds 18 dias de cultivo a biomassa foi recuperada por centrifugacdo
(Eppendorf 5702 R) a 4400 rpm durante 4 minutos, lavada com 4agua destilada e
centrifugada novamente (4400 rpm durante 4 minutos) para remog¢do dos sais e
interferentes. Em seguida armazenada a -80 °C para secagem em liofilizador (L101 -

Liobras) para realizagdo das analises posteriores (ANDRADE et al., 2019).
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4.4 Crescimento e pH

A concentragio de biomassa (X, g L) foi determinada em todos os cultivos de
microalgas com o valor da densidade Otica, através da curva padrao previamente
estabelecida (COSTA et al., 2002), utilizando espectrometro (PerkinElmer Lambda 35
UV/VIS) com comprimento de onda 680 nm, realizado diariamente. A produtividade
(P, g L''d") foi determinada pela equacdo (1) e a taxa de crescimento (u, d') foi
realizada pela regressao linear da curva de producao de biomassa, na fase log (JESUS et

al.,2018). O pH foi medido diariamente com uso de pHmetro digital (Gehaka PG2000).

P = (X-Xo) / (t-to) (1)

X e Xo representam as concentragdes de biomassa (g L) nos tempo t (d) e to (d) inicial.

4.5 Composi¢cao Bioquimica da biomassa

A concentrag@o de proteinas foi determinada pelo método de Kjeldahl (AOAC,
2005) com fator de conversdo de 5,22 para microalgas (ANDRADE et al., 2019). Os
lipidios totais foram extraidos e quantificados pelo método de Folch et al. (1957) com
solu¢do de cloroformio-metanol (2:1). Foi utilizado método termogravimétrico para
determinagdo de cinzas e umidade com temperaturas entre 25 ¢ 900°C, proposto por
Jesus et al. (2018). Os carboidratos foram determinados pela diferenca percentual das

quantidades de proteinas, lipidios, cinzas e umidade (ANDRADE et al., 2019).

4.6 Composicao de acidos graxos

A composicao de acidos graxos foi obtida por transmetilagdo com trifluoreto
de boro hexano e identificada por Cromatografia gasosa (CG-FID Clarus 680; Perkin
Elmer). Os esteres metilicos de 4cidos graxos foram separados com a coluna (DB-FFAP
30m x 0,32 mm x 0,25 mm) e com detector de ionizacdo por chama. A temperatura do
injetor foi 250 °C e o detector apresentou temperatura de 280 °C. A programacdo da
temperatura foi 150 °C por 16 minutos, aumentando 2 °C min” para 180 °C, mantida
por 25 minutos, posteriormente foi para 210 °C a 5 °C min™', por mais 25 minutos. As
injecdes foram realizadas no volume de 1 pL, em duplicata. Os estéres metilicos de
acidos graxos foram identificados através dos tempos de retencdo obtido do
cromatograma padrao (C4 — C24, 18, 919-AMP, sigma-Aldrich). As areas de pico

foram determinadas utilizando software Clarus Chromatography para normaliza¢do do
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percentual das areas de acidos graxos totais, segundo método proposto por Cardoso et

al. (2020).

4.7 Avaliacao das propriedades de biodiesel

As propriedades mais importantes para biocombustivel foram avaliadas com as
biomassas. Os parametros analisados foram: valor de iodo (VI), valor de saponificagdo
(VS), nimero de cetanos (NC), fator de saturagdo de cadeia longa (FSCL), grau de
insaturacao (GI) e ponto de entupimento do filtro a frio (PEFF). Esses parametros foram
calculados a partir de equagdes empiricas relatadas por Cardoso et al. (2020), partindo
do perfil de acidos graxos encontrado. Os calculos de VS e VI foram baseados nos

valores de VS e VI dos 6leos vegetais de soja, palma e amendoim.

VI=3(254x Dx N) /M (Eq.2)
VS = (560 x N) /M (Eq.3)
NC = 46,3 + (5,458/ SV) — (0,225 x IV) (Eq.4)
FSCL = (0,1 x C16) + (0,5 x C18) + (1 + C20) + (1,5 x C22) + (2 x C24)  (Eq.5)
GI = MUFA + (2 x PUFA) (Eq.6)
PEFF = (3,1417 x FSCL) — 16,477 (Eq.7)

D ¢ o namero de ligagdes duplas, M ¢ a massa molecular do acido graxo e N ¢ a

percentagem de cada &cido graxo presente no 6leo.

4.8 Clorofila a, clorofila b e carotenoides totais

A anélise dos teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides seguiu método
proposto por Andrade et a/ (2019) com 0,2 g de amostra liofilizada adicionado 25 mL
de acetona a 80%, agitada em vortice (Phoenix AP 56) e centrifugada (Eppendorf
5702R) a 4000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi centrifugado novamente e
realizado a leitura de absorbancia utilizando espectrofotometro (PerkinElmer Lambda
35 UV-VIS) com comprimentos de onda de 663, 647 e 470 nm. Os rendimentos foram
calculados seguindo as equagdes propostas por Lichtenthaler e Buschmann (2001)

expressos em pug mL™,

a= 12,25 Az — 2,79 Acar (Eq.8)
Co = 21,50 As47 — 5,10 As63 (Eq.9)
Ccr =[1000 Ag70 — (1,82 Ca — 85,02 Cy)] /198 (Eq.10)

C, = Clorofila a; Cy = Clorofila b; Ccr = Carotenoides totais
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4.9 Conversao teorica de carboidratos da biomassa de microalgas em etanol

A conversao da concentracdo obtida de carboidrato na biomassa da Chlorella
vulgaris utilizou calculo baseado em 100 g de biomassa, constante tedrica 0,511,
eficiéncia de 70% da formagdo de etanol e conversdo estequiométrica de glicose em

etanol, proposto por Duarte et al. (2019).

4.10 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA - PerkinElmer, Pyris 1 TGA) foi realizada
com temperatura variando de 25 °C a 900 °C sob atmosfera inerte e ar sintético com
fluxo de 35 mL min!. As amostras (5 mg) foram colocadas em bandeja de platina
aquecida a uma taxa de 10 °C min"! para estudar o comportamento da pirdlise da
biomassa (JESUS et al., 2018). Foi determinada a temperatura inicial de decomposicao

(T1), a temperatura final (Tf) e a temperatura maxima de decomposicao (Tdecomp).

