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RESUMO

O refinamento do petréleo envolve trés etapas, sendo elas de separacao,
conversdo e reforma. Dentro de todas essas etapas ha o uso de agua, para a
obtencao de petréleo refinado. A agua que € utilizada é descartada apods refinamento
e quando descartada no ambiente sem tratamento, introduz compostos organicos que
podem ser tdéxicos aos organismos. As microalgas sao organismos fotossintéticos e
sensiveis a diversos compostos organicos e inorganicos no meio em que se
encontram. Estudos sobre as mudancas fisioldgicas servem para um diagndéstico do
destino dessa agua residual e os impactos nos ecossistemas aquaticos. O objetivo
deste trabalho foi analisar os impactos da agua residual de producéo de petréleo na
fisiologia e composicdo bioquimica de diferentes espécies de microalgas. Foram
cultivadas em meio BG-11 trés espécies de microalgas: Chlorella sorokiniana,
Chlorella vulgaris, Desmodesmus spinosus além de suas combinacdes: C.
sorokiniana + D. spinosus; C. vulgaris + D. spinosus ; C. sorokiniana + D. spinosus +
C. vulgaris em diferentes concentracdes de agua residual e posteriormente
determinada qual concentracdo apresentou crescimento das algas. Apoés isso foi
selecionada uma concentracdo de agua residual (5%) para o estudo fisiolégico e
bioguimico das diferentes espécies de microalgas. Os resultados mostraram que a
partir de 40% agua residual houve inibicdo do crescimento microalgal. Em 5% de agua
residual, foi observado que D. spinosus teve a taxa de crescimento e a fotossintese
afetadas. As culturas também apresentaram maior peso seco, mais carboidratos que
o controle, maior razéao de clorofila a/b. Esse trabalho contribui para a compreensao
dos mecanismos pelo qual essas espécies de microalgas lidam com as condi¢cfes

geradas pela agua residual.

Palavras-chave: agua residual; fotossintese; microalgas; petréleo.
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1. INTRODUCAO

1.1. Producdao de energia

A producédo de energia elétrica no mundo ainda € muito dependente de fontes
de combustiveis fésseis, sendo uma delas o petroleo. Os combustiveis fosseis sédo
responsaveis por 63,5% da producdo de energia mundial em 2018 (Empresa de
Pesquisa Energética, EPE, 2021) e aproximadamente de 81% no ano de 2019

(International Energy Agency, IEA, 2021).

A utilizacdo de fontes fGsseis e ndo renovaveis traz consigo a preocupacao
com seu esgotamento, além de problemas ecoldgicos na liberacao de residuos, como
gases, materiais particulados, aguas residuais e poluentes em geral, principalmente
na emissdo de gases do efeito estufa, dentre eles o di6xido de carbono (FREITAS &
DATHEIN, 2013). A tendéncia mundial para os préximos anos € de que o percentual
de uso de energia ndo renovavel diminua e que outras fontes de energia assumam
seu lugar, como a energia proveniente de biomassa, energia solar, edlica, e outras
fontes renovaveis que ndo prejudiquem o meio ambiente (Empresa de Pesquisa
Energética, EPE, 2014).

O Brasil se destaca quanto as fontes de energia renovaveis se compararmos
com outros paises, utilizando majoritariamente fontes hidraulicas de energia
(GOLDEMBERG & LUCON, 2007). Essas fontes sdo mais viaveis e vantajosas, e
geram menos impacto ambiental (NASCIMENTO & ALVES, 2016).

1.2. Utilizacéo do petrdleo na geracéo de energia

Para a obtencédo de produtos finalizados de petroleo, com valores energéticos
e comerciais, como gasolina, diesel, lubrificantes, 6leo de aquecimento, dentre outros
comercializados, € necessario o refinamento desse petréleo cru. Esse processo se

divide em trés etapas principais: separacao, conversao e reforma (YOUNG, 2006).
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A etapa de separacéo de petréleo ocorre antes mesmo do petréleo bruto entrar
na refinaria, sendo separado em petroleo bruto, gas natural e fases de 4gua, e apés
destilado em produtos como a parafina, 0leos, graxa e betume (Abdel-Aal et al., 2016).
No processo de conversao sao realizadas algumas técnicas como o craqueamento e
o hidroprocessamento para o aproveitamento quase integral do petroleo (YOUNG,
2006). Por dltimo, no processo de reforma ocorre a reestruturacdo da cadeia
carbbnica sem que os numeros de carbono sejam alterados, para por exemplo
melhorar a qualidade da gasolina (SPEIGHT, 2016).

