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Resumo: Estima-se que 80 a 90% da &gua fornecida as refinarias de petréleo e
plantas petroquimicas seja descartada como agua residual. A biodegradacdo é um
importante processo de biorremediacdo da &gua produzida. Neste trabalho, a
microalga Chlorella vulgaris foi cultivada em meio contendo diferentes concentracées
de agua produzida, avaliando a sua potencialidade para aplicacdo em biocombustiveis
através do perfil de acidos graxos das biomassas. Foram realizadas 3 condi¢cdes de
cultivo (30%AP, 40%AP e 50%AP), sendo realizado a extracdo de lipidios,
guantificacdo e identificacdo de acidos graxos e calculo tedrico de biodiesel. O cultivo
de C. vulgaris em meio contendo 40% de agua produzida e 60% de meio BG-11
possibilitou o maior acumulo de lipidios e acidos graxos.
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LIPID CONTENT AND FATTY ACIDS PROFILE OF CHLORELLA
VULGARIS CULTIVATED IN PRODUCED WATER

Abstract: 80 to 90% of the water supplied to oil refineries and petrochemical plants is
estimated to be disposed of as wastewater. Biodegradation is an important process of
bioremediation of produced water. In this work, Chlorella vulgaris was cultivated in
medium containing different concentrations of produced water, evaluating its
potentiality for application in biofuels through the fatty acid profile of biomass. Three
cultivation conditions were performed (30% AP, 40% AP and 50% AP), lipid extraction,
guantification and identification of fatty acids and theoretical calculation of biodiesel.
The cultivation of C. vulgaris in medium containing 40% of produced water and 60%
of BG-11 medium allowed the largest accumulation of lipids and fatty acids.
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1. INTRODUCAO

A agua produzida consiste na agua associada ao 6leo durante o processo de
extracdo do petréleo e pode ser resultante de dois processos: pela mistura do éleo do
poco com a 4gua do mar que se encontra ao redor deste ou pela inje¢do de 4gua no
campo de petréleo para levar o 6leo profundo a superficie [1]. Estima-se que 80 a 90%
da agua fornecida as refinarias de petréleo e plantas petroquimicas seja descartada
como agua residual, uma vez que a agua nao entra no produto final [2]. Devido a sua
composicdo complexa (matéria em suspensdo e contaminantes organicos, como
alcanos e compostos aromaticos), € necessario trata-la antes de seu descarte. Um
processo tipico de tratamento de efluentes petroquimicos inclui neutralizacéo,
floculacao, filtracéo, clarificacdo e biodegradacéo [3].

A biodegradacdo é um importante processo de biorremediacdo da agua
produzida. Os microrganismos sao utilizados para consumir o 6leo dissolvido restante
e outros poluentes orgéanicos. Mais de 200 espécies de microrganismos podem ser
utilizados neste processo de biorremediacao, dentre eles algas e cianobactérias [2].
Chlorella vulgaris € uma microalga unicelular que possui grande potencial para a
biorremediacao de diferentes aguas residuais e producao de bioenergia devido ao seu
alto teor de éleo, condi¢cdo de cultivo mixotrofico (utiliza-se fonte de carbono orgéanico
dissolvida no meio de cultivo), alta taxa de crescimento sob varias condi¢cdes adversas
e tolerancia a altos niveis de metais pesados [4].

Neste trabalho, a microalga Chlorella vulgaris foi cultivada em meio contendo
diferentes concentracdes de agua produzida, avaliando a sua potencialidade para
aplicacdo em biocombustiveis através do perfil de acidos graxos das biomassas.

2. METODOLOGIA

2.1 Agua residual da industria petroquimica

A &gua residual utilizada no estudo pertence a um poco de perfuracdo de petroleo
existente na cidade de Santo Amaro (10° 47' 20" S e 37° 03' 16" W), localizada em
Sergipe. O referido po¢co é um dos pontos de perfuracdo da empresa Petrobras.