4.11 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
As amostras foram analisadas por espectroscopia de infravermelho (Spectrum
two FT-IR Spectrometer — PerkinElmer) com transformada de Fourier e nimero de

onda entre 4000 cm™ e 600 cm™!, segundo Campos et al. (2014).

4.12 Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelo software Statistica 10.0, utlizando anélise
de variancia (ANOVA) para verificar a significancia, seguida de teste de Tukey, a 95%
de nivel de confianga, para comparacao das médias. Os resultados experimentais sao
apresentados como média *+ desvio padrdo, de triplicatas. O tratamento estatistico foi

aplicado a todas as analises realizadas neste estudo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio quimica da agua produzida

A 4gua produzida (AP) geralmente possui pequenas quantidades de Nitrogénio
(N) e Fosforo (P). No entanto, possui elementos que sdo importantes para crescimento
de microalgas, como Ferro (Fe) (Tabela 6), que participa do transporte de elétrons e

respiracdo celular, o Manganés (Mn), que atua como cofator em sistemas enzimaticos,
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principalmente para manutencdo da taxa fotossintética normal e o Zinco (Zn), que
auxilia na captagdo de fosforo e na transcricdo de DNA (AL-GHOUTTI et al., 2019;
GRAHAM et al., 2017; FOX; ZIMBA, 2018).

Tabela 6 — Composi¢ao quimica da dgua produzida

Componente Unidade Resultado LQ
Cloreto (CI") 3474,00 8,00
Sulfato (SO4) 33,10 -
Chumbo (Pb) <0,05 -
Arsénio (As) 0,10 0,10
Cadmio (Cd) <0,005 0,005
Niquel (Ni) <0,02 0,02
Cobalto (Co) <0,03 0,03
Cobre (Cu) <0,05 0,05
Manganés (Mn) 0,90 -
Molibdénio (Mo) <0,50 0,50
Vanadio (V) <0,10 0,10
Selénio (Se) <0,10 0,10
Titanio (Ti) <0,10 0,10
Ferro (Fe) 0,10 -
Zinco (Zn) <0,02 0,02
Cromo (Cr) R <0,05 0,05
Bicarbonato de sddio (NaHCOs3) ) 382,00 -
Carbonato de sodio (H,CO) & <2,00 2,00
Hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) Lt 778,78 -
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos H9 40.04 -
(HPA) Mg/L >

pH (25°C) - 7,30 -
Salinidade %o 62,38 -
Oleos e Graxas totais mg L' 11,80 -
Solidos totais dissolvidos (STD) mg L' 93,13 -

*LQ = Limite de quantificaco

A AP utilizada no estudo ¢ composta majoritariamente por Cloreto (Cl),
bicarbonato de s6dio (NaHCO3) e sulfato (SOas). Esses elementos associados aos metais
e em determinadas concentracdes sao necessarios para o crescimento de muitos
microrganismos, incluindo as microalgas (ANSILAGO et al, 2016). A AP apresentou,
também, quantidade expressiva de hidrocarbonetos totais de petroleo, que poderia
prejudicar o crescimento da microalga, no entanto, as microalgas procaridticas e
eucarioticas tem a capacidade de oxidar varios metabolitos toxicos, como
hidrocarbonetos de petroleo (CERNIGLIA et al.1980).

Além disso, alguns autores relatam que algumas microalgas, como
Nannochloropsis oculata, Chlorella sp, Dunalliella tertiolecta e Scenedesmus sp tem a

capacidade de crescerem em ambientes adversos, ricos em sal, na presenca de
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contaminantes ¢ em diferentes temperaturas produzindo biomassa e acidos graxos

(ARRIADA; ABREU, 2014; AL-GHOUTI et al., 2019; KUMAR et al., 2017).

5.2 Crescimento e pH

A curva de crescimento de Chlorella vulgaris em diferentes concentragdes de
AP (30, 40 e 50%) ¢ apresentada na Figura 8. Os tratamentos AP40% e AP50% nao
apresentaram crescimento microalgal ao longo do cultivo. Este comportamento pode
estar relacionado ao rompimento da membrana celular causado pelo contato célula —
AP, rica em contaminantes como metais, compostos organicos € nutrientes, que
provocam interagdes entre os componentes toxicos presentes em AP com organelas
intracelulares da microalga, dificultando suas fungdes bioldgicas normais, incluindo o
crescimento (KURADE et al., 2016; AMMAR et al., 2018). Autores como Ammar et
al. (2018) também observaram inibigdo do crescimento de Isocrysis galbana com
aumento da concentragdo de AP (10% para 50%). De maneira similar a este estudo, foi
observado pelos autores uma sedimentacdo da microalga no fundo do fotobiorreator,

que pode estar relacionada a presenga de ions metalicos na cultura.

A curva de crescimento de C. vulgaris em AP30% apresentou crescimento,
assim, como a curva do controle. Este comportamento ocorreu devido a capacidade das
microalgas de degradarem constituintes toxicos em produtos menos toxicos (KURADE
et al., 2016). O periodo de adaptagdo foi observado em AP30% e controle com duracao
de dois dias (0 a 2 dia) e crescimento exponencial até o sexto dia (Figura 8a). Segundo
Cardoso et al. (2020) o crescimento apos dois dias de cultivo retrata a boa capacidade
de adaptacdo das microalgas as condi¢cdes ambientais impostas. Assim, neste estudo a
C.vulgaris apresentou boa adaptacdo a propor¢ao de 30% AP. Semelhante aos
resultados encontrados por Metha ef al. (2018) no cultivo de Chlorella pyrenoidosa em
diferentes concentragdes de sal, com fase de adaptacao de dois dias e fase exponencial

entre os dias 2 e 6.
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Figura 8 — Producdo de Chlorella vulgaris em meio BG-11 suplementado com
diferentes propor¢des de AP (a) e pH (b). Letras iguais indicam que ndo houve diferenga
estatistica entre os tratamentos (p < 0,05).

