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[bookmark: _Hlk203986761]RESUMO

[bookmark: _Hlk151711418]A exploração de petróleo é uma das principais fontes de energia mundial, mas também gera grandes volumes de água produzida (AP), um efluente com alta concentração de poluentes, que impacta o meio ambiente e gera um grande passivo ambiental para a indústria de combustíveis fósseis. Portanto, o tratamento da AP se torna uma prioridade para mitigar esses impactos, e entre as abordagens de tratamento, o tratamento biológico com microalgas se apresenta como uma alternativa eficiente e sustentável. Nesse contexto, o presente trabalho avaliou a biorremediação da AP utilizando a microalga Chlorolobion braunii, microalga verde de água doce, conhecida por sua tolerância a meios tóxicos. O cultivo foi realizado em biorreatores de 250 L utilizando uma mistura contendo 50% de AP e 50% de meio BG-11 (AP50%), enquanto o cultivo controle foi conduzido utilizando apenas meio BG-11. Os resultados demonstraram alta eficiência na remoção de componentes da água produzida, como nitrato (99,54%), fosfato (77,78%), ferro (94%) e manganês (75%), além da redução da alcalinidade do meio (61%). O rendimento de biomassa total foi de 40 g no cultivo AP50%, utilizando 100 L de AP. A composição da biomassa revelou 11,40% de proteínas, 13,07% de carboidratos e 8,50% de lipídios, com o restante, 67,03%, sendo composto por biochar. A presença de lipídios, principalmente ácidos graxos saturados e monoinsaturados, com destaque para o ácido o palmítico (C16:0) e o elaídico (C18:1ω9t), é relevante para a produção de biodiesel, pois atendem a padrões internacionais de qualidade para o biodiesel. Além disso, o cultivo de Chlorolobion braunii em AP50% resultou na produção de exopolissacarídeos (EPS), com cerca de 30 g de EPS gerados, os quais apresentaram características pseudoplásticas, propriedade de interesse para diversos setores industriais. A pirólise da biomassa gerada a partir do cultivo da microalga resultou em 35,12% de bióleo e 57,69% de gases não-condensáveis, cujo bio-óleo possui hidrocarbonetos, compostos nitrogenados e compostos oxigenados, podendo ser utilizado em diferentes segmentos. A integração da biorremediação com a produção de bioprodutos, como biodiesel, exopolissacarídeos e bio-óleo, apresenta um modelo eficiente de biorrefinaria microalgal, onde a água produzida não é apenas tratada, mas também utilizada como fonte para a geração de bioprodutos com alto valor agregado. 

Palavras-Chave: Biorrefinaria de microalgas; Chlorolobion braunii; água produzida; bioprodutos; tratamento de efluentes.









ABSTRACT

[bookmark: _Hlk151711449]Oil exploration is one of the main sources of global energy, but it also generates large volumes of produced water (PW), an effluent with a high concentration of pollutants, which impacts the environment and creates a significant environmental liability for the fossil fuel industry. Therefore, the treatment of PW becomes a priority to mitigate these impacts, and among the treatment approaches, biological treatment with microalgae presents itself as an efficient and sustainable alternative. In this context, the present study evaluated the bioremediation of PW using the microalga Chlorolobion braunii, a green freshwater alga known for its tolerance to toxic environments. The cultivation was carried out in 250 L bioreactors using a mixture containing 50% PW and 50% BG-11 medium (AP50%), while the control cultivation was conducted using only BG-11 medium. The results demonstrated high efficiency in removing components from the produced water, such as nitrate (99.54%), phosphate (77.78%), iron (94%), and manganese (75%), in addition to a reduction in the alkalinity of the medium (61%). The total biomass yield was 40 g in the AP50% cultivation, using 100 L of PW. The biomass composition revealed 11.40% protein, 13.07% carbohydrates, and 8.50% lipids, with the remaining 67.03% composed of biochar. The presence of lipids, mainly saturated and monounsaturated fatty acids, with emphasis on palmitic acid (C16:0) and elaidic acid (C18:1ω9t), is relevant for biodiesel production, as they meet international quality standards for biodiesel. Additionally, the cultivation of Chlorolobion braunii in AP50% resulted in the production of exopolysaccharides (EPS), with approximately 30 g of EPS generated, which exhibited pseudoplastic characteristics, a property of interest for various industrial sectors. The pyrolysis of the biomass generated from the microalga cultivation resulted in 35.12% bio-oil and 57.69% non-condensable gases, with the bio-oil containing hydrocarbons, nitrogenous compounds, and oxygenated compounds, which can be used in different sectors. The integration of bioremediation with the production of bioproducts, such as biodiesel, exopolysaccharides, and bio-oil, presents an efficient microalgal biorefinery model, where produced water is not only treated but also used as a source for generating high-value-added bioproducts.

Keywords: Microalgae biorefinery; Chlorolobion braunii; produced water; bioproducts; Effluent Treatment.
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Durante a extração de petróleo e gás natural, um efluente chamado água produzida (AP) é extraído em grandes quantidades junto com o óleo. Naturalmente presente nos reservatórios, a AP pode atingir uma proporção de 3:1 em relação ao petróleo (Abbas et al., 2021). Sua composição é complexa e pode conter diversos contaminantes, como compostos de óleo, compostos químicos, minerais e sólidos dissolvidos (Yousef et al., 2020). Esses constituintes variam conforme a localização geográfica do reservatório, o modo de extração e a idade do reservatório (Al-Kindi et al., 2021). Em campos esgotados, o volume de AP pode representar até 98% do total de fluidos extraídos (Abbas et al., 2021). Além disso, projeções da Produced Water Society (2020) indicam que, para 2030, a produção global de AP poderá alcançar, aproximadamente, 240 bilhões de barris.
Dentre os possíveis tratamentos, os métodos biológicos são comumente considerados vantajosos por serem aplicáveis em diferentes temperaturas, diferentes valores de pH e salinidade, além de removerem diversos nutrientes, metais e traços de contaminantes orgânicos de forma sustentável (Abujayyab et al., 2022). Diferente das técnicas por tratamento químico, como o tratamento utilizando sulfato de alumínio, pois há geração de lodo com alumínio residual considerado tóxico, o cultivo de microalgas geralmente requer menor utilização de produtos químicos (Jesus et al., 2024; Khairuddin, et al., 2024). O tratamento da AP, através da utilização de microalgas, envolve três mecanismos definidos: absorção de contaminantes pelas microalgas, acumulação de poluentes dentro das células e degradação de poluentes por meio das atividades metabólicas das microalgas (Abdelfattah et al. 2023). Assim, a biorremediação da água produzida pode ser realizada por meio do uso de microalgas, devido à sua capacidade de utilizar poluentes como fonte de nutrientes (Alsarayreh et al., 2022).
Dentre as espécies de microalgas investigadas para o tratamento da AP, Monoraphidium sp. (Hakim et al. 2018), Chlorella sp. (Godfrey, 2012) e Scenedesmus sp. (Khairuddin, et al., 2024) são as mais comuns. Uma espécie promissora é a microalga Chlorolobion braunii, pertencente à classe das Trebouxiofíceas, como a Trebouxia arboricola, mas ainda é pouco relatada pela literatura; contudo, existem trabalhos que provaram sua resistência frente a cenários de toxicidade (Echeveste et al., 2017; Baracho et al., 2019). Assim, a Chlorolobion braunii pode ser uma potencial candidata para ser empregada em cultivos utilizando AP. 
No entanto, escalonar a produção de biomassa microalgal para um sistema outdoor apresenta desafios. Esses sistemas enfrentam taxas de produção mais baixas e maior risco de contaminação por outros microrganismos, o que pode afetar a qualidade da biomassa (Lane, 2022). Uma estratégia para viabilizar e superar esses desafios são as biorrefinarias integradas, que se apresentam como uma solução de longo prazo, economicamente e ambientalmente viável, com potencial para incrementar a produtividade de biomassa (Fal et al., 2023).
As microalgas possuem características biotecnológicas relevantes para inserção neste conceito de biorrefinaria. A biomassa gerada após a remediação contém diferentes concentrações de biomoléculas como proteínas, carboidratos, lipídios, ácidos graxos e polissacarídeos (Dolganyuk et al., 2020). Entre essas biomoléculas, lipídios podem ser aplicados na indústria de energia, devido ao seu potencial de conversão em ácidos graxos e, posteriormente, em biodiesel (Morales et al., 2021). A biomassa é adequada para sua conversão em biochar, um produto sólido que contém um alto teor de carbono (65–90%), alta área superficial e estrutura porosa, com diferentes usos, como fertilizante e adsorvente (Costa et al., 2023). Além disto, os exopolissacarídeos (EPS) podem ser utilizados na indústria de alimentos, cosméticos e, também, como biolubrificantes (Caetano et al., 2022; Wang et al., 2022).
Portanto, este trabalho procurou demonstrar a viabilidade do cultivo da microalga Chlorolobion braunii em água produzida, explorando uma espécie pouco investigada na literatura, em um sistema outdoor e piloto. A pesquisa busca integrar a biorremediação de efluentes tóxicos à síntese de bioprodutos de alto valor agregado, como exopolissacarídeos, biodiesel, bio-óleo e biochar, dentro do conceito de biorrefinaria.







2. [bookmark: _Toc203986721]OBJETIVOS
2.1 [bookmark: _Toc203986722]OBJETIVO GERAL
Demonstrar a viabilidade do cultivo da Chlorolobion braunii em água produzida, em um sistema outdoor e piloto, aliando biorremediação a obtenção de bioprodutos em um conceito de biorrefinaria. 

2.2 [bookmark: _Toc203986723]OBJETIVOS ESPECÍFICOS
-	Produzir biomassa de Chlorolobion braunii, utilizando água produzida em escala piloto e sistema outdoor;
-	Avaliar a eficiência de biorremedição da água produzida;
-	Determinar o perfil de biomoléculas da biomassa de Chlorolobion braunii resultante do cultivo em água produzida; 
-	Avaliar o comportamento térmico da biomassa produzida;
-	Determinar o perfil de ácidos graxos e a qualidade do biodiesel produzido;
-	Extrair e caracterizar a síntese de exopolissacarídeos (EPS) por Chlorolobion braunii utilizando água produzida;
-	Produzir e caracterizar o bio-óleo obtido por processo de pirólise da biomassa de Chlorolobion braunii.  











