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RESUMO

O principal efluente da industria petrolifera é a 4gua produzida de petroleo, que
possui em sua composicao altas concentragdes de 0leo e graxas (TOG), demanda quimica
de oxigénio (DQO) e outros compostos como surfactantes, nitrogenados, fosfatos, etc.
Com isso, objetivo da dissertacdo € verifica a potencialidade de tratamento da agua
produzida de petrdleo, utilizando o tratamento bioldgico com fungos filamentosos
isoladamente e em consorcio com microalgas na remogdo de TOG, nitrogénio e fésforo.
Diante disto, o trabalho estudou o efeito no tratamento do efluente da concentracdo de
TOG inicial, variando entre 312-2500 mg L, da salinidade variando-se entre 5-50 g L
e em diferentes concentragdes de nitrogénio (25, 50 e 100 mg L) e de fosforo (em torno
de 30 mg LY). Foi utilizado um efluente sintético (BG-11 modificado) que garantia todos
0s nutrientes necessarios ao cultivo fangico e microalgal, sendo a fonte de carbono o
petréleo bruto (caracterizado como leve - °API — rico em alcanos). Os microrganismos
utilizados foram a microalga Tetradesmus obliquus LCE-01 e os fungos filamentosos
Aspergillus niger URM 7282, Penicillium oxalicum URM 7170 e Cunninghamella
echinulata, URM 7150. Os experimentos iniciais foram realizados em reator coluna de
bolhas aerado a uma taxa de 0,5 vvm e com 500 ppm de petroleo bruto (efluente sintético)
utilizando uma iluminagio de 100 pmol m-2 s (nos experimentos com a microalga) e
temperatura ambiente entre 30-35°C, cultivando todos os fungos e microalga
isoladamente como em co-cultivo e verificou-se que a contribui¢do maior na remocéo de
TOG foi realizado pelos fungos filamentosos e pela espécie Cunninghamella echinulata,
alcancando taxas entre 90-95%, com producéo de biomassa microbiana entre 250-550 mg
L. Nesse sentido, continuou-se o estudo somente como a espécie fangica C. echinulata
e a microalga T. obliquus, esta Ultima com o intuito de verificar uma contribuigcdo
adicional na remogé&o de outros contaminantes como nitrogénio e fésforo. Uma vez que a
salinidade ¢ um parametro importante nesse tipo de efluente, verificou-se sua influéncia
no cultivo desses dois microrganismos, no mesmo sistema, mas utilizando um TOG
inicial de 2500 mg L. Percebeu-se que a T. obliquus conseguiu se manter viva até
concentragdes de 25 g L2, e o C. echinulata além de crescer em todas as concentragoes
salinas testadas, removeu significativamente o TOG com taxas de remocéo entre 80-95%,
produzindo em torno de 1 g L™ de biomassa microbiana, decrescendo & medida que a

salinidade aumentava. Além disso, percebeu-se nos dois ensaios testados, que o fungo



filamentoso crescia com uma estabilidade do pH entre 6,5-7,5, enquanto que a microalga
elevou significativamente o pH para valores até valores de 10, o que seria inviavel para
um co-cultivo com o fungo filamentosos, logo necessitando de ajustes didrios. Em
seguida, nos experimentos variando-se a concentracdo de nitrogénio e verificando a
eficiéncia de remocdo tanto de nitrogénio quanto de fosforo, utilizou-se um TOG inicial
de 2500 mg L. Confirmou-se altas taxas de remocdo de TOG como nos ensaios
precedentes (>95%), e percebeu-se que o co-cultivo do fungo com a microalga removeu
maiores percentuais de nitrogénio e fosforo, de 63,4, 44,4 e 31,7% do nitrogénio presente
para as concentragdes iniciais de 25, 50 e 100 mg L™, respectivamente; e uma média
similar de 36,58 * 4,82 % de fosforo para todos os experimentos; enquanto que o fungo
isoladamente removeu em torno de 10-15% para nitrogénio e de fésforo 22,28 + 4,13%,
mostrando que de fato a microalga contribui para a remoc¢éao de contaminantes adicionais
que possam estar presente no efluente. Nisso, conclui-se que o trabalho delimitou
parametros nutricionais e ambientais importantes que podem servir de base para o
planejamento experimental de um tratamento biolégico mediado por C. echinulata

isoladamente ou em seu co-cultivo com T. obliquus em efluente real.

Palavras-chave: Reator Coluna de Bolhas; Biotecnologia Ambiental, Biorremediacao,
Tetradesmus obliquus, Cunninghamella echinulata



ABSTRACT

The main oil industry effluent is called produced water and has in its composition
high concentrations of oil and grease (TOG), chemical oxygen demand (COD) and other
compounds such as surfactants, nitrogenous compounds, phosphates, etc. With this in
mind, the aim of this work was to verify the biological treatment of produced water, using
filamentous fungi, individually, and in consortium with microalga in the removal of TOG,
nitrogen and phosphorus. The effect of the initial TOG concentration of the effluent,
varying between 312-2500 mg L, of the salinity varying between 5-50 g L™ and in
different concentrations of nitrogen (25, 50 and 100 mg L) and phosphorus (around 30
mg L) were evaluated in the treatment. A synthetic effluent (modified BG-11) was used,
which provided all the necessary nutrients for fungal and microalgal cultivation, with
crude oil as the carbon source (characterized as light - °API - rich in alkanes). The
microorganisms used were the microalga Tetradesmus obliquus LCE-01 and the
filamentous fungi Aspergillus niger URM 7282, Penicillium oxalicum URM 7170 and
Cunninghamella echinulata, URM 7150. The initial experiments were carried out in an
aerated bubble column reactor at a rate of 0.5 vvm and with 500 ppm of crude oil
(synthetic effluent) using 100 pmol m2 s? of light intensity (in experiments with
microalgae) and room temperature between 30-35°C, cultivating all fungi and microalgae
separately and in co-cultivation and it was verified that the greatest contribution in the
removal of TOG was performed by filamentous fungi an the best strain was the species
Cunninghamella echinulata, reaching removal rates between 90-95%, with microbial
biomass production between 250-550 mg L. In this sense, the study continued only with
the fungal species of C. echinulata and the microalga T. obliquus, the latter with the aim
of verifying an additional contribution in the removal of other contaminants such as
nitrogen and phosphorus. Since salinity is an important parameter in this type of effluent,
its influence on the cultivation of these two microorganisms and was verified in the same
system but using an initial TOG of 2500 mg L. It was noticed that T. obliquus managed
to stay alive up to concentrations of 25 g L%, and C. echinulata, in addition to growing in
all saline concentrations tested, reaching removal rates of TOG between 80-95%,
producing around 1 g L™ of microbial biomass, these rates decreased when salinity
increased. In addition, it was noticed in the two assays tested that the filamentous fungus

grew with a pH stability between 6.5-7.5, while the microalga significantly raised the pH



up to values of 10, which would be unfeasible for a co-culture with the filamentous
fungus, thus requiring daily adjustments. Then, in the experiments varying the nitrogen
concentration and verifying the removal efficiency of both nitrogen and phosphorus, an
initial TOG of 2500 mg L was used. High TOG removal rates were confirmed as in the
previous tests (>95%), and it was noticed that the co-cultivation of the fungus with the
microalgae removed higher percentages of nitrogen and phosphorus, of 63.4, 44.4 and
31.7% of the nitrogen present for the initial concentrations of 25, 50 and 100 mg L,
respectively; and a similar average of 36.58 + 4.82% phosphorus for all experiments;
while the fungus individually, removed around 10-15% for nitrogen and 22.28 + 4.13%
for phosphorus in all experiments, showing that the microalga contributes to the removal
of additional contaminants that may be present in the effluent. In this regard, it is
concluded that the work delimited important nutritional and environmental parameters
that can serve as a basis for the experimental planning of a biological treatment mediated
by C. echinulata alone or in its co-culture with T. obliquus in real effluent.

Keywords: Bubble Column Reactor; Environmental Biotechnology, Bioremediation,

Tetradesmus obliquus, Cunninghamella echinulata
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1. INTRODUCAO

No ultimo século, 0 aumento da populacdo gerou um consumo maior de produtos
derivados do petréleo sejam como combustivel ou produtos quimicos, acarretando numa
maior geracdo de efluentes. Nesse sentido, o processo de exploracdo de petroleo tanto em
reservas subterraneas seja onshore quanto offshore, geram um efluente denominado de
agua produzida (AP) que é o maior residuo da exploracédo petrolifera. Projec6es indicam,
que na atualidade para cada barril de petréleo sdo gerados 4 barris de dgua produzida
(DUDEK et al., 2020). Seus principais componentes sao: compostos de 6leo dissolvidos
e dispersos, minerais de formacao dissolvidos, compostos quimicos de producéo, sélidos
de producdo (incluindo solidos de formacdo, produtos de corrosdo e incrustacGes,
bactérias, ceras e asfaltenos) e gases dissolvidos (COSTA et al., 2022). Com isso, ha uma
grande preocupacdo e acOes voltadas tanto, para meio ambiente buscando minimizar o
efeito poluidor desse tipo de efluente, como para que se tenha, ao longo dos anos matéria-
prima renovavel, para que se possa continuar os avancos tecnolégicos em equilibrio com

a natureza.

Os tratamentos quimicos e fisicos que sdo empregados na atualidade, possuem
algumas desvantagens, como custo elevado e geracéo de residuos toxicos. Ha necessidade
de buscar alternativas mais econdmicas e ecologicamente mais sustentaveis, a citar, o
tratamento bioldgico, também chamado de biorremediacéo, que utiliza microrganismos

para degradar/desintoxicar contaminantes presentes nos efluentes (VARJANI, 2016).

Os fungos filamentosos séo eficientes na degradacdo de hidrocarbonetos e
derivados do petroleo, devido a sua plasticidade enzimética e pode remediar sejam
efluentes liquidos ou solos contaminados (SINGH e WARD, 2004; BARBIERI e GALLI,
2012). Por outro lado, as microalgas possuem a capacidade de consumir fosforo,
nitrogénio, carbonos organicos, constituintes de muitos efluentes (KUMAR et al., 2022).
Muitos pesquisadores relatam que existe uma boa relagdo entre esses microrganismos na
natureza, que é nomeada como liquens ou associacGes simbioticas (DAS et al., 2022).
Com isso, objetivo do trabalho é avaliar o tratamento de agua produzida por fungos
filamentosos na remogdo de TOG, nitrato e fosforo; e verificar se a relagdo simbidtica

fungo-microalga pode exercer vantagens adicionais durante o tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o processo de remocéo de TOG, nitrato e fosfato em agua produzida de

petréleo utilizando fungo filamentoso, microalga e/ou sua simbiose.

2.2 Especificos

e Realizar experimentos preliminares, com o intuito de se fazer um
screening dos fungos filamentosos de forma a escolher a espécie mais
promissora na remocgéo de TOG do efluente;

e Verificar a real contribuicdo da microalga na remocao de TOG;

e Auvaliar a influéncia da concentracdo de petréleo no tratamento da agua
produzida por fungos filamentosos e microalgas;

e Verificar a influéncia da salinidade no processo de tratamento da agua
produzida por fungos filamentosos e microalgas;

e Estudar a eficiéncia de remocdo de nitrato presente em diferentes
concentragfes durante o tratamento da agua produzida por fungos
filamentosos e em seu co-cultivo com microalgas;

e Verificar a remocédo de fosféro durante o tratamento da dgua produzida
por fungos filamentosos e em seu co-cultivo com microalgas;

e Avaliar o comportamento do pH durante os cultivos realizados com fungo
filamentoso, microalga e/ou sua simbiose.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Industria do petroleo

O petroleo bruto é obtido através da matéria organica acumulada, deteriorada e
compactada em grandes aglomerados de rocha em um processo que ocorre em um tempo
estimado, de centenas de milhdes de anos (VARJANI, 2016., SPEIGHT, 2006). Tais
condigOes, alta presséo e temperatura, sdo determinantes para transformar a deterioragéo
incompleta do plancton, vegetais e residuos de origem animais, em petréleo (DUDEK et
al., 2020).

As carateristicas geologicas do petréleo podem ser mencionadas como uma
combinacédo natural gerada preferencialmente por hidrocarbonetos que séo encontrados
no estado sélido, liquido ou gasoso em condicBes especificas de temperatura e pressao
para que ocorra a formacdo do petréleo (TECHNOLOGY, 2012). Os hidrocarbonetos
podem ser descobertos em reservas subterraneas nas opc¢des de onshore quanto offshore.
A composicao e as propriedades do petréleo dependem muito da origem bioldgica do
petréleo bruto da formacgéo geologica (condigdes térmicas, tipo de rocha reservatoria),

sua idade e exposicdo a microrganismos (DUDEK et al., 2020).

