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RESUMO

Durante a exploracdo de petrdleo, h&d geracdo simultdnea de um efluente aquoso
denominado &gua produzida, que contém principalmente metais (tais como Cd, Cr, Cu,
Pb, Ni, Zn, Fe), produtos quimicos (inibidores de corrosdo e desemulsificantes) e dleos
dispersos. Alguns destes componentes oleosos sdo os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), compostos contendo dois ou mais anéis aromaticos e um sistema de
ligacbes duplas hidrofébicas e lipofilicas, sendo poluentes recalcitrantes,
carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos quando biodisponiveis na matriz
ambiental. O avanco de tecnologias permite utilizar técnicas como a ficorremediagéo
que é uma das biotecnologias disponiveis para tratamentos de diferentes tipos de
efluentes utilizando microrganismos fotossintetizantes. O objetivo do presente trabalho
consiste em avaliar biogeoquimicamente o potencial da remocgédo de HPAS e metais para
o tratamento da &gua produzida de petréleo utilizando um sistema de fotobiorreatores
com a microalga marinha Nannochloropsis oculata. Foi confeccionado um conjunto de
fotobiorreatores com diferentes gradientes de concentrac@es para testar o tratamento da
agua produzida. As concentracBes de agua produzida diluida em agua salina (%v/v)
foram: PBR (fotobiorreatores) 1 (0%), 2 (25%), 3 (50%), 4 (75%) e 5 (100%). O
crescimento microalgal foi monitorado diariamente constatando adaptagdo em todas as
concentragdes de agua produzida, apresentando concentragéo celular de 5,24 107 n° cel
ml para 0 PBR 2, 4,09 107 n° cel mlI** para o0 PBR 3, 2,77 10" n° cel mI! para o PBR 4.
A microalga apresentou adaptacdo ao novo meio de cultivo com até 100%, mantendo-se
constante. A remocdo de remocdo dos HPAs total na &dgua produzida foi de 94%.
Compostos organicos como o naftaleno, benzo (a) pireno, benzo (b) fluoranteno e
acenaftileno apresentaram maiores percentuais de remocao, entre 89 a 99% de eficiéncia
em todas as concentracdes. Apenas o ferro e zinco foram os metais detectados, onde o
Fe apresentou reducdo de 100% em todos os PBRs, porém o Zn sofreu aumento no
meio devido a formacdo de cristais precipitados. As microalgas marinhas cultivadas no
fotobiorreatores, apresentaram potencial de remoc¢do de HPAs em &guas produzida.

Palavras-Chave: Microalgas, agua produzida, 4gua salina, tratamento, HPAsS.



ABSTRACT

During oil exploration, there is a simultaneous generation of an aqueous effluent called
produced water, which contains mainly metals (such as Cd, Cr, Cu, Pb, Ni, Zn, Fe),
chemicals (corrosion inhibitors and demulsifiers) and oils. scattered. Some of these oily
components are polycyclic aromatic hydrocarbons (HPA), compounds containing two
or more aromatic rings and a hydrophobic and lipophilic double bond system, being
recalcitrant, carcinogenic, teratogenic and mutagenic pollutants when bioavailable in the
environmental matrix. Advances in technology allow the use of techniques such as
phytoremediation, which is one of the biotechnologies available for treatment of
different types of effluents using photosynthetic microorganisms. The objective of the
present work is to biogeochemically evaluate the potential of removing HPAs and
metals for the treatment of petroleum produced water using a photobioreactor system
with the marine microalgae Nannochloropsis oculata. A set of photobioreactors with
different concentration gradients was made to test the treatment of the produced water.
The concentrations of water produced diluted in saline water (% v / v) were: PBR
(photobioreactors) 1 (0%), 2 (25%), 3 (50%), 4 (75%) and 5 (100%). Microalgal growth
was monitored daily and found adaptation at all concentrations of water produced, with
a cell concentration of 5.24 107 n° cel mlI™* for PBR 2, 4.09 107 n° cel mI for PBR 3 and
2, 77 107 n° cel mI* for PBR 4. The microalgae presented adaptation to the new culture
medium with up to 100%, remaining constant. Total removal of HPAs in the produced
water was 94%. Organic compounds such as naphthalene, benzo (a) pyrene, benzo (b)
fluoranthene and acenaphthylene showed higher removal percentages, ranging from 89
to 99% efficiency at all concentrations. Only iron and zinc were the detected metals,
where Fe showed a 100% reduction in all PBRs, but Zn increased in the medium due to
the formation of precipitated crystals. The marine microalgae cultivated in
photobioreactors showed potential for removal of HPAs in produced waters.

Keywords: Microalgae, produced water, saline water, treatment, PHAS
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1. INTRODUCAO

A exploracdo do petroleo apresenta grande valor comercial, sendo uma das
atividades industriais mais importantes para a sociedade e economia mundial. O Brasil é
0 pais que esta na 102 posi¢cdo em relacdo a producéo de petréleo no mundo, produzindo
cerca de 2,7 milhdes de barris/dia (3% do total mundial) de acordo com a Agéncia
Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2018). Ao longo dessa
producdo de petréleo e gas natural, também ocorre a geracdo simultdnea da agua
produzida, que esta presente naturalmente durante a formacdo geoldgica (MOTTA et
al., 2013).

A agua produzida é constituida de uma mistura complexa de metais (tais como
Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Ag, Ni, Zn), 6leos dispersos, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), alquenilfendis (AP’s) e alguns produtos quimicos adicionados como
inibidores de corrosdo, inibidores de incrustacdo, desemulsificantes, metanol, glicol e
polieletrolitos (ARRIADA, 2014). A relacdo de producdo agua/dleo pode chegar a
aproximadamente 3:1 (v/v) de barris/dia, visto que com o envelhecimento dos pogos a
tendéncia é que ocorra maior extracao de gas e dgua produzida em relacdo ao 6leo. Uma
das alternativas para o reaproveitamento da agua produzida consiste na reinjecdo ao
reservatorio, porém com a corrosao e incrustaces este processo torna-se muitas vezes
inviavel para a industria petrolifera (JIMENEZ et al., 2017; GOMES, 2014).

Compostos organicos provenientes do petroleo como hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAS) que contém dois ou mais anéis aromaticos e um sistema
de ligacBes duplas, dando caracteristicas hidrofobicas e lipofilicas. Os HPAs sédo
classificados como poluentes altamente perigosos para a salde humana, pois sdo
compostos recalcitrantes, carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos de acordo com a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) considerou 16
principais HPAs como poluentes prioritarios em relagdo & exposicdo humana,
toxicidade e frequéncia de ocorréncia, sendo estes: Acenafteno, benzo [ ghi ] perileno,
criseno, acenaftileno, benzo [a] antraceno, benzo [ b ] fluoranteno, antraceno, benzo
[ k] fluoranteno, benzo [ a] pireno, fluoranteno, Indeno [1,2 , 3-cd] pireno, naftaleno,
fenantreno, dibenzo [ a, h ] antraceno, fluoreno e pireno (USEPA, 2014; MOJIRI et al.,
2019).



Quando os HPAs entram em contato com 0s seres humanos, os efeitos toxicos
sdo alarmantes, podendo causar desde eventos cardiovasculares, diabetes e estresses
oxidativos até mutacfes genéticas. Uma das principais vias de contato com o ser
humano € através da ingestdo de alimentos contaminados, resultado da bioacumulacéo e
biomagnificacdo na cadeia alimentar. (HOU et al., 2016). Ja os efeitos toxicologicos na
fauna e flora séo diversos, apresentando alteracdo na estrutura celular das plantas, no
sistema enzimaético, fotossintético, respiracdo e sintese de proteinas e carboidratos
(ALEGBELEYE; 2017).

Considerando o potencial tdxico desses compostos, torna-se de extrema
importancia o devido tratamento da &gua produzida antes do descarte final. O
tratamento biolégico vem se destacando entre as tecnologias utilizadas para o
tratamento de diferentes tipos de efluentes, sejam industriais (HARIZ et al., 2017
WANG et al., 2016), agricolas (KHALID et al., 2019) ou urbanos (GOUVEIA et al.,
2016; HIDAKA et al., 2014; MENNAA et al., 2015).

A utilizacdo de biotecnologias a base de microalgas é caracterizada como um
tratamento autossustentavel, visto que esses seres microscopicos sdo fotossintetizantes e
podem ser mixotroficos, ou seja, realizam fotossintese utilizando a luz solar como fonte
de energia e biofixacdo do CO; para seu desenvolvimento proprio, mas também sdo
capazes de absorver os carbonos organicos provenientes de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos como potencial fonte de carbono organico (AMMAR; KHADIM;
MOHAMED, 2018; MATAMOROS et al., 2015).