Os valores de pH inicial (dia 0) diminuiram com o aumento da concentragao de
AP nos tratamentos. Variando de 10,31 (controle) e 7,75 (AP50%) - Figura 8b. Nos
tratamentos AP40% e AP50% a reducdo do pH associado a composicao quimica de AP,
pode ter limitado o crescimento. Segundo Goémez-Luna et al. (2021), essa reducao
costuma ser letal para as microalgas. Visto que, os limites de tolerancia de pH sao
determinados pela influéncia da composicao quimica do meio de cultivo ou efeitos
metabolicos nas células (LAM et al., 2017). Variagoes de pH (8,0 e 9,4) em diferentes
salinidades também foram observadas por Church et al. (2017) no cultivo de Chlorella

vulgaris.

Nos tratamentos AP30% e no controle ocorreu o aumento e reducdo do pH ao
longo dos dias de cultivo (Figura 8b), esse aumento do pH ocorreu devido ao consumo
de CO; durante a fotossintese (CHURCH et al., 2017) e a liberacdo de hidroxido pela
reducdo das moléculas de oxigénio produzidas (OTONDO ef al., 2018). No cultivo com
Nannochloropsis salina, Otondo et al. (2018) observaram maiores taxas de crescimento
no pH 8,0 e 9,0. Thirugnanasambantham et al. (2020) no cultivo de Chlorella vulgaris
em meio padrdo encontraram melhor crescimento em condig¢des alcalinas com pH 8,5.
No presente estudo o pH acima de 8,0 (Controle e AP30%) apresentaram melhor
crescimento e produ¢do de biomassa, como relatado pelos autores. pH 8,0 ¢ o indicado
para maioria das espécies de agua doce e pH 10,0 ¢ descrito como ideal para C. vulgaris
(GOMEZ-LUNA et al., 2021; GONG et al., 2014). Portanto, uma faixa de pH entre 8§ e

10 ¢ ideal para cultura de Chlorella, como encontrado neste estudo.
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O cultivo com 4gua produzida (AP30%) apresentou produ¢do maxima de 1,35
g L' no 18* dia (Tabela 7). No cultivo controle, a produ¢io méaxima foi 3,05 g L'! no
16* dia. Valores inferiores encontrados no tratamento AP30% ocorrem devido ao
estresse causado as microalgas pelos componentes contidos na AP, como a presenga de
hidrocarbonetos de petroleo, excesso de nutrientes e presenca de metais (AMMAR et
al., 2018; ARRIADA; ABREU, 2014; MOTTA et al., 2013). Mesmos com estas
caracteristicas a diluicdo de AP permitiu o crescimento da C. vulgaris devido a
capacidade das microalgas em degradar hidrocarbonetos de petréleo em suas formas
menos toxicas, convertendo acetil-CoA em H>O e COa, possibilitando a producgdo de

biomassa (HUO et al., 2019).

Comportamento similar ao presente estudo foi observado por Zhai et al.
(2017), onde a producao de biomassa de Spirulina platensis em aguas residuais
municipais (262,5 mg L") foi menor que o cultivo padrio (549,0 mg L!). Church et al.
(2017) em cultivo de Chlorella vulgaris em agua residual salina também observaram
redugio da producio de biomassa com aumento do teor de agua residual de 1,30 g L™!
no cultivo padrdo para 0,74 g L'!. Assim, as maiores producdes de biomassa encontrada
em meios de cultivo padrdo comparada as aguas residuais ocorrem devido a presenga de
contaminantes como metais, alguns nutrientes e outros compostos organicos no efluente

(RAKHAMADUMILA; MUNTALIFI, 2020).

Tabela 7 — Parametros de crescimento de Chlorella vulgaris cultivada em meio BG-11
suplementado com diferentes concentragdes de AP e controle.

Produgéo final Produ¢do maxima Produtividade P/C
Tratamentos (gL (gLh (gL'dh u(dh
Controle 2,76x0,17¢ 3,05+0,37* 0,13+0,01° 0,34+0,01* 0,96
AP30% 1,35+0,16° 1,35+0,16° 0,04+0,01° 0,20+0,02°  0,58°
AP40% 0,24+0,01¢ 0,28+0,002¢ 0 - -
AP50% 0,19+0,002¢ 0,22+0,003¢ 0 - -

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos (p <0,05)

A taxa de crescimento especifica (1) do cultivo controle foi maior que o
tratamento AP30% (Tabela 7). Este resultado pode estar relacionado a limitagdo de
fosforo (P) na AP, visto que, o P atua como transportador de substratos ou energia

quimica e sua presenca aumenta o crescimento de algumas espécies de microalgas,
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incluindo Chlorella vulgaris ( BAUMGARTNER et al., 2013). Além disso, baixas taxas
de W sdo encontradas com o aumento da concentragdo de sal no meio (CHURCH et al.,
2017). Segundo Mehta et al. (2018) e Matos et al. (2018) concentracdes moderadas de
NaCl (até 1%), os ions de sdédio podem ajudar na absor¢do de nutrientes e na regulagdo
intracelular na fotossintese. No entanto, as microalgas ndo toleram muito bem altas
salinidades (2 — 6% de NaCl) o que pode causar estresse osmotico que interfere no
processo de transporte de elétrons ou fotofosforilacdo da fotossintese, provocando a
redugdo no crescimento da microalga, possivelmente pela aquisicao de espécies reativas
de oxigénio.

Comportamento similar a este estudo foi relatado por Ammar et al. (2018) no
cultivo de Nanochloropsis oculata com 25% de AP (0,1796 d!) e por Zhai et al. (2017)
no cultivo de Spirulina platensis em agua residual municipal, que apresentaram 0,279 d-
' no meio Zarrouk e 0,212 d!' em 4gua residual. Assim, maior taxa de crescimento
ocorre para tratamentos com maiores concentracoes de biomassa (CHURCH et al.,

2017).