Comumente se espera, que o petréleo bruto tenha, em uma maior concentragéo,
hidrocarboneto. Usualmente os hidrocarbonetos sdo mensurados como Hidrocarbonetos
Totais de Petrdleo (TPHSs), conforme a Figura 1, (YANG, 2011). Além de ter moléculas
mais complexas, ndo sdo formadas apenas por carbono e hidrogénio, pois existe em sua
estrutura heterodtomos, como por exemplo, nitrogénio, oxigénio e enxofre (VARJANI,
2016) e em uma menor concentracdo metais, como niquel, vanadio ou cobre (DUDEK et
al., 2020). Com isso, 0os compostos de petréleo podem ser classificados em dois grupos

majoritarios: hidrocarbonetos e compostos com heteroatomos (YANG, 2011).
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Figura 1. Quimica dos hidrocarbonetos totais de petroleo (TPHS).
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Fonte: adaptado de YANG, 2011.

Contudo os compostos que fazem parte dos hidrocarbonetos totais de petroleo -
THPs, que s@o 0s mais estaveis e conseguem permanecer no ecossistema por muito
tempo, sdo aromaticos. J& os hidrocarbonetos aromaticos monociclicos (MAH), benzeno,
tolueno, etil-benzeno e xileno (BTEX), sdo normalmente vistos em uma gquantidade
superior aos aromaticos policiclicos e sdo mais volateis. E 0s hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHSs), possuem um percentual de 20% dos hidrocarbonetos que comp&em o
petrdleo bruto e alguns destes compostos podem ocasionar problemas ao meio ambiente
em proporcOes elevadas (EL SIKAILY et al., 2003; HAAPKYLAE et al.,, 2007;
TURNERY, 2017).

3.1.1 Descoberta do petroleo

A notoriedade do petrdleo e do gas natural para populagéo atual € bem conhecida.
Porém a utilizacdo do petréleo na sociedade comecgou na antiguidade, como fonte de
energética, no século XIX (THOMAS, 2004; LUCCHESI, 1998). No final da década de
1850, Edwin Drake perfurou o primeiro poco de petroleo (IGUNNU e CHEN, 2012;
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LUCCHESI, 1998), no estado da Pensilvania, nos Estados Unidos assim alcancando
inicialmente a profundidade de 21 metros. Esse foi marco para exploracdo de petrdleo
(THOMAS, 2004; LUCCHESI, 1998).

3.1.2 Reservas, producgdo e consumo de petréleo

As reservas de petroleo sdo volumes conhecidos de hidrocarbonetos em campos
identificados que estdo em condicdes técnicas, economicamente possiveis para realizar a
retirada do petroleo dentro dos parametros definidos (ANP, 2021; SORREL et al., 2012).
Na mensuracdo das reservas ha algumas incertezas, com isso elas séo classificadas em
dois grupos: reservas provadas (1P) e reservas provadas e provaveis (2P) (SORREL et
al., 2012). De acordo com Instituto Brasileiro de Petroleo e Gas-IBP, as Reservas
Provadas em 2020, alcangaram a marca de 1,7 trilhdo de barris no mundo, assim alcancou
a mesma posi¢do que em 2019, com um pequeno retrocesso de 0,1%, conforme a Tabela
1 (ANP, 2021).

Tabela 1: Maiores reservas provadas de petroleo em 2020.

MAIORES RESERVAS PROVADAS DE PETROLEO 2020
(BILHOES DE BARRIS)

1° Venezuela 303,8 18%
2° Arabia Saudita 297,5 17%
3° Canada 168,1 10%
4° Ira 157,8 9%
5° Iraque 145,0 8%
6° RUssia 107,8 6%0
7° Kuwait 101,5 6%0
8° Emirados Arabes 97,8 6%
Unidos
9° EUA 68,8 4%
10° Libia 48,4
11° Nigéria 36,9
12° Cazaquistao 30,0
13° China 26,0 Outros 17%
14° Catar 25,2
15° Argélia 12,2
16° Brasil 11,9
Reservas mundiais totais 1.732

Fonte: adaptado de IBP, 2023.
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Segundo a Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustivel, a
producdo de petréleo mundialmente em 2020 caiu 6,9% quando comparado ao ano
anterior (2019). Com isso, passando de 95 milhdes de barris/dia para 88,4 milhdes de
barris/dia. Os paises produtores da Organizacdo dos Paises Exportadores de Petrdleo
(OPEP), obtiveram um declinio de 12,4% com uma recessao de 4,3 milhdes de barris/dia.
Também houve um retrocesso na producdo dos paises que nao fazem parte da OPEP, a

queda foi de 3,7 % corresponde a um declinio de 2,2 milhGes de barris/dia.

Apesar do retrocesso registrado em 2020, os Estados Unidos mantiveram sua
colocacdo como maior produtor mundial de petroleo, registrando média de 16,5 milhdes
de barris/dia (18,6% do total mundial). A Arabia Saudita permaneceu no segundo lugar
do ranking, com uma produgéo equivalente a 11 milhdes de barris/dia (12,5% do total
mundial), uma queda de 6,7% quando comparado a 2019. Em terceiro lugar ficou a Russia
(12,1% do total mundial), em quarto o Canada (5,8% do total mundial) e em quinto,
Iraque (4,7% do total mundial) (ANP, 2022).

Quando avaliadas as maiores regiGes produtoras de petrdleo, o Oriente Médio
manteve sua colocacdo de maior produtor, apesar da queda de 4,5% em comparagdo com
2019. A América do Norte ficou em segundo lugar (decréscimo de 3,5%.). Ja
Comunidade dos Estados Independentes ficou em terceiro (acréscimo de 8,4%.). Na
sequéncia regido Asia-Pacifico (queda de 2,7%). Na quinta colocagéo a regifo da Africa
(decresceu em 18,8%). Em seguida veio regido das Américas Central e do Sul (retrocesso
de 5,9%). Por Gltimo a Europa que obteve a quarta colocacdo apos registrar crescimento
de 4,5% em relac&o ao ano anterior. No gréfico 1 pode ser observado produgéo de petroleo
através das regides produtoras em milhdes de barris dia e suas respectivas porcentagens
(ANP, 2022).

A Organizacdo dos Paises Exportadores de Petréleo (OPEP) comegou suas
atividades em 1960, com intuito de sistematizar politicas entre seus integrantes, com
objetivo de manter a estabilidade do mercado de petréleo diante do tamanho da sua
producéo coletiva. Nos anos 70 a OPEP, alcancou 50% da producdo mundial, e a

organizagdo vem oscilando sua producdo em média 40% nas ultimas décadas.
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Figura 2: Grafico da Produgdo de petroleo, segundo regides geograficas (milhdes barris/dia) — 2020.
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Fonte: adaptado de ANP, 2023.

Em 2020, a OPEP ganhou mais prestigio e incentivo, devido ao retrocesso na
producéo de petréleo ocasionada pela pandemia da Covid-19. Com isso, houve um acordo
historico entre a organizacao e aliados, com a intencdo de alavancar a economia. Porém,
nos ultimos meses diante da guerra entre Rdssia e Ucrania, houve um aumento
significativo no preco do petroleo, desestabilizando o mercado financeiro e promovendo
ainda mais, incentivos para que OPEP leve sua producdo a uma estabilizag&o no prego do
petréleo (IBP, 2022).

O consumo global de petréleo no ano de 2020 foi de 88,5 milhdes de barris/dia,
diante do declinio de 9,3% (9,1 milhGes de barris/dia) quando confrontado com ano de
2019. Quando avaliado os paises que mais consumiram petréleo em 2020, os que
obtiveram as primeiras colocacdes foram os mesmo de 2019. Com isso, os Estados
Unidos foi o primeiro colocado com um consumo 17,2 milhdes de barris/ dia (19,4% do
total mundial). A China conquistou a segunda posi¢do, com consumo médio de 14,2
milhGes de barris/dia de petroleo (16,1% do total mundial). Na terceira colocacdo se
manteve a India com 7,7 milhdes de barris/dia (5,3% do total mundial) (ANP, 2022).
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3.2 Agua produzida - producéo e caracteristicas

A extracdo de petroleo e gas gera um residuo natural definido como agua
produzida (AP) (ABUJAYYAB, 2021; SOUZA et al., 2020; AL-KAABI et al., 2019;
AL-KAABI et al., 2021; AL-GHOUTIY, 2019). A AP é também denominada como agua
de formacéo, agua conata ou &gua residuais (AL-KAABI et al,2019; AL-KAABI et al.,
2021; AL- GHOUTIY et al., 2019). Possui uma acidez baixa ou pode ser alcalina, é
encontrada no subsolo abaixo do petr6leo em reservatorios porosos. A AP é composta
pela 4gua de formacdo (confinada por camada de rocha e solo) e a 4gua de injecdo que
sdo retiradas em conjunto com o petréleo bruto no decorrer da producéo de petroleo e gas
(JIMENEZ et al., 2018; MUNIRASU, 2016; FAKHRU'L-RAZI et al., 2009). Quando os
hidrocarbonetos e 0 gas sdo retirados a pressdo nos reservatorios € restringida, com isso
€ necessario injetar agua sobre a camada de 4gua do reservat6rio com intuito de conservar
a pressdo hidraulica e impulsionar a extracdo do petrdleo (JIMENEZ et al., 2018;
MUNIRASU, 2016; IGUNNU e CHEN, 2012). Existe também a adicdo de
hidrocarbonetos (SEDLACKO, 2020) e produtos quimicos nos procedimentos de
producdo e tratamento (DUDEK et al., 2020; JIMENEZ et al., 2018). Assim a agua
produzida é o maior fluxo gerado de residuo da extracdo de petréleo e gas (AL-KAABI
etal., 2021).

A producdo de petroleo bruto e consequentemente a geracdo de dgua produzida
na década de 90, era em torno de 65 a 190 milhdes de barris por dia, respectivamente.
Ap0s trés décadas, a producéo global por dia de petrdleo cresceu para aproximadamente
80 milhdes de barris, entretanto a producdo de &gua produzida ampliou para
aproximadamente 320 milhdes de barris por dia (DUDEK et al., 2020). Os dados
usualmente mencionados de 3 barris de AP para um barril de petréleo sdo atualmente
substituidos por um valor mais proximo de 4 barris de 4gua produzida para um 1 de
hidrocarbonetos (ABUJAYYAB, 2021, DUDEK et al., 2020, AL-KAABI et al., 2021).
As proporgOes de AP/hidrocarbonetos estdo evoluindo globalmente, devido ao
envelhecimento dos reservatdrios convencionais de 6leo e gas, consequentemente
produzido mais residuo (AP) para uma propor¢do baixa de petroleo (ABUJAYYAB,
2021, AL-GHOUTIY et al., 2019). Com isso, ja existe uma estimativa que até 2025, a
relacdo AP/ hidrocarbonetos alcance uma taxa 12:1 (v/v) (AL-KAABI et al., 2021,
JIMENEZ et al., 2018). Logo, existe suposicdo que haja uma expansdo do mercado de
gestdo e reuso da agua produzida (SALEM E THIEMANN, 2022).
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A &gua residual ou &gua produzida ¢ uma combinagdo de compostos organicos e
inorganicos (MUNIRASU, 2016; HAKIM, 2016). Determinadas condigdes como
localizacdo geoldgica do campo, sua formacédo geologica, vida Util de seus reservatorios
e tipo de produto de hidrocarboneto que esta sendo produzido sdo determinantes para as
condigdes fisicas e quimicas da AP (AL-KAABI et al., 2021; AL-GHOUTIY etal., 2019;
JIMENEZ et al., 2018; FAKHRU'L-RAZI et al., 2009). Os principais compostos da 4gua
produzida podem ser observados na Figura 3 (FAKHRU'L-RAZI et al., 2009):

Figura 3: Principais compostos da agua produzida.
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A) Compostos de 6leo dissolvidos e B)fl\ﬂmergls de
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quimicos de ducéo dissolvidos
producéo produc

Fonte: adaptado de COSTA et al., 2022.