2.2 Microalga e condigdes de cultivo

A cepa da microalga Chlorella vulgaris foi obtida do Banco de Microalgas
Iracema Nascimento, do Laboratério de Bioprospeccdo e Biotecnologia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). C. vulgaris foi cultivada em 3 diferentes
condicbes combinando o meio padrdo BG-11 [5] e a agua produzida nas seguintes
proporcdes: 30% agua produzida e 70% meio BG-11 (AP30%); 40% &gua produzida
e 60% meio BG-11 (AP40%); e 50% agua produzida e 50% meio BG-11 (AP50%). Os
experimentos foram realizados em triplicata e mantidos em fotobiorreator tipo
Erlenmeyer, com volume de trabalho de 1 L e fotoperiodo 12 horas claro/escuro
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durante 7 dias. A iluminacao foi fornecida com lampadas tubulares fluorescentes tipo
luz diurna de 40 W que produziam uma iluminagdo de 41,6 ymol fétons m2 s™1[6]. A
adgua evaporada foi reabastecida a cada dia, antes da amostragem, com agua
destilada estéril. A aeracao foi realizada através de injecdo de ar. Os meios de cultivo
foram esterilizados antes da montagem dos experimentos.

2.3 Extracdo de lipidios e Composicao de 4cidos graxos

O teor lipidico total das biomassas foi extraido e quantificado seguindo
metologia descrita por Folch et al. (1957). [7]. A composicdo de acidos graxos foi
determinada através da transmetilacdo dos acidos graxos com trifluoreto de boro
hexano e identificagcdo por cromatografia gasosa. Os ésteres metilicos de acidos
graxos (FAME) foram separados e identificados em um cromatografo a gas (Clarus
680; Perkin EImer®) com uma coluna DB-FFAP (30 m x 0,32 mm x 0,25 mm) equipado
com um detector de ionizagcdo de chama. As injecbes foram realizadas em duplicata
para cada extragao em um volume de 1 uL. Os tempos de retencdo dos FAME foram
comparados com uma mistura de padrdes conhecidos (C4-C24, 18, 919-AMP; Sigma-
Aldrich®) para identificacdo destes. A quantificacdo dos acidos graxos, expressa em
concentragdo (mg g) porcentagem (%) de lipidios, foi realizada pela adicdo do padrédo
interno tricosanoato de metila (C23:0; Sigma Aldrich®) [8]. As areas dos picos foram
determinadas através do software Clarus Chromatography workstation para
normalizar a porcentagem de areas de acidos graxos totais [9].

2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados através do programa STATISTICA 10.0,
utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey a 95,0% de nivel
de confianca.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Conteudo lipidico

A Figura 1 apresenta o conteudo lipidico das biomassas cultivadas em 30%,
40% e 50% de agua produzida, respectivamente. Houve diferenca estatistica entre as
porcentagens de lipidios das biomassas, sendo o maior conteudo lipidico (28,71%)
observado em 40%AP e o menor em 50% AP (9,16%). O maior acumulo de lipidios
nas biomassas com menor quantidade de agua produzida em relacdo ao meio BG-11
pode ser devido a maior concentragdo de nutrientes essenciais para o metabolismo
celular fornecidos pelo meio padrdao, bem como pela menor concentragcdo dos
componentes da agua produzida, que podem inibir a sintese lipidica na célula [10].
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Figura 1. Conteudo lipidico das biomassas de Chlorella vulgaris obtidas apos cultivo em
meio contendo 30%, 40% e 50% de agua produzida.

Apesar do pequeno numero de estudos envolvendo o cultivo de microalgas em
agua produzida, € possivel comparar os resultados do presente trabalho com outros
realizados em aguas residuais da industria petroquimica. O conteudo lipidico de C.
vulgaris cultivada em 40%AP obtido neste trabalho foi superior ao da microalga
Tribonema sp. cultivada em efluente do clarificador priméario da indUstria petroquimica
[3]. Apesar de nédo. O cultivo de C. vulgaris na agua produzida (AP40%) permitiu maior
acumulo de lipidios que C. lobophora cultivada em agua residual urbana e agricola
eutrofica (17,84% e 20,40%, respectivamente) [11].

3.2 Composicao de 4cidos graxos

De acordo com a Tabela 1, o total de &cidos graxos presentes nas biomassas
de C. vulgaris cultivada em meio contendo 30%, 40% e 50% de agua produzida foi
estatisticamente diferente (p < 0,05), sendo a maior concentracdo de acidos graxos
encontrada na biomassa cultivada em 40% de agua produzida (840,64 mg.g?') e a
menor na biomassa cultivada em meio com 50% de agua produzida (465,37 mg g1).
Do total de acidos graxos encontrados na biomassa cultivada em 40% de agua
produzida, 79,41% corresponde a &cidos graxos monoinsaturados, principalmente
C15:1 e C18:1w9t.
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Tabela 1. Composicao de acidos graxos da biomassa de Chlorella vulgaris cultivada em agua
produzida (30%, 40% e 50%).