3. [bookmark: _Toc203986724]REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
3.1 [bookmark: _Toc203986725]MICROALGAS
As microalgas englobam uma ampla variedade de microrganismos fotossintéticos, com um número estimado de espécies variando entre 30.000 e 1.000.000 (Rumin et al., 2020). Elas são capazes de fixar CO2 da atmosfera para produzir biomassa de forma mais eficiente e rápida do que as plantas terrestres (Branco-Vieira et al., 2020; Oliveira et al., 2021), com uma taxa de eficiência de fixação de CO2 de 10 a 50 vezes superior (Ashour et al., 2024). O cultivo de microalgas tem sido intensamente explorado para a produção de biomassa e bioenergia, graças às suas vantagens, como rápida taxa de crescimento, alto teor lipídico, baixo requerimento de área para cultivo e a capacidade adicional de sequestro de CO2 (Huang et al., 2022).
Esses microrganismos podem ser encontrados em quase todos os ambientes e habitats da Terra, desde as regiões polares até o equador, água doce, água salina, água salobra, solo, rochas, árvores, etc. (Maltsev; Maltseva, 2021). Podem flutuar livremente (planctônicos) ou crescer fixos a substratos como plantas e macroalgas (epífitas), rochas (epilíticas) ou outros substratos duros como grãos de areia (episâmicas) (Xianbiao et al., 2023). Algumas espécies, inclusive, conseguem sobreviver em condições consideradas extremas, a exemplo da Dunaliella acidophila que apresenta um crescimento ótimo a um pH igual a 1 (Gimmler et al., 1991; Ianutsevich et al., 2023).
Grande parte das microalgas é fotoautotrófica, ou seja, realizam a fotossíntese para obtenção de compostos orgânicos e realização de atividades metabólicas (Smith et al., 2020). De acordo com Barros et al. (2019), embora a maioria das microalgas seja fotoautotrófica, diversas cepas mantiveram a capacidade de utilizar diferentes fontes de carbono para crescer heterotroficamente usando compostos orgânicos como fonte de carbono. A produção heterotrófica de microalgas apresenta produtividade cerca de dez vezes maior em comparação com as microalgas cultivadas autotroficamente (Ruiz et al., 2022). Quando em cultivo heterotrófico, a microalga Chromochloris zofingiensis estudada por Peng et al., (2022), foi mais eficiente na remoção da levofloxacina, um agente bacteriano, com uma taxa de remoção entre 79,8-97,1% enquanto, em cultivo autotrófico, a C. zofingiensis apresentou uma taxa de 6,5-8,5%, provavelmente, a maior taxa em cultivo heterotrófico se deve à maior biomassa e secreção de EPS em comparação com a condição autotrófica.  Entretanto, embora o cultivo heterotrófico possua vantagens, ele não fixa o CO2 durante a fase de crescimento, o contrário, há geração de CO2, por isso, não contribui positivamente para a mitigação das emissões globais de CO2 (Hu et al., 2018).
Todavia, nem todas as espécies de microalgas de importância biotecnológica podem crescer heterotroficamente (Castillo et al., 2021). Uma alternativa de crescente interesse é o cultivo mixotrófico cujo cultivo utiliza tanto a fotossíntese quanto a fosforilação oxidativa (carbono orgânico) para suportar o crescimento das microalgas (Patel et al., 2021a). Esse tipo de cultivo apresenta benefícios como taxas de crescimento e rendimento de biomassa mais elevados do que outros modos devido à execução simultânea da via das pentoses fosfato e da fotossíntese, além da fase exponencial de crescimento estendida devido à contribuição heterotrófica (Patel et al., 2019). A biomassa gerada em um cultivo mixotrófico de Chlorella vulgaris, tendo uma dosagem de auxina (fitohormônio) para uma produção ótima, foi relativamente maior quando comparada a um cultivo autotrófico (Chang et al., 2022).
Dessa forma, tanto para o cultivo autotrófico, quanto para o mixotrófico, as microalgas desempenham papel importante nos ciclos biogeoquímicos do carbono (Silvello et al., 2022) e do nitrogênio (Chen; Wang, 2020). No ciclo do carbono, consomem através da fotossíntese, carbono inorgânico, CO2, e produzem matéria orgânica tendo a luz solar como fonte de energia. Através desse processo, que pode ser classificado como um ciclo de carbono sustentável (Pan et al., 2018; Sarker; Kaparaju, 2024), há a produção de O2 e biomassa microalgal composta por proteínas, carboidratos e lipídios (Carvalho et al., 2020). No ciclo do nitrogênio, colaboram com a fixação de N2 transformando-o em sais de nitrogênio que podem ser absorvidos pelas plantas superiores (Gonçalves et al., 2023). 
O uso das microalgas, associado ao tratamento de águas residuais, é uma maneira de reciclar o nitrogênio promovendo a mitigação desse nutriente no ambiente cujo acúmulo pode causar eutrofização e impactos à biodiversidade (Yousaf et al., 2021). Nesse tipo de cultivo, conforme Nishi et al. (2022), a microalga Chlorella sorokiniana, em consórcio com bactérias nitrificantes, pela rota da absorção de microalgas, apresenta uma taxa positiva para a remoção de amônio em diferentes intensidades luminosas. 
Devido às diferentes condições de cultivo, bioprodutos gerados e diversidade inerente, as microalgas se tornam uma fonte de interesse em diferentes aplicações seja para alimentação humana (Wang et al., 2021) ou animal (Chaudhary et al., 2023), na indústria farmacêutica (Abu-Ghosh et al., 2021), tratamento de águas residuais (Plöhn et al., 2021) e para a produção de energia renovável (Peter et al., 2022). Arutselvan et al. (2022) apresentaram resultados considerados positivos para a remoção de nitrato (NO3-) em tratamento de efluente da indústria de curtume (85,37% de remoção) e efluente de indústria têxtil (83,84% de remoção) utilizando as microlagas Chlorella vulgaris e Scenedesmus dimorphus. Baldev et al. (2021) reportaram, para a microalga Scenedesmus sp. NTMDB07, a eficiência na remoção de poluentes de efluentes domésticos (86% de nitrato e 66% de fosfato), além da capacidade de sintetizar lipídios e ácidos graxos com qualidade para aplicação em biocombustíveis. Portanto, as microalgas demonstram grande potencial para aplicações em diversos setores, apresentando resultados promissores tanto na remediação ambiental quanto na produção de bioprodutos de valor agregado, como lipídios e ácidos graxos, com destaque para sua viabilidade no desenvolvimento de biocombustíveis.
3.1.1 [bookmark: _Toc189744615][bookmark: _Toc203986726]Chlorolobion braunii
A  Chlorolobion braunii (C. braunii), pertencente à classe das Trebouxiofíceas – uma das principais classes de microalgas verdes, que inclui organismos com uma ampla diversidade de estilos de vida, como fotoautotróficos livres, parceiros endossimbióticos e parasitas heterotróficos (Barcytė et al., 2024), além de se apresentar como unidades unicelulares cocóides, elípticas, filamentos ou lâminas (Chiva et al., 2025) –, a C. braunii é uma microalga verde, de água doce, com formato fusiforme, possui simetria heteropolar a isopolar e tende a formar aglomerações ou colônias (AlgaeBase, 2002; Silva et al., 2017). Diferentemente de outras espécies amplamente estudadas, como Chlorella vulgaris, Spirulina platensis e Dunaliella salina, que já possuem aplicações consolidadas em áreas como biotecnologia (Akash et al., 2023; Defendi-Cho; Gould, 2023) e nutrição (Ramírez-Rodrigues et al., 2021; Irshad et al., 2024), a C. braunii ainda permanece pouco explorada. A Figura 1 apresenta a microscopia da C. braunii.





Figura 1 – Microscopia da microalga Chlorolobion braunii.
[image: Chlorolobion braunii]
Fonte: Culture Collection of Algae & Protozoa (2007)
Iyer et al. (2015) analisaram a capacidade da C. braunii em absorver potássio para uso da microalga como biofertilizante, para evitar a deficiência de K+ em plantações, pois a deficiência de potássio pode causar raízes menores e caules enfraquecidos. Foi relatado que a C. braunii foi capaz de absorver cerca de 40,66% de potássio do meio contendo 400 ppm de K+, demonstrando que a microalga possui potencial em uso como biofertilizante. 
Baracho et al. (2019) estudaram a influência de íons Cu2+ no metabolismo da C. braunii. Foi relatado que, a depender da concentração, o crescimento foi negativamente afetado em 2,5 × 10⁻⁸ mol L⁻¹ de Cu²⁺. No entanto, em 1,5 × 10⁻⁷ mol L⁻¹ de cobre livre, o efeito foi de proteção do PSII contra danos fotoquímicos. Além disso, a concentração total intracelular de biomoléculas (lipídios, proteínas, carboidratos, clorofila a, carotenoides) por célula aumentou em altas concentrações de cobre às custas da taxa de crescimento, todavia, a conclusão é que o cobre pode ser usado para manipulação bioquímica em microalgas, sendo uma ferramenta promissora para aumentar o rendimento de óleos intracelulares.
Joseph e Ray (2024a) avaliaram a produção de biomassa e lipídios em células de C. braunii sob diferentes concentrações de nutrientes disponíveis. Foi relatado que, dentre as espécies estudadas, Monoraphidium contortum, Halochlorella rubescens, Coccomyxa simplex, Kirchneriella obesa e Chlorolobion braunii, a C. braunii apresentou a maior produção de biomassa em meio rico em nitrogênio e em meio com limitação de fósforo (análise em meio meio Basal de Bold - BBM). Além disso, em relação a produção de lipídios, a C. braunii apresentou uma produção de 34,32% em meio com limitação de N, atrás apenas da M. contortum, 44,38%. Também, a C. braunii apresentou uma alta taxa de remoção de N, ~95% valor próximo ao das outras espécies. 
Joseph e Ray (2024b) avaliaram a produção de biomassa e eficiência na remoção de nutrientes em efluente lácteo utilizando Chlorolobion braunii, Scenedesmus javanensis e Halochlorella rubescens. Foi relatado que a C. braunii superou as outras espécies em produtividade de biomassa na maioria dos tratamentos (25% efluente lácteo e 75% meio BBM; 50% efluente lácteo e 50% meio BBM e 100% efluente lácteo) e apresentou menores exigências de nitrogênio e fósforo, o que a torna uma candidata valiosa para cultivo em efluentes com baixo teor de nutrientes.
Dessa forma, C. braunii se apresenta como uma alternativa promissora para a produção de lipídios e outras biomoléculas de alto valor agregado, além de demonstrar potencial para a remoção eficiente de nutrientes em diferentes tipos de meios de cultivo. Sua versatilidade em responder a variações ambientais e a capacidade de produzir substâncias bioativas tornam-na uma candidata competitiva frente a outras espécies amplamente estudadas, como Chlorella vulgaris e Spirulina platensis.
3.2 [bookmark: _Toc189744616][bookmark: _Toc203986727]FATORES QUE AFETAM O CRESCIMENTO DAS MICROALGAS
Alguns elementos são de grande importância para o desenvolvimento de uma cultura de microalgas e devem ser adicionados aos meios de cultura para se obter um melhor desenvolvimento da espécie e uma maior síntese de biomoléculas de interesse. Os nutrientes essenciais necessários para garantir um mínimo de condições de crescimento de microalgas são classificados em macro e micronutrientes. Os macronutrientes, como carbono, nitrogênio e fósforo, são essenciais para o crescimento celular, síntese de macromoléculas, transferência de energia e divisão celular das microalgas, já os micronutrientes, como ferro, manganês e cálcio, possuem impactos significativos no metabolismo das microalgas, envolvendo a absorção e utilização de macronutrientes e luz, o que, por fim, afeta as taxas de crescimento e a concentração final de biomassa (Liyanaarachchi et al., 2020; Aslam et al., 2021; Yaakob et al., 2021).
O carbono (C) é o nutriente essencial para o cultivo, sendo sua concentração preponderante por ser constituinte básico para a formação de todas as substâncias orgânicas sintetizadas pela célula, por exemplo, proteínas, carboidratos, ácidos nucléicos, vitaminas e lipídios (Sydney et al., 2019). A grande maioria das espécies de microalgas contém cerca de 50% de C em sua biomassa seca, e o seu aumento está estritamente relacionado à limitação de outros nutrientes, como nitrogênio e fósforo (Zuccaro et al., 2020). É absorvido na forma inorgânica através da fotossíntese, entretanto, muitas espécies são capazes de absorver carbono na sua forma orgânica por meio da via das pentoses fosfato (PPP) (Ma et al., 2022). Oliveira et al. (2021), relataram que, para a microalga Choricystis minor var., tanto os cultivos fototrófico (carbono inorgânico), heterotrófico (carbono orgânico) e mixotrófico (carbono orgânico e inorgânico) apresentaram produção de biomassa, comprovando que a microalga pode consumir os dois tipos de carbono. Contudo, o cultivo mixotrófico, utilizando frutose, foi o que apresentou ácidos graxos com alta qualidade para a produção de biodiesel. Dessa forma, a fonte de carbono e o modo de cultivo influenciam diretamente o crescimento das microalgas, a composição da biomassa e a síntese de biocompostos. A escolha adequada desses fatores pode maximizar a produção de ácidos graxos de alta qualidade, favorecendo a obtenção de biodiesel e outros bioprodutos de interesse.
O nitrogênio (N) é o segundo elemento mais abundante na biomassa de microalgas, com concentrações variando entre 1% e 12% (Liang et al., 2023) e está presente na composição do DNA, RNA, proteínas e pigmentos, como clorofilas e ficocianina. Esse elemento pode ser fornecido na forma inorgânica, como nitrato (NO₃⁻), nitrito (NO₂⁻), óxido nítrico (NO) e amônio (NH₄⁺), ou na forma orgânica, incluindo ureia e aminoácidos (Zuccaro et al., 2020). A disponibilidade de N no meio de cultivo afeta diretamente o metabolismo microalgal, influenciando a síntese de proteínas, lipídios e carboidratos, tanto em função da concentração disponível quanto da forma de fornecimento, seja inorgânica ou orgânica (Mastropetros et al., 2022). Estudos de Delgado et al. (2021) demonstraram que a microalga Picocystis salinarum apresenta respostas distintas à variação na concentração de nitrogênio no meio. Ao testar três diferentes concentrações de N (37,5, 18,75 e 9,375 mg L⁻¹ NaNO₃), observou-se que a menor concentração (9,375 mg L⁻¹ NaNO₃) resultou no maior acúmulo de lipídios e carboidratos (33,87% e 30,98%, respectivamente) e na menor síntese de proteínas (1,89%). Esses achados evidenciam que a disponibilidade de nitrogênio não apenas regula a composição bioquímica das microalgas, mas também pode ser modulada estrategicamente para otimizar a produção de metabólitos de interesse.
Fósforo (P) corresponde ao terceiro elemento mais abundante das microalgas, com uma concentração na faixa de 1% de toda a biomassa (Maltsev et al., 2023). Esse elemento é importante para as microalgas, pois faz parte da síntese de ácidos nucleicos, ATP, e fosfolipídios como principal componente da membrana (Su, 2021). As microalgas podem absorver fósforo na forma de polifosfato ou ortofosfato para aumentar seu crescimento e conteúdo nutricional nas células (Yaakob et al., 2021). Assim como o N, a concentração de P também afeta o metabolismo das células. Quando em alta concentração, o excesso de fósforo é então armazenado nas células na forma de polifosfato e, quando em limitação de P, as células passam por várias adaptações bioquímicas, incluindo a captura eficiente de P externo e o redirecionamento de fosfato inorgânico de moléculas intracelulares (Dyhrman, 2016; Yu et al., 2024). Portanto, o fósforo é necessário para o metabolismo das microalgas, influenciando o crescimento e a composição celular. Sua disponibilidade afeta a síntese de biomoléculas e ativa mecanismos de armazenamento ou reutilização, garantindo a adaptação das células a diferentes condições ambientais.
Em relação aos micronutrientes, eles também desempenham funções para a manutenção dos metabolismos das microalgas. Como exemplo, tem-se o manganês, um cofator essencial no complexo de oxigênio do fotossistema II (PSII)  (Chaput et al., 2019); o cálcio, que influencia na divisão celular e morfogênese (Zuccaro et al., 2020) e o ferro que é utilizado nas atividades celulares e metabólicas, como a fotossíntese e a respiração (Rana; Prajapati, 2021). Conforme apresentado por Zuccaro et al. (2020), o crescimento das microalgas é afetado não apenas por fatores como disponibilidade de nutrientes, mas também inclui temperatura, intensidade luminosa, pH e parâmetros operacionais como mistura dos componentes, agitação e aeração. Assim, manter o controle desses parâmetros, para atender a condição ótima para a espécie analisada, é fundamental para atingir os objetivos do cultivo.
De modo geral, uma temperatura adequada favorece o crescimento das microalgas, enquanto temperaturas excessivas podem provocar a desnaturação das proteínas, resultando na inativação de enzimas, distúrbios metabólicos e até a morte celular (Tian et al., 2024). Quando a temperatura ultrapassa a faixa ótima, temperatura ideal para maximizar o crescimento, variando conforme a espécie, ocorre uma alteração na estrutura de algumas proteínas, especialmente na cadeia de transporte de elétrons, o que leva a uma redução rápida na taxa líquida de crescimento e aumento na mortalidade (Pessi et al., 2022). Além disso, a capacidade de remoção de nutrientes presentes nos efluentes é diretamente influenciada pela temperatura e pela intensidade da luz (Tian et al., 2024). Temperaturas abaixo da faixa ótima limitam a taxa de crescimento das microalgas, afetando a cinética dos processos enzimáticos celulares (Ziganshina et al., 2022). Kalinina et al. (2023) observaram que, para as microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus fuscus e Scenedesmus obliquus, a faixa de temperatura ideal estava entre 28 e 33 ºC, onde houve a maior produção de biomassa. Acima dessa faixa, as microalgas apresentaram morte celular e redução na produção de biomassa, enquanto abaixo dessa faixa, o crescimento foi limitado ou inibido. Portanto, a temperatura é um fator que influencia diretamente no crescimento das microalgas, a taxa de fotossíntese e a composição da biomassa das microalgas (Carneiro et al., 2020). 
[bookmark: _Hlk189824724][bookmark: _Hlk189824919]A intensidade luminosa possui influência no crescimento das microalgas. Geralmente, aumentos na intensidade da luz aumentam o crescimento de microalgas até um limiar fotoinibitório, mas o impacto desse efeito varia entre espécies (Nzayisenga et al., 2020). A intensidade da luz é um fator determinante no crescimento das microalgas, uma vez que a taxa fotossintética se correlaciona com a intensidade da luz e a taxa de crescimento aumenta com essa intensidade até um certo nível, dependente da espécie (Bialevich et al., 2022).  Essa relação entre a taxa de crescimento e a intensidade luminosa está expressa na Figura 2. 
[bookmark: _Toc151706511]Figura 2 – Efeito da intensidade luminosa na taxa de crescimento de microalgas.
 [image: Diagrama