O petréleo é uma mistura de hidrocarbonetos, incluindo benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos (BTEX), naftaleno, fenantreno, dibenzotiofeno (NPD),
hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHSs) e fendis. A dgua ndo pode dissolver todos 0s
hidrocarbonetos, entdo a maior parte do 6leo é dispersa na agua (DUDEK et al., 2020).
Os volumes de 6leo dissolvidos e suspenso presentes na agua produzida (antes do
tratamento) estdo atrelados as seguintes condic¢des: composi¢do do 6leo, pH, salinidade,
TDS (solidos totais dissolvidos), temperatura, relacdo Oleo/agua, tipo e quantidade de
produtos quimicos do campo petrolifero, tipo e quantidade de varios compostos de
estabilizante (ceras, asfaltenos, solidos finos) (JIMENEZ et al., 2018; FAKHRU'L-RAZI
et al., 2009).

As moléculas inorganicas dissolvidas na AP contém anions, cétions, metais

pesados, e materiais radioativos de ocorréncia natural (NORM). A &gua produzida é
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composta de uma diversidade de cations e anions que possuem concentracdo parecida
para diferentes metais (FAKHRU'L-RAZI et al., 2009).

Os cétions comuns na agua produzida sdo: Na, Ca, K, Mg, Fe, Al, B, Ba, Cu, Li,
Zn, Ti, Mn. Os principais anions na AP séo: cloreto, sulfato, sulfito, bicarbonato, nitrato,
nitrito, etc (MUNIRASU, 2016). A existéncia de determinados cétions e anions podem
ocasionar a incrustacdo inorganica de equipamentos de producgdo ou no poco (DUDEK et
al., 2020).

Na AP sdo encontrados tracos de diversos metais pesados, como cadmio, cromo,
cobre, chumbo, mercurio, niquel, prata e zinco. As concentragfes destes metais estdo
relacionadas a idade das reservas e a geologia da formacdo (FAKHRU'L-RAZI et al.,
2009). Seu acumulo pode alcancar valores 102 a 105 vezes a encontrada na dgua do mar.
(JIMENEZ et al., 2018). Ja os materiais radioativos (NORM), mais abundantes na agua
produzida sdo 226 Ra e 228 Ra e dependendo da geologia, alguns pocos podem ter
também 238 U e 235 U (MUNIRASU, 2016).

Na exploracdo de petrdleo e gas, os agentes quimicos de producdo séo
normalmente inseridos ao poco de hidrocarboneto ou gas para minimizar problemas
operacionais, com isso melhorando o processo de extracdo de Oleo, gas e agua,
consequentemente evitando a corrosdo de dutos e formacgédo de hidrato de metano no
sistema de producdo de gas. Os agentes quimicos fundamentais para o processo de
producdo variam de acordo com varios sistemas de produgdo. Os produtos quimicos de
tratamento de producdo, como incrustacao, corroséo, inibidores de hidratagdo, biocidas,
produtos quimicos para tratamento de agua como floculantes e antiespumantes,
quebradores de emulséo, quebradores de emulsédo reversa e coagulantes, que sdo usados,
na recuperacdo e bombeamento de hidrocarbonetos (AL-GHOUTIY, et al., 2019). De
acordo com a utilizacdo, os produtos quimicos de producdo podem ser sollveis em Gleo

ou agua e dependendo das circunstancias em ambos (DUDEK et al., 2020).

Os sélidos de producéo sdo oriundos de uma diversidade de materiais organicos e
inorganicos sélidos que estdo juntos a 4gua produzida. (JIMENEZ et al., 2018). Também
pode ter materiais flutuantes ou a deriva encontrada na agua, como lodo, sedimentos,
areia, algas e plancton (AL-GHOUTIY et al., 2019). Podem possuir também compostos
cristalinos inorganicos (SiOz, Fe203, Fe304, e BaSO4) (JIMENEZ et al., 2018).
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A &gua produzida é normalmente composta por gases dissolvidos, como
hidrocarbonetos volateis, didéxido de carbono, oxigénio e sulfeto de hidrogénio (CO2, O
e H,S) (DUDEK et al., 2020; MUNIRASU, 2016; FAKHRU'L-RAZI et al., 2009). Esses
gases sdo gerados espontaneamente por acdo de bactérias (HAKIM, 2016) ou por reacdes
quimicas em agua. (IGUNNU e CHEN, 2012).

3.3 Tratamento da agua produzida

O tratamento deste efluente petrolifero pode ser realizado por meio de diversos
processos: fisicos, quimicos e biolégicos (OKEKE et al., 2022). Os métodos fisicos
possuem diferentes técnicas (filtracdo, eletrodialise e flutuacdo). Ja os métodos quimicos
tém como técnicas, a precipitacdo, oxidacdo quimica, como também tecnologias
eletroquimicas (AL-KAABI et al., 2021).

Os métodos de tratamentos fisico e quimicos ja sdo consolidados na sociedade e
possuem diversos inconvenientes, como custo proveniente da escavacdo e carregamento
de enormes volumes de residuos para tratamento ex-situ (VARJANI, 2016), formacao
de lodo, consumo de energia, demanda de operadores qualificados e geracdo de residuos
toxicos (PESSOA et al., 2022).

Com esses inconvenientes, existe uma demanda iminente em realizar tratamentos
bioldgicos que ndo gere tantos residuos toxicos para meio ambiente (OKEKE et al., 2022;
PESSOA et al., 2022; AL-KAABI et al., 2021; VARJANI, 2016; JYOTI; SINHA;
FAGGIO, 2022). Os processos tecnoldgicos que sao ecologicamente corretos, utilizam
métodos bioldgicos como a biorremediacdo (aplicagdo de organismos vivos para
degradar/desintoxicar) para remocdo de poluentes de origem petrolifera encontrados na
natureza (VARJANI, 2016).

No entanto, é importante encontrar espécies que possam se adaptar as
caracteristicas da agua produzida, principalmente pelo teor de hidrocarbonetos, alta

salinidade e presenca de nitrato/nitrito e fosforo.
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3.3.1 Microalgas

Microalgas ou fitoplancton (‘phyto'=planta; 'planktos’ = feito para vagar)
(SUPARMANIAM et al., 2019) sdo organismos microscopicos, fotossintetizantes e
eucaridticos (DUARTE et al., 2021), responsaveis pela maior parte da fotossintese no
planeta (SEVERO; NASCIMENTO; FAGUNTES, 2021). Esses microrganismos usam
energia solar, nutrientes, CO> para produzir biomassa rica em lipidios, proteinas,
carboidratos e outros compostos organicos valiosos (PESSOA et al., 2022; MATOS,
2021), e sdo agrupados em quatro grupos principais: (1) diatoméaceas, 2) algas verdes, (3)
algas douradas e (4) cianobactérias (algas verdes azuis) (ZAINITH et al., 2021).

Esses microrganismos possuem um sistema simples, de crescimento celular para
perpetuar a espécie, com isso permitindo rapida proliferacdo e sobrevivéncia por um
longo periodo em varias condi¢cGes ambientais adversas (SUPARMANIAM et al., 2019).
Também vivem em ambientes marinhos ou de dgua doce (KUMAR, et al., 2022). Além
de resistirem a varios contaminantes e podem ser cultivadas em terras improprias para
outras finalidades (DEBOWSKI et al., 2020).

Para seu desenvolvimento e producdo as microalgas necessitam de
macronutrientes (maior concentracdo) e micronutrientes (menor concentracdo). Os
macronutrientes basico independente da especie sdo: nitrogénio, fosforo e carbono séo os
nutrientes inorganicos primarios. J& os micronutrientes essenciais sdo: Mo, K, Co, Fe,
Mg, Mn, B e Zn (ZAINITH et al., 2021). A concentragdo dos macros e micronutrientes
vao variar de acordo com o processo metabélico de cada espécie de microalga (DUARTE
etal., 2021).

De acordo com as caracteristicas metabolicas (energia e fonte de carbono
utilizada) (KUMAR et al., 2022) e a oferta nutriente que o meio de cultura disponha, as
microalgas podem ser agrupadas em trés ordens: cultivo autotréfico, heterotréfico e
mixotrofico (ZHOU et al., 2020; ANDRADE e FILHO, 2014).

As microalgas autotroficas necessitam da fotossintese e usam o carbono
inorganico, como fonte primaria de carbono, além de usarem a luz natural ou artificial
como fonte de energia (DUARTE et al., 2021). Por outro lado, no sistema heterotrofico
(do grego heteros, outros e trophos, que come) as microalgas utilizam compostos
organico produzidos por fontes externas para atender as demandas energéticas
(ANDRADE e FILHO, 2014) e podem ser mantidas sem iluminacdo. No cultivo
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mixtréfico, o carbono como fonte para o crescimento de microalgas inclui tanto
inorganicos (CO2), como o carbono organico (por exemplo, a glicose), com isso 0
mixtrofico é a combinagdo do cultivo autotréfico e heterotrofico (PETER et al., 2022;
ZHOU et al., 2020; ANYANWU et al., 2018)

O sistema de cultivo das microalgas pode ser feito de duas maneiras principais:
aberto (tanques ou lagoas) ou fechado (fotobiorreator). O cultivo aberto € mais simples a
construcdo e manutencdo quando comparado o sistema fechado. Porém existe algumas
limitacGes do sistema aberto, como 0 mau uso da luz pela célula, perdas por evaporagéo,
grande exigéncia de terra e risco de contaminacdo. Por outro lado, o cultivo fechado é
mais eficiente no controle do sistema, com isso ha uma produtividade maior,
contaminacdo reduzida, captura superior de CO: e desenvolvimento controlado
(ZAINITH et al., 2021; SEVERO; NASCIMENTO; FAGUNTES, 2021; ANYANWU et
al., 2018).

A biorremediacdo através das microalgas pode ser afetada por algumas variantes
no processo de cultivo deste microrganismo. Os fatores que interferem na remediacéo
eficiente vdo desde a escolha da espécie, até variantes nutricionais, como nitrogénio,
fésforo, potassio como outros macro e micronutrientes. Também condigdes ambientais,
como temperatura, pH, salinidade, carbono inorganico, oxigénio, intensidade de luz e
CO». Outras condigdes que devem ser levadas em consideracdo, sdo as seguintes:
agitacdo, mistura, largura, profundidade do biorreator entre outros (ZAINITH et al., 2021;
ANYANWU et al., 2018)

3.3.2 Fungo filamentoso

O reino Fungi é composto pelos bolores, cogumelos, liquens, leveduras entre
outros. Esses microrganismos vivem como saprofitos, parasitas ou mutualistas, por
exemplo, plantas (micorrizas) ou algas (liquens). Os fungos filamentosos séo
classificados como organismos eucarioticos, heterotroficos, absortivos que tipicamente
desenvolvem um corpo tubular ramificado chamado micélio e se reproduzem por meio
de esporulacdo (HARMS; SCHLOSSER; WICK, 2011). Alguns destes organismos
(fungos extremofilos) possuem tolerancia a condi¢cdes ambientais extremas (temperaturas
de -5 a +60°C; pH de 1 a 9). (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016;
HARMS; SCHLOSSER; WICK, 2011).
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Esses organismos utilizam suas hifas fungicas para aprisionar e adsorver solidos
suspensos, com objetivo de supri sua demanda por energia e nutrientes. Eles excretam
algumas enzimas que contribuem para a degradacdo de substrato no decorrer da

purificacdo de efluentes residuais (RANI et al., 2019).

Os fungos tém a capacidade de realizar a biorremediacdo de inumeros efluentes,
como poluentes organicos persistentes (POPS), corantes téxteis, hidrocarbonetos de
petrdleo, efluentes da industria de papel e celulose, efluentes de curtimento de couro,
HPAs, pesticidas (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016). Os géneros
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Cladosporium e Varicospora sédo os fungos mais
estudados devido a sua capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos. O fungo
filamentoso Cladosporium sphaerospermum € capaz de degradar PAHs de cinco e seis
anéis usando enzimas extracelulares de degradacédo de lignina e purifica solos poluidos
por HPAs (MACAYA et al., 2019).