Acid mg g* %
cla0graxo  300sAP  40%AP  50%AP  30%AP  40%AP  50%AP
4:0 ND ND 13527 ND ND 18,02
6:0 ND ND ND ND ND ND
8:0 ND ND ND ND ND ND
10:0 ND 1,05 1,37 0,60 0,13 0,76
11:0 4,58 5,82 ND 5,01 0,71 ND
12:0 37,68 254 ND ND 0,31 ND
13:0 ND 3,04 ND ND 0,37 ND
14:0 ND ND ND 0,81 ND ND
14:1w5 6,08 ND ND ND ND ND
15:1 ND 4242 201,78 4128 5047 3929
16:0 31022 12,57 ND 1,04 1.49 ND
16:1W7 7.74 15,87 ND 246 1,03 ND
17:0 18,46 13,6 ND 1,08 1,68 ND
18:0 14,97 1332 ND 1,94 1,59 ND
18:1w0t 1461 227,88 ND 2761 2701 ND
18:2w6¢ 207,62 3859 17,09 2.40 4,57 228
18:2w6t 18,12 ND 6,51 ND ND 3.62
18:3w6 ND 55,08 ND 6,57 6,67 ND
18:3w3 4937 2618 7238 5,50 3,08 24,94
20:3w6 41 50 ND ND ND ND ND
22:2006 ND ND 30,97 278 ND 11,09
Total 751,878 840,64° 46537° 10000 100,00 100,00
Saturados 85,66 51,045 136,64 11,38% 628 1878

Monoinsaturados 536,302 667,95° 201,78°¢ 71,352 79,41 39,29¢
Poli-insaturados 129,912 120,75 126,95¢ 17,252 14,32b 41,93°¢
Letras iguais na mesma linha para mg g*e % indicam que nédo ha diferenca significativa entre

0s experimentos a 95% de confianga.

O aumento dos acidos graxos monoinsaturados pode ser devido a atividade da
enzima fosfolipidio diacilglicerol aciltransferase (PDAT) numa via enzimatica
independente de acil-CoA, capaz de mediar a renovacao dos lipidios da membrana e
promover a sintese de triacilglicerois (TAG) sob estresse. Além de funcionar como
forma de armazenamento de carbono e energia, 0 TAG pode atuar na protecao
celular, impedindo que as microalgas danifiguem a oxidagdo sob condi¢cdes de
estresse [12].

A agua produzida contém uma mistura de compostos organicos e inorganicos,
sendo o0s constituintes principais: sais, solidos dissolvidos totais, 6leo, graxa,
hidrocarbonetos poliaromaticos, benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, fendis,
acidos organicos, compostos naturais organicos e inorganicos, e aditivos quimicos
(biocidas e inibidores de corrosdo) [1]. Desse modo, o cultivo em agua produzida
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expde a microalga a uma condicdo de limitacdo de nutrientes, dentre eles o nitrogénio,
um dos principais nutrientes para a producao de biomassa algal.

As quantidades de C18:1 obtidas no presente estudo foram superiores as
encontradas por Chi et al. (2019) [13] (17,21%) na biomassa de Chlorella sp. cultivada
em fotobiorreator de 250 mL em meio padrdo. Zhu et al. (2015) [12] também
observaram o aumento da porcentagem de C18:1 na biomassa de Chlorella
zofingiensis cultivada sob limitacdo de nitrogénio (31,96%) quando comparada a
porcentagem do controle (20,30%).

Os &cidos graxos monoinsaturados foram encontrados em maior quantidade
também na biomassa cultivada em 30% de agua produzida (536,30 mg g-1).
Diferentemente, a biomassa cultivada em meio com 50% de &agua produzida
apresentou maior quantidade de poli-insaturados, como C18:3w3 (24,94%). Orddg et
al. (2016) [14] também encontraram predominancia do acido a-linoleico na biomassa
de trés cepas de Chlorella (Chlorella sp. MACC-438, Chlorella minutissima MACC-452
e Chlorella sp. MACC-728), porém em quantidades menores que no presente estudo
(9,0%, 10,8% e 9,0%, respectivamente).

4. CONCLUSAO

O cultivo de Chlorella vulgaris em meio contendo 40% de agua produzida e
60% de meio BG-11 possibilitou o0 maior acimulo de lipidios e acidos graxos, os quais
podem ser convertidos em biodiesel.
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