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RESUMO

A &gua produzida (AP) da inddstria do petréleo representa um desafio ambiental significativo
devido a sua alta salinidade e composi¢do quimica complexa. O tratamento sustentavel desse
efluente é essencial para reduzir impactos ambientais e possibilitar seu reuso. Microalgas, como
Dunaliella salina, destacam-se como alternativa biotecnoldgica para a remediacao da AP, além
de permitirem a producdo de biocompostos de alto valor agregado, como lipidios e pigmentos.
Este estudo avaliou os efeitos da aplicacdo de corrente elétrica alternada e diferentes espectros
luminosos sobre o crescimento, producdo de biomassa, lipidios e pigmentos de D. salina
cultivada em AP e meio sintético. Foram testadas diferentes intensidades de corrente elétrica
(50, 750 e 990 pA) e frequéncias (1, 50 e 100 Hz), bem como iluminagdo com LED de distintos
comprimentos de onda (vermelho, azul, rosa e branco), na intensidade luminosa de 3.800 lux.
Os resultados demonstraram que a aplicacao de 50 pA na frequéncia de 1 Hz, 1x ao dia por 30
minutos, no meio Conway com salinidade de 8,5 % de sais, promoveu um aumento de 92% na
taxa de crescimento especifico. O melhor acimulo de biomassa (70%), foi visto no Conway
com 3,5% de sais, sob o estimulo elétrico de 50 pA na frequéncia de 1 Hz, 1x ao dia por 30
minutos. O tratamento intermitente (5 minutos ligados e 5 minutos desligados), na intensidade
de corrente alternada de 750 pA na frequéncia de 1 Hz, no Conway 3,5% de sais, resultou em
um aumento de 104% na producdo de lipidios. A AP também mostrou efeitos positivos ao
estimulo elétrico, na salinidade de 8,5% foi visto um incremento de 23% na producdo de
biomassa, na intensidade de corrente elétrica de 990 pA aplicada 2x ao dia por 30 minutos.
Enquanto a intensidade de corrente de 50 pA, aplicada 1x por dia por 30 minutos, obteve 66%
de acumulo de lipidios. O estimulo luminoso apresentou impactos positivos na D. salina, sob o
LED vermelho, houve um aumento de 62 e 34%, na taxa de crescimento especifico e producao
de biomassa, respectivamente, o LED azul estimulou a produgdo lipidica um aumento de
aproximadamente 205%. Os achados reforcam o potencial da combinagcdo de estimulos
elétricos e luminosos para a otimizagdo do cultivo de D. salina, contribuindo para bioprocessos
sustentaveis e para a viabilidade do uso da AP como meio de cultivo em aplicacGes
biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Dunaliella salina, &gua produzida, corrente alternada, lipidios, biomassa,
LED.



ABSTRACT

Produced water (PW) from the oil industry represents a significant environmental challenge
due to its high salinity and complex chemical composition. Sustainable treatment of this effluent
is essential to reduce environmental impacts and enable its reuse. Microalgae, such as
Dunaliella salina, stand out as a biotechnological alternative for PW remediation, while also
allowing the production of high-value biocompounds such as lipids and pigments. This study
evaluated the effects of alternating electric current and different light spectra on the growth,
biomass production, and accumulation of lipids and pigments in D. salina cultivated in PW and
synthetic medium. Different electric current intensities (50, 750, and 990 pnA) and frequencies
(1, 50, and 100 Hz), as well as LED lighting with different wavelengths (red, blue, pink, and
white) at a light intensity of 3,800 lux, were tested. The results showed that applying 50 YA at
a frequency of 1 Hz, once a day for 30 minutes, in Conway medium with 8.5% salt salinity,
promoted a 92% increase in specific growth rate. The highest biomass accumulation (70%) was
observed in Conway with 3.5% salts, under electric stimulation of 50 pA at 1 Hz, once a day
for 30 minutes. The intermittent treatment (5 minutes on and 5 minutes off), using 750 pA of
alternating current at 1 Hz in Conway 3.5% salts, resulted in a 104% increase in lipid
production. PW also showed positive effects under electrical stimulation. At 8.5% salinity,
biomass production increased by 23% when applying 990 pA twice a day for 30 minutes.
Meanwhile, an intensity of 50 pA applied once a day for 30 minutes led to a 66% lipid
accumulation. Light stimulation also had positive impacts on D. salina: under red LED light,
there was a 62% and 34% increase in specific growth rate and biomass production, respectively,
and blue LED light stimulated lipid production by approximately 205%. These findings
highlight the potential of combining electrical and light stimuli to optimize D. salina
cultivation, contributing to sustainable bioprocesses and enhancing the feasibility of using PW
as a culture medium in biotechnological applications.

Keywords: Dunaliella salina, produced water, alternating current, lipids, biomass, LED.
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1. INTRODUCAO GERAL

A crescente geracdo de agua produzida (AP) pela indUstria do petroleo representa
um desafio ambiental significativo, devido ao seu alto teor salino e composicao quimica
complexa (Tabela 4). O tratamento adequado desse efluente € essencial para minimizar
impactos ambientais e permitir sua reutilizacdo de forma sustentavel (Veil, et al., 2004;
Guerra, et al., 2011). Nesse contexto, o uso de microalgas surge como uma estratégia
biotecnoldgica promissora, pois esses microrganismos sdo capazes de metabolizar
compostos presentes na AP, a0 mesmo tempo que produzem biocompostos de alto valor

agregado, como lipidios e pigmentos.

Dentre as microalgas estudadas, Dunaliella salina se destaca por sua alta
tolerdncia a salinidade e potencial para a producdo de bioprodutos de interesse industrial.
Para otimizar seu cultivo, diferentes abordagens fisicas e quimicas tém sido testadas,
incluindo variac@es na iluminacdo e a aplicacdo de campos elétricos. O uso de corrente
alternada de baixa intensidade pode influenciar diretamente o crescimento e metabolismo
celular das microalgas, promovendo alteracdes na permeabilidade da membrana e
facilitando o transporte de nutrientes (Geng, et al., 2004; Tieleman, 2004). Da mesma
forma, a manipulagéo do espectro luminoso tem se mostrado uma estratégia eficiente para
maximizar a taxa de crescimento e 0 acumulo de biomassa e lipidios, tornando o cultivo

mais eficiente e economicamente viavel (Jin, et al., 2021; Sui, et al., 2021).

Neste estudo, foi avaliado o impacto do estimulo elétrico e luminoso sobre
Dunaliella salina cultivada em diferentes condicdes, incluindo o uso de agua produzida
e meio sintético. Foram testadas diferentes intensidades e frequéncias de corrente
alternada, bem como variacGes no espectro luminoso, para determinar os efeitos dessas
variaveis sobre a taxa de crescimento, producdo de biomassa e acumulo de lipidios e
pigmentos. A hipotese central da pesquisa € que a combinacdo de estimulos elétricos e
luminosos pode potencializar o rendimento das culturas de microalgas, otimizando a sua

aplicacdo na biotecnologia e na remediacdo ambiental.

Assim, os resultados obtidos contribuem para o desenvolvimento de novos
métodos de cultivo sustentaveis e eficientes, ampliando as possibilidades de aplicacdo das

microalgas tanto na producéo de bioprodutos como no tratamento de efluentes industriais.
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Esta tese foi estruturada no formato multipaper, contemplando capitulos
organizados sob a forma de artigos cientificos, ja publicados ou em processo de
submissdo. Cada capitulo apresenta uma etapa distinta da pesquisa desenvolvida,
abordando diferentes estratégias aplicadas ao cultivo de Dunaliella salina em meio
sintético e 4gua produzida, com énfase na aplicacdo de estimulos elétricos e luminosos.
O Capitulo I consiste em uma revisao bibliografica aprofundada. Os Capitulos Il a VI sdo
compostos por trabalhos independentes, que tratam de aspectos especificos da pesquisa.
Por fim, as Consideragdes Finais integram os principais resultados e conclusées obtidas

ao longo do estudo.
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. INTRODUCAO

A industria petrolifera é a principal fonte de energia mundialmente utilizada. No
entanto, sua atividade esta associada a um alto consumo de agua e, consequentemente, a
geracdo de aguas residuais. No caso da extracdo de petréleo pode-se destacar a chamada
agua produzida (AP). Este efluente, proveniente das atividades de extragdo, contém
derivados de petréleo, compostos organicos e inorganicos complexos, 0 que representa
um significativo desafio ambiental. Conforme a PETROBRAS (2024), o relatério de
Sustentabilidade de 2023, foram consumidos 115 milhdes de m® de 4gua doce para suas
atividades. Grande parte dessa agua é utilizada em processos de recuperagéo de petroleo,
gerando volumes expressivos de AP, cuja composicdo complexa exige tratamentos
eficientes antes de seu despejo final ou reutilizacao.

Nesse cendrio, as microalgas mostram-se uma alternativa promissora para o
tratamento de efluentes, incluindo a &gua produzida. Além de sua capacidade de
remediacdo ambiental, essas microalgas possuem potencial para a producdo de
biocompostos de alto valor agregado, utilizados nas industrias farmacéutica, cosmética,
alimenticia e de biocombustiveis (Sivaramakrishnan, et al., 2022; Barkia, et al., 2019). O
mercado global de microalgas, estimado em US$ 11,8 bilhdes em 2023 (FUTURE
MARKET INSIGHTS, 2023), reforca sua relevancia econdmica.

A Dunaliella salina, uma microalga halotolerante, destaca-se pela sua resiliéncia
em condicBGes extremas e pela capacidade de produzir biomoléculas valiosas, como
lipideos e carotenoides. Estudos recentes tém demonstrado que estimulos externos, como
variacOes de nutrientes, intensidade luminosa e aplicacdo de campos elétricos, podem
aumentar significativamente o rendimento produtivo dessa espécie (Conceicao, et al.,
2023; Sui, et al., 2021; Cheng, et al., 2022). Por exemplo, Sui, et al., (2021) observaram
um aumento de 95% na biomassa de Dunaliella salina sob iluminacdo LED vermelha,
enquanto Nezammabhalleh et al. (2016) relataram um rendimento lipidico de 55% em
cultivos tratados com corrente continua de 2kV.

Com base nesse panorama, o presente estudo visa explorar o potencial de
estimulos elétricos e luminosos na otimizagdo do cultivo de Dunaliella salina em agua
produzida da indUstria do petréleo, investigando suas implicacGes tanto para o tratamento

desse efluente quanto para a produgdo de biomassa e lipidios de interesse industrial.
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2.2. OBJETIVO GERAL

Fornecer uma base teorica sobre 0s avancos cientificos no tratamento de 4gua produzida

utilizando microalgas, com énfase na espécie Dunaliella salina.
2.2.1. Objetivos Especificos

I.  Revisar a composicdo da &gua produzida e os desafios associados ao seu

tratamento.

Il.  Revisar o potencial das microalgas no tratamento de aguas residuais, com énfase
na Dunaliella salina.

I11.  Discutir os efeitos de estimulos elétricos e luminosos no cultivo de microalgas, e
0s avangos cientificos relacionados ao aumento de produtividade e sintese de
biocompostos.

IV. Identificar lacunas na literatura cientifica sobre o uso combinado de estimulos
elétricos e luminosos no cultivo de Dunaliella salina em agua produzida,

justificando a abordagem experimental proposta neste estudo.
2.3. MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada neste capitulo consiste em uma revisdo bibliografica
detalhada, com énfase nas abordagens mais recentes e relevantes sobre o cultivo de
microalgas, especialmente Dunaliella salina, em 4gua produzida da inddstria do petroleo.
A revisdo abrange estudos cientificos publicados em periddicos especializados, livros,
dissertacdes e teses, e foi realizada de forma abrangente, sem restri¢do temporal, visando

fornecer uma visdo atualizada e solida sobre o tema.

A busca dos materiais foi realizada em bases de dados académicas amplamente
reconhecidas, como ScienceDirect, Scopus, Google Scholar e plataformas de publicagfes
da industria, como SpringerLink e Elsevier. As palavras-chave utilizadas para a pesquisa
incluiram termos como "microalgae”, "Dunaliella salina", "produced water",
"bioremediation”, "lipid and biomass production”, “electric field stimulation”, "light
wavelength", “LED”, e "bioproducts". A busca foi refinada para identificar artigos que
abordassem o uso de microalgas em &guas residuais da industria petrolifera, com foco nos
efeitos de estimulos elétricos e varia¢Ges na intensidade luminosa sobre o crescimento e

producdo de biocompostos.
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A revisao se concentrou na andlise de diferentes estratégias para otimizar o cultivo
de Dunaliella salina em condicGes adversas. Foram discutidos os principais resultados
experimentais relacionados ao aumento da biomassa, producéo de lipideos, e a aplicagdo
de estimulos externos, como varia¢des na intensidade luminosa (especialmente LED de

diferentes comprimentos de onda) e a utilizacdo de campos elétricos.

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. Composicdo da Agua Produzida e Desafios para o Tratamento

A 4gua produzida representa um dos maiores desafios ambientais enfrentados pela
industria de petréleo e géas devido a sua composicdo complexa e volume expressivo
gerado durante o processo de extracdo. As caracteristicas fisico-quimicas da AP variam
amplamente, dependendo da formacdo geoldgica da area de extracdo, dos aditivos
quimicos empregados e das técnicas de extracdo utilizadas (Motta, et al., 2013).
Geralmente, a rocha nas bacias sedimentares contendo petrdleo estd saturada com agua
do mar, o que implica que, durante a extragéo, os hidrocarbonetos menos densos migram
para as armadilhas naturais, deslocando a agua de formacdo para os reservatérios de
hidrocarbonetos. Assim, as rochas impermeaveis do reservatorio normalmente contém
hidrocarbonetos de petrdleo (liquido e gés) e dgua. As fontes desta AP podem incluir
fluxo acima ou abaixo da zona de hidrocarboneto, fluxo de dentro da zona de
hidrocarboneto ou fluxo de fluidos e aditivos injetados resultantes de atividades de
producédo (Veil, et al.,2004). A agua de formacao consiste em um liquido natural que fica
armazenado nos reservatorios rochosos (Teles, et al., 2010). A sua localizacéo, o tipo de
rochas e a bacia sedimentar onde a agua de formac&o escoa determinam a concentracao
de compostos que vao conferir uma caracteristica especifica a este efluente.

A AP compreende o efluente gerado no processo de extracao do petroleo e gas ou
pode estar relacionada também aos residuos gerados do processo de obtencédo de gas de
xisto e metano de camada de carv&o. E caracterizada assim ap0s ser extraida juntamente
com o combustivel fossil no decorrer da atividade de extragdo, constituindo-se de um
residuo complexo contendo dgua de formacdo, agua de injecdo e aditivos resultantes do
processo de producdo (Neff, 2002; fakhru'l-razi, et al., 2009).

A AP é composta por uma mistura de componentes organicos e inorganicos,
incluindo sais dissolvidos, hidrocarbonetos, metais pesados, acidos organicos e
compostos quimicos. Entre os compostos mais comuns estdo os sais (como NaCl, Mg?*

e K%), hidrocarbonetos aroméaticos como os BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
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xilenos), hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs) e metais pesados como bario, cobre,
niquel e chumbo (Motta, et al., 2013; Al-ghouti, et al., 2019). Além disso, a agua
produzida pode conter compostos radioativos, como o radio-226 e radio-228, que sdo
derivados do urénio e de certas formacdes rochosas (Utvik, 2003). A presenca de 6leo
disperso, em sua maioria apolares, especialmente 0 mais pesado, também é um fator
critico, pois, devido ao seu alto peso molecular, o 6leo tende a se sedimentar ou formar
goticulas suspensas, contribuindo para impactos ambientais significativos ao reduzir a
oxigenacao da &gua (Stewart, et al., 2011).

Outro desafio importante na AP ¢ sua salinidade elevada, que pode ser até 1000
vezes maior que a da dgua do mar, devido a dissolugdo de sais rochosos durante o
processo de extracdo (Stewart, et al., 2011). Isso impde uma dificuldade adicional para
0s métodos tradicionais de tratamento, que frequentemente tém dificuldades em lidar com
a remocdo eficaz desse composto. Além disso, a presenca de gases como CO2, H»S, e
metano, produzidos normalmente por bactérias redutoras de sulfatos (BRS), contribui
para 0 aumento da complexidade no tratamento biolégico da AP (Motta, et al., 2013).

Produtos quimicos também sdo adicionados ao fluido de injecdo para otimizar a
extracdo de petrdleo e gas, como inibidores de incrustacdo, anticorrosivos, fluidificantes
(desemulsificantes e dispersantes) e biocidas para controle bioldgico (Wells, et al., 2011;
Motta, et al., 2013). Esses aditivos podem aumentar ainda mais a toxicidade e a
complexidade da AP, dificultando seu tratamento adequado.

Portanto, o texto acima destaca os seguintes itens:

e Origem da Agua Produzida: A agua de formagéo pode fluir de &reas proximas e é
composta por 4gua natural armazenada em reservatérios rochosos ou por fluido
de injecdo durante a recuperacdo avancada.

e Variedade de Composicdo: As caracteristicas fisico-quimicas da agua produzida
variam amplamente, influenciadas por fatores como formacao geoldgica, aditivos
quimicos e técnicas de extragéo.

e Componentes Comuns: Inclui sais dissolvidos, hidrocarbonetos (como BTEX e
PAHS), metais pesados e, potencialmente, compostos radioativos como radio-226
e radio-228.

e Desafios Ambientais: A agua produzida possui uma composi¢cdo complexa e é
gerado um volume elevado. A presenca de Gleo causa impactos ambientais

significativos. A salinidade da agua produzida pode ser até 1000 vezes maior que
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a da 4gua do mar, dificultando o tratamento tradicional. Produtos quimicos, como
inibidores de incrustacdo e biocidas, utilizados no processo de extracdo, podem

aumentar a toxicidade da agua produzida.
2.4.1.1. Desafios no Tratamento da Agua Produzida

O tratamento da AP visa reduzir a concentracdo de substancias toxicas para
possibilitar o descarte seguro ou a reutilizacdo da agua em diversos processos, como a
recuperacdo de petroleo e gas, irrigacdo, e até o cultivo de microalgas (Veil, et al., 2004).
No entanto, para que a AP seja reutilizada de forma eficiente, é necessario que ela atenda
aos critérios de qualidade (Comissdo OSPAR, 2015) exigidos para 0s usos especificos
(Guerra, etal., 2011).

Atualmente, diversos métodos de tratamento da AP estdo sendo investigados,
incluindo métodos fisicos, quimicos, eletroquimicos e bioldgicos. Os tratamentos fisicos
envolvem a remocdo de compostos por forcas de van der Waals, enquanto os métodos
quimicos utilizam reagentes para oxidacdo e remocao de contaminantes organicos (Jain,
et al., 2017). J& as tecnologias baseadas em membranas utilizam processos como
ultrafiltracdo para separar os componentes da AP (Shannon, et al., 2010).

O tratamento bioldgico refere-se a utilizacdo de microrganismos que aproveitam
os poluentes disponiveis no efluente como fonte de crescimento, transformando
compostos toxicos complexos em elementos ndo toxicos mais simples. A bioxidacéo,
uma técnica de tratamento bioldgico, envolve a oxidacdo de compostos organicos por
bactérias, fungos, algas e protozoarios. Esse processo pode ocorrer por biodegradacao ou
biofloculacdo (lagoas de estabilizacdo ou lodos ativados). Compostos organicos
biodegradaveis, como os hidrocarbonetos presentes na AP sdo decompostos em
moléculas mais simples por bactérias que utilizam a energia quimica liberada para o seu
metabolismo. Na biofloculacdo, consércios de microrganismos tem a capacidade de
utilizar os compostos quimicos presentes na AP como fonte de nutrientes e carbono.
Nesse processo 0s microrganismos adsorvem e blogueiam materiais soltveis e insolUveis
dentro de sua propria matriz. 1sso contribui para a sua remocao pela separagdo mecanica
desses flocos, o sistema de lodo ativado é uma dessas metodologias. Os microrganismos
tratam o efluente pelos mecanismos de oxidacéo e floculacdo. Embora essas abordagens
sejam simples, econdmica e ambientalmente amigaveis, elas podem gerar grandes
volumes de residuos, que exigem tratamento adicional. Uma alternativa para mitigar esse

problema é a combinagéo do tratamento bioldgico com sistemas de membranas, como 0s
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biorreatores de membrana, que permitem filtrar o efluente e reduzir a geracdo de residuos
(Shannon, et al., 2010).

Uma das abordagens promissoras no tratamento da AP é o uso de microalgas, que
sdo capazes de degradar compostos toxicos, como o0s hidrocarbonetos presentes na AP.
As microalgas utilizam os BTEX em concentracGes baixas como fonte de carbono,
reduzindo a toxicidade da agua produzida e, ao mesmo tempo, gerando bioprodutos de
interesse industrial, tornando o processo mais sustentavel (Mendes, et al., 2011; Das, et
al., 2019). Além disso, o uso de microalgas tem o beneficio adicional de ser uma técnica
de baixo custo e alta eficiéncia na remocao de poluentes (Al-ghouti, et al., 2019).

Por fim, os desafios no tratamento da AP sdo ampliados pela presenca de residuos
gerados durante os processos biologicos, como o0 método de lodo ativado, que pode gerar
grandes volumes de material que requerem tratamento adicional.

O texto acima identifica os seguintes desafios para o tratamento:

e O tratamento da agua produzida (AP) busca reduzir substancias toxicas
para permitir descarte seguro ou reutilizacdo como, por exemplo, 0s
processos de recuperacdo de petréleo ou irrigacéo.

e Os tratamentos ndo biologicos incluem: métodos fisicos, quimicos e
eletroquimicos.

e Os tratamentos Bioldgicos envolvem técnicas como: Bioxidacdo ou
Biodegradacdo e Biofloculacéo.

e Desafios: Os tratamentos ndo bioldgicos sdo de custo elevado e, embora o
tratamento  biolégico seja potencialmente mais econémico e
ambientalmente amigavel, o processo pode ser caso especifico e estudos

adicionais.

