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RESUMO

Nos ultimos anos, a demanda humana por recursos naturais tem superado a capacidade
regenerativa do planeta, exigindo uma mudanga no modelo econdmico linear de "extrair,
produzir, descartar". Nesse contexto, a biorrefinaria de microalgas associada ao tratamento de
efluentes (BBMTE) emerge como um modelo promissor de bioeconomia circular, alinhando-
se as principais agendas globais de sustentabilidade e com grande potencial para integrar o
recente programa de neoindustrializa¢do no Brasil. Embora as microalgas tenham se destacado
nos ultimos anos como uma soluc¢do tecnoldgica para o tratamento de efluentes industriais,
ainda h4d uma caréncia de estudos focados no aproveitamento simultaneo dos bioprodutos
sintetizados intra e extracelularmente. Este estudo visa oferecer uma perspectiva integral e
inovadora sobre a biomassa, os produtos de alto valor agregado extracelular e os beneficios
ambientais da BBMTE em relagdo a 4gua produzida (AP), a manipueira (MP) e ao soro de leite
(SL). Para alcancar esse objetivo, a tese esta estruturada em cinco pilares metodolédgicos: (i)
prospeccao tecnoldgica e mercadologica mundial neste campo de pesquisa; (i1) caracterizacao
dos efluentes e aclimatacdo da Chlorella vulgaris aos mesmos; (iii) estudo da influéncia do pré-
tratamento e suplementacdo da AP nos bioprodutos microalgais intra e extracelulares; (iv)
otimizagdo dos cultivos de microalgas para a produ¢do individual e simultdnea de biomassa e
substancias poliméricas extracelulares (EPS); (v) cultivos em escala piloto contendo SL e
analise do consorcio microalgas-bactérias na produgdo de EPS e no potencial reologico destes
biopolimeros. O panorama mercadologico global, apoiado na curva S tecnologica, mostra que
a BBMET ¢ uma area em ascensdo desde 201 1. A partir da analise do estado da arte, identificou-
se cinco barreiras para o cultivo de microalgas em AP, mas que foram atenuadas com algum
tipo de pré-tratamento e/ou suplementagdo. Do ponto de vista cinético, o pré-tratamento com
carvao ativado (CA) apenas funcionou quando acompanhado da suplementacdo de MP,
resultando em uma produtividade maxima de biomassa. Além disso, os biodieseis produzidos
se enquadraram nas normas nacionais € internacionais. A avaliagdo morfologica do meio
extracelular revelou a presenca de microparticulas queladas em uma matriz polimérica,
formando um biocomposito (EPS-microparticulas) com potencial aplicagdo de aditivo
viscosificante para a industria do petroleo. O pré-tratamento com CA promoveu, junto com a
suplementa¢do, uma maior sintese desses biocompositos com melhores propriedades
reologicas, alcangando uma produgdo de 1,16 g L'! e uma distribuigdo média de tamanho de
0,7 um. A andlise de desejabilidade global indicou que a combinacao de 10% de MP, 38% de

AP e 170 rpm de agitacdo maximizou simultaneamente as producdes de EPS e biomassa, com



previsdes de 1,89 e 1,45 g L', respectivamente, alcangando uma desejabilidade de 89%.
Notavelmente, a mistura de efluentes (AP e MP) propiciou os maiores valores de EPS
reportados na literatura para Chlorella vulgaris, demonstrando-se como uma estratégia
inovadora para a maximizagdo deste biopolimero. A espectroscopia com transformada de
Fourier (FTIR), a técnica de ressonancia magnética (RMN) de difusdo e o estudo reologico
revelaram que os biopolimeros sintetizados na escala piloto com o SL apresentaram
caracteristicas quimicas e reologicas compardveis a goma xantana comercial, com tamanhos
moleculares entre 284 e 324 kDa. A presen¢a de um consércio microalgas-bactérias resultou
em maior producdo de EPS e melhores propriedades reoldgicas em relacdo ao controle,
representando um avanco significativo no campo de valorizagdo de residuos por microalgas.
Por fim, este estudo demonstra que a BBMTE contribui para a sustentabilidade ambiental e
oferece uma abordagem técnica viavel para a producao de bioprodutos de alto valor agregado,
reutilizaveis nas proprias industrias fornecedoras de efluentes ou em outros segmentos de
mercado, dentro de uma perspectiva circular. O Brasil, com sua intrinseca vocagdo para
biorrefinarias, pode incorporar a BBMTE como uma tecnologia dentro da proposta da Nova
Indutstria Brasil, aproveitando-se do contexto geopolitico demandante de novas solugdes
verdes. Essa tecnologia transforma a gestao de efluentes industriais, convertendo residuos em

recursos valiosos, aderindo-se a nova agenda de sustentabilidade global.

Palavras-chave: biorrefinaria; microalgas; efluentes; bioprodutos; tecnologias; nova industria

Brasil.



ABSTRACT

In recent years, human demand for natural resources has exceeded the planet's regenerative
capacity, necessitating a shift from the linear economic model of "extract, produce, discard." In
this context, the microalgae biorefinery associated with wastewater treatment (MBWT)
emerges as a promising model of circular bioeconomy, aligning with major global sustainability
agendas and holding significant potential to integrate into Brazil's recent neo-industrialization
program. Although microalgae have gained prominence in recent years as a technological
solution for industrial wastewater treatment, there remains a lack of studies focused on the
simultaneous utilization of intra- and extracellularly synthesized bioproducts. This study aims
to provide a comprehensive and innovative perspective on biomass, high-value extracellular
products, and the environmental benefits of MBWT concerning produced water (PW), cassava
wastewater (CW), and whey (W). To achieve this objective, the thesis is structured into five
methodological pillars: (i) global technological and market prospecting in this research field;
(i1) characterization of effluents and acclimatization of Chlorella vulgaris to them; (iii) study
of the influence of pre-treatment and supplementation of PW on intra- and extracellular
microalgal bioproducts; (iv) optimization of microalgae cultures for the individual and
simultaneous production of biomass and extracellular polymeric substances (EPS); (v) pilot-
scale cultures containing W and analysis of the microalgae-bacteria consortium in EPS
production and the rheological potential of these biopolymers. The global market panorama,
supported by the technological S-curve, shows that MBWT has been an emerging area since
2011. From the state-of-the-art analysis, five barriers to microalgae cultivation in PW were
identified, which were mitigated with some form of pre-treatment and/or supplementation.
From a kinetic perspective, pre-treatment with activated carbon (AC) only worked when
accompanied by CW supplementation, resulting in maximum biomass productivity.
Additionally, the produced biodiesels met national and international standards. Morphological
evaluation of the extracellular medium revealed the presence of chelated microparticles in a
polymeric matrix, forming a biocomposite (EPS-microparticles) with potential application as a
viscosifying additive for the petroleum industry. AC pre-treatment, along with
supplementation, promoted greater synthesis of these biocomposites with better rheological
properties, achieving a production of 1.16 g L' and an average size distribution of 0.7 pm.
Global desirability analysis indicated that the combination of 10% CW, 38% PW, and 170 rpm
agitation simultaneously maximized EPS and biomass productions, with predictions of 1.89

and 1.45 g L', respectively, achieving a desirability of 89%. Notably, the effluent mixture (PW



and CW) provided the highest EPS values reported in the literature for Chlorella vulgaris,
demonstrating itself as an innovative strategy for maximizing this biopolymer. Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR), diffusion nuclear magnetic resonance (NMR)
technique, and rheological study revealed that the biopolymers synthesized at pilot scale with
W exhibited chemical and rheological characteristics comparable to commercial xanthan gum,
with molecular sizes between 284 and 324 kDa. The presence of a microalgae-bacteria
consortium resulted in higher EPS production and better rheological properties compared to the
control, representing a significant advancement in the field of waste valorization by microalgae.
Finally, this study demonstrates that MBWT contributes to environmental sustainability and
offers a viable technical approach for producing high-value bioproducts, reusable in the
effluent-supplying industries or other market segments, within a circular perspective. Brazil,
with its intrinsic vocation for biorefineries, can incorporate MBWT as a technology within the
proposal of the New Industry Brazil, taking advantage of the geopolitical context demanding
new green solutions. This technology transforms industrial wastewater management,

converting waste into valuable resources, and adhering to the latest global sustainability agenda.

Keywords: biorefinery; microalgae; effluents; bioproducts; technology; new industry Brazil.
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1 INTRODUCAO

O consumo sustentavel dos recursos naturais e a mitiga¢ao da polui¢do ambiental e das
mudancas climaticas tornaram-se desafios globais. Estima-se que a populagdo mundial atinja
8,6 bilhdes em 2030 e 9,8 bilhdes em 2050, o que resultard em um aumento de 50, 80 e 60% na
demanda por energia, d4gua e alimentos, respectivamente, até o tltimo ano mencionado (United
Nations, 2017; FAO, 2018). O problema ecologico emerge como uma falha no metabolismo
socioecondmico, caracterizado, por um lado, pela disponibilidade finita de matérias-primas e
energia e, por outro, pela capacidade limitada do planeta de processar os residuos gerados
(Cechin, 2010). Para atender sustentavelmente as demandas desse crescimento, urge promover
uma mudanga de paradigma produtivo. O idedrio da economia linear, baseado em "extrair,
produzir e descartar", deve transitar para uma economia circular. Nesse novo modelo, efluentes
e residuos, anteriormente considerados sem valor e vistos como passivos ambientais, passam a
ser insumos e ativos essenciais para a geragdo de valor na forma de novos produtos, processos
e servicos. Estima-se que a economia circular pode contribuir para a redugdo de até 45% das
emissOes globais de gases de efeito estufa, sendo uma abordagem necessariamente
complementar a transi¢do energética mundialmente em curso (Ellen Macarthur Foundation,
2019).

Nesse contexto, as nagdes discutem estratégias e estabelecem metas para promover a
sustentabilidade dos recursos para as geracdes futuras por meio de uma série de reunides e
acordos multilaterais, a saber: Conferéncia das Partes (COP), o Acordo de Paris e Agenda 2030
das Nag¢des Unidas. Entre as recomendacdes propostas pelas Nagdes Unidas, destaca-se o
consumo e producdo responsaveis de recursos naturais, consubstanciados numa cartilha
intitulada de “nexo dgua-energia-alimentos” que, dentro dos seus multiplos requisitos, essa
cartilha estabelece: (i) eficiéncia no manejo de recursos naturais; (ii) uso de residuos e efluentes
como recursos em sistemas multiuso; e (iii) utilizacdo dos biocombustiveis de terceira geragao
(Hoff, 2011; Liu, J. et al., 2018; Pessoa et al., 2021). As biorrefinarias a base de microalgas
(BBMs), ilustradas na Figura 1, atendem a esses requisitos, sobretudo quando associadas ao
tratamento de efluentes, fornecendo um arranjo produtivo circular trazendo beneficios

ambientais, econdmicos e sociais para as nagdoes.
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Figura 1 — A biorrefinaria a base de microalgas adere a agenda sustentavel mundial e pode ser mais
uma estratégia promissora para mitigar parte dos desafios globais
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022)

O conceito de biorrefinaria ¢ andlogo a refinaria de petréleo tradicional, que permite a
geracdo de multiplos produtos a partir do 6leo mineral bruto (Pessoa ef al., 2021). Destarte, dito
conceito visa converter a biomassa em produtos comerciais e energia, de modo que, a8 medida
que a capacidade da biorrefinaria de produzir diferentes commodities aumenta, incrementa-se
assim a sua competitividade (Kadri et al., 2024; Siddiki et al., 2022). Dentre o amplo espectro
de biomassas possiveis de serem utilizadas, as de microalgas sdo promissoras em relacdo as
fontes vegetais devido as suas altas taxas de fotossintese que contribuem para mitigar a emissao
de COz, a capacidade de remover nitrogénio, fésforo e outros componentes das aguas residuais
para seu desenvolvimento sem competir por agua doce e a supremacia na produtividade de
lipidios (Maghzian; Aslani; Zahedi, 2024; Peter ef al., 2022; Wang et al., 2022).

A 4gua produzida (AP) ¢ um efluente expressivamente gerado durante os processos de
extragdo e produgdo de petrdleo, sendo comumente encontrada em campos offshore e
reservatorios maduros. Embora sua composicao especifica dependa de sua origem geoldgica, a
AP ¢ geralmente constituida por componentes perniciosos como benzeno, tolueno, etilbenzeno
e xileno (BTEX); hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), metais pesados, gases
dissolvidos e até mesmo material radioativo (Alsarayreh et al., 2022; Khairuddin et al., 2024).

Estima-se que, até 2029, o Brasil aumente sua producao de petrdleo de 3 milhdes para 5 milhdes
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de barris didrios, tornando-se o quarto maior produtor do mundo (Goldberg, 2023). Assim, a
geracdo de AP tendera a acompanhar esse salto de produ¢do, desencadeando preocupagdes
ambientais. Os métodos convencionais de tratamento e separagdo da AP tém varias
desvantagens que inviabilizam sua implementacdo, incluindo a complexidade, alto custo,
formagdo de lodo e elevado consumo energético (Ammar; Khadim; Mohamed, 2018).

O tratamento biologico com microalgas, doravante chamado de biorremediagao, surgiu
como uma alternativa econdmica, pois esses microrganismos podem utilizar simultaneamente
o CO; atmosférico, a matéria organica e os sais inorganicos da AP como substratos para o seu
desenvolvimento (Khairuddin et al., 2024; Silva et al., 2023). No entanto, existem dois grandes
desafios que devem ser levados em consideracdo: em fungdo da composicdo complexa da AP,
uma combina¢do de tratamentos pode ser necessdria para melhorar o desenvolvimento da
biomassa de algas neste efluente (Jiménez et al., 2018). Além disso, a AP pode apresentar
escassez de nitrogénio e fésforo, macronutrientes essenciais para o crescimento de microalgas.
Essa deficiéncia pode resultar em uma diminui¢do da relagdo nitrogénio-fésforo (N/P), o que,
por sua vez, pode afastar a relacdo carbono-nitrogénio (C/N) do ponto 6timo necessario para o
desenvolvimento adequado desses microrganismos (Kadri et al., 2024; Marques et al., 2021).
Por esses motivos, um pré-tratamento antes da biorremediacao e a suplementagdo desses dois
nutrientes podem ter um papel relevante no cultivo de microalgas em AP, principalmente por
intermédio de uma mistura de efluentes.

O maior desafio no uso de efluentes para o crescimento de algas ¢ a necessidade de uma
etapa de dilui¢do, acarretando num custo adicional para o fornecimento de dgua (Javed et al.,
2019). Este inconveniente pode ser resolvido misturando a prépria AP com efluentes
agroindustriais em substitui¢do a usual suplementa¢do com meios sintéticos dispendiosos. De
um lado os efluentes agroindustriais podem facilitar a disponibilidade de macronutrientes as
algas, melhorando assim o desenvolvimento da biomassa; do outro a diluicdo pode mitigar
outras barreiras associados a composi¢do da AP, incluindo a presenca de compostos toxicos e
excesso de salinidade. Um efluente que se destaca sobremaneira no Brasil ¢ a manipueira (MP),
uma vez que se estima uma geracao entre 300L e 600L de MP para cada tonelada de mandioca
processada, de modo que, quando ha descarte inapropriado, esse residuo, que tem uma grande
quantidade de nitrogénio e fosforo, torna-se um potencial agente poluidor por contribuir com a
eutrofizagdo de corpos d’agua (Amorim et al., 2016). De forma semelhante, o soro de leite,
principal subproduto da fabricacdo de queijo, apresenta um elevado potencial poluidor, sendo
at¢ 100 vezes mais impactante do que o esgoto doméstico quando descartado de forma

inadequada (Almeida; Silva, 2023). Esse descarte inadequado pode resultar em sérios
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problemas ambientais, como a polui¢do do solo, das aguas superficiais e subterraneas, além de
contribuir para a eutrofizagdo (FAO, 2022; Santos, 2023). O Brasil, como terceiro maior
produtor mundial de leite, com uma produg@o anual superior a 34 bilhdes de litros distribuida
em 98% dos municipios, enfrenta desafios significativos no tratamento do soro do leite, pois o
processo de tratamento ¢ oneroso, 0 que torna imperativa a busca por solu¢des de pesquisa
inovadoras e eficientes (Mascarenhas, 2024; Revadam, 2021).

Assim, a economia circular pode ser praticada de forma sinérgica com mais de uma
empresa ou, em um melhor cendrio, diretamente com pequenos produtores rurais, associando
as microalgas com os efluentes supracitados. A biomassa produzida apds o cultivo com AP tem
um alto valor biotecnolédgico; todavia, a sua valoragdo ainda tem sido pouco explorada na
comunidade cientifica (Lutzu et al., 2021; PessOa et al., 2022). Ademais, faz-se mister o
desenvolvimento de pesquisas para melhorar a compreensao do crescimento de algas em AP
(Concas; Lutzu; Turgut Dunford, 2021).

A pesquisa sobre (BBMs) em AP ainda estd em estdgio inicial. No entanto, para que
uma biorrefinaria desse tipo seja autossustentavel e ambientalmente correta, ¢ necessario
atender a alguns requisitos fundamentais. Por exemplo, ¢ imperativo ndo apenas contar com
uma fonte de carbono e macronutrientes provenientes de efluentes industriais para reduzir os
custos de produgdo, mas também valorizar integralmente os coprodutos gerados (Diankristanti
et al., 2024; Singh et al., 2024). Apesar disso, a comunidade cientifica tem focado
predominantemente na biomassa microalgal, deixando uma lacuna significativa na pesquisa
sobre o meio extracelular. Este meio ¢ rico em biopolimeros de alto valor agregado,
representando uma 4rea pouco explorada no campo das microalgas em efluentes industriais,
especialmente no contexto da AP (Borges et al., 2024; Pessoa et al., 2022).