Descrição gerada automaticamente]
Fonte: Adaptado de Chowdury et al. (2020)
O crescimento das microalgas é proporcional à intensidade da luz até atingir um ponto de saturação, no qual a atividade fotossintética das microalgas alcança seu valor máximo, contudo, quando a intensidade da luz cai abaixo desse valor ideal, o crescimento das microalgas pode ser limitado (González-Camejo et al., 2019). Por outro lado, se os valores de intensidade de luz excederem o ideal, o fotossistema I (PSI) e o fotossistema II (PSII) serão danificados, causando fotoinibição nas microalgas (Chowdury et al., 2020). Songserm et al. (2024) indicaram, para Scenedesmus falcatus, sob três intensidades luminosas diferentes (100, 500, e 1000 μmol fótons m−2·s−1) um aumento gradual no crescimento sob condições de alta luminosidade (1000 μmol fótons m⁻²·s). Por outro lado, uma taxa de crescimento mais lenta foi observada sob baixa luminosidade (100 μmol fótons m⁻²·s⁻¹). No entanto, reduções significativas no rendimento quântico máximo (Fv/Fm), medida do potencial máximo do rendimento quântico do PSII, foram registradas sob 1000 μmol fótons m⁻²·s⁻¹, indicando um declínio na eficiência fotossintética da alga. Segundo Songserm et al. (2024), esse declínio na eficiência fotossintética sugere mecanismos de efeitos inibitórios induzidos pelo estresse luminoso elevado. A redução na eficiência pode ocorrer devido a danos no PSII, quando a taxa de fotodano supera a taxa de reparo. Assim, a intensidade luminosa exerce impacto no crescimento das microalgas, e diferentes intensidades luminosas são necessárias para diferentes espécies (Farahin et al., 2021).
O pH é um dos fatores que mais importam para o cultivo microalgal. O desenvolvimento de microrganismos, como as microalgas, é fortemente influenciado pelo pH devido ao seu impacto direto no equilíbrio NH3/NH4+ e na acessibilidade ao nitrogênio (Mathew et al., 2021). Para o desenvolvimento ótimo, diferentes espécies de microalgas requerem diferentes faixas ótimas de pH, e variações no pH impactam a funcionalidade dos microrganismos, particularmente o processo de ativação de enzimas e proteínas (Li et al., 2020). A maioria das espécies de microalgas é conhecida por ter um pH ótimo na faixa da neutralidade, porém algumas espécies apresentam pH ótimo em zonas ácidas (pH<5) ou básicas (pH>9) (Yu et al., 2022). Chowdury et al. (2020) relatam que a microalga Scenedesmus almeriensis apresentou cresimento ótimo na faixa de pH de 7,5-8,5, alcançando uma produtividade de biomassa de 0,5 g L-1 d-1. Zhang et al. (2022), relataram que a Dunaliella salina apresentou alta concentração de biomassa na faixa de pH de 5,5-7,5. Assim, manter uma faixa de pH ideal é essencial para o crescimento celular, a atividade enzimática e a absorção de nutrientes (Abinandan et al., 2021).
A aeração fornece gás à cultura, aumenta a transferência de massa, controla os níveis tóxicos de oxigênio dissolvido e inibitórios de CO2, evitam a deficiência de CO2 e a sedimentação no meio. No entanto, a aeração excessiva pode danificar as células das microalgas devido a agitação e incorrer em custos mais elevados de energia (Magdaong et al., 2019). A aeração também auxilia na movimentação e circulação do meio o que dificulta o depósito de células no fundo do reator além de proporcionar uma melhor exposição à luz para a realização da fotossíntese nas células presentes. Além disso, as taxas ótimas de aeração dependem da espécie da microalga, do tipo do reator, do formato do reator e do volume do cultivo (Barbosa et al., 2003; Daneshvar et al., 2021). Para a microalga Chlorella sp., conforme Han et al. (2015), em um fotobiorreator de formato cilíndrico de 0,300 m de altura, com diâmetro interno de 0,120 m, espessura de parede de 0,005 m e 3 L de volume de trabalho, a aeração de 36 L/h apresentou-se como a taxa ótima para o cultivo. Assim, a taxa de aeração deve ser otimizada para melhorar a transferência de massa, beneficiando o cultivo (Herrmann-Heber et al., 2020).
[bookmark: _Hlk189825368]Ademais, para se atender às necessidades comerciais, o cultivo de microalgas exige produção em grande escala com alta taxa de rendimento. No entanto, como destacado por Novoveská et al. (2023), a ampliação da produção de sistemas laboratoriais para sistemas de grande escala é um empreendimento complexo e potencialmente dispendioso, pois os aspectos relacionados à especie, temperatura, luminosidade, nutrientes, fontes de água, contaminação e riscos ambientais precisam ser devidamente considerados quando se pensa na elaboração de uma biorrefinaria de microalgas. Contudo, estratégias como biorrefinarias integradas têm sido propostas para superar essas dificuldades, combinando, sequestro de CO2, tratamento de efluentes, produtividade de biomassa, reciclagem de nutrientes e produtividade de lipídios para obter múltiplos produtos com melhor valor de mercado (Ahirwar et al., 2021; Kashyap et al., 2021). 
O tipo de sistema de cultivo também influencia no resultado da produtividade de biomassa microalgal. Os sistemas para cultivo de microalgas são classificados como fotobiorreatores (do inglês photobioreactors, PBR), podendo ser reatores abertos para a atmosfera, como os fotobiorreatores raceways, ou fechados, como os reatores tubulares (Acién et al., 2017; Magalhães et al., 2022). Como reportado por Gojkovic et al. (2021) e Novoveská et al. (2023), a produtividade de biomassa em reatores abertos variam de 0,010 a 0,12 g L⁻¹ d⁻¹, enquanto, em reatores fechados, variam de 1,5 a 1,6 g L⁻¹ d⁻¹. Esse baixo valor em sistemas abertos pode ser explicado através da iluminação solar direta recebida, o que leva a uma evaporação excessiva, problemas relacionados com a falta de agitação/aeração adequada, e a possibilidade de contaminação do sistema por outros microrganismos (Novoveská et al., 2023). Todavia, os reatores abertos ainda são os mais utilizados devido à baixa manutenção, custo de construção mais baixo, demanda reduzida de energia, facilidade de escalonamento e baixos custos operacionais (Tan et al., 2020). Indústrias como Cyanotech, no Hawaii, cultivam Spirulina em sistemas abertos para produção de biomassa e a BASF, nos EUA, cultivam Dunaliella salina para obtenção de β-caroteno (Udayan et al., 2021), mostrando que o cultivo em sistemas raceways continuam produzindo resultados positivos. 
3.3 [bookmark: _Toc189731452][bookmark: _Toc189733824][bookmark: _Toc189734578][bookmark: _Toc189734606][bookmark: _Toc189735023][bookmark: _Toc189741236][bookmark: _Toc189741268][bookmark: _Toc189744618][bookmark: _Toc189744619][bookmark: _Toc203986728]BIOPRODUTOS ADVINDOS DO CULTIVO DE MICROALGAS 
A biomassa de algas atua como um potencial estimulador da bioeconomia circular devido à produção de nutracêuticos, alimentos e rações animais, biofertilizantes, pigmentos para coloração de alimentos e indústrias cosméticas, biocombustíveis e também em projetos de tratamento de águas residuais (Nitsos et al., 2020). Isso se deve ao fato da biomassa microalgal ser rica em diversas biomoléculas industrialmente importantes, como lipídios, polissacarídeos, proteínas, pigmentos, vitaminas e carboidratos (Chhandama et al., 2023). A partir disso, o conceito de biorrefinaria pode ser aplicado a um cultivo de microalgas com objetivo de produzir biomoléculas com importância comercial.
Uma biorrefinaria pode ser definida como uma estrutura na qual a biomassa é utilizada de maneira ideal para produzir múltiplos produtos e tenta ser autossustentável e não prejudicial ao meio ambiente (Saral et al., 2022). Semelhante a uma refinaria de petróleo, a biorrefinaria de microalgas resulta em múltiplos produtos (lipídios, carboidratos, proteínas, etc.), visto que as técnicas aplicadas são objetivadas para não serem danosas aos produtos, mantendo a funcionalidade das frações disponíveis (Eppink et al., 2017). Elementos indispensáveis às microalgas, como CO2, água, luz e nutrientes são convertidos em biomassa, através de rotas metabólicas distintas, contendo diferentes biomoléculas que podem ser aplicadas em diferentes setores industriais. A Figura 3 resume esses bioprodutos obtidos através das microalgas.



[bookmark: _Toc151706512]
Figura 3 – Esquema da biotecnologia de microalgas para a síntese de coprodutos e suas aplicações. [image: Diagrama

O conteúdo gerado por IA pode estar incorreto.]
Fonte: Adaptado de Da Silva (2018)
3.3.1 [bookmark: _Toc189744620][bookmark: _Toc203986729] Biocombustíveis
O termo biocombustível ou combustível biorrenovável é referido como combustíveis sólidos, líquidos ou gasosos que são predominantemente produzidos a partir de biomassa (Malik et al., 2024). São classificados em três gerações diferentes: os de primeira geração provém de matéria comestível como cana-de-açúcar, milho e soja. Os de segunda, utilizam a matéria não comestível como a lignocelulose, resíduos agrícolas e industriais e árvores. Já os de terceira geração utilizam a geração de biomassa através das microalgas. Os principais benefícios do biocombustível de terceira geração são a menor produção de gases do efeito estufa, a elevada taxa de crescimento e produtividade da microalga e a menor disputa por terras agrícolas (Singh et al., 2020). 
Muitas espécies de microalgas são capazes de armazenar uma quantidade significativa de lipídios na forma de triacilglicerol (TAG), uma fonte preferida de biocombustível que pode representar até 70% do peso seco base em algumas espécies (Xue et al., 2021). Botryococcusbraunii, Nannochloropsis sp., Dunaliella primolecta, Chlorella sp., e Crypthecodinium cohnii são exemplos de microalgas que produzem lipídios tendo, portanto, a capacidade de produzir material para a síntese de biocombustível (Sathya et al., 2023). 
As microalgas podem fornecer matéria-prima para distintos tipos de biocombustíveis, incluindo o bioetanol e o biodiesel. Como as microalgas podem crescer rápida e facilmente em diferentes ambientes e condições, o meio de crescimento varia de acordo com a espécie e o produto desejado. Por exemplo, conforme Pandey et al (2024), para produzir biodiesel, devem ser selecionadas espécies com alto teor de lipídios na biomassa. Além disso, as condições ambientais precisam ser otimizadas para aumentar esse conteúdo lipídico, como também, fatores de estresse podem ser aplicados para alcançar este objetivo (Özçimen et al., 2020). O raciocínio para a produção de bioetanol é análogo, entretanto, as condições de estresse devem priorizar a produção de carboidratos, matéria-prima para a produção desse biocombustível (Olia et al., 2022).
O biodiesel é composto principalmente por ésteres derivados da reação entre metanol ou etanol e ácidos graxos saturados e insaturados de cadeia longa, como ácido palmítico, ácido esteárico, ácido oleico e ácido linoleico (Šalić et al., 2020). Sua produção pode ocorrer por alcoólise de lipídios, incluindo a esterificação de ácidos graxos livres e a transesterificação de glicerolípidos, como os triglicerídeos (TAG), na presença de álcoois (Reddy et al., 2022). No caso da produção de biodiesel a partir de óleo de microalgas, o processo envolve, inicialmente, a extração dos lipídios da biomassa microalgal, seguida pela remoção do excesso de solvente. Finalmente, o biodiesel é obtido por transesterificação (Figura 4), que pode utilizar catalisadores, dependendo das características físico-químicas do óleo (Pandey et al., 2024).
Figura 4 – Esquema de transesterificação.
[image: Reação de transesterificação de óleo vegetal]
Fonte: Nascimento et al. (2020)