2.4.1.2. Microalgas no Tratamento de Aguas Residuais e na Producéo de

Biocompostos

As microalgas desempenham um papel crucial na remediacdo ambiental de aguas
residuais, incluindo a agua produzida da indudstria do petroleo. Sua capacidade de fixar
diéxido de carbono (CO:), remover nutrientes como nitrogénio (N) e fosforo (P) e de
acumular substancias uteis, como lipideos e pigmentos, as tornam excelentes candidatas

para o tratamento de efluentes. As microalgas utilizam esses nutrientes para 0 seu
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crescimento, purificando a agua ao mesmo tempo que produzem biomassa algal. 1sso ndo
sO contribui para a reducdo de poluentes, mas também resulta na producdo de
biocompostos de interesse industrial, como carotenoides e lipideos (Rao, et al., 2007;
Santos, et al., 2013).

O uso de microalgas no tratamento de &guas residuais apresenta diversas
vantagens em relacdo a métodos convencionais, COmo 0s processos quimicos e fisicos.
Diferente desses métodos, que podem exigir grandes quantidades de reagentes e energia,
as microalgas ndo apenas tratam as aguas residuais de maneira eficiente, mas também
geram biomassa valiosa. No processo de fotossintese, esses microrganismos
fotossintéticos fixam o COg, colaborando para a mitigagao de mudangas climaticas. Além
disso, sdo capazes de remover nutrientes inorganicos da agua e até degradar substancias
toxicas, com menor demanda energética. Outro beneficio importante é que o cultivo de
microalgas pode ser realizado em ambientes de baixo custo, como &guas residuais, o que
reduz os custos associados a producdo de biomassa, especialmente quando comparado
com plantas oleaginosas (Guterman, et al., 1990; Chisti, 2007).

Dentre as espécies de microalgas mais promissoras, a Dunaliella salina destaca-
se pela sua capacidade de crescer em ambientes de alta salinidade e por sua habilidade de
produzir biocompostos de alto valor agregado, como carotenoides (principalmente -
caroteno) e lipidios. Sua resisténcia a condi¢cdes extremas, como variacdes na salinidade
e intensidade luminosa, torna-a uma microalga ideal para o cultivo em aguas residuais de
diversas origens, incluindo a &gua produzida na industria do petroleo. Estudos
demonstram que a D. salina pode acumular grandes quantidades de carotenoides quando
cultivada sob condicGes de estresse, 0 que a torna valiosa para a indUstria cosmética e
farmacéutica (Chen, et al., 2009; Sui, et al., 2021).

Diversos estudos tém demonstrado o sucesso do uso de microalgas no tratamento
de efluentes. Entre eles, destacam-se aguas residuais de esgoto domeéstico (Cabanelas,
et al., 2013; Conceicdo, et al., 2019), efluente de biodigestores (Rodulfo, et al., 1980,
Marques, et al., 2013), vinhaca de cana-de-agtcar (Marques, et al., 2013, Santana, et al,
2016), aguas residuais da producdo de soja (Zhang, et al., 2012) e residuos da suinocultura
(Travieso, et al., 2006). Em todos esses casos, as microalgas mostraram eficicia na
remocdo de nutrientes, como nitrogénio e fosforo, presentes nas aguas residuais, além de
produzirem lipideos e outros compostos bioativos, conferindo ao processo beneficios

tanto ambientais quanto econdmicos.
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No caso da agua produzida, um residuo complexo proveniente da industria de
petréleo, a presenca de nitrogénio e fosforo, essenciais para o crescimento de microalgas
(Williams, 2002), sdo variaveis e, muitas vezes, insuficiente. Isso pode ocasionar estresse
fisiolégico nas microalgas ou, dependendo do estagio de cultivo, induzir uma rota
metabdlica que maximize a producdo de lipideos ou bioativos como os carotenoides.
Além disso, a alta salinidade desse efluente pode acentuar esse estresse (Hosseini
Tafreshi, et al., 2009), mas também pode ser uma variavel exploravel para otimizar a
producéo de bioativos. Apesar disso, a presenga de compostos toxicos na agua produzida
(Tabela 4) pode ser prejudicial as microalgas (Graham, et al., 2017), 0 que exige uma
cuidadosa escolha de cepas microalgais adaptadas a essas condi¢des extremas.

Estudos sobre 0 uso de microalgas em agua produzida de fontes convencionais
tém mostrado resultados promissores, com pesquisas que analisaram a taxa de
produtividade de biomassa e lipidios, assim como a eficiéncia do tratamento desses
efluentes, como mostrado na Tabela 1. Além disso, fontes ndo convencionais de AP (gas
de xisto e metano de camada de carvao) tambeém foram investigadas. Nessas pesquisas,
avaliou-se a producdo de biomassa, a geracdo de bioprodutos e o acimulo de lipidios
(Godfrey, 2012; Wood, et al., 2015). Esses estudos demonstram que é possivel cultivar
microalgas com sucesso em agua produzida, aproveitando seu potencial tanto para
remediacdo ambiental quanto para a producao de biocompostos.

Em resumo, as microalgas representam uma alternativa eficaz e sustentavel para
0 tratamento de &guas residuais da industria de petroleo, ndo sO contribui para a
remediacdo ambiental, mas também oferece uma oportunidade para a producdo de
biocompostos de alto valor agregado, com vantagens significativas em termos de
sustentabilidade e custo-beneficio em comparacdo com métodos tradicionais de

tratamento de efluentes.
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Tabela 1. Trabalhos publicados com tratamentos de agua produzida com microalgas.

AUTOR MICROALGA MEIO DE CUTIVO RESULTADOS
Neal, et al., Nannochloropsis AP tratada com meio A microalga consegue
(2012) salina sintético crescer na dgua produzida.
Amphora
coffeaformis, AP tratada e Aumento de 36% na
Godfrey, et Chaetoceros X
- suplementada com biomassa e 16% da
al., (2012) gracilis e nutrientes rodutividade lipidica
Phaeodactylum P P '
tricornutum
Ariada, etal.,  Nannochloropsis 0, 50 e 100% de AP Aumgnto de 175% na taxa 9e
(2014) oculata em meio sintético crescimento na concentragao
' de 50% de AP
Nodosilinea sp.,
Plectonema Rendimento de 4,8 g/m? de
Wood, et al., terebrans, AP suplementada com  produtividade de biomassa e
(2015) Leptolyngbya sp. e nutrientes 19,6 g/m? de taxa de
Oscillatoria crescimento.
acuminate

Ranjbar, et a.,
(2015)

Tabeli, et a.,
(2016)

Ammar, et a.,
(2018)

Das, et a.,
(2019)

Calderén-
delgado, et a.,
(2019)

Hopkins, et
a., (2019)

Hopkins, et
a., (2019)

Parsy, et a.,
(2020)

Dunaliella salina

Dunaliella salina

Nannochloropsis
oculata e
Isochrysis galbana

Chlorella sp.

Chlorella vulgaris

Cyanobacterium
aponinum e
Parachlorella
kessleri

Dunaliella
tertiolecta

Nannochloropsis
oculata

AP esterilizada com
suplementacédo de
nitrogénio e fosforo.

Proporgdes de 1:1, 1:2
e 1:3 de AP e 4gua do
mar.

0, 10, 25, 50 e 100%
de AP em meio
sintético.

AP pré tratada com 4
g/L de salinidade.

0, 25, 50, 75 e 100%
de AP em meio
sintético.

AP com diferentes
salinidades (15, 30, 60,
75, 90, 105, 120 e 150

g/L de Cloreto de

s0dio) e nitrogénio

(13, 30,50 e 70 mg

NH;-N/L)

AP em diferentes
salinidades (30, 60,
120, 180e210g
TDS/L), suplementado
com bicarbonato de
sodio, nitrato e fosfato.
AP nas concentracfes
de 10, 20 e 30%,
digestato liquido e
meio sintético

Aumento na producdo de
lipidios de 35,1 e 62,1%.

Aumento de 120, 65 e 263%
de biomassa, lipidios e
produtividade lipidica,

respectivamente.

Aumento de 19% na taxa de
crescimento de N. oculata.

Aumento de 30,3% na
producdo de biomassa.
16 e 22% de aumento na
densidade celular, nas
concentracGes de 25 e 100%
de 4gua produzida.

Aumento de 48% no
conteudo lipidico nas
concentracfes de amonio e
sais, 12 mg/L/d e 60 g/L,
respectivamente.

Produtividade de biomassa
aumentou 226%, nas
concentracGes de 30, 60 e
120 g TDSI/L.

Aumento de 60 e 100,3% na
taxa de crescimento e
biomassa, respectivamente.
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Galdieria sulfuraria

Rahman. et Galdieri_a AP nas concentracbes aumentou 53e 199% na taxa
a (202’1) sulphuraria e _ de 0,5, 10, 20,50 e de cresument9 e biomassa,
) Chlorella vulgaris 100%. na concentragio de 20% de
AP.
Marques, et Nannochloropsis ~ “, 12 concentracoes Aumento de lipidios de
a (202’1) oculata de 0, 25,50, 75¢e 40,4%, no tratamento com
" 100%. 25% de AP.

O texto apresenta 0s seguintes pontos de destaques:

e Asmicroalgas sdo potencialmente ajustaveis para a remediacéo de dgua produzida
da industria do petréleo que possui carga organica geralmente baixa, devido a sua
capacidade de fixar CO: e remover nutrientes como nitrogénio (N) e fosforo (P).

e Durante o0 seu crescimento as microalgas estimulam a remocéo de poluentes ao
mesmo tempo que produzem biocompostos de interesse industrial, como
carotenoides e lipideos.

e Estudos comprovam que as microalgas sdo eficazes no tratamento de vérias aguas
residuais, como esgoto doméstico, efluentes de biodigestores, vinhaca de cana-de-
acucar e residuos da suinocultura.

e Pesquisas tém demonstrado a possibilidade de cultivar microalgas com sucesso
em &gua produzida, demonstrando beneficios tanto ambientais quanto
econdémicos.

e O potencial uso da Dunaliella Salina como agente no tratamento de AP é
promissor uma vez que esta microalga pode crescer em alta salinidade e produzir

biocompostos de alto valor.

2.4.2. Efeitos de Estimulos Luminosos no Cultivo de Microalgas

Em microrganismos fotossintetizantes o estimulo luminoso afeta diretamente a
capacidade de realizar a fotossintese e, consequentemente, seu crescimento e
desenvolvimento (Teo, et al., 2014). Considerando a composi¢do dos pigmentos nos
complexos coletores de luz, responsaveis captacdo dos fotons, o cumprimento de onda
luminoso que estimula o seu crescimento serd absorvido na faixa de Radiacdo
Fotossintética Ativa (PAR) entre 400 e 700 nm (Thimijan & Hains, 1983; Keeling, 2013)
O LED (Diodo Emissor de Luz) séo fontes de luz artificial mais baratas e pode apresentar

comprimento de ondas modulaveis ou especifico. Essa caracteristica € importante para
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estabelecer os 6timos parametros de crescimento da microalga, principalmente ao aplicar
estimulos luminosos especificos, como o LED.
O texto destaca que:

e A Radiacdo Fotossintética Ativa (RFA) para microalgas encontra-se entre 400 e
700 nm. No entanto, o comprimento de onda étimo €é caso especifico e demanda
testes préaticos.

e O LED sao fontes de luz artificial mais baratas e pode apresentar comprimento de

ondas modulaveis ou especifico.
2.4.2.1. Efeitos luminosos positivos

A otimizagdo dos comprimentos de onda da luz pode ter efeitos significativos na
fotossintese das microalgas, promovendo maior crescimento e producdo de biomassa,
além de aumentar a producdo de compostos especificos desejados para aplicacGes
industriais e biotecnoldgicas. Diferentes comprimentos de onda tém efeitos variados na
eficiéncia fotossintética das microalgas. A luz azul, por exemplo, é altamente eficaz na
promogcdo do crescimento vegetativo das microalgas, pois é absorvida fortemente pela
clorofila a e B, principais pigmentos fotossintéticos. A luz vermelha também ¢é bem
absorvida pela clorofila e € altamente eficiente na conducéo de processos fotossintéticos,
podendo aumentar a taxa de producgéo de oxigénio e a eficiéncia de uso de luz.

Além disso, microalgas podem produzir ficoeritrina e ficocianina (algas
vermelhas e cianobactérias), pigmentos acessorios, que corresponde aos comprimentos
de onda da luz vermelha e verde aumentando a eficiéncia da fotossintese. Em condicGes
de baixa intensidade de luz, a conversdo de energia luminosa em quimica é diretamente
proporcional a intensidade de luz, até atingir o ponto de saturacdo luminosa, onde o
microrganismo perde a eficiéncia de captacdo energética da luz (Masojidek, et al., 2013).
A taxa méaxima de fotossintese e a capacidade de absorcdo de luz sdo especificas para
cada organismo fotossintético e refletem a eficiéncia de conversdo da energia luminosa
em energia quimica, o que influencia na resposta metabdlica da microalga (Kwan, et al.,
2021). Schulze, et al., (2016), cultivaram Nannochloropsis oculata e Tetraselmis chuii
sob diferentes cumprimentos de onda e observaram que a N. oculata obteve maior
rendimento de biomassa sob LED azul (465 nm) comparado com LED vermelho (660
nm) enquanto T. chuii teve maior rendimento de peso seco sem cinzas sob LED vermelho
(660 nm) comparado com LED azul (465nm). Eles também relataram que, em todos os

cumprimentos de onda analisados, a N. oculata nao apresentou fase lag no crescimento,
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enquanto T. chuii mostrou uma fase lag de aproximadamente 24h (Tabela 2). Portanto,
para obter os efeitos positivos esperados, é necessario delimitar os pontos de maior
eficiéncia e saturacdo fotossintética do microrganismo.
Os pontos de destaque do texto listam:
e A otimizagdo do uso de diferentes comprimentos de onda da luz tem um impacto
significativo na fotossintese das microalgas podendo promover maior crescimento
e producdo de biomassa.
e Os comprimentos de luz na faixa azul e vermelha sdo geralmente os mais

utilizados para estimular a atividade fotossintética e o crescimento celular.

2.4.2.2. Efeito Luminosos Negativos

Dependendo da intensidade, a energia fotossintética do LED azul € mais alta do
que a necessaria para a taxa fotossintética microalgal, resultando em fotoinibicéo e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Esses efeitos em cascata induzem a
alga a acumular pigmentos fotoprotetores e atividades enzimaéticas de enzimas oxi-
redutoras (Schulze, et al., 2014; De Almeida Moreira, et al., 2021). Jin, et al., (2021),
analisaram o crescimento e a producdo de bioprodutos, como biomassa e lipidios, sob
diferentes fontes luminosas e relataram que a D. salina sob LED azul monocromatica néo
demonstrou aumento significativo no crescimento, porém aumentou o conteldo de
lipidios. Em contraste, o LED vermelho demonstrou os piores resultados no acimulo de
biomassa e biocomponentes (Tabela 2).

O texto destaca que:

e O uso de diferentes comprimentos de onda luminosa para o crescimento de
microalgas pode resultar no aumento da producao de espécies reativas de oxigénio
(ERO).

e As microalgas podem possuir mecanismos de defesa ao ERRO como o aumento

do acumulo de pigmentos fotoprotetores e enzimas de poder oxi-redutor.
2.4.2.3. LimitacGes e Perspectivas Futuras para o Uso do Estimulo Luminoso

E importante considerar as caracteristicas especificas de cada espécie e de cada
produto de interesse ao selecionar a intensidade luminosa e 0 comprimento de onda ideal.
Portanto, a aplicacdo de estimulos luminosos controlados, como 0s provenientes de
diodos emissores de luz, ndo apenas permite regular a intensidade luminosa, mas também

oferece a capacidade de ajustar o comprimento de onda de luz no cultivo, maximizando
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assim a otimizacdo do cultivo microalgal. A Tabela 2 resume os artigos encontrados

relacionados ao processo de fotomodulacéo, ou seja, uso de diferentes ondas luminosas

para estimular o cultivo de microalgas.

Tabela 2. Trabalhos publicados com estimulos luminosos em microalgas.

CUMPRIMENTO

AUTOR MICROALGA DE LUZ RESULTADO
Song, et al., . . LED vermelho 2.000 Aumento de 46% no acumulo de
Dunaliella salina L
(2024) Lux carotendides.

Tran-Nguyen, et
al., (2023)

Lan, et al., (2022)

Jin, etal., (2021)

Sui, et al., (2021)

Sofiana, et al.,
(2021)

Mirzaie, et al.,
(2021)

Sui, et al., (2021)

Moslemipetroudi,
etal., (2021)

Li, etal., (2020)

Li, etal., (2020)

Bredda, et al.,
(2020)

Xu, et al., (2019)

Han, et al., (2019)

Pereira, et al.,
(2019)

Jung, etal.,
(2019)

Schulze, et al.,
(2016)

Dunaliella salina

Dunaliella salina

Dunaliella salina

Dunaliella salina

Dunaliella salina

Dunaliella salina

Dunaliella salina

Dunaliella salina

Dunaliella salina
Dunaliella salina
Dunaliella salina
Dunaliella salina

Dunaliella salina

D. salina e D.
tertiolecta

Phaeodactylum
tricornutum,
Dunaliella tertiolecta
e Isochrysis galbana

Nannochloropsis
oculata e Tetraselmis
chuii

LED vermelho 40,5
umol fotons m2 s°?

LED vermelho 80
umol fotons m2 st

LED vermelho e azul
81,64 pmol
fétons m2s?
LED vermelho 400
pmol fotons m-2 51
LED vermelho 3500-
4000 lux
LED vemelho e azul
intermitente com 56
umol fotons m2 571
LED vermelho 200
umol fotons m2 571
LED branco, azul,
vermelho e amarelo
200 pmol
fétons m2s1
LED vermelho 50
umol fétons m2 st
LED azul 80 pmol
fétons m2s?
LED azul e verde 30
pmol fotons m-2s°?
LED vermelho 500
pmol fotons m-2 51
LED vermelho e azul
50 umol fotons m2 51
LED azul 300 pmol
fotonsm-2¢1

LED azul e verde100
umol fotons m? st

LED roxo, azul e
vermelho 100 pmol
fétons m2s1

Densidade e taxa de crescimento
celular, e rendimento de producéao de
[3-caroteno foram 54, 80 e 63%,
respectivamente.

Aumento nos carotenoides totais, [3-
caroteno e B-criptoxantina de 43, 60 e
20%, respectivamente.
Produtividade lipidica e biomassa
aumentou 35,33%, 13,34%,
respectivamente.

Biomassa aumentou 95%.

[B-caroteno foi 101% maior que LED
azul.

Taxa de crescimento e biomassa
aumentaram 177 e 88%,
respectivamente.
Aumento de 9-cis-p-caroteno
produzido foi 38%.

Aumento de B-caroteno de 72%.

Aumento de carotendides totais de 7%.

Aumento na taxa de crescimento
especifico de 8,5%.
Aumento na produtividade lipidica de
103%.

Aumento de 21% de carotendides
totais.

Aumento na produgdo de p-caroteno
de 19,7%.

Carotendides total foi 50% maior que
LED vermelho.

Aumento na biomassa e taxa de
crescimento em LED azul de 37,5 ¢
23% respectivamente. Produgdo de
lipidios sob LED verde aumentou
39%.

24% de aumento em média na
produtividade de biomassa nas LED’s
dicromaticas.
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Isochrysis
Gorai, et al., %aall?r?gaéDupaagilﬁLIZ LED azul 60 umol Aumento na taxa de crescimento
(2014) & 9 fotons m2 st especifico foi 200%.

Heterocapsa
circularisquama
Aumento na taxa de crescimento e
Tetraselmis sp. e LED azul 100 umol producdo de lipidios foram
Nannocloropsis sp. fétons m2 st aproximadamente 3 e 300%,
respectivamente.

Teo, et al., (2014)

LED vermelho 50,
Dunaliella bardawil 75,150,225 e 300 pmol Aumentou o contetido 3-caroteno.
fotons m2 !

Saavedra, et al.,
(1996)

2.4.3. Efeitos Positivos dos Estimulos Elétricos no Cultivo de Microalgas

O movimento de cargas polarizadas resulta numa corrente elétrica, um fenébmeno
importante com aplicages significativas em diversas areas, incluindo satde, no processo
de cicatrizacdo, industria alimenticia, na preservacdo de alimentos e na separacdo de
microrganismos (Laughton, et al., 2013; Mahni¢-kalamiza, et al., 2014; Sahm, et al.,
2022). Alguns dos efeitos dessa corrente elétrica em niveis celular e tecidual sdo
explorados para varias finalidades, utilizando diferentes técnicas eletrofisicas.

As correntes elétricas que geram o campo elétrico podem ser divididas em dois
tipos: a corrente elétrica continua (CC), que é definida pelo fluxo de cargas elétricas em
uma Unica direcdo, e a corrente elétrica alternada (CA), que envolve a movimentagdo
bidirecional de cargas elétricas, mudando de sentido em intervalos de tempo (Laughton,
et al., 2013). No caso da corrente elétrica alternada, em que ha uma constante variagéo de
movimentos oscilatdrios, ocorre uma alteracdo no fluxo de cargas elétricas dentro das
células, contribuindo para diversos efeitos celulares.

O estimulo elétrico tem o potencial de melhorar significativamente o crescimento
e a produtividade das microalgas, oferecendo uma técnica promissora para otimizar
cultivos em escala laboratorial e industrial (Tabela 3). O estimulo elétrico pode aumentar
a permeabilidade das membranas celulares nas microalgas, facilitando a absorgéo de
nutrientes essenciais para seu crescimento (Zimmermann, et al., 1982). Pode também
melhorar a eficécia da fotossintese, resultando em maior producédo de biomassa devido a
uma melhor distribuicao de elétrons nos processos fotossintéticos (Kim, et al., 2018).

O estimulo com corrente elétrica alternada, por exemplo, induz o movimento
rotacional de células em suspensdo alterando mecanismos de absor¢do de nutrientes e de

luz (Holzapfel, et al., 1982; Posudin, et al., 2010). A corrente elétrica alternada também
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é utilizada em outras técnicas, como eletroporacdo ou permeabilidade celular, que
consiste na aplicacdo de campo elétricos de curta e longa duracao, e variada intensidade,
visando aumentar temporariamente a permeabilidade das membranas celulares (Palti, et
al., 1969). Na membrana celular, este processo promove a formagdo de poros reversiveis
ou irreversiveis, dependendo da intensidade elétrica utilizada. (Zimmermann, et al., 1982;
Zhan, et al, 2012; Geada, et al., 2018). A eletropermeabilizacdo € particularmente
interessante devido aos seus diversos mecanismos de acao nas células. Durante o processo
de eletropermeabilizagdo, estimulado pela corrente elétrica, as vias metabolicas da célula
podem ser afetadas de varias maneiras (Posudin, et al., 2010).