Portanto o objetivo desta pesquisa consiste em avaliar biogeoquimicamente o
potencial da remocdo de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos e metais para 0
tratamento da agua produzida utilizando um sistema de fotobiorreatores com microalgas

marinhas.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar biogeoquimicamente o potencial de remocdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e metais da agua produzida de petréleo utilizando um sistema de

fotobiorreatores com microalgas marinhas.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o crescimento e aclimatacdo da microalga marinha Nannochloropsis
oculata em diferentes concentracfes de dgua produzida do petrdleo, utilizando
um sistema de fotobiorreatores;

e monitorar temporalmente a eficiéncia da remocdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e de metais da dgua produzida do petroleo;

o avaliar a eficiéncia no tratamento da dgua produzida no que se refere a remocao

dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.



3. METODOLOGIA

A metodologia desta dissertacdo esta descrita no formato de artigo, seguindo as
normas estabelecidas pela Resolucdo do Programa de Pos-Graduacdo em Geoquimica:
Petroleo e Meio Ambiente (Pospetro) de n° 01/2012, sendo gerado nesta dissertacdo um
artigo intitulado: “Remocéo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos e biosorcao de
metais em &gua produzida pela microalga marinha Nannochloropsis oculata”. O artigo
cientifico confeccionado serd submetido na revista internacional Algal Research —

Classificada como qualis Al.



4. REMOCAO DE HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS E BIOSORCAO DE METAIS EM AGUA
PRODUZIDA PELA MICROALGA MARINHA Nannochloropsis
oculata

Isadora Machado Marquest, Emerson Andrade Sales?, icaro Thiago Andrade Moreira’.

RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo compostos organicos recalcitrantes e téxicos quando
disponiveis no meio ambiente. O processo de bioacumulagdo em organismos vivos pode afetar seriamente
a salde humana. Portanto o objetivo do presente trabalho consiste em avaliar biogeoquimicamente o
potencial da remocéo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e adsorgcdo de metais para o tratamento
da agua produzida de petréleo utilizando um sistema de fotobiorreatores com a microalga marinha
Nannochloropsis oculata. Foi confeccionado um conjunto de fotobiorreatores com diferentes gradientes
de concentragBes para testar a remogdo de HPAs considerando a dilui¢do da agua produzida pela dgua
salina (%v/v), denominadas de PBR 1 (0%), 2 (25%), 3 (50%), 4 (75%) e 5 (100%). O crescimento
microalgal foi monitorado diariamente constatando adaptacéo das microalgas & adi¢do da agua produzida
como meio de cultivo, com crescimento celular do PBR 2 ao 5 com 5,24 107 n° cel mI* 4,09 107 n°® cel ml-
1,2,77 10" n° cel mlte 1,17 107 n° cel mIt, respectivamente. A eficiéncia na remocéo total dos HPAs na
dgua produzida foi de 94%. Compostos organicos como o naftaleno, benzo (a) pireno, benzo (b)
fluoranteno e acenaftileno apresentaram maiores percentuais de remog&o, entre 89 e 99% de eficiéncia em
todas os PBRs. O ferro e zinco foram os metais detectados na agua produzida, considerando o Fe com
concentracdo maxima de 1,57 mg.L? reduzindo para <0,1 mg.L?! apds 28 dias de cultivo. O Zn
apresentou aumento de 0,23 mg.L ™ para 3,90 mg.L, devido a formac&o de cristais sendo precipitados no
meio. A eficiéncia da microalga foi demonstrada para remogdo de compostos com até dois anéis
aromaticos (baixo peso molecular) e de alto peso molecular demonstrando que esta microalga marinha é
capaz de contribuir para a degradacdo de poluentes organicos.

Palavras-Chave: Biogeoquimica, agua produzida, fotobiorreator, microalgas marinhas, HPAs.

ABSTRACT

Aromatic polycyclic hydrocarbons are recalcitrant and toxic organic compounds when available in the
environment. The bioaccumulation process in living organisms can seriously affect human health.
Therefore the objective of the present work is to biogeochemically evaluate the potential of the removal
of aromatic polycyclic hydrocarbons and metal adsorption for the treatment of petroleum produced water
using a photobioreactor system with the Nannochloropsis oculata microalgae. A set of photobioreactors
with different concentration gradients was made to test the removal of HPAs considering the dilution of
water produced by saline water (% v / v), called PBR 1 (0%), 2 (25%), 3 ( 50%), 4 (75%) and 5 (100%).
The microalgal growth was monitored daily, noting the adaptation of microalgae to the addition of water
produced as a culture medium, with cell growth from PBR 2 to 5 with 5.24 107 cel no ml-1 4.09 107 cel
no ml-1, 2, 77 107 cell no ml-1 and 1.17 107 cell no ml-1, respectively. The total removal efficiency of
HPAs in the produced water was 94%. Organic compounds such as naphthalene, benzo (a) pyrene, benzo
(b) fluoranthene and acenaphthylene showed higher removal percentages, between 89 and 99% efficiency
in all PBRs. Iron and zinc were the metals detected in the produced water, considering Fe with a
maximum concentration of 1.57 mg.L-1 reducing to <0.1 mg.L-1 after 28 days of cultivation. Zn
increased from 0.23 mg.L-1 to 3.90 mg.L-1 due to the formation of crystals precipitating in the medium.
The efficiency of microalgae has been demonstrated to remove compounds with up to two aromatic rings
(low molecular weight) and high molecular weight demonstrating that this marine microalgae is capable
of contributing to the degradation of organic pollutants.

Keywords: Biogeochemistry, production water, photobioreactor, marine microalgae, PHAS.



4.1. INTRODUCAO

A &gua produzida, quando descartada no ambiente sem tratamento, introduz

compostos organicos perigosos e toxicos a salde humana. Os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos sdo considerados 0s compostos que causam impactos
significativos pelo processo de bioacumulagdo e biomagnificagdo em organismos vivos,
promovendo efeitos carcinogénicos e mutagénicos nesses organismos e posteriormente
nas células humanas quando consumidos (LUO et al., 2014). Tecnologias que utilizam
0 tratamento biologico sdo abordadas por apresentarem vantagens e eficiéncias que
podem ser usados no tratamento da agua produzida (GARCIA DE LLASERA et al.,
2018; ARRIADA, 2014).
As aplicacdes biotecnologicas referentes a técnica de ficorremediacdo consistem em
utilizar espécies de microalgas que se desenvolvem, adaptam-se e removem
contaminantes de interesse presentes em aguas residuais domésticas, industriais e
agricolas (HARIZ et al., 2017; MENNAA et al., 2015; GOUVEIA et al., 2016; Ll et al.,
2019). A viabilidade no uso desses microrganismos tem avancado de maneira
promissora, pois estes crescem sob diferentes condicdes de cultivo utilizando compostos
organicos como fonte de energia para seu crescimento promovendo a biodegradacéo de
hidrocarbonetos e a sua remog¢do no meio ambiente (HAMOUDA et al., 2016).

Sample et al. (1999) apresentaram oito espécies de microalgas capazes de
biodegradar compostos aromaticos em condicdes heterotréficas, ou seja, utilizando o
carbono organico como fonte de energia. As condi¢fes de cultivo e o tipo da espécie de
microalga a ser cultivada sdo fatores que determinam a capacidade de crescimento e
remocdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Considerando esses fatores,
espécies de microalgas marinhas como a Nannochloropsis oculata e Isochrysis galbana,
sdo capazes de crescer em aguas hipersalinas, como agua produzida, removendo
hidrocarbonetos do petréleo (AMMAR et al., 2018) e adsorvendo metais em &aguas
residuais (KUMAR et al., 2015).

Deste modo, 0 objetivo desta pesquisa consiste em avaliar biogeoquimicamente
0 potencial da remoc¢édo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) e metais
(Fe e Zn) para o tratamento da agua produzida de petréleo utilizando um sistema de

fotobiorreatores com microalga marinha Nannochloropsis oculata.
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4.2.  MATERIAL E METODOS

As amostras de dgua produzida foram cedidas pela empresa Petréleo Brasileiro
S.A. (Petrobras), provenientes do campo petrolifero de Buracica (BA), localizada no
municipio de Alagoinhas e na bacia do Recdncavo (ANP, 2016). As amostras de agua
salina foram coletadas no pier do Porto da Barra cujas coordenadas delimitadas foram:
13°00°14.12°’S ¢ 38°32°01.81°°0.