As substancias poliméricas extracelulares (EPS) possuem aplicacdes emergentes em
diferentes segmentos industriais, sobretudo como modificadores de reologia, e estdo presentes
no meio sobrenadante, que geralmente sdo descartados apos os cultivos (Jesus et al., 2019).
Outra aplica¢do promissora radica na biossintese de nanoparticulas metalicas (NPMs) por parte
das microalgas. Por ser uma rota sustentavel e isenta da utilizacdo de solventes toxicos a altas
pressdes e temperaturas, tem potencial para aplicagdes tecnologicas industriais, como, por
exemplo, as nanoparticulas de cobre (CuNPs), prata (AgNPs), zinco (ZnNPs), ouro (AuNPs) e
ferro (Caliskan et al., 2020; Jacob et al., 2021; Mora-Godinez; Abril-Martinez; Pacheco, 2022).

Portanto, para avangar as fronteiras da viabilizagdo tecnologica das BBMs em AP, urge
o aproveitamento integral dos produtos do meio intracelular e extracelular das microalgas no

efluente, buscando explorar novos produtos, diminuir 0s custos € aumentar a competitividade
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sistémica. Mundialmente, as empresas de 6leo e gas estdo buscando alternativas para tornarem
as suas cadeias produtivas mais sustentaveis (Mojarad; Atashbari; Tantau, 2018; Pagnano et
al., 2024). As microalgas apresentam-se como uma solu¢do promissora dentro do modelo de
bioeconomia circular, podendo contribuir significativamente para o novo paradigma econdmico
e produtivo almejado pelo recente plano de retomada da industria, elaborado pela Confederagao
Nacional da Industria (CNI, 2023). Embora ainda ndo estejam explicitamente elencadas na
proposta, as microalgas se alinham perfeitamente ao recente programa brasileiro de
neoindustrializacdo, cuja quinta missao ¢ focada na bioeconomia, descarbonizacao, transic¢ao e
seguranca energética.

Conforme salientou Celso Furtado (1999, p.76), quem pensa no desenvolvimento de um
pais do terceiro mundo deve maximizar suas vantagens relativas, aproveitando-se do vasto
mercado interno. O Brasil ¢ geograficamente vocacionado para a implantacao de biorrefinarias
de microalgas e possui um mercado interno de dimensdo continental capaz de absorver esses
bioprodutos. Isso demanda solucdes tecnoldgicas inovadoras e sustentaveis das universidades,
a0 mesmo tempo em que gera empregos formais na nova economia verde e do conhecimento.
Este trabalho visa avancgar nas lacunas e desafios cientificos para a viabilizag¢ao tecnoldgica das
BBMs, defendendo-as como um modelo promissor de bioeconomia circular a ser implementado

no Brasil.

1.1  OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Agregar valor a 4gua produzida, & manipueira e ao soro de leite a partir da sintese de

bioprodutos por Chlorella vulgares, bem como avaliar seus potenciais tecnoldgicos no contexto

da biorrefinaria e bioeconomia circular.
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1.1.2 Objetivos especificos

- Prospectar as tendéncias e lacunas tecnoldgicas do mercado global de microalgas em
efluentes industriais, avaliando o ciclo de vida tecnolégico (Curva-S);

- Caracterizar a manipueira para emprega-la como suplemento de macronutrientes as
microalgas, substituindo parcialmente os meios sintéticos;

- Avaliar como o pré-tratamento da agua produzida com carvao ativado e a
suplementagdo com manipueira afetam a cinética microalgal e os bioprodutos
(biodiesel, EPS e nanoparticulas);

- Utilizar o planejamento experimental de Doehlert para avaliar os efeitos da agitacdo e
concentragdo de agua produzida e manipueira na producdo de biomassa e de EPS,
otimizando individual e simultaneamente essas respostas;

- Caracterizar quimicamente e reologicamente os EPS produzidos, bem como ajustar o
comportamento reologico aos modelos matematicos de Power Law e Cross;

- Investigar se o perfil de 4cidos graxos da biomassa resulta em um biodiesel que atenda
as normas europeias (EM ISO), americana (ASTMS) e brasileira (RANP4/10);

- Investigar o escalonamento desta biorrefinaria para reatores do tipo coluna de bolhas,
utilizando o soro de leite como substituicdo parcial aos meios sintéticos, avaliando o

papel do consorcio microalgas-bactérias no EPS produzido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROALGAS

As microalgas correspondem a um vasto grupo de microrganismos fotossintetizantes
com mecanismos de consumo de energia e funcdo ecoldgica similar as plantas. A
cianobactéria, recentemente conhecida como alga verde-azulada, foi responsavel por iniciar a
era do oxigénio no planeta terra ha aproximadamente 3 bilhdes de anos (Patel et al., 2017).
Com relacdo as caracteristicas estruturais, as microalgas sdo unicelulares ou pluricelulares
simples, procariotas ou eucariotas, as quais podem estanciar em todos os tipos de ecossistemas,
com elevada adaptabilidade quando submetidas a distintas condi¢des ambientais (Moreno-
Garcia et al., 2017; Singh et al., 2024). Embora corriqueiramente os termos “microalgas” e
“fitoplancton” sejam utilizados como intercambiaveis, eles ndo sdo sindnimos. A associagdo ¢
induzida em func¢do da predominancia do habito planctonico presentes nas microalgas, isto &,
vivem majoritariamente em suspensdo na coluna d’agua. Todavia, as microalgas também
podem ser terrestres e bentonicas (organismos que vivem em associacdo no fundo do mar),
fazendo parte da categoria ecologica de microfitobentos (Lourenco, 2006). A Figura 2 ilustra

essa divisdo conceitual.

Figura 2 — Classificacdo ecologica das microalgas
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023)

As microalgas podem ser cultivadas e desenvolvidas por trés vias: heterotroficas,
autotréficas e mixotroficas. Autotroficas sdo as algas microscopicas que realizam a fotossintese,
ou seja, produzem o seu proprio alimento mediante a luz e CO; (carbono inorganico); as

heterotroficas sdo as algas que, desprovidas de luz, assimilam o carbono organico para seu
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desenvolvimento, ao passo que as mixotroficas compreendem a associa¢ao das duas primeiras
categorias. Alguns autores tendem a destacar o cultivo mixotréfico em detrimento dos outros,
como, por exemplo, (Gao et al., 2022; Manhaeghe et al., 2020; Patel et al., 2019), salientando
que por intermédio desse método, obtém-se maiores produtividades de biomassa. Em
contrapartida, outros alegam que o cultivo exclusivamente heterotréfico oferece mais
beneficios em relagdo aos demais, devido a estabilidade de producdo no decorrer do ano
independe de clima ou localizacdo, afora uma maior tolerancia a altas concentragdes de carbono
organico (Jareonsin; Pumas, 2021; Silva et al., 2021). O fato ¢ que a escolha do método de
cultivo ndo ¢ trivial, dependendo da espécie a ser empregada, do objetivo do mesmo, assim
como da regido em que o cultivo € realizado. O Quadro 1 elucida a taxonomia existente entre

duas microalgas que se desenvolvem em condic¢des autotroficas, heterotroficas e mixotréficas.

Quadro 1 — Classificacao da Spirulina platensis e da Chlorella vulgaris

Dominio Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie
Chlorella
Eucariota Protista Chlorophyta | Trebouxiophyceae | Chlorellales | Chlorellaceae | Chlorella vulgaris
Spirulina
Prokaryota | Eubacteria | Cyanobacteria Cyanophycea Spirulinales | Spirulinaceae | Spirulina
platensis

Fonte: Adaptado de https://www.algaebase.org/

Nao obstante a Spirulina platensis pertenga ao dominio procaridtico e a rigor seja
classificada como uma cianobactéria, em geral alguns autores tendem a chama-la de microalga,
ou especificamente de microalga procaridtica, devido a similaridade dos cultivos, metabolismos
e sintese de bioprodutos. No decurso da historia, costumava-se reconhecer as microalgas de
acordo com o Coédigo Internacional de Nomenclatura Botanica; entretanto, bacteriologistas
recomendaram que a taxonomia de microalgas procaridticas (as cianobactérias) fosse realizada
com base no Codigo internacional de Nomenclatura de bactérias (Costa; Moraes, 2019).
Segundo Lourenco (2006), dentre as microalgas eucarioticas, as classes mais importantes sao
algas verdes (Chlorophyta), algas vermelhas (Rhodophyta) e as diatomaceas (Bacillariophyta).

Nesse trabalho, o enfoque sera nas algas verdes, em especial na Chlorella vulgaris.



34

2.1.1 Chlorella vulgaris

Conta-se que em 1890, Martinus Willem Beijerinck, um pesquisador holandés,
descobriu a Chlorella vulgaris como a primeira microalga de nucleo bem definido. O nome
Chlorella advém da palavra grega chloros, que significa verde, ao passo que o sufixo latino e/la
refere-se ao seu tamanho microscopico (Safi ef al., 2014). A Figura 3 apresenta a Chlorella

vulgaris através de um microscopio.

Figura 3 — Imagem microscopica da Chlorella vulgaris

Fonte: ccala.butbn.cas.cz

O género Chlorella apresenta uma morfologia de forma esférica, globular ou elipsoidal,
com células com tamanho entre 3—6 pm, que podem ser encontradas isoladas ou em coldnias
(Calderon-Delgado; Mora-Solarte; Velasco-Santamaria, (2019); Lei et al., 2006; Mora-Solarte;
Velasco-Santamaria, 2019). As espécies pertencentes a este género sdo encontradas em
ambientes terrestres, marinhos e de agua doce. A Figura 4 ilustra a similaridade relativa das

organelas da Chlorella e das plantas.
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Figura 4 — Organelas presentes na Chlorella vulgaris
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Dentre as particularidades da Figura 4, cabe destacar que a rigidez da membrana celular
preserva a integridade da célula, sendo basicamente uma prote¢@o contra invasores € ambientes
hostis, podendo ser alterada de acordo com cada fase de crescimento. Os granulos de amidos,
compostos de amilose e amilopectina, podem ser formados dentro dos cloroplastos,
especialmente ante condicdes adversas de crescimento (Safi et al., 2014). Uma eventual
deplecao de nitrogénio pode desencadear em baixas taxas de respiragdo, culminando em um
aumento das reservas de lipidios. Essa caracteristica ¢ desejavel, pois o género Chlorella tem
se destacado como uma matéria-prima potencial para producdo de biodiesel (Hajjar
Rakhmadumila; Setiani Muntalif, 2020.). Incluindo a Chlorella, a Tabela 1 explana a

composi¢ao tipica de alguns géneros e espécies em contraste com alguns alimentos.
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Tabela 1 — Composigdo bioquimica de algumas espécies de microalgas em (%) em comparagao aos

alimentos
Espécie Proteinas Carboidratos Lipideos ACi,(.lO
nucléicos

Botryococcus braunii 40 - 43 2-25 33-35 --
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14 -22 4-5
Euglena gracilis 39 -61 14-18 14 -20 --
Porphyridium cruentum 28 -39 40 - 57 9-14 --
Spirulina platensis 46 — 63 8-14 4-9 2-5
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 -
Dunaliella salina 57 32 6 -
Leite 26 38 28 -
Carne 43 1 34 -
Fermento de padeiro 39 38 1 -

Fonte: Adaptada de (Lourengo, 2006; Minhat et al., 2016)

A depender do tipo de produto almejado, pode-se direcionar a pesquisa para uma
microalga especifica. A Spirulina platensis, por exemplo, conforme a Tabela 1, tem o maior
percentual de proteinas e por essa razao esta tem sido um vetor para suplementagdo alimenticia,
onde ja vem sendo utilizada na Asia hd mais de 700 anos (Patel ez al., 2017; Severo et al., 2024).
Ja a Chlorella apresenta um maior percentual de lipidios e carboidratos em comparagdo a
Spirulina e outras espécies, de modo que, a depender da estratégia bioquimica empregada no
cultivo, esta microalga pode atingir até 55% de acimulo de lipidios (Barre; Bates, 2018; Enzing
etal.,2014). Ademais, a Chlorella ¢ uma microalga versatil que se adapta muito bem em meios
heterotréficos (Patel, et al, 2018), possuem uma capacidade apreciavel de produzir
carotenoides em relacdo aos demais géneros (Araya ef al., 2014) e crescem consideravelmente
rapido (Liang; Sarkany; Cui, 2009).

Quando comparadas aos alimentos mencionados anteriormente, as proteinas de origem
algal demonstram-se iguais ou superiores em conteiido proteico. No entanto, ressalta-se que as
microalgas ndo podem substituir totalmente os alimentos convencionais, principalmente
considerando-se os riscos relacionados ao consumo de acidos nucléicos, mas, sem duavidas, elas
cumprem um papel-chave como complementos alimentares, podendo ser empregadas como
alimentos nutracéuticos (Lourenco, 2006). Do ponto de vista mercadolégico, com uma
producdo anual de 3 mil e 4 mil toneladas, a Spirulina e a Chlorella representam,
respectivamente, os géneros com maior aplicagdo comercial (Morais et al., 2015; Severo et al.,

2024).



37

Por serem relativamente simples quando comparadas as plantas terrestres, a energia
adquirida pelas microalgas ¢ direcionada para o crescimento e reproducao, logrando-se, assim,
taxas de reproducdo substanciais em comparagdo as plantas, que sdo multicelulares. O cultivo
das microalgas, entdo, se torna cada vez mais vantajoso; pois, além de ndo necessitarem de
terras araveis (i.e., ndo competem com produtores de alimentos), ndo requerem tempos longos
de crescimento, tampouco necessitam de agua potavel, uma vez que podem ser cultivadas em
aguas salinas e efluentes domésticos e industriais (Serejo, 2012; Silva et al., 2021). A despeito
da inclinacdo mundial ao mercado de proteinas, a versatilidade metabodlica e adaptativa das

microalgas descortina numerosas e promissoras aplicagdes biotecnologicas e industriais.
2.1.2 Aplicacgdes industriais e biotecnoldgicas envolvendo as microalgas

Segundo Costa e Morais, (2019, p. 504), em menos de uma década, a biomassa tornar-
se-4 um dos principais recursos renovaveis para a obtencdo de materiais, produtos quimicos,
combustiveis e energia. Portanto, o potencial global de aplicagdo de biomassa ¢ grande,
sobretudo quando originada via microalgas. A Figura 5 apresenta um panorama geral sobre

alguns dos principais mercados e aplicacdes da biomassa de algas.

Figura 5 — Rotas para o aproveitamento biotecnologico da biomassa de microalgas
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O conceito de biorrefinaria ¢ ilustrado mediante os diferentes produtos que podem ser
obtidos. Conforme supracitado, trés insumos sdo necessarios para iniciar a cadeia: luz solar ou
artificial, biofixagdo de CO: e sais inorganicos (que podem ser obtidos por efluentes
industriais). Os combustiveis de terceira geracdo podem ser obtidos mediante os lipidios
(biodiesel) ou os carboidratos (bioetanol), através das tecnologias de transterificacdo e
fermentagdo, respectivamente. As substancias poliméricas extracelulares (EPS), também
denominadas na literatura como exopolimeros ou exopolissacarideos, devido a sua fracao
majoritaria ser composta por polissacarideos, apresentam um notavel potencial biotecnologico
e mercadoldgico em industrias alimenticias, farmacéuticas, biomédicas e de tratamento de 4gua
(Jesus et al., 2019; Morais et al., 2022; Rehm, 2010). Revelar os papéis fundamentais dos EPS
nos processos do ciclo de vida das microalgas ¢ um tdpico interessante e inovador para alcangar
a aplicagdo pratica e eficiente em termos energéticos das microalgas (Zhou et al., 2024).
Embora as investigacdes sobre EPS sejam extensas para sistemas bacterianos, menos se sabe
sobre os EPS de microalgas, especialmente quando associados a valoracdo de dguas residuais
(Borges et al., 2024; Zhou et al., 2024). Os polihidroxialcanoatos (PHAs), bioplasticos que
possuem propriedades mecanicas similares aos de matriz petroquimica, tem sido estudado nos
ultimos anos pela comunidade cientifica (Costa et al., 2019; Dimri et al., 2023; Karan et al.,
2019), sendo promissor para varios segmentos industriais.

Um dos aspectos que encarecem a transposi¢ao de escala das microalgas ¢ o custo do
meio de nutrientes. Uma forma de sobrepujar este obstaculo ¢ a utilizacdo de efluentes
industriais (Feng; Li; Zhang, 2011; Pessoa et al., 2021). A utiliza¢do de efluentes liquidos e
gasosos como fonte de nutrientes culmina num duplo beneficio: o tratamento dos mesmos e a
geracdo de biomassa. Por exemplo, segundo Costa e Morais (2019, p 504), desde 2005, no
Brasil, a usina termoelétrica Presidente Médici tem uma planta piloto de microalgas com
objetivo de realizar a biofixagcdo de COz liberado pela queima do carvao mineral, aplicando as
cinzas deste combustivel fossil no cultivo. Nesta usina, testou-se durante dez dias o crescimento
dos dois géneros destacados anteriormente com inje¢des intermitentes de gas de combustdo: a
Chlorella fusca LEB 111 e a Spirulina sp. LEB 18. Ao final do décimo dia, observou-se que
Chlorella fusca LEB 111 apresentou 2,6 vezes mais biofixacdo de didéxido de carbono,
demonstrando um crescimento em fase exponencial, ao passo que a Spirulina sp. LEB 18
mostrou uma redugdo do crescimento celular. Portanto, embora a Chlorella tenha se destacado,
os autores concluiram que ambas as microalgas podem ser utilizadas para biofixacdo de CO; e

crescimento nesse tipo de efluente industrial.
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Desse modo, com o advento do paradigma de economia circular e o potencial inerente
das microalgas de crescimento em rejeitos industriais, diferentes efluentes tém sido estudados
nos ultimos anos nos rincdes do mundo. Mediante relagcdes de parceria publico-privada com
empresas de segmentos diversos esses modelos podem mitigar os passivos ambientais gerados,
trazendo mais competitividade para os arranjos produtivos. Seguindo essa toada, a agua
produzida, por exemplo, ¢ um efluente proveniente da industria de exploragdo e producdo de

petroleo presente nas modalidades offshore e onshore, isto €, no mar e terra, respectivamente.