Um exemplo de alteracdo de vias metabolicas acontece intermediado pelo &tomo
de célcio no ciclo de Calvin-Benson-Bassham. Na fase escura da fotossintese, a atividade
da ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenasse (RubisCo), responsavel pela fixacdo de
carbono, o célcio exerce o papel de componente estrutural para estabilizagdo da molécula
(Hochmal, et al., 2015). O aumento citoplasmatico do célcio promove a elevacédo do fluxo
ciclico de elétrons (CEF) no fotossistema I, esse aumento favorece formacao do gradiente
eletroquimico de prétons que induz a ativacdo da atividade enzimatica da ATP sintase na
producdo de ATP, essa molécula energética serd utilizada na sintese de lipidios. Esse

processo pode ser afetado durante a estimulacao elétrica da microalga (Tabela 3).
2.4.3.2. Efeitos negativos do estimulo elétrico

Embora a estimulacdo elétrica possa oferecer muitos beneficios para o cultivo de
microalgas, € essencial considerar e mitigar os potenciais efeitos negativos. A pesquisa
continua focada na otimizacdo dos parametros de estimulacdo e no monitoramento dos
efeitos adversos pode ajudar a maximizar os beneficios dessa técnica enquanto minimiza
0s impactos negativos. Intensidades de corrente elétrica muito altas ou mal calibradas
podem danificar as membranas celulares das microalgas, levando a lise celular e morte
das células. A permeabilizacdo excessiva pode causar um influxo descontrolado de ions
e moléculas, prejudicando a homeostase celular e levando a perda de viabilidade celular.
O estimulo elétrico também pode aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio,
que podem causar danos oxidativos ao DNA, proteinas e lipidios, resultando em estresse
celular e possivel apoptose. A interferéncia com as vias metabolicas devido ao estimulo
elétrico pode levar a um desequilibrio metabdlico, afetando negativamente o crescimento

e a formacdo de metabolitos essenciais.



33

A diferenca de potencial gerada pela corrente na membrana da célula promove o
influxo de moléculas essenciais para as vias metabolicas, influenciando na
disponibilidade de substratos metabdlicos e modulando a atividade de enzimas e proteinas
envolvidas nesses processos. Essa alteracdo pode resultar em mudangas nas vias
metabdlicas, sinalizacdo celular e na regulacéo do transporte de ions e moléculas (Blank,
1987; Tsong, et al., 1989; Semenov, et al., 2013).

2.4.3.3. Limitacdes e perspectivas futuras para o uso do estimulo elétrico

O estimulo elétrico através de corrente alternada ou continua, mostra-se uma
metodologia promissora na otimizacao no processo de producdo de biomassa e lipidios
em microalgas. A capacidade de influenciar vias metabdlicas e regular a atividade de
enzimas e proteinas de forma positiva, coloca a corrente alternada como uma ferramenta
potencializadora do crescimento de microalgas (Tabela.3). Porém, visto que os efeitos
metabdlicos sdo diversos, € necessario definir o tratamento elétrico ideal para cada

microrganismo, que resulte nos melhores pardmetros de crescimento.

2.5. CONCLUSAO

Neste capitulo, foi revisado o uso de microalgas para tratamento do efluente
industrial petrolifero e para a producéo de biocompostos de alto valor agregado, com foco
em Dunaliella salina. A revisdo demonstrou que estimulos externos, como luz de
diferentes comprimentos de onda e aplicacdo de campos elétricos, tém potencial para
otimizar o cultivo de microalgas, promovendo maior produtividade e eficiéncia na sintese
de bioprodutos de interesse industrial.

As caracteristicas complexas da agua produzida representam desafios
significativos para métodos tradicionais de tratamento, mas também oferecem uma
oportunidade unica para explorar o uso de microalgas devido a presenca de nutrientes
essenciais. Os estudos destacados mostraram que ajustes precisos nas condigdes de
cultivo podem maximizar o potencial de Dunaliella salina, mesmo em ambientes
adversos.

Portanto, a aplicacdo de estimulos elétricos e luminosos no cultivo de Dunaliella
salina emerge como uma abordagem inovadora e promissora, ndo apenas para reduzir
impactos ambientais da agua produzida, mas também para impulsionar a economia de

bioprocessos sustentaveis. Os avangos discutidos neste capitulo fundamentam as
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hipdteses e as estratégias experimentais que serdo exploradas nos capitulos subsequentes

desta tese.



Tabela 3. Trabalhos publicados com estimulos elétricos em microalgas.
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APLICACAO

RESULTADOS

AUTOR CORRENTE VOLTAGEM
He, et al., (2024) 1,0A/mZ2¢2,0 A/m?
Li, et al., (2024) 3mA
Shi, et al., (2022) 0,5:10e1,3V
He, et al., (2022) 0,5;1; 2; e 4 AIm?
Cheng, et al., (2022) 20; 350 mA 0,005;05e 1V

Kim, et al., (2021) 5,10, 20 e 50 mA

3mA (2V), 30mA (4V), Corrente catédica 2V

Fitriana, et al., (2021)

81mA (6V) Corrente anddica 2, 4 e 6V

Haberkorn, et al., e 1

(2021) 5; 10; 15 e 20kVcm

Corpuz, et al., (2021) 0,5mA

Bai, et al., (2020) 40kV cm™ = 8kVv
Buchmann, et al., 4

(2019) 10kV cm
Sun, et al., (2019) 0, Obzé%'r‘ng'ﬁ €

2;4 (31mA); 6 (81mA) e 8
(127mA) V

4e10kVdel0e25kVem™

Choi, et al., (2019)

Haberkorn, et al.,
(2019)

Kim, et al., (2018)

3;31,3; 80,7 € 126,7 mA

0; 60; 100 e 120mA 0; 15; 25 e 30V

Bai, et al., (2017) 8kV = 40kvcm?

Nezammahalleh, et al.,
(2016)
La, etal., (2016)

Gusbeth, et al.,
(2013)

2kV =2,77kVem?

10 kV no ar

40 kV/cm; 30 min

Estimulo no cultivo

Estimulo no cultivo
Estimulo no cultivo
Estimulo no cultivo

Estimulo no cultivo
Estimulo no cultivo

Camara bioeletroquimica

Camara de tratamento

Eletrobiorreatore de membrana

Camara de tratamento

Céamara de tratamento
Céamara de tratamento
Reator eletroquimico
Camara de tratamento

Estimulo no cultivo

Camara de tratamento

Campo elétrico, medicdo de
condutividade no meio ap6s o

estimulo

Corrente aplicada no meio

Cubeta

Aumentos de 58% de clorofila a, 34% de D.O., 62% de biomassa, 5% de
lipidios, 100 e 78,45% remocdo de TP e TN, respectivamente.
Aumentos de 61,25% de biomassa, 53,12% de teor de lipidios, 39,11% produgdo
de lipidios, 50,58% de clorofila -a, em comparacéo ao controle.
Aumento de 47% biomassa, 50% de lipidios, comparado ao controle.

Aumentos de 1,0 A/m2: BG11 - 32% biomassa, 30,1% lipidios; 2,0 A/m2:
Efluente — 30,1% biomassa e 23,5% lipidios.

0,005 V: 32,09% biomassa, comparado ao controle.
10 mA: 145% de paramilon.

Aumento em 30mA, 4V: de 36,9% de astaxantina.

Aumento de 50% de biomassa, comparado ao controle.

Aumento de 43,89 e 65,60% remogdo de nitrogénio e fosforo, respectivamente,
comparado ao controle.
Aumento de 80% de astaxantina.

Aumento de 13,1% de biomassa, 18,8% de aloficocianina, 19,5% de C-
ficocianina.
Aumento de 27.7% de teor de lipidios, 13% de biomassa, comparado ao
controle.

Aumento de 209% de Triacilglicerol (TAG), comparado ao controle.

aumentando a biomassa em 17,53%.

Aumento de 20% densidade celular, 25% de clorofila a e 10% de astaxantina,
em comparagdo ao controle.
Investigou a resposta da microalga, sem dados de crescimento.

51% maior de mi, 21% de lipidios e 89% de clorofila, comparado ao controle.

46,8% de biomassa, 30,5% lipidios e 28,8% de produtividade lipidica

10-20% de biomassa.
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CAPITULO Il - TECNICAS DE OTIMIZACAO DE
CRESCIMENTO

3.1. INTRODUCAO

As microalgas tém se destacado pelo seu potencial no tratamento de efluentes
domeésticos e industriais (Conceicgdo, et al., 2019; Ammar, et al., 2018; Santana, et al.,
2016). Esses residuos liquidos contém nutrientes essenciais que favorecem o crescimento
das algas, contribuindo assim para a reducao dos custos do processo de cultivo. Além
disso, o uso de microalgas possibilita a producédo de bioprodutos de alto valor agregado,
além de um tratamento eficaz das aguas residuais, permitindo seu descarte ou reutilizagdo

sem causar impactos ao meio ambiente.

A &gua produzida (AP), por sua vez, € um residuo gerado durante a extracao de
petréleo e apresenta propriedades altamente varidveis, que dependem da formacédo
geoldgica do reservatorio. Entre seus principais compostos, destaca-se o cloreto de sodio
(NacCl), cuja concentragdo pode atingir niveis extremamente elevados devido a dissolucéo
de minerais das rochas. Em alguns casos, a salinidade da AP pode ser até 1000 vezes
maior que a da agua do mar (Stewart, et al., 2011), o que representa um desafio

significativo para seu tratamento, especialmente em pog¢os mais antigos.

O género Dunaliella é composto por microalgas halotolerantes, que possuem a
capacidade de sobreviver em ambientes com salinidades variando de 2,92 a 321,44 g/L
(Fang, et al., 2017; Hosseini Tafreshi, et al., 2009). Essas microalgas, comumente
encontradas em aguas marinhas com variacGes salinas significativas (Khatoon, et al.,
2017; Borowitzka, et al., 1988), sdo particularmente adequadas para estudos envolvendo
0 tratamento de AP com alto teor salino. Além de sua resisténcia, Dunaliella é também
capaz de utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono em um crescimento mixotréfico,
combinando fotossintese e heterotrofia. Estudos prévios confirmaram que Dunaliella
salina e Dunaliella tertiolecta conseguem crescer em agua produzida e contribuir para a

remocdo de nutrientes (Ranjbar, et al., 2015; Talebi, et al., 2016).

A otimizacdo do cultivo de D. salina em AP depende de parametros-chave, como
o0 preparo do indculo e a aplicacdo de estimulos que favorecam o crescimento. O tempo
de preparo do inéculo é um fator critico, pois influencia diretamente a adaptacdo da
microalga as condicdes de cultivo e, consequentemente, o desempenho final do processo.

Embora estudos anteriores tenham abordado os efeitos da salinidade, ainda existem
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lacunas em relacdo ao impacto do tempo de incubacdo do indculo e sua interagdo com

estimulos fisicos no desempenho de D. salina.

Assim, este capitulo apresenta os resultados experimentais que avaliam a
influéncia do tempo de preparo do indculo e da aplicacdo de corrente elétrica alternada
no cultivo de D. salina em AP. A escolha dessas variaveis se justifica pelo potencial de
otimizar o cultivo de microalgas em efluentes industriais, contribuindo para o

desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes e sustentaveis.

3.2. OBJETIVO GERAL

Investigar como o tempo de preparo do inéculo e a aplicacao de corrente elétrica alternada
afetam a producao de biomassa e pigmentos de Dunaliella salina em meio a base de agua

produzida.
3.2.1. Objetivos Especificos

e Analisar o impacto do tempo de preparo do inéculo (7 e 14 dias) na taxa de
crescimento especifico de diferentes cepas de D. salina.

e Avaliar a influéncia da aplicacédo de correntes elétricas alternadas (50, 750 e 990
HA) na producdo de biomassa em D. salina cultivada em AP.

e Investigar o acumulo de pigmentos fotossintéticos, como clorofila a e
carotenoides, em resposta ao tempo de preparo do inoculo e as intensidades de
corrente elétrica alternada.

e Comparar o desempenho das cepas selvagem (D. salina) e aclimatadas em

diferentes condicdes de salinidade e estimulos elétricos.

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Desenho Experimental

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer com volume Uutil de
500 mL, conectados a uma fonte de alimentacao elétrica (Neurodyn, modelo ME03361A,
Brasil) e a um osciloscopio (Osciloscdpio 100 MHz, 2 canais, Minipa MVB-DSO, Brasil)
para monitoramento das caracteristicas elétricas do meio.

Cada frasco foi equipado com quatro eletrodos de aco inoxidavel (AISI 302,

numero 19, diametro de 0,80 mm), posicionados equidistantes (7 cm % 0,5) nas tampas.
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Dois eletrodos foram utilizados para introduzir a corrente alternada no meio de cultivo,
enguanto os outros dois estavam conectados ao osciloscopio para medir a tensdo no
liquido. O aco inoxidavel foi escolhido devido & sua alta resisténcia a corrosdo e
estabilidade estrutural sob condicdes elétricas variaveis, além de minimizar efeitos de
eletrdlise, garantindo estimulos consistentes e reduzindo possiveis contaminacdes ou
degradacéo do meio de cultivo.

Ap0s 8 semanas de sucessivos repiques de Dunaliella salina em &gua produzida
com concentragbes de sais de 8,5% e 10% (Aclimatada-1 e Aclimatada-2), foram
realizados testes de eletroestimulagao utilizando as mesmas condigdes salinas, avaliando
tanto microalgas aclimatadas quanto ndo aclimatadas. Os inoculos foram preparados com
tempos de incubacdo de 7 dias (IN 7D) e 14 dias (IN 14D). A estimulacéo elétrica, em
triplicata, foi aplicada por meio de correntes alternadas de 50, 750 e 990 pA, com
frequéncia de 1 Hz (da Silva, et al., 2025), durante 30 minutos a cada 24 horas, ao longo
de um periodo de 7 dias. Controles sem aplicacdo de estimulos elétricos foram mantidos
como referéncia para comparacdo dos tratamentos (Figura 1).

As condigdes de cultivo foram mantidas constantes, com intensidade luminosa de
3800 lux, agitagdo a 100 rpm, aeracdo com ar atmosférico, temperatura de 25 °C (+2), pH
controlado entre 6 e 7, e fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro.

Durante o experimento, amostras foram coletadas diariamente para analise de
pigmentos fotossintéticos (subtépico 3.3.5) e densidade Optica a 680 nm utilizando um
espectrofotébmetro (Pro-tools V-1100D, Brasil). Além disso, andlises quimicas de
lipidios, nitrogénio (N) e fdésforo (P) foram realizadas no inicio e no final do cultivo,

garantindo um monitoramento completo dos parametros experimentais.

Figura 1. Fluxograma da metodologia experimental.
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Estimulo Elétrico
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c) 990 pA

Cultivo em Agua Produzida
¢ 8,5 % de sais
+ Utilizando in6culos de:

Cultivo em Agua Produzida
* 8,5 % de sais
» Utilizando inéculos de :
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Andlises:
Crescimento especifico

- - 7 dias 14 dias
Dunaliella salina (1)
Aclimatada-1 > Biomassa
(8,5 % sais) Cultivo em Agua Produzida | | Cultivo em Agua Produzida Pigmentos

10 % de sais

* 10 % de sais .
Utilizando inéculos :
14 dias

» Utilizando inéculos: .
/ 7 dias
-

Dunaliella salina
Aclimatada-2
(10 % sais)

3.3.2. Microalga

Dunaliella salina da classe Chlorophyta foi escolhida por ser uma alga
halotolerante com alto contetdo lipidico (15-68%) (Huesemann, et al., 2009). Conhecida
por sua capacidade de crescer em diferentes ambientes e produzir biomassa em condi¢Ges
adversas, possui apenas uma membrana plasmatica simples que Ihe confere a habilidade
de responder rapidamente as mudancas de salinidade do meio (Chen e Jiang, 2009). Os
exemplares foram doados pelo Banco de Microalgas Iracema Nascimento (BMIN) do
Laboratorio de Bioprospeccédo e Biotecnologia (LaBBiotec) da Universidade Federal da
Bahia. A alga foi mantida no meio Conway com salinidade de 35 g de STD/L, conforme
0 protocolo adaptado Walne, (1966).

3.3.3. Agua produzida

A caracterizacdo da agua produzida é essencial para entender as condicdes iniciais
do meio de cultivo e sua adequacdo as microalgas halotolerantes. A agua produzida
utilizada, fornecida pelo Laboratorio de Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos
(LABEM), foi coletada de campos de extracdo de dleo e gas, bem como estacBes de
tratamento de agua produzida. As caracteristicas quimicas foram resumidas na Tabela 4.
As amostras foram armazenadas em frascos de vidro borosilicato de 5L e/ou em galGes

com capacidade de 10L.
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Apbs a preparacdo dos meios de cultivo e a caracteriza¢do a dgua produzida foi
suplementada com as solugdes Principal (Tabela 5) e solugdo de Vitaminais (Tabela 6)
do meio Conway, os experimentos foram conduzidos em condig¢des controladas de luz,

temperatura e aeracdo, conforme descrito a seguir.

Tabela 4. Composicao da agua produzida AP-7. Caracterizagdo quimica da agua produzida.

Componentes Valores
AP-7
| pH 5.19 |
Salinidade 100 g/L
Alcalinidade Total 55,56 mgCaCO3/L
STD (Sais Totais 100 g/L
Dissolvidos)
Cloreto 97,33 g/L
Sulfato 320,48 mg/L
Fosfato 0,21 mg/L
Ferro 20 mg/L
Cobre 0,00148 mg/L
Oleos e graxas 100 mg/L

Tabela 5. Meio Conway. Composi¢io da Solugdo Principal (P). E adicionado 1ml/L dessa solugio em

agua marinha natural ou sintética.

Componentes Valores (g/L)
C10H140gNaz. 2H20 (Na EDTA sal sodico) 45
HsBO:z (Acido Bérico) 33.6
NaNOs (Nitrato de Sodio) 100
MnClz. 4H20 (Cloreto de Manganés) 0.36
FeCls. 6H20 (Cloreto de Ferro) 1.30
Na2HPOs. 2H20 (Fosfato dissddico di-hidrogenado) 20.0

Tabela 6. Meio Conway. Composi¢do da Solucdo de Vitaminas. A cada um litro ¢ adicionado 0,1 ml dessa
solugdo de vitaminas em 4gua marinha natural ou sintética.

Concentracio Valores
i (mg/L)
Vitamina B12 - 5

Cianocobalamina

Vitamina B1 - Biotina 100
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3.3.4. Cinética de Crescimento e Andlise Estatistica

Os parametros cinéticos de crescimento foram calculados aplicando regressao
linear na fase exponencial de acumulacdo de biomassa (taxas de producéo). Além disso,
0 logaritmo natural (LN) do acimulo de biomassa foi submetido a regresséo linear para
estimar o coeficiente de crescimento (), conforme descrito por Chinalia, et al. (2008).
Os parametros cinéticos de todos os tratamentos foram analisados estatisticamente em
triplicatas usando ANOVA (software Minitab v2021).

3.3.5. Analise Quimica

A cada 24 horas, aliquotas foram coletadas para monitorar o contetdo de clorofila
a, clorofila B e carotenoides, seguindo o método descrito por Rowan, (1989).
Resumidamente, as amostras foram extraidas com 92,8% de etanol em banho-maria por
30 minutos a 60 °C, e as densidades dpticas foram medidas a 662, 645 e 470 nm,
utilizando um espectrofotdmetro (Pro-tools VV-1100D, Brasil).

No inicio e no final do experimento, as amostras foram centrifugadas, e o
sobrenadante foi analisado para determinar as concentracbes de fosfato conforme
protocolo adaptado de Keeny & Nelson (1982). O fosfato foi determinado pela reacéo
com reagentes mistos contendo molibdato de amdnio, acido sulfarico, acido ascérbico e
tartarato de antiménio e potassio, com leitura de absorbancia a 882 nm. A determinacéo
de nitrato foi realizada utilizando o kit colorimétrico CARD Kit Nitrato NTD (Alfakit,
Brasil), sequindo as instrugdes do fabricante.

A demanda quimica de oxigénio (DQO) foi quantificada segundo protocolo
adaptado de APHA et al., (2019). A extracdo lipidica foi realizada conforme o método de
Freeman (1956), utilizando uma solucao de cloroférmio/metanol (2:1), de acordo com a

metodologia descrita por Conceicao, et al., (2023).

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Silva (2021) reporta que Dunaliella salina apresentou um excelente crescimento
em agua produzida. Os testes de maximizagdo de cultivo em AP com diferentes
salinidades e exposta ao estimulo elétrico foram realizados baseados no protocolo de
cultivo reportado por Silva (2021). Testou-se o tempo de preparacdo do indculo,

comparando os resultados apds incubacdo por 7 dias (IN 7D) e 14 dias (IN 14D). Foi
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utilizado estimulos elétricos com microcorrente. A corrente elétrica escolhida foi
alternada, com intensidades de 50, 750 e 990 A, e frequéncia de 1 Hz, aplicada por 30
minutos a cada 24 horas, durante 7 dias.

3.4.1. Taxa de Crescimento Especifico

Conforme ilustrado na Figura 2a, no indculo de 7 dias, Dunaliella salina sob
microcorrente de 990 pA, aclimatada em &gua produzida com 100 g/L de sais
(Aclimatada-2), apresentou a melhor taxa de crescimento especifico (0,59 d!), resultando
em um incremento de 63% em relacdo ao controle (Aclimatada-2, sem estimulo). No
entanto, essa rapida taxa de crescimento foi sustentada apenas até o 3° dia, apresentando
uma reducdo nos dias subsequentes. Esses resultados corroboram com o trabalho de
Ammar, et al. (2018), que utilizaram um método de aclimatacdo na Nannochloropsis
oculata, cultivada em meio BG-11 modificado com salinidade de 35 g/L, observando que
a concentracdo de 25% de AP levou a uma taxa de crescimento de 0,179 d!,
aproximadamente 19% superior ao controle. Comparativamente, a D. salina obteve uma
taxa de crescimento especifico 140% maior em um periodo de 7 dias na AP bruta, com
salinidade 2,8 vezes maior que a de N. oculata. Esses resultados sugerem que a
aclimatacao prévia ao efluente, em conjunto com a microcorrente, tem um efeito benéfico
sobre o crescimento da microalga. A AP contém caracteristicas intrinsecas que podem
estimular o crescimento microalgal, e a alta salinidade pode potencializar esse efeito,
como evidenciado pelos resultados positivos de D. salina em um periodo relativamente

curto.