4.2.1. Temperatura, salinidade, pH e outras analises

A temperatura e o pH foram medidos no local usando termometro digital (TPM)
e tiras indicadoras de pH (Marechal-Nagel). Em laboratério, foi medida a turbidez
através do turbidimetro (Turbiquantl500T) com precisdo de = 0,05. O fésforo
assimilavel foi submetido a leitura em Espectrofotrometro (Agilent UV-Vis) e o
nitrogénio amoniacal foi destilado no Kjeldahl e submetido a leitura no Cromatografo
ibnico, ambos pela metodologia APHA (1998). A demanda bioquimica de oxigénio foi
analisada em garrafas herméticas dispostas a incubadora por cinco dias a 20°C seguindo
Standard Method 5210 B (2012). A salinidade foi medida utilizando o refratbmetro
manual precisdo de + 0,05.

4.2.2. Cepas da microalga marinha

A espécie de microalga marinha Nannochloropsis oculata foi adquirida do
Culture Collection of Algae at The University of Texas at Austin (UTEX). Apoés
aquisicdo, foram inoculadas em um meio de cultivo Conway, sendo propagadas em
série (LOURENCO, 2006) em erlenmeyers de 3 litros, com temperatura de 20 + 0,9 °C,
injecdo de ar atmosférico com vazéo de 3 L min e intensidade luminosa de 3000 lux. A
composicdo do meio de cultivo foi: EDTA 45g L, FeCls.6H20 1,3g L, MnCl..4H,0
0,36g L, H3sBOs 33,69 L, NaH2PO4.2H,0 20g L, NaNOs 100g L, ZnCl; 2,19
100mlI, CoCl2.6H20 2g 100ml2, (NH4)6M07024.4H,0 0,90g 100ml?, CuS0O4.5H,0 2g
100mlL. Vitaminas essenciais como Tiamina (100mg L), Cianocovalamina (2mg L™?)
e Biotina (Img L) também sdo acrescentadas ao meio. O pH foi ajustado para 6,8.
Foram concentrados cerca de 5,65 x 10% n°el mL™ para uso como indculo no
experimento. O volume do in6culo foi referente a 10% do volume total do experimento,

portanto cada fotobiorreator recebeu 250 ml de cepas da microalga N. oculata.
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4.2.3. Cultivo da microalga em agua produzida

A microalga N. oculata foi cultivada em um sistema de fotobiorreatores
cilindricos de borosilicato com volume util de 3 litros, porém foram utilizados cerca de
2,5 litros de volume total do experimento. Todos foram planejados em triplicata e
considerando um sistema fechado, sem a interferéncia de microrganismos externos.

As amostras de &gua produzida foram homogeneizadas, distribuidas e diluidas
com &gua salina esterilizada (autoclavada a 120°C por 15 minutos), de acordo aos
gradientes de concentracfes pré-estabelecidas e denominadas de: PBR 1 (Meio de
cultivo conway), PBR 2 (25% (v/v) de &gua produzida), PBR 3 (50% (v/v) de agua
produzida), PBR 4 (75% (v/v) de 4gua produzida) e PBR 5 (100% de agua produzida).

O PBR 1 sao fotobiorreatores contendo 0% de &gua produzida, sendo
constituidos apenas por meio de cultivo Conway e cepas de microalgas. A aerac¢do do
sistema foi realizada através de compressores de ar automaticos da marca Resun (Ac-
1500 - 3 W) com vazdo de 3 L min . O ar foi filtrado utilizando filtro de Nylon
Verticlean (25mm) com tamanho do poro de 0,45 pum. A iluminacdo foi fornecida
através de lampadas de LED brancas pontuais frias com intensidade luminosa de 3000
lux cada, sendo monitorado por um luximetro digital. Foi estabelecido fotoperiodo de
12/12 horas através de um temporizador (Timer digital Bivolt KWE-TMO03). A
temperatura do sistema foi de 21 + 0,9°C.

O monitoramento da remocdo dos contaminantes escolhidos nesta pesquisa foi
planejado em cinco intervalos de tempos diferentes: considerando o 1° dia, 7° dia, 14°
dia, 21° dia, 28° dia. Apenas para analise da concentracdo de metais, foi realizada coleta

no inicio e no final do experimento (1° dia e apds 28 dias respectivamente).

4.2.4. Extracdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

As células de microalgas foram separadas do meio por filtracdo a vacuo através
de membranas de microfibras de vidro (GF/B Whatman) previamente calcinadas a
400°C durante 4 horas em forno mufla (EDG). Para a extracdo de HPAs em agua foi
feita a extracdo liquido-liquido em laboratério seguindo a metodologia de Moreira
(2014). O solvente extrator utilizado foi diclorometano puro, sendo adicionado 10 pL do
padrdo surrogate (p-terphenyl) apresentando recuperacdo de 90%. O extrato foi
concentrado em rotaevaporador (Ika Specials — RV 3 V) para 500 ul em vials calcinados

a 400°C durante 4 horas também em forno mufla.
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Todas as amostras extraidas foram transferidas para injecdo no cromatografo a
géas acoplado com espectrometro de massa (GC-MS - HP 6890) da marca Agilent
Technologies, com programacdo de injecdo sem divisdo de fluxo, com o injetor a
280°C; temperatura inicial da coluna 50°C, isoterma por 1 minuto, taxa de aquecimento

de 6°C/min até a temperatura final de 310°C, isoterma de 10 minutos.

4.2.5. Extragdo de metais em agua e na biomassa de microalgas

Os metais mais encontrados na adgua produzida sdo: cadmio (Cd), cromo (Cr),
cobre (Cu), chumbo (Pb), niquel (Ni) e zinco (Zn). Para identificar a presenca desses
metais na agua foram coletadas 90 ml das amostras no inicio do experimento e apds 28
dias de cultivo. As amostras foram filtradas utilizando membranas microfibras de vidro

(GF/F Whatman), onde foi separada a biomassa de microalgas da agua produzida.

As amostras filtradas e as membranas utilizadas na filtracdo foram transferidas
para uma placa aquecedora (NETLAB — CHO1), onde foram submetidas a digestdo com
acido nitrico (HNO3) a 170°C. Apds digestdo e concentracdo das amostras, foram feitas
as analises quimicas utilizando a técnica de Espectrometria de Emissdo Optica por
Plasma Acoplado Indutivo - ICP OES da Agilent Technologies (ASTM E686-91, 1998).

4.2.6. Métodos analiticos

A avaliagdo do crescimento microalgal foi determinada através da densidade
celular (n° de Células mI?) a partir da curva de correlagdo entre contagem de células
utilizando uma camera de Neubauer (ANDRADE; FILHO 2014) e a absorbancia em
espectrofotometro (Agilent Cary 60 UV-Vis) utilizando 680 nm de comprimento de
onda (PAHIJA; HUI, 2019). A média e o desvio padrdo das triplicatas foram
calculados. A curva foi correlacionada com o auxilio do software BioEstat 5.3

(Equacdo 1). O grafico foi construido no software Microsoft Excel (2010).
Cel
nQW = (3E + 07)x OD680nm + (8E + 06)

(Equagéo 1)

O calculo da eficiéncia de remocéo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
foi feito através da equacdo 2, considerando que o Ms refere-se a leitura final da
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quantidade total de cada HPA na amostra e M; a leitura inicial da quantidade total de
cada HPA na amostra (Adaptado de NAYAK et al., 2016).

_ Mi—-Mf

UM x 100

(Equacao 2)
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Crescimento de microalgas

A microalga Nannochloropsis oculata foi cultivada sob condigdes mixotréficas e
seu perfil de crescimento foi analisado considerando cinco diferentes gradientes de
concentracdo de agua produzida diluida em agua salina. Considerando que as
concentragdes foram divididas e denominados: PBR 1 (meio conway), PBR 2 (25%
(v/v) de &gua produzida), PBR 3 (50% (v/v) de agua produzida), PBR 4 (75% (v/v) de
agua produzida) e PBR 5 (100% de &gua produzida), onde sdo apresentados o0s
resultados na figura 1.