Dentre todas essas etapas, ha a utilizacdo de agua para a realizacado de
processos essenciais do refinamento, principalmente as torres de geragao de vapor
e de resfriamento (SPEIGHT, 2016). No Brasil o volume de petréleo refinado em 2021
foi de aproximadamente 105.500.000 m3, gerando um consumo aproximado de
100.225.000 m3 d’agua, segundo o ICA das refinarias (ANP, 2022).

1.3. Microalgas na remediacédo de agua residual de petréleo

Aguas residuais de petréleo sdo aguas descartadas apos o uso no refinamento
do petrdleo, geralmente provenientes da propria rocha, reservatério ou pocos de
injecdo (BARROS, 2015). Nao tém potencial econbmico e muitas vezes sao
problemas para a inddstria, causando corrosdo e incrustacdo nas instalages de
transporte, producéo e refino (KUNERT, 2007). Quando descartada no ambiente

introduz compostos organicos que podem ser téxicos aos organismos.

As microalgas sdo organismos fotossintéticos de crescimento rapido e sdo os
principais produtores primarios da cadeia alimentar. Esses organismos sao sensiveis

a uma variedade de téxicos organicos e inorganicos (Ramakrishnan et al. 2010).

A utilizacdo de seres vivos para remover, degradar ou alterar poluentes
ambientais € conhecida como biorremediacdo e, as microalgas tém demonstrado
grande potencial para essa técnica. As microalgas sdo adequadas para aplicacdes
de biorremediacdo, especialmente em corpos de agua contaminados por nutrientes,
tais como ambientes eutrofizados (DIAS, 2019). Entretanto, o uso de microalgas para
remediar efluentes toxicos € mais complexo e demanda a selecdo as cepas

adequadas e otimizar as condicbes de crescimento, sendo estas algumas das
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dificuldades que se pode citar ao pensar em microalgas como organismos
remediadores. A eficiéncia da biorremediacédo utilizando de microalgas também pode
ser afetada por varias variaveis, como a quimica da &gua, temperatura,
disponibilidade de luz e concentracdes de nutrientes (LEON & CHANG, 2020).

Portanto, estudos sobre mudancas fisiologicas e bioquimicas nesses
organismos sdo uma ferramenta de diagndstico essencial para analisar o destino dos
residuos e os impactos decorrentes do descarte indevido da agua de petréleo nos

ecossistemas.

Esta pesquisa buscou entender a fisiologia de algumas microalgas Chlorophyta
submetidas a agua residual da producdo de petrdleo e assim contribuir com a
tecnologia da remediacdo de efluentes industriais utilizando-se de microrganismos

Vivos.
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2. OBJETIVOS

Avaliar a fisiologia e composi¢cdo bioquimica de diferentes espécies de
microalgas Chlorophyta quando submetidas a agua residual da exploracdo de
petroleo. Para tanto as cepas Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana e

Desmodesmus spinosus foram utilizadas.

2.1. Objetivos especificos

° Selecionar concentragcdes de agua residual que nao afetem
significativamente a taxa de crescimento das algas.

° Analisar a composic¢ao bioquimica (carboidratos, proteinas e pigmentos)
das cepas de microalgas cultivadas na agua residual da extracao de petroleo.

° Estudar a fotossintese das cepas em concentracdo de agua residual
da extracao de petréleo previamente selecionada.

° Avaliar o potencial biorremediador das cepas selecionadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ETAPA 1

3.1.1. Culturas das microalgas

Trés espécies de microalgas foram cultivadas: Chlorella sorokiniana Shihira &
R.W.Krauss 1965 (211-32) oriunda do Instituto de Bioquimica Vegetal e Fotossintese
(IBVF), Universidade de Sevilla, Espanha. Chlorella vulgaris Beijerinck 1890 (014)
oriunda do Laboratorio de Biotecnologia de Algas (UFSCar) e Desmodesmus
spinosus (Chodat) E.Hegewald 2000 (062) oriunda do CCMA, UFSCar. Essas algas
foram cultivadas de forma isolada e em trés combinacdes: C. sorokiniana + D.

spinosus; C. vulgaris + D. spinosus; C. sorokiniana + D. spinosus + C. vulgaris.

Todas as cepas foram obtidas do Laboratério de Biotecnologia de Algas da
Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar). Estas espécies foram escolhidas com
base em seu potencial de crescimento em aguas residuais e pelo seu potencial
bioguimico, incluindo pigmentos e outras moléculas de alto valor (CANDIDO &
LOMBARDI, 2020).

Tabela 1: Descricao das espécies de algas usadas no estudo.