3.3.3 Biorremediagao de AP a partir de microalgas e fungos filamentosos

O tratamento de efluentes utilizando microalgas tem se mostrado uma alternativa
sustentavel devido a capacidade em utilizar determinados contaminantes como fonte de
nutrientes. Por exemplo, 0 BTEX presente em AP pode ser usado como fonte de carbono
para algumas espécies de microalgas, no entanto pode ocorrer inibicdo em seu
crescimento devido ao aumento da concentracdo de BTEX e tempo de contato (AL-
GHOUTI et al., 2019). Normalmente, APs apresentam compostos toxicos que podem
inibir o crescimento das microalgas, no entanto, possuem concentragdes de nitrogénio e
fésforo em sua composicdo, 0s quais sdo nutrientes necessarios para o metabolismo
microalgal. A alta salinidade em AP é um desafio para o cultivo de microalgas, porém, o
tratamento pode ser satisfatorio utilizando espécies resistentes a hipersalinidade. Esse tipo
de cultivo/tratamento produz biomassa, a qual pode ser usada como matéria prima para
producéo de produtos de valor agregado (HAKIM et al., 2018). Por exemplo, Probir Das
et al. (2019), utilizaram a Chlorella sp. para tratar agua produzida suplementada com
Nitrogénio e Fosforo, apos 15 dias o rendimento de biomassa microalgal foi de 1,72 gL,
atingindo uma remocéo de 73% de carbono organico total (COT) e 92% de nitrogénio
total (NT). E Arriada e Abreu (2014), avaliaram apenas a viabilidade de crescimento da

microalga marinha Nannochlopsis oculata em diferentes concentracfes de agua
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produzida. N. oculata apresentou crescimento significativo em meio diluido (50%) e
puro, embora obtendo menores rendimentos de biomassa para 0 meio com 100% de
efluente.

Uma variedade de fungos filamentosos isolados de areas contaminadas por
hidrocarbonetos € capaz de mineralizar compostos de petréleo (GARGOURI et al., 2015).
A maior parte dos fungos filamentosos ndo sdo capazes de degradar totalmente os
hidrocarbonetos aromaticos, tornando-os apenas em produtos com menor toxicidade e
mais suscetiveis a decomposicdo por bactérias (STELIGA, 2012). A capacidade de
remocdo significativa de hidrocarbonetos por fungos foi demonstrada por Okoro (2008),
estudou o uso de culturas puras dos fungos filamentosos Penicillium sp. e Aspergillus
niger na biodegradacéo de hidrocarbonetos em AP com um teor de 6leo e graxa de 1407
mg L contendo varias fragdes de hidrocarbonetos de petrdleo, incluindo n-alcanos (608
mg L), aromaticos (13,88 mg L), compostos de nitrogénio, enxofre e oxigénio (NSO)
(12,68 mg LY e PAHs (0,833 mg L1). Ap6s 120 dias tratamento os resultados mostraram
que as taxas de biodegradacdo foram levemente maiores usando a A. nigger do que
Penicillium sp., no qual a cultura de Penicillium sp. alcangou uma remocéo do teor de
6leos e graxas (TOG) de 94,86%, reduzindo para 65,5 mg L de n-alcanos, 0,98 mg L*
de aromaticos, 1,64 mg L de compostos NSO e 0,0021 mg L™ PAHS, e a cultura de A.
niger removeu o teor de 6leo e graxa em 95,8%, reduzindo para 56,5 mg L de n-alcanos,
0,65 mg L de aromaticos, 0,96 mg L™ de compostos NSO e 0,008 mg L PAHs. De
forma semelhante, Okoro e Amund (2010), uma cultura de Aspergillus fumigatus foi
capaz de reduzir os hidrocarbonetos para 78,5 mg L™ de n-Alcanos, 1,58 mg L* de
aromaticos, 1,22 mg L™ de compostos NSO (1,22 mg L) e 0,0168 mg L™ de PAHSs.

3.34 Co-cultivo de microalgas e fungos para tratamento de efluentes

Se relata uma correlagdo positiva quando fungos filamentosos sdo utilizados
juntamente com o cultivo de algas. A relacdo simbidtica natural entre microalgas e fungos
ou cianobactérias e fungos também denominada como liquens existe had mais de 600
milhdes de anos (DAS et al., 2022).

As relagbes podem ser de mutualismo (as duas especies se beneficiam
concomitantemente) ou comensalismo (apenas uma espécie se beneficia). Um exemplo
de comensalismo/mutualismo entre bactérias e microalgas, é que algumas espécies

microalgas necessitam de vitamina B12, que pode ser produzido pelas bactérias (LUTZU
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e DUNFORD, 2018). Na Tabela 2 pode ser verificado alguns trabalhos desenvolvidos

no sistema de co-cultivo entre microalgas e fungos na remediacao de efluentes.

Tabela 2: A utilizacdo de microalgas e fungos filamentosos na remediacéo de efluentes.

Aguas Fungos Microalgas Remoc&o de nutrientes Rendimento Referéncia
Residuais DQO Nitrogénio  Fésforo de biomassa
Total Total
Aguas residuais | Aspergillus Chlorella sp. 70,68% 67,09% 88,39% 4215gL* (YANG; LI;
de melago p. WANG, 2019)
Pasta de biogas Pleurotus Chlorella 41,29- 42,53~ 40,28- | 0,071-0,162 (CAOcetal.,
geesteranus vulgaris 65,37% 73,53% 76,66% gL'dia? 2017)
Pasta de biogas | Ganoderma Chlorella 45,65- 46,25- 48,76— | 0,086-0,183 (CAOetal.,
lucidum vulgaris 70,24% 75,57% 78,26% | g L* dia! 2017)
Pasta de biogas Pleurotus Chlorella 37,92— 40,39- 39,11- | 0,064-0,153 (CAOetal.,
ostreatus wilgaris | 62.38% | 67.72% | 7136% g L% dia’ 2017)
Aguas residuais | Ganoderma Chlorella 79,74% 74,28% 85,37% 477gL? (GUO etal.,
de suinos lucidum vulgaris (0,45gL* 2017)
dia™ %)
Estrume suino Aspergillus Chlorella 70,34% 44,68% 84,70% / (ZHOU et al.,
diluido sp. vulgaris (TN); 2012)
23,23%
(aménio)
Efluente Trichoderma | Scenedesmus > 74% > 44% > 93% / (SRINUANPAN
secundario de reesei sp. etal., 2018)
plantas de
processamento

de frutos do

mar
Pasta de biogas | Ganoderma Chlorella 68,29% 61,75% 64,21% 0,174gL* (ZHOU;
. . L ZHANG,; JIA,
0, 1 ’ )
(55% de CO, lucidum vulgaris dia 2018)
inicial
concentrag&o)

*DQO - Demanda quimica de oxigénio.
Fonte: Adaptado de LIN et al., 2023.

3.35 Remocdo de nitrogénio e fosforo através do sistema de monocultura e

consarcio fungo-microalga

A eutrofizacdo dos ambientes aquaticos oriundas de altas concentracdes de fosforo
(P) e nitrogénio (N), instiga preocupac¢édo ambiental devido a formacao de rejeitos solidos
e emissoes de gases nocivos para a atmosfera (CHAI et al., 2021). Os microrganismos,
como os fungos filamentosos possuem a capacidade de consumir nitrogénio organico e
inorganico, porém as microalgas exercem uma eficiéncia maior, para degradar esses

contaminantes. O sistema em simbiose da microalga com fungo, poder ser mais efetivo
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do que sistema de monocultura (LENG et al., 2021). Na tabela 3, € demonstra alguns

trabalhos sobre a biorremediagdo dos contaminantes nitrogénio e fésforo em diferentes

efluentes, através da monocultura e do consoércio dos microrganismos (fungo e

microalga).

Tabela 3: Biorremediagdo dos contaminantes nitrogénio e fosforo em diferentes efluentes através da

monocultura e dos consdrcios dos microrganismos.

Aguas Residuais Microalgas Remocao de nutrientes Referéncia
Nitrogénio Fosforo
Efluente de digestor Scenedesmus sp 1:273mg L! 1:58,75mg L™ (KIM et al.,
anaerobio >99,19% 98,01% 2015)
Efluentes de Scenedesmus sp 1:343mg L? 1:6,6 mgL*! (FONTOUR
curtume 85,63% 96,78% Aetal.2017)

Poluentes por FBRs Monoraphidium sp., I: 274 mg L 1:19,1mg L* GIL-

Desmodesmus subspicatus, 89,9 % 99,7% I;Qa:)l’l EEZDS
Nannochloris sp.

Aguas residuais de Tetradesmus obliquus | (ensaio 1): 284,8 + 0,18 mg I (ensaio 1): 15,3+ 0,01 mg (SALAZAR
uma estufa Lt Lt etal, 2023)
hidrop6nica I (ensaio 2): 235+ 0,29 mg L* | 1 (ensaio 2): 8,8 +0,04 mg L

comercial (ensaio 1): 97,5 e 100% (dias !
13 e 15, respectivamente) (ensaio 1): 100% (3 dias)
(ensaio 2): 100% (dia 8) (ensaio 2): 100% (3 dias)

Aguas residuais de Fungos Microalgas 1: NH,* -N = 680,7 + 23,1 mg 1:1454 +13,7mg L? (WREDE et

suinos diluidas com Aspergillus Thraustochytr Lt Fung.: 31% al., 2014)

agua do mar estéril fumigatus id (Af/Thr) e Fung.: 43% M: (Thr): 18% (Tc):40%

(Af) Tetraselmis M: (Thr): 30% (Tc):32% C: (Af/Thr): 69%
chuii (Af/Tc) | C: (AfThr): 86% (Af/Tc):77% (AFITC):51%
Efluente de melago Aspergillus Chlorella 1: NT =407,5mg L%, NH; -N 1:30,4mgL* (YANG et al.,
sp. vulgaris =170mg L* Fung.: 40% 2019)
Fung.: 18,20% M: 30%
M: 44,39% C: 88,39%
C: 67,09% e NHs -N = 94,72%
Aguas residuais de Penicillium Chlorella I:NH, -N=1545+26 mg L 1:249+22mgL? (SONG et al.,
molho de soja sp pyrenoidosa LNT=172,4+109mg L? Fung.: 0,9+0,02mg L*d? 2022)
Fung.: 18,20% M:3,3+0,01 mgL*d?
M: 44,39% C:41+018mgL"'d!
C:67,09% e NH3 -N = 94,72%
Aguas residuais de Aspergillus Chlorella I:NT=611,30+ 1,78 mg L 1:49,59 + 1,45 mg L? (WANG et
amido de batata oryzae pyrenoidosa Fung.: 73,96 % Fung.: 82,57% al., 2022)

M: 52,81 %
C: 83,56 %

M: 42,18%
C:96,58%

*] — Concentragdo inicial do contaminante, Fung. - Fungo, M - Microalga, C- Co-cultivo.

Fonte: Autora, 2023.
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Como pode ser visualizado na Tabela 2 e 3, a utilizagdo do co-cultivo entre
microalgas e fungos em tratamento de efluente residuais é atual. No entanto, trabalhos
usando este sistema de cultivo para biorremediacdo de 4gua produzida, que é foco do

trabalho, ainda néo esta difundido como uma das possibilidades de tratamento biologico.

4 METODOLOGIA

4.1 Espécies de fungos filamentosos e microalga

A microalga utilizada foi a espécie Tetradesmus sp. LCE-01 (Figura. 4). Mantida
em meio solidificado de agar nutriente (Kasvi®), e em meio liquido para uso como
inoculo de BG-11 (blue-green medium) (RIPPKA et al., 1979).

As espécies de fungos filamentosos usados foram Penicillium oxalicum Currie &
Thom URM 7170, Aspergillus niger Thiegh URM 7282 e Cunninghamella echinulata
Thaxt URM 7150 (Figura. 4), adquiridas frente & Micoteca URM da Universidade
Federal de Pernambuco. As espécies fungicas foram mantidas em meio BDA (Batata
Dextrose Agar). Para a suspensdo de esporos foi utilizada uma solucéo estéril de Triton
0,1% (v/v), ap6s um periodo médio de crescimento de 10 dias, e a concentracdo de

esporos foi determinada a partir do procedimento de contagem em camera de Neubauer.

Figura 4: Microrganismos utilizados nos experimentos (fungos filamentosos (suspenséo de esporos)
e microalga (células). Imagem de microscdpio 6ptico com aumento de 400x.

Cunninghamella echinulata
Tetradesmts sp.

/

Aspergillus niger Penicillium oxalicum

e

Fonte: Autora, 2023.
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O efluente sintético foi baseado no meio de cultura BG-11 (RIPPKA et al., 1979),

especificamente usado para o cultivo de microalgas observando também o meio Bushnell-

Haas utilizado em testes de degradacdo por espécies fungicas (ATAKPA et al., 2022;
BEMGUENAB e CHIBANI, 2021) de forma a atender ambas as necessidades

nutricionais desses grupos microbianos (Tabela 4) e petrdleo bruto fornecido pela

Petrobras campo Pilar.