2.2  AGUA PRODUZIDA

Agua produzida (AP) é o maior efluente gerado pelas empresas responsaveis pela
exploragdo e producdo de petréleo no mundo (Ferreira, 2016). Nas atividades de exploragao,
perfuragdo e producdo a agua produzida responde por 98% de todos os efluentes gerados
(Thomas, 2001). Dois aspectos sdo relevantes da agua produzida: O volume gerado e a sua
complexa composi¢ao. Estima-se que o volume global produzido seja na ordem de 39.5
Mm?/dia (Jiménez et al., 2018), isto é, um valor de aproximadamente 248 milhdes de barris por
dia. O Brasil, por sua vez, responde por uma parcela aproximada de 3,8 milhdes de barris por
dia com perspectivas de chegar em 5 milhdes de barris por dia até o final de 2029 (Goldberg,
2023). No que tange a composicao, tem-se os principais constituintes: 6leo (BTEX), minerais
dissolvidos da formacao, inibidores de corrosao, gases dissolvidos, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs), minerais dissolvidos da formagao, fenois, sais inorganicos (Jiménez et al.,
2018), onde a composicdo sera diferente para cada pogo, em virtude das caracteristicas
geoldgicas. A relacdo entre a geracdo de AP e a extragdo de petroleo dos reservatorios ¢ de
aproximadamente 3:1, e estima-se que chegue a 12:1 até 2025 devido ao envelhecimento dos
pogos de petroleo (Al-Ghouti et al., 2019). A Figura 6 ilustra como a idade do poco de petroleo
afeta diretamente a taxa de produ¢do da AP. Nota-se que, apds o oitavo ano, a produgdo de 4gua

comeca a ser prevalente em relagdo ao 6leo, chegando em uma relagdo média final de 10:1.
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Figura 6 — Comparagdo anual entre a produg@o de agua e 6leo em um pogo
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Os ecossistemas, particularmente os que se destinam as industrias petroliferas, tém
estado sujeitos a degradagdo ambiental resultante das atividades operacionais (Liu ef al., 2021;
Macédo-Junior et al., 2023). Normalmente, a descarga de AP parcialmente tratada é permitida
em quantidades padrdo especificas. Entretanto, existe uma grande possibilidade de que, com o
tempo e o aumento da demanda de dleo, essa dgua possa causar toxicidade cronica (Amakiri et
al., 2022)

O conceito de agua produzida engloba tanto a 4agua aprisionada nas formagdes
subterraneas que ¢ trazida a superficie juntamente com petrdleo e gas durante a producao,

quanto aquela que ¢ injetada para manter a pressdo hidraulica no reservatério e aumentar a

recuperacdo do oleo.
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Figura 7 — Comparag¢do anual entre a producdo de agua e 6leo em um pogo
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Em linhas gerais, trés destinos podem ser dados para a AP: descarte, reinjecdo e reuso.
Nas operagdes onshore a pratica mais adotada € a reinjeco, ao passo que na producao offshore
¢ o descarte para o mar (Jiménez et al., 2018; Thomas, 2001). Em ambos os casos, faz-se
necessario reduzir o teor de dleo e os solidos dissolvidos seja para atender as exigéncias
ambientais ou para evitar inconvenientes de processo (i.e, danos nas bombas e tubulacdes). Para
os tratamentos convencionais da AP, tem-se a dispor os métodos fisicos e quimicos. Motta et
al. (2013) elencam que um dos processos mais utilizados ¢ a flotacdo a ar precedida da adi¢ao
de produtos quimicos desmulsificantes, além dos hidrociclones, coalescedores de leito e
separadores gravitacionais. Recentemente, Kadri et al. (2024) reportaram que a osmose reversa,
ultrafiltrag@o e troca idnica podem ser parcialmente eficazes no tratamento da AP. No entanto,
se por um lado ditos processos sdo dispendiosos e estritamente dependentes das especificas
caracteristicas da dgua produzida (Ammar; Khadim; Mohamed, 2018); por outro apresentam
tempo de residéncia elevado, utilizacdo de produtos quimicos onerosos, geracdo de residuo
solido, baixas eficiéncias e alto consumo energético (Kadri et al., 2024; Motta et al., 2013). De
fato, a integragdo de multiplos métodos pode resultar em melhores resultados, pois cada método
possui suas desvantagens (Khairuddin et al., 2024).

Nesse contexto, o tratamento biologico (biorremediacdo) se apresenta por ser
econdmico, mais simples e potencialmente mais ecologico (Ammar; Khadim; Mohamed, 2018;
Kadri et al., 2024). O sistema de tratamento da AP deve ser sustentavel, eficiente e seguro para
satisfazer a exploragdo em larga escala da produ¢do offshore e onshore de petroleo e gas no

presente-futuro.



42

2.3 BIORREMEDIACAO E FICORREMEDIACAO

Conceitua-se de biorremediacdo o processo no qual organismos vivos (e.g., plantas,
microrganismos ou suas enzimas) sdo empregados tecnologicamente para remover ou mitigar
poluentes em uma matriz ambiental, como 4agua ou solo. A Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana (US-EPA, 2001) define biorremedia¢do como o processo de tratamento que utiliza
a ocorréncia natural de microrganismos para degradar substincias toxicamente perigosas,
transformando-as em substancias indcuas. Alguns autores agregam ainda que, como 0s micro-
organismos utilizam os substratos orgédnicos e inorganicos como fonte de alimentacdo, os
contaminantes sao convertidos também em CO» e H,O (Francisco; Queiroz, 2018).

Nao obstante as vastas conceituagdes existentes, o consenso ¢ que a biorremediacao ¢é
um processo multidisciplinar que requisita o apoio de distintas areas do conhecimento.
Alexander Martin (1999) elencou no seu livro intitulado Biodegradation and Bioremediation
que o processo se desencadeia em nivel microbioldgico, o comportamento dos constituintes
segue os principios quimicos, as mudangas na toxicidade e o grau de risco a exposi¢ao
concernem a area de saide e meio ambiente e as tecnologias desenvolvidas sdo contribuigdes

da engenharia. Assim, todas essas areas anelam, sinergicamente, economicamente e

ecologicamente um unico objetivo ilustrado na Figura 8:

Figura 8 — Equacionamento da tecnologia de biorremediagao
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Do ponto de vista do contaminante, este se subdivide em duas categorias: xenobidticas
(moléculas estranhas ao ambiente natural) e recalcitrantes (moléculas de dificil degradagdo). O
ataque nestes contaminantes funciona por intermédio de diferentes enzimas secretadas pelos
microrganismos, a saber: Enzimas hidroliticas, desidrogenase, oxidoredutase. Quanto a sua

forma especifica, a biorremediacdo desempenhada pelas microalgas ¢ conhecida na literatura
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como ficorremediagdo (Borah; Rout; Nooruddin, 2024; Kadri et al, 2024), que pode ser
desmembrada em trés mecanismos diferentes de atuacdo: biossor¢do, bioacumulagdo e
biodegradacao (Abdelfattah ef al., 2023; Khairuddin et al., 2024; Touliabah et al., 2022).

A biossor¢do ¢ um processo de adsorcdo fisica passivo, isto €, independente do
metabolismo das algas. Através da transferéncia de massa, os contaminantes sao deslocados da
fase liquida para a superficie da parede celular, por meio de troca idnica, complexagdo de
superficie e interagdes eletrostaticas, podendo ocorrer estes fendmenos de forma simultanea a
diferentes taxas (Lutzu ef al., 2021). Observada inicialmente em microalgas nos anos 1970, a
biossor¢do ¢ facilitada pela composicdo quimica e estrutura da parede celular das microalgas,
que possuem grupos funcionais como carboxila, hidroxila e sulfato, atuando como sitios de
ligacdo para ions metalicos e substancias organicas (Abdelfattah et al., 2023).

Por outro lado, a bioacumulacdo ¢ um processo ativo e dependente do metabolismo da
célula microalgal. Trata-se de um mecanismo bifasico onde ions metélicos sdao inicialmente
adsorvidos rapidamente na superficie celular e, posteriormente, transportados irreversivelmente
para o citoplasma (Lutzu et al., 2021). Semelhante a absor¢do de nutrientes, esse processo
permite que metais ou compostos organicos prejudiciais sejam incorporados na estrutura
celular. Utilizando a bioacumulacdo, células vivas podem desintoxicar residuos ao absorver,
acumular ou metabolizar essas substancias, aumentando a geracdo de biomassa em condigdes
de crescimento adequadas (Abdelfattah et al., 2023; Malik; Garg, 2024).

Por fim, a biodegradacdo ¢ um processo ativo e dependente do metabolismo das
microalgas, que degrada compostos complexos em blocos quimicos mais simples e menos
toxicos, utilizando o ferramental enzimatico disponivel (Abdelfattah et al., 2023). Em contraste
com a bioacumulagdo e a biossor¢do, que envolvem microrganismos atuando como filtros
bioldgicos para concentrar poluentes e separa-los da dgua circundante, a biodegradacao implica
na decomposicdo dos poluentes-alvo. Essa decomposi¢do pode ocorrer através da
mineralizagdo completa das moléculas parentais em CO: e H:0, ou por meio da
biotransformacdo, que envolve uma série de reacdes enzimaticas para produzir diferentes
intermediarios metabolicos (Abdelfattah et al., 2023; Touliabah ef al., 2022)

A biodegradacdo mediada por microalgas pode ocorrer tanto extra quanto
intracelularmente, ou em uma combinagdo de ambos. Nesse processo, a degradacao extracelular
¢ seguida pela decomposi¢ao intracelular dos intermediarios. A degradacao extracelular baseia-
se em substidncias poliméricas extracelulares (EPS), ou exopolimeros, excretados
principalmente por microalgas. Os EPS funcionam como um sistema digestivo externo,

aumentando a biodisponibilidade dos poluentes para futura bioacumulagdo (Abdelfattah et al.,
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2023). O aprofundamento técnico-cientifico da ficorremediacdo em escala industrial enfrenta
diversas barreiras de natureza geografica, especialmente em paises de zonas temperadas e frias.
No entanto, o Brasil possui intimeras peculiaridades que o qualificam como um pais
vocacionado para as biorrefinarias, posicionando-o como um potencial lider nos novos

paradigmas ambientais do século XXI.

2.4 PARADIGMAS DO SECULO XXI, BIORREFINARIA E VOCACAO DO BRASIL

Um dos maiores desafios a aplicacdo extensiva do cultivo de microalgas reside na
necessidade de agua. Segundo Hu et al., (2022) estima-se que o mundo, até 2030, enfrentara
uma escassez de agua de 40%. Dado o seu valor estratégico, econdémico e de manutencgdo da
vida, a Assembleia Geral das Nag¢des Unidas propds a Década Internacional para Agdo — Agua
para o Desenvolvimento Sustentavel (2018-2028) para colocar maior foco na sustentabilidade
da 4gua por 10 anos (United Nations [2017]). Uma forma de equacionar a problematica da
escassez de agua ¢ o cultivo das microalgas em efluentes, em especial enfocando-se no
reaproveitamento da AP, dado o seu volume expressivo de geracdo. Assim, esse marco
internacional favorece a justificativa para o financiamento de estudos voltados a ficoremediagao
da AP, pois o desenvolvimento de tecnologias desta natureza pode ajudar a tornar o acesso
global a 4gua mais viavel.

Paradoxalmente, alguns paises da Africa e do Oriente médio, como, por exemplo,
Nigéria, Egito e Kuwait, embora sejam detentores de grandes reservas de petroleo, padecem de
crises hidricas. Essa ¢ uma vantagem comparativa que o Brasil pode se especializar, exportando
solugdo tecnologica para outros paises, gerando, ao mesmo tempo, empregos de maior
qualidade, inovacgao local, e solug¢do para um problema de natureza global. Conforme citado na
introducdo, as BBMs em AP também estdo alinhadas a cartilha do nexo dgua-energia-alimento
devido a possibilidade de atender simultaneamente e sinergicamente esses trés pilares. Desde
que seja rigorosamente monitorado dentro das normas de seguranga, como destacado por Al-
Ghouti et al. (2019), pode-se reutilizar a 4gua remanescente ¢ biorremediada para irrigacao,
bem como para a pecudria.

Concernente ao pilar energético, a biomassa de microalgas proveniente do cultivo com
AP esta sujeita a diversos fatores geradores de estresse que possibilitam o acumulo de lipidios
e posterior producdo de biodiesel, o que atende a recomendagdo da cartilha para o uso de
combustiveis de terceira geracdo. A Figura 9 ilustra a abordagem circular inserida no tripé do

nexo que esta inserida as BBMs em AP.
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Figura 9 — Relagao entre a economia circular e os aspectos do nexo agua, alimentos e energia
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Li, Li e Ho (2022) relataram que a combinagdo do tratamento de dguas residuais com a
producdo de biodiesel de microalgas ¢ uma solugdo crucial para a crise energética do terceiro
mundo. Os pesquisadores destacaram que os efluentes promovem o suprimento de carbono
organico, aumentam a concentracao de ferro e a salinidade, e essas sdo as abordagens mais
comuns para aumentar o acumulo de lipidios na biomassa de algas. A AP ¢ abundante em
carbono organico, ferro e salinidade.

Bautista Vidal, eminente engenheiro e fisico baiano que encabegou o programa nacional
do alcool (PRO-ALCOOL), teceu uma critica aos dirigentes brasileiros, juntamente com o
socidlogo Gilberto Vasconcelos, no livro “O Poder dos Tropicos™. Segundo o professor Vidal,
ha uma alienacdo energética na cultura brasileira, que se afeicoou aos hidrocarbonetos no setor
de transportes, quando, na verdade, o Brasil ¢ o pais vocacionado para os hidratos de carbono,
isto €, para biomassa. Os requisitos elencados pelos professores sdo quatro, a saber: (i) o Brasil
¢ a maior nacao solar do planeta terra, (ii) detém a maior parcela de 4gua doce do mundo; (iii)
tem dimensdes continentais e (iv) a implanta¢cdo da biorrefinaria permitiria uma ampla criagao

de empregos, fortalecendo o mercado interno e dinamizando a economia brasileira. O enfoque
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dos professores ¢ na biomassa tradicional das oleaginosas, principalmente o babagu, girassol,
dendé, entre outras, enfatizando que a eloquente produtividade advinda dessas oleaginosas
credenciaria o Brasil como a “Arabia Saudita Verde” (Vasconcelos; Vidal, 1998). Embora
assertivos na critica, os autores ndo mencionaram a biomassa de microalgas, provavelmente em
fun¢do da incipiéncia deste tema que comegara a ganhar vigor apenas a partir de 2006, conforme
ilustra Garrido-Cardenas et al. (2018).

Contudo, Santos et al. (2021) contribuiu notavelmente para esta tematica ao destacar
seis aspectos competitivos para a implementacio de BBMs no Brasil: (i) radiagdo solar
constante com temperaturas relativamente amenas; (ii) enorme biodiversidade de microalgas;
(ii1) terra abundante; (iv) disponibilidade de 4gua e efluentes; (v) disponibilidade de residuos e
matéria-prima barata de CO»; e (vi) a ja existente capilaridade do agronegocio. Notadamente,
esses aspectos também estdo presentes em graus semelhantes em outros paises (principalmente
subdesenvolvidos) e podem fornecer caminhos para um novo paradigma de
neoindustrializagao.

Por exemplo, Brasil, Silva e Siqueira (2017), pesquisadores da Embrapa, ilustraram um
interessante modelo de economia circular utilizando AP como meio de crescimento de
microalgas juntamente com o tratamento hidrotérmico de biomassa para extragdo de 6leo,
condicionando-a como matéria-prima para a produgdo de inimeros bioprodutos, incluindo
biocombustiveis, eletricidade, biomateriais, e produtos quimicos de base bioldgica. Segundo os
pesquisadores, uma reducgdo de custos de mais de 50% pode ser obtida se os nutrientes, agua e
cultivo de microalgas forem alcancados a baixo custo, o que possibilitaria, consequentemente,
uma integracdo sinérgica entre a biorrefinaria de algas e outras industrias no Brasil. Essa
geracdo de novos modelos produtivos circulares, prodigiosamente assentados na vocagao
brasileira, podem ser replicados globalmente, em consonancia com os paradigmas do século
XXI. Estas tendéncias dialogam com a nova politica industrial encabecada pelo Estado
brasileiro, a Nova Industria Brasil (NIB) (Brasil, 2024), assim como o plano de retomada

industrial divulgado pela Confederagdao Nacional das Industrias (CNI, 2023).
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2.5 PLANO DE RETOMADA DA INDUSTRIA E NOVA INDUSTRIA BRASIL

Em um cendrio geopolitico complexo apods a pandemia da COVID-19 sucedido pela
guerra entre Russia-Ucradnia, evidenciou-se a fragilidade das cadeias de suprimentos
internacionais, onde ocorrera, em muitos paises, o desabastecimento e/ou oneracdo de itens
basicos de saude e alimentacdo para a populacao (Lacerda, 2022). Com isso, € em funcdo da
proeminéncia do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico asiatico nos ultimos anos, o debate
sobre o papel da reindustrializacdo voltou a agenda do ocidente (Araujo; Feijo, 2024). Neste
contexto, a Confederacdo Nacional das Industrias publicou um documento intitulado de Plano
de Retomada da Industria, destacando a necessidade premente do pais construir uma estratégia
clara e consistente rumo ao desenvolvimento industrial para enfrentar esse complexo cenario
global (CNI, 2023), bem como fazer frente aos desafios estruturais do Brasil. De acordo com o
documento, as politicas industriais passaram por uma nova estruturagao conceitual, isto ¢, a ser
guiadas pela perspectiva de missdes, enderecando os desafios sociais como pedra angular, com
um olhar a longo prazo, intersetorialmente encadeadas e com objetivos em inovagdo,
descarbonizacdo, inclusdo e crescimento sustentdvel (CNI, 2023). A despeito do documento
abordar cinco missdes relevantes, a primeira missao consiste em desenvolver uma economia de
baixo carbono, com estimulos a descarbonizacdo da industria, a transi¢do energética e a
promocao da bioeconomia circular. Assim, a Figura 10 ilustra o desenho desta primeira missao,
de descarbonizacdo, representada em quatro pilares: economia circular, mercado de carbono,

bioeconomia e energias renovaveis.
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Figura 10 — 1* misséo do plano de retomada da industria brasileira e a sua possivel aderéncia as BBMs
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Embora o documento ndo faga mengdo as BBMs, observa-se no esquema acima que os
objetivos da missdo de descarbonizacdo e os seus quatro pilares sdo, em menor ou maior grau,
atinentes aos objetivos desta tese. Partindo da valoracdo de efluentes industriais, pode-se
operacionalizar a bioeconomia circular através da sintese de um espectro de produtos
diversificados que podem atender, inclusive, as proprias industrias de fornecimento destes
efluentes, gerando, a semelhanca de Kalundborg na Dinamarca, um modelo de simbiose
industrial. Ao mesmo tempo, ter-se-ia a possibilidade de gerar créditos de carbono pelas
caracteristicas geograficas destacadas anteriormente do Brasil, onde a captura de carbono,
assim como na India, é excepcionalmente favorecida para as microalgas que capturam com uma
capacidade de 10 a 50 vezes superior a qualquer planta terrestre (Maghzian; Aslani; Zahedi,
2024; Patel et al,, 2021).