Espécie Morfologia Caracteristica Principal Referéncia
Chlorella Esférica Cresce bem em condi¢gBes mixotréficas (KIM, 2013)
sorokiniana
Desmodesmus Oblonga Presenca de células externas menores que as  (ROSINI et al., 2013)
spinosus internas
Chlorella vulgaris Esférica Cresce bem em diversos substratos, incluindo (CANDIDO, 2018)

aguas residuais




14

Tabela 2: Descricdo das combinacdes de espécies das microalgas usadas neste estudo.

Espécies combinadas Combinagéo
Chlorella sorokiniana + Desmodesmus spinosus a
Chlorella vulgaris + Desmodesmus spinosus b
Chlorella sorokiniana + Desmodesmus spinosus + Chlorella vulgaris c

3.1.2. Condic¢des de cultivo

As microalgas foram cultivadas em agua residual de petréleo obtida durante o
processo de extracao do petroleo. A agua residual foi filtrada em membranas de 0,45
MM e foi adicionada em diferentes concentragbes ao meio de cultivo BG-11, que fora

previamente autoclavado (20 min, 121 °C, 1 bar; AV Phoenix Luferco, Brasil).

Os cultivos foram mantidos sob condicGes controladas, ficando expostos a
intensidade luminosa de 150 pmol fétons m? s a partir da base do frasco,
temperatura controlada de 25 + 1 °C e 12:12 h ciclo claro:escuro. O experimento teve

duracédo de 96 horas e foi feito em triplicata.

3.1.3. Determinag&o da concentracdo da Agua Residual (AR)

Para determinar a concentracdo de AR que seria utilizada para avaliar a
fisiologia e composicao bioquimica das microalgas, um experimento foi realizado foi
realizado durante 96 h, em que as microalgas isoladas e em combinacédo foram
cultivadas em microplaca de 96 pocos. A microplaca foi iluminada por baixo e avaliou-
se 0 crescimento populacional por meio de medidas em espectrofotdmetro
(absorbancia 684 nm), realizadas diariamente. O comprimento de onda de 684 nm
determina moléculas clorofiladas, portanto as andlises de taxa de crescimento se
basearam nele. Os dados obtidos foram utilizados para a plotagem de curvas de
crescimento referentes ao tempo e dessas curvas foram calculadas as taxas de

crescimento especificas (u, d1).
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A partir desses resultados, foram determinadas as concentracdes de agua
residual onde melhor ocorreram o crescimento das cepas de microalgas e
determinados quais espécies tiveram a maior taxa de crescimento. A densidade inicial
de células foi 1x10° cels mL1. Neste ensaio das microplacas foram utilizadas dez
concentragfes da agua residual, sendo: 0% (somente meio BG-11), 0,5%, 5%, 8%,
10%, 20%, 40%, 60%, 80% e 100% (somente agua residual). Salientamos que
mesmo variando-se a concentracdo de agua residual utilizada, a concentracdo de
nutrientes no meio de cultura experimental (Agua residual + meio BG11) foi mantida

a mesma que no controle.

3.2. ETAPA 2

Nesta etapa, as microalgas foram cultivadas na melhor condicdo de
crescimento e na porcentagem de agua residual onde houve crescimento similar ao
controle com a finalidade de avaliar o processo fotossintético e a composicéo

bioquimica das células.

3.2.1. Condic¢des de cultivo

Os experimentos foram realizados com duas concentracdes diferentes, sendo
elas: 0% (apenas meio BG-11) e 5% de AR. Nesta etapa, as microalgas Chlorella
sorokiniana, Chlorella vulgaris e Desmodesmus spinosus foram cultivadas de forma
isolada. O indculo inicial, em fase exponencial, teve a concentracdo inicial de 10°
cel/ml. Durante essa segunda etapa, as condi¢cdes de cultivo mantiveram-se as
mesmas da Etapa 1. Foram utilizados Erlenmeyer de 500 mL com 250 mL de cultura

e 0 experimento foi realizado em triplicata.

Durante o periodo experimental foram analisados diariamente a densidade
celular, o rendimento quéntico fotossintético maximo e clorofila a in vivo. Ao final da
fase exponencial (72 h) foram determinadas as concentra¢gbes de carboidratos e

proteinas totais, pigmentos (clorofila a, clorofila b, e carotenoides totais), biomassa
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seca, rendimento quantico fotossintético efetivo, dissipacdo fotoquimica e nao

fotoquimica e curva rapida de luz.