3.3.2 [bookmark: _Toc189744621][bookmark: _Toc203986730]Bio-óleo
Bio-óleo obtido a partir de microalgas é um produto viável e sustentável para produzir energia renovável e biocombustíveis devido ao alto teor de lipídios, proteínas e carboidratos, além de taxas de crescimento rápidas destas biomassas (Raheem et al., 2018; Wang et al., 2022). As microalgas são conhecidas por conterem carboidratos, lipídios e proteínas, o que permite sua conversão pelo processo de pirólise para produzir diversos componentes, como bio-óleo, biochar e gases não condensáveis (Ağbulut et al., 2023). O bio-óleo obtido pela pirólise de microalgas pode ser utilizado nas indústrias químicas, assim como no setor de energia (Kandasamy et al., 2022).
A produção de bio-óleo, entretanto, depende de fatores como a taxa de aquecimento, espécie da microalga, os tipos de reatores e a temperatura da reação (Xiong et al., 2022).  Derakhshandeh et al. (2020), utilizando um reator UniTerm (Turquia), cujo vaso do reator era um tubo de aço de 0,8 cm de comprimento e diâmetro interno de 0,008 m, estudaram a pirólise rápida da microalga Scenedesmus sp. e relataram um rendimento de 35,3% de bio-óleo, na temperatura ótima  de ~500 ºC. Por outro lado, Ferreira e Dias (2020), utilizando uma termobalança NETZSCH STA 409 PC acoplada ao software de Análise Térmica NETZSCH Proteus, a uma temperatura de 375 ºC, obtiveram um rendimento de bio-óleo, para a Chlorella vulgaris, de 26-38% e, para a Scenedesmus obliquus, 28-50%. 
Esse processo pirolítico apresenta vantagens, como baixo custo de operação e diminuição da probabilidade de contaminação da água. Entretanto, também apresenta desvantagens, como os produtos gerados apresentarem alta complexidade, altos níveis de CO e CO2 podem ser produzidos, não podendo ser liberados diretamente no ambiente, e grande quantidade de energia é requerida para a secagem da biomassa utilizada (Ahmed et al., 2023; Ağbulut et al., 2023). Com o avanço das tecnologias em áreas como extração e fracionamento, o uso de biorrefinarias de microalgas e o apoio governamental, a pirólise se destaca como uma promissora técnica para a obtenção de bio-óleo. Essa abordagem tem o potencial de ser implementada futuramente nas indústrias de petróleo, servindo como substituto para os combustíveis fósseis (Ahmed  et al., 2023). Em suma, a conversão de microalgas em bio-óleo por pirólise demonstra um potencial significativo para fortalecer a indústria de biocombustíveis. Apesar dos desafios operacionais e ambientais ainda existentes, os avanços na compreensão dos parâmetros do processo e a crescente inovação tecnológica apontam para um futuro em que essa estratégia possa contribuir efetivamente para a sustentabilidade.
3.3.3 [bookmark: _Toc189744622][bookmark: _Toc203986731]Biochar
Biochar é um material sólido, poroso e rico em carbono obtido a partir da conversão termoquímica da biomassa em um ambiente com limite de oxigênio (Karthik et al., 2020). A biomassa utilizada para a produção de biochar abrange uma variedade de fontes, como biomassa lignocelulósica, resíduos sólidos orgânicos urbanos, resíduos florestais e agrícolas, digestato, esterco animal, lodo de esgoto e algas (Xiang et al., 2020). Para a conversão termoquímica, são aplicados métodos como torrefação, carbonização hidrotérmica e pirólise, além de técnicas avançadas, incluindo conversão assistida por micro-ondas e catalítica. As propriedades e a composição elementar do biochar variam conforme o tipo de biomassa utilizada e as condições específicas de tratamento (Leong; Chang, 2023).
O biochar derivado de microalgas geralmente apresenta pH alcalino e contém carbono (28,5–61,3%), oxigênio (5,1–49,5%), nitrogênio (2,5–11%) e cinzas (18,6–58%) e tendem a conter mais nitrogênio e oxigênio, além de menos carbono, em comparação com os biochars lignocelulósicos (Law et al., 2022). Isso resulta em uma alta razão O/C e uma baixa razão C/N, que estão associadas à hidrofobicidade e hidrofilicidade da superfície, respectivamente; logo, a alta razão O/C favorece a adsorção de metais pesados, enquanto a baixa razão C/N facilita a adsorção de poluentes inorgânicos (Amin; Chetpattananondh, 2019; Sun et al., 2023). Ademais, biochars têm sido uma alternativa com grande atividade de adsorção, podendo reduzir ou substituir o carvão mineral no tratamento de águas residuais (Ge et al., 2020). 
Binda et al. (2022) realizaram um estudo comparativo entre biochar derivado de microalgas (Nannochloropsis sp.) e biochar de biomassa lignocelulósica, avaliando sua eficiência na remoção de Pb e ácido húmico. Os resultados demonstraram uma remoção superior pelo biochar de microalgas (~98%) em relação ao lignocelulósico (~96%). Daneshvar et al. (2019), para um efluente contendo Cr (VI), o biochar microalgal removeu 100% desse contaminante presente no meio. Esses estudos evidenciam o potencial do biochar da biomassa de microalgas como um adsorvente eficiente e sustentável. Assim, o biochar derivado de microalgas apresenta características que o qualificam como um adsorvente de alto desempenho para a remoção de poluentes. Evidências experimentais demonstram sua eficácia na captura de metais pesados e poluentes, justificando seu uso como uma alternativa sustentável no tratamento de águas residuais.
3.3.4 [bookmark: _Toc189744627][bookmark: _Toc203986732]Polímeros Extracelulares 
Os polímeros extracelulares (exopolissacarídeos - EPS) são compostos orgânicos de cadeia longa, formados por unidades repetidas de açúcar, com uma diversidade estrutural decorrente de uma ampla gama de substituintes e de diferentes tipos de ligação (Whitfield, 1988; Costa et al., 2021). Polissacarídeos e proteínas são os componentes principais do EPS, mas ácidos graxos, ácidos nucléicos, ácidos húmicos, aminoácidos e outras biomoléculas estão presentes, porém, em quantidades menores (Babiak; Krzemińska, 2021).
Os EPS afetam as propriedades físico-químicas dos agregados de microalgas, como a carga superficial, viscosidade, floculação e sedimentação, além de funcionarem como anticoagulantes, protegendo as células contra desidratação e substâncias tóxicas (Xiao; Zheng, 2016; Rusanowska et al., 2023). Também desempenham um papel nutritivo, promovendo o crescimento de microalgas aderidas ao EPS, mesmo na ausência de nutrientes (Li et al., 2023; Zhou et al., 2024). 
Os EPS são comumente classificados de duas maneiras: fracamente ligado à superfície celular (LB-EPS) e fortemente ligado à superfície celular (TB-EPS). O TB-EPS envolve a célula externamente, enquanto o LB-EPS encobre o TB-EPS, formando uma outra camada protetora (Liang et al., 2010; Shao et al., 2019). Segundo Li et al. (2020), LB-EPS mostram maiores capacidades de adsorção de chumbo (II) em comparação com TB-EPS, com a vantagem de que o chumbo (II) tem potencial para alavancar o processo de fotossíntese da Chlorolobion braunii, fornecendo mais biomassa e bioprodutos (Baracho et al., 2019).
Além de produzirem EPS para criação de agregados pluricelulares, as microalgas produzem essa molécula, também, como uma resposta a alguma alteração no meio de cultura ao qual há a necessidade de adaptar-se para sobreviver. A síntese desses compostos é acionada sob condições de estresse, como salinidade, intensidade luminosa/radiação UV, mudanças na temperatura ou privação de nutrientes específicos (Pierre et al., 2019).  Xiao e Zheng (2016) apresentam valores considerados chamativos para a produção de EPS em diferentes espécies de microalgas, como C. vulgaris, C. ellipsoidea, Chlamydomonas sp., Oocystis sp. e Chlorella sp. que alcançaram rendimentos totais de EPS de 235, 234, 224, 197 e 174 mg/L, respectivamente. Além dessas, a D. salina aumentou de 56 para 944 mg/L a produção de EPS devido ao estresse causado com o aumento da concentração de sal de 0,5 para 5 mol de NaCl.
Devido à sua composição, os EPSs de microalgas têm diversas aplicações na indústria alimentícia, pois oferecem propriedades reológicas, biológicas e nutricionais. São fontes de nutrientes, compostos bioativos, fibras dietéticas e têm propriedades antibacterianas e imunoestimulantes quando aplicados em ração animal (Moreira et al., 2022). Além disso, as microalgas, com alto teor proteico (40-60% p/p), podem ser utilizadas como uma fonte valiosa de aminoácidos e proteínas essenciais, ampliando suas aplicações tanto na alimentação (Mahata et al., 2022). Essas propriedades e o elevado teor proteico das microalgas abrem oportunidades para o desenvolvimento de novos produtos e processos dentro da indústria alimentícia e de rações animais, representando uma alternativa sustentável e rica em nutrientes para diferentes setores.
A aplicação na área da medicina/farmácia também é ampla e promissora. Os EPS são conhecidos por elevar o crescimento de microrganismos bacterianos benéficos à saúde, por conta da sua rica composição físico-química, chamados probióticos, na parte inferior do trato gastrointestinal ou no cólon (Patel et al., 2021b). Autores como Pina-Pérez et al. (2019) afirmam que há a melhoria da digestão e do potencial imunomodulador humano. Propriedades antilipidêmicas, antiglicêmicas, antidiabéticas e antiobesidade têm sido atribuídas a esses polissacarídeos microalgais. Inclusive, ß-glucanos de Chorella são capazes de regular os níveis pós-prandiais de glicose e insulina. Da mesma forma, a Spirulina sp. tem sido considerada promissora por poder ser usada em aplicações para reduzir a hiperlipidemia, hiperglicemia e hipertensão, para proteger contra a insuficiência renal e para promover o crescimento de Lactobacillus intestinais, o que corrobora para o fato dos benefícios inerentes ao EPS produzidos por microalgas.
Além dos setores alimentícios e farmacêutico/médico, o EPS também possui aplicações sustentáveis em tratamento de efluentes (Baranwal et al., 2022). No processo de adsorção, por exemplo, íons de metais pesados livres presentes no efluente são adsorvidos na superfície celular e o EPS é excretado. O EPS fornece grupos funcionais que podem interagir com os íons de metais pesados, e, por meio de transporte ativo, esses íons são transportados para o citoplasma e depois difundidos e combinados com proteínas macromoleculares e polipeptídeos na célula (Borges et al., 2023). Também, o EPS pode se apresentar como um suporte polimérico em nanopartículas de diferentes compostos. Esses nanocompósitos podem ser aplicados em tratamento de efluentes, podendo apresentar uma remoção de poluentes com eficiência acima de 50% (Govarthanan et al., 2020). Logo, o EPS se destaca por sua versatilidade, contribuindo para o tratamento sustentável de efluentes ao facilitar a adsorção de metais pesados, ampliando suas aplicações além dos setores alimentício e farmacêutico.
3.4 [bookmark: _Toc189744628][bookmark: _Toc203986733]ÁGUA PRODUZIDA
Água Produzida (AP) é o efluente gerado durante a extração de petróleo ou gás, quando a água de reservatórios subterrâneos é trazida à superfície (Amakiri et al., 2022). Esse efluente é composto por uma mistura de óleo, graxa, produtos químicos de produção, sais inorgânicos, metais pesados e compostos orgânicos. As propriedades químicas e físicas da AP variam conforme a localização geológica, a formação do poço, a vida útil do reservatório e o método de operação da planta (Choi et al., 2023). 
Em 1990, a produção de petróleo bruto e AP era de, aproximadamente, 65 e 190 milhões de barris por dia, respectivamente e, em 2020, o a produção mundial diária de petróleo aumentou para mais de 80 milhões de barris, enquanto a produção de AP aumentou para quase 320 milhões de barris por dia, o que se traduz em 3 barris de AP produzidos para cada barril de petróleo (Dudek et al., 2020). A Figura 5 apresenta uma visão acerca da produção esperada de AP até 2030.
Figura 5 – Volume global de Água Produzida.
[image: Gráfico
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Fonte: Adaptado de Produced Water Society, 2020
Por consequência da sua variada e complexa composição, diversas tecnologias de tratamento da AP já foram propostas. O sistema de tratamento geralmente requer uma série de processos unitários para remoção de contaminantes que podem não ser removidos através de um único processo. Para o tratamento da AP, é necessário, de acordo com Motta et al. (2013), respeitar alguns fatores como a localização da base de produção, legislação, viabilidade técnica e custo. No Brasil, a Resolução CONAMA 393/2007, que dispõe sobre o descarte contínuo de água de processo ou de produção em plataformas marítimas de petróleo e gás natural, estabelece normas para o descarte da água produzida que estão apresentadas na Tabela 1.
[bookmark: _Toc151706663]Tabela 1 – Legislação aplicada para o uso da Água Produzida.
	Tipo
	Resolução aplicável
	Parâmetro monitorado
	Especificação

	Descarte por plataformas marítimas
	Resolução CONAMA nº 393 (Brasil, 2007)
	TOG (Teor de Óleos e Graxas)
	Máximo mensal 29 mg.L-1. Diário 42 mg.L-1

	Injeção em poços de petróleo
	Resolução CONAMA nº 393 (Brasil, 2007)
	TOG (Teor de Óleos e Graxas)
	Máximo mensal 29 mg.L-1. Diário 42 mg.L-1

	Descarte em corpos receptores
	Resolução CONAMA nº 357 (Brasil, 2005)
	TOG (Teor de Óleos e Graxas)
	Máximo permitido 20 mg.L-1