5.3 Composicao bioquimica da biomassa

A composicao bioquimica da biomassa obtida do tratamento AP30% e controle
estdo demonstrados na Figura 9. A concentracdo de lipidios no tratamento AP30%
(9,92%) foi menor que no controle (17,25%). Este resultado pode estar relacionado a
alta salinidade da AP e ao estresse metalico for¢cando a degradacao de macromoléculas
para manutencdo do metabolismo (CHURCH et al, 2017; ARIF et al., 2019). Além
disso, a alta concentragcdo de matéria organica presente em AP provoca uma condi¢do de
estresse adicional a microalga, que pode inibir a sintese de lipidios (LU et al. 2019;
CARDOSO et al. 2020).

Neste estudo a salinidade de AP juntamente com os sais presentes no meio
sintético BG-11, pode ter sido superior ao tolerado pela C. vulgaris, provocando a
reducdo de lipidios. Jawaharraj et al. (2016) também encontraram baixa concentracdo
de lipidios em cultivo de Oscillatoria sp. S0A em éagua residual da agroindustria (9,6%),
no entanto, Gao et al. (2018) relataram alta quantidade de lipidio em cultivo de
Chlorella sp em éagua residual sem tratamento (29%). Essa variacdao dos teores de
lipidios encontradas nos estudos sugere que a presenca de produtos quimicos interfere

nas concentracdes dos lipidios (KUMAR et al., 2017).
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O teor de proteina no tratamento AP30% (21,94%) reduziu significativamente
(»<0,05) em relagdo ao tratamento controle (32,03%). O menor teor de proteina na AP
estd relacionado ao estresse salino, onde células submetidas a altas salinidades
redirecionam a energia disponivel para a osmorregulagdo, em detrimento da sintese
proteica (MATOS et al., 2018). Além disso, o estresse causado pela limitacdo de N
pode diminuir a sintese de proteinas e aumentar o metabolismo de carboidratos e cinzas
(CARDOSO et al., 2020; ZHOU et al., 2017). Resultados similares ao presente estudo
foram relatados por MATOS et al. (2018) em Chlorella vulgaris cultivada em meio
salino, com 20% de teor de proteina e 37,2% no controle. Assim, grande quantidade de
energia ¢ utilizada para retirada de ions de s6dio da célula, o que limita a sintese de

proteinas (ZHOU et al., 2017).
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Figura 9 — Composicao bioquimica da biomassa de Chlorella vulgaris cultivada em

meio BG-11 suplementado com 30% de AP e controle. Letras iguais no mesmo parimetro de
composi¢do bioquimica indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).

A umidade apresentou concentracdo de 12,48% no tratamento AP30% e
13,18%, no controle. Esses valores sdo considerados usuais segundo Matos et al.
(2018), que encontraram 18,8% de umidade, no cultivo de Chlorella vulgaris em meio
salino, pardmetro ainda considerado intermediario, segundo os autores. O conteudo de
cinzas foi maior no tratamento AP30% (18,21%) do que encontrado no controle
(4,12%). Possivelmente, devido ao excesso de sais encontrados na AP, como carbonato
de célcio, sdédio e cloretos, e ao acimulo de metais alcalinos nas células das microalgas
(MATOS et al., 2018; CARDOSO et al., 2020; LIU et al., 2015), dificultando a
degradacdo durante a pirdlise de biomassa (GAI et al., 2018). Matos et al. (2018) no
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cultivo de Chlorella vulgaris em meio salino encontraram 32,7% de cinzas, valores
maiores ao encontrado nesse estudo, provavelmente pela concentracdo e diferengas de
sais minerais no meio. Xu et al. (2019) em cultivo com Chlorella em agua residual de
esgoto encontraram teor de cinzas semelhante ao observado (16,06%).

As concentragdes elevadas de carboidratos no tratamento AP30% (37,55%) e
controle (33,42%) podem estar relacionadas ao fotoperiodo continuo (24h) empregado,
que proporciona a formacdo de amido e agucares pela via de reducdo da pentose de
fosfato (JACOB-LOPES ef al., 2009). Outro fator para maior concentragao de
carboidratos no cultivo com AP ¢ o estresse causado pela salinidade do meio, que induz
a microalga a armazenar energia como prote¢do celular e como componente estrutural
(DUARTE et al., 2019). Altos valores de carboidratos também foram encontrados por
Mata et al. (2020) em cultivo de Spirulina sp LEB18 em agua residual salina (42,29%).
A quantidade expressiva de carboidratos neste estudo apresenta uma importante fonte
biotecnoldgica de bioetanol, visto que microalgas produzem carboidratos fermentados
isentos de lignina (ANDRADE et al., 2019).

A relagdo proteina/carboidrato (P/C) no tratamento AP foi menor que o
controle (Tabela 7). Essa relagdo ¢ um parametro utilizado para demonstrar a
deficiéncia celular. Valores da taxa proteina/carboidratos <0,7 reflete alta deficiéncia de
nutrientes, entre 0,7 — 1,2 deficiéncia intermediaria e >1,2 pouca ou nenhuma
deficiéncia de nutrientes (GANF et al., 1986). Os baixos valores encontrados neste
estudo ocorreram devido ao estresse causado pela associagdo da composi¢ao da AP com
a luminosidade continua, que provoca o aumento dos teores de carboidratos na célula,
modificando a relagdo (DUARTE et al., 2019; JACOB-LOPES et al., 2009). Zhou et al.
(2017), relataram redugdo da taxa P/C em Spirulina platensis com aumento da agua

residual rica em sais.

5.4 Composicao de acidos graxos

As concentragdes de acidos graxos no tratamento AP e controle sdo
apresentados na Tabela 8. No tratamento AP30% foi encontrados 66,41% de acidos
graxos saturados (AGS), 7,26% de monoinsaturados (AGM) e 13,09% de
polinsaturados (AGP). O controle apresentou 54,14; 10,34 e 21,50% para AGS, AGM e
AGP, respectivamente. A maior composi¢cdo de acidos graxos saturados encontrados

nesse estudo ocorre devido ao fotoperiodo continuo, onde acontecem maiores produgdes
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de ATP e NADPH que auxiliam na distribuicdo do excesso de energia luminosa e
previne dano celular (KHOEYT et al., 2012).