Os cinco primeiros dias corresponderam ao processo de aclimacdo da microalga
ao novo meio de cultivo (Fig 1). Ap6s esses cindo dias de experimento, o crescimento
da microalga N. oculata aumentou em 25% em todos os fotobiorreatores, apresentando
resisténcia aos contaminantes organicos até alcancar a estabilizacdo celular a partir do
15° dia.

w=@==PBR1-0% e e PBR2-25% e==fli===PBR3-50% === PBR4-75% e=mpe==PBR5 -100%
8,00E+07
7,00E+07
6,00E+07

5,00E+07 — +—§

4,00E+07

n2 cel ml

/’
3,00E+07 ’ [Ea— ~— .

2,00E+07 A
Sy ‘ — jr
1,00E+07 e «Li =

0,00E+00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Tempo (Dias)

Figura 1 — Efeito de diferentes concentracfes de agua produzida no crescimento da microalga
Nannochloropsis oculata medido em n° cel mL*. ConcentragGes: PBR 1 — meio conway, PBR 2 - 25%
(v/v) de &gua produzida, PBR 3 - 50% (v/v) de agua produzida, PBR 4 - 75% (v/v) de &gua produzida e
PBR 5 - 100% de agua produzida.

Os resultados demonstram que seu crescimento maior foi apresentado no 19° dia
e no meio de cultivo conway (PBR 1) com concentragdo de 6,50 107 n° cel ml, seguido
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do cultivo em agua produzida a 25% (PBR 2) apresentando resultado final 5,24 107 n°
cel mI' e o cultivo em agua produzida a 50% (PBR 3) com concentracéo final de 4,09
107 n° cel mlL.

Considerando o PBR 4 (75%) seu maior crescimento foi apresentado no 17° dia
com cerca de 2,77 107 n° cel ml*? posteriormente inicia seu decaimento. O PBR 5
(100%) apresentou menor crescimento da microalga marinha onde se manteve constante
durante o experimento, com cerca de 1,17 107 n° cel mI*t. O crescimento constante pode
ter sido influenciado pelos ions presentes nos desemulsificantes inseridos na agua
produzida, onde sao introduzidos diretamente antes da coleta da &gua no poco.

Determinadas espécies apresentam maior sensibilidade aos desemulsificantes
utilizados, inibindo os processos de biorremediagéo, entretanto o uso desses produtos
pode facilitar na biodisponibilidade dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos para a
biodegradacdo (GARR et al., 2014; LEWIS; PRYOR, 2013). Os ions dos
desmulsificantes, quando em altas concentragdes, possuem a capacidade de neutralizar a
superficie celular inibindo a multiplicacdo das mesmas, sendo relatado mesmos
resultados em cultivos acima de 50% de &gua produzida nos experimentos
desenvolvidos por Ammar et al. (2018).

Mesmo a microalga mantendo sua concentragdo celular constante no cultivo
com 100% de agua produzida, a N. oculata apresentou adaptar as condi¢des de cultivo e
aumento de crescimento em 56% no PBR 4 com 75% de agua produzida, o que
correlaciona com outros trabalhos desenvolvidos (ARRIADA, 2014; AMMAR et al.,
2018).

4.3.2. Condicdes de cultivo da microalga para remocéo dos HPAs

Considerando as condicGes de cultivo para o crescimento da microalga e
remocdo dos HPAs, foi feito 0 monitoramento das concentragdes dos macronutrientes
de importancia, nitrogénio e fosforo, em agua para todos os cinco fotobiorreatores
estabelecidos, durante 28 dias (tabela 2).

A condicdo de cultivo nesta pesquisa foi mixotrofico, onde Ji et al. (2013)
consideraram que esses cultivos mixotroficos apresentam condicOes equivalentes para a
remoc¢do de HPAs com relacdo aos heterotroficos. Para que ocorra a melhor remogéo de

HPAs, existe um balanco energético nutricional para microalgas que estabelece uma
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relacdo entre carbono orgéanico, nitrogénio e fosforo (C:N:P), sendo esta relacdo
adequada para 56:9:1 (JI et al., 2013; MIAO et al., 2016).

A concentragdo do nitrogénio na agua produzida foi de 17,85 mg L. Para a
agua salina foi encontrado cerca de 1,28 mg L™. A concentracdo de fosforo na agua
produzida foi de 0,005 mg L*. Para a agua salina foi de 0,15 mg L. Essas condicdes
estabelecem que nesta pesquisa a relacdo de N:P foi de 3,4:1. Xinet et al. (2010)
concluiram que as razdes de N e P para um bom tratamento de aguas residuais podem
variar entre 9:1 a 18:1. Estas condi¢des ja eram esperadas na pesquisa, visto que a dgua
produzida ndo apresenta concentracfes de fosforo significativo o que sugere ter sido
enriquecida tanto com agua salina quanto com a adicao do fosforo.

Apesar das condicBes de cultivo ndo apresentarem relacdo de equilibrio entre os
macronutrientes, a microalga marinha N. oculata apresentou adaptacdo e crescimento
em todas os fotobiorreatores contendo agua produzida, além de obter eficiéncia

significativa na remocdo dos HPAs em até 94%.

4.3.3. Remocdao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em agua

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo determinados como compostos
organicos estruturados com diferentes arranjos lineares, angulares ou agrupados. Os
HPA’s sdo divididos entre baixo peso molecular (Compostos leves que contém dois ou
trés anéis), intermediarios (contém quatro anéis) e com alto peso molecular (Compostos
mais densos que contém cinco ou mais anéis). Quanto maior o peso molecular, maior
sera o ponto de fusdo, hidrofobicidade e lipofilicidade do composto, consequentemente
menor serdo a solubilidade em &gua e pressdo de vapor, 0 que torna a estrutura mais
recalcitrante no meio ambiente (ALEGBELEYE et al., 2017).

A figura 2 apresenta a composicdo de HPAs quanto ao peso molecular dos
compostos em relagdo a concentracdo total. A agua produzida apresenta, inicialmente,
cerca de 99% de compostos leves e 1% para compostos intermediarios e de alto peso
molecular. A agua salina somada ao meio de cultivo conway, apresenta cerca de 87% de
compostos mais leves, 5% de compostos mais densos e 8% de compostos
intermediarios. Estes HPAs provenientes da agua salina podem ter sido inseridos
atraveés da dispersdo de efluentes domeésticos, precipitacdo de particulas da atmosfera e
lixiviacdo do solo e rodovias (SANTOS et al., 2018).
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100% 100%
A 98% B 90%
96% 80%
94% 70%
92% 60%
90% 50%
88% 40%
86% 30%
84% 20%
82% 10%
80% PBR.1 | PBR.2 | PBR.3 | PBR.4 | PBR.5 0% PBR.1 | PBR.2 | PBR.3 | PBR.4 | PBR.5
(0%) (25%) | (50%) | (75%) | (100%) (0%) (25%) | (50%) | (75%) | (100%)
Densos (5 - 6 rings) 5,84 8,3 5,38 5,02 7,38 Denso (5 - 6 rings) 1,34 2,32 1,87 5,43 6,89
M Intermediérios (4 rings) | 8,26 14,09 13,52 13,29 13,59 W Intermedidrios (4 rings) | 9,99 13,84 9,08 1456 | 35,73
Hleves (2 - 3 rings) 102,8 | 687,84 | 1537,25 | 1823,72 | 3016,43 B leves (2 - 3 rings) 9 92,44 | 127,38 | 131,79 | 152,22

Figura 2 — Composicdo de HPAs quanto ao peso molecular dos compostos em relagdo & concentragéo
total. (A) - Composicdo inicial presente nos cinco gradientes de concentracbes diferentes de agua
produzida. (B) - Composicao final presente nos cinco gradientes de concentragfes diferentes de &gua
produzida.

Ap0s a exposicdo da microalga marinha nas concentracdes diferentes de HPAs
no meio, ocorreu a reducdo dos compostos de baixo peso molecular e os de alto peso
molecular, em todos os PBRs, sendo que a maior reducdo foi observada no PBR 5
(100%), apresentando cerca de 3.016,43 pg L reduzindo para 152,22 pg L* dos
compostos leves. Esta reducdo representa cerca de 94%.

Com relagdo aos compostos de alto peso molecular foi apresentada concentragédo
inicial de 7,38 pg L reduzindo para 6,89 pug L. Os compostos intermediérios

apresentaram aumento de 13,59 pg L™ para 35,73 pg L (Tabela 2).

Tabela 2 -. Composicéo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos com relagdo ao peso molecular de
cada composto presente nos cinco gradientes de concentragdes diferentes de dgua produzida diluida em
agua salina. Composi¢do de HPAs total em cada gradiente de concentracdo diferente, bem como a
eficiéncia na remocédo desses HPAs no meio, dado em porcentagem.

Concentracdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (ug L)

Concentracdo inicial Concentracéo final Composicgéo total de HPAs

Leves Interme Densos Leves Interme Densos
(2-4 diarios (5-6 (2-4 diarios (5 - 6 Inicial Final  Eficiéncia
anéis) (4 anéis) anéis anéis) (4 anéis) anéis

Meio de

cultivo 102,8 8,26 5,84 94 9,99 1,34 1169 105,33 10%
(Conway)
PBR. 2 687,84 14,09 8,3 92,44 13,84 2,32 710,23 108,6 85%
(25%)
PBR. 3 1537,25 13,52 538 127,38 9,08 1,87 1556,15 138,33 91%
(50%)
PBR. 4 1823,72 13,29 5,02 131,79 14,56 5,43 1842,03 151,78 92%
(75%)
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PBR. 5 3016,43 13,59 7,38 152,22 35,73 6,89 30374 194,84 94%
(100%)

Apesar de o crescimento microalgal ser reduzido quando aumenta as
concentragfes de agua produzida no meio, foi apresentado aumento da eficiéncia na
remocdo de HPAs totais por parte das microalgas quando também se aumenta as
concentracdes de agua produzida, destacando a eficiéncia de remocdo em 10% para
PBR 1 (conway), 85% para PBR 2 (25%), 91% para PBR 3 (50%), 92% para PBR 4
(75%) e 94% para PBR 5 (100%).

A remocdo dos HPAs em agua utilizando microalgas, pode ocorrer através de
duas vias: pela bioacumulacdo intracelular ou pela  biodegradacdo
(SUBASHCHANDRABOSE et al., 2013). A biodegradacdo dos compostos policiclicos
aromaticos pelas microalgas marinhas ocorre sob condigdes mixtréficas, sendo os
compostos oxidados por enzimas oxiredutases, além disso pode formar fracoes
intermediarias hidroxilados, justificando o aumento das fragfes intermediérias no meio
(ALEGBELEYE et al., 2017).

4.3.3.1. Remoc&o de compostos de baixo peso molecular

Os compostos de baixo peso molecular possuem de dois a trés anéis aromaticos,
sendo estes denominados: naftaleno (NAP), acenaftileno (APT), acenafteno (ACE),
fluoreno (FLU), fenantreno (PHE), antraceno (ANT). O monitoramento da remocéo
desses HPAs foi planejado durante vinte e oito dias de experimento sendo estabelecidos
cinco intervalos de amostragens diferentes: considerando o tempo inicial no 1° dia, 7°
dia, 14° dia, 21° dia e tempo final no 28° dia.

O composto NAP apresentou maior concentracdo no PBR 5, inicialmente com
2.789,36 pg L reduzindo para 105 pg L, constatando eficiéncia de 96% de remogdo
(Fig. 3A). As menores concentragdes foram apresentadas no PBR 1 (meio de cultivo) de
NAP com resultado inicial de 73,47 pg L™ reduzindo para 59,30 pg L, apresentando
eficiéncia de apenas 19%. Para 0os PBRs 2, 3 e 4 foram apresentados valores iniciais de
587,71 pg L7, 1392,39 ug L e 1642,80 ug L, reduzindo para 63,89 pg L, 86,36 ug
L™ e 93,01 pg L™ respectivamente.
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A remocdo deste composto pode ter sucedido pela biotransformacdo em
subprodutos metabdlitos principais como: 1-naftol, 4-hidrox-4-tetralona, cis- naftaleno
di -hidrodiol e trans-naftaleno di —hidrodiol, onde apresentam concentracbes né&o
toxicas quando liberados para o meio ambiente (SEMPLE et al., 1999). Outras espécies
de microalgas (Chlorella vulgaris e Chlorella pyrenoidosa) foram capazes de oxidar o
NAP através da formacdo do metabdlito 1-naftol subproduto. Estas espécies foram
cultivadas em condicdes axénicas e fototroficas, apresentando crescimento celular e
remogao do composto com concentragdo de 50 mg L™ em apenas 7 dias, como também
observado na presente pesquisa, onde foi removido mais de 78% do NAP em todos os
PBRs (KONG et al., 2011).

Considerando o composto APT, a maior concentragao foi apresentada no PBR 5
com 8,54 pg L? reduzindo para 0,36 pg L™ obtendo cerca de 95% de eficiéncia na
remocéo (Fig. 3B). A menor concentracéo foi no PBR 1 com 0,70 pg L™ reduzindo para
0,33 pug L™ com 52% de eficiéncia. Os resultados de ACE foram constatados reducédo
apenas nos PBRs 1 e 2 contendo inicialmente 5,3 ug Lt e 9,43 ug Lt para 0,84 ug L' e
0,38 pg L respectivamente (Fig. 3C). Para os PBRs 3, 4 e 5 foram constatados
aumento nas concentragdes inicialmente com 2,81 ug L%, 3,98 pg Lt e 4,55 pg L*

aumentando para 16,34 ug L%, 13,94 ug L e 12,56 pg L respectivamente.

Em relacdo ao FLU, o maior resultado também foi no PBR 5 (100%) com
reducdo do FLU apos sete dias de cultivo, onde inicialmente era de 49,27 pg L*
reduzindo para 4,24 pg L*com eficiéncia 91% de remogdo (Fig. 3D). O menor valor
apresentado foi no PBR 2 com 13,40 pg L™ reduzindo para 3,92 pg L™, significa 71%

de eficiéncia na remocéo do FLU.

Para resultados referentes ao PHE, foi observado no PBR 5 contendo 164,16 ug
L inicialmente e com redugdo para 28,01 ug L™, apresentando eficiéncia de remocéo
de 83%, com relagéo a este composto (Fig. 3E). Em relacéo aos outros fotobiorreatores
como o PBR 2, 3 e 4, apresentaram resultados iniciais de 73,75 ug L, 107,49 pg L e
133,91 pg LY, com reducdo final de 23,02 pug L, 19,81 pug L e 19,66 pg L*
respectivamente. O PBR 1 apresentou leve aumento com relacdo aos resultados iniciais
de 20,16 pg L para 29,08 pg L.
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A remocdo de PHE pode ocorrer pela biotransformacdo em metabdlitos
secundarios como constatado por Chen et al., (2006) onde cultivaram a microalga
Selenastrum capricornutum para avaliar a remocdo de HPAs em agua. Os resultados
iniciais sobre os metabolitos de HPAs revelaram que o PHE foi convertido em quatro
monohidroxifenantrenos diferentes (1-, 2-, 3- e 9-hidroxi-fenantreno) e dois
dihidroxifenantrenos, possibilitando a remogéo de 99% de PHE (CHEN et al., 2006).
Esta biotransformacgdo pode ser influenciada pelo principio de fotodegradacdo, o uso
fotoquimico da luz para envolver nas reagbes quimicas necessarias para quebra de
ligacdo dos compostos (ZHANG et al., 2017).
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Figura 3 — Monitoramento das concentragcGes dos compostos de baixo peso molecular: (A) — Naftaleno,
(B) — Acenaftileno, (C) — Acenafteno, (D) — Fluoreno, (E) — Fenantreno e (F) — Antraceno, durante vinte e
oito dias de cultivo, considerando os cinco forobiorreatores: PBR.1 — meio de cultivo conway; PBR. 2 —
25% (v/v) de 4gua produzida diluida com é&gua salina; PBR. 3 — 50% (v/v) de &4gua produzida diluida em
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agua salina; PBR. 4 — 75% (v/v) de agua produzida diluida em agua salina; PBR. 5 — 100% de agua
produzida.

Os resultados de ANT também apresentaram aumento para os PBRs 1, 4 e 5,
inicialmente com 0,89 pg L?, 0,55 pg Lt e 0,55 pg L aumentando para 1,22 pg L7,
1,30 pug Lt e 1,37 pg L respectivamente (Fig. 3F). Apenas os PBRs 2 e 3 ocorreu
diminuicdo dos resultados passando de 1,16 pg L™ e 0,93 pug L™ para 0,92 pg L™ e 0,89

ug L respectivamente.

O aumento das concentracdes ANT pode ser explicado pela teoria da remogéo
de um anel benzénico do benzo (a) antraceno favorecendo no aumento da concentragdo
de antraceno no meio. Além disso a biomassa de microalgas apresenta sua propria
composicdo de hidrocarbonetos aromaticos, onde foi constatado que a espécie
Nannochloropsis oculata apresenta fracGes organicas contendo carboidratos que podem
ser descarbonatados e fragmentados em oleofinas que eventualmente séo convertidas
em hidrocarbonetos aromaticos (PENGYU et al., 2018).