3.2.2. Crescimento populacional e biomassa seca

Para o monitoramento do crescimento celular, as amostras de culturas foram
retiradas diariamente e contadas em um citometro de fluxo (MUSE®, Merck-USA). Os
valores foram utilizados para a plotagem de curvas de crescimento em funcdo do
tempo. Dessas curvas foram calculadas as taxas de crescimento especificas (). Isso
foi feito utilizando-se ajuste linear da fase exponencial de crescimento. Para tanto
plotou-se o logaritmo natural do niumero de células em fung¢éo do tempo experimental.
A concentracdo de clorofila a in vivo foi determinada utilizando-se um fluorimetro
digital (Turner Designs, USA). No ultimo dia de analises foi quantificada a
concentracdo de biomassa seca (gravimetria) através da pesagem do filtro de acetato
de celulose (0,22 um) utilizando balanca analitica de alta precisdo (Mettler - Toledo).

3.2.3. Parametros fotossintéticos

Para o monitoramento dos parametros fotossintéticos, foi utilizada a técnica de
fluorescéncia por amplitude de pulso modulada (Analisador de Fitoplancton, PHYTO-
PAM, Heinz Walz, Alemanha). Amostras de culturas foram analisadas diariamente
para o rendimento maximo (¢m) e, para tal, antes da analise as células foram
adaptadas ao escuro durante 20 minutos. O rendimento efetivo (¢’'m) e a dissipacéo
da fluorescéncia (NPQ e gP) foram determinados em culturas de 72 h. Essas
amostras foram adaptadas a intensidade de 128 pumol fétons e seguiram as equacdes

descritas em Juneau et al. (2002), mostradas abaixo.

dm = Fwm - Fo/lFm ()
d'm = (F'm - F's)/F'm 2
gP =Fm-Fs/F'm-Fo 3)

NPQ = [Fm - F'm)/F'm (4)
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F'o = Fol([Fv/Fm] + FolF'm]) (5)

A curva rapida de luz foi obtida em amostras de culturas de 72 horas, usando
configuracdes pré-estabelecidas no Phyto PAM. Para esse tipo de estudo, aplica-se
sobre as amostras pulsos com intensidade crescentes de radiacéo
fotossinteticamente ativa (PAR) a cada 20 segundos. O valor da taxa relativa de
transporte de elétrons (rETR) foi calculado para cada intensidade de luz a partir da
multiplicacdo do PAR (umol fétons m2 s1) pelo rendimento efetivo. As curvas foram

ajustadas seguindo o modelo proposto por Platt et al. (1980).

3.2.4. Pigmentos

A determinacédo da concentracdo de clorofila a, clorofila b e carotenoides totais
seguiu a metodologia espectrofotométrica descrita em Wellburn (1994), tendo como
solvente de extracdo o DMSO. Os trés comprimentos de onda utilizados foram 665,
649 e 480 nm.

3.2.5. Biomoléculas

Para a determinacdo de proteinas totais foram usados 20 mL de amostras
de cultura que foram centrifugadas. A quantificacdo foi realizada pelo método
espectrofotométrico baseado no protocolo descrito por Slocombe et al. (2013)

adaptado, no qual foi utilizado 10% de TCA para o0 processo de extracao.

A determinagdo de carboidratos totais foi realizada por método
espectrofotométrico descrito em Albalasmeh et al. (2013). Este método é baseado na

reacdo de acido sulfarico com a biomassa algal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados
Etapa 1

As trés espécies de microalgas (Tabela 1) e as trés combinacdes dessas
espécies (Tabela 2) foram comparadas quanto ao potencial de crescimento em
diferentes concentracdes de agua residual proveniente da producdo de petréleo. As

curvas de crescimento sao apresentadas nas Figuras de 1 a 6.

Na Figura 1 os resultados obtidos mostram que houve o crescimento da
espécie C. sorokiniana em diferentes concentracdes de agua residual, destacando as

concentracfes de 0,5% e 5%, onde houve maiores taxas de crescimento.

Na Figura 2, C. vulgaris apresentou maiores taxas de crescimento em
concentracbes de 0% e 0,5%, porém quando comparado com as taxas de C.
sorokiniana, C. vulgaris apresenta taxas menores. Ja para a curva de crescimento de
D. spinosus, Figura 3, as maiores concentragdes para o crescimento foram de 0,5%
e 1%, também nao superando os valores de absorbancia da espécie C. sorokiniana.
Para as combinacdes de espécies, como evidenciado nas Figuras 4, 5 e 6, 0s
resultados mostraram um maior crescimento de cultura em concentragdes de 0%,

0,5% e 5%.