Em contrapartida, no inoculo de 14 dias, um comportamento distinto foi
observado (Figura 2b). O controle de D. salina ndo aclimatada, na AP com 8,5% de sais,
alcancou a maior taxa de crescimento especifico (0,56 d™), superando o controle de
Aclimatada-2, com um crescimento especifico cerca de 100% maior. A alta salinidade da
AP desempenha um papel crucial no metabolismo de D. salina, estimulando a sintese de
glicerol para osmorregulacdo, um composto que pode representar até 55% do peso seco
total da microalga (Ben-Amotz e Avron, 1973). Esse glicerol ndo apenas auxilia na
adaptacdo a ambientes hipersalinos, mas também atua como mecanismo de protecdo
contra compostos toxicos presentes no efluente, promovendo alteracbes nas vias

metabolicas-chave.
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Similarmente ao que ocorreu no indculo de 7 dias, a D. salina ndo aclimatada, em
AP com 8,5% de sais, ndo conseguiu manter sua alta taxa de crescimento por mais de 4
dias. Apos esse periodo, a taxa de crescimento especifico diminuiu, enquanto o controle
Aclimatada-2, sem estimulo, manteve constante sua velocidade de crescimento ao longo
dos 7 dias de cultivo.

Quanto ao estimulo elétrico, o tratamento Aclimatada-2 na intensidade de corrente
de 990 pA demonstrou o melhor desempenho entre os estimulos aplicados, obtendo um
rendimento de 64% em relagdo ao controle. Esse resultado é similar ao observado no
melhor resultado do indculo de 7 dias ja mencionado, sugerindo que a idade do inéculo
ndo impacta de forma expressiva a taxa de crescimento especifico na agua produzida

quando estimulada por microcorrente alternada.
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Figura 2. Crescimento especifico. Taxa de crescimento especifico da Dunaliella salina cultivada por 7
dias. As barras indicam as cepas de microalgas adaptada (Aclimatada-1 e Aclimatada-2) e ndo adaptada,
crescida na dgua produzida em diferentes salinidades (8,5 € 10%), em trés intensidades de corrente
alternada: 50, 750 e 990 pA. Além dos seus respectivos controles sem exposi¢do a corrente alternada. (A)
inoculo de 7 dias (IN 7D); (B) in6culo de 14 dias (IN 14D). (*) Analise estatistica.
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3.4.2. Producéo de Biomassa
A producéo de biomassa foi melhor na D. salina ndo aclimatada, cultivada na AP

com 8,5% de sais. Embora a microcorrente de 990 pA tenha promovido o maior acimulo
de biomassa (0,38 g/L), esse resultado ndo foi estatisticamente significativo em
comparagdo com as correntes de 50 e 750 pA, nem com o controle. Além disso, a

Aclimatada-1 sob as intensidades de corrente de 750 e 990 YA, e a Aclimatada-2 com a
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intensidade de corrente de 990 YA apresentaram resultados semelhantes (Figura 3a).
Esses achados indicam que a producéo de biomassa na D. salina, independentemente do
estimulo aplicado, em 7 dias de incubagdo do indculo, demonstrou rendimentos
equivalentes, sem um impacto evidente do estimulo elétrico no acimulo de biomassa.

No in6culo de 14 dias, a microalga nao aclimatada sob a microcorrente alternada
de 990 pA obteve a maior producdo de biomassa (0,61 g/L), com um incremento de 19%
em relacdo ao controle (Figura 3b). O tempo de preparo do indculo mostrou-se um fator
determinante, influenciando diretamente a produgéo final de biomassa. A maior
densidade celular observada no indculo de 14 dias parece ter favorecido o acumulo de
metabdlitos microalgais, conforme sugerido por Nezammahalleh, et al. (2016). Este fator
representa um dos principais desafios na escala industrial, pois uma elevada densidade
celular pode interferir na sintese de produtos de interesse (Borowiak, et al., 2020). Com
base em nossos resultados, a microcorrente de 990 pA demonstrou os melhores resultados
de acumulo de biomassa para ambos os tipos de in6culos. Contudo, no indculo de 14 dias,
0 aumento da producdo foi de aproximadamente 60% em compara¢do com o inoculo de
7 dias, indicando que a idade do indculo pode influenciar positivamente o acimulo de
biomassa quando associada ao estimulo elétrico.

Além disso, o tempo prolongado de incubacdo do indculo (14 dias) desempenhou
um papel crucial na aclimatacéo da D. salina ao ambiente de cultivo com alta salinidade.
Durante esse periodo, as microalgas podem ter passado por um processo de
osmorregulacéo, ajustando suas células para tolerar melhor as condi¢Bes osmoticas do
meio, o0 que pode ter favorecido o acumulo de biomassa (Nadersha, et al., 2022). A maior
densidade celular observada no inoculo de 14 dias pode ser atribuida a essa idade do
inéculo, resultando em uma melhoria na capacidade de assimilacdo de nutrientes e na
producdo de metabolitos essenciais, como lipidios e proteinas. Este processo também
pode ter ativado mecanismos antioxidantes, protegendo as células de danos induzidos

pela salinidade e pela microcorrente (Fitriana, et al., 2021).
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Figura 3. Produgdo de biomassa. Actimulo de biomassa de Dunaliella salina cultivada por 7 dias. As
barras indicam as cepas de microalgas adaptada (Aclimatada-1 e Aclimatada-2) e ndo adaptada, crescida
na agua produzida em diferentes salinidades (8,5 e 10%), em trés intensidades de corrente alternada: 50,
750 e 990pA. Além dos seus respectivos controles sem exposicao a corrente alternada. (A) in6culo de 7
dias (IN 7D); (B) indculo de 14 dias (IN 14D). (*) Analise estatistica.
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3.4.3. Acumulo de Pigmentos

O estimulo elétrico apresentou efeitos positivos sobre o acimulo de pigmentos
nas microalgas do indculo de 7 dias (Figura 4a). O tratamento com corrente alternada de
50 YA na cepa Aclimatada-1, cultivada em AP com 8,5% de sais, resultou no maior

acimulo de clorofila a, com um aumento de aproximadamente 27% em relagdo ao
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controle. No entanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa em comparacao
com as correntes de 750 e 990 YA desta cepa, nem com o controle da D. salina ndo
aclimatada sob corrente de 50 pA. Esses resultados indicam que o impacto da
microcorrente no acumulo de pigmentos fotossintéticos pode depender de uma
combinacéo de fatores, como salinidade e idade do in6culo da microalga. A aplicacdo de
corrente alternada parece estimular a sintese de pigmentos fotossintéticos, favorecendo a
eficiéncia da transferéncia de elétrons e, consequentemente, potencializando a produgéo

de biocompostos essenciais para o crescimento celular (Figura 4a).

No indculo de 14 dias (Figura 4b), a cepa Aclimatada-2, cultivada em AP com
100 g/L de sais, apresentou um actimulo de clorofila o (8,33 pg/L) sob a maior intensidade
de corrente alternada (990 pA), um incremento de 144% em relagcdo ao seu controle. No
entanto, esse resultado ndo foi estatisticamente significativo em compara¢do com o
controle da Aclimatada-1. Este dado sugere que, sob alta salinidade, D. salina pode se
osmorregular de forma mais eficiente, utilizando a sintese de glicerol (Chen, et al., 2009)
como uma via energética para manter a homeostase celular. Esse processo requer gasto
energético, o que pode levar a um aumento na producdo de pigmentos fotossintéticos,

como clorofila a, para otimizar a captura de energia luminosa (Hoefnagel, et al., 1998).
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Figura 4. Actimulo de clorofila o. Produggo de clorofila o da Dunaliella salina cultivada por 7 dias. As
barras indicam as cepas de microalgas adaptada (Aclimatada-1 e Aclimatada-2) e ndo adaptada, crescida
na agua produzida em diferentes salinidades (8,5 e 10%), em trés intensidades de corrente alternada: 50,
750 e 990pA. Além dos seus respectivos controles sem exposicdo a corrente alternada. (A) Indculo de 7
dias (IN 7D) e (B) Indculo 14 dias (IN 14D). (*) Analise estatistica.
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Em relacdo aos carotendides, que sdo pigmentos acessorios essenciais para D.
salina em processos metabolicos relacionados a estresses ambientais, como o0 aumento da
salinidade, os resultados mostraram que, no indculo de 7 dias, a cepa Aclimatada-1 sob

corrente de 50 LA obteve a maior producdo de carotendides, com um aumento de 34%
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em relacdo ao controle (Figura 5a). Contudo, ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significativas em comparagdo com as outras intensidades (750 e 990 pA)
para esta cepa ou para a microalga ndo aclimatada sob corrente de 50 pA.

No in6culo de 14 dias, a resposta observada foi distinta (Figura 5b). A microalga
Aclimatada-2 sob a corrente de 990 pA um aumento de aproximadamente 503% em
relacdo ao seu controle na producdo de carotendides. Porém esse resultado ndo foi
estatisticamente diferente do controle Aclimatada-1. Esse comportamento pode ser
explicado pelo fato de que, sob condigdes de estresse elevado, como altas concentracoes
salinas e a aplicacdo de corrente elétrica alternada, os pigmentos fotossintéticos, como a
clorofila, podem ser superexcitados, levando a um desequilibrio na cadeia de
transferéncia de elétrons. Esse desequilibrio pode resultar na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que, em altas concentragdes, podem causar danos celulares.
Como resposta de defesa, as microalgas aumentam a producdo de carotendides, que
funcionam como fotoprotetores, mitigando os danos causados pelas EROs (Masojidek, et
al., 2021).
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Figura 5. Acimulo de carotendides. Producdo total de carotendides produzidos por Dunaliella salina. As
barras indicam as cepas de microalgas adaptada (Aclimatada-1 e Aclimatada-2) e ndo adaptada, crescida
na agua produzida em diferentes salinidades (8.5 e 10%), em trés intensidades de corrente alternada: 50,

750 ¢ 990pA. Além dos seus respectivos controles sem exposi¢do a corrente alternada. (A) Indculo de 7

dias (IN 7D) e (B) Inéculo 14 dias (IN 14D). (*) Analise estatistica.
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3.4.4. Producdo de lipidios e remoc&o de nutrientes

A aplicacdo de 990 pA no tratamento Aclimatada-2 com indculo de 7 dias resultou

em um aumento de aproximadamente 423% no rendimento lipidico em comparagédo ao

seu controle (Tabela 7). Esse aumento sugere que a combinacéo de maior intensidade de
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corrente alternada e alta salinidade atuou sinergicamente para potencializar a producao

de lipidios.
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Além disso, a Aclimatada-2 apresentou a maior remocgédo de DQO, atingindo 99% tanto no controle quanto nos tratamentos com estimulo
elétrico (Tabela 7). A remocéo de nitrato, por outro lado, foi mais eficiente na Aclimatada-1, tanto no controle como os tratamentos, obtiveram
uma reducéo de 84% (Tabela 7).

J& a cepa selvagem, quando submetida a 990 pA, obteve uma remocdo de 72% do fosfato, 0 maior valor entre os tratamentos testados
(Tabela 7). Esses resultados indicam que a aplicacdo de corrente alternada pode influenciar positivamente tanto a producgéo de lipidios quanto a

remocdo de contaminantes, destacando a viabilidade dessa abordagem para otimizacao do cultivo de Dunaliella salina.

Tabela 7. Producdo de lipidios e remoc¢ao de nutrientes. Valores de producao total de lipidios (g/L), concentragdo inicial (g/L) e remocao (%) de DQO (Demanda Quimica de
Oxigénio), nitrato e fosfato apds o cultivo de Dunaliella salina (Selvagem, Aclimatada-1 e Aclimatada-2) cultivada na agua produzida (AP) nas salinidades de 8,5 ¢ 10%, com
indculo de 7 dias (IN 7D), sob diferentes intensidades de corrente alternada (50, 750 e 990 nA) e 1 Hz de frequéncia. E seus respectivos controles, ndo estimulados
eletricamente.

Tratamentos (LA) com AP 8,5 e 10,0% de sais — IN 7D

Controle Controle

Controle 50 750 990 Aclimatada- 50 750 990 Aclimatada- 50 750 990
1 2

0,017 0,024 0,030 0,044 0,055 0,037 0,044 0,058 0,013 0,026 0,020 0,068

Lipidios Totais (/L) 0 00) (20,000 (:0.00) (£0.00) (20,000  (+0.00) (¥0.00) (20,000  (£0.00)  (+0.00) (+0.00) (20,00)

22,601 22,601 22691 22,691 22,691 22,691 22,691 22,691 28,166 28,166 28,166 28,166
(£0,01) (0,01) (0,01) (#0,01)  (#0,01)  (¥0,01) (x0,01) (£0,01)  (#0,00)  (+0,00) (0,00) (%0,00)
53 51 54 53 40 38 38 41 99 99 99 99
(£0,00) (£0,00) (£0,00) (#0,00)  (¥0,00)  (+0,00) (+0,00) (£0,00)  (#0,00)  (+0,00) (0,00) (%0,00)
276,75 276,75 276,75 276,75 27675 27675 27675 276,75 276,75 276,75 276,75 276,75
(£0,00) (£0,00) (£0,00) (#0,00)  (¥0,00)  (x0,00) (+0,00) (£0,00)  (#0,00)  (+0,00) (0,00) (0,00

DQO Inicial (g/L)
Remocéo de DQO (%)

Nitrato Inicial (mg/L)

Remogao de Nitrato (%) 72 72 80 80 84 84 84 84 60 60 60 84
(£0,00) (£0,00) (£0,00) (#0,00)  (¥0,00)  (+0,00) (+0,00) (£0,00)  (#0,00)  (+0,00) (0,00) (%0,00)
Fosfato Inicial (mg/L) 5291 5291 5291 5291 5,291 5291 5291 5,291 9,513 9,513 9,513 9,513
(£0,00) (£0,00) (0,00) (#0,00)  (¥0,00)  (x0,00) (x0,00) (£0,00)  (0,01)  (x0,01) (0,01) (0,01)
68 67 68 72 30 39 42 38 60 66 67 66

Remogao de Fosfato (%) 4000y (+0,00) (+0,00) (+0,00)  (+0,00)  (+0,00) (¥0,00) (+0.00)  (¥0,00)  (+0,00) (+0,00) (0,00)
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Tabela 8. Producao de lipidios e remog¢ao de nutrientes. Valores de produgéo total de lipidios (g/L), concentragdo inicial (g/L) e remoc¢ao (%) de DQO (Demanda Quimica de
Oxigénio), nitrato e fosfato apds o cultivo de Dunaliella salina (Selvagem, Aclimatada-1 e Aclimatada-2) cultivada na 4gua produzida (AP) nas salinidades de 8,5 e 10%, com
inoculo de 14 dias (IN 14D), sob diferentes intensidades de corrente alternada (50, 750 e 990 pA) e 1 Hz de frequéncia. E seus respectivos controles, ndo estimulados
eletricamente.

Tratamentos (LA) com AP 8,5 e 10,0% de sais — IN 14D

Controle Controle
Controle 50 750 990 Aclimatada 50 750 990 Aclimatada 50 750 990
-1 -2
Lipidios Totais (g/L) 0,05 0,08 0,06 0,07 0,09 0,08 0,07 0,05 0,10 0,13 0,06 0,11

(+0,00) (#0,00) (+0,00) (#0,00)  (#0,00)  (¥0,00) (0,00) (#0,00)  (£0,00)  (£0,00) (£0,00)  (+0,00)
DQO Inicial (g/L) 22,691 22,691 22,691 22691 22,691 22,691 22,691 22,691 28166 28166 28,166 28,166
(+0,01) (#0,01) (+0,01) (#0,01)  (#0,01)  (#0,01) (£0,01) (#0,01)  (£0,00)  (£0,00) (£0,00) (+0,00)

Remogdo de DQO 72 51 50 52 40 41 50 36 99 99 99 99
(%) (#0,00)  (%0,00)  (x0,00)  (+0,00) (£0,00) (£0,00)  (x0,00)  (%0,00) (£0,00) (£0,00)  (x0,00)  (%0,00)
Nitrato Inicial 276,75 276,75 276,75 276,75 276,75 276,75 276,75 276,75 276,75 276,75 276,75 276,75
(mg/L) (#0,00)  (%0,00) (x0,00) (+0,00) (£0,00) (£0,00)  (x0,00)  (+0,00) (£0,00) (£0,00)  (x0,00)  (+0,00)
Remogdo de Nitrato 72 60 60 60 84 84 84 84 60 88 60 60
(%) (#0,00)  (%0,00)  (x0,00)  (+0,00) (£0,00) (£0,00)  (x0,00)  (+0,00) (£0,00) (£0,00)  (x0,00)  (+0,00)
Fosfato Inicial 5,291 5,291 5,291 5,291 5,291 5,291 5,291 5,291 9,513 9,513 9,513 9,513
(mg/L) (#0,00)  (%0,00)  (x0,00) (+0,00) (£0,00) (£0,00)  (x0,00)  (0,00) (£0,01) (£0,01)  (x0,01) (x0,01)
Remocdo de Fosfato 68 59 58 63 30 45 45 43 60 69 72 72
(%) (£0,00) (%0,00) (x0,00) (%0,00) (£0,00) (£0,00)  (x0,00) (+0,00) (£0,00) (£0,00)  (£0,00) (+0,00)

Os resultados indicam que a aplicacdo de estimulo elétrico na cepa Aclimatada-2 teve um impacto positivo na producédo de lipidios e na
remocdo de contaminantes. A corrente de 50 pA aplicada ao indculo de 14 dias resultou na maior producéo lipidica, representando um aumento de

30% em relacdo ao controle (Tabela 8).
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No entanto, apesar do percentual de aumento ser menor que em outros
tratamentos, a producdo final de lipidios foi superior. Por exemplo, a aplicacdo de 990
HA na Aclimatada-2 com inoculo de 7 dias levou a um aumento expressivo de 423% no
rendimento lipidico em relagéo ao seu controle (0,013 g/L), porém a producao final (0,068
g/L) foi inferior a obtida com 50 YA no indculo de 14 dias. Esses resultados sugerem que,
além da intensidade da corrente, a idade do indculo e as condicdes fisiologicas da
microalga desempenham um papel fundamental na maximizacdo da producdo lipidica.
Assim, correntes mais elevadas podem induzir um maior percentual de aumento em
relacdo ao controle, mas ndo necessariamente resultam na maior producdo final de
lipidios.

Além disso, a cepa Aclimatada-2 manteve uma alta remocéo de DQO, atingindo
99% tanto no controle quanto nos tratamentos com estimulo elétrico (Tabela 8). Isso
indica que, independentemente da aplicacdo da corrente, a cepa aclimatada possui uma
elevada capacidade de assimilacdo e biodegradacdo de matéria organica. No entanto, a
auséncia de uma diferenca significativa entre o controle e o tratamento sugere que, para
esse parametro, a corrente elétrica ndo desempenhou um papel crucial no aumento da

remocao.

Em relacdo a remocdo de nutrientes, a corrente de 50 pA aplicada a Aclimatada-
2 promoveu uma redugdo de 88% no nitrato, um aumento expressivo de 46% em relagéo
ao controle (Tabela 8). Esse resultado evidencia que o estimulo elétrico pode favorecer a
assimilacdo de nitrato pela microalga, possivelmente devido a alteracbes na
permeabilidade celular ou na atividade metabdlica induzida pela corrente (Posudin, et al.,
2010). Ja a remocao de fosfato sob correntes de 750 e 990 pA atingiu 72%, um aumento
de 20% em relacdo ao controle (Tabela 8), sugerindo que correntes mais elevadas podem

intensificar a absorcédo desse nutriente.
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3.5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas andlises de taxa de crescimento especifico, producao de
biomassa e acumulo de pigmentos indicam que o tempo de preparo do in6culo e a
intensidade do estimulo elétrico ttm um impacto significativo sobre o desempenho de

Dunaliella salina nas condic@es de cultivo com agua produzida.

Na taxa de crescimento especifico, os melhores resultados foram observados no
indculo de 7 dias sob a intensidade de 990 YA, na cepa Aclimatada-2, indicando que a
microalga foi capaz de manter uma alta taxa de crescimento nas primeiras fases do
cultivo. No entanto, apds o terceiro dia, foi observada uma reducdo na taxa de
crescimento, sugerindo que a aclimatacdo ao efluente e a corrente elétrica teve um
impacto limitado a curto prazo. Em contrapartida, o indculo de 14 dias, embora tenha
mostrado um crescimento ligeiramente inferior em comparacdo ao indculo de 7 dias nas
primeiras fases, demonstrou um comportamento mais sustentado ao longo do tempo,
favorecendo a aclimatagdo da microalga ao estresse do efluente.

Em relagdo a producédo de biomassa, a microalga cultivada no indculo de 14 dias
obteve um aumento de aproximadamente 19% em relacdo ao controle. A idade do inéculo
prolongada favoreceu o acumulo de biomassa, provavelmente devido a uma maior
densidade celular e melhor adaptacdo ao ambiente de cultivo. A intensidade de corrente
elétrica de 990 pA também se mostrou eficaz para promover esse aumento na producao
de biomassa, indicando que a corrente elétrica, associada a um tempo adequado de
preparo do indculo, exerce um efeito positivo sobre a produtividade das microalgas.

Quanto ao actmulo de pigmentos, a cepa Aclimatada-2 apresentou o maior
acumulo de clorofila a e carotenoides sob a corrente alternada de 990 pA no inéculo de
14 dias, sendo esta producdo significativamente superior a de outros tratamentos. O
aumento nos pigmentos fotossintéticos pode ser atribuido & maior eficiéncia na captura
de luz e a adaptacdo das microalgas ao estresse salino, além da ativacdo de respostas
fotoprotetivas. Esse resultado corrobora a ideia de que o tempo prolongado de
aclimatacdo é benéfico para maximizar a sintese de pigmentos essenciais para a
fotossintese e a protecdo contra 0s estresses ambientais.