Fonte: Silva et al. (2022)
[bookmark: _Hlk189828091]Um método comumente aplicado é a reinjeção da AP nos poços de petróleo, pois essa técnica eleva a taxa de extração de petróleo, além de reduzir ou evitar o descarte direto da AP nos oceanos (Kermani et al., 2023; Alsalem; Thiemann, 2024). Reinjeção é considerada a melhor prática ambiental para gestão da AP, entretanto essa operação nem sempre é tecnicamente viável, tornando a descarga no mar uma solução de gestão muito comum (Beyer et al., 2020). Todavia, a implementação da reinjeção de água produzida implica desafios. Mesmo após o tratamento, a AP pode conter partículas que tendem a obstruir meios porosos na região próxima ao poço quando reinjetada e causar danos aos equipamentos (Azizov et al., 2021). Segundo Silva et al. (2022), os principais métodos aplicados no tratamento da água produzida estão classificados em dois tipos: métodos convencionais e não convencionais. Na relação dos convencionais, têm-se: 
· Separadores gravitacionais: adequado para separação da fração de óleo que se encontra na forma livre, consistindo no escoamento horizontal da AP;
· Flotação: Geram bolhas gasosas no interior da água produzida, onde as mesmas colidem e aderem nas gotículas de óleo dispersas na água promovendo a ascensão do óleo;
· Hidrociclones: São utilizados equipamentos que permitem a formação de um escoamento em espiral, gerando um campo centrífugo no seu interior que, em função da diferença de densidade entre as fases, promove a separação do óleo disperso.
Na relação dos não convencionais, têm-se:
· Tratamentos químicos: Os processos químicos possuem uma larga escala de aplicação no tratamento da água produzida, atuando, sobretudo, na desestabilização do óleo finamente dissolvido;
· Tratamentos biológicos: Os processos biológicos aplicados no tratamento de água utilizam tanto microrganismos aeróbicos, como microrganismos anaeróbicos. São úteis na remoção de compostos orgânicos e amônia, visto que metabolizam estes contaminantes;
· Tratamentos por membranas: Os principais processos de separação de membranas são a microfiltração, a ultrafiltração, a nanofiltração e a osmose inversa. Deste modo, indaga-se que a microfiltração separa partículas suspensas, a ultrafiltração separa macromoléculas, a nanofiltração separa íons multivalentes e a osmose inversa separa componentes iônicos dissolvidos.
Em relação aos métodos não convencionais, os biológicos são comumente considerados ambientalmente sustentáveis para a remediação de poluentes emergentes em sistemas aquáticos (Nabgan et al., 2022). Nessa abordagem, diferentes espécies microbianas, como bactérias, fungos e microalgas são desenvolvidas para a remediação de contaminantes de sistemas aquáticos. Esses microrganismos utilizam os poluentes como substratos para aprimorar sua maquinaria enzimática, levando à degradação enzimática de poluentes emergentes recalcitrantes em compostos com reduzida toxicidade (Ahmad et al., 2022). Dentre os processos biológicos, como citado por Al-Ghouti et al. (2019), o uso de reatores em batelada, filtros biológicos aerados, lodo ativado e o tratamento à base de microalgas são os mais comuns.
Pelo fato das microalgas utilizarem os contaminates da AP em seus processos metabólicos, considera-se que elas são capazes de realizar a biorremediação da AP devido à absorção desses contaminates na forma de nutrientes (Abdelfattah et al. 2023). Marques et al. (2021), utilizando a microalga Nannochloropsis oculata para tratamento de efluente em AP, relataram que a microalga apresentou crescimento celular, além da redução de cerca de 94% de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, remoção de compostos orgânicos entre 89-99% e 93,63% de remoção de zinco. Khairuddin et al. (2024), em AP com a microalga Scenedesmus obliquus, obteve valores de remoção de 64% de carbono orgânico total, 49,8% de sólidos totais dissolvidos e reduções de bário, ferro e manganês de 95%, 76% e 52%, respectivamente. Das et al. (2018), concluiu que a Chlorella sp. foi capaz de crescer em meio contendo AP, produzindo 1,2 g L-1 de biomassa e removendo 92% do total de nitrogênio e 73% de carbono orgânico total. Esses estudos evidenciam a capacidade das microalgas em realizar a biorremediação de água produzida, não apenas através da remoção eficiente de contaminantes, mas também contribuindo para a produção de biomassa.























4. [bookmark: _Toc203986734]MATERIAIS E MÉTODOS
4.1 [bookmark: _Toc203986735]COLETA, COMPOSIÇÃO QUÍMICA E EFICIÊNCIA DE REMOÇÃO DE NUTRIENTES DA ÁGUA PRODUZIDA
A água produzida (AP) foi obtida da região do Recôncavo Baiano (12° 31′ 50″ Sul, 38° 17′ 59″ Oeste) gentilmente fornecida por uma empresa local de exploração de petróleo. Ela foi transportada em recipientes de polipropileno até a Universidade Federal da Bahia (UFBA) e mantida sob refrigeração (10 ºC) até o uso. Os parâmetros físico-químicos foram avaliados antes e após o cultivo, visando determinar o efeito biorremediador da microalga. Foram utilizados métodos consolidados e previamente relatados, como o padrão para exame de águas e águas residuais (APHA, 2005) para as seguintes análises: fosfato (PO43-), nitrato (NO3-), salinidade, alcalinidade, metais pesados (Cd, Pb, Ni, As, V, Mn e Cr), ferro, cloreto (Cl-), hidrocarbonetos totais de petróleo (HTR) e hidrocarbonetos resolvidos de petróleo (HRP). A eficiência de remoção de nutrientes (ER) do tratamento foi avaliada utilizando a Eq. 1, previamente relatada por Cardoso et al. (2020).
								(1)
onde, Ci e Cf são as concentrações inicial e final, respectivamente.
4.2 [bookmark: _Toc203986736]PREPARAÇÃO E AQUISIÇÃO DE INÓCULO 
A cepa de Chlorolobion braunii (register number 455) proveniente da coleção de cultura de microalgas do Departamento de Botânica da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar), Brasil, foi utilizada no experimento. Para obtenção do inóculo, foi utilizado fotobiorreatores do tipo Erlenmeyer (1 L) com volume de trabalho de 800 mL com meio BG-11 (NaHCO3; K2PO4.3H2O; NaNO3; Na2CO3; MgSO4.7H2O; CaCl2.2H2O; (NH+)5Fe(C6H2O7)2; C6H8O7 e EDTA) e elementos traço (Rippka et al., 1979) sob condições de temperatura constante (28 °C), aeração fornecida por uma bomba com vazão de ar de 50 L h-1, e fotoperíodo de 12 h claro/escuro. A iluminação foi fornecida por cinco lâmpadas fluorescentes de 41,60 μmol fótons m-2 s-1 (cada unidade) por 13 dias. Em seguida, o volume de cultivo gerado (2,4 L) foi transferido para um fotobiorreator cilíndrico de acrílico, com volume de trabalho útil de 20 L, com as dimensões (0,45 m de altura e 0,25 m de diâmetro), cultivado em meio BG-11 (Rippka et al., 1979), em sistema outdoor, com o objetivo de promover a ambientação das células às novas condições, no qual a temperatura e a incidência de luz foram em função da temperatura ambiente e da radiação solar incidente. Na região onde o experimento foi realizado, Salvador/Bahia/Brasil, a temperatura mínima média foi de 24 ºC e a máxima, 31,3 ºC (MAPA; INMET, 2023), valores obtidos durante a primavera no Hemisfério Sul, e uma energia solar média de 7 kWh (Weather Spark, 2024). 
Figura 6 – Inóculos de Chlorolobion braunii em cultivo indoor (esquerda) e cultivo outdoor (direita).
[image: Garrafa de vidro verde

O conteúdo gerado por IA pode estar incorreto.]
Fonte: Autoria própria, 2023


4.3 [bookmark: _Toc203986737]CONDIÇÕES DE CULTIVO EM ÁGUA PRODUZIDA E PRODUÇÃO DE BIOMASSA
Após 50 dias de ambientação, o volume do cultivo (20 L), com concentração de 0,64 g L-1 em fase exponencial, foi centrifugado (centrífuga Himac CR22N) a 10000 x g por 5 min para obtenção de biomassa da C. braunii. A biomassa resultante foi depositada em biorreatores do tipo raceway, de 250 L cada, com 2.20 x 0.9 x 0.35 m de dimensão, com volume de trabalho de 200 L. Os tratamentos consistiram em CT, contendo meio BG-11 (controle), e AP50%, contendo 50% meio BG-11 e 50% de AP, ambos em sistema outdoor. Os biorreatores continham duas bombas centrífugas (Sarlobetter 2000) para aeração do sistema, com vazão individual de 1.950 L/h. Os experimentos foram conduzidos na mesma localização onde o inóculo foi ambientado por 50 dias. Iniciando com média de temperatura mínima de 24,9 ºC e máxima de 32,6 ºC (MAPA; INMET, 2024), valores obtidos durante a primavera e o verão no Hemisfério Sul, e uma energia solar média de 7 kWh (Weather Spark, 2024). Não houve pré-tratamento na água produzida.   
Figura 7 – Cultivo outdoor de Chlorolobion braunii em reatores raceway, controle em meio BG-11 (esquerda) e em 50% água produzida + 50% meio BG-11 (direita).
[image: Uma imagem contendo verde, mesa, cozinha, quarto

O conteúdo gerado por IA pode estar incorreto.]
Fonte: Autoria própria, 2023
O crescimento de C. braunii nos biorreatores raceway foi avaliado diariamente por meio da medição da densidade óptica (DO). Uma curva padrão foi construída utilizando um espectrômetro (PerkinElmer Lambda 35 UV/VIS) com um comprimento de onda (λ) de 680 nm. Os valores de concentração de biomassa foram utilizados para calcular a produção final, Xfinal (g L-1) para ambos os tratamentos, sendo a concentração inicial de CT 0,049 g L-1 e 0,026 g L-1 para AP50%.  
4.4 [bookmark: _Toc203986738]COMPOSIÇÃO DE BIOMOLÉCULAS DA BIOMASSA
Com a finalidade de determinar as biomoléculas com capacidade de gerar os bioprodutos, a concentração de proteínas foi determinada a partir da concentração total de nitrogênio através do método de Kjeldahl (AOAC, 2005), com um fator de conversão para microalgas de 5,22 (Andrade et al., 2019). Os lipídios totais foram extraídos e quantificados utilizando o método de Folch et al, 1957, com uma solução de clorofórmio-metanol (2:1). Os carboidratos totais foram determinados seguindo o método fenol-sulfúrico (Dubois et al., 1951) através da reação de açúcares simples e polissacarídeos com fenol e ácido sulfúrico.
4.5 [bookmark: _Toc203986739]COMPOSIÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS E AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES DO BIODIESEL PRODUZIDO 
A composição de ácidos graxos foi determinada por transmetilação com trifluoreto de boro em hexano, seguida de cromatografia gasosa. Os ésteres metílicos obtidos dos ácidos graxos foram separados em uma coluna (DB-FFAP; 30 m × 0,25 mm × 0,25 μm) em um cromatógrafo gasoso equipado com detector por ionização em chama (CG-FID Clarus 680; Perkin–Elmer). Os ésteres metílicos foram, então, identificados por normalização de área, comparando-se os tempos de retenção obtidos com o cromatograma padrão (C4–C24, 18, 919-AMP, Sigma-Aldrich), de acordo com o método proposto por Souza et al., 2017. 
Para a análise do biodiesel, as propriedades mais importantes foram avaliadas. O índice de iodo (IV), o valor de saponificação (SV), o número de cetano (CN), o fator de saturação de cadeia longa (LCSF), o grau de insaturação (DU) e o ponto de entupimento do filtro a frio (CFPP) foram determinados a partir de equações empíricas baseadas no perfil de ácidos graxos (Cardoso et al., 2020).
								(2)
								(3)
						(4) 
		(5)
							(6)
						(7)
onde, D = número de ligações duplas, M = massa molecular do ácido graxo, N = percentual de cada ácido graxo presente no óleo, MUFA = ácido graxo monoinsaturado e PUFA= ácido graxo polinsaturado.