Tabela 4: Composicéo do meio de cultura utilizado nos experimentos (BG-11).

Composto BG-11 (g/ L) BG-11 modificado (g/ L)
NaoMG EDTA 0,001 0,002
Citrato férrico de amoénio 0,012 0,024
Acido citrico . 1H,0 0,012 0,024
CaCl; . 2H,0 0,036 0,072
MgSOs . 7TH20 0,075 0,150
KoHPO4 0,04 0,170
H3BOs 0,003 0,003
MnClIz . 4H.0 0,002 0,002
ZnS0s4 . TH20 0,0002 0,0002
CuSOq . 5H0 0,00008 0,00008
COCl; . 6H20 0,0005 0,0005
NaMoOs . 2H20 0,0004 0,0004
Na2COs3 0,02 0,02
NaNOs 1,5 1,5

Fonte: Autora, 2023.

Em relacdo ao petrdleo, a empresa forneceu um laudo no qual especificou que o

mesmo possui densidade 0,7781 g cm™ e grau API 49,4 (Petrobras, 2022). Com o intuito
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de confirmar a presenca de alcanos no petroleo, realizou-se uma andlise de espectrometria

no infravermelho por transformagéo de Fourier (FTIR).

O petrdleo bruto foi solubilizado em hexano e analisado em espectrofotdmetro
Shimadzu (modelo IR-Affinity-1), havendo a corre¢do do espectro pela analise somente
do hexano (branco). O espectro foi verificado na faixa de comprimento de onda entre 500

a 4000 cm™, e nimero de scan de 64, com acessorio de refletancia total atenuada (ATR).

4.3 Sistema de tratamento

Frascos vitreos cilindricos Drechsel® de 500 mL (60 mm de didmetro externo)
foram utilizados para simular o comportamento de um reator coluna de bolhas, e
receberam 400 mL de volume util. Sob incidéncia luminosa artificial constante de 100
umol fotons m? st (radidmetro Delta Ohm 2302.0) para os experimentos contendo
microalga. O sistema foi aerado com o uso de um compressor (JEBO 660; 2 L min™) a
uma taxa de 0,5 vvm (Figura 5).

A concentragdo de esporos utilizada foi de 10* esporos mL™ para os experimentos
contendo fungo, e em torno de 50 mg L™ para a concentragio de microalgas. O pH desses
meios foram ajustados conforme a necessidade do microrganismo utilizado, desta forma
para meios com apenas microalga o pH foi mantido entre 8 e 8,5, enquanto para o fungo
filamentoso e o consdcio microalga-fungo o pH foi mantido entre 7 e 7,5. Todos 0s

experimentos tiveram uma duracao de 7 dias e foram realizados em duplicata.

Figura 5: Sistema de tratamento.

Fonte: Autora, 2023.
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4.4 Experimentos preliminares

Inicialmente, em todos os experimentos foram utilizados agua produzida sintética
(meio de cultura BG11 modificado com petréleo bruto) com concentragdo de 500 mg L
! de petréleo. Nesses experimentos, se utilizou as trés espécies flngicas de forma a
verificar qual seria mais adaptada ao sistema para ser utilizado nas etapas de otimizacio
das condicBGes ambientais e nutricionais. Os experimentos realizados estdo resumidos na
Tabela 5.

Tabela 5: Resumo dos ensaios experimentais realizados.

Microrganismo Condicdes do processo
Sem microrganismo — Controle lluminag&o e aeracdo constantes, por 7 dias, pH 7-7,5
Tetradesmus lluminag&o e aeracdo constantes, por 7 dias, pH 8-8,5

Tetradesmus +
Cunninghamella echinulata
Tetradesmus +
Penicillium oxalicum
Tetradesmus +
Aspergillus niger

lluminag&o e aeracéo constantes, por 7 dias, pH 7-7,5

lluminacgdo e aeracdo constantes, por 7 dias, pH 7-7,5

lluminacg&o e aeracdo constantes, por 7 dias, pH 7-7,5

Cunninghamella echinulata Aeracao constante, por 7 dias, pH 7-7,5
Penicillium oxalicum Aeracao constante, por 7 dias, pH 7-7,5
Aspergillus niger Aeracao constante, por 7 dias, pH 7-7,5

Fonte: Autora, 2023.

4.5 Otimizacao das condi¢bes ambientais e nutricionais
Todos os experimentos foram conduzidos nas mesmas condi¢des experimentais

descritas na secdo 4.4, com as devidas modificacBes sendo mencionadas abaixo.

4.5.1 Avaliacdo da influéncia da concentracdo de TOG sobre o tratamento

Apbs se verificar qual fungo sera o de maior eficiéncia na remoc¢édo de 6leos e
graxas, se avaliou o efeito da concentracdo de éleo no tratamento aplicando ao sistema

concentragdes iniciais de TOG entre 312-2500 mg L.

4.5.2 Avaliacdo da influéncia da salinidade sobre o tratamento

Em seguida, se avaliou o efeito da salinidade no crescimento e na capacidade de
remover TOG pelo fungo e microalga de modo a verificar se hd alguma limitacdo

expressiva que possa comprometer o processo de tratamento, uma vez que a agua
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produzida real costuma conter um significativo teor salino, porém ha as excecoes,
dependendo das condicdes fisicas e quimicas do poco. A salinidade aplicada variou entre

5-50 g L. A concentragdo inicial de TOG foi de 2500 mg L™ em todos os experimentos.

4.5.3 Avaliacdo do consumo de nitrato e fosforo sobre o processo de tratamento

Por fim, se verificara a remoc&o de nitrogénio e fosforo no efluente de forma a
adequar o efluente sintético as necessidades nutricionais dos microrganismos. Se utilizou
os seguintes valores: 25, 50 e 100 mg L™ de nitrogénio de nitrato e concentragio de
fosforo em torno 30 mg L. TOG inicial utilizado foi de 2500 mg L™.

45.4 Verificagdo do pH durante os cultivos com o fungo e/ou microalga

O pH é um dos pardmetros ambientais mais importantes para garantir o bom
funcionamento do cultivo microbiano (ZAINITH et al., 2021). Por isso, ele sempre foi
monitorado em todos os experimentos e verificando-se o comportamento de crescimento
para o fungo e microalga em separado e em seu co-cultivo de forma a avaliar a melhor
forma de controla-lo de modo a ndo interferir no metabolismo de ambos os grupos

microbianos.

4.6 Analises realizadas
4.6.1 Analise do teor de 6leos e graxas (TOG)

Para determinacdo de Oleos e graxas, foi utilizado o método gravimétrico por
extracdo com hexano na proporcdo 5:1 de meio:hexano. O hexano foi adicionado a
amostra e agitado por 2 minutos, em seguida transferido para um baldo de separacao, apds
10 minutos a parte contento o solvente foi levado a estufa a 55°C em cadinho previamente

tarado por no maximo 48 horas, verificando-se a completa evaporacédo do solvente.

Calculo:
TOG (mg) =N fc (1)
L | %4

Onde:
N = massa do residuo seco (massa da capsula com o extrato seco menos a tara da capsula)
emg;
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V = volume tomado da amostra, em mL;
fc = fator da curva de correcdo (igual a 2,4999), visualizado na curva padréo

disponibilizada na Figura 6.

Durante os experimentos, verificou-se que quando uma alta salinidade estava
presente no meio, a mesma exercia influéncia na gravimetria do TOG ap0s extragdo com
hexano e por isso foi necessario a elaboracdo de uma curva padrdo de correcdo da
salinidade. Na Figura 7, é possivel visualizar o fator de correcdo para a salinidade. Logo
na Equacdo 1, além de fc, tem-se também o fc¥, que deve ser multiplicado pela

concentracdo de sal para ser subtraido no TOGcorrigido (0 qual utilizou o fc).

Figura 6: Curva padrao de correcdo do TOG medido por gravimetria.
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Fonte: Autora, 2023.

Figura 7: Curva padrdo de correcio do TOG em funcéo da salinidade.

TOGmedido = 11,144 NaCl + TOGeotrigido
500 + R2=0.0186

TOG comigido pela salimdade

0 } } } } } |
0 10 20 30 40 50 60
NaCl (g/L)

Fonte: Autora, 2023.
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4.6.2 Determinacao de peso seco celular

Para determinagdo do peso seco, utilizou-se os solidos que foram separados na
etapa de centrifugacdo apés a etapa de extracdo com hexano para TOG. Eles foram
transferidos para capsulas previamente taradas em estufa a 105°C por 2h, ou até peso

constante, em seguida resfriadas em dessecador por 15 minutos e pesadas.

Calculo:

Peso seco celular (PS) (mg) =~.10¢ (2)
L |4

Onde:

N = massa do residuo seco (massa da capsula com o extrato seco menos a tara da capsula)

emg;

V = volume tomado da amostra, em mL.

4.6.3 Determinacao de fosforo total

Se utilizara o método do &cido ascorbico (APHA, 2018b). Em tubos de ensaio foi
adicionado 1 mL de &gua destilada, 1 mL da amostra previamente filtrada e 0,4 mL da
solucdo desenvolvedora de cor, os tubos foram, entdo, tampados e foi esperado um
periodo de 30 min, em seguida foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 706
nm (Shimadzu, UV-mini 1240).

Calculo:
Fosforo Total (FT) (POs*) ("—z-‘l): fcx Abs* Diluicio 3)

Onde:
fc = fator da curva, visualizada na Figura 8;
Abs = Valor da Absorbancia obtida em espectrofotémetro;
Diluicdo = Diluicio da amostra.
Para a conversdo em fosforo basta multiplicar pela relacéo entre as massas
moleculares de fdsforo e fosfato, de 31 e 95 g/mol, consistindo em um fator 31/95.
A solucdo desenvolvedora de cor foi formada pela fracdo das solucdes dada a
seguir e possui estabilidade de 4 horas.
A =0,5; B=0,05; C=0,15; D=0,3.
Solucdo A: acido sulfurico 5 N; Solucéo B: tartarato misto de antimdnio e potassio
hemihidratato: 1,3715¢g de K(SbO)C4H106.1/2H,0 para 500 mL de agua; Solugéo C:
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molibdato de amdnio: 20 g de (NH4)sM07024.4.H20 em 500mL de agua e Solucéo D:
acido ascoérbico 0,01M, 0,44 g paral00 mL de &gua.

Figura 8: Curva padréo de fosfato total.
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Fonte: Autora, 2023.

4.6.4 Determinacéo do pH
Para a determinacdo de pH foi transferido uma aliquota da amostra para um
Becker, e levado ao pHmetro previamente aferido (tampdes pH 4,0 e pH 7,0), operando-

o de acordo com as instru¢des do manual do fabricante (TECNAL).

4.6.5 Determinacao de nitrato

Se utilizara o método de reducédo por cadmio (APHA, 2018c). Para determinagéo
da concentracdo de nitrato as amostras foram filtradas em filtros de 0,45 um e diluidas
100x com &gua destilada. Transferiu-se 10 mL da amostra para tubo tipo Falcon e foi
adicionado 1,5 mL da suspenséo de hidréxido de aluminio, agitou-se vigorosamente e em
seguida centrifugado a 3500 rpm por 10 min. Na sequéncia o sobrenadante foi filtrado
em filtros de 0,45 pum e adicionado 0,1 mL de HCI e homogeneizado. A leitura em
espectro foi realizada em cubeta de quartzo e a leitura foi efetuada em dois comprimentos
de onda: 220 nm (nitrato + matéria orgénica) e 275 nm (apenas matéria organica). Para

construcdo da curva padréo se utilizou nitrato de sédio e suas diluicdes (Figura 9).

Calculo da absorbancia: Absorbancia = Abs. 220 nm — 2 x Abs 275 nm 4)

Para o preparo da suspensdo de hidroxido de aluminio (adaptado de CAWSE,
1967) transferiu-se 125 g de sulfato de aluminio e potassio [AIK(SO4).12H,0] para
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béquer de vidro de 2.000 mL e adicionar 1.000 mL de &gua destilada. Agitou-se para
dissolver o reagente e aqueceu-se a mistura até 60°C. Em seguida, foi adicionado
lentamente, em agitacdo, 250 mL da solugdo de NaOH 2 M. Esperou-se a suspensao
formada sedimentar em repouso de um dia para 0 outro, a temperatura ambiente,
descartando o sobrenadante. O precipitado foi lavado com agua destilada para remocéo
dos ions em solucdo por mais 2 vezes, no minimo, adicionando cerca de 500 mL deagua
destilada por vez, misturando, deixando decantar (por cerca de 2 h) e descartando o

sobrenadante (removendo 0 maximo de sobrenadante possivel).