Figura 1 - Crescimento C. sorokiniana Fig_ura 2 - Crescimento C. vulgaris em
em meio de cultura BG 11 e diferentes meio de Cl~J|tUra I?,G 11 e diferentes
concentracdes de aqua residual. concentracdes de agua residual.
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Figura 3 - Crescimento D. spinosus em Figura 4 - Crescimento C. sorokiniana + D.
meio de cultura BG 11 e diferentes spinosus em meio de cultura BG 11 e
concentracdes de agua residual. diferentes concentrag@es de gua residual.
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Figura 6 - Crescimento D. spinosus + C.
vulgaris em meio de cultura BG 11 e
diferentes concentracdes de agua residual.

Figura 5 - Crescimento C. sorokiniana + D.
spinosus + C. vulgaris em meio de cultura BG 11
e diferentes concentra¢gdes de agua residual.

£ .05 £ 05
5 =
® -1.0 © -1.0
<
< .15 g 15
‘g 20 % 2.0
K 25 x -25
B -3.0 ‘é’ 30
<€
£ -35 T T T T ] c 35 T T T T ]
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
TEMPO (DIAS) TEMPO (DIAS)

De todas as espécies analisadas, a cultura de C. sorokiniana isolada obteve
as maiores taxas de crescimento, em agua residual, em relacdo as outras espécies
analisadas, alcancando seu crescimento maximo em concentracdo de 0,5% de agua

residual (Figura 1), com a concentragéo de 5%, superando o controle.

A partir de 20% de concentracdo de agua residual observamos reducdes
significativas das taxas de crescimento em todas as espécies e combinacdes.
Considerando os resultados em relagédo as taxas de crescimento, a concentracao de
agua residual 5% foi selecionada para avaliar a fisiologia e composicéo bioquimica

das trés espécies de microalgas.
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Etapa 2

Na Etapa 2, seguiram as comparacdes entre as espécies, onde foram
realizadas andlises fisiologicas e bioquimicas para avaliar a agua residual na
concentracdo de 5%. Nesta concentracdo as espécies nao tiveram a taxa de
crescimento afetada.

A Figura 7 apresenta os valores de biomassa seca (mg/mL) de todas as
amostras. Nela, todas as espécies cultivadas em 5% de agua residual apresentaram

0sS maiores valores, 4 vezes, em comparagao ao controle.

Figura 7 - Biomassa seca (mg/ml) em C. vulgaris, C. sorokiniana e D. spinosus em
meio BG11 com 5% de agua residual e os respectivos controles (0% agua residual).
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Na Figura 8 sdo apresentados os valores da taxa de crescimento (d!) das trés
microalgas em 5% de agua residual e no controle. Os resultados obtidos mostram que
a taxa de crescimento de C. vulgaris no tratamento 5% de AP difere significativamente
da taxa obtida para D. spinosus 5% (p<0,05), no entanto, ndo difere das taxas

observadas para C. sorokiniana e D. spinosus cultivadas no controle (p>0,05).
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Figura 8 - Taxa de crescimento (d1) em cultivos de C. vulgaris, C. sorokiniana e D.

spinosus em meio BG11 com 5% de agua residual e os respectivos controles (0% agua
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Os resultados dos carboidratos totais para cada espécie nos respectivos
tratamentos (Figura 9) mostram maiores concentracdes em 5% de 4gua residual em
relacdo ao controle, o aumento observado difere significativamente em relacdo ao
controle (p<0,05).

Figura 9 - Carboidratos totais (ug/mL) em C. vulgaris, C. sorokiniana e D. spinosus
cultivadas em meio BG11 com 5% de agua residual e os respectivos controles (0%
agua residual).
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A Figura 10 mostra a concentracdo de proteinas totais para cada espécie nos
diferentes tratamentos. Os resultados mostraram que n&o houve diferenca

significativa para a concentracao de proteinas (p>0,05).

Figura 10 - Proteinas totais (ug/mL) em C. vulgaris, C. sorokiniana e D. spinosus cultivadas
em meio BG11 com 5% de &gua residual e os respectivos controles (0% agua residual).
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A razao clorofila a/clorofila b (mg/L), Figura 11, mostra que C. vulgaris em 0%
foi significativamente diferente da razdo observada para C. sorokiniana 5% (p<0,05);
para os outros cultivos ndo houve diferenca significativa (p>0,05). A raz&o variou de
0,8 para 1,3.

Figura 11 - Razéo clorofila a/clorofila b (mg/L) obtida a partir de cultivos de C. vulgaris,
C. sorokiniana e D. spinosus em BG11 com 5% de agua residual e os respectivos
controles.
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Os resultados de carotenoides totais, Figura 12, apontam que n&o houve
diferenca significativa entre os tratamentos para esse pigmento (p>0,05).