Ainda sobre o potencial de descarbonizac¢do e créditos de carbono, Wiesberg et al.
(2017) evidenciaram que a biorrefinaria baseada em microalgas alcangou uma eficiéncia
superior na captura de CO> (73%) a um custo significativamente reduzido de 139 $/ton, em

contraste com a rota tradicional de captura e armazenamento de carbono, que apresenta uma



49

eficiéncia de 48% e um custo de 304 $/ton. A integragdo de fluxos de residuos, como gases de
combustdo e aguas residuais, como insumos para a BBMs, pode ainda mais diminuir os custos
de captura de carbono, posicionando-se como uma solu¢do promissora € economicamente
viavel para as industrias enfrentarem as imposigoes fiscais relacionadas a taxa¢ao de carbono.
Como o projeto de lei sobre o mercado e regulacao de carbono estd em vias de ser sancionado
no Brasil, assim como a Politica Nacional de Economia Circular, estes marcos regulatorios
podem impulsionar ainda mais o potencial, circularidade e competitividade das BBMs.

De forma a endossar o plano de retomada da industria, langou-se, recentemente, a Nova
Industria Brasil ou o programa de neoindustrializacdo brasileiro. O termo empregado deixa de
ser “reindustrializa¢do”, pois agora entende-se que esta sob novas duas bases: sustentabilidade
e inclusdo social (Rodrigues, 2023). Este plano visa, dentre outros, trés objetivos-macro:
adensamento tecnoldgico nacional, geracdo de empregos de qualidade e reposicionar o Brasil
no mercado internacional (Brasil 2024). O plano tem um horizonte temporal de 10 anos, até
2033, com financiamento publico previsto em R$ 300 bilhdes até 2026.

A NIB foi estabelecida pela Resolugdo CNDI/MDIC n° 1 de 06 de julho de 2023, com
o objetivo de orientar as acdes do governo brasileiro para estimular o desenvolvimento
produtivo e tecnoldgico, aumentar a competitividade industrial e direcionar melhor os
investimentos. A NIB adota a inovagdo e a sustentabilidade como principios fundamentais,
estruturando suas politicas em torno de seis missdes estratégicas:

- Missao 1: Cadeias agroindustriais sustentaveis e digitais para assegurar a seguranga
alimentar, nutricional e energética.

- Missao 2: Complexo economico-industrial da saude resiliente para reduzir as
vulnerabilidades do SUS e ampliar o acesso a satde.

- Missao 3: Infraestrutura, saneamento, habitacdo e mobilidade sustentaveis para
promover a integragdo produtiva e o bem-estar urbano.

- Missao 4: Transformacao digital da inddstria para aumentar a produtividade.

- Missao 5: Bioeconomia, descarbonizagao e transicdo energética para garantir recursos
para as futuras geragdes.

- Missao 6: Tecnologias de interesse para a soberania e defesa nacionais.

Cada missao ¢ guiada por objetivos especificos e acompanhada por metas aspiracionais.
Elas incluem desafios associados, areas especificas para o desenvolvimento de nichos
industriais, além de instrumentos financeiros e ndo financeiros para alcancar as missdes e

superar os desafios estruturais. Entre todas as missdes, a Missdo 5 destaca-se pela maior
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convergéncia com o desenvolvimento deste projeto, pois sua meta aspiracional ¢ a reducdo de
CO; por valor adicionado da industria, premissa que, apesar de também nao estar especificada
no documento, ¢ fortemente aderente as biorrefinarias de microalgas acopladas a valoragdo de

efluentes industriais.

2.6 PANORAMA DOS ESTUDOS ENVOLVENDO AS MICROALGAS EM AGUA
PRODUZIDA NA LITERATURA

A luz da economia circular e das vantagens da ficorremediacio, vérios autores tém
explorado o uso da AP como meio de cultivo para as microalgas. A Figura 11 mostra a evolugao
temporal do nimero de publicagdes sobre microalgas cultivadas em AP. Como critério de
exclusdo, considerou-se apenas manuscritos publicados em inglés, de modo que se encontrou

30 documentos no periodo de 2009 a 2021.

Figura 11 — Evolugao temporal (2012-2021) das publicag¢des envolvendo AP e microalgas

Nuimero de publicacdes

0

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Ano

Fonte: Elaborada pelo autor (2022)

O primeiro estudo sobre o tema foi publicado em 2009 e o segundo somente em 2012.
Devido a lacuna de publicacdes entre 2009 e 2012, a Figura 11 mostra apenas os estudos
publicados a partir de 2012. O nimero médio de publicagdes por ano aumentou de dois em

2012-2016, para quatro em 2016-2021, indicando que o niimero de estudos envolvendo
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microalgas e AP dobrou nos ultimos cinco anos. Embora a AP como meio de cultura para
microalgas ainda seja um tema incipiente na literatura, o aumento constante do niimero de
publicagdes desde 2015, atingindo um niimero maximo de cinco em 2019 e 2021, sugere uma
tendéncia ascendente. Uma correlagdo positiva bastante forte (coeficiente = 0,8) pode ser
observada para o nimero de publica¢des com o tempo.

Ademais, pode-se escrutinar o panorama bibliografico na base de dados Scopus
mediante a utilizagdo do software Vosviewer. A Figura 12 mostra um nimero pequeno de
palavras-chave relacionadas as BBMs quando comparado ao numero de palavras-chave
relacionadas ao trabalho intitulado de Pesquisa de Microalgas no Mundo por Garrido-Cardenas

et al. (2018), indicando, portanto, o interesse nascente nesta area de pesquisa.

Figura 12 — As palavras-chave mais utilizadas e suas associa¢des foram criadas no software
VOSviewer, com base no critério minimo de trés repeticdes por palavra. Combinou-se as palavras
“microalgae”, o operador “and” e “produced water”

(e Jrevien) (o) ~—

. G

Fonte: Pessoa et al. (2022)
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Foram identificados quatro clusters (amarelo, vermelho, azul e verde), cujas palavras
centrais sdo linhas de pesquisa que sdo exploradas detalhadamente ao longo desta revisao
bibliografica. No cluster amarelo, hd um foco em lipidios para a produ¢do de biocombustiveis,
que tem sido o principal direcionamento relacionado a aplicacdo da biomassa microalgal
cultivada neste efluente. O cluster vermelho enfatiza a identificagdo de gé€neros e espécies de
microalgas promissoras que podem ser cultivadas em AP, bem como as tecnologias que podem
ser geradas para o mercado a partir das industrias de gas e petroleo. O cluster azul explica o
potencial da AP como meio de cultura para producdo de biomassa, destacando a
Nannochloropsis oculata como predominantes espécies que contribuem para isso. Por fim, o
cluster verde acentua a produtividade, concentracdo e reaproveitamento, citando Scenedesmus
e Chlorella, os outros dois géneros mais pesquisados para cultivo em AP. Nota-se que, dos
trinta artigos encontrados, trés foram revisdes e suas contribui¢cdes estdo compiladas na Quadro

2.

Quadro 2 — Compilagdo das revisdes de microalgas em AP

Referéncias Conclusdes Limitacdes e perspectivas
Al-Ghouti et  Faz-se necessario pré-tratar a Os estudos precisam aproveitar o potencial
al. (2019) AP para obter um melhor biotecnologico da biomassa produzida

crescimento microalgal

Sullivan O cultivo de microalgas em Estudos precisam ser realizados para descobrir
Graham et AP, a depender da regido, pode espécies mais tolerantes para AP, bem como faz-
al. (2017) ser viavel economicamente se necessario uma melhor discussao sobre as

analises quimicas e modelagem geoquimica

Rahman et Pré-tratamento e diluicdo da Faz-se mister examinar a performance das algas

al. (2020) AP, assim como a adigdo de =~ pré-adaptadas em AP em termos do seu perfil de
nutrientes, € crucial para acidos graxos, produc¢ao de lipidios e geragao de
viabilizar o crescimento de biomassa.

microalgas em AP

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Concernente ao Quadro 2, quatro janelas de pesquisa sdo elencadas como oportunidades
de aprofundamento: (i) estudo de pré-tratamentos da AP que antecedam a biorremediacao; (ii)
tipos de suplementacdo do meio junto a AP; (iii) prospeccdo de géneros de microalgas
promissoras para o crescimento em AP e (iv) aproveitamento biotecnologico da biomassa

resultante. Entretanto, para pré-tratar, suplementar e melhor identificar as espécies de algas
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promissoras de um efluente, faz-se necessario conhecer de antemao as barreiras constituintes

deste efluente.

2.6.1 Barreiras da agua produzida para o cultivo de microalgas

O Quadro 3 apresenta uma compilagdo de estudos envolvendo o cultivo de microalgas
em AP, mostrando as barreiras mais relevantes, as concentracdes de AP utilizadas, a
suplementagdo nutricional fornecida as microalgas e as principais espécies empregadas.

Embora a AP fornega micronutrientes relevantes, substitua a utilizacdo de agua doce
nos cultivos e promova uma fonte alternativa de carbono orgénico, alguns entraves foram
identificados como relevantes. Mediante a ilustracdo da Figura 13, pode-se compilar algumas
particularidades que aparecem pulverizadas nos artigos e sdo consideradas barreiras ao
crescimento das microalgas: benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), metais pesados,

salinidade, turbidez e baixas concentrac¢des de nitrogénio e fosforo (N e P).

Figura 13 — As principais barreiras identificadas para o crescimento das algas em AP

Aromaticos
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&
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Fontes: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 3 — Sistematizacdo da literatura em relagdo as barreiras, aos meios de cultivo e aos tipos de microalgas

(continua)
Referéncia Meio de cultivo Nutrientes Barreiras Microalgas
. [NOs (<2,5mgL™"); . .
w»
NaHCO;™ (83,4 +0.15 mg L] ¢ g
AP [NO;™ (<0,5-20,5 mg L™);
Gillard et al. PO,*™ (<0,3-4,6 mg L™)] Phaeodactylum
(2021) AP suplementada Supplementaciao [NO;™ 55 mg L~ ) tricornutum

N: PO 3,4mg L")

Concas, Lutzu e
Turgut Dunford
(2021)

AP

N-NOs (0,1mg L™);
N-NH;" (6,11-23,98 mg L™);
TP (0,2-0,29 mg L)

Salinidade, metais pesados, baixa
concentracao de macronutrientes ¢
compostos 0rganicos perniciosos

Komvophoron sp.

Marques et al.
(2021)

AP (25%/50%/75%/100%) e

agua salina

AP [TN (17,85 mg L™"); TP (0,005
mg L]
Agua salina [TN (1,28 mg L"); TP
(0,15 mg L™)]

Baixa razdo N:P devido a baixa

concentracao de nitrogénio e fosforo.

Presenga de desmulsificador

Nannochloropsis oculata

Rahman et al.
(2021)

AP suplementada
(5%/10%/20%/50%/100)

AP [N-NH; (452 mg.L'™")]
Supplementacio - Galdieria
sulphuraria [P-PO, (66 mg L™)]
Supplementacio - Chlorella.
vulgaris [N-NOs (42 mg L™"); P-
POs (54 mg L]

Metais pesados

Galdieria sulphuraria

Chlorella vulgaris
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(continua)
Referéncia Meio de cultivo Nutrientes Barreiras Microalgas
AP [TOC (1 L™); N-NH4" .
AP [ OC(1(34813mn;%4-1)])’ * | AP [Salinidade (113,6 gL'+ 11,9 ¢
-1 e er .
Parsy et al. (10%/20%/30%/40%/50%) ¢ | Digestato [TOC: 630-1624 mg L’ L") e compostos 1n1b1d0fes (BTEX, Nannochloropsis oculata
(2020) . . 1. ¥ 1. hydrocarbonetos e metais pesados)
digestato liquido (S%v/v) | 55 N-NHy (12751743 mg L) oo ombider (360-502 NTU))
PO.*™ (0-22,2 mg L]
.. N-NO; (2,544 mg L™); N-NO, o
Hajjar ) I Inibigdo pelo aumento da
. o (0,26 mg L™); TN (29.74 mg.L™); % N
|y | TP (022 my L ot ' | S e AP jlctapls |Gy
(3] e 1ani 0 0 () 0 (09057 mg L'l); N-NH; (26,572 consttuintes to CA . ,
Muntalif (2020) compostos organicos)

mg L)

Das et al. (2019)

AP

TOC (428 mg L™"); TN (32,43 mg
L™"); N-NOs (0,42 mg L™); TP
(0,17 mg L)

Baixa concentracao de fosforo;
contaminantes organicos
(especialmente acidos nafténicos)

Chlorella sp.
(QUCCCM 10)

Scenedesmus sp.
(QUCCCM 63)

Monoraphidium sp.

(QUCCCM 1)

Tetraselmis sp.
(QUCCCM 8)

Picochlorum sp.
(QUCCCM 130)
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Quadro 3 — Sistematizagdo da literatura em relagao as barreiras, aos meios de cultivo e aos tipos de microalgas
(continua)

Barreiras Microalgas

Referéncia Meio de cultivo Nutrientes
Lyptolyngbya sp.
(QUCCCMS56)
Chlorella sp. (QUCCCM

10)

Scenedesmus sp.
(QUCCCM 63)

Monoraphidium sp.

N-urea (53 mg L™'); P-Na,HPO, Contaminantes organicos
Das et al. (2019) | AP suplementada com N ¢ P (4 mg L") [supplementation] (especialmente acidos nafténicos) (QucceM 1)
Tetraselmis sp.
(QUCCCM 8)

Picochlorum sp.
(QUCCCM 130)

Lyptolyngbya sp.
(QUCCCM 56)
Cyanobacterium

aponinum

AP [N-NH; (0,1mg L™)]
Hopkins et al. AP com adlgao de NaCl e Supp_llementatlon [N-NH4 (1_?—7 0 Salinidade, NHs, alto pH
(2019) nutrientes mg L7); P-PO4 (1,7-8 mg L7); N- [ .
NO; (13 mg L] Parachlorella kessleri
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Quadro 3 — Sistematizacdo da literatura em relagdo as barreiras, aos meios de cultivo e aos tipos de microalgas

(continua)

Referéncia

Meio de cultivo

Nutrientes

Barreiras

Microalgas

Lutzu e Dunford
(2019)

AP

N-NOs (0,2 mg L™); N-NH4" (86
mg L™); fosfato (0,01 mg L)

Baixa disponibilidade de nutrientes

Aphanocapsa sp. (UTEX
SP23)

Geitlerinema amphibium
(UTEX SP27)

Geitlerinema carotinosum
(UTEX SP28)

Komvophoron sp. (UTEX
SP33)

Phormidium
kuetzingianum (UTEX
SP38)

Pseudoanabaena sp.
(UTEX SP46-48)

Botryococcus braunii
(UTEX LB572)

Aphanothece sp.
(CCMP2555)

Picochlorum oklahomensis
(CCMP2329)

Ammar;
Khadim;
Mohamed (2018)

AP (10%/25%/50%)

Nitrogénio ammoniacal total
BlmgL™

Toxicidade,

salinidade,

compostos organicos

metais,

Nannochloropsis oculata

Isochrysis galbana
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Referéncia

Meio de cultivo

Nutrientes

Barreiras

Pereira et al.

Agua Residual de Petroleo

N-NO; (51,1 mg L™"); P-PO4*

Microalgas

Turbidez e auto-sombreamento Scenedesmus obliquus
(2017) pré-trada (3,16 mg L™"); NH; (3,75 mg L) [BROO03]
TN (35,8 ppm); TOC (389,1 Dictyosphaerium sp.
AP (50%/60%/75%/100%) ppm); TP (277,8 ppb)
Salinidade, deficiéncia de nutrientes, Chlorella sp.
Lutzu e metais pesados e compostos
Dunford (2019) aromaticos monociclicos como Scenedesmus sp.
TN (27.6 ppm); TOC (317 ppm); BTEX
AP filtrada TP (180 ppb) Neochloris sp.
(50%/60%/75%/100%)
Monoraphidium sp.
. Efluente Petroquimico 1.
Ma?;gi g)f @l swis0%swiooy e | TN (IS me LL_?)’ TP (2,5-3,7 Chlorella vulgaris
surfactantes £
Madadi et al. . NH; (0,3-0,6 mg L"); NOs (0,2— Cyanobacterium
(2016) AP e fertilizantes 1 mg L): PO (<02 m L'l) - aponinum
gL ) P sUomg (CA WP7(1))
TOC (3.4-65.5 mg L"); N-NO;
Ranjbar et al. AP (0.23-0.95 mg L"); TKN (3.45— | NaCl (52,7 - 63,3 g L") e deficiéncia | Dunaliella salina CCAP
(2015) 10.81 mg L); P-PO4* (2.05-5.01 de nutrientes 19/18

mg L'l)
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Referéncia

Meio de cultivo

Nutrientes

Barreiras

Microalgas

Winckelmann et

AP enriquecida com

NH; (0.3-0.6 mg L™); NO; (0.2-1

Scenedesmus sp. MKB

al. (2015) nutrientes mg L™); PO4 (<0.2 mg L)
Nodosilinea sp.
Nodosilinea epilithica str.
Kovacik
NaNO; 3 gL™); Nodosilinea sp. Rehakova
Wood et al. 1 1960/20
(2015) AP suplementada Plectonema terebrans

K.HPO, (0.5 g L)

CCAP 1463/4

Leptolyngbya sp. PCC
7104

Oscillatoria acuminate
PCC 6304

Arriada e Abreu

Nitrogénio ammoniacal total (1.11

Estresse fisioldgico, excesso de

o o . .
(2014) AP (50%/100%) mg L) metais e outr?s .componentes Nannochloropsis oculata
organicos
Amphora coffeaformis
(UTEX 2039)
N-NO; (29.4 mg L™); Fosforo . Phaeodactylum

Godfrey (2012) AP (6.24 mg L") Salinidade tricornutum (UTEX 640)

Chaetoceros gracilis

(UTEX LB 2658)
Neal et al. NaNO; (0.75 g L™'); NaH,PO4 Formacao de precipitado, presenca de | Nannochloropsis salina
(2012) AP suplementada (0.03gL™) contaminantes e crescimento lento 1776

TOC: Carbono organico total; TN: Total nitrogénio; TP: Total fosforo; N: nitrogénio e P: fosforo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)



Abdul Hakim (2016) cultivou cinco microalgas selecionadas em quatro diferentes
proporgdes de AP: 50%, 60%, 75% e 100% e obteve melhores resultados a medida que a
concentragdo do efluente diminuiu. Sobre este experimento, o autor apontou a salinidade
da AP e a escassez de nutrientes como principais empecilhos ao crescimento.