4.3.3.2.  Remocdo de compostos de peso molecular intermediario

Os compostos de peso molecular intermediarios sdo 0s que possuem quatro anéis
aromaticos, sendo estes: Fluoranteno (FOR), pireno (PYT), benzo (a) antraceno (BaA) e
criseno (CHR). As concentrages de FOR nos cultivos com PBRs 1, 2 e 3, apesar de
apresentarem um aumento no 14° dia, posteriormente permaneceram constante, ndo
apresentando remocao significativa, pois a eficiéncia foi equivalente a 8% para este
composto (Fig. 4A). Para os PBRs 4 e 5 apresentam aumento nas concentragdes de
FOR, inicialmente com 2,74 pug L* e 2,91 pg L? para 423 pg Lt e 7,53 pg L?

respectivamente.

Outros compostos apresentaram aumento na concentragdo, como o PYT ap6s
quatorze dias de cultivo. Este aumento foi verificado nos PBRs 1, 2, 4 e 5 apresentando
resultados iniciais de 4,83 pg L%, 6,77 pug L2, 6,28 pug L e 5,94 pg L™ aumentando
para 6,11 ug L2, 9,07 ug L2, 7,03 ug L e 20,37 ug L respectivamente (Fig. 4B). O

aumento pode ser explicado pois determinados compostos organicos ndo séo
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metabolizados por processos enzimaticos, porque sao adsorvidos pela area superficial
de contato da parece celular de microalgas devido a lipofilicidade do composto (LEI et
al., 2007).

O PYT possui quatro anéis aromaticos que influencia na bioacumulagdo por ser
um composto mais estavel e recalcitrante em meio aquoso. O aumento dos valores de
PYT ao final do experimento pode ser explicado devido a esta bioacumulacdo pelas
microalgas nos primeiros tempos de cultivo e posteriormente a eliminacdo deste

composto para o meio (LEI et al., 2007).

O composto BaA foi removido no PBR 2 (25%) onde inicialmente continha 0,63
ug L reduzindo para 0,25 pg L com 60% de eficiéncia na remogcéo (Fig. 4C). Ja para
o PBR 3 com concentragio de 0,56 pg L™ reduzindo para 0,31 pg L apresentou cerca
de 44% de eficiéncia na remocéo. Para os outros fotobiorreatores os resultados obtidos
apresentaram aumento nas concentracfes de BaA, onde os PBRs 1, 4 e 5 inicialmente
0,03 pug Lt 0,51 pug Lte 0,51 pg L apresentando aumento para 0,34 pg L2, 0,81 pg L

1e0,83 pg L%, respectivamente.

A maior remocdo do composto CHR identificado foi no PBR 3 com
concentragdes iniciais de 3,48 pg L™ reduzindo para 0,59 pg L com eficiéncia de 83%.
Os PBRs 1 e 2 apresentaram eficiéncia de remocdo em 28% e 74% respectivamente,
com concentragdes iniciais de 1,04 ug L™ e 3,01 pg L? reduzindo para 0,75 pg L e
0,79 pg L respectivamente (Fig. 4D).

Vias metabdlicas utilizadas pelas microalgas ndo sdo extensamente conhecidas
pela ciéncia, portanto trabalhos como o Li et al. (2019) apresentaram alternativas para o
uso de outros microrganismos como bactérias hidrocarbonoclasticas, que promovem a
quebra de ligacdo dos compostos mais estaveis favorecendo no crescimento da
microalga Selenastrum capricornutum, que biodegrada compostos de menor peso
molecular juntamente com os metabdlitos formados das bactérias, tornando-se uma

alternativa importante para a simbiose entre bactérias e microalgas.
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Figura 4 - Monitoramento das concentragdes dos compostos intermediarios: (A) — Fluoranteno, (B) —
Pireno, (C) — Benzo (a) antraceno, (D) — Criseno, durante vinte e oito dias de cultivo, considerando os
cinco forobiorreatores: PBR. 1 — meio de cultivo conway; PBR. 2 — 25% (v/v) de &gua produzida com
agua salina; PBR. 3 — 50% (v/v) de 4gua produzida diluida em &gua salina; PBR. 4 — 75% (v/v) de &gua
produzida diluida em dgua salina; PBR. 5 — 100% de &gua produzida.

4.3.3.3. Remocéo de compostos de alto peso molecular

Os compostos de alto peso molecular apresentam cinco a seis anéis aromaticos,
sendo estes: Benzo (b) fluoranteno (BbF), benzo (k) fluoranteno (BkF), Indenol,2,3-c,
d pireno (IP), Dibenzo (a,h) antraceno (DahA) e Benzo (g,h,i) perileno (BghiP). Os
valores de indenol (1,2,3cd) pireno e dibenzo (ah) antraceno ndo foram detectados na
agua produzida e agua salina, por apresentarem concentragdes abaixo do limite de

deteccdo do equipamento. Portanto nenhuma eficiéncia de reducgéo foi observada.

Os resultados apresentam eficiéncia na remocdo do BaP em 99% para todos 0s
PBRs apresentados, considerando a maior concentracdo no PBR 5, inicialmente com
3,17 pg Lt reduzindo para 0,26 pg L (Fig. 5C). No PBR 1 a concentragdo inicial de
BaP foi de 1,87 pg L™ reduzindo para 0,1 pg L™ com 94% de eficiéncia. Em relagdo ao
PBR 2, inicialmente foi apresentado cerca de 1,95 pg L™ reduzindo para 0,2 pg L e
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para os PBRs 3 e 4 foram apresentados inicialmente concentragdes de 1,81 pug L e 1,78

ug L respectivamente, reduzindo para 0,01 pg L™ em ambos.

O BaP é um HPA extremamente perigoso por ser carcinogénico. Sua remogao é
dada pelas vias metabdlicas causada pela enzima dioxigenase, sendo a principal via para
a ativar o dioxigénio. O catabolismo dos HPAs pode produzir compostos metabdlicos
intermediarios, entretanto estes compostos podem ser biologicamente ativos e reter a
toxicidade (SUBASHCHANDRABOSE et al., 2013).

A reducdo do composto BbF em agua produzida proporcionou eficiéncia de 99%
em todos os PBRs propostos apos sete dias de cultivo (Fig. 5A). O maior valor obtido
com relacdo ao BbF foi apresentado no PBR 5 inicialmente com 1,98 pg L™ reduzindo
para 0,01 ug L. A remocédo de BbF foi obtido com cerca de 95%. Pesquisas sugerem
que os valores de remocédo sdo influenciados quando as microalgas sdo submetidas a
uma mistura e ndo quando séo cultivadas com um composto organico isolado (LEI et
al., 2007; BLANCO et al., 2016).

A remocdo desses compostos em agua € resultante da producdo de metabdlitos
facilitadores na degradacdo, entretanto nem todos os metabdlitos produzidos por
microalgas sdo totalmente conhecidos e nem apresentados por todas as espécies
utilizadas na remog¢do de HPA’s. Com rela¢do ao BaP, o metabolito mais identificado a
partir de 24 horas de cultivo foi o didrodiol formado em 4,5 dBaP na microalga
Selenastrum capricornutum (BLANCO et al., 2016). Entretanto outros metabolitos
podem ser produzidos e identificados como cis-di-hidrodiol nos primeiros estagios da
biodegradacdo, portanto sugere-se ser o facilitador na remocdo de alguns compostos
organicos em apenas sete dias de cultivo, como observado na presente pesquisa
(GARCIA DE LLASERA et al., 2017).

Considerando o aumento dos valores do BKF em todos os fotobiorreatores
contendo diferentes concentragdes de diferentes de dgua produzida, pode ser explicado
devido a baixa solubilidade em &gua, sendo mais biodisponiveis no meio aquoso,
portanto durante o experimento o BKF torna mais biodisponivel em agua sem a absor¢ao
pela microalga. A ordem decrescente de solubilidade em &gua consistem em:
BaA>BaP>BbF>BkF (BLANCO et al., 2016).
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Figura 5 — Monitoramento das concentra¢fes dos compostos de alto peso molecular: (A) — Benzo (b)
fluoranteno, (B) — Benzo (k) fluoranteno, (C) — Benzo (a) pireno e (D) — Dibenzo (a,h) anraceno, durante
vinte e oito dias de cultivo, considerando os cinco forobiorreatores: PBR. 1 — meio de cultivo conway;
PBR. 2 — 25% (v/v) de agua produzida com agua salina; PBR. 3 — 50% (v/v) de agua produzida diluida
em agua salina; PBR. 4 — 75% (v/v) de agua produzida diluida em agua salina; PBR. 5 — 100% de agua
produzida.