Figura 12 - Carotenoides totais (mg/L) obtidos a partir de cultivos de C. vulgaris, C.
sorokiniana e D. spinosus em BG11 com 5% de agua residual e os respectivos controles.

Parametros fotossintéticos

O rendimento quantico fotossintético maximo (Figura 13), aponta que a espécie
D. spinosus em 5% teve a fotossintese afetada a partir de 24 h de cultivo, reduzindo
de 0,73 para 0,66, enquanto no controle os resultados se mantiveram similares
durante todo tempo de cultivo. A microalga C. sorokiniana apresentou um valor
maximo de 0,74 no dia 1, com quedas ap0s esse tempo, porém bem préximos em
ambas as concentracbes. A espécie C. vulgaris em 5% apresentou taxas de
rendimento que permaneceram semelhantes nos quatro dias, a0 mesmo tempo em
gue o controle teve um pico no dia 2. Todas as amostras no controle apresentaram

maior rendimento em relacdo aos cultivos na agua residual.
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Figura 13 - Rendimento quéantico méximo obtidos a partir de cultivos de C. vulgaris, C.
sorokiniana e D. spinosus em BG11 com 5% de agua residual e os respectivos controles.
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A média de rendimento efetivo apresentou diferenca significativa entre as
amostras (Anova p<0,05; Fig. 14), sendo a C. sorokiniana na condi¢do controle a que

apresentou o maior rendimento efetivo em relacdo as outras algas e tratamentos.

Figura 14 - Rendimento quantico efetivo obtidos a partir de cultivos de C. vulgaris, C.
sorokiniana e D. spinosus em BG11 com 5% de agua residual e os respectivos controles.
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Apesar de ter observado diferenga nos rendimentos efetivos, os resultados
relacionados a dissipacdo fotoquimica (qP; Figura 15), mostraram que ndo houve

diferenca significativa (p>0,05) e os valores desse parametro foram préximos a 1,0.

Os resultados relacionados a dissipacao nao-fotoquimica (NPQ), apresentada
na Figura 16, demonstram que os valores das dissipac¢oes ficaram entre 0,04 e 0,1 e
nao houve diferenca significativa (p>0,05).

Figura 15 - Dissipacgéo fotoquimica (gP) obtidos a partir de cultivos de C. vulgaris, C.
sorokiniana e D. spinosus em BG11 com 5% de agua residual e os respectivos controles.
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Figura 16 - Dissipa¢éo ndo-fotoquimica (NPQ) obtidos a partir de cultivos de C. vulgaris, C.
sorokiniana e D. spinosus em BG11 com 5% de &gua residual e os respectivos controles.
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As curvas rapidas de luz (RLC), apresentadas como taxa relativa de transporte
de elétrons (rETR) em funcéo da intensidade de luz fotossinteticamente ativa, sédo
mostradas na Figura 17. De modo geral, quando cultivadas na agua residual a rETR
méaxima sofre reducdo em relagdo ao controle, exceto para C.vulgaris, em que as
curvas foram similares em ambos os tratamentos. D. spinosus, cultivada em 5% de

agua residual apresentou a RLC com a menor amplitude.

Figura 17 - Curvas rapidas de luz das espécies de microalgas estudadas: taxa de transferéncia
relativa de elétrons (rETR, pmol elétrons m2s1) em fungdo da intensidade de radiagdo ativa (umol
fétons m-2s1) para os controles (linha sdlida) e os tratamentos com 5% de agua residual de petroleo
em meio BG11 (linha pontilhada).
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Na Figura 18 estdo apresentados os parametros calculados a partir das curvas
rapidas de luz. As médias da taxa de transporte de elétrons relativa maxima (ETRmax)
sdo apresentadas na Figura 19a. Os resultados da ETRmax diferiram
significativamente (p<0,05). C. sorokiniana foi a espécie que apresentou a maior
ETRmax independentemente do tratamento, 180 pmol de elétrons m- s1, no controle
e 160 em 5% de AP. C. vulgaris e D. spinosus 0% apresentaram ETRmax de 120



27

umol de elétrons m? st em ambos os tratamentos, e a andlise estatistica ndo mostrou
diferenca significativa entre essas espécies. No entanto, D. spinosus no tratamento
de 5% de AP apresentou a menor ETRmax entre as espécies e tratamentos (p<0,05).

A Figura 18b reporta os valores do coeficiente de absorcdo de luz (a). C.
sorokiniana, C. vulgaris e D. spinosus 5% obtiveram valores préximos e ndo houve
diferenca significativa (p>0,05), enquanto D. spinosus 0% apresentou a menor média
diferindo significativamente das outras espécies e tratamentos (p<0,05).