De maneira geral, os resultados indicam que a aclimatacdo prolongada (14 dias)
favorece tanto a taxa de crescimento quanto a producdo de biomassa e o acumulo de
pigmentos, principalmente quando associada ao estimulo elétrico de 990 pA. Esses
achados sugerem que, para otimizar a producdo e a qualidade dos produtos metabdlicos
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de Dunaliella salina, é fundamental considerar ndo apenas a intensidade da corrente
elétrica, mas também o tempo adequado de aclimatacdo. Isso possibilita uma melhor
adaptacdo das microalgas ao ambiente de cultivo e ao estresse induzido, promovendo
condigdes que otimizem tanto a viabilidade celular quanto a producdo de biomassa e
metabolitos valiosos.

Esses resultados tém implicacdes significativas para a implementagédo de métodos
sustentaveis de cultivo de microalgas em sistemas de tratamento de &gua produzida,
contribuindo para o desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes e ambientalmente
amigaveis. A combinacdo de praticas de aclimatacdo e estimulacdo elétrica pode abrir
novas perspectivas para a utilizacdo de microalgas em biotecnologia, visando ndo apenas
a remediacdo ambiental, mas também a geracdo de bioprodutos de alto valor agregado. A
continuidade da pesquisa nessa area poderd fundamentar estratégias para maximizar a
eficiéncia dos cultivos e melhorar a viabilidade econémica do uso de microalgas na

inddstria.
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CAPITULO Il - EFEITO DE DIFERENTES REGIMES DE
ESTIMULO ELETRICO COM CORRENTE ALTERNADA EM D.
salina EM DIFERENTES MEIOS SALINOS

4.1. INTRODUCAO

A industria petrolifera é caracterizada pelo alto volume de consumo de agua e
geracdo de aguas residuais oriundas as atividades de extracdo; denominada agua
produzida (AP). Segundo o Relatorio Anual de Sustentabilidade da Petrobras de 2024 a
empresa reportou o consumo de 115 milhdes de m® de 4gua doce para suas atividades
(PETROBRAS, 2024). Grande parte desse volume é injetado em processos de
recuperacdo avancada de petroleo, gerando quantidades significativas de AP. No entanto,
é desafiador quantificar precisamente o volume gerado, uma vez que, além dos fluidos
injetados, que nem sempre sdo detalhados nos relatérios corporativos, ha também a dgua
do reservatdrio extraida juntamente com o petréleo. Essa agua residual apresenta alto
potencial poluidor devido a presenca de hidrocarbonetos, compostos quimicos complexos
e substancias utilizadas nos processos de extracdo e recuperacdo, demandando
tratamentos eficientes antes de sua reutilizacdo ou descarte. Assim, o tratamento de AP
representa um desafio biotecnoldgico crucial para o gerenciamento sustentavel desse
efluente (Jiménez, et al., 2018).

Entre as alternativas promissoras para o tratamento de efluentes, destacam-se as
microalgas, organismos fotossintetizantes capazes de produzir biocompostos de alto valor
agregado com aplicagBes nas industrias farmacéutica, cosmetica, alimenticia e de
biocombustiveis (Sivaramakrishnan, et al., 2022; Barkia, et al., 2019). Proje¢des
econdmicas estimam que o mercado global de microalgas alcance USD 25.4 bilhdes em
2033 (FUTURE MARKET INSIGHTS, 2023). Para otimizar o cultivo de microalgas e
reduzir custos, diversas estratégias tém sido empregadas, como variagdes de temperatura,
pH, disponibilidade de nutrientes, intensidade luminosa e eletroestimulos.

A utilizacdo de corrente elétrica em sistemas bioldgicos apresenta amplo potencial
em diversas areas, como cicatrizacdo de feridas, preservacao de alimentos e separagédo de
microrganismos (Sahm, et al., 2022; Mahni¢-Kalamiza, et al., 2014; Laughton, et al.,
2013). Em particular, o campo elétrico alternado, caracterizado por oscila¢@es de cargas
elétricas, induz alteragdes na permeabilidade das membranas celulares, facilitando o
influxo de moléculas extracelulares, como ions, aminoacidos e nutrientes. Esse processo,

conhecido como eletropermeabilizacdo, pode impactar significativamente as vias
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metabdlicas ao modular a disponibilidade de substratos, a atividade enzimatica e a
sinalizagéo celular (Kotnik, et al., 2012; Tieleman, 2004; Tsong, et al., 1989).

As microalgas tém demonstrado resiliéncia a condigdes ambientais adversas,
incluindo a exposicdo a efluentes petroliferos com elevada salinidade e estimulos
elétricos, resultando em melhorias na taxa de crescimento e no acumulo de lipidios,
ambos relevantes para a producdo de biocombustiveis (Arriada, et al., 2014; Ammar, et
al., 2018; He, et al., 2022; Sun et al., 2019). Estudos revelam o impacto positivo de
campos elétricos na biomassa e no rendimento lipidico de microalgas.
NEZAMMAHALLEH, et al. (2016) relataram um aumento de 55% no rendimento
lipidico de Chlorella vulgaris com a aplicacdo de um campo elétrico estatico moderado
de 2 kV por 50 minutos. Gusbeth, et al. (2013) e Haberkorn, et al. (2019) observaram
incrementos de 20% e 17%, respectivamente, na biomassa algal com o uso de campos
elétricos pulsados de nanossegundos.

Diante desse panorama, este estudo tem como objetivo explorar o potencial da
corrente elétrica alternada no cultivo de Dunaliella salina em agua produzida e meio
sintético com alta salinidade, visando otimizar a produgdo de biomassa e lipidios para

aplicacdes biotecnoldgicas.

4.2. OBJETIVO

e Explorar o potencial da aplicacdo de corrente elétrica alternada no cultivo de
Dunaliella salina em agua produzida e meio sintético com alta salinidade, com o
intuito de otimizar a producdo de biomassa e lipidios para aplicacbes

biotecnoldgicas.
4.2.1. Objetivos Especificos

e Avaliar o crescimento de Dunaliella salina em diferentes condicdes de cultivo,
utilizando &gua produzida e meio sintético com alta salinidade.

e Investigar os efeitos da aplicacdo de corrente elétrica alternada sobre a taxa de
crescimento, producdo de biomassa, lipidios e pigmentos de Dunaliella salina.

e Comparar a eficiéncia do cultivo em agua produzida e em meio sintético, com e

sem aplicacdo de corrente elétrica alternada.
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4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Desenho Experimental

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer com volume util de
500 mL, conectados a uma fonte de alimentacdo elétrica (Neurodyn, modelo MEO3361A,
Brasil) e a um osciloscopio (Osciloscdpio 100 MHz, 2 canais, Minipa MVB-DSO, Brasil)
para monitoramento das caracteristicas elétricas do meio.

Cada frasco foi equipado com quatro eletrodos de aco inoxidavel (AISI 302,
numero 19, didmetro de 0,80 mm), posicionados equidistantes (7 cm + 0,5) nas tampas.
Dois eletrodos foram utilizados para introduzir a corrente alternada no meio de cultivo,
enguanto os outros dois estavam conectados ao osciloscopio para medir a tensdo no
liguido. O aco inoxidavel foi escolhido devido & sua alta resisténcia a corrosdo e
estabilidade estrutural sob condiges elétricas variaveis, além de minimizar efeitos de
eletrdlise, garantindo estimulos consistentes e reduzindo possiveis contaminacdes ou
degradacéo do meio de cultivo.

As culturas de Dunaliella salina foram cultivadas em meio Conway e a dgua
produzida foi suplementada com as soluc6es Principal e Vitaminas do meio Conway. A
salinidade dos meios de cultivo foi ajustada e mantida em 8,5%. A estimulagéo elétrica,
em triplicata, foi aplicada de duas formas de estimulo elétrico:

e Microcorrentes alternadas de 50, 750 e 990 pA, com frequéncia de 1 Hz, durante

30 minutos, a cada 24 horas ao longo de 7 dias, (Figura 6)

e Microcorrentes alternadas de 50e 990 pA a cada 12 horas, ao longo de 7 dias

(Figura 6).

Para controle, cepas sem estimulos elétricos foram mantidas.

As condigdes de cultivo foram mantidas constantes, com intensidade luminosa de
3800 lux, agitacdo a 100 rpm, aeracao com ar atmosférico, temperatura de 25 °C (£2), pH
controlado entre 6 e 7, e fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro.

Durante o experimento, amostras foram coletadas diariamente para analise de
pigmentos fotossintéticos e densidade Optica a 680 nm utilizando um espectrofotdmetro
(Pro-tools V-1100D, Brasil). Além disso, analises quimicas de lipidios, nitrogénio (N) e
fosforo (P) foram realizadas no inicio e no final do cultivo, garantindo um monitoramento

completo dos parametros experimentais.
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Figura 6. Fluxograma da metodologia experimental.

Dunaliellgsalina |

Estimulo Elétrico 1
30 minutos a cada 24 horas

1 Hz Corrente Alternada
Valores individuais de:

- a) 50 pA -
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85 g/L de sais ‘ ’ 85 g/L de sais
D E— Estimulo Elétrico 2 -

* 30 minutos a cada 12 horas

1 Hz Corrente Alternada
Valores individuais de:
a) 50pA
b) 990 pA

Andlises:
Crescimento especifico (u)
Biomassa
Lipidios
Pigmentos

4.3.2. Microalga

Dunaliella salina da classe Chlorophyta foi escolhida por ser uma alga
halotolerante com alto contetdo lipidico (15-68%) (Huesemann, et al., 2009). Conhecida
por sua capacidade de crescer em diferentes ambientes e produzir biomassa em condi¢Ges
adversas, possui apenas uma membrana plasmatica simples que Ihe confere a habilidade
de responder rapidamente as mudancas de salinidade do meio (Chen & Jiang, 2009). Os
exemplares foram doados pelo Banco de Microalgas Iracema Nascimento (BMIN) do
Laboratério de Bioprospeccao e Biotecnologia (LaBBiotec) da Universidade Federal da
Bahia. A alga foi mantida no meio Conway com salinidade de 35 g de STD/L, conforme

0 protocolo adaptado Walne, (1966).
4.3.3. Agua Produzida

A caracterizacdo da agua produzida (AP) é essencial para avaliar sua adequacao
como meio de cultivo para microalgas halotolerantes. A agua utilizada neste estudo foi
fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos (LABEM),
sendo coletada de campos de extracdo de petroleo e gas, na estacdo de tratamento AP,
GALP Estacdo 36 - PETROGAL (Fazenda da Pedra, Sn - Zona Rural, Santo Amaro das
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Brotas - 49180-000, Sergipe, Brasil). As caracteristicas quimicas da amostra estdo
apresentadas na Tabela 9.

As amostras foram armazenadas em frascos de vidro borossilicato de 5 L e/ou
galdes de polietileno com capacidade de 10 L. Apds a caracterizagdo, os meios de cultivo
foram preparados, e suplementado o meio Conway (Tabela 10 e 11) e 0s experimentos

conduzidos sob condic@es controladas de luz, temperatura e aeracao.

Tabela 9. Composicdo da agua produzida AP-7. Caracterizagdo quimica da agua produzida.

Componentes Valores AP-7
| pH | 5.19 |
Salinidade 100 g/L
Alcalinidade Total 55,56 mgCaCO3/L
STD (Sais Totais Dissolvidos) 100 g/L
Cloreto 97,33 g/L
Sulfato 320,48 mg/L
Fosfato 0,21 mg/L
Ferro 20 mg/L
Cobre 0,00148 mg/L
Oleos e graxas 100 mg/L

Tabela 10. Meio Conway. Composi¢io da Solugdo Principal (P). E adicionado 1ml/L dessa solugdo em
agua marinha natural ou sintética.

Componentes Valores (g/L)
C10H1408Naz. 2H20 (Na EDTA sal sodico) 45
HsBOs3 (Acido Borico) 33.6
NaNOs (Nitrato de Sédio) 100
MnClz. 4H20 (Cloreto de Manganés) 0.36
FeCls. 6H20 (Cloreto de Ferro) 1.30
Na2HPO4. 2H-0 (Fosfato dissédico di-hidrogenado) 20.0

Tabela 11. Meio Conway. Composi¢ao da Solu¢do de Vitaminas. A cada um litro ¢ adicionado 0,1 ml
dessa solugdo de vitaminas em dgua marinha natural ou sintética.

Concentracdo Valores (mg/L)

Vitamina B12 - Cianocobalamina 5

Vitamina B1 - Biotina 100
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4.3.4. Cinética de Crescimento e Andlise Estatistica

Os parametros cinéticos de crescimento foram calculados aplicando regressao
linear na fase exponencial de acumulacdo de biomassa (taxas de producédo). Além disso,
o0 logaritmo natural (LN) da acumulacdo de biomassa foi submetido a regressao linear
para estimar o coeficiente de crescimento (), conforme descrito por Chinalia, et al.,
(2008). Os parametros cinéticos de todos os tratamentos foram analisados

estatisticamente em triplicatas usando ANOVA (software Minitab v2021).
4.3.5. Analise Quimica

A cada 24 horas, aliquotas foram coletadas para monitorar o contetdo de clorofila
a, clorofila B e carotenoides, seguindo o método descrito por Rowan, (1989).
Resumidamente, as amostras foram extraidas com 92,8% de etanol em banho-maria por
30 minutos a 60 °C, e as densidades Opticas foram medidas a 662, 645 e 470 nm,
utilizando um espectrofotdmetro Pro-tools (VV-1100D, Brasil).

No inicio e no final do experimento, as amostras foram centrifugadas, e o
sobrenadante foi analisado para determinar as concentragdes de fosfato e nitrato,
conforme protocolo adaptado de Keeny e Nelson, (1982). O fosfato foi determinado pela
reacdo com reagentes mistos contendo molibdato de aménio, acido sulfurico, &cido
ascorbico e tartarato de antiménio e potassio, com leitura de absorbancia a 882 nm. A
determinacdo de nitrato foi realizada utilizando o kit coloriméetrico CARD Kit Nitrato
NTD (Alfakit, Brasil), sequindo as instrugdes do fabricante.

A demanda quimica de oxigénio (DQO) foi quantificada segundo protocolo
adaptado de APHA et al., (2019). A extracdo lipidica foi realizada conforme o método de
Freeman, et al., (1956), utilizando uma solucdo de cloroférmio/metanol (2:1), de acordo

com a metodologia descrita por Conceicéo, et al., (2023).

4.4, RESULTADOS E DISCUSSAO

A influéncia do estimulo elétrico no crescimento e na producéo de biomassa de
Dunaliella salina foi avaliada em diferentes meios de cultivo, com énfase na agua
produzida (PW) e no meio sintético Conway. Este estudo visou compreender os efeitos
de microcorrentes alternadas aplicadas em dois regimes de estimulo (uma e duas vezes

ao dia) sobre o crescimento especifico, a producdo de biomassa, lipidios e pigmentos.
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4.4.1. Taxa de Crescimento Especifico (u)

A taxa de crescimento especifico (1) no meio sintético demonstrou que qualquer
estimulo elétrico promoveu o crescimento em comparagdo ao controle (Figura 7). A
aplicacdo de corrente elétrica de 50 pA uma vez ao dia resultou em uma taxa de
crescimento especifico de 0,54 d™!, representando um aumento de aproximadamente 92%
em relacdo ao controle. Contudo, essa taxa foi mantida apenas até o 5° dia de cultivo,
apresentando reducdo nos dias subsequentes. Esse comportamento refletiu-se nos
parametros de crescimento, como a produtividade de biomassa (0,08 g/L/d) e a biomassa
total (0,47 g/L) (Tabela 12).

Sob a aplicacdo de 990 pA no mesmo meio, a taxa de crescimento especifico foi
menor (0,35 d', 54% inferior a obtida com 50 pA), mas sustentou-se por 7 dias,
resultando em produtividade de biomassa equivalente (0,08 g/L/d) e biomassa total
superior (0,56 g/L), correspondendo a um incremento de 17% em relacédo ao tratamento
com 50 pA (Tabela 12). Esses resultados sugerem que uma taxa de crescimento especifico
constante e moderada, favorece maior acimulo de biomassa total em comparagdo a uma
taxa inicial elevada que declina rapidamente.

No cultivo em 4gua produzida, o controle apresentou o p de 0,56 d™!, um aumento
de 37% em relagdo aos tratamentos com estimulos elétricos (Figura 7). Isso indica que a
agua produzida, por si s, tem um efeito estimulante sobre o crescimento de D. salina.
No entanto, essa taxa elevada foi mantida apenas até o 4° dia de cultivo, resultando em
produtividade de biomassa de 0,10 g/L/d e a biomassa total de 0,51 g/L (Tabela 12).

A aplicacéo de corrente alternada de 990 pA duas vezes ao dia resultou em p de
0,44 d' (27% inferior ao controle), mas sustentada por 5 dias. Apesar da produtividade
de biomassa ser ligeiramente inferior (0,09 g/L/d), a biomassa total foi maior (0,63 g/L),
representando um aumento de 23%. Assim, embora a agua produzida favoreca o
crescimento inicial, a aplicagdo de corrente alternada promove maior estabilidade do
cultivo, permitindo maior acimulo de biomassa total.

Esses resultados evidenciam que a intensidade e a frequéncia do estimulo elétrico
influenciam significativamente o crescimento e a produtividade de biomassa. Ammar, et
al., (2018) relataram que Nannochloropsis oculata cultivada em 25% de agua produzida
obteve p de 0,179 d! em 21 dias, enquanto D. salina cultivada em agua produzida bruta

a 85 g/L de sais alcangou p de 0,563 d! em 7 dias, um aumento de 140%. Esses dados
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indicam que a alta salinidade do efluente petrolifero exerce forte influéncia sobre o
crescimento da microalga.

No meio Conway, tratamentos com estimulos aplicados uma vez ao dia
apresentaram p média 29% superior ao controle, enquanto estimulos aplicados duas vezes
ao dia resultaram em aumento de apenas 10%. No entanto, no cultivo em agua produzida,
estimulos elétricos ndo resultaram em melhoria significativa em [, sugerindo que a
composi¢do quimica desse meio pode ter limitado os efeitos do estimulo elétrico.

Figura 7. Crescimento Especifico (i). Coeficiente de crescimento especifico da Dunaliella salina sob
diferentes condi¢des experimentais. As barras indicam o crescimento especifico da microalga no meio

Conway e na agua produzida com 8.5% de sais, em trés intensidades de corrente alternada: 50, 750 e
990uA. Além dos seus respectivos controles sem exposigdo a corrente alternada. (*) Analise estatistica.
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4.4.2. Impedancia e seu papel no desempenho do crescimento

A correlagdo entre a taxa de crescimento especifico e a impedéancia foi observada
no meio Conway, onde o maior valor de impedancia (100 ) resultou na maior taxa de
crescimento especifico (0,54 d') (Table 12), conforme relatado por Silva, et al., (2025).
No entanto, embora a 4gua produzida tenha apresentado o mesmo valor de impedancia
(100 Q), esse padrao ndo foi reproduzido, uma vez que a maior taxa de crescimento
especifico no efluente ndo foi associada ao maior valor de impedancia, sendo o controle
o tratamento com melhor desempenho no coeficiente de crescimento especifico. Esses

resultados sugerem que, mesmo em condicGes de salinidade semelhantes, a voltagem dos
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meios apresentou variagdes, possivelmente devido as caracteristicas intrinsecas da dgua
produzida, que podem ter influenciado sua interacdo com a corrente alternada de maneira

distinta daquela observada no meio sintético.
4.4.3. Produgéo de Biomassa

Nos experimentos realizados, observou-se que o estimulo elétrico foi mais eficaz
no meio sintético, resultando em um aumento médio de 64% na produgdo de biomassa
total em relacdo ao controle (Figura 8). Comparativamente, He, et al. (2022) observaram
aumentos de 32 e 26%, na biomassa de Scenedesmus obliquus cultivada em meio BG-11,
com correntes continuas de 1 e 2 A/m?2 aplicadas por 12 horas diarias durante 5 dias. Em
nosso estudo, a aplicacdo de microcorrente alternada de 990 YA por 30 minutos, em
intervalos de 12 horas durante 7 dias, em Dunaliella salina cultivada em meio Conway,
resultou em um aumento substancial de 80% na biomassa, quando comparado ao controle.
Esses dados sugerem que a microcorrente alternada, aplicada por curtos periodos duas
vezes ao dia, pode ser mais eficaz na promocao do acimulo de biomassa, destacando-se
como uma alternativa promissora e economicamente viavel para a produgéo de biomassa.

O efluente industrial, observou-se um aumento médio de 10% nos tratamentos
elétricos em comparacao ao controle no regime de estimulo uma vez ao dia, enquanto a
microcorrente de 990 A, duas vezes ao dia promoveu um incremento de 23% em relacao
ao controle (Figura 8). Esses resultados destacam o potencial intrinseco do efluente para
estimular o crescimento microalgal, devido a sua composi¢do quimica rica em nutrientes
e sais. He, et al. (2022) relataram resultados similares em Scenedesmus obliquus cultivada
em efluente municipal com correntes continuas de 1 e 2 A/m2 por 12 horas diarias,
resultando em aumentos de 22% e 30%, respectivamente, na biomassa. As diferencas
entre os resultados podem ser atribuidas as caracteristicas distintas dos efluentes
utilizados: enquanto o efluente municipal requer estimulo elétrico para aumentar a
biomassa, a dgua produzida ja contém compostos que promovem o crescimento das
microalgas. Essa diferenca é evidenciada ao compararmos os rendimentos de biomassa
no meio Conway e na &gua produzida sem estimulo elétrico, sendo que o efluente
petrolifero promoveu um aumento de 57% em relacdo ao meio sintético.

Adicionalmente, a alta salinidade da AP desempenha um papel crucial no
metabolismo de D. salina, estimulando a sintese de glicerol para osmorregulacéo,
composto que pode representar até 55% do peso seco total da microalga (Ben-Amotz E

Avron, 1973). Esse glicerol ndo apenas auxilia na adaptacdo a ambientes hipersalinos,
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mas também atua como mecanismo de protecdo contra compostos toxicos presentes no
efluente, promovendo mudangas nas vias metabolicas chave e maximizando o acumulo
de biomassa.