A maior concentracdo de acidos graxos saturados no tratamento AP30% e
menor concentracdo de AGP em relagdo ao controle esta relacionado a alta salinidade
do meio (CHURCH et al., 2017). Segundo Cardoso et al. (2020) grandes quantidades de
sais estimulam a sintese da enzima dessaturase, que auxilia na producdo dos acidos
graxos saturados. Church et al. (2017) também observaram diferenca dos teores de AGS
em Chlorella vulgaris cultivada no meio com alta salinidade e no controle de 16,99 para
21,53%. Zhang et al. (2018) no cultivo de Chlorella sorokiniana SDEC-18 em agua
residual de efluentes de cozinhas em varias diluigdes, apresentaram valores similares de
saturados e polinsaturados encontrados neste estudo (56,76% e 13,03%,
respectivamente). O grau de saturacdo encontrado ¢ favordvel para a obtengdo de
biodiesel de qualidade, visto que maiores quantidades de AGS aumentam a qualidade de
igni¢do, e menor percentual de AGP evita a auto-oxidacdo (REZASOLTANI et al.,
2019; ANTO et al., 2019; SHANMUGAM et al., 2020; SANDANI et al., 2020).

Tabela 8 — Composicao de acidos graxos da biomassa de Chlorella vulgaris em meio
BG-11 suplementado com 30% de AP e controle.

Tratamento %

Acido graxo

Nome comum Controle AP30%
C4:0 Acido butirico 1,29+0,88 2,02+1,68
C10:0 Acido caprico - 0,05+0,01
C11:0 Acido hendecanéico 0,24+0,05 0,320,00
C12:0 Acido laurico - 0,09:£0,02
C13:0 Acido tridecilico 3,16:0,04 1,8320,10
C14:0 Acido miristico 0,17+0,06 0,35+0,01
Cl4:105 Acido miristoléico 0,85+0,07 0,44+0,05
C15:0 Acido pentadecilico 0,52+0,02 0,27+0,15
C15:1 Acido pentadecendico 1,20+0,04 0,56+0,10
C16:0 Acido palmitico 12,50+0,82 17,12+0,47
Cl6:107 Acido palmitoléico 1,05+0,14 1,47+0,08
C18:0 Acido estedrico 16,65+1,23 12,15+0,40
C18:1t Acido elaidico 2,96:0,04 5,93+0,01
Cl8:1c Acido oléico 1,20+0,06 1,96+0,05
C18:3n6 Acido y-linolénico 13,09+0,38 21,50+0,18
C20:0 Acido araquidico 31,90+1,14 19,96+0,04
Saturados 66,41+£1,922 54,14+0,64°
Monoinsaturados 7,26+0,16° 10,34+0,07*
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Poli-insaturados 13,09+0,38° 21,5+0,18*
Néo determinado 13,24+1,70 14,02+0,53
Total 100 100

Letras iguais na mesma linha indicam que nao houve diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05).

O tratamento com AP30% apresentou como AG majoritarios C18:3n6, C20:0,
C16:0 e C18:0. Grandes concentragdes da familia C16 e C18 encontrados ocorrem
devido a a¢do da acetil-CoA carboxilase, que converte o carbono presente no meio, por
alongamento e dessaturagao em malonil-CoA, que forma principalmente as cadeias de
carbono C16 e C18 (CARDOSO et al, 2020). Diferentes autores também observaram a
prevaléncia desses acidos graxos em seus estudos, como: Anto ef al. (2019) em cultivo
de Chlorella sp, em meio com privagdo de nitrogénio, encontraram majoritariamente
acidos graxos C16:0 (23,8%), C18:1 (22,71%) e C18:3 (12,19%). GAO et al. (2019) no
cultivo de Chlorella vulgaris em efluentes secundarios apresentou predominancia de
acido graxo C16:0 (33,17%), C18:0 (19,63%) e C18:1 (18,12%). Ge et al. (2018), no
cultivo de Chlorella vulgaris em cultivo mixotrofico, encontraram prevalentemente
acidos graxos C16 e C18, apresentando C16:0 (26,2%), C18:1 (19,9%), C18:2 (11,9%)
e C20:0 (6,3%).

Diferentemente do tratamento AP30%, o controle apresentou como AG
majoritario C20:0, possivelmente pela cultura ser composta apenas por BG-11, que
possui maior concentragdo de nitrato (NO3) que AP30%. Segundo Costa et al. (2006) o
aumento da concentracao de NOs;, aumenta o teor de C20:0. Estes autores relatam que
no cultivo de Chlorella minutissima, em meio BG-11 o teor de C20:0 foi de 22,62%.

A diversidade e perfil de acidos graxos encontrados no tratamento AP30%
refor¢a a possibilidade de obtengdao de biodiesel de qualidade a partir da biomassa
produzida. Visto que, altas concentracdes de C16:0 e C18:3 sdao alguns dos principais

acidos graxos envolvidos na melhora das propriedades do biodiesel (CHI ef al, 2021).

5.5 Avaliacao das propriedades de biodiesel

Na Tabela 9 sdo apresentados os indices de qualidade do biodiesel tedrico,
utilizando a biomassa do tratamento como substrato. O valor de iodo (VI), que indica o
grau de insaturacdo dos acidos graxos, refere que quanto maior a quantidade de

insaturagdes maior o depodsito e deterioracdo do 6leo lubrificante. No presente estudo, o
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valor de iodo (V1) foi adequado para os padrdes nacional e europeu (<120g I,. 100g™"),
onde o tratamento apresentou valor 68,48¢g I». 100g™! devido ao alto percentual de 4cidos
graxos saturados (54,14%) em relagdo aos acidos graxos insaturados. Resultados dentro
do limite preconizado de VI também foram encontrados por Cardoso et al. (2020) no
cultivo de Spirulina sp LEB18 em proporgdes diferentes de agua residual de aquicultura
(87,78 - 103 gl. 100g!) e Jawaharraj et al. (2016) no cultivo de Oscillatoria sp (65,6 g
L. 100g™") e Synechocystis sp (50,5 g I,. 100g™") em 4gua residual industrial.