A salinidade da AP pode variar de poucos mg L! litro até aproximadamente 300
g L1, dependendo de sua origem (Al-Ghouti ef al., 2019), o que pode representar um
montante muito acima do presente na dgua do mar, por volta de 35 g L! (Lourengo, 2006).
Para avaliar o efeito da salinidade da AP no cultivo das microalgas, Hopkins et al. (2019)
adicionaram concentra¢des de NaCl, que variaram entre 15 g L' e 150 g L-!. Uma redugéo
de aproximadamente 71% foi constatada para o crescimento a 75 g L'! de NaCl, enquanto
concentragdes acima de 105 g L! sucederam em taxas irrisorias.

Parsy et al. (2020) reportaram um valor teto relativamente proximo (i.e., 60 g L
1, informando que valores acima deste podem limitar o crescimento da Nannochoropsis
oculata, haja vista o que observaram para concentracdes acima de 40% de AP. Sabe-se
que os sais dissolvidos podem exercer um gradiente de pressdo osmdtica na membrana
celular, desde que a concentracdo do meio seja maior do que a concentragao no interior
das mesmas (Lourengo, 2006). Com efeito, esse estresse causado as microalgas induz
diversos fenomenos, como a producao de EPS e solutos osmorregulatdrios, acumulagdo
lipidica e reducdo na atividade fotossintética (Shetty; Gitau; Mard6ti, 2019). O potencial
energético, geralmente direcionado ao crescimento das microalgas, ¢ desviado, a fim de
adaptar as microalgas as condigdes severas desses ambientes salinos. Portanto, alta de
salinidade pode ativar a rota bioquimica da concentragdo de lipidios e por conseguinte
afetar o perfil da composi¢do dos acidos graxos.

No que diz respeito aos efeitos deletérios causados por BTEX, cabe destacar que
Abdul Hakim (2016) e Parsy et al. (2020) foram os unicos autores que aludiram a inibi¢ao
no cultivo a esses constituintes. Apesar disso, esses trabalhos ndo investigaram os
mecanismos pelos quais a inibi¢do ocorre. Peng et al. (2015) demonstraram que
concentragdes de BTEX entre 50 e 5000 uM desencadearam alteragdes morfoldgicas na
microalga Euglena gracilis, como alteragdo no formato das células e decrescimento na
concentragdo de clorofila, estando esse ultimo correlacionado com a inibi¢do do
crescimento celular. De acordo com Paixao et al. (2007), altas concentracdes de BTEX
em formulagdes de gasolina inibiram o crescimento da microalga Tetraselmis chuii em
50%; no entanto, formulagdes concentradas em compostos aromaticos de 9 a 11 atomos

de carbono inibiram esse crescimento em concentragcdes bem menores. Considerando a
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toxicidade causada pelos compostos aromaticos (e.g., BTEX, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs)), estes podem ser um problema que ndo estd sendo suficientemente
reportado.

Por outro lado, a alta volatilidade dos compostos BTEX ¢ um fator que ndo deve
ser negligenciado. Abdul Hakim (2016) destacou que a evaporacao pode ter sido um dos
fatores para uma concentragdo tdo baixa de BTEX apds os seus experimentos; Paixao et
al. (2007) justificaram a baixa toxicidade de formulagdes de gasolina ricas em BTEX,
comparadas as formulagdes com hidrocarbonetos pesados, pela alta volatilidade dos
BTEX. Peng et al. (2015) realizaram ensaios no periodo de 24 hora para evitar perdas de
BTEX, onde, segundo os pesquisadores, ha um padrdo de toxicidade as algas (i.e., xilenos
> etilbenzeno > tolueno > benzeno). Portanto, ndo € possivel chegar a uma conclusdo
definitiva acerca dos efeitos de BTEX no cultivo de microalgas em AP, haja vista a
caréncia de dados disponiveis.

No que tange aos metais pesados presentes na AP, estes sdo comumente citados
como poluentes que obstaculizam o desenvolvimento da biomassa, até mesmo levando a
morte celular. Ammar, Khadim e Mohamed, (2018) relataram que, para altas
concentragdes de AP, houve floculagdo das microalgas ao fundo dos reatores, associando
isso a presenca de ions metalicos que neutralizaram a superficie das células. Como
consequéncia, esse fenomeno pode gerar imprecisdes para quantificar o crescimento das
microalgas via espectrofotometria. Abdul Hakim (2016) demonstrou que as microalgas
(Oorococcus sp, Chlorococcum sp, Qocystis sp, e Chlamydomonas sp), foram incapazes
de se multiplicar na AP em razao da presenca de metais pesados e BTEX. Metais pesados
podem inibir o crescimento de microalgas de diferentes formas, dependendo da espécie
de microalga, do metal em questdo e das condigdes de cultivo (Arunakumara; Zhang,
2008; Suresh Kumar et al., 2015). Recentemente, Rahman et al. (2021) reportaram que
em baixas dilui¢des da AP o crescimento das Chlorella vulgaris e Galdieria sulfuraria
foram comprometidos provavelmente em fun¢do da presenga dos metais pesados,
representados pela alta concentracdo de TDS (total de solidos dissolvidos). Apesar de
anunciados como um problema no crescimento das microalgas, os metais pesados
presentes na AP ndo foram estudados a fundo a fim de se entender os mecanismos pelos
quais ocorre a inibicdo. Em vista disso, observa-se a necessidade de estudos dos metais
pesados na inibicdo do crescimento de microalgas em AP, considerando espécies de

microalgas, concentracdo de metais e condi¢des de cultivo.



62

Outro inconveniente ao cultivo de microalgas em AP ¢ a turbidez. Esta barreira
consiste na presenca de solidos suspensos totais (SST), como argila, lodo, matéria
organica e inorganica dividida (Mohammed; Shakir, 2018). A AP pode conter
concentragdes de SST entre 1,2 mg L' ¢ 5484 mg L', dependendo da origem (Al-Ghouti
et al, 2019), ocasionando um liquido turvo que impede a absor¢do de luz pelas
microalgas. Pereira et al. (2017) avaliaram a curva de crescimento da Scenedesmus
cultivada em AP nas absorbancias de 680 nm e 750 nm e observaram um comportamento
atipico em 750 nm, concluindo que ndo se tratava de algas, mas sim de provaveis
particulas opacas em suspensao que difratavam a luz. Para que as microalgas atinjam a
maxima taxa de crescimento, faz-se necessario a incidéncia de uma intensidade de luz
especifica chamada nivel de saturacdo, de modo que quanto mais a incidéncia de luz
aproximar-se desse nivel de saturacio, as etapas de sintese de RNA e proteinas serdo mais
rapidas, aumentando o nimero das microalgas (Moreno-Garcia ef al., 2020).

Portanto, ¢ possivel inferir que a turbidez da AP desempenha um papel limitador
a taxa de crescimento das microalgas. Esse efeito justifica a cautela de Parsy et al. (2020)
na dilui¢do do digestato liquido (5% v/v) para suplementar a AP, a fim de prevenir a
obstrucdo de luz pelo meio de cultivo. Em suma, o efeito da turbidez da AP nas
microalgas foi pouco discutido, provavelmente em virtude dos pré-tratamentos realizados
na maioria dos trabalhos cujo enfoque serd abordado a posteriori.

Com base nas barreiras discutidas, deduz-se que a AP pode ser uma alternativa
invidvel em concentragdes elevadas devido a sinergia e significancia das cinco barreiras.
Além de Abdul Hakim (2016), outros autores constataram que quanto maior a
porcentagem de AP no meio de cultivo, menor a taxa de crescimento das microalgas.
Hajjar Rakhmadumila e Setiani Muntalif (2020) Marques et al. (2021) e mostraram
graficamente o efeito negativo da concentragdo de AP no crescimento de
Nannochloropsis oculata e Chlorella sp., respectivamente. Para concentragdes de AP
acima de 50%, foram obtidas curvas de crescimento predominantemente insustentaveis.
Parsy et al. (2020) também ndo testaram as condi¢des de cultivo acima de 30% para AP
suplementada com digestato, destacando que a barreira da salinidade tornar-se-ia
significativa, inibindo o crescimento. Nota-se que a biorremediagdo desempenhada pelas
microalgas ¢ geralmente comprometida para esse efluente bruto e em concentragdes
elevadas. Apesar dessa tendéncia, algumas excegdes foram identificadas. Por exemplo,

Madadi et al. (2016) cultivaram Chlorella vulgaris em AP pura e diluida, e alcangaram



63

curvas de crescimento mais robustas em 100% de AP, em comparagdo com as curvas
delineadas em 50% e 75% de AP. Ademais, Arriada e Abreu (2014) lograram resultados
positivos através da pré-aclimatacdo de Nannochloropsis oculata em AP, levando a
levando a velocidades de crescimento 83% e 50% maiores para 50% e 100% AP,
respectivamente, em compara¢ao com a microalga ndo adaptada. Contudo, nota-se que a
AP trabalhada por eles ja viera pré-tratada e com baixa salinidade, o que pode ajudar a
explicar ditos resultados. Por outro lado, ndo se informou a concentracdo de fosforo, a
concentragdo de sdlidos em suspensdo e tampouco a parcela correspondente aos
aromaticos monociclicos. Um aspecto que poderia contribuir para um melhor
entendimento da inibi¢do de forma geral seria a padronizacdo das analises de composi¢ao
da AP, isto €, que os autores tentassem seguir um padrdo ao relatar a concentragdo dos
compostos, sobretudo dessas cinco barreiras. Sugere-se as barreiras aqui propostas e
compiladas, previamente ilustradas na Figura 13, como uma possibilidade de

padronizagao.

2.6.2 Suplementacio da agua produzida

Além dos constituintes toxicos presentes no AP, varios autores alertam sobre a
possivel falta de macronutrientes essenciais que impedem o crescimento de microalgas
(Tabela 3). Marques ef al. (2021) associaram a baixa razao nitrogénio-fosforo (N:P) de
AP (3,4:1), comparada aquela adequada para o crescimento de microalgas mixotropicas
(9:1), com a baixa produtividade de compostos de alto valor agregado do cultivo de
microalgas. Lutzu e Dunford (2019) testaram 11 espécies de microalgas em AP, dentro
das classes Cyanophyceae e Chlorophyceae, atribuindo as baixas taxas de crescimento de
algas a baixa disponibilidade de nitrogénio e fosforo (ou seja, 0,2 mg L' € 0,01 mg L,
respectivamente).

Diante dos desafios do cultivo de microalgas em AP, alguns autores optaram por
complementar a AP com meio sintético, adaptando gradativamente a microalga ao
efluente. Abdul Hakim (2016) comparou os rendimentos de biomassa obtidos com o
cultivo de microalgas em AP e em um meio de cultura sintético padrao (BG-11) e sugeriu
que a densidade de biomassa de microalgas cultivadas em AP poderia ser aumentada

através da suplementacdo com macronutrientes. Das ef al. (2019) também sugeriram que
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a suplementacdo de AP com N e P pode melhorar a economia geral do processo de
producdo.

Embora util para entender a influéncia de fatores especificos, o meio sintético
representa um custo ndo escaldvel; ou seja, no cultivo de microalgas em larga escala,
grandes quantidades desses substratos seriam economicamente inviaveis. Por esta razao,
Parsy et al. (2020) e Racharacks. Ge e Li (2015) foram pioneiros na suplementagdo de
agua de gés de xisto e AP, respectivamente, com um meio ndo sintético. Essa iniciativa é
interessante, principalmente considerando a perspectiva da economia circular, pois abre
uma janela de oportunidades de pesquisa com novos efluentes como fontes econdmicas
de N e P, principalmente aqueles alocados em regides proximas as extragdes de petrdleo
para reduzir custos logisticos.

Além de atenuar a barreira de baixas concentracdes de N e P, a suplementacao
com outros efluentes tem papel relevante na diluicdo do AP e, portanto, na reducdo da
salinidade, cuja viabilizagdo poderia ser uma alternativa aos métodos onerosos de
dessalinizacdo existentes. Tal suplementacdo alternativa ¢ uma pratica sustentavel que
pode ser uma concomitante solug@o energética e ecoldgica e deve ser melhor investigada.
Em sintese, tendo em vista as outras quatro barreiras elencadas acima na Agua Produzida,
Das et al. (2019); Hajjar Rakhmadumila e Setiani Muntalif, (2020) e Neal et al. (2012)
apontam a necessidade crucial de um pré-tratamento para uma melhor penetracdo de luz
e, consequentemente, maior producdo de biomassa. A posteriori, os beneficios, desafios
e alguns efluentes em potencial serdo discutidos em detalhe, uma vez que antes de

suplementar o cultivo ¢ imperioso pré-tratar a d4gua produzida.

2.6.3 Pré-tratamentos da AP para o cultivo de microalgas

O pré-tratamento da AP ¢ uma etapa comum na maioria dos estudos prospectados,
principalmente envolvendo processos de filtragdo e esterilizagdo. A importancia da
filtragdo decorre da necessidade de remover solidos em suspensdo e dispersos, que,
conforme supracitado, aumentam os niveis de turbidez e podem atuar como uma barreira
fisica, impedindo a absor¢do de luz pelas microalgas. A esterilizacdo garante que apenas
as microalgas selecionadas sejam isoladamente estudadas, pois a contaminag¢ao dos meios
de cultura pode gerar competicdo de outros microrganismos por substratos, levando a

imprecisdo nos resultados da pesquisa e comprometendo a confiabilidade da acdo das
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microalgas analisadas. O Quadro 4 apresenta uma compilagdo dos métodos empregados

em diferentes estudos para o pré-tratamento.



Quadro 4 — Compilagdo e analise dos tipos de pré-tratamentos realizados na agua produzida presentes na literatura

REFERENCIA

PRE-TRATAMENTO

EFICACIA DE REMOCAOQO

Silva et al. (2021)

Concas, Lutzu e Turgut Dunford (2021)

Filtracdo e esterilizagdo (autoclave)

N-10%; C-5.98%, S-6.89%; BR-8.04%; BI-11.14%

Gillard et al. (2021) Filtracdo e esterilizacdo (autoclave) NI
Rahman et al. (2021) - -
Marques et al. (2021) - -
Jaén-Gil et al. (2020) Filtracdo e esterilizagdo (autoclave) NI

Hajjar Rakhmadumila e Setiani Muntalif
(2020)

Parsy et al. (2020)

Membrana (0,45 pm)

N-23%; P-35%; TOC -19%; B -23%; T-16%; ET-14%; X-9%

Al-Ghouti et al. (2019)

NaOH and centrifugagéo

TOC-40.6%; TN-38.2%; N-63.5%, TP-19%

Das et al. (2019) Membrana (0,45 um) NI
Hopkins et al. (2019) Filtracdo e esterilizacdo NI
Lutzu e Dunford (2019) Esterilizacdo (autoclave) NI

Calderon-Delgado, Mora-Solarte e Velasco-
Santamaria (2019)

Ammar, Khadim ¢ Mohamed (2018)

Pereira et al. (2017)

Membrana (0,45 um)

TN-23%; TP-35%; TOC-19%; B-23%; T-16%; ET-8%; X-9%

Abdul Hakim (2016)

Esterilizacdo

NI

Madadi et al. (2016)

Winckelmann et al. (2016)

Woody et al. (2015)

Winckelmann et al. (2015)

Esterilizacdo (autoclave)

NI

Ranjbar et al. (2015)
Arriada e Abreu (2014)

Neal at al. (2012)

Membrana (0.22 pm)

NI

Godfrey (2012) Centrifugacdo, autoclave, CA P-62%; S-28%; N-34%

NI: Nao identificado; N: Nitrogénio; P: Fosforo; TOC: Carbono organico total ; TN: Nitrogénio total; TP: Fésforo total; B: Benzeno; T: Tolueno ; ET: Etilbenzeno; X: Xileno;
S: Sulfato; BR: Boro; BI: Bicarbonato; TA: Alcalinidade total; SI: Silica; Cu: Cobre; F: Fluor; Fe: Ferro; Mg: Magnésio; CA: Carvao ativado
Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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De acordo com o exposto, observa-se que cerca de 61% dos trabalhos levaram a cabo
algum tipo de pré-tratamento da AP; no entanto, apenas 38,5% explicitaram a eficacia do
mesmo. Esse percentual, por sua vez, revela uma possivel lacuna a ser explorada em trabalhos
futuros, haja vista que, para lograr uma maior concentracdo de biomassa e direcionar as
microalgas para as rotas bioquimicas de interesse, faz-se mister reconhecer as concentragdes de
macronutrientes (C,N,P) alimentadas, bem como reduzir alguns compostos inconvenientes (i.e.,
solidos em suspensdo, BTEX). Tornar-se-4 util para a comunidade cientifica ter os dados da
composicao da dgua antes e depois do pré-tratamento, pois assim serd possivel rigorosamente
distinguir o papel da biorremediagao do papel do pré-tratamento realizado, evitando conclusdes
superestimadas com relagdo ao tratamento bioquimico desempenhado pelos microrganismos.