Médias de irradiancia saturante (EK) sdo mostradas na Figura 18c, sendo C.
sorokiniana cultivada sem a presenca de agua residual a que obteve maiores valores
e D. spinosus cultivada em 5% de concentragdo, os menores (p<0,05). Para C.

vulgaris ndo houve diferenca entre os tratamentos (p>0,05%).

Figura 18 - Parametros da curva rapida de luz (RLC) para os controles e os tratamentos com
5% de agua residual de petréleo em meio BG11. Em a, taxa de transporte de elétrons maxima
(ETRmax); em b, coeficiente de absorcao de luz (a); em c, irradiancia saturante (EKk).
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4.2 Discussao

Os resultados deste estudo mostraram que a agua residual da producéo de
petroleo a partir da concentracdo de 40% afetou significativamente o crescimento
populacional das trés espécies cultivadas. Esse resultado est4d de acordo com
Marques (2019), que observou que a agua de petréleo a partir de 50% afetou o

crescimento de Nannochloropsis oculata.

Em relagédo ao crescimento das espécies de microalgas cultivadas em 5% de
agua de petrdleo contendo os nutrientes presentes no meio BG11, os resultados
deste trabalho vao de acordo com os descritos por Stablein et al. (2021), que também
cultivou microalgas em &gua residual. Os autores cultivaram cinco espécies de
microalgas em diferentes concentracfes de 4gua residual pos processo de liquefacao
hidrotérmica e mostraram que houve crescimento para algumas cepas e inibicdo para
outras. Foram utilizadas as espécies Chlorolobion braunii, Chlorella sorokiniana,
Chrlorella vulgaris, Muriella decolor e Scenedesmus gquadricauda, nas concentracdes
de &gua de 0 a 5%. No estudo, o maior crescimento foi observado em C. sorokiniana
em relacdo as outras espécies. Diferentemente de nosso estudo, Stabelin et al. (2021)
observaram que C. sorokiniana em agua residual 3% superou o controle. Os autores
atribuem tal crescimento ao crescimento autotréfico normal e ao uso de nutrientes
organicos do meio. Em nosso estudo, ndo podemos desconsiderar eventuais
nutrientes organicos e/ou inorganicos fornecidos pela 4gua residual (ZACHLEDER et
al., 2016). Agua residual de petréleo tem como constituintes acidos de cadeia curta,
aminas, amidas, compostos nitrogenados, piridinol, metais, graxas, dentre outros
(MARQUES, 2019). Alguns desses componentes podem estimular o crescimento da

alga, outros apresentam efeitos inibitorios, como ja descrito na literatura.

A razéo entre as clorofilas a e b pode ser indicativo das condi¢des nutriecionais
das células e como elas respondem a agua residual. Em Stablein et al. (2021) a razéo
entre clorofila a e b para todos os testes diminuiram em relagédo ao controle, porém
no presente estudo ndo houve alteracdo nos tratamentos com agua residual.
Mudancgas nas concentragdes de pigmentos tendem acontecer como uma resposta
ao estresse, onde o aumento de clorofila a beneficia na captagéo de luz e o aumento
dos carotenoides faz-se necessario para a dissipacéo da energia obtida pela clorofila

(NOVOVESKA et al., 2019). Esse acumulo de carotenoides em algas cultivadas em
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aguas residuais pode fornecer uma maior tolerancia contra oxigénio reativo. J4 o
aumento de clorofila b pode ser explicado pela necessidade de transferéncia da
energia para clorofila a e no controle do complexo antena (FRIEDLAND et al. 2019).
Podemos considerar que nossos resultados mostraram que as algas cultivadas na
agua residual na concentracdo de 5% se adaptaram as condi¢cbes de cultivo, visto
gue sobreviveram e sua composi¢éo de pigmentos néo foi alterada.

Todas as espécies expostas a agua residual apresentaram maior biomassa
seca em relacdo ao controle, resultado também visto em Stablein et al. (2021). Esse
resultado indica que as células estéo ativas, porém ndo necessariamente se dividem.
O aumento da biomassa também pode ser explicado pelo aumento de carboidratos
nas espécies cultivadas em 5% de concentracdo de agua residual. O aumento de
carboidratos pode estar relacionado a algum mecanismo de defesa contra os
possiveis metais presentes na agua residual da producao de petréleo. O acumulo de
carboidratos em funcéo da exposi¢do aos metais € descrito na literatura e ocorre para
reduzir a biodisponibilidade dos ions, e consequentemente a toxicidade (Silva et al.,
2018; Baracho et al., 2019). No entanto, essa possivel toxicidade ndo promoveu o
aumento de proteinas, biomoléculas que tendem a aumentar para reduzir os efeitos

toxicos ocasionados pelos ions metalicos (Silva et al., 2018; Baracho et al., 2019).