4.6 [bookmark: _Toc203986740][bookmark: _Hlk184644528]OBTENÇÃO E CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS EXTRACELULARES (EPS)
Amostras de 50 mL foram coletadas dos biorreatores raceway a cada dois dias, para quantificação do EPS gerado. Para cada amostra, foi adicionado álcool com 95% de pureza, aproximadamente, na proporção 2:1 (v/v). Em seguida, as amostras foram armazenadas em geladeira (10 ºC) por 48 horas para a precipitação do biopolímero. Em sequência, as amostras foram centrifugadas a 10000 x g, a 4 ºC por 10 minutos para a obtenção do precipitado que, em seguida, foi secado em estufa (DeLeo TLK 48) por 24 horas a 40 ºC. O material obtido foi submetido à diálise por 9 dias para a remoção de sais presentes. O material dialisado foi congelado a -45 ºC até ser liofilizado (L101, Liobras) por 48 horas para a obtenção do biopolímero.
Figura 8 – Obtenção de EPS: a) precipitação em álcool, b) diálise, c) liofilização, d) EPS.
[image: Balcão de vidro

O conteúdo gerado por IA pode estar incorreto.]
Fonte: Autoria própria, 2024




4.7 [bookmark: _Toc203986741]ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER COM REFLETÂNCIA TOTAL ATENUADA (ATR-FTIR)
A biomassa e o EPS foram analisados por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), com um número de onda variando de 4.000 a 600 cm-1, usando um dispositivo de refletância total atenuada (espectrômetro Spectrum two, Perkin-Elmer). Esse método foi utilizado para caracterização qualitativa, especialmente visando a identificação de compostos químicos e a análise de suas estruturas moleculares.
4.8 [bookmark: _Toc203986742]PARÂMETROS REOLÓGICOS DO EPS
A viscosidade aparente foi obtida utilizando um reômetro (Haake Rheotest 2.1) de cilindros concêntricos. O valor de viscosidade obtido indica a resistência ao fluxo do EPS sob determinadas condições de cisalhamento, indicando se o fluido é classificado como newtoniano ou não-newtoniano. As medidas foram obtidas em função da variação da taxa de cisalhamento (25 a 1000 s−1), na temperatura de 25 °C (Assis et al., 2014). Os dados reológicos foram ajustados ao modelo de Ostwald-de Waele conforme a Eq. 8:
								(8)
Sendo ɳ a viscosidade aparente (mPa.s); Ƭ a tensão de cisalhamento (Pa); ɣ a taxa de deformação ou gradiente de velocidade (s-¹); k o índice de consistência do fluido (Pa) e n é o índice de comportamento do fluido (Doran, 2013). 
4.9 [bookmark: _Toc203986743]ANÁLISE TERMOGRAVIMÉTRICA (TGA), DERIVADA TERMOGRAVIMÉTRICA (DTG) E CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)
As análises termogravimétricas (TGA/DTG) (PerkinElmer Modelo Pyris 1 TGA) e a Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) (DSC-60 Plus SHIMADZU) foram realizadas para determinar o comportamento da pirólise da biomassa e do EPS, detectando a perda de massa através da decomposição, oxidação ou evaporação de solventes ou água. Para análise TGA foi utilizada uma taxa de aquecimento de 10 °C min⁻¹, em uma faixa de temperatura de 25–900 °C, sob fluxo de nitrogênio de 20 mL min⁻¹, sendo a DTG a derivada da TGA, utilizada para identificar a temperatura inicial (Ti), a temperatura máxima (Tmax) e a temperatura final (Tf). Para o DSC, foi utilizada uma taxa de aquecimento de 10 °C min⁻¹, em uma faixa de temperatura de 25-600 ºC, sob fluxo de nitrogênio de 50 mL min-1.
4.10 [bookmark: _Toc203986744]PIRÓLISE E ANÁLISE DOS PRODUTOS
Os experimentos foram conduzidos utilizando um reator µ Frontier Tandem Rx-3050TR acoplado a um cromatógrafo a gás Shimadzu GC/MS QP2020. A massa das amostras para pirólise foi de aproximadamente 0,11 g para CT e 0,10 g para AP50%, mantendo uma quantidade constante de material em todos os experimentos realizados a 550 °C por 18 segundos, sob hélio como gás transportador. Inicialmente, a amostra foi pesada em um copo de aço inoxidável, e um tampão de lã de quartzo foi adicionado no topo para evitar perdas sólidas durante a configuração de pirólise. Em seguida, o copo contendo a amostra foi inserido no primeiro módulo de reator previamente aquecido. Os vapores de pirólise foram conduzidos através de um tubo vazio no segundo módulo de reator, mantido a 300 ºC para prevenir a condensação prematura dos produtos de pirólise. A análise dos produtos foi realizada com uma coluna SH-Rtx-5 (60 m × 0,25 mm × 0,25 µm). A rampa térmica iniciou em 45 °C por 5 minutos, seguida por um aumento gradual de temperatura de 5 °C min–1 até 280 °C, temperatura mantida por 10 minutos. A fonte de íons e o injetor permaneceram a 250 °C, enquanto a interface GC–MS foi ajustada para 290 °C. As varreduras de espectro de massa foram realizadas na faixa de 40–400 m z–1. A identificação de picos por meio da análise GC/MS baseou-se na comparação dos dados experimentais com a biblioteca NIST, considerando apenas compostos com similaridade superior a 85%.
4.11 [bookmark: _Toc203986745]ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os resultados experimentais foram analisados através do programa STATISTICA 10.0, utilizando o teste T de Student, com nível de confiança de 95%.






5. [bookmark: _Toc203986746]RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 [bookmark: _Toc203986747] COMPOSIÇÃO QUÍMICA E EFICIÊNCIA DE REMOÇÃO DE NUTRIENTES DA AP
A Tabela 2 apresenta a composição química e a eficiência do tratamento durante o cultivo de C. braunii em meio BG-11 suplementado com 50% de água produzida (AP). Níveis específicos de carboidratos, lipídios, proteínas, demanda química de oxigênio (DQO) e demanda bioquímica de oxigênio (DBO) foram indetectáveis, o que pode ser atribuído à variabilidade e complexidade inerentes da água produzida. O perfil químico da água produzida é influenciado por diversos fatores, incluindo a origem geológica, a idade do poço e os processos de extração (Costa et al., 2024). Essas variações podem resultar em concentrações baixas ou altamente flutuantes de certos constituintes, tornando sua detecção inconsistente ou inviável em condições analíticas padrão.
Tabela 2 - Composição química e eficiência de remoção do meio de cultura antes e depois do tratamento com meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%).
	Componente
	Unidade
	LQ
	Antes do tratamento
	Depois do tratamento
	Eficiência de remoção (%)

	Cloreto (Cl-)
	mg L-1
	1
	18579
	30004
	-61,49

	Fosfato (PO4-)
	mg L-1
	0,4
	1,8
	< 0,4
	77,78

	Alcalinidade
	mg L-1
	10
	259
	101
	61

	Nitrato (NO3-)
	mg L-1
	1
	215
	< 1
	99,54

	Cádmio (Cd)
	mg L-1
	0,05
	< 0,05
	< 0,05
	-

	Cromo (Cr)
	mg L-1
	0,01
	0,01
	< 0,01
	-

	Ferro (Fe)
	mg L-1
	0,01
	1,5
	0,09
	94

	Manganês (Mn)
	mg L-1
	0,05
	2,2
	0,55
	75

	Níquel (Ni)
	mg L-1
	0,05
	< 0,05
	< 0,05
	-

	Chumbo (Pb)
	mg L-1
	0,05
	< 0,05
	< 0,05
	-

	Vanádio (V)
	mg L-1
	0,05
	< 0,05
	< 0,05
	-

	Arsênio (As)
	mg L-1
	0,05
	< 0,05
	< 0,05
	-

	Salinidade
	g L-1
	5
	30
	47,40
	-58

	2,4,6-Tribromofenol
	% recup.
	-
	-
	51
	-


LQ é o limite de quantificação
O meio AP50% continha metais essenciais como o ferro (Fe), importante para o metabolismo e crescimento de microalgas; esse elemento desempenha um papel crucial em reações enzimáticas, expressão gênica e outros processos metabólicos nas microalgas 
(Sajjadi et al., 2018). A remoção eficiente (ER) de ferro foi de 94%. Blanco-Vieites et al. (2022) relataram uma ER semelhante para o ferro, de 97,9%, utilizando a microalga Arthrospira maxima cultivada em um efluente rico em metais. Khairuddin et al. (2024) obtiveram ERs de 76% para Fe e cerca de 52% para Mn em AP utilizando Scenedesmus obliquus. Tais altos valores de ER provavelmente foram alcançados porque a parede extracelular das microalgas no meio AP50% continha EPS, que protegiam a célula e promoviam a adsorção dos metais. Como a parede celular das microalgas contém polissacarídeos, proteínas e lipídios com grupos funcionais compostos por átomos eletronegativos, a alta densidade eletrônica desses grupos permite a ligação de cátions (Fe⁺ e Mn²⁺) à superfície da parede celular (Jaafari; Yaghmaeian, 2019). Uma alta ER para Mn (75%) foi alcançada devido à sua especificidade metabólica nas células microalgais, já que é um cofator essencial no complexo evolutivo de oxigênio do fotossistema II (PSII). O Mn também possui importância na reação de hidrólise durante a fotossíntese das microalgas (Chaput et al., 2019). Neste estudo, C. braunii foi mais eficiente na remoção de Fe⁺ e Mn²⁺ da PW quando comparada a Scenedesmus obliquus (Khairuddin et al., 2024).
Além disso, foi alcançada uma remoção eficiente (RE) de 77,78% para fosfato (PO₄⁻), pois as microalgas absorveram fósforo (P) para seu crescimento. O fósforo também foi utilizado na síntese de constituintes celulares, como fosfolipídios, e em reações associadas à divisão celular (Brar et al., 2018), além da síntese de ácidos nucleicos e ATP (Su, 2020). Talebi et al. (2016) utilizaram Dunaliella salina em AP e obtiveram uma ER de 40% para PO₄⁻, o que indica que C. braunii foi mais eficiente na remoção de PO₄⁻ da AP. A maior taxa de remoção foi observada para nitrato (NO₃⁻), com 99,54%. Microalgas são capazes de converter nitrogênio inorgânico (nitrito, nitrato e amônio) em formas orgânicas por meio da assimilação (Azizi et al., 2021). Nesse processo, os íons nitrato são inicialmente transformados em nitrito e depois reduzidos a íons amônio por enzimas redutases. Esses íons amônio são finalmente incorporados às estruturas de aminoácidos, essenciais para a síntese de proteínas (Cai et al., 2013). Rahman et al., (2021), utilizaram Galdieria sulfuraria em AP e obtiveram uma RE de 99,6% para nitrato, valor semelhante ao deste estudo.
A salinidade após o tratamento da AP50% com a C. braunii sofreu um aumento de 58%. A salinidade da água produzida varia de algumas partes por mil (%) até aproximadamente 300% e essa salinidade mais elevada é atribuída principalmente à presença de cloreto e sódio dissolvidos (Al-Ghouti et al., 2019). Não foi detectado íon sódio no meio de cultivo, contudo, a concentração do íon cloreto (Cl-) aumentou 61,49%, indicando a influência direta no aumento da salinidade do meio. 
Quanto ao aumento da concentração de Cl-, que foi de 61,49% após o tratamento, a eficiência na remoção de Cl− pode estar associada à capacidade das microalgas de eliminar íons cloreto e produzir lipídios como uma resposta osmótica à concentração de solutos extracelulares, minimizando assim o estresse osmótico (Silva et al., 2023). No entanto, como a biomassa cultivada em AP50% apresentou baixo teor lipídico, é provável que a taxa de absorção dos íons Cl- pelas microalgas tenha permanecido baixa. Além disso, a salinidade desempenha um papel importante na capacidade de absorção de íons Cl-, uma vez que o estresse iônico resulta na absorção ou perda de íons pelas células (Zafar et al., 2021). Considerando que, antes do tratamento, o meio já possuía alto teor salino, isso pode ter favorecido a liberação de Cl- para o meio pelas células.
A identificação do 2,4,6-tribromofenol (2,4,6-TBP) após o tratamento em AP, com uma taxa de recuperação de 51%, sugere que esse composto foi produzido durante o cultivo, uma vez que não foi detectado inicialmente. O 2,4,6-TBP ocorre naturalmente em diversos organismos aquáticos, sendo sintetizado como uma estratégia de proteção contra microrganismos (Whitfield et al., 1997; Koch; Sures, 2018). Considerando que C. braunii está exposta a diferentes metais e elementos tóxicos em AP, além das possíveis interações com outros microrganismos, a produção de 2,4,6-TBP pode ser vista como um mecanismo adicional de defesa. Este composto, além de ser tóxico, é um retardante de chama bromado, amplamente utilizado na fabricação de placas de circuito eletrônico em computadores, televisores e outros produtos domésticos (Gounden et al., 2018). Sua recuperação a partir de processos biológicos, como os observados em C. braunii, poderia ser explorada para reintrodução controlada na indústria, oferecendo uma abordagem sustentável para a reutilização desse composto em aplicações tecnológicas.
A eficiência de remoção da alcalinidade (HCO3−) foi de 61%. Microalgas capazes de realizar fotossíntese necessitam obter carbono inorgânico do meio em que se encontram, sendo o CO2 e o HCO3− as principais fontes desse carbono (Umetani et al., 2021). A utilização direta de CO2 por microalgas enfrenta desafios devido às limitações na transferência de massa, mas esse problema pode ser atenuado com o uso de um sistema integrado de captura de carbono baseado em bicarbonato (HCO3−) (Kusi et al., 2024). Reações enzimáticas catalisam a conversão entre HCO3− e CO2, um fator essencial para determinar a eficiência da fixação de carbono fotossintético, tornando-o disponível para a fotossíntese (Fan et al., 2024). Assim, a C. braunii absorveu o HCO3− como fonte de carbono inorgânico para a fotossíntese, resultando na redução de bicarbonato no meio.