4.3.4. Concentracdo de metais em agua e na biomassa microalgal

Os principais resultados demonstram concentracGes de metais abaixo do limite de
deteccdo do equipamento, como o cadmio (<0,01 mg.L™?), cromo (<0,01mg.L™?), niquel
(<0,02 mg.L?Y) e chumbo (<0,01 mg.Ll). Ammar et al. (2018) realizaram testes de
remocdo de hidrocarbonetos com a microalga Nannochlopsis oculata em agua
produzida do campo petrolifero de Al-Ahdab localizado na provincia de Wasit — Iraque.
Foi apresentado resultados da caracterizagdo da agua residual semelhante ao da presente
pesquisa, contendo baixas concentracdes dos metais com 0,2 mg L™ de cromo, 0,2 mg

L1 de niquel, 0,1 mg L de ferro e 1 mg L de zinco.

O ferro (Fe) e zinco (Zn) foram os metais detectados nesta pesquisa, apresentando
resultados inicias de 1,57 + 0,08 mg.L™* e 0,23 + 0,05 respectivamente no PBR 5, com
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reducdo para < 0,1 mg.L* do ferro e aumento para 3,90 + 0,46 mg.L* de zinco, apds 28
dias de cultivo. As menores concentragdes encontradas do Fe foram nos PBRs 1 e 2
com <0,10 mg.L e 0,22 + 0,02 mg.L? respectivamente, sendo este Gltimo reduzido
para <0,10 mg.L. O Fe é extremamente importante para microalgas marinhas por
participar de vias biossintéticas da clorofila, citocromos, transporte respiratorio de
elétrons e transporte fotossintético de elétrons (ABINANDAN et al., 2019; YANG et
al., 2017).

A maior concentragdo de zinco foi encontrada no PBR 1 contendo 0,25 = 0,02 mg
L aumentando para 1,36 + 0,32 mg L*. A menor concentragio de Zn ocorreu no PBR
4 com 0,12 + 0,01 mg L aumentando para 3,54 + 0,65 mg L*. O aumento dos
resultados para Zn foi verificado em todos os PBRs. Areco et al. (2018) afirmam que o
Zn tende a ser precipitado pelas microalgas ao invés de ser bioacumulado a depender do
pH do meio (5 — 6). O zinco pode ser acumulado e formar cristais visiveis nas células
internas das microalgas, sendo excretado quando em condicdes estressantes de cultivo,

0 que explica o aumento de Zn nos PBRs desta pesquisa (KOPPEL et al., 2019).
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4.4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi identificado que a microalga marinha Nannochloropsis oculata
utilizada para a remocao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em &gua produzida
apresentou maior eficiéncia na remocdo dos compostos de baixo peso molecular
(naftaleno, acenaftileno, fluoreno e fenantreno) e de alto peso molecular (benzo (a)
fluoranteno e benzo (a) pireno), demonstrando que esta microalga marinha é capaz de
contribuir para a degradacgéo de poluentes organicos.

Os compostos moleculares intermediarios aumentaram de concentragdo em
todos os fotobiorreatores, provavelmente pela formacdo de metabdlitos secundarios e
subprodutos intermediarios através da biodegradacdo de outros compostos. A retirada
de um anel benzénico pode ter influéncia no aumento das concentrages de outros
compostos como pireno e antraceno.

A microalga apresentou adaptacdo as diferentes concentracbes de agua
produzida diluida em agua salina com crescimento celular até o PBR 4 (75%). Apenas
no fotobiorreator contendo a agua produzida concentrada foi apresentando um leve
crescimento e posteriormente inibicdo e estabilidade celular. Contudo o PBR 5 foi o0 que
apresentou melhor remocdo dos compostos, pois as células mortas de microalgas
identificam-se como particulas adsorventes no meio permitindo a remocdo de HPASs na
agua.

Os metais sdo considerados como elementos essenciais para as vias metabolicas
da microalga, entretanto o zinco formou precipitado no meio pela excrecdo da
microalga aumentando suas concentragcdes no meio, devido ao estresse com compostos
toxicos (HPAS). Sugere-se maior investigacdo sobre as vias metabdlicas para entender

0s processos de biotransformacdo de HPAs dentro das células de microalgas.
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5. CONCLUSAO

As microalgas marinhas respondem a muitos poluentes orgéanicos de vérias
maneiras, desde a bioacumulagdo & biodegradacéo. Estes microrganismos apresentaram
o potencial de tolerar meios com alta salinidade e compostos organicos perigosos e
toxicos, devido ao seu metabolismo versatil e a sua capacidade de adaptacéo fisiologica
e genética. Foi apresentado que microalgas mixotréficas podem ser empregadas com
sucesso para remediar os ambientes poluentes. A vantagem do emprego de microalgas
marinhas mixotroficas para ficorremediacdo € que ocorre a diminui¢do da concentracao

de poluentes sem apresentar efeitos adversos no seu crescimento.

O presente trabalho apresenta a necessidade de selecionar microalgas marinhas
que demonstrem adaptacdo aos poluentes organicos toxicos e recalcitrantes, além de
proporcionar a remocao e biodegradacéo efetiva. Sugere-se que sejam investigados mais
métodos da biologia molecular que possam ajudar na identificacdo e selecdo de espécies
de microalgas marinhas com potencial metabdlico mixotréfico desejavel para

remediacdo de ambientes poluidos.

Outras espécies de microalgas marinhas devem ser estudadas e identificadas
com eficiéncia na remocdo de compostos organicos especificos, promovendo o uso de
um consorcio e proporcionando maior remocdo de HPAs. Consorcio entre microalgas e
bactérias também podem proporcionar maior eficiéncia na biodegradacdo dos

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

Importante que a biomassa gerada ap6s o tratamento da agua produzida seja
coletada, avaliada e identificada com potencial de reaproveitamento para geracdo de
bioprodutos de qualidade e que possibilite agregar valor favorecendo a economia

circular.
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APENDICE

Tabela 1- Apresentacdo dos resultados das concentragdes dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
apresentados em todos os fotobiorreatores com o monitoramento temporal de até vinte e oito dias. Para
todos os resultados foi feito média e desvio padrao utilizando os softwares BioEstat 5.0 e 0 Microsoft
Excel versdo 2010.