Calculo:
Nitrato Total (N-NOs') (129)= fcx Abs * Diluicdo 5)
L

Onde:

fc = fator da curva, visualizada na Figura 9;

Abs = Valor da Absorbancia obtida em espectrofotémetro;
Diluicdo = Diluicéo da amostra.

Figura 9: Curva padréo de nitrato total.
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Fonte: Autora, 2023.

4.6.6 Determinacao de nitrito

Se utilizard& o método da solucdo de sulfato ferroso (APHA, 2018d). Para
determinacdo da concentracdo de nitrito, as amostras foram previamente filtradas em
filtros de 0,45 um de diametro de poro e diluidas. Em seguida, transferiu-se 5 mL da
amostra para tubos de ensaio e adicionou-se 200 pL do reagente colorante, e misturou-se
bem por inversdo. A leitura em espectofotdmetro foi realizada na absorbéncia de 543 nm,
entre 10 min e 2 h ap6s a adicdo do reagente colorante. Para a confeccdo da curva padrao

se utilizou nitrito de sédio como padrdo e suas dilui¢cdes (Figura 10).
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Para o preparo da solucdo colorante foram adicionados 100 mL de acido fosforico
85% e 10 g de sulfanilamida em béquer de vidro de 1.000 mL contendo 800 mL de agua
destilada sob agitacdo magnética até a dissolucdo completa da sulfanilamida. Em seguida
adicionou-se 1 g do dicloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina agitando para dissolver,
completando o volume em baldo de 1000 mL. Essa solugéo ¢ estavel por cerca de 1 més

quando conservada na geladeira, em frasco ambar, ao abrigo da luz.

Figura 10: Curva padrao de nitrito total.
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Nitrito Total (N-NO ) ("9)= fcx Abs « Diluicio (5)
N —
L

Onde:

fc = fator da curva, visualizada na Figura 10;

Abs = Valor da Absorbancia obtida em espectrofotémetro;
Diluicdo = Diluicéo da amostra.

4.6.7 Determinacéo de nitrogénio amoniacal

O procedimento utilizado foi uma adaptacdo do Método de Kjeldahl utilizado para
efluente agroindustriais, consistindo como na metodologia de 2 etapas: destilagéo e
titulacdo (1AL, 2005).

Na destilacdo do nitrogénio, nos tubos proprios do sistema, se adiciona 50 mL da
amostra e sdo adicionadas 2 gotas de fenolftaleina 1% sendo em seguida acoplados no
destilador de nitrogénio (TECNAL, TE-0363), inseriu-se NaOH 40% até pH alcalino
(mudanca da coloracdo para rosa). Iniciou-se processo de aquecimento da amostra (inicio
do processo de destilacdo) sendo o destilado coletado em um erlenmeyer de 250 mL
contendo acido bdrico. O erlenmeyer continha 25 mL de acido bérico 4%, 2 gotas do
indicador vermelho de metila 0,25% e 2 gotas do indicador verde de bromocresol 0,2%.

A destilacdo ocorreu até que se recolheu um volume de destilado de aproximadamente
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100 mL. Por fim, a solucdo do erlenmeyer foi titulada com acido cloridrico 0,001 N

padronizado até o aparecimento da coloragdo rosada.

Calculo:

Vher* fucr Nuc- 14000 (6)
%4

mg
Nitrogénio Amoniacal ( ? =

Onde:

Vhci = Volume gasto na titulagdo com &cido cloridrico;
frcr = Fator de correcdo da solugdo de acido cloridrico;
N = Normalidade acido cloridrico;

V = Volume da amostra.

Padronizacdo da solucdo de acido cloridrico: Colocou-se certa quantidade de
carbonato de sédio (Na2COs PM=106) em estufa a 100°C por 1 hora, deixou esfriar em
dessecador por 15 minutos. Pesou cerca de 0,25g de bicarbonato isento de umidade,
dissolveu em agua isenta de CO: (previamente fervida), adicionou-se 2 gotas de

alaranjado de metila. Titulou-se com a solucao de HCI até a primeira coloracéo.

Calculo:
2m (7)
0,106V y¢; * Nye

fHa=

Onde:

frci = Fator de correcgdo da solugdo de acido cloridrico;
m = massa do bicarbonato;

Vet = Volume gasto na titulagdo com &cido cloridrico;
N = Normalidade acido cloridrico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas do petroleo utilizado

Como mencionado anteriormente, a empresa forneceu a densidade e o grau API
do petroleo. O grau API foi estabelecido pela American Petroleum Institute (API) para
melhor identificacdo comercial dos diferentes tipos de petréleo. Com isso, existe quatro
classificagBes (Tabela 6). Logo o petrdleo bruto coletado é caracterizado como leve
(Petrobras, 2017). Nesse sentido, é possivel verificar que o petroleo foi composto

predominantemente por alcanos.

Tabela 6: Tipos de petréleo.

Tipos de Grau API Composicéo
petréleo
Leve >30 Composto predominantemente por alcanos, com

possivel porcentagem de 15 a 25% de
cicloalcanos.

Mediano 22 <API<30 | E formado por alcanos, além de uma porcentagem
de 25 a 30 de hidrocarbonetos aromaticos.

Pesado 10<API<22 | E constituido apenas por hidrocarbonetos
aromaticos.
Extrapesado <10 Possui hidrocarbonetos de cadeia longa (superior

ao pentano).

Fonte: Adaptado da Petrobras, 2017.

Para se ter uma ideia da composicdo do petroleo, realizou-se uma analise de
espectrometria de infravermelho (FTIR). Como € possivel visualizar na Figura 11, sdo
verificadas algumas bandas caracteristicas de alcanos. Por exemplo, uma banda de
absorgdo em 2966 cm™ que ¢ caracteristico de estiramento de C-H cm™, uma banda em
1456 cm™* indicativo de dobramento de CH; e uma banda em 1391 cm1, o qual € atribuido
dobramento CHs. Finalmente, em 707 cm™é possivel observar o movimento de rocking

que é associado a quatro ou mais grupos CH2 em uma cadeia aberta (PAIVA et al., 2010).

Mouillet, Farcas e Besson (2008), também trabalharam com o petrdleo leve, em
suas andlises de FTIR encontraram as bandas alifaticas de estiramento (CHs + CH>) em
2923 e 2852 c¢cm e as bandas de deformacéo de metil (1365 cm ~!) e grupos metil

e metileno (3-(CHs + CHy), 1465 cm ). Além disso, a banda atribuida & vibragéo


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/carbene
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esquelética de mais de quatro grupos metileno (CH2), em 720 cm™!, similarmente a este
trabalho.

Figura 11: Espectro de Infravermelho do petrdleo bruto.
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Os fungos filamentosos sdo muito utilizados como biorremediadores de petrdleo e
seus derivados, e nesse sentido, também aplicados para tratamento de agua produzida
(AI-JAWHARI et al., 2015). Adicionalmente, as microalgas estdo presentes em alguns
estudos para o tratamento de dgua produzida de petréleo (GILLARD et al., 2021). No
entanto, em comparacdo aos métodos fisicos e quimicos, sdo poucos os trabalhos que
utilizam tratamento biologico, embora seja um método com menor custo e que garante
melhor sustentabilidade ambiental (DELL’ANNO,2021), ainda apresentam limita¢des
devido principalmente a caracteristica recalcitrante do petr6leo e presenca de outros
contaminantes na agua produzida além de elevada salinidade do efluente (DAS et al.,
2019).

Nesse sentido, é necessario que haja mais estudos buscando microrganismos com
maior capacidade degradativa assim como sistemas de tratamento de efluentes que
garantam uma melhor adaptabilidade a eles para remogéo dos contaminantes presentes na

agua produzida.

Inicialmente, buscou-se selecionar um fungo filamentoso de interesse, dentre 0s
disponiveis (Aspergillus niger, Penicillium oxalicum e Cuninghamella echinulata) e
verificar sua adaptabilidade a microalga Tetradesmus obliquus visando o co-cultivo para

tratamento de agua produzida. Apos isso, verificou-se a capacidade fungica em remover



47

TOG em diferentes concentragdes iniciais de petroleo. Em seguida, estudou-se a
capacidade de sobrevivéncia da microalga e do fungo filamentoso (Cuninghamella
echinulata) em diferentes salinidades, uma vez que € uma caracteristica avaliada na agua
produzida e importante para o cultivo microbiano. No caso do co-cultivo com a
microalga, intensificou-se os estudos para verificar a capacidade das microalgas em
remover contaminantes adicionais na agua produzida, principalmente em forma de
nitrogénio e fosforo, uma vez que elas possuem uma capacidade alta de remocéo deles

em efluentes.

5.2 Triagem dos fungos filamentosos

Em reator coluna de bolhas, com um TOG inicial de 500 mg L utilizando BG-
11 modificado avaliou-se a capacidade dos fungos filamentosos acima citados em
remover TOG sozinhos e em co-cultivo com a microalga. Para fins comparativos
realizou-se um experimento controle e um com apenas a microalga uma vez que a aeragao
forcada (0,5 vvm) ndo era estéril. Nos experimentos com a microalga utilizou-se uma

intensidade luminosa lateral nos reatores de 100 pmol m2s™,

Como ¢é possivel observar na Figura 12, os fungos filamentosos foram eficientes
na remoc¢do de TOG do efluente entre 80-90%, sendo as espécies mais promissoras o

Aspergillus niger e o Cunninghamella echinulata.

De acordo com AL-HAWASH.; (2018); DELL’ANNO, (2021), os géneros
especificos de Cladosporium, Aspergillus, Cunninghamella, Penicillium, Fusarium entre
outros, tem sido relatado na biorremediacgdo de hidrocarbonetos alifaticos e na quebra de
hidrocarbonetos aromaticos. O Penicillium oxalicum apesar de pertencer a um género
muito citado para biorremediacéo de petroleo (AlI-JAWHARI et al., 2015; MAAMAR et
al., 2020), conseguiu remover o TOG apenas em torno de 55-60%, e pode ser um

resultado das condi¢bes ambientais e nutricionais, ou operacionais do reator utilizado.

Percebe-se que a microalga néo exerceu papel significativo na remocdo de TOG
do efluente, provavelmente pelo petroleo possuir compostos que podem exibir toxicidade
celular ou a microalga ndo possuir 0 aparato enzimatico necessario para total
metabolizacdo (LV et al., 2023). No entanto, alguns trabalhos mostram a utilizacdo de

microalgas para remocéo de TOG, por exemplo, Ammar et al. (2018), que estudaram a
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viabilidade do cultivo das microalgas marinhas Nannochoropsis oculate e Isochrysis
galbana em agua produzida (em diferentes cargas de efluente: 10 a 50%) com meio BG-
11 modificado com &gua salgada (salinidade 35 g L), (TOG inicial = 540 mg L™).
Nannochloropsis oculata removeu 66,5% e 89% do 6leo e a Isochrysis galbana removeu

68% a 82% do 6leo quando cultivadas em carga de 50% e 10% de AP, respectivamente.

Figura 12: Triagem dos fungos filamentosos em agua produzida sintética. A) Remogao de TOG (%) e B)
Peso seco.

100 +

|A

=
R

Remogaode TOG (%)
= = ES 2
Controle h-
-
=
=

S PP o S
ég gg 3@ :Esg = = =
S R

3 o

9 25 £F E5 ¥ 8 ®
gz o% 235 38

o g €S ¢

3 7 55 &5

[S 1

Pesoseco(mg/L)
o & &

(=] o o o
Controle h w

(=

4

-
AN+TO[ &
CE + TO |
PO+TO 4

wg %= oy
g 32 €
EE =% 3L
g3 95 83 38
3 ab £3
= = ==
== Q: =
© 3 a K
L g X

Cunninghamella
echinulata (CE) |

Fonte: Autora, 2023.

No entanto, € interessante também mencionar, que apesar de ndo metabolizar
eficientemente o TOG, a microalga foi capaz de crescer produzindo biomassa em
quantidade igual ou superior aos fungos filamentosos, realizando provavelmente

fotossintese captando gas carbénico do ar injetado no reator. E que conseguiu ser
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cultivada em conjunto com os fungos filamentosos produzindo consequentemente mais

biomassa que os fungos cultivados de forma isolada, atuando assim de forma sinérgica.