Portanto, a 4gua residual petrolifera apresenta-se como um ambiente promissor e
economicamente viavel para o cultivo de D. salina, representando uma alternativa
relevante para processos industriais baseados em microalgas. No cultivo de D. salina, a
microcorrente alternada de 990 pA aplicada duas vezes ao dia demonstrou melhor
desempenho em comparagdo & microcorrente de 50 A e aos tratamentos realizados uma

vez ao dia, destacando-se como a estratégia mais eficiente para a producgéo de biomassa.

Figura 8. Acimulo de Biomassa. Produ¢éo de biomassa de Dunaliella salina sob diferentes condi¢des
experimentais. As barras indicam a produggo de biomassa da microalga no meio Conway e na agua
produzida com 8.5% de sais, em trés intensidades de corrente alternada: 50, 750 ¢ 990pA. Além dos seus
respectivos controles sem exposicdo a corrente alternada. (*) Analise estatistica.
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4.4.4. Produgdo de Lipidios

A aplicacdo de microcorrente alternada demonstrou efeitos positivos no acimulo
de lipidios em Dunaliella salina, especialmente quando o estimulo foi aplicado uma vez
ao dia. No meio Conway, a exposicao diaria a corrente elétrica resultou em um aumento
significativo na producéo lipidica, destacando-se as correntes de 750 e 990 pA, com um
rendimento médio de aproximadamente 39%, em comparacdo ao controle (Figura 9).
Contudo, o estimulo aplicado duas vezes ao dia apresentou desempenho inferior. Este
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fendmeno pode ser atribuido ao fato de que a exposicdo prolongada a microcorrente
alternada pode ter desviado as rotas metabolicas da microalga, o que contrasta com 0s
efeitos positivos observados quando os estimulos sdo mais curtos e menos frequentes
(BEN-AMOTZ e AVRON, 1973; NEZAMMAHALLEH, et al., 2016).

Ao comparar os resultados obtidos com dados da literatura, HE, et al. (2022)
cultivaram Scenedesmus obliquus em meio BG-11 sob exposi¢édo a correntes continuas
de 1 e 2 A/m? durante 12 horas por dia, ao longo de 5 dias. No 7° dia de cultivo,
observaram um aumento de 30% e 21% no conteudo de lipidios, respectivamente, em
comparagdo ao controle. No presente estudo, Dunaliella salina, cultivada em meio
sintético e exposta a correntes alternadas de 750 e 990 YA, aplicadas durante 30 minutos
diarios por 7 dias, resultou em um aumento significativamente maior de 65% no acumulo
lipidico, quando comparado ao controle. Essas discrepancias podem ser atribuidas ao tipo
de corrente aplicada e a duracdo do estimulo. A microcorrente alternada, aplicada em
periodos curtos uma vez ao dia, parece induzir um estresse metabolico mais eficiente,
favorecendo a conversédo de carbono em lipidios.

No cultivo em &gua produzida, a salinidade elevada e a composi¢cdo quimica
complexa demonstraram papel crucial no metabolismo de D. salina. Sob estimulos de 50
WA, aplicados uma vez ao dia, observou-se um aumento significativo de 66% no acumulo
lipidico em relacdo ao controle, corroborando a hipotese de que a AP pode funcionar
como um meio promissor e economicamente vidvel para a producdo de lipidios. Em
contraste, estimulos mais frequentes (duas vezes ao dia) resultaram em rendimentos
inferiores, indicando que a intensidade e a frequéncia da estimulacdo elétrica devem ser
ajustadas cuidadosamente para evitar impactos metabolicos adversos.

Como ja citado, HE, et al. (2022) realizaram experimentos com Scenedesmus
obliquus cultivada agora em efluente municipal, exposto a corrente continua de 1 A/m?
por 12 horas diarias, durante 5 dias. Os autores observaram um aumento de 8% na
producdo de lipidios em comparacdo ao controle. Em contraste, nossos resultados, com
D. salina exposta a microcorrente alternada de 50 WA uma vez ao dia, demonstraram um
incremento substancial de aproximadamente 39% no acumulo de lipidios, comparado ao
controle. Esses dados ressaltam que as diferencas nos parametros de estimulacao elétrica,
incluindo o tipo de corrente, a duracdo da exposicdo e as caracteristicas dos efluentes,
desempenham um papel crucial na resposta metabolica das microalgas. No caso da agua

produzida, sua composicdo complexa e alta salinidade, aliadas ao estimulo de



78

microcorrente alternada, parecem criar condi¢des ideais para a biossintese lipidica de D.
salina.

Por outro lado, a aplicagédo de microcorrente alternada duas vezes ao dia, ndo
apresentou efeitos positivos, a corrente de 990 pA demonstrou uma reducdo de 53% no
acimulo lipidico, comparado ao mesmo estimulo aplicado uma vez ao dia. Esses
resultados indicam que, embora 0 aumento na exposi¢cdo ao estimulo elétrico ndo
favoreceu o acimulo de lipidios na D. salina em meio sintético.

No cultivo em &gua produzida, os tratamentos realizados duas vezes ao dia,
utilizando microcorrente de 50 YA, apresentou um rendimento de aproximadamente
174% em relacdo a 990 pA, também aplicados duas vezes ao dia. Contudo, quando
comparado ao mesmo estimulo aplicado uma vez ao dia, houve uma reducéo de 12%. A
composicdo rica e complexa da dgua produzida, com 8,5% de sais e possiveis compostos
toxicos, pode ter interagido de maneira mais intensa com o estimulo elétrico aplicado
duas vezes ao dia, promovendo alteracbes metabolicas ou condicBes estressantes
adicionais que impactaram producéo lipidica. Esses resultados reforcam que o impacto
do estimulo elétrico esta diretamente relacionado as caracteristicas do meio de cultivo e

as respostas adaptativas das microalgas as condi¢des de salinidade e toxicidade.

Figura9. Aciimulo de Lipidios. Producéo de lipidios de Dunaliella salina sob diferentes condi¢des
experimentais. As barras indicam a producao de lipidios da microalga no meio Conway e na dgua
produzida com 8.5% de sais, em trés intensidades de corrente alternada: 50, 750 e 990pA. Além dos seus
respectivos controles sem exposicdo a corrente alternada. (*) Analise estatistica.
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4.4.5. Producdo de Pigmentos

Sob altas salinidades a D. salina consegue se osmorregular de forma rapida, uma
via bem conhecida ¢ pela sintese de glicerol (Chen, et al., 2009). Esse processo envolve
elevado gasto energético, o que pode levar a maior captacdo de energia através da luz,
sintetizando assim mais pigmentos fotossintetizante como clorofila o (Hoefnagel, et al.,
1998). Nossos resultados sugerem que a corrente alternada potencializou essa resposta
positiva, em sinergia com a salinidade.

No meio sintético, todos os tratamentos apresentaram melhor rendimento na
produgdo de clorofila a em relagdo ao controle, com destaque para a microcorrente
alternada de 50pA aplicada uma vez ao dia, que resultou em um aumento de
aproximadamente 38% (Tabela 12). Comparativamente, He, et al., (2022), reportaram
aumento na produgdo de clorofila a de 9,7% em Scenedesmus obliquus cultivada em meio
BG-11, sob corrente continua de 1 A/m2 aplicada por 12h diarias ao longo de 5 dias.
Esses dados reforcam que a microcorrente alternada, com periodos curtos de aplicacdo
diaria, pode melhorar significativamente a atividade fotossintética de D. salina,
destacando-se como uma abordagem promissora e economicamente viavel para a
producao de clorofila a, um pigmento de relevancia industrial. Na dgua produzida, a
maioria dos tratamentos com corrente alternada também resultou em melhor acimulo de
clorofila o em relacdo ao controle, exceto para o estimulo de 50 pA aplicado duas vezes
ao dia (Tabela 12). Esses resultados confirmam que as caracteristicas do meio de cultivo,
como salinidade e composi¢édo quimica complexa (Tabela 9), juntamente com o tempo de
exposi¢do a corrente elétrica, influenciam significativamente a resposta fotossintética da
microalga.

Os carotenoides, especialmente em microalgas, desempenham papel fundamental
na fotoprotecdo celular, particularmente sob condi¢cdes de estresse. Esse mecanismo é
especialmente importante em situacfes em que o excesso de energia leva a superexcitagdo
dos pigmentos fotossintéticos, resultando em desequilibrio na cadeia de transporte de
elétrons e na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que, em niveis elevados,
podem causar danos celulares (Masojidek, et al., 2021). Em niveis moderados, as EROs
atuam como sinalizadores que ativam a via metabdlica de biossintese de carotenoides,
auxiliando na dissipagéo do excesso de energia luminosa como calor e minimizando os

efeitos negativos das EROs.
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Nosso estudo encontrou que a aplicacdo de estimulos elétricos uma vez ao dia
resultou em um aumento medio de 24% na producdo de carotenoides, enquanto a
aplicacdo duas vezes ao dia reduziu em 56%, sugerindo que a estimulacéo excessiva pode
ter causado um aumento nas EROs, prejudicando o processo de biossintese de
carotenoides (Tabela 12). Esses resultados estdo em consonancia com os achados de
Sathiyavahisan, et al., (2023), que sugerem que niveis elevados de EROs podem interferir
no mecanismo de defesa antioxidante das células. Fitriana, et al., (2021), relataram que a
camara catddica com 3 mA, aplicada por dois dias na microalga Haematococcus pluvialis,
resultou em uma reducéo de 57% no acimulo de astaxantina, em comparacao ao controle,
e promoveu 0 acumulo de espécies reativas de oxigénio, 0 que causou danos significativos
nas células. Apesar de a astaxantina ser um antioxidante importante, sua producdo como
resposta ao estresse oxidativo pode ser limitada quando a concentracdo de EROs atinge
niveis elevados. 1sso ocorre porque o acumulo excessivo de EROs pode desestabilizar o
metabolismo celular, interferindo na propria producdo de carotenoides antioxidantes e,
eventualmente, comprometendo a capacidade de defesa antioxidante, o que pode levar a
morte celular.

Comportamento semelhante foi observado na agua produzida, que, apesar de ser
rica em sais e compostos que podem ser toxicos para as células, apresentou aumento na
producdo de carotenoides quando o estimulo elétrico foi aplicado uma vez ao dia, com
um incremento de 22%. No entanto, quando a estimulacéo foi duplicada ao dia, observou-
se uma reducdo acentuada de 85% na producéo de carotenoides, sugerindo que o estimulo

excessivo prejudicou a biossintese de pigmentos.



Tabela 12. Parametros de crescimento da D. salina.

Tratamentos (HA) Tratamentos (HA)

Tratamentos (LA) com 2x por dia no Tratamentos (LA) com AP 2x por dia na AP
Conway 8.5% de sais Conway 8.5% de 8.5% de sais 8 5% de sai
sais .5% de sais
Controle 5, 750 990 50 g0 comwole g5y 750 990 50 990
Conway AP
Tensdo elétrica medida no meio - 5 10 25 5 25 - 5 9 15 5 15
(mV) (£0.06)  (+0.06) (+0.06) (%0.06) (+0.06) (x0.01) (x0.01) (#0.01) (#0.01) (x0.01)
Resisténcia ou Impedancia - 100 13.3 25.2 100 25.2 - 100 12 15.15 100 15.15
Calculada do Meio (Q) (£0.06)  (+0.06) (+0.06) (%0.06) (+0.06) (x0.01) (x0.01) (£0.01) (#0.01) (x0.01)
Taxa de produtividade de 0.044 0.080 0.081 0.085 0.066 0.082 0.101 0.071 0.083 0.102 0.095 0.092
biomassa (g/L™t) (x0.00)  (#0.00) (x0.00) (#0.00) (£0.00) (£0.00)  (x0.00)  (£0.00) (£0.00) (+0.00) (+0.00)  (0.00)
Taxa de produtividade lipidica 0.011 0.012 0.019 0.019 0.012 0.015 0.019 0.013 0.015 0.019 0.018 0.017
(g/LY) (x0.00)  (#0.00) (+0.00) (#0.00) (£0.00) (£0.00)  (x0.00)  (£0.00) (£0.00) (+0.00) (+0.00)  (z0.00)
Clorofila o Total (ng/L) 491 6.59 6.21 6.35 5.06 5.93 5.26 6.66 7.44 7.11 4.76 6.63
(x0.13)  (#0.10) (x0.03) (#0.07) (£0.20) (£0.03) (¢0.21) (£0.11) (#0.24) (x0.09) (#0.11) (0.14)
Carotenoides totais (ug/L) 2.27 3.04 2.29 3.06 1.47 1.42 2.60 3.17 3.54 3.40 1.28 1.53
(x0.05)  (#0.02) (x0.00) (#0.01) (£0.05) (£0.00) (x0.07)  (x0.05) (#0.10) (+0.04) (+0.05)  (z0.05)
Concentracdo inicial de DQO 13.73 13.73 13.73 13.73 13.73 13.73 23 23 23 23 23 23
(g/L) (0.00)  (£0.00) (#0.00) (#0.00) (£0.00) (#0.00) (£0.03)  (#0.03) (%0.03) (+0.03) (%0.03) (%0.03)
% de remogdo de DQO 22 20 19 17 23 42 72 51 50 52 67 71
(0.00)  (£0.00) (#0.00) (#0.00) (£0.00) (#0.00) (x0.01) (#0.00) (%0.00) (+0.00) (#0.00)  (%0.01)
Concentracdo inicial de N (mg/L) 110 110 110 110 110 110 276 276 276 276 276 276
(x0.01)  (#0.01) (%0.01) (#0.01) (£0.01) (£0.01) (x0.01) (%0.01) (#0.01) (x0.01) (+0.01) (x0.01)
% de remocdo de N 98 99 99 99 96 98 80 60 60 60 60 60
(x0.01)  (#0.01) (x0.01) (#0.01) (£0.01) (£0.01) (x0.01) (£0.01) (#0.01) (x0.01) (x0.01) (x0.01)
Concentracdo inicial de P (mg/L) 6.58 6.58 6.58 6.58 6.58 6.58 11.03 11.03 11.03 11.03 11.03 11.03

(x0.00)  (£0.00) (x0.00) (£0.00) (£0.00) (£0.00) (x0.00)  (£0.00) (%0.00) (+0.00) (%0.00)  (%0.00)
% de remocdo de P
59 60 59 60 57 53 63 72 67 70 48 52
(x0.00)  (£0.00) (#0.00) (#0.00) (#0.00) (#0.00) (#0.02) (#0.00) (#0.01) (+0.00) (#0.00) (%0.00)
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4.4.6. Remocéao de nutrientes
A 4gua produzida é um efluente caracterizado por elevada concentracdo de NaCl

e baixa carga organica. A Demanda Quimica de Oxigénio (DQQO) é um parametro
utilizado para estimar o teor de matéria organica presente na amostra. O excesso de carga
organica em efluentes pode causar impactos ambientais adversos, como acidificacéo,
salinizagdo e eutrofizacdo (Brasil, 2006). Dessa forma, o controle dessa variavel é
essencial para a eficiéncia do tratamento do efluente.

De acordo com Ammar, et al., (2018), a elevada concentracdo de compostos
presentes na dgua produzida, associada a alta salinidade, pode reduzir a taxa de remocao
de DQO por microalgas. No entanto, espécies adaptadas a ambientes hipersalinos
apresentam maior resisténcia ao estresse osmotico, podendo realizar e/ou estimular a
biodegradagéo de compostos organicos.

Os resultados deste estudo demonstraram uma remocao significativa da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) ao longo do cultivo. No controle contendo apenas agua
produzida, a taxa de remogéo atingiu 72%, um valor aproximadamente 24% superior ao
observado nos cultivos submetidos a estimulagdo por corrente alternada (Tabela 12).
Esses achados indicam que a propria agua produzida pode fornecer condi¢bes favoraveis
ao crescimento e metabolismo de Dunaliella salina, promovendo a biodegradacéo da
matéria organica presente no meio.

O descarte inadequado da &gua produzida pode causar impactos ambientais
significativos, principalmente devido a presenca de nitrogénio e fosforo, que podem
desencadear a formacéo de zonas hipoxicas e comprometer a qualidade dos ecossistemas
aquaticos receptores (Geddes, 1984; Veil, et al., 2005). Dessa forma, mesmo quando
presentes em baixas concentracdes, esses nutrientes precisam ser removidos de forma
eficiente durante o tratamento do efluente.

Hopkins et al., (2019), relataram que a remocao de nutrientes em microalgas esta
diretamente relacionada a salinidade do meio, visto que células expostas a condi¢des
hiperosméticas podem aumentar o consumo de nitrato e fosfato para suprir demandas
metabdlicas e energéticas associadas ao crescimento.

Os resultados deste estudo (Tabela 12) indicam que a alta salinidade gerou um
estresse significativo nas células, promovendo uma remocéo de nitrato superior a 95% no
meio Conway. Dentre os tratamentos avaliados, aqueles submetidos a estimulo elétrico

diério a cada 24 horas, com correntes de 50, 750 e 990 pA, atingiram remocdo de 99%.
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No entanto, no cultivo realizado em agua produzida, os resultados diferiram,
apresentando um padrdo semelhante ao observado para a remogédo de DQO. A condicdo
controle demonstrou a maior eficiéncia na remocéo de nitrato (80%), enquanto os cultivos
submetidos a corrente alternada removeram em média aproximadamente 60% do
nutriente.

A menor eficiéncia na remocao de nitrato nos tratamentos com corrente alternada
pode estar associada a um efeito adverso da estimulacéo elétrica sobre a fisiologia celular.
Embora a corrente alternada possa ativar vias metabdlicas alternativas, sua aplicagdo
também pode induzir um estresse adicional as microalgas, comprometendo a assimilacéo
de nutrientes. Possiveis mecanismos envolvidos incluem a interferéncia no transporte
ibnico, alteracdo da homeostase osmotica, modificacdo na atividade enzimaética
responsavel pela assimilacao de nitrogénio e fosforo, ou até mesmo impactos na eficiéncia
fotossintética.

Por outro lado, a remocdo de fosfato apresentou um comportamento distinto,
sendo mais eficiente no meio com agua produzida. No tratamento submetido a estimulo
elétrico diario a cada 24 horas, a corrente de 50 A resultou em uma remocéo de 72%,
enguanto no meio Conway as correntes de 50 e 990 pA promoveram remocdes de 60%
(Tabela 12). A maior remocéo de fosfato na agua produzida pode estar associada a maior
disponibilidade inicial desse nutriente, que apresentou uma concentracédo de 11,03 mg/L,
em comparacao a 6,58 mg/L no meio Conway. Além disso, a especiacdo quimica do
fésforo na agua produzida pode ter favorecido sua assimilacdo pelas microalgas. A
presenca de outros compostos nesse meio também pode ter atuado como um fator de
bioestimulacéo, intensificando a atividade metabdlica das células e, consequentemente, a
remocdao de fosfato.

Diante disso, estudos complementares, como analises de expressdo génica e
atividade enzimatica, sdo necessarios para compreender melhor os efeitos da corrente
alternada sobre a remocdo de nutrientes e otimizar o uso dessa abordagem no tratamento

de efluentes salinos.

45. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo reforcam o potencial de utilizacdo de estimulos
elétricos como ferramenta para otimizar o cultivo de microalgas, especialmente em meios

residuais como a agua produzida. Além disso, a D. salina demonstrou ser uma microalga
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resiliente e versatil, com capacidade de adaptacdo a condi¢cBes ambientais adversas,
posicionando-se como uma candidata promissora para aplicacdes industriais, incluindo
producéo de biodiesel, bioprodutos e tratamento de efluentes.

No entanto, a escolha dos parametros de estimulacéo elétrica deve ser feita com
base nos objetivos especificos do processo, destacando a necessidade de um equilibrio
entre intensidade e tempo de exposic¢do para otimizar os resultados. Embora o aumento
na exposicdo ao estimulo elétrico possa favorecer a producdo de biomassa na
microcorrente alternada de 990 WA no meio Conway e AP, ele pode ser contraproducente
para a produgdo de lipidios e o crescimento especifico. O uso do residuo industrial
petrolifero demonstrou potencial como meio de cultivo economicamente viavel para D.
salina, especialmente devido as suas caracteristicas intrinsecas que favorecem o
crescimento microalgal. A composicao rica e complexa da &gua produzida, com 8,5% de
sais e possiveis compostos toxicos, pode ter interagido de maneira mais intensa com o
estimulo elétrico aplicado duas vezes ao dia, promovendo alteracBes metabdlicas ou
condigdes estressantes adicionais que impactaram positivamente a producao de biomassa,
mas negativamente o crescimento e a producao lipidica.

Portanto, é fundamental que a exposi¢ao do estimulo elétrico seja cuidadosamente
ajustada de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas especificas de cada meio de
cultivo, seja ele efluente ou meio sintético. Os resultados sugerem gue a aplicacdo de
microcorrente uma vez ao dia pode ser mais eficiente e economicamente viavel para

maximizar o crescimento microalgal e a producéo lipidica.
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CAPITULO V - ESTIMULO ELETRICO INTERMITENTE NO
CULTIVO DE D. salina

5.1. INTRODUCAO

O cultivo de microalgas tem despertado interesse crescente devido a sua ampla
aplicacdo em biotecnologia, incluindo a producdo de biocombustiveis, pigmentos e
compostos bioativos de alto valor agregado. Dunaliella salina ¢ uma das espécies mais
estudadas para esses fins, destacando-se por sua capacidade de crescer em condicdes
extremas de salinidade e por produzir lipidios e carotenoides, que possuem grande
relevancia comercial (Chen & Jiang, 2009; Kiran, et al. 2014; Tinoco, et al., 2015).
Entretanto, avancos na otimizacdo do cultivo ainda sdo necessarios para maximizar sua
produtividade e viabilizar economicamente o uso em larga escala.

Entre as estratégias emergentes para otimizar o cultivo de microalgas, a aplicacdo
de estimulos fisicos, como correntes elétricas, tem se mostrado promissora por seu
potencial em modular o metabolismo microalgal, promovendo maior producdo de
biomassa e biocompostos (Arriada, et al., 2014; Ammar, et al., 2018; He, et al., 2022;
Sun, et al., 2019). Para espécies como Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus,
estudos indicam que a aplicacdo de campos elétricos estaticos ou pulsados pode aumentar
a permeabilizacdo celular, facilitando a absorcdo de nutrientes e gerando aumentos
significativos tanto na biomassa quanto no rendimento lipidico (Nezammahalleh, et al.,
2016; Gusbeth, et al., 2013; Haberkorn, et al., 2019). No entanto, a aplicacéo de correntes
elétricas em Dunaliella salina, uma microalga de interesse industrial, ainda ndo foi
investigada, representando uma lacuna importante na literatura cientifica.