(%viv) AP 1° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
(PBR1-0%) 73,4740l 163,45£10,08  31,12+2,95 79,06£6,55 50,3%6,81
(PBR2-25%) 587,71+19,23 129,99+3,06 68,48+12,27 101,05+1,41 63,80+11,88
Naftaleno (PBR3-50%) 1392,39+41,48 122,52+1,93 77,26+25,05 58,91+13,92 86,36+9,79
(PBR4-75%)  1642,80+16645  135,68+4,01 96,61+7,86 23,4945,56 93,016,18
(PRB5-100%) 2789,369375  12598+1155  5151+3,12 8,47+1,04 105,68+1,91
(PBR1-0%)  0,70£0,42 0,7540,80 0,0240,01 1,03£0,02 0,33+0,06
(PBR2-25%)  2,39+0,79 0,5740,16 0,89+0,03 1,2740,14 0,31£0,04
Acenaftileno (PBR3-50%)  51240,70 0,4920,12 0,50£0,14 0,7040,19 0,3040,02
(PBR4-75%)  6,01+0,64 0,47+0,03 0,54£0,06 0,78£0,23 0,24£0,01
(PRB 5-100%) 8,54+1,72 0,32£0,07 0,35£0,19 0,46£0,06 0,3620,06
(PBR1-0%)  5,30£0,96 0,4620,09 4,94+0,99 8,1040,91 0,8440,10
(PBR2-25%) 9,43+1,84 0,51£0,03 10,29+0,23 15,00+0,14 0,38£0,04
Acenafteno  (PBR3-50%)  2,81£0,07 0,65+,13 8,23£0,01 15,98+1,84 16,3420,23
(PBR4-75%)  3,98+0,56 0,36£0,02 9,02+1,85 17,99+2,01 13,94£0,01
(PRB 5-100%)  4,55£0,39 0,29+0,04 10,70+0,94 0,0240,02 12,56+0,87
(PBR1-0%)  2,28+0,28 2,96£0,98 3,33£0,19 3,56£0,06 3,23£0,75
(PBR2-25%)  13,40+1,08 3,95£0,30 4,3£0,64 3,9740,22 3,02+0,08
Fluoreno (PBR3-50%) 28,51%342 3,33£0,05 3,76£0,29 3,66£0,16 3,68+0,05
(PBR4-75%)  36,473,59 3,1540,15 4,0840,07 4,56+0,36 3,5540,40
(PRB 5-1009%) 49,27+1,45 3,0740,15 5,47+1,21 3,71£0,14 4,24+0,31
(PBR1-0%) 20,161,332 21,34+3,04 25,15+2,34 21,3142,15 29,08+2,51
(PBR2-25%) 73,75:0,19 24,47+2,88 32,7845,05 23,181,87 23,02+1,25
Fenantreno  ooc s s00)  107,4940,76 23,77+1,69 30,93+1,98 2351+1,29 10,81+1,76
(PBR4-75%) 13391%17,40  25,2840,51 21,45£0,61 33,98£0,47 19,66+1,32
(PRB5-100%) 164,16+26,21  33,42:+4,02 36,550,384 22,83+4,07 28,01+1,87
(PBR1-0%)  0,89£0,28 1,1740,38 1,75£0,04 1,5240,14 1,2240,01
(PBR2-25%) 1,16£0,41 1,240,26 1,410,12 1,35£0,34 0,0240,24
Antraceno  (PBR3-50%)  0,93%0,32 0,08£0,05 1,75:0,31 1,49+0,04 0,89£0,10
(PBR4-75%)  0,55£0,13 0,8740,20 1,19+0,03 2,18£0,60 1,39+0,37
(PRB5-100%) 0,55:0,11 0,86£0,02 1,29+0,26 1,32+0,43 1,37+0,30
(PBR1-0%)  2,36£0,23 2,47+0,46 3,2240,19 3,26+1,68 2,79+0,73
(PBR2-25%)  3,680,63 2,79+0,66 4,19+0,49 3,11£0,53 3,73£0,12
Fluoranteno  popp 5 5006)  3,0340,62 2,88+0,24 3,76+1,36 3,840,22 2,79+0,09
(PBR4-75%)  2,74+0,49 3,05+0,42 4,25+0,07 4,49+0,19 4,23+1,85

36



Pireno

Benzo
(a)antraceno

Criseno

Benzo (b)
fluoranteno

Benzo (k)
fluoranteno

Benzo (a)
pireno

Indenol,2,3-
¢, d pireno

Dibenzo
(a,h)
antraceno

Benzo (g,h,i)
perileno

(PRB 5 -100%)
(PBR 1 -0%)

(PBR 2 - 25%)
(PBR 3 - 50%)
(PBR 4 - 75%)
(PRB 5 -100%)
(PBR 1 -0%)

(PBR 2 - 25%)
(PBR 3 - 50%)
(PBR 4 - 75%)
(PRB 5 -100%)
(PBR 1 -0%)

(PBR 2 - 25%)
(PBR 3 - 50%)
(PBR 4 - 75%)
(PRB 5 -100%)
(PBR 1 -0%)

(PBR 2 - 25%)
(PBR 3 - 50%)
(PBR 4 - 75%)
(PRB 5 -100%)
(PBR 1 -0%)

(PBR 2 - 25%)
(PBR 3 - 50%)
(PBR 4 - 75%)
(PRB 5 -100%)
(PBR 1 -0%)

(PBR 2 - 25%)
(PBR 3 - 50%)
(PBR 4 - 75%)
(PRB 5 -100%)
(PBR 1 -0%)

(PBR 2 - 25%)
(PBR 3 - 50%)
(PBR 4 - 75%)
(PRB 5 -100%)
(PBR 1 -0%)

(PBR 2 - 25%)
(PBR 3 - 50%)
(PBR 4 - 75%)
(PRB 5 -100%)
(PBR 1 -0%)

(PBR 2 - 25%)

2,91+0,35
4,83+0,35
6,77+1,13
6,45+0,47
6,28+0,57
5,94+0,89
0,03+0,01
0,63+0,21
0,56+0,14
0,51+0,07
0,51+0,11
1,04+0,10
3,01£1,55
3,48+0,28
3,76+0,54
4,23+1,52
2,44+0,96
2,49+0,85
1,47+0,18
1,51+0,34
1,98+0,96
1,49+0,21
1,99+0,07
1,99+0,12
1,51+0,54
2,01+1,06
1,87+0,31
1,95+0,98
1,81+0,71
1,78+0,12
3,17+0,49
0,01+0,00
0,02+0,00
0,02+0,01
0,1+0,00
0,1+0,0
0,01+0,00
0,04+0,02
0,04+0,00
0,1+,00
0,1+0,00
0,02+0,01
1,81+0,71

4,75+0,35
4,61+0,10
4,17+0,89
3,75+0,28
6,39+0,19
9,05£1,53
0,16+0,03
0,4+0,24

0,3+0,08

0,36+0,01
0,72+0,13
6,17+0,27
1,06+0,73
1,36+0,49
2,16+0,26
6,45+0,17
0,01+0,01
0,01+0,01
0,03+0,02
0,24+0,04
0,01+0,01
0,90+0,45
0,77+0,54
1,20+0,36
0,74+0,14
3,04+0,60
0,25+0,10
0,10+0,08
0,05+0,01
0,06+0,03
0,15+0,07
0,00+0,00
0,01+0,01
0,01+0,01
0,00+0,00
0,59+0,01
0,01+0,00
0,01+0,00
0,01+0,00
0,01+0,00
0,01+0,00
0,20+0,00
0,28+0,00

5,69+0,62
6,34+0,39
8,74%1,71
8,18+3,90
7,51+1,96
13,71+1,00
0,7+0,06
1,11+0,27
0,81+0,78
1,76x0,77
1,42+0,24
3,21+2,06
1,12+0,63
1,37+0,01
2,09+0,01
11,98+3,75
0,14+0,03
0,19+0,02
0,25+0,01
0,59+0,12
0,19+0,07
2,56+0,99
3,07+0,01
3,92+1,77
6,45+1,03
6,73+0,51
0,14+0,08
0,12+0,06
0,13+0,07
0,16+0,06
0,15+0,03
0,03+0,01
0,07+0,02
0,00+0,00
0,05+0,05
0,13+,03
0,02+0,01
0,18+0,04
0,16+0,07
0,01+0,00
0,14+0,03
1,08+0,18
0,68+0,09

3,38+0,72
6,64+0,09
6,02+0,88
5,33+0,71
7,99+0,12
5,69+0,24
0,21+0,02
0,38+0,06
0,25+0,04
0,59+0,05
0,39+0,17
0,55+0,04
0,77+0,08
1,37+0,01
1,49+0,17
3,93+1,34
0,01+0,01
0,02+0,01
0,02+0,01
0,01+0,01
0,01+0,01
0,64+0,2

3,18+0,74
1,35+0,26
1,75+0,59
1,04+0,17
0,17+0,06
0,15+0,07
0,13+0,11
0,33+0,04
0,00+0,00
0,00+0,00
0,00+0,00
0,01+0,01
0,01+0,00
0,01+0,01
0,00+0,0

0,00+0,00
0,00+0,1

0,01+0,00
0,00+0,00
0,18+0,00
0,01+0,00

7,563+0,93
6,11+0,77
9,07+1,02
5,39+2,04
7,03+0,91
20,37+4,05
0,34+0,04
0,25+0,09
0,31+0,11
0,81+0,10
0,83+0,15
0,75+0,13
0,79+0,16
0,59+0,10
5,41+1,41
7,00£1,15
0,04+0,02
0,13+0,09
0,01+0,01
0,01+0,01
0,00+0,00
1,15+0,40
1,82+0,68
1,85+0,01
3,77%0,25
5,80+1,48
0,10+0,02
0,20+0,13
0,01+0,00
0,01+0,00
0,26+0,02
0,02+0,01
0,00+0,00
0,00+0,00
0,00+0,00
0,00+0,00
0,01+0,00
0,00+0,00
0,00+0,00
0,01+0,00
0,00+0,00
0,02+0,00
0,17+0,06
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(PBR 3-50%)  0,05+0,02 0,02+0,02 0,55+0,27 0,25+0,06 0,00+0,00
(PBR 4 -75%)  0,02+0,02 0,17+0,03 0,58+0,20 0,24+0,10 1,63+0,26
(PRB 5-100%) 0,02+0,02 1,33+0,13 1,72+0,03 0,01+0,00 0,83+0,11
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