A eficiéncia fotossintética nao foi afetada pela agua de petréleo. Observamos
gue ao longo dos cultivos as células se mantiveram em condi¢cdes saudaveis
(rendimento quéantico maximo acima de 0,70), exceto D. spinosus, que em 5% de
concentracdo de agua residual, que teve os rendimentos quéanticos afetados. O
rendimento quéantico maximo esta relacionado ao estado fisiol6gico das células,
segundo a literatura valores acima de 0,7 indicam que as células estdo saudaveis
(Lombardi e Maldonado, 2011).

A similaridade dos valores de gP e NPQ para todos os tratamentos sugere que
as células ndo estavam sob estresse. Os valores de gP mantiveram-se préoximo de 1,
ou seja, 100% da luz seguindo para a fotoquimica da fotossintese. Como gqP esta
relacionado ao estado redox da plastoquinona A (Qa), o primeiro aceptor de elétrons
da cadeia transportadora de elétrons entre PSII e PSI, podemos sugerir que se gP foi
similar ao controle, entdo as clorofilas e o sistema-antena ndo foram afetados

(Krause, 2003). Isso é corroborado pela sintese das clorofilas, que como mostrado,
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nao foi afetada. Os valores de NPQ mantiveram-se baixos, em torno de 0,1. NPQ é
uma variavel relacionada a protecao contra excesso de luz e pode aumentar em
situacOes de toxicidade (Dewez et al. 2005). Segundo Juneau e Harrison (2005), a
toxicidade limita a transferéncia de elétrons na cadeia transportadora de elétrons,
aumentando a dissipacao nao-fotoquimica reduzindo a formacéo de ATP e NADPH.
Nas nossas culturas, de um modo geral, a agua de petr6leo ndo aumentou a
dissipacéo de energia na forma de calor (NPQ). Esse fato sugere que os compostos

e salinidade presentes na agua nao alteraram o aparato fotossintético das microalgas.

Os resultados relativos aos parametros da curva rapida de luz (ETRmax, EK e
a) sugerem que D. spinosus em 5% de agua da producdo petroleo estava sob
condicdo de estresse, porém com o0 aparato fotossintético preservado, corroborado
pelos valores de gP similar ao controle. Os nossos resultados vao de encontro aos de
Candido e Lombardi (2018), que relataram que C. vulgaris, quando cultivada em
vinhaca, efluente da producdo de etanol a partir da cana de agucar, apresentou qP
similar ao controle e menores valores de ETRmax, a e Ek. Esse comportamento foi
atribuido pelas autoras ao processo de mixotrofia, no entanto, para 0 nosso caso nao
podemos afirmar que o mesmo processo metabdlico tenha ocorrido, uma vez que ao
ser cultivada na agua de petréleo, D. spinosus teve reducdo da taxa de crescimento.
Os resultados de RLC demonstram que mudancas no aparato fotossintético
ocorreram em D. spinosus, porém a sintese e manutencdo da concentracdo dos

pigmentos foram mantidas como um processo de adaptacdo a agua de petréleo.
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5. CONCLUSAO

O crescimento das espécies Chlorella sorokiniana, C. vulgaris e Desmodesmus
spinosus foi estudado em concentracfes de até 100% de agua residual de petréleo,
diluidos em meio BG-11, e a partir de 40% ocorreu inibicdo do crescimento das

microalgas.

Ao ser cultivada em 5% de agua residual de petrdleo Chlorella sorokiniana e
C. vulgaris foram as espécies mais resistentes a agua residual, enquanto D. spinosus,
a mais sensivel, tendo o crescimento e a fotossintese mais afetados na presenca da
agua residual, visto no rendimento méaximo e na curva de luz. A agua residual a 5%

estimulou a producéo de carboidratos.

A obtencéo de biomassa de microalgas obtidas na presenca de agua residual
da producéo de petréleo pode encontrar aplicacdo na producdo de biocombustivel,
uma vez que elevada producédo de carboidratos foi obtida na presenca do residuo.

Este trabalho é uma contribuicdo para a compreensdo dos mecanismos pelo
gual essas espécies de microalgas lidam com as condi¢Bes fornecidas pela agua
residual da producao de petréleo, mostrando suas interferéncias no crescimento e na
taxa de fotossintese e, portanto, para suas possiveis aplicagcbes como agentes para
a biorremediagéo.
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