A introducdo de regimes de estimulo intermitente, alternando periodos de
aplicacdo e repouso, pode representar um avanco significativo em relacdo aos estimulos
continuos tradicionalmente testados (La, et. al., 2016; Corpuz, et al., 2021). Essa
abordagem tem o potencial de minimizar os danos celulares associados a aplicacao
prolongada de corrente elétrica, a0 mesmo tempo que permite a recuperacdo metabdlica
entre os ciclos de estimulo. Além disso, diferentes frequéncias de corrente podem
influenciar de forma distinta o metabolismo das células, destacando a necessidade de
explorar essas variaveis para identificar condi¢des ideais de cultivo.

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de estimulos elétricos

intermitentes com corrente alternada sobre o crescimento e a producdo de bioprodutos
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por D. salina em meio sintético. Este trabalho busca ndo apenas explorar o impacto de
regimes de estimulo intermitente em D. salina, mas também contribuir com dados
inéditos para o avanco de bioprocessos envolvendo microalgas, oferecendo insights

valiosos para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis e eficientes de cultivo.

5.2. OBJETIVO

Avaliar o crescimento e a produgédo de bioprodutos de D. salina sob estimulos elétricos

intermitentes aplicados em diferentes intensidades e frequéncias de corrente alternada.
5.2.1. Objetivos Especificos

e Analisar o efeito do estimulo elétrico intermitente em diferentes intensidades de
corrente alternada no crescimento celular de Dunaliella salina.

e Analisar o efeito do estimulo elétrico intermitente em diferentes frequéncias de
corrente alternada no crescimento celular de Dunaliella salina.

e Auvaliar a influéncia de diferentes frequéncias de corrente alternada sobre o
rendimento de bioprodutos, como lipidios, pigmentos e proteinas, em Dunaliella
salina.

e Investigar a interacdo entre intensidade e frequéncia da corrente alternada no

aumento da producdo de biomassa e biocompostos por D. salina.
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5.3. METODOLOGIA

5.3.1. Sistema Experimental

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer com volume Util de
500 mL, conectados a uma fonte de alimentacéo elétrica (Neurodyn, modelo ME03361A,
Brasil) e a um osciloscopio (Osciloscdpio 100 MHz, 2 canais, Minipa MVB-DSO, Brasil)

para monitoramento das caracteristicas elétricas do meio.

Cada frasco foi equipado com quatro eletrodos de aco inoxidavel (AISI 302,
namero 19, didametro de 0,80 mm), posicionados equidistantes (7 cm £ 0,5) nas tampas.
Dois eletrodos foram utilizados para introduzir a corrente alternada no meio de cultivo,
enguanto os outros dois estavam conectados ao osciloscopio para medir a tensdo no
liquido. O aco inoxidavel foi escolhido devido a sua alta resisténcia a corrosao e
estabilidade estrutural sob condicdes elétricas variaveis, além de minimizar efeitos de
eletrolise, garantindo estimulos consistentes e reduzindo possiveis contaminag¢fes ou
degradacédo do meio de cultivo.

As culturas de Dunaliella salina foram cultivadas em meio Conway com
salinidade de 3,5%. A estimulagdo elétrica foi realizada em triplicatas, utilizando
microcorrentes alternadas de 50, 750 e 990 pA, em frequéncias de 1, 50 e 100 Hz, em
ciclos de 5 minutos ligados e 5 minutos desligados, totalizando 30 minutos diarios de
corrente aplicada, distribuidos em seis ciclos de 5 minutos ao longo de 7 dias. Como
controle, foram mantidas cepas sem estimulos elétricos, assim como cepas submetidas a
estimulo continuo de corrente alternada de 30 minutos diérios, nas intensidades de 50,
750 e 990 pA (Figura 10).

As condicdes de cultivo foram mantidas constantes, com intensidade luminosa de
3800 lux, agitacdo a 100 rpm, aeracao com ar atmosférico, temperatura de 25 °C (£2), pH
controlado entre 6 e 7, e fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro.

Durante o experimento, amostras foram coletadas diariamente para analise de
pigmentos fotossintéticos e densidade Optica a 680 nm utilizando um espectrofotdmetro
(Pro-tools VV-1100D). Além disso, analises quimicas de lipidios, nitrogénio (N) e fosforo
(P) foram realizadas no inicio e no final do cultivo, garantindo um monitoramento

completo dos parametros experimentais.
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Figura 10. Fluxograma da metodologia experimental.

Dunaliella salina
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35 g/L de sais
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Estimulo Elétrico
« 30 minutos a cada 24 horas em ciclos
de 5/5 minutos Ligado/desligado.
« 7 dias de cultivo.
» Valores individuais de Corrente e
Frequéncia:

a) 50 A (1, 50 e 100Hz)
b) 750 pA (1, 50 e 100Hz)
c) 990 pA (1, 50 e 100Hz)

!

Analises:
Crescimento especifico (L)
Biomassa
Lipidios

5.3.2. Microalga

A microalga Dunaliella salina, foi selecionada devido a sua elevada
halotolerancia e significativo contetdo lipidico, que varia de 15% a 68% (Huesemann, et
al., 2009). As cepas utilizadas foram cedidas pelo Banco de Microalgas Iracema
Nascimento (BMIN) do Laboratério de Bioprospec¢do e Biotecnologia (LaBBiotec) da
Universidade Federal da Bahia.
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A manutencdo da microalga foi realizada no meio Conway com salinidade
ajustada a 35 g de STD/L, seguindo o protocolo adaptado de Walne, (1966). O meio foi
preparado utilizando uma solugéo principal (Tabela 13) combinada com uma solucdo de
vitaminas (Tabela 14) em &gua marinha sintética. Para a reconstituicdo da &gua marinha
sintética, foram utilizados sais marinhos comerciais (Red Sea Salt, Red Sea Ltda),

frequentemente empregados em aquarios ornamentais.

Tabela 13. Meio Conway. Composigio da Solugdo Principal (P). E adicionado Iml/L dessa solugdo em
agua marinha natural ou sintética.

Componentes Valores (g/L)
C10H1408Naz2. 2H-0 (Na EDTA sal sddico) 45
H3BOs (Acido Bérico) 33.6
NaNOs (Nitrato de Sédio) 100
MnClz. 4H20 (Cloreto de Manganés) 0.36
FeCls. 6H20 (Cloreto de Ferro) 1.30
Na2HPO4. 2H20 (Fosfato dissodico di-hidrogenado) 20.0

Tabela 14. Meio Conway. Composic¢do da Solucdo de Vitaminas. A cada um litro ¢ adicionado 0,1 ml
dessa solugdo de vitaminas em dgua marinha natural ou sintética.

Concentracédo Valores (mg/L)
Vitamina B12 - Cianocobalamina 5
Vitamina B1 - Biotina 100

5.3.3. Cinética de Crescimento e Analise Estatistica

Os parametros cinéticos de crescimento foram calculados aplicando regresséo
linear na fase exponencial de acumulacdo de biomassa (taxas de producao). Além disso,
o logaritmo natural (LN) da acumulacdo de biomassa foi submetido a regressdo linear
para estimar o coeficiente de crescimento (), conforme descrito por Chinalia, et al.,
(2008). Os parametros cinéticos de todos os tratamentos foram analisados

estatisticamente em triplicatas usando ANOVA (software Minitab v2021).
5.3.4. Analise Quimica

A extragdo lipidica foi realizada conforme o método de Freeman, et al., (1957),
utilizando uma solugdo de cloroférmio/metanol (2:1), de acordo com a metodologia
descrita por Conceicao, et al., (2023).

No inicio e no final do experimento, as amostras foram centrifugadas, e o
sobrenadante foi analisado para determinar as concentragcbes de fosfato conforme
protocolo adaptado de Keeny & Nelson (1982). O fosfato foi determinado pela reacéo
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com reagentes mistos contendo molibdato de amdnio, acido sulfarico, acido ascérbico e
tartarato de antiménio e potassio, com leitura de absorbancia a 882 nm. A determinacgéo
de nitrato foi realizada utilizando o kit colorimétrico CARD Kit Nitrato NTD (Alfakit,

Brasil), seguindo as instrugdes do fabricante.

5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos de estimulos elétricos intermitentes sobre o
crescimento e a producdo de biomassa, clorofila a, carotenoides e lipidios por Dunaliella
salina. Para tanto, as culturas foram submetidas a ciclos de estimulos elétricos de ciclos
de 5 minutos ligados e 5 minutos desligados, totalizando seis ciclos ao longo de 30
minutos diérios, em frequéncias de 1, 50 e 100 Hz. Os resultados obtidos foram
comparados a culturas submetidas a estimulos continuos (30 minutos a cada 24 horas,
frequéncia de 1 Hz) e a controles sem estimulo elétrico. Os dados obtidos indicaram que
os estimulos intermitentes afetaram significativamente a producdo de biomassa e a
concentracdo de compostos bioativos, com resultados que corroboram estudos anteriores

sobre os beneficios dos estimulos elétricos em microalgas.

5.4.1. Taxa de Crescimento Especifico (u)

A analise das taxas de crescimento especifico observadas nos diferentes
tratamentos mostra uma variagdo significativa em resposta aos estimulos elétricos
aplicados. O tratamento com corrente alternada de 990 PHA a 1 Hz resultou na maior taxa
de crescimento especifico (0,38 d1), superior a todos os outros tratamentos experimentais,
incluindo os controles e os tratamentos com diferentes intensidades e frequéncias (Figura
11).

Esse valor representa um aumento expressivo de 52% em relacdo ao controle sem
estimulo elétrico e de 31% em comparagdo ao tratamento com corrente continua (990 pA
a 1 Hz). Esses resultados indicam que os estimulos intermitentes sdo mais eficazes para
promover o crescimento celular, provavelmente porque os periodos de repouso entre 0s
ciclos de estimulacdo permitem a recuperacdo metabdlica das células. Durante essas
pausas, as células podem otimizar seu metabolismo e se preparar para o préximo ciclo de
estimulo, o que contribui para um maior aproveitamento dos estimulos e um aumento

significativo na taxa de crescimento (La, et al., 2016).
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Ao comparar os resultados do estimulo a 990 uA e 1 Hz com frequéncias mais
altas, como 50 Hz e 100 Hz, verificou-se a frequéncia de 1 Hz proporcionou aumentos de
15% e 52%, respectivamente, em relagdo aos tratamentos de 50 e 100 Hz. Esses dados
reforcam que frequéncias mais baixas, como 1 Hz, sdo mais eficazes para equilibrar os
estimulos e evitar possiveis efeitos adversos associados a frequéncias mais altas, como
estresse celular ou danos estruturais (Haberkorn, et al., 2019). Assim, a frequéncia de 1
Hz parece ser ideal para otimizar o crescimento de Dunaliella salina em condigdes de

estimulo intermitente.

Figura 11. Taxa de Crescimento Especifico. Crescimento especifico da Dunaliella salina em meio
Conway com 3,5 % de sais, sob estimulo elétrico intermitente (5 minutos ligados e 5 minutos desligados)
em diferentes intensidades de corrente alternada (50, 750 ¢ 990 pA) e frequéncias (1, 50 e 100 Hz), e seus
controles sem exposi¢ao a corrente alternada e sob estimulo continuo de corrente (50, 750 € 990 pA)e 1
Hz de frequéncia. (*) indica diferenga estatisticamente significativa (p <0,05).
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5.4.2. Producao de Biomassa

O estimulo intermitente de 1 Hz destacou-se como 0 mais eficiente para o acumulo
de biomassa, com a corrente alternada de 750 YA apresentando uma producéo de 0,60
g/L (Figura 12). Esse valor mostrou-se estatisticamente superior aos demais tratamentos,
representando aumentos de 57% em relagcdo ao controle sem estimulo elétrico e de 15%
em comparagdo ao tratamento com corrente continua na mesma intensidade (750 pA).

Ao comparar o tratamento intermitente de 750 pA a 1 Hz com as frequéncias de
50 e 100 Hz na mesma intensidade de corrente, observou-se incrementos de 36% e 25%,

respectivamente, corroborando a hipétese de que frequéncias mais baixas sdo mais
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eficazes para estimular o crescimento e a producdo de biomassa microalgal. Resultados
semelhantes foram reportados por Haberkorn, et al., (2019), que verificaram que
Chlorella vulgaris estimulada com corrente continua, intensidade de campo elétrico de
10 kV/cm (100 A) e frequéncia de 5 Hz apresentou um aumento de 8% na producéo de
biomassa em comparacao ao controle. O estudo concluiu que frequéncias mais baixas
aumentam a sensibilizacdo celular ao campo elétrico, promovendo maior permeabilizacédo
das membranas e permitindo que as células tenham mais tempo para se adaptar e
responder aos pulsos elétricos, resultando em maior acimulo de biomassa.

Esses resultados indicam que o estimulo elétrico intermitente em baixa frequéncia,
combinado com a intensidade de corrente adequada, é uma estratégia promissora para a
otimizacdo do cultivo de D. salina, maximizando a producdo de biomassa com custos
reduzidos.

Figura 12. Produgdo de Biomassa. Acimulo de biomassa da Dunaliella salina em meio Conway com 3,5
% de sais, sob estimulo elétrico intermitente (5 minutos ligados e 5 minutos desligados) em diferentes
intensidades de corrente alternada (50, 750 e 990 pA) e frequéncias (1, 50 e 100 Hz), e seus controles sem
exposicdo a corrente alternada e sob estimulo continuo de corrente (50, 750 € 990 nA) e 1 Hz de
frequéncia. (*) indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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5.4.3. Producéo Lipidica

Os resultados obtidos demonstraram que o tratamento intermitente com corrente
alternada de 750 pA a 1 Hz apresentou o maior rendimento lipidico, alcangcando 0,133

g/L (Figura 13). Esse valor representou um aumento significativo de aproximadamente
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104% em comparacdo ao controle sem estimulo elétrico e de 51% em relacdo ao
tratamento continuo na mesma intensidade de corrente (750 HA). Esses achados indicam
que o estimulo elétrico intermitente é uma abordagem eficaz para maximizar a produgédo
lipidica em Dunaliella salina.

Estudos anteriores corroboram essa observacdo. La, et al. (2016) relataram que o
cultivo de Acutodesmus dimorphus em ciclos intermitentes (2 segundos ligado e 60
segundos desligado), sob campo elétrico pulsado e corrente continua de 1,56 A, resultou
em um aumento de 28% na produtividade lipidica em relagdo ao controle. Os autores
sugerem que os intervalos de repouso entre os estimulos elétricos permitem que as
microalgas se recuperem metabolicamente, promovendo o acumulo de lipidios neutros
para armazenamento energético sem prejudicar o crescimento celular.

Ao comparar o tratamento intermitente de 750 pA a 1 Hz com as frequéncias mais
altas (50 Hz e 100 Hz) na mesma intensidade de corrente, os resultados evidenciaram que
a frequéncia de 1 Hz resultou em um rendimento lipidico 133% maior que a frequéncia
de 50 Hz e 209% maior que a de 100 Hz. Esses dados reforcam que frequéncias mais
baixas favorecem o acumulo lipidico, possivelmente devido a maior sensibilizacdo
celular ao estimulo elétrico e ao aumento da permeabilidade da membrana, que facilita a
assimilacdo de nutrientes e a canalizacdo dos metabdlitos para vias de armazenamento
energético.

A aplicacdo de estimulos intermitentes, combinando baixa frequéncia e
intensidade de corrente ajustada, demonstra ser uma estratégia promissora para a
otimizacdo da producao lipidica em cultivos de microalgas, apresentando ainda potencial

para reducdo de custos energéticos no processo.
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Figura 13. Produgdo de Lipidios. Acamulo de lipidios da Dunaliella salina em meio Conway com 3,5 %
de sais, sob estimulo elétrico intermitente (5 minutos ligados e 5 minutos desligados) em diferentes
intensidades de corrente alternada (50, 750 e 990 pA) e frequéncias (1, 50 e 100 Hz), ¢ seus controles sem
exposi¢do a corrente alternada e sob estimulo continuo de corrente (50, 750 € 990 nA) e 1 Hz de
frequéncia. (*) indica diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).
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5.4.4. Remogao de nutrientes
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Tabela 15. Remocao de nutrientes. Remocao de nitrato e fosfato da Dunaliella salina em meio Conway com 3,5 % de sais, sob estimulo elétrico intermitente (5 minutos
ligados e 5 minutos desligados) em diferentes intensidades de corrente alternada (50, 750 e 990 pA) e frequéncias (1, 50 e 100 Hz), e seus controles sem exposi¢ao a corrente
alternada e sob estimulo continuo de corrente (50, 750 e 990 pA) e 1 Hz de frequéncia.

Tratamentos (LA) com meio Conway 3,5% de sais
Tratamento continuo (1 Hz) Tratamento intermitente
1Hz- 1Hz- 1Hz- b50Hz- 50Hz- 50Hz- 100Hz- 100Hz- 100Hz-
Controle  S0pA 750 UA 90 UA 55 A 750 UA 990UA 50pA 750 uA 990 UA  50pA 750 pA 990 pA

Nitrato Inicial 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7

(mg/L) (+0,00) (+0,00) (+0,00) (+0,00) (#0,00) (#0,00) (£0,00) (+0,00) (+0,00) (#0,00) (£0,00)  (+0,00)  (+0,00)
Remogio de 96 99 99 98 99 99 98 99 99 98 99 99 99
Nitrato (%)  (+0,00) (+0,00) (+0,00) (#0,00) (#0,00) (#0,00) (£0,00) (+0,00) (+0,00) (#0,00) (£0,00)  (+0,00)  (+0,00)
Fosfato Inicial 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74 7,74

(mg/L) (+0,01) (x0,01) (x0,01) (#0,01) (#0,01) (#0,01) (£0,01) (£0,01) (£0,01) (#0,01) (£0,01) (+0,01)  (+0,01)
Remog3o de 88 85 86 89 59 60 98 63 63 63 60 65 61

Fosfato (%)  (£0,00) (#0,00) (£0,00) (#0,00) (x0,00) (£0,00) (#0,00) (#0,00) (£0,00) (+0,00) (¥0,00) (x0,00)  (0,00)

Os resultados demonstraram uma remocéao eficiente de nitrato em todos os tratamentos, com taxas superiores a 98%. No entanto, a auséncia
de diferenca significativa entre os controles e os tratamentos indica que a aplicacdo de corrente elétrica ndo teve um impacto relevante nesse
parametro (Tabela 15). Isso sugere que a assimilacdo do nitrato pode ter ocorrido predominantemente devido ao metabolismo natural da Dunaliella
salina, sem influéncia direta da estimulacdo elétrica. Outra possibilidade € que a remocdo ja tenha atingido um patamar proXimo ao maximo
possivel sob as condi¢des do experimento, reduzindo a capacidade de deteccao de efeitos adicionais da corrente elétrica.

Em relacdo ao fosfato, a aplicacdo de corrente de 990 pA-1 Hz no tratamento intermitente resultou na melhor remocao, atingindo 98%.

Esse valor representa um aumento de 11% e 10% em comparacdo ao controle sem estimulo e ao estimulo continuo de 1 Hz a 990 YA,
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respectivamente (Tabela 15). Esse achado indica que a estimulacéo elétrica intermitente
pode favorecer a remocéo de fosfato, possivelmente por promover alteragfes transitorias
na superficie celular da microalga, facilitando a adsorcdo ou assimilagdo do nutriente.
Além disso, a modulagdo intermitente pode ter influenciado processos eletroquimicos no
meio, como a precipitacdo de fosfato, um mecanismo que merece investigacdo mais

aprofundada.

5.5. CONCLUSAO

A aplicacédo de corrente alternada intermitente em microampére demonstrou um
impacto positivo nos parametros de crescimento da Dunaliella salina, com destaque para
o0 tratamento de 750 pA a 1 Hz, que resultou um rendimento de aproximadamente 57%
na producdo de biomassa e 104% na producdo de lipidios em relagdo ao controle sem
estimulo.

Os resultados indicam que a utilizacdo de corrente alternada intermitente no
cultivo de D. salina em meio salino é uma abordagem promissora para maximizar a
producéo de biomassa e lipidios. Além disso, essa metodologia demonstra potencial como
uma alternativa mais econémica e eficiente para o cultivo de microalgas, com aplicacdes
relevantes nas industrias de bioenergia, cosméticos e biotecnologia. Esses achados abrem
novas perspectivas para 0 uso de estimulos elétricos na otimizacdo de processos

biotecnolégicos.
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CAPITULO VI - ESTIMULO LUMINOSO NO CULTIVO DE D.
salina

6.1. INTRODUCAO

As microalgas se destacam por sua alta produtividade e eficiéncia no uso de
recursos presentes em efluentes ou agua residuaria (Conceicdo, et al., 2023; Sui, et al.,
2021; Cheng, et al., 2022). No entanto, o seu desempenho € diretamente influenciado
pelas condi¢cbes de cultivo como a energia presente na iluminagdo e o seu comprimento
de ondas (Schulze, et al., 2016; Teo, et al., 2014). E um grande desafio fornecer a
guantidade e qualidade de luz mais adequados ao cultivo de microalga (Schulze, et al.,
2016; De Almeida Moreira, et al., 2021). O uso de diodos emissores de luz (LED) surge
como uma alternativa inovadora e promissora que nao apenas permite uma maior
eficiéncia energética na producédo de luz, mas também o controle preciso do seu espectro
luminoso, intensidade e fotoperiodo (Jin, et al., 2021; Sui, et al., 2021).

Estudos recentes tém explorado os efeitos da ilumina¢do com LEDs em diferentes
espécies de microalgas, demonstrando beneficios como aumento na taxa de crescimento
celular e na producéo de metabdlitos de interesse (Song, et al., 2024; Tran-Nguyen, et al.,
2023; Lan, et al., 2022). No entanto, a maioria das pesquisas tem sido realizada em meios
sintéticos e controlados, enquanto lacunas permanecem quanto & aplicagdo pratica dessa
tecnologia em meios complexos, como a agua produzida pela industria de petroleo. Essa
limitacdo destaca a necessidade de estudos que abordem a viabilidade do estimulo
luminoso com LED em cenérios que representem condi¢es reais de uso.