O indice do valor de saponificacao (VS) indica a quantidade necessaria para
saponificar 1 g de O6leo. A reacdo de saponificagdo interfere na reagdo de
transesterificacdo da produgdo de biodiesel, portanto, baixos teores de saponificagdo
melhora a qualidade de biodiesel. Apesar de nao haver parametros padronizados de VS,
esses valores sdo comparados com biodiesel de 6leo vegetal, como 6leo de palma (192-
202); oleo de soja (189-195) e 6leo de girassol (188-194) (KRISNANGKURA, 1986;
NASCIMENTO et al., 2013; ARIF et al., 2019; CARDOSO et al., 2020). Neste estudo,
o tratamento com AP30% apresentou valores proximos a dessas fontes vegetais
(182,07). O VS ¢ determinado pelo peso molecular médio, quanto maior VS, menor ¢ a
massa molar dos triglicerideos (ROCKEMBACH et al, 2014). Resultado semelhante foi
encontrado por Jawaharraj et al. (2016) no cultivo de Synechocystis sp (193,4),
Oscillatoria sp (202,8) e Jatropha sp (199,7) em agua residual industrial.

O nuamero de cetanos (NC) define a qualidade de igni¢do do combustivel, a
faixa de NC indicada pela Agéncia Nacional de Petroleo (ANP) varia de 40-50. As
normas americanas exigem minimo de 47 e as normas europeias, minimo de 51
(CARDOSO et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2013). No presente estudo o NC
apresentou valor (60,85) recomendado pelos padrdes internacionais > 51 UE e > 47
EUA. Estes resultados estdo relacionados a maior concentracdo de acidos graxos
saturados. Valores alto de cetanos promovem um bom desempenho do motor e diminui
a formacdao de fumacga, sendo o parametro utilizado para avaliar a qualidade de
combustdo e do tempo de atraso de ignicdo (ZHANG et al., 2018). Resultados
semelhantes foram encontrados por Jawaharraj et al. (2016) em cultivo de Synechocystis
sp e Oscillatoria sp em aguas residuais industriais, NC (58,5 e 63,2 respectivamente) e
Zhang et al. (2018) no cultivo de Chlorella sorokiniana em 4gua residual da cozinha,

NC (59,24).
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Tabela 9 — Propriedade de biodiesel dos 4acidos graxos obtidos da biomassa de
Chlorella vulgaris em meio BG-11 suplementado com 30% de AP e controle.

Tratamento
Propriedade de biodiesel
Controle AP30%
Valor de iodo (VI) (g I, 100g™) 42,77 68,48
Valor de saponificagdo (VS) 177,69 182,07
Numero de cetanos (NC) 67,36 60,84
Fator de saturagdo de cadeia longa (FSCL) (wt.%) 41,48 27,75
Grau de insaturagao (GI) (wt.%) 33,44 53,34
Ponto de entupimento do filtro frio (PEFF) (°C) 113,83 70,7

O fator de saturacdao de cadeia longa (FSCL) determina o comportamento do
biodiesel em baixas temperaturas. Representa as percentagens em peso dos acidos
graxos saturados de cadeia longa (C16; C18; C20; C22 e C24) (NASCIMENTO et al.,
2013; MONDAL et al., 2019). O tratamento desse estudo apresentou valor maior
(27,75%) indicado para qualidade de biodiesel, diferente do que foi relatado por
Nascimento et al. (2013) para Chlorella vulgaris em meio padrao (1,57%) e ao
encontrado por Cardoso et al. (2020) no cultivo da Spirulina sp LEBI8 em agua
residual de aquicultura (4,81 a 5,52%). Altos valores de FSCL diminuem as
propriedades de biocombustivel. Visto que as moléculas saturadas tendem a cristalizar
em temperaturas de operacdo do motor, logo, quando a temperatura ¢ reduzida os
cristais se aglomeram rapidamente causando obstru¢ao dos filtros e das linhas de
combustivel (MONDAL et al., 2019).

O Grau de insaturacao (GI) esté relacionado a quantidade de liga¢des duplas e
ao valor de iodo, descrevendo a estabilidade a oxidagdo do biodiesel (JAWAHARRAJ
et al., 2016; WU; MIAO, 2014). Os valores de GI deste estudo foi 53,34%,
proporcional ao valor de iodo. No entanto, foram menores aos valores encontrado por
Cardoso et al (2020) nos tratamentos da Spirulina sp. LEB18 em diferentes proporcdes
de 4gua residual (74,54% - 86,83%). GI ¢ medido com base nas massas de acidos
graxos monoinsaturados e polinsaturados, logo, quanto mais insaturagdes presente,
maior serd o GI e o VI (RAMOS et al., 2009). Portanto, menor grau de insaturagdo €
ideal, principalmente de acidos graxos polinsaturados, de cadeia longa, como acido
linoleico e linolénico que sdo mais susceptiveis a oxidagdo do que os monoinsaturados,
devido a posicdo bis-alilica em C11 no &cido linoléico e em CI1 e Cl14 no acido

linolénico (RAMOS et al., 2009; WU; MIAO, 2014; SHEKH et al., 2015).
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O ponto de entupimento do filtro frio (PEFF) ¢ um indice usado para observar
desempenho do biodiesel em baixas temperaturas e estd relacionado ao contetido de
acidos graxos saturados, pois esses acidos graxos em baixas temperaturas cristalizam e
causam precipitacdo entupindo filtros, bombas, injetores e tubulagdes que podem causar
mudanga na viscosidade e terem propriedades fracas de fluxo a frio (NASCIMENTO et
al., 2013; ZHANG et al., 2018; YASAR, 2020; SHANMUGAN et al., 2020). A ANP
considera maximo de 19 °C para esse pardmetro, no respectivo estudo o valor excedeu
em quase quatro vezes (70,70 °C) o valor recomendado. Esse alto indice indica baixa
indugdo a baixa temperatura (ZHANG et al., 2018). No entanto, aditivos podem ser
usados para inibir a aglomeracao de cristais (ARIF et al., 2019; CHURCH et al., 2017,
CARDOSO et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2013). Cardoso et al. (2020)
apresentaram PEFF (-1,36 a 0,86 °C) em diferentes propor¢des de dgua residual da
aquicultura no cultivo de Spirulina LEB18 e Jawaharraj et al. (2016) PEFF (-8,1 a 3,1
°C) em cultivo de Oscillatoria sp, Synechocystis sp e Jatropha sp em aguas residuais
industriais.