5.2 [bookmark: _Toc203986748]PRODUÇÃO E COMPOSIÇÃO BIOQUÍMICA DA BIOMASSA
A Tabela 3 apresenta a composição de biomoléculas da biomassa de Chlorolobion braunii e a produção de biomassa obtidas no experimento controle (CT) e AP50%. Em relação à produção final de biomassa, o cultivo AP50% obteve apenas 2,42% a menos de biomassa em comparação ao CT. Durante o experimento, o tratamento CT, no 18º dia, produziu uma biomassa total de ~ 42 g, já AP50%, após 42 dias de cultivo, produziu o total de 40 g. A diferença de tempo entre o CT e AP50%, deve-se ao fato que CT apresentou morte celular no 18º dia, já AP50% em 42 dias, não apresentou morte celular, mas sim uma fase estacionária contínua. Este fato, pode estar relacionado aos mecanismos metabólicos utilizados por microalgas para se protegerem contra condições de estresse, e direcionar sua síntese metabólica à produção de EPS em detrimento do crescimento de biomassa é uma dessas estratégias (Koçer et al., 2021). Hakim et al. (2018) apresentaram valores de produção de biomassa para diferentes espécies de microalgas em cultivo com 50% AP e 50% água Milli-Q. A produção de biomassa permaneceu em valores próximos ao presente trabalho: Scenedesmus sp. com 0,27 g L-1, Neochloris sp. com 0,24 g L-1e Monoraphidium sp. 0,08 g L-1, demonstrando que C. braunii possui potencial para a produção de biomassa em AP, com possibilidades de alcançar resultados competitivos.
Tabela 3 - Produção final (Xfinal) e biomoléculas obtidas da biomassa da Chlorolobion braunii cultivada em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
	Tratamento
	Proteínas (%)
	Lipídios (%)
	Carboidratos (%)
	Xfinal (g L-1)

	Controle
	35,04 ± 1,34a
	37,02 ± 0,04a
	19,44 ± 1,10a
	0,207 ± 0,06a 

	AP50%
	11,40 ± 1,35b
	8,50 ± 0,23b
	13,07 ± 0,95b
	0,202 ± 0,03b


± indica o desvio padrão. Letras iguais na mesma coluna indicam que não houve diferença estatística entre os tratamentos (p<0,05).
O conteúdo de carboidratos apresentou 32,77 % de redução em AP50% em relação ao CT. O aumento da concentração de carboidratos na biomassa microalgal está relacionado à limitação de N ou P e à alcalinidade disponível no meio (Silva et al., 2017; Solís-Salinas et al., 2021). Como em ambos os cultivos não houve deficiência desses fatores, a concentração de carboidratos permaneceu baixa. O conteúdo proteico apresentou valor 67,47% a menos para AP50% quando comparado ao CT e 77,04% menor para o teor de lipídios. Isso pode ser explicado pela presença de sais no meio, pois células sujeitas a uma alta concentração salina redireciona a energia disponível para a osmorregulação, ao invés da realização de síntese proteica, e a presença de cátions metálicos, induz a célula à degradação de macromoléculas para a manutenção do seu metabolismo (Matos et al., 2015; Church et al., 2017; Silva et al., 2023). Silva et al. (2023) apresentaram valores para o conteúdo lipídico e proteico menor em cultivo em AP quando comparado ao Controle para a Chlorella vulgaris (9,92% em AP e 17,25 em Controle – lipídios; 21,94% em AP e 32,03 em Controle – proteínas) como no presente trabalho. Contudo, o conteúdo de carboidratos foi maior (37,55% em AP e 33,42% em Controle).
5.3 [bookmark: _Toc203986749]COMPOSIÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS E AVALIAÇÃO DA QUALIDADE DO BIODIESEL PRODUZIDO 
Os ácidos graxos (AG) produzidos pela microalga Chlorolobion braunii, em cultivo CT e em AP50%, são apresentados na Tabela 4. Os AG predominantes em AP50% e CT foram o ácido palmítico (C16:0) e o ácido elaídico (C18:1ω9t). O C16:0 apresentou um aumento de 46,38% em AP50%, sendo o ácido graxo que corresponde a 46,01% dos AGs presentes na biomassa. Altas concentrações de AGs das famílias C16 e C18 ocorrem devido à ação da enzima acetil-CoA carboxilase. Essa enzima converte o carbono presente no meio, por meio de alongamento e dessaturação, em malonil-CoA, formando principalmente cadeias de carbono C16 e C18 (Cardoso et al., 2020). 
Tabela 4 - Perfil de ácidos graxos, em porcentagem, obtidos da biomassa da Chlorolobion braunii cultivada em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
	Classe
	Ácido Graxo
	Controle (%)
	AP50% (%)

	


Saturados
	C4:0
	Ácido butírico
	0,89 ± 0,07
	1,24 ± 0,47

	
	C11:0
	Ácido undecanoico
	ND
	6,38 ± 0,13

	
	C13:0
	Ácido tridecanoico
	2,42 ± 0,37
	ND

	
	C14:0
	Ácido mirístico
	2,59 ± 0,21
	1,88 ± 0,20

	
	C16:0
	Ácido palmítico
	24,67 ± 0,93
	46,01 ± 0,88

	
	C17:0
	Ácido margárico
	1,23 ± 0,01
	ND

	
	C18:0
	Ácido esteárico
	4,84 ± 0,16
	9,42 ± 0,21

	

Monoinsaturados
	C14:1ω5
	Ácido miristoleico
	1,52 ± 0,10
	ND

	
	C16:1ω7
	Ácido palmitoleico
	ND
	9,55 ± 0,21

	
	C18:1ω9c
	Ácido oleico
	4,17 ± 0,02
	1,01 ± 0,01

	
	C18:1ω9t
	Ácido elaídico
	23,02 ± 1,49
	18,65 ± 1,40

	
	C20:1ω9
	Ácido gadoleico
	ND
	5,59 ± 0,46

	
Poli-insaturados
	C18:2ω6c
	Ácido linoleico
	10,38 ± 0,52
	2,47 ± 0,60

	
	C18:3ω3
	Ácido α-linolênico
	11,54 ± 1,52
	ND

	
	C20:4ω6
	Ácido araquidônico
	1,29 ± 0,21
	1,36 ± 0,28

	
	C20:5ω3
	Ácido eicosapentaenoico
	ND
	1,18 ± 0,60

	∑Saturados
	
	
	35,75 ± 0,42a
	63,69 ± 0,14b

	∑Monoinsaturados
	
	
	28,71 ± 0,86ª
	34,8 ± 0,36b

	∑Poli-insaturados
	
	
	23,21 ± 0,91b
	5,01 ± 0,00a


ND = Não detectado. ± indica desvio padrão. Letras iguais na mesma linha indicam que não houve diferença estatística entre os tratamentos (p<0,05).
Quanto à produção de ácidos graxos saturados (SFAs) e monoinsaturados (MUFAs), o tratamento AP50% apresentou 78,15% a mais de SFAs e 21,21% de MUFAs em comparação com CT, enquanto a produção de poli-insaturados (PUFAs) reduziu 78,42% em AP50% frente ao CT. Em altas temperaturas, a produção de SFAs é favorecida, possivelmente, como um mecanismo para manter a integridade da membrana celular sob estresse (Abdelkarim et al., 2024). A salinidade também afeta a produção de ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs), podendo reduzi-la devido a uma regulação mais intensa da estrutura e fluidez da membrana. Isso ocorre porque a célula altera a composição de sua membrana para manter a estabilidade, priorizando ácidos graxos mais saturados, o que pode limitar a síntese de PUFAs (Santin et al., 2021). Lutzu et al. (2016) realizaram o cultivo da microalga Scenedesmus dimorphus em meio BG-11 (controle) e em resíduo de cultura de camarão + BG-11 e também relataram aumento em SFAs (31,77% no controle e 32,76% em resíduo) e MUFAs (31,86% no controle e 32,87% no resíduo), além da redução em PUFAs (36,37% no controle e 34,37% no resíduo) devido à limitação de nutrientes, como o nitrogênio. 
A Tabela 5 apresenta os índices de qualidade do biodiesel produzido utilizando a biomassa do CT e AP50%. O índice de iodo (IV) indica o grau de insaturação do biodiesel. Altos níveis de insaturação podem resultar na deposição e deterioração do óleo lubrificante (Bouaid et al., 2014). O IV encontrado no presente trabalho está de acordo com os padrões brasileiros, europeus e americanos (< 120 g I2 (100 g)-1). O CT apresentou um valor maior de IV, frente ao AP50%, devido a maior concentração de MUFAs e PUFAs.
O índice de valor de saponificação (SV) indica a quantidade de KOH necessária para saponificar 1,0 g de óleo. Um alto SV do óleo bruto indica a presença de uma alta porcentagem de ácidos graxos, o que pode levar à formação de sabão durante a reação de transesterificação. De acordo com a ASTM, o valor de SV varia em uma faixa de 0-370 mg KOH g-1. Os valores encontrados para CT e AP50%, foram 187,88 e 230,39, respectivamente, se apresentam dentro da faixa. A alta formação de SFAs em AP50% contribuiu para esse alto valor em SV. Jawaharraj et al. (2016), utilizando efluentes industriais, para a microalga Synechocystis sp., encontrou SV igual a 193,4 e, para a Oscillatoria sp., o valor de 202,8, valores próximos aos encontrados no presente trabalho.


Tabela 5 - Estimativa das propriedades do biodiesel obtida da biomassa da Chlorolobion braunii cultivada em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
	Propriedade do biodiesel
	Padrão ASTM D6751*
	Padrão EN 14214*
	Padrão ANP**
	CT
	AP50%

	Índice de iodo (IV) (g I2 100/g)
	< 120
	< 120
	< 120
	80,85
	45,75

	Valor de saponificação (SV)
	0-370
	-
	-
	187,88
	230,39

	Número de cetano (CN)
	≥ 47
	≥ 51
	≥ 47
	38,91
	47,77

	Fator de saturação de cadeias longas (LCSF) (p/p%)
	-
	-
	-
	4,89
	9,31

	Grau de insaturação (DU) (p/p%)
	-
	-
	-
	75,13
	44,82

	Ponto de entupimento por filtro a frio (CFPP) (ºC)
	≤ 5
	-
	≤ 19
	-1,12
	12,78


*Sakthivel et al. (2018), **ANP (2023)
O número de cetano (CN) está relacionado com a qualidade de ignição do combustível.  Quanto maior o teor de ácidos graxos saturados, maior o número de cetano e, consequentemente, melhor é a qualidade da combustão do biodiesel (Zhang et al., 2022). De acordo com a norma ASTM e ANP, o valor mínimo de CN é 47. O cultivo em AP50% atingiu acima do valor mínimo, 47,77, devido à maior produção de SFAs, frente ao CT. Atmanli (2020), para a microalga Scenedesmus dimorphus, em meio Bristol, e Isochrysis aff. Galbana, em meio Erdschreiber's, reportou os valores de 48,4 e 52,7, valores próximos aos encontrados no presente estudo, já Jawaharraj et al. (2016) para Scenedesmus dimorphus encontrou CN igual a 58,5 e para e Isochrysis aff. Galbana, 63,2.
O grau de insaturação (DU) determina a estabilidade oxidativa do biodiesel (Jawaharraj et al., 2016). O valor de DU foi obtido com base na massa MUFAs e PUFAs, portanto, quanto maior o número de insaturações, maior o DU (Ramos et al., 2009). Valores baixos de DU são desejáveis, particularmente para ácidos graxos poli-insaturados e de cadeia longa (Silva et al., 2023). Para CT, o valor de DU foi 75,13 e, para AP50%, 44,82, valor 40,34% menor em relação ao CT, por conta da baixa concentração de PUFAs.
O fator de saturação de cadeias longas (LCSF) é o índice que determina o comportamento do biodiesel em baixas temperaturas. Esse índice representa cadeias longas de ácidos graxos saturados das famílias C16, C18, C20, C22 e C24 (Dunn, 2019). O LCSF está intimamente ligado ao valor do ponto de entupimento por filtro a frio (CFPP), cujo CFPP, de acordo com a ANP, tem um valor máximo de 19ºC. Dessa forma, baixos valores de LCSF são desejados, e tanto o CT quanto a AP50% possuem valores baixos para esse índice, 4,89 e 9,31 respectivamente. Em relação ao CFPP, índice utilizado para avaliar o desempenho do biodiesel em baixas temperaturas. Porque em temperaturas mais baixas, a cristalização das moléculas de AG aumenta, promovendo a sua aglomeração e o entupimento das linhas de combustível e filtros (Andrade et al., 2019). Dessa forma, um alto valor de CFPP indica um alto número de cadeias longas e saturadas, indicando propriedades inadequadas a baixas temperaturas (Nascimento et al., 2013). Tanto CT e AP50%, os valores de CFPP permaneceram dentro do limite, -1,12 e 12,78, respectivamente. Jawaharraj et al. (2016) reportou CFPP igual a 3,1 para Scenedesmus dimorphus e -8,1 para Isochrysis aff. Galbana, valores dentro da faixa estabelecida pela ANP. Por fim, o biodiesel oriundo do tratamento AP50% apresenta propriedades adequadas que apontam potencial para a produção de biodiesel.
5.4 [bookmark: _Toc203986750]CINÉTICA DE PRODUÇÃO DO EPS
Em ambos os experimentos, é notada a produção de EPS nos meios de cultivo, conforme a Figura 9 (A), com dados de concentração, e a Figura 9 (B), com dados de produtividade que medem a eficiência da produção de EPS ao longo dos dias de cultivo. É importante citar que, a partir do 18º dia, CT não possui resultados, devido a morte celular. O meio de cultivo de AP50% apresentou ao longo dos dias maior concentração de EPS, em relação ao controle, e isso, possivelmente, se deve a exposição da microalga ao conteúdo da água produzida utilizada no experimento, a exemplo da presença elevada de sais, pois a secreção de EPS é uma estratégia comum das células para se defenderem contra o estresse osmótico (Farkas et al., 2023). Além destes fatores, somam-se a iluminação solar direta (~12 horas d-1) e altas temperaturas que, quando combinadas a composição química da AP, exercem um efeito estimulador sinérgico na produção de exopolissacarídeos, visto que a síntese de EPS é uma estratégia de defesa contra componentes tóxicos e estresse osmótico, utilizada por microalgas para a proteção e manutenção da integridade celular (Hou et al., 2023).
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Descrição gerada automaticamente]Figura 9 - Produção (A) e produtividade (B) de EPS obtido através do cultivo de Chlorolobion braunii em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) ([image: ]) e o controle (CT) ([image: ]).