Existem trabalhos que mostram que o sinergismo entre fungos filamentosos e
microalgas pode ser aplicado ao tratamento de efluentes. O estudo de Zorn et al. (2020),
teve como objetivo avaliar a formacao de biomassa consorciada entre o fungo filamentoso
Mucor circinelloides e a microalga Chlorella vulgaris. Um meio sintético com glicose (2
g L) e nutrientes minerais essenciais para esses microrganismos foi utilizado. Apés 180h
os cultivos de C. vulgaris e M. circinelloides alcangaram as concentracdes de biomassa
em torno de 0,75 e 1 g L%, respectivamente. A biomassa consorciada, composta em sua
grande maioria por micélios fangicos (contribuicdo das células de microalgas na faixa de

11,9 + 1,1%), atingiu valores proximos a2 g L.

De acordo com o trabalho de Tang et al. (2019), o consoércio constituido pelo
fungo (Aspergillus sp. XJ-2) e a microalga (Chlorella sorokiniana XJK), teve melhor
desempenho do que o sistema Unico em termos de remog&o de nutrientes e formacédo de
biomassa no efluente simulado do Dispersed Red 3B (DQO =545mg L™, FT =20 mg
L' e NH4* -N = 100 mg L ™). Os cultivos ocorreram em frascos contendo 100 mL de
meio, a 25 °C, 160 rpm, pH = 6, por 4 dias, na propor¢do fungo:microalga de 1:2. Os
monocultivos de Chlorella sorokiniana XJK e Aspergillus sp. XJ-2, removeram apenas
54,9 e 50%, 50, e 49,8%, 75 e 70% de DQO, FT e NHs* -N, respectivamente. Enquanto
a taxa de remogdo de DQO, FT e NH4" -N atingiu 93,9%, 83,9% e 87,6%,
respectivamente, quando o consdrcio foi usado. A biomassa do fungo foi de 0,75gL !, e
a biomassa da microalga de 0,35 g L™!, quando cultivados isoladamente. No entanto, a
biomassa total dos microrganismos co-cultivados foi de 1,42 g L ™!,

Outra caracteristica interessante visualizada, ¢ que o cultivo dos fungos
filamentosos durante os 7 dias de cultivo, ndo obteve nos biorreatores uma variacao
significativa do pH estando inicialmente com 7,5-8,0, permaneceu nessa faixa nao
necessitando de ajuste. Para a microalga, no entanto, apesar de iniciar o cultivo com pH
do meio no mesmo intervalo elevou-se continuamente para pH até de 10,5, caracteristico
de microrganismos fotossintéticos (DE ANDRADE et al., 2022), apesar de também néo

ser necessario ajuste, pois essa especie microalgal é cultivada tranquilamente nessa faixa.

O mecanismo de ataque e metabolizacdo dos hidrocarbonetos pelo fungo

filamentoso ocorre atraves da aglomeracdo a superficie do petroleo. Percebe-se que a
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aglomeracdo ndo garante que dentro do tempo de tratamento ndo é totalmente
solubilizada, mas que consegue ser facilmente removida do sistema, obtendo-se uma adgua
tratada (Figura 13 A-C).

Figura 13: A) e B) Fungo filamentoso (Cunninghamella echinulata) aglomerado a superficie do petréleo.
C) Imagem de microscOpio dptico com aumento de 400x.

Fonte: Autora, 2023.

Por outro lado, quando os microrganismos foram cultivados em conjunto, houve
necessidade de ajuste de pH diariamente, para valores de 7,3-7,5 de forma a atender
ambas as espécies, pois 0 tamponamento biolégico no efluente sintético ndo conseguiu
ser eficiente. Em alguns trabalhos, dependendo das caracteristicas do efluente, o
tamponamento no co-cultivo fungo-microalga pode existir, ndo necessitando de controle
bioldgico (LIN et al., 2022).

Figura 14: A) Co-cultivo do fungo filamentoso (Cunninghamella echinulata) e microalga (Tetradesmus

obliquus), ambos se aglomerando & superficie do petréleo. B) e C) Imagens de microscopio optico com
aumento de 400x.

B C

Fonte: Autora, 2023.
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Com tudo o que foi mencionado, decidiu-se continuar os trabalhos com o fungo

Cunninghamella echinulata, pelos seguintes motivos:

e Maior capacidade de remocéo de TOG do efluente sintético;

e Maior producdo de biomassa microbiana com consequente melhor
adaptabilidade de consorcio fungo-microalga;

e Menor quantidade de estudos do fungo como biorremediador de petréleo

e seus derivados.

5.3 Avaliacéo da capacidade de remocédo de TOG pelo Cunninghamella echinulata

Verificando que o fungo filamentoso era o maior responsavel pela remocéao de
TOG do efluente e com a finalidade de verificar sua eficiéncia mesmo em concentracfes
elevadas de petrdleo, foram realizados experimentos com concentracdes iniciais de
petroleo entre 312-2500 mg L, com o mesmo aparato da etapa anterior e nas mesmas

condicdes.

Essas concentracBes de TOG, estdo comumente presentes em agua produzida
(AMMAR et al., 2018; OKORO e AMUND, 2010). Percebeu-se que o fungo foi capaz
de crescer bem e tratar o TOG do efluente sintético em todas as concentragdes testadas
com % de remocdo entre 95-98% (Figura 15C). Também foi possivel visualizar uma
producdo de biomassa microbiana proporcional a concentracdo inicial de petroleo
(Figura 15A), chegando a quase 1g L' de peso seco quando 2500 mg L™ de petréleo foi

usado.

Por outro lado, as microalgas produziram em torno de 400-500 mg L' de
biomassa, mas removeram muito pouco do TOG presente no efluente (em torno de 30%)
diminuindo sua eficiéncia com o aumento da concentragdo de TOG (Figura 15B e 15D).
Na literatura é possivel encontrar que as microalgas removem o TOG do efluente, mas
em baixas concentrac@es, como verificado por Ammar et al. (2018) que necessitaram
diluir a 4gua produzida com TOG inicial de 540 mg L. Eles demonstraram que as
concentracOes finais de biomassa das microalgas Nannochloropsis oculata e Isochrysis
galbana diminuem com o aumento da porcentagem de AP (devido a toxicidade). A
concentracdo de biomassa caiu de 1,01 para 0,31 g L™ para Nannochloropsis oculata, e
de 0,899 a 0,314 g L™ para Isochrysis galbana, quando a carga de efluente aumentou de

10% para 50%. Nannochloropsis oculata removeu 66,5% e 89% do 6leo e a Isochrysis
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galbana removeu 68% a 82% do 6leo quando cultivadas em carga de 50% e 10% de AP,

respectivamente.

Figura 15: Tratamento de &gua produzida sintética em diferentes concentracdes de petréleo A) e B)
Remocdo de TOG, C) e D) Peso seco e D) e E) pH durante o cultivo por Cunninghamella echinulata (A, C
e E) e Tetradesmus obliquus (B, D e F), respectivamente.
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Fonte: Autora, 2023.

Por fim, como verificado anteriormente, néo houve mudanga significativa da faixa
de pH durante o cultivo fungico na d&gua produzida sintética, ndo necessitando de controle
de pH (Figura 15E), no entanto, em relacdo as microalgas, o pH continuamente aumentou
até alcancar valores ao redor de 10 (Figura 15F). Os resultados alcangcados estdo em
concordancia com Xie et al. (2013), que realizou um estudo para otimizar o co-cultivo de
microalgas (Chlorella vulgaris) com fungo filamentoso (Cuninghamella echinulata),
para alcancar a remocdo completa de células Unicas de algas do meio liquido, por
peletizacdo. Um dos parametros avaliado foi o pH, em sistema de cultivo, em

monocultura e co-cultivo. Através desta avaliacdo foi constatado que em sistema de
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monocultura a Chlorella vulgaris se desenvolveu melhor em pH alcalino (proximo a 8),
ja o fungo Cuninghamella echinulata tem um crescimento superior em meio &cido (entre
5 e 6,3). Porém em co-cultivo o pH tendia a baixa para valores entre 3,5 e 5, esse
fendmeno no sistema de co-cultivo, divergente do que ocorreu no nosso trabalho, mas

mostrando que o desbalanco do pH pode ocorrer.

Por outro lado, no estudo desenvolvido por Qiao et al. (2022) reafirma-se que o
Cunninghamellla possui uma maior eficiéncia, em pH variando entre 6 e 7, pois através
de sua pesquisa demonstrou, uma maior eficiéncia no co-cultivo entre o fungo
Cunninghamaella echinulata e a levedura Trichosporon fermentans entre 6 e 7 em
efluente de dleo de soja, que estdo coerentes com as condi¢Ges que foram ajustadas no

presente estudo.

5.4 Estudo da adaptabilidade do fungo e da microalga a salinidade

Nessa etapa, verificou-se a capacidade de sobrevivéncia do fungo Cuninghamella
e da microalga Tetradesmus em diferentes salinidades do efluente sintético, uma vez que,
a salinidade é um parametro importante para avaliar a tratabilidade do efluente (SILVA,
2021).

A salinidade da agua produzida proveniente de exploracdo em offshore, possui
altas taxas de sais, em torno de 30 g L™ (ZANDONADE e SANJOMBI, 2015). Também
a AP oriunda da exploragdo onshore contém salinidade superior a dgua do mar (35 g LY)
(OJAGH, FALLAH E NASERNEJAD, 2020), no entanto ressalta-se que esses valores
podem ser bem maiores. Com isso, € uma grande desvantagem para o tratamento
bioldgico visto que a maioria dos microrganismos terrestres crescem melhor em baixa
salinidade. Em relacdo a adaptabilidade para salinidade, os microrganismos sao
classificados em ndo hal6filos (concentragcbes de NaCl menor que 0,2 M,
aproximadamente 12 g L), porém se tolerarem concentragdes de salinas superiores, sio
nomeados como halotolerantes. Os microrganismos que se desenvolvem em
concentragdes de sal, entre 12-30 g L sdo os levemente halofilos (considerados seres
marinhos). Os hal6filos moderados, se adaptam melhor, em condi¢6es salinas contendo
30-150 g L de NaCl. Por fim, os hal6filos extremos tém crescimento satisfatério em
concentracdes de sal maior que 150 g L™ de NaCl (SLIZEWSKA, 2022).
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Nesse sentido, escolheu-se valores entre 0 (condigéo controle) e 50 g L™ deNaCl
adicionados a agua produzida sintética, verificando-se tanto a remocao de TOG, quanto
producéo de biomassa microbiana e pH durante a fermentagdo, com uma concentragéo
inicial de TOG constante e igual a 2500 g L™ (maior concentracgio) (utilizou-se 0 mesmo

aparato experimental das etapas precedentes).

O aumento da salinidade no efluente ocasionou uma reducdo na producdo de
aglomerado fiingico, variando de 1000 para 900 mg L™* e no tratamento da 4gua produzida
de 95% para em torno de 80%, para o efluente sem NaCl adicionado e adicionado 50 g
L, respectivamente (Figura 16A e C). O aumento da salinidade, prejudica a
sobrevivéncia da maioria dos seres vivos devido o estresse osmatico e i6nico (CORRAL,
2019). Porém alguns seres, como por exemplo os fungos, criam diferentes mecanismos
de adaptacio (SLIZEWSKA, 2022).

Em relagcdo as microalgas (principalmente as que habitam em &gua doce) o
aumento da salinidade afeta o desenvolvimento e a fotossintese, ocasionando danos
irreparaveis ao sistema fotossintético. Também, o estresse salino, prejudica atividade de
algumas enzimas especificas, com isso influenciando os processos metabélicos (QIU,
2022; JI et al., 2018). Diante isso, é necessario realizar estudo preliminar variando a
concentracdo de sal, visto que, normalmente, a 4agua produzida apresenta alta

concentragéo salina.

Em relacdo ao cultivo microalgal em diferentes concentracdes de NaCl utilizando
a mesma agua produzida sintética, confirmou-se que a microalga estudada ndo remove
significativamente o TOG do efluente, removendo entre 3-10% o TOG inicial. Por outro
lado, percebeu-se que as microalgas permaneceram vivas em quantidade razoaveis em
todos os experimentos entre 0-25 g L de NaCl, embora o crescimento celular ser
negativamente influenciado pela concentragdo salina, principalmente a 50 g L7,
alcancando peso seco maximo em torno de 300 mg L™ para a condigdo sem salinidade
adicionada, e decrescendo até valores < 50 mg L™ de biomassa para 50 g L™ de NaCl
(Figura 16D e B).