Diversos fatores interferem nas propriedades do biodiesel. A qualidade do
biodiesel esta relacionada a estabilidade oxidativa, que depende da presenga de
peroxidos, luz, ar, calor, metais tragos dos compostos (RAMOS et al., 2009). Além
disso, a qualidade do biodiesel também ¢ afetada pela presenca de clorofila. Altas
concentracdes de clorofila, como encontrado nesse estudo, resultam em biodiesel de
baixa qualidade, com menor estabilidade oxidativa. Portanto, a remog¢dao pode ser
interessante, com adicdo de métodos fisicos e-ou quimicos (SUASTES-RIVAS et al.,
2020). Contudo, as propriedades de biodiesel avaliadas sugere potencialidade no uso de

biodiesel obtido da biomassa de Chlorella vulgaris.

5.6 Clorofila a, clorofila b e carotenoides totais

Os valores de clorofila a, b no tratamento AP30% e controle foram
estatisticamente diferentes (p <0,05) — Figura 10. Ambos os tratamentos apresentaram
teores relevantes de pigmentos, que podem ser relacionados a alta produgdo de
biomassa. Visto que altas concentracdes de biomassa resultam em alta concentragdo de
pigmentos (GE et al., 2018). Este fato ocorre devido as condigdes de cultivo, como a
incidéncia de luz continua utilizado nesse estudo. A luminosidade afeta a quantidade e a

qualidade de energia utilizada para as atividades metabdlicas dos organismos
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fotossintéticos. Além de estimular o crescimento e ao acumulo de biocompostos como,
por exemplo, pigmentos (BENAVENTE-VALDES et al., 2016).

O tratamento AP30% apresentou 6,64 e 10,57 ug mL™! de clorofila a e clorofila
b respectivamente. Para o controle esses valores foram 15,81 ug mL™! (clorofila a) e
24,21 ug mL™! (clorofila b). Os menores valores encontrados no tratamento AP30%, em
relacdo ao controle, ocorrem devido as condi¢des de estresse submetidas a microalga
em AP, pela presenca de hidrocarbonetos, metais e excesso de matéria inorganica
(AMMAR et al., 2018). Pois, segundo Yun et al. (2019) sob estresse, microalgas sofrem
degradacao e reducdo de pigmentos como clorofila. Gao et al. (2018) em cultivo de
Chlorella sp em agua residual de frutos do mar encontraram teor de clorofila total de
aproximadamente 18 mg L' durante 20 dias, semelhante ao presente estudo (17,21 g
mL!). Markou et al. (2012) no cultivo de Arthrospira platensis em diferentes
concentracdes de fosforo e com aumento da intensidade de luz apresentaram produgdo
de clorofila total variando entre 23,74 e 58,39 mg L', intervalo que contempla o valor

observado no controle, neste estudo (40,10 pg mL™).
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Figura 10 — Concentracdo de clorofila a, b e carotenoides totais da biomassa de

Chlorella vulgaris cultivada em meio BG-11 suplementado com 30% de AP e controle.
Letras iguais no mesmo pardmetro indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos

(»<0,05).
Os altos teores de carotenoides no tratamento AP30% (21,38 pug mL') e no
contole (44,37 pug mL!) encontrados no estudo ocorrem devido a exposi¢do dos

cultivos, sob luz continua, como resposta antioxidante para inibir a formagdo de
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perdxidos e oxigénio reativo. Visto que os carotenoides estdo presentes na membrana do
cloroplasto e tem a fungdo de proteger os sistemas fotossintéticos contra a tensdo da
iluminacdo (YUSOF et al., 2021). Ge et al. (2018) no cultivo de Chlorella vulgaris em
dgua residual municipal, obtiveram 12,9 ug mL! de carotenoides, menor ao que foi
apresentado neste estudo (21,38 pg mL'). Assim, as concentracdes elevadas de
carotenoides neste estudo, estdo relacionadas a associagdo de alta luminosidade e a
presenca de poluentes na AP. Visto que os carotenoides sdo biomarcadores sensiveis a
poluentes em meio aquoso, quanto maior seu valor, maior ¢ a polui¢do presente no meio

de cultura (CARDOSO et al., 2020).

5.7 Conversao tedrica de carboidratos da biomassa de microalgas em etanol

A produgdo teodrica de etanol a partir dos carboidratos da biomassa de C.
vulgaris no tratamento AP30% foi 17,02 mL 100g™ e 15,15 mL 100g" no controle.
Esses valores expressivos de etanol tedrico representam uma alternativa para a produgao
de biocombustiveis, porque as biomassas de microalgas possuem alto teor de
carboidratos em termos de amido e celulose, que sdo excelentes para a producao de
bioetanol, principalmente pela auséncia de lignina e por nao conter células
recalcitrantes, que converte mais facilmente os agtcares em etanol, diminuindo o custo
de processamento e pré-tratamento (FREITAS et al., 2017; DUARTE et al., 2019).

Duarte et al. (2019) no cultivo de Spirulina sp LEB18 em aguas subterraneas
salobras encontraram 25,84 mL 100g™! do valor tedrico de etanol. Rosa et al. (2015) no
cultivo de Spirulina sp. LEB18 com monoetanolamina (MEA) encontraram valor
teorico de etanol de 12,8 mL 100g™'. Neste estudo o valor de etanol tedrico foi superior
ao encontrado por Rosa et al. (2015) e inferior aos estudos de Duarte et al. (2019).
Assim, os resultados encontrados apresentam biomassa com potencial para uso na

producao de bioetanol.