Dentre os pré-tratamentos realizados pelos pesquisadores (e.g., centrifugacao, filtracao
por membrana, esterilizacdo e filtragdo via o uso do carvao ativado), a esterilizacdo se destaca
em maior quantidade; seguida da filtracdo em membrana e, em minima preferéncia, o carvao
ativado. Sob a dtica de uma transposi¢ao de escala, o pré-tratamento de uma matéria-prima ¢é
uma etapa crucial para a maioria dos processos quimicos e bioquimicos industriais, de modo
que trés aspectos basilares devem ser considerados: (i) viabilidade econdmica (6nus para
escalonar), (ii) eficiéncia de processo (remocao de hidrocarbonetos e so6lidos em suspensao) e
(ii1) sustentabilidade (origem, reciclagem). Passando as alternativas de pré-tratamento
existentes pelo crivo deste tripé, faz-se possivel eleger aquele mais propicio para o processo
desejado.

No que tange a filtragdo por membrana, foram encontrados estudos com dois topos de
tamanho de poros (0,22 e 0,45 pum). Embora seja um método relativamente simples e pratico,
do ponto de vista de aumento de escala, precisam-se de mais estudos para entender qual seria o
didmetro de poro mais adequado para este efluente, bem como a influéncia do consumo
energético da bomba de circulag@o na sustentabilidade global. Neal ez al. (2012) ndo reportaram
os valores de eficiéncia do pré-tratamento com a membrana de 0,22 pm. Em contrapartida,
Abdul Hakim (2016) e Al-Ghouti et al. (2019), que trabalharam com a de 0,45um, chegaram a
valores praticamente iguais de remocdo dos constituintes da AP, exceto para a remogao do
etilbenzeno que foi superior no primeiro estudo. Por outro lado, ao analisar a centrifugagao,
conclui-se que ¢ um método dispendioso para uma escala comercial (Rahman, 2020) em fun¢ao
do alto consumo de energia elétrica o que ndo o enquadraria no nexo agua-energia-alimentos,
a despeito da sua boa eficiéncia de remocao de hidrocarbonetos perniciosos. Ao comparar o
carvao ativado com a centrifugacdo, Godfrey (2012) obteve resultados melhores para o carvao

ativado, concluindo que se trata de um pré-tratamento promissor para a producdo em larga
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escala de biodiesel de terceira geragdo. Contudo, a pesquisadora ressalta que os efeitos para
uma remogao indesejada dos macronutrientes-chave (i.e, N e P) sdo incertos. Al-Ghouti et al.
(2019) salientam que a adsor¢do ¢ um método mais factivel para o pré-tratamento da AP;
entretanto, a instalacdo de sistemas complexos de adsor¢ao e a manuten¢do dos mesmos tornaria
o processo mais dispendioso. Para contornar este inconveniente, os autores salientam que o
carvao ativado pode tornar o processo mais econdomico e competitivo, uma vez que o carvao
ativado ja ¢ um produto amplamente comercializavel e preferido para a descontaminagdo de
aguas devido a sua simplicidade, alta capacidade de adsorcdo pela sua estrutura microporosa e
extensa area de superficie. Desse modo, por apenas estar presente em um trabalho experimental,
o carvao ativado ainda esta subutilizado e pode ser empregado para andlise da eficacia do pré-
tratamento, pois espera-se que seja capaz de atenuar trés barreiras simultaneamente (i.e., BTEX,
turbidez, metais pesados). A geometria em pellets pode ser preferivel para evitar a adsor¢ao
significativa de nutrientes de interesse, bem como por fornecer menores perdas de carga ao se
pensar em sistemas de adsorcdo aplicaveis numa escala maior.

Por fim, a despeito de ter sido empregada em vérios casos, o método de esterilizacao
ndo apresenta resultados comparaveis. Ranjbar et al. (2015) realizaram um estudo com duas
APs de fontes diferentes, onde ambas as amostras foram testadas para o cultivo de algas, com
e sem esterilizagdo. Enquanto na primeira amostra houve inibi¢ao do crescimento da microalga,
na segunda amostra, advinda de outro pogo, ndo houve alteragdo significativa, sendo uma maior
etapa de aclimatagdo. Os autores concluiram que provavelmente a primeira amostra apresentava
um microrganismo inibidor competindo com os substratos ou, alternativamente, compostos
quimicos inibidores que poderiam ser inativados mediante a esterilizacao. Eles concluiram que
a esteriliza¢do pode resultar numa volatilizacdo ou decomposicdo dos contaminantes organicos
(e.g glutaraldeido), ademais de precipitar os metais toxicos. A esteriliza¢do via autoclave pode
permitir uma maior volatizacdo dos aromaticos monociclicos (BTEX), assim como a
precipitacdo de solidos em suspensdo. Outrossim, visando o aumento de escala, essa operacao
poderia ser invidvel, levando em consideragdo o alto custo e demanda energética. Se por um
lado outros métodos de esterilizacdo podem ser mais bem estudados, como, por exemplo, a
pasteurizagdo da AP realizada por Ramos, Almeida e Chinalia (2022) a uma temperatura de 60
°C por 30 minutos; por outro lado, nota-se também uma tendéncia crescente da comunidade
cientifica para a valorizagdo do consorcio de microalgas-bactéria para biorremediacdo das
aguas residuarias.

A utilizag¢do do consoércio implicaria numa mimetizagdo de um fendomeno relativamente

natural; pois, conforme salienta Chan et al. (2022), na natureza as microalgas interagem com
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as bactérias visando fornecer um habitat para elas, ao passo que as bactérias colaboram com a
sintese de produtos que auxiliam o crescimento das microalgas numa relagdo simbiotica. Esta
¢ uma relacdo complexa e intricada cujo beneficios sdo, a saber: (i) complementacdo das
reacdes de metabolismo através da sintese de enzimas capazes de hidrolisar macromoléculas;
(i1) intercambio de gases pela produ¢do de CO- por parte das bactérias e producdo de O> pelas
microalgas, diminuindo a necessidade de aeracao; (iii) as bactérias podem aumentar a eficiéncia
da colheita da biomassa algal mediante a secre¢do de exopolimeros (EPS); (iv) as bactérias
podem consumir as células mortas das microalgas presentes no meio (Chan et al., 2022; Fallahi
et al., 2021). Essas caracteristicas sdo interessantes na medida em que podem possibilitar o
trabalho com maiores concentragdes de AP, sendo uma lacuna a ser explorada em trabalhos
futuros. Ressalta-se, contudo, que ha algumas variaveis-chave que podem influir na diferenca
entre uma relacdo de sinergia a competi¢do (e.g concentracdo de amoénio, razdo C/N,
intensidade luminosa, entre outros) (Fallahi ez al., 2021) e que a escolha das espécies de

bactérias e microalgas sdo relevantes para o éxito do consoércio.

2.6.4 Bioprodutos, microalgas e escala de producio

A Figura 14 ilustra o perfil de compostos e produtos relacionados ao cultivo de
microalgas em agua produzida. A despeito da versatilidade metabolica das microalgas, a
maioria dos estudos (75%) ndo aproveitou o valor biotecnoldgico da biomassa resultante para
diferentes bioprodutos de relevancia industrial e de mercado. O enfoque tem sido, até o presente
momento, predominantemente a biorremediacdo o que retrata, portanto, um passo a ser

realizado para os estudos futuros.
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Figura 14 — Perfil do aproveitamento biotecnoldgico da biomassa resultante das microalgas em AP
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022)

Os lipidios para a produg¢do de biodiesel e os carboidratos para a provavel produgado de
bioetanol sdo destacados. Para o biodiesel, Chlorella sp. e Dunaliella salina foram reportadas
através dos estudos de Hajjar Rakhmadumila e Setiani Muntalif (2020) e Ranjbar et al (2015),
respectivamente, onde o trabalho dos primeiros exp0s uma abrangéncia maior, associando
qualitativamente o perfil de acidos graxos com cinco parametros-chave para a qualidade do
biodiesel: nimero de cetano, viscosidade cinematica, estabilidade oxidativa, teor de éster
metilicos e poder calorifico. Os pesquisadores relataram que o biodiesel produzido em 100%
de agua produzida apresentaria todos os cinco parametros de qualidade em um nivel melhor em
comparacdo ao biodiesel produzido pela microalga cultivada em meio padrdo. Todavia, o maior
crescimento especifico e produtividade de biomassa foi obtido quando a concentragdo de agua
produzida esteve em 25%, apresentando, ademais, a maior taxa de lipidios de 23,33% em peso
seco. Em contrapartida, observa-se que o estudo realizado com a Dunaliella salina logrou taxas
mais substanciais de acumulo de lipidios, variando de 35% até 62% em peso seco. A diferencga
consideravel entre o acumulo de lipidios nesses estudos pode ser entendida por dois vieses: (i)
baixa concentracdo de fosforo da dgua produzida atrelada a auséncia de suplementagdo do
mesmo e (ii) diferenca da natureza das microalgas.

Uma outra aplicagdo em potencial para as microalgas cultivadas em AP refere-se aos
inibidores de corrosdo verde. Khanra et al. (2018) e analogamente Oliveira et al. (2021)

estudaram esse efeito a partir dos acidos graxos C18:3, C18:2, e C16:0 provenientes do 6leo
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das microalgas, utilizando, respectivamente, as espécies Scenedesmus sp. e Chlorella
sorokiniana. Além desses dois géneros serem presentes e destacados nos trabalhos avaliados
desta revisao bibliografica (vide Tabela 3), os estudos desenvolvidos por Hajjar Rakhmadumila
e Setiani Muntalif (2019), Ranjbar et al. (2015) relataram que os acidos graxos C18:3, C18:2,
e C16:0 sao produzidos em quantidades apreciaveis para as microalgas quando cultivadas em
AP. Pensando num contexto de biorrefinaria, a sintese de inibidores de corrosdo advindos das
microalgas ajudaria a potencialmente substituir os inibidores sintéticos que contém metais
pesados, cromatos, fosfatos e outros compostos toxicos, que sdo recalcitrantes € podem causar
eutrofizagdo (Negm; Yousef; Tawfik, 2013).

Embora a biomassa seja rica em pigmentos, a excecdo de Wood et al. (2015) com a
sintese de ficocianina, ndo foi encontrado nenhum trabalho explorando o potencial de
pigmentos comerciais da biomassa em AP, assim como nenhum trabalho abordando os (EPS)
sintetizados, inibidores de corrosdo verde, ou tampouco os polihidroxialcanoatos (PHA).
Outrossim, por ser um meio quimicamente abundante em cations, pode-se esperar uma
biomassa com aciimulo de nanoparticulas metalicas. A incipiente exploracdo da biomassa para
cultivos em AP estd em convergéncia com a diminuta escala de produgdo, isto €, os estudos

estdo majoritariamente ainda em escala de laboratorio, conforme elucida o Quadro 5.



72

Quadro 5 — Escala de produgao, principais géneros e variaveis de processo para o cultivo de microalgas em AP

Referéncia Género Temperatura (°C) Fotoperiodo (L/D, h) Reator (volume)
Silva et al. (2021) Erlenmeyer (2 L)
Rahman et al. (2021) 28°C 12/12 Erlenmeyer (500 mL)
Hajjar Rakhmadumila e Setiani Muntalif 28°C 16/8 Reator cilindrico (8L)
25-28 ° 12/12
(2020) 5-28°C / Frasco de vidro (3 L)
Calderén-Delgado, Mora-Solarte e Velasco- Chlorella 20 °C - Erlenmeyer (250 mL)
Santamaria (2019) 25°C - .
. Frasco de vidro (1 L)
Madadi et al. (2016) 25+2°C _
Frasco de vidro (100 mL)
Das et al. (2019) 25°C 12/12
Abdul Hakim (2016)
Das et al. (2019) 25°C — Garrafa de vidro (1 L)
Pereira et al. (2017) 25+0.1°C 12/12 Tanque de poliestireno (20 L)
Winckel ¢ al (2015 Scenedesmus
inckelman ez al. (2015) 29.9-41.9 °C 12/12 Lagoa aberta (600 L)
Abdul Hakim (2016) 25°C 12/12 Frasco de vidro (100 mL)
Parsy et al. (2020) 25°C 14/10 Glass bottle (500 mL)
Ammar, Khadim e Mohamed (2018) . 21+1°C 18/6 Frasco de vidro (400 mL)
Arriada e Abreu (2014) Nannochloropsis 254+ 1°C 12/12 -(1L)
Marques et al. (2021) 21+0.9°C 12/12 Reator cilindrico (2,5 L)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)



73

Os trés principais géneros demonstrados acima estdo em consondncia com o que foi
exposto via os clusters de palavras-chave, Figura 12, bem como o compilado do Quadro 3. Os
géneros Chlorella e a Scenedesmus sdo de 4gua doce, enquanto a Nannochloropsis advém do
mar. A morfologia do género, em especial o didmetro da célula, desempenha um papel
relevante na biorremediagdo de efluentes, conforme explicita Calderén-Delgado, Mora-Solarte
e Velasco-Santamaria, (2019) ao cultivar a Chlorella vulgaris em AP. Os pesquisadores
observaram uma redu¢do do didmetro celular final da Chlorella vulgaris quando exposta a
diferentes concentragdes (25, 50, 75 ¢ 100%) de AP, bem como ao 6leo bruto. Por ter uma
maior relacdo superficie-volume, microalgas que possuem didmetros menores, como ¢ o caso
da Chlorella vulgaris 3um - 6 pm), evidenciam um proeminente poder de biorremediacao,
pois a reducdo do didmetro celular ¢ considerada uma resposta adaptativa ao estresse causado
pela 4gua residual. Essa reduc¢do de diametro entdo desencadeia, por parte da Chlorella, uma
maior absorc¢do e biotransformacdo dos xenobidticos presentes no meio (Calderén-Delgado;.
Mora-Solarte; Velasco-Santamaria, 2019). As evidéncias desse estudo, acrescidas das
peculiaridades explanadas no topico (2.1.1), podem explicar a predilecdo desse género pela
comunidade cientifica para trabalhar com efluentes industriais.

Quanto a escala, o Quadro 5 ilustra que apenas um estudo dentro desse escopo trabalhou
outdoor, Winckelman et al. (2015), e isso se constitui como mais uma lacuna para trabalhos em
AP, principalmente em sistemas abertos do tipo raceway. Outrossim, tem-se a lacuna presente
concerne ao tipo de cultivo, onde apenas Wood et al. (2015) desenvolveu um estudo com

biofilmes em AP, sendo os demais preferencialmente realizados via o método de suspensao.

2.7 SUBSTITUICAO DOS MEIOS SINTETICOS POR EFLUENTES NO CULTIVO DE
MICROALGAS EM LARGA ESCALA

Conforme introduzido no tépico (2.6.1), para combater as barreiras ao cultivo de
microalgas usando AP como substrato, os pesquisadores estdo suplementando o cultivo com
meios sintéticos onerosos. Em contrapartida, uma mistura de efluentes pode ser usada como
uma alternativa de baixo custo, sobretudo os agricolas e agroindustriais gerados em volumes
expressivos no Brasil. Os biocombustiveis de microalgas encontram dois obstaculos de
intensidade de custo: nutrientes (N e K) e abastecimento de dgua doce, que respondem por até
20-30% dos custos totais da producao de biodiesel para microalgas (Javed et al., 2019).

Hernandez-Garcia et al. (2019) pesquisaram a mistura de dois efluentes utilizando as

espécies Scenedesmus obliquus e Desmodesmus e concluiram que a mistura de efluentes
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culminou em um acimulo substancial de carboidratos (41% m/m). Desse modo, os autores
defenderam a tese de que o bioetanol pode ser uma rota promissora para essa tecnologia de
misturas de efluentes. Por outro lado, Lu et al. (2015) apontaram que obtiveram uma maior
parcela de proteina com a mistura e uma diminui¢do dos custos de producao. Essa diferenca da
composi¢do centesimal obtida nesses trabalhos ¢, provavelmente, baseada na natureza dos
efluentes utilizados, bem como das espécies de microalgas empregadas, porém mostra que as
misturas de efluentes t€m potencial para a geragdo de um portfolio amplo de
biomoléculas/bioprodutos. Portanto, como ndo € necessaria nenhuma atualizagdo estrutural nas
instalagdes de cultivo de algas para obter tais misturas e considerando a possibilidade de obter
alto acimulo de biomassa de algas, este método pode aumentar a competitividade do pacote
tecnologico de uma BBMs.

Parsy et al. (2020) foram pioneiros e unicos, até o presente momento, em mostrar os
beneficios da mistura de efluentes especificamente para AP. No entanto, utilizaram um efluente
com baixa concentragdo de fosforo, recomendando assim o uso de uma suplementagao sintética
desse nutriente junto com a mistura de efluentes. Nota-se que, apesar de ser uma iniciativa
interessante, esta proposta substitui apenas parcialmente a o0 meio comercial. Deve-se procurar
encontrar efluentes ricos em nitrogénio e fosforo e com baixa salinidade, visando reduzir
simultaneamente trés aspectos: barreiras ao crescimento de algas, custos do processo e pegada
ecologica. Assim, a despeito dos autores enfatizarem que praticaram a economia circular, a
utilizagcdo de meios sintéticos compromete a concretude integral desta abordagem.