O comportamento obtido através do estudo corresponde com a literatura. Por
exemplo, Ji et al. (2018) avaliou os efeitos fisioldgicos e bioguimicos do estresse salino
(0-12 g L) na microalga de 4gua doce Scenedesmus obliquus XJ002. Constatou que com

0 aumento da salinidade, houve um declinio da producédo de biomassa, do contetdo da
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clorofila e carotenoides. Além de comprometer o complexo de desenvolvimento de
oxigénio (OEC) e o centro de reacédo PSII (fotossistema Il) e consequentemente diminuir
o transporte de elétrons nos lados doador e receptor do centro de reacao, influenciando a

absorcao, transferéncia e aplicacdo de energia luminosa.

Adicionalmente, Yang et al. (2022), verificaram uma producdo inferior de
biomassa com aumento da salinidade (9-36 g L), em ambas as microalgas de 4gua doce
(Chlorella sorokiniana GEEL-01 e Desmodesmus asymmetricus GEEL-05) avaliadas
durante os experimentos. Ressaltando que as microalgas foram completamente inibidas
em 36 g L™ de NaCl, mas removeram 60-80% de nitrogénio total (NT) até 27 g L. As
duas cepas degradaram totalmente o fdésforo total (FT) apos 8 dias de cultivo em aguas
residuais com até 18 g L de NaCl, enquanto 40-80% de FT foi removido sob 27 g L,
corroborando com os resultados desse trabalho.

Figura 16: Tratamento de &gua produzida sintética em diferentes concentracGes de NaCl. A) e B) Peso
seco, C) e D) Remocdo de TOG e E) e F) pH durante o cultivo por Cunninghamella echinulata (A, C e E)
e Tetradesmus obliquus (B, D e F), respectivamente.
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Apesar destas limitacGes devido a alta salinidade, ha pesquisas atuais que
comprovam a utilizacdo de microalgas na biorremediacdo de agua produzida. Por meio
de diluicdo ou adaptacdo gradativa do microrganismo ao efluente. Hakim et al. (2018)
realizou um isolamento de microalgas em regides com alto teor de dleo e verificou sua
adaptabilidade de cultivo em &gua produzida. Apds estudos iniciais, as espécies
promissoras  foram  Menoraphidium, Chlorella, Neochloris,  Scenedesmus,
Dictyosphoerium. No entanto, alguns desses géneros sdo encontrados com mais
frequéncia em agua doce. Hopkins et al. (2019) mostraram que um co-cultivo microalgal

composto por Cyanobacterium aponinum (cyanobacterium), Parachlorella kessleri

(microalga) e varias bactérias halotolerantes, principalmente; pode crescer em AP com
alta faixa de salinidade (entre 15-60 g L™ de SDT — sdlidos dissolvidos totais) obtendo

uma produtividade de biomassa entre 46-51 mg L d?, diminuindo na maior salinidade.

Das et al. (2019) usaram Chlorella sp. para tratar a agua produzida suplementada
com nitrogénio e fosforo. Apos 15 dias, o rendimento de biomassa microalgal foi de 1,72
g L, atingindo remogdes de 73% para COT e 92% para NT, apesar de ser uma espécie
mais proeminente em agua doce. Assim, com base nesses estudos, observa-se que 0
tratamento por diferentes espécies de microalgas tem se mostrado eficiente na remocao
de contaminantes presentes em APs, como DQO, TOC e TOG, e boa adaptacdo ao meio
com diferentes concentracdes de salinidade, apesar de AP tendo alguns componentes que
podem apresentar toxicidade para microalgas.

Em relacdo ao pH durante o cultivo para o crescimento fangico, verifica-se que o
comportamento foi semelhante nos quatro experimentos, ficando em uma faixa constante

entre 6,0-7,5 (Figura 16E), similar aos experimentos das etapas precedentes.

Uma ocorréncia divergente dos ensaios anteriores, em relacdo ao crescimento
microalgal, foi que em elevadas concentragdes salinas (25 e 50 g L™ de NaCl), o pH
durante o cultivo tendia a baixar para valores préximos a 7,0 (Figura 16F), necessitando-
se controla-los diariamente, e isso pode ter sido um dos motivos de produgédo de biomassa
microalgal significativamente inferior aos experimentos com 0 e 5g L de NaCl, pois o
pH afeta diretamente o cultivo microalgal. Uma possivel causa para estar ocorrendo esse
fendmeno, é o fato de que, residuos provenientes de petréleo contém hidrogénio livre,
que ocasiona a acidificacdo do meio. Causando danos para equipamentos, transportes
maritimos, além de tornando o meio aquéatico, indspito para microrganismos
(ALAZAIZA et al.; 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cyanobacteria
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/parachlorella-kessleri
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Para microalgas o pH ideal ¢é alcalino, inclusive para Tetradesmus obliquus,
estando preferencialmente entre 8-9,5 (CASSINI et al.; 2017; ROSLI et al.; 2020), mas
como isso é diretamente relacionado, salinidade e pH, necessita ser melhor estudado do

ponto de vista celular e quimico.

5.5 Avaliacdo da remocdo de nitrogénio e fosforo pelo fungo e consoércio fungo-

microalga

Uma vez que foi verificado que a microalga sozinha ndo removia eficiente 0 TOG
do efluente, principalmente em concentracdes elevadas; de forma a complementar o
estudo, se realizou experimentos avaliando-se diversas concentracdes de nitrato (em
forma de nitrogénio de 25, 50 e 100 mg L) e fosfato (em forma de fésforo em torno de
30 mg L), com o fungo isoladamente e em co-cultivo com a microalga para verificar se
h& uma complementacdo na remocdo desses contaminantes quando a microalga esta

presente.

Pela Figura 17 percebe-se que houve uma remocao significativamente maior
quando o fungo foi cultivado em co-cultivo com a microalga. As microalgas sdo grandes
removedores de nitrogénio e fosforo dos efluentes, contaminantes inclusive, responsaveis
pelo fendmeno de eutrofizacdo em corpos hidricos (DE ANDRADE et al., 2022). O fungo
isoladamente conseguiu remover em torno de 10-15% do nitrogénio inicial (nitrato)
(Figura 17A), enquanto quando cultivado em conjunto com a microalga removeram 63,4,
44,4 e 31,7% do nitrato presente no efluente para as concentracgdes iniciais de 25, 50 e
100 mg/L (Figura 17B).

Em relacdo a remocéo de fésforo no efluente, os perfis para o fungo isoladamente
foram similares nas trés concentragdes de nitrato iniciais utilizadas, tendo um % de
remocdo em torno de 22,28 + 4,13 %. Semelhantemente, a taxa de remocdo nos
experimentos em co-cultivo foram valores proximos, resultando em 36,58 + 4,82 %. E
importante ressaltar que a remocgdo de fosforo foi superior (quase 15%) quando a
microalga estava presente em co-cultivo com o fungo do que o fungo cultivado

isoladamente.

Vaérios trabalhos sdo citados na literatura, tratando efluentes e mostrando a
capacidade da Tetradesmus (filogeneticamente correlacionada com Scenedesmus,

Desmodesmus e Acutodesmus), na grande assimilacdo de nitrogénio e fésforo. Como ha



58

também, pesquisas que mostram a capacidade do co-cultivo de fungos filamentosos e
microalgas para o tratamento de efluente, denominados de ‘liquens’ artificiais, discutindo
sobre as vantagens mutuas que obtém e nas vantagens que podem ser aplicadas para o
tratamento de efluente alcancando maiores valores que se cultivados isoladamente, como

pode ser verificado na secdo 3.3.5.

Figura 17: Tratamento de agua produzida sintética em diferentes concentragdes de nitrogénio por
Cunninghamella echinulata (A) e seu co-cultivo com Tetradesmus obliquus (B).
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Fonte: Autora, 2023.

Em relacdo ao peso seco celular e a remogcdo de TOG nos experimentos em
diferentes concentracdes de nitrogénio (em forma de nitrato), percebeu-se que uma maior
disponibilidade de nitrogénio favoreceu o crescimento celular, assim como a remocéo de
TOG, seja com o fungo isoladamente, ou com seu co-cultivo com a microalga (Figura
18).

Como visto anteriormente, a variagdo do pH nos experimentos, mostrou uma
estabilidade em relacdo ao cultivo fangico, havendo uma inicial acidificacdo, mas com
estabilidade por volta de 7,5 a partir do 2-3 dia de cultivo, ndo necessitando de ajuste de
pH (Figura 19A). Por outro lado, no co-cultivo com a microalga, percebe-se a
alcalinizacdo do meio para valores altos, em torno de 9,0, necessitando-se de correcao
diaria para valores proximos de 7,5 (Figura 19B). Esse fenémeno ja foi visto
anteriormente, mas é importante ressaltar que um maior estudo em relacdo a influéncia
dessa variacdo de pH na sobrevivéncia de ambas as espécies microbianas, assim como

sua interferéncia na remocéo de contaminantes como TOG, nitrogénio e fésforo.
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Figura 18: Peso seco celular e remogdo de TOG durante o tratamento de agua produzida sintética em

diferentes concentragdes de nitrogénio por Cuninghamella echinulata (A e C) e seu co-cultivo com
Tetradesmus obliquus (B e D), respectivamente.
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Figura 19: Variagdo de pH durante o tratamento de agua produzida sintética em diferentes concentracGes

de nitrogénio por Cuninghamella echinulata (A) e seu co-cultivo com Tetradesmus obliquus (B),
respectivamente.
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Fonte: Autora, 2023.

No estudo de Yang et al. (2019), ap6s 5 dias de cultivo em aguas residuas de
melaco (pH = 6,12). O pH do monossitema de fungos (Aspergillus sp.) diminui
rapidamente, em torno de 5, enquanto para microalgas (Chlorella vulgaris) o valor do pH

aumentou, valores proximo a 10. No entanto, o valor do pH no co-cultivo se manteve


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/chlorella-vulgaris
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estavel entre 6 e 7,5. Song et al. (2022) cultivaram a microalga Chlorella pyrenoidosa
e o fungo Penicillium sp. em aguas residuais de molho de soja. Ap6s 6 dias os valores de
pH do cultivo de microalgas e do consorcio microalga-fungo aumentaram gradualmente
até cerca de 9,5, enquanto para o cultivo do fungo o pH se manteve entre 7,5-8. Esses

Resultados corroboram o comportamento encontrado nesse trabalho.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chlorella-pyrenoidosa
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/penicillium
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CONCLUSAO

Através desse estudo foi possivel verificar que o fungo Cunninghamella
echinulata é eficiente para remover o teor de Oleos e graxas (TOG) em efluente
liquido, consegue sobreviver e manter essa eficiéncia mesmo em elevadas
concentracOes de sal, que é uma caracteristica que pode estar presente no efluente
real. Apesar da microalga (Tetradesmus obliquus) nao ser eficiente na remogéo de
TOG, conseguiu resistir a concentracdo de 25 g L™ de NaCl, desempenhou fungdes
importantes quando em simbiose com o fungo, visto que melhora significativamente
a remocdo de nitrogénio e fosforo, contaminantes ambientalmente perigosos. Um
parametro que sempre deve ser levado em consideracdo ¢ o pH, pois o fungo
filamentoso tendeu a manté-lo em valores levemente acido a neutro, enquanto a
microalga tende a aumenta-lo para valores bem alcalinos, portanto para que seu co-
cultivo seja realizado, é necessario que o pH seja controlado para valores entre 7-7,5.
Com isso, 0 estudo demonstrou a aplicabilidade dos microrganismos em co-cultivo
para o tratamento biologico de &gua produzida. Além disso, 0s microrganismos
conseguem produzir uma quantidade relevante de biomassa que pode ser usada em

outros processos biotecnoldgicos.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apesar do trabalho ter sido realizado em efluente sintético, ele abriu um leque de
possibilidade de estudos futuros e que serdo aperfeicoados dentro do grupo de
pesquisa, mostrando sua importancia para o desenvolvimento do processo. Por
exemplo:

Avaliar a influéncia do pH e seu controle no rendimento do processo e sobrevivéncia
dos microrganismos;

Testar as condic@es verificadas em agua produzida de petréleo real;

Testar diferentes intensidade luminosas no cultivo da microalga em conjunto com o
fungo filamentoso;

Verificar a remoc¢do de outros contaminantes da agua produzida real como metais

pesados e demanda quimica de oxigénio.
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