5.8 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada pelas curvas TG e DTG. A curva do
controle apresentou trés eventos e a curva do tratamento com AP30% apresentou dois
eventos (Figura 11). O primeiro evento apresentou faixa de temperatura 30 °C a 190 °C,
referente a retirada de dgua livre (ANDRADE et al. 2019; JESUS et al., 2018), com
perda de massa de 12,48% para o tratamento AP30% e 13,18% para o controle. O

segundo evento ocorreu entre 190 e 520 °C, sendo o principal estagio de pirdlise, pois
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representa a decomposicdo de macromoléculas como proteinas, polissacarideos,
materiais volateis e carbono (LIU et al., 2015). O terceiro evento, apenas abservado no
controle, na faixa de 520 ¢ 800 °C. Nesse estagio ocorre a decomposi¢cdo de C-C e C-H
(LIU et al., 2015), referente a decomposicdo do carvao ou a resquicios de grupos

funcionais como proteina, carboidrato e compostos inorganicos, como cinzas (LI et al.,

2017; GAl et al. 2018).
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Figura 11 — Analise termogravimétrica (a) e derivada termogravimétrica (b) da
biomassa de Chlorella vulgaris cultivada em meio BG-11 suplementado com 30% de

AP e controle

Andrade et al. (2019) no cultivo de Spirulina sp LEB18 em meio Zarrouk
reutilizado, apresentou trés eventos de degradagdo, assim como neste estudo, o primeiro
referente a perda de massa, até aproximadamente 190 °C. O segundo evento aconteceu
em torno de 290 °C e o terceiro evento apos 500 °C. Gai et al. (2018) em cultivo de
Chlorella pyrenoidosa e Spirulina platensis também encontraram 3 eventos térmicos.
Primeiro evento entre 25 e 127 °C, o segundo entre 127 e 327 °C e o terceiro 427 — 727

°C. As temperaturas variaram a valores proximos ao apresentado neste estudo.

5.9 Analise de Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

O espectro de FTIR do tratamento AP30% e controle (Figura 12) apresentaram
diferencas na intensidade e formato em algumas bandas. Ambos apresentaram banda
entre 3300 e 3275 cm™! referente ao grupamento OH (LI et al., 2017), que representam
residuo de acticar e 4gua residual (ZHOU et al., 2017). A banda 3275 cm’! representa

ligagdes —N-H que indica a presenca de aminas II presentes em lipidios e proteinas
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(ANDRADE et al., 2019). Foi observado também banda entre 2934 e 2915 cm™! que
representa alongamento das vibragdes simétricas e assimétricas de cadeias saturadas de
C-H (SUASTES-RIVAS et al., 2020). Entre 2860 e 2847 cm™' também se refere aos

grupos funcionais —CH; e -CH3, que formam o esqueleto lipidico.
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Figura 12 — Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier da biomassa
de Chlorella vulgaris cultivada em meio BG-11 suplementado com 30% de AP e
controle.

Nas bandas entre 1745 e 1410 cm™ ocorreu deslocamento no tratamento
AP30%. Segundo Kumar et al. (2017) essa regido representa éster metilico de 6leo de
algas, C=0. Além disso, Bataller ¢ Capareda (2018) e Li ef al. (2017) relatam que o
intervalo entre 1774 e 1583 cm™ ¢ referente & banda de amida I, nas vibracdes de
alongamento C=0 e a faixa 1583 e 1484 cm™! est4 relacionado a banda de amida II, que
resulta na curvatura N-H e C-N, sugerindo a presenca de ligacdo peptidica entre duas
moléculas de aminoécidos (GAI et al., 2018), ambos os grupamentos foram observados.
Entre 1426 ¢ 1377 cm™ e 1329 e 1290 cm™ que representa cadeia lateral de proteina e
amida III COO- (BATALLER; CAPAREDA, 2018; LI et al. 2017) também foi
observado no espectro. Os tratamentos apresentaram ainda banda intensa entre 1031 e
1014 cm™, que segundo Bataller e Capareda (2018) e Andrade et al. (2019) ¢ a regido
referente ao alongamento de C-O e C-C, caracteristico de carboidratos.

Li et al. (2017) em cultivo de Tetraselmis suecica em diferentes concentragdes

de CO apresentaram picos semelhantes ao encontrado nesse estudo, 3402 cm’!
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(referente a ligagdo OH), 3325 cm™! (ligagdes N-H), 2998-2854 cm! (C-H) de lipidios,
1734 cm™ (C=0 dos ésteres), 1583 cm™! (amida I), 1521 cm™ - amida II (N-H e C-H) e
1423 cm! (CH; e CH) também relacionado as proteinas e 1059 cm™ (C-O-C de
polissacarideos). Bataller e Capareda (2018) em concordancia aos demais autores
também encontraram, em cultivo de Spirulina platensis, 3960-3340 cm™' (ligagdo OH),
2981-2767 cm™ (C-H) de lipidios, 1762-1719 cm™ (C=0 dos ésteres), 1583-1484 cm’!
(amida II), 1482-1456 cm™ (banda de absor¢io de CH,) de proteinas, 1426-1377 cm™ e
1329-1290 cm™! cadeia lateral de proteina e amida III, além de 1186-955 cm™! (referente

a carboidratos).

6 CONCLUSAO

A pré-adaptagao do indculo ao fotoperiodo continuo estimulou a produgdo de biomassa
no cultivo de Chlorella vulgaris em meio BG-11 suplementado com 30% de AP. Dentre
os tratamentos o Unico a apresentar viabilidade e alta producdo de biomassa. Além
disso, o estresse adicional do fotoperiodo de 24 horas atuou de forma sinérgica com a
alta carga de estresse quimico da AP, favorecendo a produgdo final de biomassa ¢ a
sintese de biomoléculas pela microalga. Portanto, a estratégia de cultivo combinando
um estresse fisico e quimico, produziu biomassa com maior contetido de carboidratos
(37,55%) e cinzas (18,21%) em rela¢do ao controle, além de concentragdes relevantes
de proteinas e pigmentos como clorofila a, b e carotenoides.

O perfil de acidos graxos da biomassa foi ideal para obtencao de biodiesel de
qualidade, com 66,41% de &cidos graxos saturados, 7,26% de monoinsaturados e
13,09% de polinsaturados. Assim como potencial para producdo de bioetanol, devido a
seus altos teores de carboidratos. Aliando o efeito de fitorremediagao da Chlorella
vulgaris submetida ao tratamento AP30%, a producdo de biomoléculas e bioprodutos de

alto valor agregado.
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