A luz de uma BBMs, a escolha desses efluentes para serem adicionados a AP perpassa
por alguns critérios, a saber: (i) volume gerado; (ii) composicao; (iii) custo de tratamento do
efluente; (iv) impacto ao meio ambiente; (V) geragdo relativamente proéxima aos campos de
exploracdo de petroleo para baratear os custos logisticos. Em sintese, critérios geograficos,
econdmicos e ambientais precisam ser ponderados para a escolha do efluente ideal, de modo
que a pesquisa cientifica presta um servigo, em parceria com as empresas, no estudo das
viabilidades dos efluentes locais. Cabe salientar a dimensdo social da utilizagao dos efluentes
agricolas na BBMs, uma vez que pequenos produtores rurais podem fornecer os efluentes das
suas produgdes, obtendo mais receita a0 mesmo tempo que agregam valor a toda cadeia
produtiva e circular. Esse processo de contemplar os pequenos produtores associados a uma
ideia precipua de biorrefinaria fora implementado na década de 70 no Brasil, mediante o projeto
nacional do alcool (PROALCOOL), no qual exemplificara a importancia do estado como
indutor econdomico de uma revolucao verde por intermédio de um projeto nacional. No contexto

brasileiro, por exemplo, dentre os residuos agroindustriais que podem ser utilizados no cultivo
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das microalgas, estdo a manipueira, a vinhaga e o soro do leite. Devido a maior disponibilidade
no nordeste brasileiro, utilizar-se-a especialmente a manipueira como uma possibilidade tedrica

e pratica, assim como o soro do leite.

2.7.1 Soro do Leite

Na industria de laticinios, o soro de leite liquido (SL), que ¢ o residuo resultante do
processo de produgdo de queijo ou caseina, constitui uma parte substancial do volume total de
leite processado (Salah et al., 2023; Sanchez-Zurano et al., 2024). A producdo de queijo esta
projetada para aumentar em até 14% até 2029, o que resultard em um aumento correspondente
na quantidade de SL gerado (Giulianetti de Almeida; Mockaitis; Weissbrodt, 2023). Entre os
seus componentes, destacam-se os sais minerais (8-10%), lactose (4.5-5%), proteinas soluveis
(0.6-0.8%), lipidios (0.4-0.5%), acidos citrico e latico, além de compostos ndo proteicos como
ureia, acido Urico e vitaminas do complexo B (Amado et al., 2016; Sanchez-Zurano et al.,
2024). Anualmente, a industria de laticinios global produz cerca de 180 milhdes de toneladas
de soro de leite, das quais apenas 54% sdo processadas e convertidas em produtos alimenticios
diversos (Gottardo ef al., 2022; Lavelli; Beccalli, 2022). O restante ¢ frequentemente utilizado
em fertilizantes, irrigacdo, ragdo animal ou descartado no meio ambiente, gerando eutrofiza¢ao
em corpos d’agua. Embora essas alternativas sejam preferiveis ao descarte direto, elas podem
acarretar problemas como aumento da acidez do solo, toxicidade devido ao contetido de sal e
distirbios digestivos em animais devido a alta concentragdo de lactose (Giulianetti de Almeida;
Mockaitis; Weissbrodt, 2023; Peydayesh et al., 2022; Santos, 2023).

Diante desse cendrio, ¢ imperativo o desenvolvimento de processos mais eficientes e
sustentaveis para a valorizacdo do soro de leite. O tratamento bioldgico surge como uma
solugdo promissora, permitindo a utilizagdo do soro em areas emergentes como a producdo de
bioquimicos, bioplasticos e biocombustiveis (Sdnchez-Zurano ef al., 2024). Estudos recentes
tém explorado o uso do soro de leite na producdo mixotrofica de microalgas, focando
exclusivamente na producdo de biomassa. Salati et al. (2017) descobriram que Chlorella
vulgaris obteve um peso seco celular de 2,59 g L' e um teor de proteinas de 45% quando
cultivada em soro sob condi¢des mixotroficas em comparacdo com o cultivo fototréfico (1,21
g L' e42%). Suwal et al. (2019) demonstraram que a microalga Tetradesmus obliquus, quando
cultivada em soro de leite, apresentou um crescimento duas vezes maior em comparagdo com
o cultivo em meio sintético modificado, além de produzir prebioticos. Casa et al. (2022)

também observaram um desempenho superior do cultivo mixotrofico de Chlorella vulgaris
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utilizando soro de ricota, comparando-o com o método fotoautotréfico. Mais recentemente,
Sanchez-Zurano et al. (2024) demonstraram a eficacia de um método de duas etapas para a
producdo de Chlorella vulgaris utilizando um meio suplementado com soro de leite. Em escala
laboratorial, a suplementag¢ao do meio de cultura com 10% de soro resultou em um aumento de
2,8 vezes na produ¢do de biomassa. Em escala piloto (100 L), a concentracdo de biomassa
obtida com 10% de soro foi quase 3,6 vezes maior do que a obtida no meio de controle.
Embora os resultados sejam promissores, a maioria dos estudos anteriores enfrenta trés
limitagdes principais, que sdo relativamente similares aos estudos envolvendo microalgas em
AP. Primeiramente, ha uma énfase predominante na escala laboratorial, com pouca exploracao
em escalas piloto ou industrial. Em segundo lugar, observa-se a auséncia de uma abordagem de
biorrefinaria que permita a valorizagdo do sobrenadante restante, focando-se ndo apenas na
producdo de biomassa e sua composi¢ao. Por fim, ha uma caréncia de investigagdo sobre o

papel do consorcio microalga-bactéria na produgdo de exopolissacarideos (EPS).

2.7.2 Manipueira

A manipueira (MP) ¢ um residuo liquido gerado durante a produgao de farinha ou fécula
de mandioca, caracterizado por sua riqueza em matéria organica e cianeto (Borges et al., 2024).
Suas propriedades fisico-quimicas variam conforme as condi¢des de cultivo e processamento
da mandioca. Utilizando o método de descascamento manual, uma tonelada de mandioca
produz aproximadamente 300 litros de manipueira (Oliveira Neto, 2022). A concentracdo de
matéria organica e residuos toxicos no efluente pode variar, influenciando diretamente seu grau
de toxicidade. A gestdo adequada da manipueira ¢ essencial para minimizar os impactos
ambientais, dado seu potencial risco devido aos altos niveis de cianeto e matéria organica.

Alternativas de reuso deste efluente vem sendo estudadas visando tornar a MP uma
matéria-prima para produtos de alto valor agregado. Dentre essas alternativas, destacam-se:
biocombustiveis, bioeletricidade, biofertilizantes e o cultivo de microrganismos como as
microalgas (Cruz et al., 2021; Oghenejoboh et al., 2021; Oliveira Neto, 2022; Santos et al.,
2024).

De maneira geral, a MP contém nutrientes que as microalgas podem utilizar para se
desenvolver, como o nitrogénio e o fosforo. A Figura 15 apresenta uma comparagdo média
entre os constituintes nitrogenados e fosfatados da MP e dos meios de cultivo artificiais comuns
nos cultivos de microalgas (Agwa et al., 2014; Araujo et al., 2021; Romaidi et al., 2018) como

o meio de cultivo /2 (Guillard, 1975) e o BG 11 (Rippka et al., 1979). As concentragdes de
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nitrogénio total da manipueira podem variar de 0,032 g L! até 14,3 g L'!, enquanto os niveis
de fosforo partem de 17,8 mg L', atingindo 3300 mg L' (Amorim et al., 2016; Sangyoka;
Poomipuk; Reungsang, 2012). Verifica-se que, em média, a MP dispde de ordens de magnitude
superiores em termos nitrogénio (amodnia) e fosforo (fosfato) que os meios de cultivo sintéticos
analisado. Ou seja, a MP, assim como a vinhaga, apresenta-se, a priori, como alternativas

convenientes por dispensar a necessidade de suplementa¢des complementares.

Figura 15 — Comparagdo média de fosforo total e nitrogénio notal entre os efluentes manipueira,
vinhaga e os meios sintéticos (f/2, Zarrouk e BG11)
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021)

De outro ponto de vista, a MP apresenta algumas caracteristicas que dificultam o
crescimento das microalgas, como a presenga de cianeto e a turbidez. Segundo Carvalho et al.
(2018) a mandioca possui cianeto na forma de glicosideos cianogénicos, que sdo liberados
durante a producdo de farinha ou amido, o qual pode inibir o fornecimento de carbono e o

transporte de elétrons no fotossistema das microalgas. Ademais, o excesso de substrato também
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pode desencadear uma inibicdo nas microalgas, porém esses inconvenientes podem ser
contornados com a dilui¢do da propria AP, atrelado a realizagdo de um pré-tratamento.

Cabe destacar que a amonia em MP, de acordo com os autores mencionados, geralmente
oscila entre 300 até 500 mg L', A primeira vista esse valor pode ser prejudicial para o cultivo
de microalgas, na medida que a amonia pode acessar as células, comprometer o funcionamento
dos cloroplastos e favorecer a via do carbono organico como suprimento energético em
detrimento da fotossintese (Moreno-Garcia et al, 2019). Todavia, Moreno-Garcia et al. (2019)
realizaram um estudo do cultivo de Chlorella sp. em misturas envolvendo quatro aguas
residuais e observaram algo interessante. Os pesquisadores reportaram que, a medida que o
carbono organico oriundo da mistura de efluentes aumentou, houve um efeito protetivo contra
a amodnia, onde os impactos da toxicidade desta as microalgas foram atenuados no meio de
cultivo. Esse resultado sugere um cendrio promissor para a mistura de AP-MP, uma vez que a
presenga do carbono orgénico oriunda deste par de efluentes diminuiria os efeitos toxicos da
amonia no meio de cultivo e favoreceria o crescimento mixotrofico das microalgas. Ressalta-
se, contudo, que, como a presenca de amonia na sua forma ndo ionizada seja pH dependente,
caso o pH dos dois efluentes seja baixo, faz-se necessario a corre¢do prévia do mesmo antes de
iniciar o cultivo.

Embora os estudos com mistura de efluentes tenham sugerido beneficios diversos, faz-
se necessario conhecer as nuances desta relacdo, isto €, os efeitos individuais e de interagao
entre as concentragdes dos mesmos e a influéncia em cada bioproduto (varidvel resposta).
Afinal, a mistura pode favorecer a produtividade da biomassa, mas pode desfavorecer, por
exemplo, a producdo de EPS e a sua respectiva viscosidade. Afora a compreensao das relagdes
interativas entre os efluentes e as respostas, urge também, dentro do dominio experimental
estudado, otimizar ditas respostas, conhecendo, portanto, as melhores condigdes de sintese para
cada bioproduto. Para elucidar essas relagdes em que uma reposta de interesse ¢ influenciada
por varias varidveis independentes, ¢ necessario a utilizagdo de um ferramental estatistico que
realize um planejamento experimental de segunda ordem, como, por exemplo, a matriz de

Dochlert (Bezerra et al., 2008).
2.7.3 Sistematizacio da literatura e lacunas tecnologicas
Com base em tudo o que foi apresentado, a revisdo do estado-da-arte possibilitou a

identificacdo e classificagdo dos desafios e lacunas tecnoldgicas da area envolvendo microalgas

em AP e SL. Cinco categorias foram encontradas (e.g., pré-tratamentos, escala de producao,
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géneros, estratégias de cultivo e bioprodutos), apresentando individualmente duas lacunas a
serem exploradas conforme Figura 16. Salienta-se que esta tese almeja contribuir com parte
destes desafios, identificados por meio dos alvos em vermelhos.

Em cada categoria abordada nesta tese, ha lacunas que ndo serdo exploradas,
representando oportunidades para pesquisas futuras. Por exemplo, na categoria de pré-
tratamentos, ndo foi realizado um estudo sobre o uso de biochar como adsorvente para pré-
tratar a (AP), embora sua formagdo potencial tenha sido indicada. Em relagdo a escala de
producdo, a secdo (2.6.4) e o Quadro 5 destacam a falta de estudos envolvendo AP em escala
piloto e outdoor. Além disso, o cultivo de microalgas em forma de biofilmes merece avaliagdo,
pois, em comparagdo com o método convencional de suspensdo, pode concentrar até 10 vezes
mais biomassa e remover mais nutrientes e sélidos, reduzindo os custos de colheita (Hodges et
al., 2017; Schnurr; Espie; Allen, 2016).

Na categoria de géneros de microalgas, os mais estudados até o momento sdo Chlorella,
Scenedesmus e Nannochloropsis. No entanto, as cianobactérias e Dunaliella salina, conhecidas
por sua hipertolerancia a salinidade, tém sido raramente investigadas para estes efluentes. Outra
estratégia promissora para futuros estudos ¢ o isolamento e andlise de espécies nativas de pocos
de extracao de petréleo ou de salmouras, como demonstrado recentemente por Concas, Lutzu
e Turgut Dunford (2021), que isolaram Komvophoron sp. de diferentes pocos nas Grandes
Planicies Salgadas dos EUA.

Analogamente, o cultivo em consércios com bactérias para o tratamento de (AP) pode
representar uma contribui¢do significativa, especialmente com cepas bacterianas isoladas de
pocos de petroleo, conforme demonstrado no estudo relevante de Valle (2021). Por fim, no que
diz respeito aos bioprodutos, além do foco no biodiesel, esta tese menciona aplicacdes
emergentes dos acidos graxos oriundos dos cultivos de AP, como o uso de 6mega-3 e inibidores
de corrosdo verde. No entanto, estas aplicacdes ainda ndo foram objeto de testes experimentais

e podem ser exploradas em pesquisas futuras.



Figura 16 — Sistematizacao dos desafios e lacunas tecnolégicas envolvendo microalgas em AP e SL em cinco categorias. Na regido inferior da figura, os

simbolos AP e SL referem-se aquelas categorias em que as lacunas foram encontradas para esses efluentes

‘ Pré-tratamentos ‘

Lacuna de pesquisa na area de
pré-tratamentos -> influéncia
bioprodutos

©]

Pesquisas com carvdo ativado
e biochar sdo ausentes.

| Escala de produgao |

Cultivo outdoor e
transposigéo de escala

®

Método biofilme

| Géneros |

Géneros além de Chlorella,
Scenedesmus e Nannochloropsis

Prospecgéo de géneros em
salinas ou do processo de
produgdo da AP

| Estratégias de cultivo l

Cultivos em consorcios de
microalgas-bactérias

,‘/’.J
L \
A\
Suplementag&o agroindustrial

com planejamento estatistico de
experimentos

Fonte: Pessoa et al. (2022)

| Bioprodutos |

Valorizagdo do sobrenadante

Testar os 4cidos graxos
produzidos como potenciais
inibidores verdes de corrosao

80



81

3 MATERIAIS E METODOS

A Figura 17 ilustra a divisdo deste capitulo em cinco blocos logicamente encadeados,
cada um desmembrado em passos metodoldgicos. Os quatro primeiros blocos foram
desenvolvidos em Salvador, na Universidade Federal da Bahia, utilizando a
microalga Chlorella vulgaris e os efluentes dguas produzida (AP) e manipueira (MP), em escala
de laboratdrio. O quinto bloco foi desenvolvido na Universidade de Almeria e no instituto de
pesquisa IFAPA, no sul da Espanha. Embora tenha sido utilizada a mesma microalga dos blocos

anteriores, neste ultimo bloco foi empregada uma escala piloto, juntamente com a valorizagao

do soro do leite (SL).

Figura 17 — Estruturagdo da biorrefinaria e valorizagdo dos efluentes pelas microalgas realizadas neste
trabalho em cinco blocos diferentes
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3.1 PROSPECCAO TECNOLOGICA

O método de prospeccao tecnoldgica foi aplicado com base em dados recuperados de
documentos de patentes dos ultimos 20 anos, utilizando um método hibrido de revisao

bibliométrica e mineragdo de texto. A plataforma Espacenet e o software Orbit® foram
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empregados para essa analise de mercado. Espacenet ¢ um banco de dados de informagdes de
patentes de acesso livre desenvolvido e fornecido pelo Escritério Europeu de Patentes (EPO).
Orbit® ¢ uma plataforma privada da empresa Questel dedicada a pesquisa e analise de patentes.
Os dados obtidos do Espacenet foram importados no software CSVed, compilados e exportados
para o Microsoft Excel.

O Orbit® foi utilizado em conjunto com o Espacenet devido as suas ferramentas
analiticas visuais e abrangentes, especialmente para pesquisar os dominios tecnologicos
predominantes e clusters de palavras-chave. A busca foi realizada utilizando cédigos de
classificagdo internacional e palavras-chave relevantes para o assunto investigado. As palavras
“Microalgae” e “Biorefinery” foram cruzadas individualmente usando o operador “and” com
codigos IPC distintos C02 (tratamento de dgua e efluentes), C02F3 (tratamento bioquimico de
efluentes) e C12 (bioquimica e microbiologia). Nas plataformas, essas combinag¢des foram
buscadas tanto no campo “titulo” quanto no campo “resumo” para aumentar o escopo de
pesquisa.

Feitas as combinagdes apropriadas, os documentos foram recuperados e processados no
software CSVed; todos os resumos das patentes foram lidos e as informagdes foram separadas
e classificadas em Excel de acordo com os seus tdpicos estratégicos. Fornecer dados
estruturados (e.g., evolugdo temporal, cobertura geografica, principais aplicantes e institui¢des)
em formularios de patentes sdo caracteristicas bibliométricas e a obten¢do dessas informagdes
requer apenas compilacdo e contagem, prescindindo a leitura dos documentos. Assim, constitui-

se a primeira etapa do modelo conforme a Figura 18:

Figura 18 — Primeira parte: analise blibliométrica dos dados estruturados
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Ja os dados ndo estruturados que continham informagdes técnicas (e.g., efluente
utilizado, finalidade da tecnologia desenvolvida, tipo de industria e suas especificidades) foram
adquiridos por meio da leitura dos resumos, seguida da compilacdo, categorizagdo e
quantificagdo dos arquivos. Nesta etapa de mineracdo de texto (Figura 19), os principais
achados foram extraidos dos resumos e transformados em estruturas de linguagem simples,
usando o modelo sujeito-agdo-objeto (SAO) como referéncia durante todo o processo. Para
identificar as fun¢des de uma determinada tecnologia, SAO ¢ um método de processamento de
linguagem natural frequentemente usado no qual sujeitos e objetos podem ser relacionados aos
componentes de um sistema e agdes podem se referir aos papéis atribuidos a esses componentes

(Abbas; Zhang; Khan, 2014).