Neste estudo, foram realizados experimentos com diferentes LED em meio
sintético, incluindo as luzes azul, vermelho, rosa e branco, a fim de otimizar os parametros
de cultivo. Esses resultados iniciais fornecem uma base importante para futuras
investigacdes sobre o comportamento da microalga cultivada na agua produzida sob
estimulos luminosos, visando expandir o uso de LED no cultivo de microalgas em meios
mais complexos e representar condic¢@es reais de aplicacdo, como o cultivo em agua

produzida.
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6.2. OBJETIVO

Avaliar o crescimento e acimulo de biomassa e lipidios da microalga cultivada em meio
sintético, submetidas a diferentes estimulos luminosos utilizando LED (azul, vermelho,

rosa e branco).
6.2.1. Objetivos Especificos

e Comparar o impacto de diferentes LED (azul, vermelho, rosa e branco) no cultivo
de microalgas em meio sintético, avaliando a taxa de crescimento celular e a
producéo de biomassa e lipidios.

e Determinar a influéncia de diferentes comprimentos de onda de luz na eficiéncia
fotossintética das microalgas, com base na producdo de bioprodutos como
lipidios.

e Analisar a viabilidade do uso de LED em sistemas de cultivo mais complexos,

como a dgua produzida, em comparagdo com 0s meios sintéticos.

6.3. METODOLOGIA

6.3.1. Desenho Experimental

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer com volume Util de
600 mL, em triplicata, com 60mL reservados para o indculo. A estimulacdo luminosa foi
fornecida por LED nas cores azul, rosa, vermelho e branco (controle), com intensidade
luminosa de 3.800 lux. As condicdes de cultivo foram mantidas constantes, com agitacao
a 100 rpm, aeragdo com ar atmosférico, temperatura de 25 °C (x2), pH controlado entre
6 e 7, e fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro. Utilizou-se o0 meio sintético Conway
com 3,5% de concentracdo de sais (Figura 14).

Amostras foram coletadas diariamente para analise de pigmentos fotossintéticos
e densidade oOptica a 680 nm, utilizando um espectrofotdmetro (Pro-tools V-1100D,
Brasil). Além disso, anélises quimicas de lipidios, nitrogénio (N) e fosforo (P) foram
realizadas no inicio e no final do cultivo, garantindo um monitoramento completo dos

parametros experimentais.
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Figura 14. Fluxograma da metodologia experimental.
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6.3.2. Selecédo de Microalga

Dunaliella salina da classe Chlorophyta foi escolhida por ser uma alga
halotolerante com alto conteudo lipidico (15-68%) (Huesemann, et al., 2009). Os
exemplares foram doados pelo Banco de Microalgas Iracema Nascimento (BMIN) do
Laboratério de Bioprospeccao e Biotecnologia (LaBBiotec) da Universidade Federal da
Bahia. A alga foi mantida no meio Conway com salinidade de 35 g de STD/L, conforme
o protocolo adaptado Walne, (1966). O meio foi preparado misturando a composicdo
principal (Tabela 16) com a solucéo de vitaminas (Tabela 17) em 4gua marinha sintética.
A &gua marinha sintética foi obtida dissolvendo sais marinhos da Red Sea Salt, um
produto da marca Red Sea Ltda utilizado para reconstituicdo de agua marinha para

aquarios ornamentais.



105

Tabela 16. Meio Conway. Composi¢io da Solugdo Principal (P). E adicionado 1ml/L dessa solugdo em
dgua marinha natural ou sintética.

Componentes Valores (g/L)
C10H140gNaz. 2H20 (Na EDTA sal sodico) 45
HsBO3z (Acido Bérico) 33.6
NaNOs (Nitrato de Sédio) 100
MnClz. 4H20 (Cloreto de Manganés) 0.36
FeCls. 6H20 (Cloreto de Ferro) 1.30
Na2HPOa4. 2H20 (Fosfato dissodico di-hidrogenado) 20.0

Tabela 17. Meio Conway. Composi¢do da Solugdo de Vitaminas. A cada um litro ¢é adicionado 0,1 ml
dessa solucdo de vitaminas em dgua marinha natural ou sintética.

Concentracédo Valores (mg/L)
Vitamina B12 - Cianocobalamina 5
Vitamina B1 - Biotina 100
6.3.3. Cinética de Crescimento e Analise Estatistica

Os parametros cinéticos de crescimento foram calculados aplicando regressao
linear na fase exponencial de acumulacéo de biomassa (taxas de producdo). Além disso,
o logaritmo natural (LN) do acimulo de biomassa foi submetido a regressao linear para
estimar o coeficiente de crescimento (1), conforme descrito por Chinalia, et al., (2008).
Os parametros cinéticos de todos os tratamentos foram analisados estatisticamente em
triplicatas usando ANOVA (software Minitab v2021).

6.3.4. Analise Quimica

A cada 24 horas, aliquotas foram coletadas para monitorar o contetdo de clorofila
a, clorofila B e carotenoides, seguindo o método descrito por Rowan, (1989).
Resumidamente, as amostras foram extraidas com 92,8% de etanol em banho-maria por
30 minutos a 60 °C, e as densidades Opticas foram medidas a 662, 645 e 470 nm,
utilizando um espectrofotdmetro (Pro-tools VV-1100D, Brasil).

No inicio e no final do experimento, as amostras foram centrifugadas, e o
sobrenadante foi analisado para determinar as concentracdes de fosfato, conforme
protocolo adaptado de Keeny & Nelson, (1982). O fosfato foi determinado pela reagéo
com reagentes mistos contendo molibdato de amdnio, acido sulfirico, acido ascérbico e
tartarato de antiménio e potassio, com leitura de absorbancia a 882 nm. A determinacéo
de nitrato foi realizada utilizando o kit colorimétrico CARD Kit Nitrato NTD (Alfakit,
Brasil), sequindo as instrugdes do fabricante.
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A extracdo lipidica foi realizada conforme o método de Freeman (1956),
utilizando uma solucdo de cloroférmio/metanol (2:1), de acordo com a metodologia

descrita por Conceigéo, et al., (2023).

6.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Dunaliella salina foi submetida a estimulos luminosas em diferentes
cumprimentos de luz LED, inicialmente em meio sintético, com o objetivo de otimizar
seu crescimento, a fim de determinar os parametros de crescimento mais favoraveis. Os
cumprimentos de onda utilizados incluiram LED azul, vermelho, rosa e branco (controle),
com intensidade luminosa de 3.800 lux, durante 7 dias, em regime de fotoperiodo de
12h/12 h (claro/escuro). Efeitos positivos foram observados com esses estimulos

luminosos.

6.4.1. Taxa de Crescimento Especifico (1) em Meio Sintético

Figura 15. Crescimento Especifico (pt). Coeficiente de crescimento especifico da Dunaliella salina sob
diferentes condi¢des experimentais. As barras indicam os valores de crescimento especifico para cada
condig@o experimental da microalga no meio Conway com 3,5% de sais, exposta a diferentes
cumprimentos de onda de luz LED (branco, azul, rosa e vermelho), com intensidade de 3800 lux. (*)
Analise estatistica.
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A taxa de crescimento especifico € um pardmetro importante para avaliar o
crescimento e a multiplicacdo celular de microalgas em cultivo, refletindo diretamente na
divisdo celular e no aumento populacional. Esse parametro € fundamental para entender

como diferentes estimulos, como a intensidade e a qualidade da luz, influenciam o
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crescimento da Dunaliella salina. O tratamento com LED vermelho apresentou a maior
taxa de crescimento especifico (0,52 d*), com um rendimento de aproximadamente 62%
em relagéo ao controle (Figura 15). Tran-Nguyen, etal., (2023) observaram um aumento
de 80% no crescimento especifico da Dunaliella salina (0,18 d?), cultivada em meio
sintético na salinidade de 3,7%, sob LED vermelho, com intensidade de 30 pmol
photon/mz/s (1.620 lux) e fotoperiodo 16h/8h (claro/escuro) durante 6 dias. Embora esses
resultados confirmem os efeitos positivos do LED vermelho sobre o crescimento de D.
salina, o presente estudo obteve uma taxa de crescimento especifico quase trés vezes
maior, utilizando uma intensidade luminosa de 3800 lux, fotoperiodo 12h/12 h
(claro/escuro) e cultivo por 7 dias, em meio sintético com 3,5% de sais. A diferenca
observada pode ser atribuida a intensidade luminosa, fotoperiodo e tempo de cultivo.
Por outro lado, Jin, et al., (2021) cultivaram D. salina em meio sintético com
salinidade de 3,0% e intensidade de 81,64 umol/m?/s (4.898 lux) sob LED vermelho, com
fotoperiodo de 16h/8h (claro/escuro) durante 22 dias, e observaram uma reducdo de
aproximadamente 11% na taxa de crescimento especifico quando comparado ao controle
(LED branco). Em contraste, a presente pesquisa, com D. salina cultivada em meio
Conway (salinidade de 3,5%), obteve um crescimento especifico mais de trés vezes
superior, corroborando a evidéncia de que varidveis como intensidade luminosa,
fotoperiodo e tempo de cultivo impactam significativamente a taxa de crescimento de D.

salina.
6.4.3. Producdo de Biomassa em Meio Sintético

A producéo de biomassa em microalgas é um parametro fundamental para avaliar
a viabilidade de seu cultivo em sistemas industriais e biotecnoldgicos. A eficiéncia na
producdo de biomassa estd diretamente relacionada a fatores como a intensidade e
qualidade da luz, a temperatura, a concentracao de nutrientes e o fotoperiodo. No caso de
Dunaliella salina, as condi¢cGes impostas neste tratamento demonstraram que 0S
comprimentos de onda de luz LED vermelho e rosa proporcionaram o maior rendimento
de biomassa, alcangando 0,31 g/L, um aumento de 34% em relagdo ao controle (Figura
16). Esses resultados podem ser explicados pela maior eficiéncia dos comprimentos de
onda vermelho e rosa na absorcdo de luz pelos pigmentos fotossintéticos da microalga,
como clorofila e carotenoides.

Ao comparar nossos resultados com estudos anteriores, observamos diferengas

significativas. Suli, et al., (2021) relataram a producado de 1,2 g/L de biomassa ao cultivar
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D. salina em meio sintético com salinidade de 8,7%, sob luz LED vermelha com
intensidade continua de 200 pmol fotons m2/s (12.000 lux) por 14 dias. A alta intensidade
luminosa e a exposi¢do continua a luz no estudo de Sui, et al., (2021) favoreceram uma
maior eficiéncia fotossintética e, consequentemente, um maior acimulo de biomassa. Por
outro lado, Jin, et al., (2021) utilizaram uma intensidade luminosa de 81,64 umol fétons
m?/s (4.898 lux), fotoperiodo de 16h/8h (claro/escuro) e tempo de cultivo de 22 dias,
obtendo 0,25 g/L de biomassa, uma reducdo de 40% em relacdo ao controle. Esses
resultados indicam que intensidades luminosas abaixo do ideal podem limitar a producéo
de biomassa, mesmo em tempos prolongados de cultivo.

No presente estudo, com uma intensidade luminosa de 3.800 lux, fotoperiodo de
12h/12h (claro/escuro) e tempo de cultivo de 7 dias, obtivemos uma producdo de 0,31
g/L. Esse rendimento, embora inferior ao observado por Sui, et al., (2021), demonstra que
ajustes no fotoperiodo e tempo de cultivo podem ser aplicados em sistemas que utilizam
menores intensidades luminosas para otimizar a producdo em condi¢bes especificas
(Masojidek, et al., 2013). Além disso, a salinidade utilizada (3,5%) foi suficiente para
sustentar o crescimento de D. salina, embora salinidades mais elevadas (8,7%, como no
estudo de Sui, et al., 2021) possam aumentar ainda mais o rendimento de biomassa devido
a halotolerancia da espécie.

Portanto, os dados obtidos neste estudo reforcam que a otimizacéo de parametros
como intensidade luminosa, fotoperiodo, salinidade e tempo de cultivo sdo essenciais
para maximizar a producao de biomassa de D. salina. Esses ajustes sdo fundamentais para
viabilizar o cultivo em sistemas industriais e biotecnoldgicos, atendendo as demandas por

processos sustentaveis e de alto rendimento.
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Figura 16. Acimulo de Biomassa. Producdo de biomassa de Dunaliella salina sob diferentes condi¢des
experimentais. As barras indicam os valores de biomassa total para cada condi¢do experimental da
microalga no meio Conway com 3,5% de sais, exposta a diferentes cumprimentos de onda de luz LED
(branco, azul, rosa e vermelho), com intensidade de 3800 lux. (*) Analise estatistica.
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6.4.4. Producdo de Lipidios em Meio Sintético

A producdo de lipidios microalgais pode ser promovida pelo desvio na rota
metabolica ocasionado por alteragdes nas condi¢Bes de cultivo. Esse mecanismo ocorre
porque, sob condicbes desfavoraveis ao crescimento celular, a microalga redireciona os
recursos metabolicos para o armazenamento de compostos energéticos, como os lipidios,
em vez de priorizar a divisdo celular (Sun, et al., 2019). No presente estudo, Dunaliella
salina cultivada sob LED azul (3.800 lux), fotoperiodo 12h/12 h (claro/escuro) durante 7
dias, apresentou uma producéo total de lipidios de 4,77 g/L, equivalente a um aumento
de 205% em relagdo ao controle (Figura 17) e estatisticamente superior aos demais
tratamentos. O conteudo lipidico alcancado foi de 17,20%, um incremento de 160%
comparado ao controle (Tabela 18).

Weldy & Huesemann, (2007) observaram que D. salina exposta a LED azul (800
umol/m?%/s, 16000 lux) por 24 horas, suplementado com 20 mM de NOs e cultivada
continuamente por 11 dias acumulou 31% de lipidios. Apesar da menor intensidade

luminosa (76% inferior), auséncia de suplementacao de nitrato e menor tempo de cultivo,



110

os resultados do presente estudo demonstram eficiéncia na promocdo do acumulo
lipidico.

A produtividade lipidica alcancada foi de 0,679 g/L/d (Tabela 18), valor 838 vezes
maior que o obtido por Bredda, et al., (2020), que relataram 0,00081 g/L/d ao cultivar D.
salina sob LED azul continuo (500 pumol fétons m2/s, 10.000 lux) por 7 dias. Esse
resultado evidencia que a combinacdo de menor intensidade luminosa e fotoperiodo
alternado otimizou as condigdes metabdlicas da microalga.

Os dados indicam que ajustes na intensidade luminosa e no fotoperiodo podem
maximizar a produtividade lipidica de forma eficiente, reduzindo o consumo energético
e 0s custos operacionais. Além disso, diferencas na composi¢ao do meio e nas estratégias

de cultivo podem contribuir para o desempenho superior observado.

Figura 17. Actimulo de Lipidios. Producdo de lipidios de Dunaliella salina sob diferentes condi¢des
experimentais. As barras indicam os valores de biomassa total para cada condi¢do experimental da
microalga no meio Conway com 3,5% de sais, exposta a diferentes cumprimentos de onda de luz LED
(branco, azul, rosa e vermelho), com intensidade de 3800 lux. (*) Andlise estatistica.
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6.4.5. Producéo de Pigmentos Fotossintetizante em Meio Sintético

A eficiéncia fotossintética em microalgas esta diretamente relacionada a presenca
e funcionalidade dos pigmentos fotossintetizantes, como clorofilas e carotenoides,

essenciais na captacdo de energia luminosa e conversdo em energia quimica. Esses
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pigmentos também refletem a adaptacdo das microalgas as condic@es de cultivo, como
intensidade e espectro luminoso (Melis, 2009).

No presente estudo, Dunaliella salina cultivada na luz LED vermelho apresentou
a maior producdo de clorofila a (8,14 pg/L), 22% superior ao controle (Tabela 18),
corroborando os achados de Xu & Harvey, (2019). A luz emitida pelo LED vermelho
(625-680 nm) coincide com o espectro ideal para absorcdo de fotons por clorofilas,
principais pigmentos fotossintéticos em D. salina. Além disso, a producdo de
carotenoides foi significativamente maior sob luz vermelha (5,37 pg/L), representando
um aumento de 45% em relacgdo ao controle (Tabela 18).

O acoplamento da producdo de carotenoides a reducdo de oxigénio sob luz
vermelha reduz os efeitos da fotoinibi¢do, promovendo maior estabilidade celular (Xu &
Harvey, 2019). Esses resultados reforcam a importancia do ajuste do espectro luminoso
no cultivo de microalgas para maximizar a producdo de pigmentos fotossintetizantes e

aumentar a eficiéncia fotossintética.

Tabela 18. Cinética de Crescimento. Parametros de crescimento de Dunaliella salina, cultivada em meio
Conway com salinidade de 3,5%, exposta a diferentes cumprimentos de onda de luz LED (branco, azul,
rosa ¢ vermelho), com intensidade de 3800 lux.

Estimulo luminoso com LED em D. salina no meio Conway a salinidade de 3,5%

Parametros BRANCO AZUL ROSA  VERMELHO
Produtividade de Biomassa 0,032 0,039 0,045 0,045
(g/L/d) (+0,00) (x0,00) (0,00) (0,00)
- . 0,214 0,679 0,527 0,540
Produtividade Lipidica (g/L/d) (20,00) (20,00) (20,00) (20,00)
. 6,610 17,20 11,59 11,88
Porcentagem de Lipidios (%) (£0,91) (0,68) (*1,73) (+0,69)
6,644 4,226 5,646 8,148
Clorofila a (ug/L) (+0,11) (£001)  (£002)  (+0,04)
Carotendid n 3,704 2,482 3,166 5,379
arotenoides (ug/L) (+0,05) (+0,00)  (20,15) (+0,00)

6.5. CONCLUSAO

Este estudo investigou o efeito de diferentes comprimentos de onda de luz LED
no crescimento, producdo de biomassa, acimulo de lipidios e sintese de pigmentos

fotossintetizantes por Dunaliella salina cultivada em meio sintético, visando sua futura
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aplicacdo no tratamento de agua produzida. Os resultados demonstraram que a qualidade
e a intensidade luminosa impactam significativamente os parametros de crescimento e
metabolismo celular dessa microalga.

Os achados deste estudo demonstram que 0 espectro luminoso afeta de maneira
distinta a fisiologia de D. salina. A iluminacdo com LED vermelho favoreceu o
incremento de 62% na taxa de crescimento celular e 34% no acumulo de biomassa,
enquanto o LED azul induziu um aumento de 205% na producdo de lipidios. Além disso,
a sintese de pigmentos fotossintetizantes foi potencializada sob luz vermelha,
apresentando um aumento de 22% na producdo de clorofila a e 45% em carotendides,
indicando um impacto direto do espectro luminoso na eficiéncia fotossintética. Esses
resultados reforcam a relevancia do controle das condi¢des luminosas para a otimizacao
do cultivo de D. salina em sistemas industriais e biotecnoldgicos, contribuindo para o

aprimoramento de sua aplicacdo em bioprodutos e no tratamento de efluentes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos realizados demonstraram que 0 uso de corrente alternada e
estimulos luminosos influenciam significativamente o crescimento, a producdo de

biomassa e 0 metabolismo de Dunaliella salina. Os principais achados incluem:

1. Impacto do Estimulo Elétrico: A aplicacdo de corrente alternada em
microampéres promoveu um aumento significativo na taxa de crescimento
especifico e na produgdo de biomassa. Foi observado que a aclimatacdo
prolongada das microalgas (>14 dias) aliada a aplicacdo de 990 pA favoreceu
tanto o crescimento celular sustentado quanto o acumulo de pigmentos

fotossintéticos e lipidicos.

2. Efeito do Estimulo Luminoso: A iluminacdo com LED vermelho
apresentou os melhores resultados na taxa de crescimento e no acimulo de
biomassa, enquanto o LED azul favoreceu o aumento da producdo lipidica. 1sso
indica que a selecdo de comprimentos de onda especificos pode modular o
metabolismo da microalga e otimizar a producdo de biocompostos de interesse

industrial.

3. Relevancia para a Biotecnologia: Os achados deste estudo fornecem
subsidios para a aplicacdo de D. salina em sistemas sustentaveis de bioproducao
e tratamento de efluentes. A utilizacdo combinada de corrente alternada e controle
espectral da iluminacdo abre novas perspectivas para 0 aprimoramento de

processos biotecnoldgicos.

4, Implicacbes Ambientais e Industriais: A adocdo dessas estratégias pode
contribuir para a reducdo do impacto ambiental da industria do petroleo, por meio
da reutilizacdo da agua produzida, além de possibilitar a producao de bioprodutos
com alto valor agregado, como pigmentos e lipidios para a inddstria de

biocombustiveis, alimenticia e farmacéutica.

5. Perspectivas Futuras: Estudos futuros podem investigar a sinergia entre
diferentes estimulos, combinando varia¢@es na intensidade da corrente alternada,
duracdo da exposicdo ao campo elétrico e espectro luminotécnico otimizado.

Além disso, testar a aplicacdo dessas técnicas em escala industrial permitira
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avaliar a viabilidade econdmica e produtiva dessas estratégias para o cultivo de

microalgas.

Além dos beneficios mencionados, este estudo também sugere que a integracédo
de estimulos fisicos no cultivo de Dunaliella salina pode abrir novas possibilidades para
aplicacBes comerciais e industriais. O uso estratégico de correntes elétricas e iluminacdo
controlada ndo apenas melhora o desempenho metabdlico da microalga, mas também
pode representar um avanco para a biotecnologia ambiental, reduzindo custos e

otimizando a eficiéncia da producao.

A implementacdo dessas estratégias pode ser ampliada para outras espécies
microalgais, explorando diferentes combinacgdes de estimulos para maximizar a producao
de compostos bioativos. A longo prazo, o aprimoramento dessas técnicas pode consolidar
0 uso das microalgas em processos industriais sustentaveis, reforcando sua aplicabilidade

na bioeconomia.

Dessa forma, este estudo representa um avango na compreensao dos efeitos do
estimulo elétrico e luminoso sobre Dunaliella salina, fornecendo bases cientificas para o
aprimoramento da sua producéo e aplicacdo na biotecnologia ambiental e industrial. Os
resultados obtidos reforcam a importancia de investir em novas abordagens tecnoldgicas
para otimizar o cultivo de microalgas e ampliar suas aplicagdes no desenvolvimento de

bioprodutos sustentaveis.