Figura 19 —Segunda parte: mineracdo de dados ndo estruturados
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Neste estudo, “Sujeito (S)” retrata o exame de espécies de microalgas que foram
utilizadas em patentes; “Acao (A)” representa a finalidade da patente, isto €, os microrganismos
foram utilizados para valorizacdo da biomassa, biorremediagdo do efluente ou ambos; e por
ultimo, “Objeto (O)” indica a origem de efluentes e suas especificidades. Assim, o termo “adguas
residuais” foi dividido em quatro blocos distintos de acordo com a origem do efluente: (i) esgoto
doméstico (residéncias, institui¢des e comércio) e o digestato ou chorume de biogas; (ii)

efluentes industriais (refere-se aos especificados de acordo com o tipo de industria); (iii)
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questdes ambientais especificas (SEI) que tratam de corpos d'dgua eutrofizados, métodos para
atenuar a proliferagdo de algas (usando um agente de remediagdo bioldgica) ou métodos para
tratar corpos d'agua poluidos em laboratorio; (iv) NTS (ndo tem especificacdo) refere-se aos
documentos que ndo especificam a origem do efluente.

Em seguida, foram feitas comparagdes entre as patentes analisadas e os artigos
cientificos publicados nesta area para identificar as tendéncias tecnoldgicas, isto €, o que
efetivamente de ciéncia basica estd se tornando tecnologia, mostrando, assim, as lacunas de
pesquisa para trabalhos potenciais. Por fim, o ciclo de vida das tecnologias foi mensurado
mediante o célculo de pardmetros de modelos empiricos sigmoides ajustados. Os modelos
matematicos utilizados foram os seguintes: BoltzIV, DoseResp, BidoseResp, Logistico,
Gompertz e Richards. A andlise baseou-se na curva S para caracterizar a fase tecnoldgica,
conforme a abordagem de Andrade et al. (2024) e Ortiz Cantt e Pedroza Zapata (2006). Essa
curva, derivada do acumulo anual de patentes, permite compreender e classificar o estidgio de

desenvolvimento do mercado como embrionario, crescente, maduro ou em declinio.

3.2 CARACTERIZACAO E ACONDICIONAMENTO DE EFLUENTES

3.2.1 Agua produzida

Coletou-se a AP no municipio de Santo Amaro das Brotas (latitude 10°46°44°’ sul;
37°3°30°’ Oeste) localizado a 41 km da capital Aracaju, em Sergipe, fornecida por uma empresa
de exploracdo de petroleo da regido. A AP foi transportada para a Universidade Federal da
Bahia (UFBA) em vasos de polipropileno estéreis mantidas sob refrigeracdo a 5 °C até a sua
utilizagdo.

A composic¢ao quimica da dgua residual foi analisada no laboratério de Biotecnologia e
Ecologia de Microrganismos do Instituto de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da
Bahia — UFBA, Salvador-Ba. As caracteristicas fisico-quimicas da agua produzida foram
determinadas: Cloreto (Cl-) pelo método SM4500C1B; Sulfato (SO42) por SM4500E; Chumbo
(Pb), Arsénio (As), Cadmio (Cd), Niquel (Ni), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Manganés (Mn),
Molibdénio (Mo), Vanadio (V), Selénio (Se), Titanio (Ti), Ferro (Fe), Zinco (Zn) e Cromo (Cr)
pelo método SM3120B; Bicarbonato de sédio (NaHCO3) e Carbonato de sodio (H2CO3) por
SM2320A/B; Hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) EPAS8015D; Hidrocarbonetos
policiclico aromatico (HPA) EPA8270D; pH SM4500(H")B; salinidade SM2520C; o6leos e
graxas totais SM2520C e soélidos totais dissolvidos (STD) SM2540. As caracteristicas fisico-
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quimicas e os metais presentes foram analisados usando os métodos padrdo para analise de 4gua
e esgoto e por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivo acoplado (ICP-OES)
SM3120B. Além disso, as amostras pré-tratamento e poOs-tratamento com o carvao ativado
foram analisados pela empresa ALS em Lauro de Freitas, Bahia, e pela sua sede em Sdo Paulo.
Os BTEX foram analisados pelo método USEPA 8260 C; Carbono organico total (TOC) pelo
método SMWW 23a Ed. 2017 - 5310 TOC B, Fosforo por SM 4500-P B e Nitrogénio total
(NT) por SMWW 23a Ed. 2017 - 4500 Norg B; 4500 NH3 C; 4500 NO* B; 4500 NO* E.

3.2.2 Manipueira

A MP foi coletada no municipio de Inhambupe, no estado da Bahia, localizado a 153
km de Salvador, sendo fornecida por uma empresa de tapioca da regido. A manipueira foi
transportada para a Universidade Federal da Bahia (UFBA) via garrafas PET de 2 L e mantidas
sob refrigeragdo a -20 °C até a sua utilizagao.

Realizou-se a caracterizagdo da MP mediante uma andlise centesimal. O teor de lipidios
total foi extraido e quantificado pelo método de Folch (Folch; Lees; Sloane, 1957). Para a
avaliacdo do teor de proteina das amostras, utilizou-se a metodologia de micro-kjeldahl,
abarcando o bloco digestor, o destilador de nitrogénio e a etapa de titulacdo. O fator de
conversao para proteina total foi feito por N x 6,25 (AOAC, 1980) (Dias; Leonel, 2006). J& o
teor de fosforo foi realizado pelo laboratdrio Life Science Brasil (ALS) em Lauro de Freitas,
Bahia, através do método SMWW 22% Ed. 2012 - 4500 P B, C. Cinzas e umidade foram
quantificados via metodologia do Instituto Adolfo Lutz (Zebebon; Pascuet; Tiglea, 2008). O
teor de carboidratos, por sua vez, foi calculado pela diferenca centesimal de acordo com a

Equacdo 1 a seguir:

Carboidratos = 100% — %lipidios — %proteinas — % umidade
— Y%cinzas (1)

O pH foi medido em pHmetro digital (Gehaka PG2000), ao passo que a quantificacio
das concentragdes de ST, SS e STD ocorreram por gravimetria, segundo o Standard Methods
for Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998) (Correia et al., 2018). A
caracterizacdo da MP foi sintetizada na Figura 20.

Figura 20 — Etapas de caracterizagdo da manipueira
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

3.2.3 Preparacio do inoculo, aclimatacio da Chlorella vulgaris e teste preliminar

A cepa de Chlorella vulgaris foi obtida do pelo Banco de Microalgas do Instituto de
Biologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Para obten¢ao do in6culo a ser utilizado
nos experimentos, a cepa foi cultivada em meio sintético BG-11 (NaHCO3; K2P0O4.3H20;
NaNO3; Na2CO03; MgS04.7H20; CaCl2.2H20; (NH+)sFe(C6H207)2; C6H807 ¢ EDTA) e
elementos tracos (Rippka et al., 1979). Utilizou-se fotobiorreatores do tipo erlenmeyer, de 1L,
com aeragdo constante e filtracdo por fibra de vidro, sendo o ar provido por bombas de inje¢ao.
O cultivo foi realizado em camara incubadora (TECNAL 371/240L), de modo que a
temperatura permaneceu constante a 25 °C e com fotoperiodo 12h (claro-escuro). A iluminagao
artificial foi fornecida por lampadas fluorescentes com 41,60 umol fotons m?2s’!. Para o
processo de aclimatagdo, o inoculo da Chlorella vulgaris foi transferido para um erlemneyer de
500 mL preparado com 10% (v/v) de AP e o remanescente de BG-11. Em seguida, no mesmo
erlemneyer, o procedimento analogo foi repetido para a aclimatagdo com a manipueira em 5%
(v/v). O processo de aclimatagdo foi monitorado diariamente por medida de densidade otica
(680 nm), perdurando-se até a curva de crescimento alcancar a fase de desaceleragdo. A
evaporacdo dos cultivos foi controlada mediante adi¢ao didria de dgua destilada. Para o teste
preliminar, avaliou-se o efeito da esterilizagdo por vapor umido (121 °C, 15 minutos) da AP

nos parametros cinéticos de crescimento da Chlorella, a fim de averiguar se dito efeito seria ou
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ndo significativo. Partindo-se do indculo adaptado apenas em AP, dois cultivos de 10% (v/v),
sendo um com a agua esterilizada e o outro com a 4gua bruta, foram acompanhados por 14 dias
na camara incubadora nas mesmas condi¢des de processo supracitadas. Aliquotas de um mesmo
volume foram analisadas em microscopio com resolucdo de 40x para avaliagdo de

contaminagdo, populagdo e diferenca morfoldgica.

3.3 INFLUENCIA DO PRE-TRATAMENTO E SUPLEMENTACAO NO
CRESCIMENTO MICROALGAL E NA SINTESE DE BIOPRODUTOS

Esse terceiro bloco constitui a producgdo do primeiro artigo experimental, o qual inicia
pelo pré-tratamento da AP com o carvao ativado com subsequente andlise da eficacia do pré-
tratamento frente as barreiras explanadas no topico de revisdo bibliografica (2.6.1).

Posteriormente, iniciaram-se 0s experimentos.

3.3.1 Pré-tratamento da AP com carvao ativado

Utilizou-se carvao ativado peletizado de 4 mm de espessura, modelo C-1000 da SKRW,
para preencher completamente o filtro, empregando 486 g de carvao. A geometria por pellets
foi priorizada com vista a uma menor adsor¢do dos eventuais componentes desejaveis (e.g., N,
P, C e micronutrientes).

As aguas tratadas foram acondicionadas em garrafas de polipropileno estéreis e
mantidas em refrigeracdo a 5 °C até a sua utilizacdo. A posteriori, amostras foram enviadas ao
laboratério Life Science Brasil (ALS) em Lauro de Freitas, Bahia, para analise dos seguintes
compostos: BTEX pelo método de referéncia USEPA 8260 C; carbono organico total (TOC) -
SMWW 23% Ed. 2017; fosforo - SMWW 22% Ed. 2012 - 4500 P B ¢ cloreto de s6dio - SMWW
23* Ed. 2017 - 4500 CIB. A eficiéncia do pré-tratamento foi calculada mediante a Equagado 2

abaixo:

P C; — Cf
eflczencza=( Ci ) (2)

3.3.2 Diagramacio dos experimentos

Oito erlemneyers de 250 mL foram utilizados para essa etapa. Utilizou-se 15% (v/v) de

AP em todos os fotobiorreatores, mas a diferenga residiu no pré-tratamento, na medida em que
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os erlenmyers 1,2,5 e 6 utilizaram agua produzida sem tratamento (APST); enquanto os 3,4,7 e
8 utilizaram agua produzida com tratamento (APCT). Concernente a suplementacdo, os
fotobiorreatores 5,6,7,8 utilizaram manipueira como suplementacdo (CS), ao passo que o0s
demais foram sem suplementagao (SS). A Figura 21 mostra o desenho de experimentos. Ambos
os efluentes foram autoclavados em vapor imido (121 °C, 15 minutos), sendo a manipueira pré-

tratada com membrana de acetato de celulose lisa (0,45 pm, 47 mm).

Figura 21 — Desenho de experimentos testando pré-tratamento e suplementacgao. Duplicatas foram
realizadas para cada ponto

f““‘“ / \\\
MP Chlorella Vulgaris AP tratada
1-APSTSS 2- APSTSS 3 - APCTSS 4 - APCTSS
B M I 1
)\ \ |
© \ o | [ [~ @
0, / \ ( ) ( “u
6 15% Q O 15%@ 15% (&5 & @ 15%
5- APSTCS 6- APSTCS 7-APCTCS | | 8-APCTCS
5% I d 5% | I ' 5% R 5%

Fonte: Elaborada pelo autor (2022)

Criou-se, previamente, quatro curvas analiticas diferentes para cada duplicata acima,
objetivando realizar a correlagdo entre densidade otica (680 nm) e a concentracdo celular X -
(g L'Y) ao longo do experimento. O comprimento de onda de 680 nm foi determinado mediante
a varredura prévia no espectrofotometro (PerkinElmer Lambda 35 UV/VIS), almejando
identificar a regido com um sinal de maior absor¢do. Os experimentos foram realizados em
camara incubadora com controle de temperatura a 25 °C, assim como um regime de fotoperiodo
12h (claro-escuro). Durante 23 dias, aproximadamente no mesmo horario, aliquotas dos
cultivos foram retiradas e lidas em triplicata no espectrofotometro. A evaporagao foi controlada

mediante adi¢do didria de agua.
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3.3.3 Cinética de crescimento microalgal

Os parametros cinéticos dos cultivos das microalgas foram avaliados com relagdo a
concentragdo maxima de biomassa (Xmax, g L), produtividade méaxima (Pmax, g L' d'!),

calculado com a equacao:

Onde X; refere-se a concentracdo de biomassa no tempo t (d) e Xo ¢ a concentragdo de

biomassa no tempo to (d); velocidade especifica maxima de crescimento (umax, d!), obtida pela
regressao exponencial da fase logaritimica de multiplicacdo celular e o tempo de geragdo (Tg,

d), obtidos de acordo com Schmidell et al. (2001).

(4)

Todas as curvas de crescimento microalgal foram originadas no software Microsoft

Excel.

3.3.4 Extracao de bioprodutos

Quando atingiu o inicio da fase estacionaria, o cultivo foi encerrado e a biomassa foi
recuperada por centrifugacdo (Eppendorf 5702 R) a 4400 rpm durante 5 minutos. No intuito de
se obter uma maior quantidade de biomassa, as duplicatas foram misturadas, originando 4
erlemneyers. Lavou-se com agua destilada e centrifugou-a novamente (4400 rpm durante 4
minutos a 10 °C) para remog¢do dos sais, armazenando-a em ultrafreezer a -80 °C para
subsequente liofilizacdo. O sobrenadante, por sua vez, foi extraido e condicionado a 5 °C para
posterior extragdo de EPS, bem como para avaliagdo da presenga de nanoparticulas metélicas.
A Figura 22 representa a esquematizagdo desta etapa de separacdo da biomassa e do

sobrenadante.

Figura 22 — Separacao e destina¢do da biomassa e do EPS
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022)

3.3.5 Composicio da biomassa celular

O conteudo lipidico total da biomassa coletada nos quatro pontos distintos (1, 2, 3 e
4), conforme ilustrado na Figura 22, foi extraido e quantificado utilizando o método descrito
por Folch, Lees e Sloane (1957). A analise da composicdo dos acidos graxos foi realizada por
meio de transmetilagdo com trifluoreto de boro em hexano, seguida de identificacdo e
quantificagdo por Cromatografia Gasosa (CG-FID) no equipamento Clarus 680 da Perkin
Elmer, conforme metodologia proposta por Andrade et al. (2019) e Carvalho (2022). A
identificacdo dos acidos graxos foi realizada comparando os tempos de retengdo dos picos das
amostras com padroes fornecidos pela Sigma (EUA), conforme descrito por Jesus et al. (2018).
As areas dos picos foram determinadas utilizando o software Clarus Chromatography
Workstation, permitindo a normalizacdo das &areas percentuais dos acidos graxos totais,
conforme metodologia de Nascimento ef al. (2013). Afora lipidios, determinou-se os teores de
proteinas pela metodologia de Kjeldhal (AOAC, 1997), utilizando-se de um fator de conversao
de 5,22 para as microalgas (Andrade et al, 2019). Diferentemente da caracterizagdo da

manipueira, o teor de cinzas e de umidade da biomassa nessa etapa foram obtidos através de
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um analisador termogravimétrico (Pyris-1, Perkin-Elmer). Assim, aplicou-se a (Eq 1) para o

calculo dos carboidratos por diferenca centesimal.

3.3.6 Parametros da qualidade do biodiesel

As propriedades mais importantes para biocombustivel foram avaliadas em todas as
biomassas. Os parametros analisados foram, a saber: valor de iodo (VI), valor de saponificacao
(VS), nimero de cetanos (NC), fator de satura¢do de cadeia longa (FSCL), grau de insaturagao
(GI) e ponto de entupimento do filtro a frio (PEFF), viscosidade cinemética (VC), densidade e
poder calorifico superior (PCS). Esses parametros foram calculados a partir de equagdes
empiricas relatadas por Cardoso et al. (2020) e Zhang et al. (2018). Partiu-se do perfil de acidos
graxos (AG) encontrado para cada tratamento realizado (i.e., APSTSS, APCTSS, APSTSS e
APCTCS). Os calculos de VS e VI foram baseados nos valores de VS e VI dos dleos vegetais

de soja, palma e amendoim.

VI=3 (254 x D x N) /M (Eq.5)
VS =% (560 x N) /M (Eq.6)
NC =46,3 + (5,458/ SV) — (0,225 x IV) (Eq.7)
FSCL = (0,1 x C16) + (0,5 x C18) + (1 + C20) + (1,5 x C22) + (2 x C24) (Eq.8)
GI = MUFA + (2 x PUFA) (Eq.9)
PEFF = (3,1417 x FSCL) — 16,477 (Eq.10)
GMI=ZX (Yix D) (Eq.11)
VC=-0,6316 D + 5,2065 (Eq.12)
Densidade = 0,0055 D + 0,8726 (Eq.13)
PCS =1,7601 D + 38,534 (Eq.14)

GMI ¢ o grau médio de insaturagcdo do 6leo de microalgas; N ¢ a fragdo massica de cada
constituinte do (AG), D ¢ o numero de ligagdes duplas carbono-carbono em cada constituinte

do AG, M ¢ a massa molecular do acido graxo.

3.3.7 Extracao dos EPS e propriedades reologicas

Conforme indicado na Figura 22, os EPS foram extraidos do sobrenadante mediante a

utilizagdo de etanol absoluto numa propor¢ao de 3:1(v/v) etanol-sobrenadante. A despeito desta
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proporg¢do ser variada na literatura, seguiu-se o estudado por Patel ef al. (2013), uma vez que
os pesquisadores obtiveram uma maior pureza e rendimento dos EPS quando utilizaram a
proporg¢do de 3:1 para o etanol. A metodologia de extragdo seguida foi a de Jesus ef al. (2019),
porém com algumas modificacdes. A mistura foi armazenada sob refrigeracdo por 48h, o
precipitado foi separa