Durante o período do experimento, a concentração, Figura 9 (A), e produtividade, Figura 9 (B), de EPS variaram, apresentando uma oscilação (resultados menores e maiores) ao decorrer do tempo do experimento. Uma hipótese para essa variação está associada a existência de enzimas presentes no EPS, que podem degradar polissacarídeos e proteínas presentes no EPS, fornecendo carbono e energia para manter as células vivas no meio (Zhou et al., 2024). Este processo associado a exposição ao meio salino e a limitação de nutrientes, pressionam o sistema metabólico da microalga a produzir EPS para proteção provocando dias de alta produção e baixa produção, devido ao consumo do EPS. Segundo Kronusová et al. (2022), salinidade e limitação nutritiva, são as formas mais efetivas para a produção de EPS. Esta evidência é suportada pelo baixo crescimento observado no cultivo, que produziu uma quantidade final de biomassa muito baixa somada a presença de uma fase estacionária contínua ao longo dos 42 dias de experimento. Essa hipótese também é válida para o CT e reforça a sua ação em AP50%, pois, com uma baixa produção de EPS, devido à ausência de um meio com alta concentração salina e sem limitação de nutrientes, esse suporte metabólico não estaria disponível no tratamento CT, levando à morte celular. Além da influência da iluminação direta e prolongada, pois a presença do EPS protege a célula contra os efeitos prejudiciais desse fator externo e a influência da temperatura (Ciempiel; Krzemińska, 2021).
Em AP50%, a produção de total de EPS em relação aos 200 L foi de, aproximadamente, 30,0 g e a produtividade média foi 0,018 g L-1 d-1. A síntese de EPS pelas microalgas é uma característica espécie-específica e depende da condição de cultivo ou/e limitação de nutrientes (Costa et al., 2021). Embora os efeitos do ambiente (condições de cultivo) na produção de EPS por microalgas pareçam ser dependentes da espécie, a limitação de nutrientes e, notavelmente, a escassez de nitrogênio, são as restrições ambientais mais descritas que levam à síntese de EPS (Gaignard et al., 2019), contudo, para o presente trabalho, a produção de EPS foi desencadeada pela presença de metais, salinidade, flutuações na temperatura e incidência solar direta. 
Uma análise estatística foi realizada para avaliar a significância das diferenças observadas na produtividade de EPS. O valor de p obtido foi 0,0051, indicando que as diferenças entre os tratamentos CT e PW50% foram estatisticamente significativas, considerando o limite de significância de 0,05. Isso significa que a variação na produtividade de EPS não foi resultado de flutuações aleatórias ou erros experimentais, mas refletiu efeitos reais e consistentes das condições experimentais.
Autores como Zhang et al. (2019a), para as microalgas Chlorella zofingiensis e Chlorella vulgaris cultivadas em 1 L em meio BG-11, encontraram valores de 0,208 e 0,364 g L-1 de EPS, respectivamente. Em relação à produtividade, em meio BG-11, sob condições controladas, Bayona e Garcés (2014), com a microalga Botryococcus braunii, encontraram uma produtividade de 0,0068 g L-1 d-1, e, para o meio D, uma produtividade de 0,0105 g L-1 d-1. A concentração de EPS maior em D em relação ao meio BG-11, deve-se à baixa quantidade de nitrogênio disponível no meio. No presente estudo, os valores de produtividade foram maiores aos encontrados pelos autores. Os resultados de produção e produtividade indicam que C. braunii cultivada em água produzida, numa escala piloto e sistema outdoor é capaz de sintetizar EPS em condições de escalabilidade industrial.
5.5 [bookmark: _Toc203986751]ATR-FTIR
Os perfis espectroscópicos dos tratamentos AP50% e CT mostraram diferenças nas bandas espectrais da biomassa, Figura 10 (A), e do EPS coletado, Figura 10 (B). A associação do número de onda com grupos funcionais é apresentada na Tabela 6.  
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O conteúdo gerado por IA pode estar incorreto.]Figura 10 - Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier para biomassa (A) e EPS (B) obtidos através do cultivo de Chlorolobion braunii em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).

A biomassa coletada do CT e da AP50%, na Figura 10 (A), apresentaram uma banda entre 3500 e 3200 cm-1, cuja banda indica a vibração de estiramento -OH da ligação intermolecular de hidrogênio e reflete a região de absorção característica de todos os açúcares (Miao et al. 2014), além de indicar presença de água residual (Li et al., 2017). A banda entre 2930 e 2890 cm-1 representam vibrações de estiramento -CH do grupo alifático -CH2 (Arif et al., 2021), sendo que a banda de 2890 cm-1 também pode ser atribuída aos grupos -CH2 e -CH3 que formam a cadeia de lipídios. As biomassas também apresentaram bandas entre 1642 e 1540 cm-1, características de vibrações amida I (1636 e 1642 cm-1) e amida II (1544 e 1551 cm-1), típicas de proteínas (Goo et al., 2013). Conforme Cybulska et al. (2015), isso pode significar que as proteínas restantes encontradas no material podem fazer parte de proteoglicanos. As bandas entre 1450 e 1430 cm-1 também estão presentes para as duas biomassas e são características dos grupos -CH3 e -CH2-, típicas de carboidratos (Perera et al., 2021). As bandas em 1250 e 1060 cm-1 exibem uma absorção característica dos polissacarídeos e representam a vibração da ligação glicosídica C-O-C e C-O (Mishra; Jha, 2009; Jakhu et al., 2021).


Tabela 6 - Grupos funcionais detectados por FTIR a partir da biomassa e do EPS obtidos através da Chlorolobion braunii cultivada em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
	
Grupo Funcional
	Comprimento de Onda (cm-1)

	
	Biomassa
	EPS

	
	CT
	AP50%
	CT
	AP50%

	O-H
	3322
	3290
	3280
	3280

	C-H
	2930
	2893
	2920
	2921

	C-H
	-
	-
	2852
	2852

	Carboxila/Amida
	1636
	1642
	-
	-

	N-H
	1544
	1551
	1645/1539
	1645/1539

	Metil e Metileno
	1432
	1446
	-
	-

	-COOH/-COO-
	-
	-
	1454/1383
	1454/1383

	Ligação Glicosídica
	1250
	-
	1244/1149
	1244/1149

	Ligação Glicosídica
	1060
	1060
	1025
	1038

	C-O-C/C-O-H
	-
	-
	527
	534



O espectro de FTIR dos EPSs, na Figura 10 (B), também indicam banda entre 3500-3200 cm-1, típica da vibração de estiramento -OH e as bandas entre 2921 e 2852 cm-1 que indicam vibrações do estiramento -CH, -CH2 e -CH3. As bandas 1645 e 1539 cm-1 estão associadas ao alongamento N-H, possivelmente causada pela galactose e manose no EPS (Tripathi et al., 2023). As bandas 1454 e 1383 cm-1 são características de grupos carboxila ou carboxilatos (Geng et al., 2025), indicando que há presença de polissacarídeos ácidos (Singh et al., 2011; Zhang et al., 2019b). As bandas em 1244 e 1149 cm-1 exibem traços próprios de polissacarídeos, representando vibrações de ligações glicosídicas. Os carboidratos apresentam bandas de alta absorbância entre as bandas 1200 e 950 cm-1 (Koçer et al., 2021), o que é evidenciado pela alta absorção em 1038 e 1025 cm-1. Essas bandas, conforme Dertli et al. (2016), são considerados como regiões características dos polissacarídeos extracelulares. Além disso, segundo Molaei & Jahanbin (2018), bandas entre 1100 e 1010 cm-1 indicam a presença de anéis de piranose e furanose. As bandas em 534 e 527 cm-1 exibem a absorção característica dos polissacarídeos e indica a vibração da ligação glicosídica C–O–C e as vibrações de estiramento dos grupos laterais C–O–H. Dessa forma, como o EPS é um biopolímero composto, principalmente, de polissacarídeos, proteínas, ácidos nucléicos e fosfolipídios (Salas-Orozco et al., 2024), a análise FTIR-ATR corrobora para a presença de polissacarídeos, já que a composição destes é destacada como o principal fator para a construção da estrutura do EPS (Nguyen et al., 2020).
Além disso, a Figura 10 (A), que se refere à biomassa microalgal, observaram-se diferenças entre as bandas dos tratamentos CT e AP50%, sendo as bandas referentes ao tratamento CT mais intensas. Isso está relacionado à maior quantidade de compostos como carboidratos, lipídios e proteínas no tratamento CT, resultando em vibrações mais intensas nas ligações dos respectivos grupos funcionais. Em relação à Figura 10 (B), a intensidade das bandas para o tratamento AP50% foi mais intensa, indicando que o tratamento AP50% favoreceu a maior produção de EPS em comparação ao CT, fato evidenciado pelos resultados da cinética de produção do EPS.
5.6 [bookmark: _Toc203986752]PARÂMETROS REOLÓGICOS DO EPS
A Figura 11 apresenta o efeito da taxa de cisalhamento sobre a viscosidade aparente da solução de EPS em água destilada. Já a Tabela 7 apresenta o valor da viscosidade aparente e os parâmetros reológicos da solução do EPS sintetizado por C. braunii e, para efeitos comparativos, da goma xantana, EPS utilizado em diferentes setores industriais, como cosméticos, petróleo e gás (Elkatatny, 2016; Reinoso et al., 2019). A viscosidade aparente é definida como a razão entre a tensão de cisalhamento e a taxa de cisalhamento, e reflete a resistência do fluido ao escoamento, em uma condição específica de deformação (Li et al., 2023). O comportamento da curva demonstra que o fluido formado por EPS e água destilada é pseudoplástico, pois apresenta uma diminuição acentuada da viscosidade aparente à medida que ocorre o aumento da taxa de cisalhamento (Ghassemi; Shahidian, 2017). Esse comportamento pode ser explicado com base na estrutura ordenada entre as moléculas de polissacarídeos, formada por entrelaçamento de cadeias, que foi rompida pela força de cisalhamento (Li et al., 2022). Embora pequenas variações nas medições de viscosidade tenham sido observadas devido aos limites de precisão do equipamento utilizado e a possíveis flutuações experimentais, a tendência geral de diminuição da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento permanece clara. A porcentagem de erro entre as medições foi mínima, ou seja, inferior a 5%, indicando que o comportamento pseudoplástico observado da solução de EPS foi consistente e confiável, apesar das incertezas experimentais inerentes.




Figura 11 - Efeito da taxa de cisalhamento na viscosidade da solução de EPS obtido através da Chlorolobion braunii em meio BG-11 suplementado com 50% de AP ([image: ]) e o controle ([image: ]).
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Para o modelo matemático aplicado na análise reológica, duas constantes, k e n, são utilizadas para caracterizar o comportamento do fluido (Bambang et al., 2019). Em relação ao valor do índice de comportamento do fluido (n), no caso do EPS, tanto do CT, quanto da AP50%, e da goma xantana, são caracterizados como fluidos pseudoplásticos, sendo consistente com a redução da viscosidade aparente observada na Figura 11. Já para o índice de consistência do fluido (k), em condições de baixo cisalhamento, o fluido apresenta maior viscosidade, portanto, possui resistência ao movimento, gerando um valor alto de k, tanto para o EPS, CT e AP50%, quanto para a goma xantana. 
Tabela 7 - Viscosidade aparente da solução de EPS obtida através da Chlorolobion braunii cultivada em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
	Parâmetro
	EPS CT
	EPS AP50%
	Goma Xantana**

	Viscosidade aparente (mPa.s)*
	117,19
	113,98
	230,17

	K
	803,60
	795,75
	1928,2

	n
	0,39
	0,39
	0,34

	R²
	0,95
	0,94
	0,95


*25 ºC e 25s-1. **Carvalho (2022).
Embora a composição do meio de cultivo no AP50% incluísse 50% de água produzida (AP), a curva de viscosidade aparente em função da taxa de cisalhamento para o EPS do AP50% foi quase idêntica à do EPS controle produzido no meio BG-11. Essa semelhança indicou que a PW não influenciou de forma significativa as propriedades reológicas do EPS, possivelmente porque as microalgas foram capazes de produzir EPS com características semelhantes sob diferentes condições de cultivo. A análise por FTIR (Figura 10) também confirmou que a estrutura do EPS produzido no meio PW50% era praticamente idêntica à do EPS controle. Apenas um leve aumento foi observado na intensidade de certos picos, indicando uma pequena alteração na quantidade ou nas interações dos polissacarídeos. Essa estabilidade na produção de EPS possivelmente indica uma adaptação eficiente da microalga, mantendo as propriedades estruturais e reológicas do bioproduto mesmo sob condições ambientais distintas.
Dessa maneira, as características detectadas pelos parâmetros reológicos, juntamente com a interpretação gráfica da Figura 11, evidenciam o EPS como um biopolímero extracelular com comportamento pseudoplástico. Pessôa et al. (2024), através do EPS obtido da Chlorella vulgaris, em um meio contendo 90% água e 10% leite não pasteurizado + ácido acético, encontraram valores maiores para o índice de comportamento do fluido (n = 0,74), o que o aproxima a um fluido com comportamento newtoniano, diferente do trabalho atual, cujo valor de n (0,39) tende a um comportamento predominantemente pseudoplástico. Dessa forma, o EPS obtido em AP50% apresenta-se como um fluido com características pseudoplásticas desejadas para aplicações na indústria petroquímica (Zhao et al., 2023), bem como para a recuperação avançada de petróleo (Gbadamosi et al., 2022).
5.7 [bookmark: _Toc203986753]TGA, DTG e DSC
As curvas termogravimétricas (TGA) e a sua derivada (DTG), da biomassa de C. braunii para o tratamento CT e AP50%, estão apresentadas na Figura 12 (A) e (B). Em análise conjunta das duas curvas, observa-se durante o primeiro evento, na região de temperatura ≤ 150 ºC, a menor perda de massa sendo12% para o CT e 6% para o AP50%, correspondente ao processo de desidratação da biomassa (Arif et al., 2021). A temperatura inicial (Ti), máxima (Tmax) e final (Tf) de cada evento da TGA está apresentada na Tabela 8.



Tabela 8 – Temperaturas de degradação referentes à biomassa de Chlorolobion braunii cultivada em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
	
Temperatura (ºC)
	Biomassa

	
	CT
	AP50%

	
	1º Evento
	2º Evento
	3º Evento
	1º Evento
	2º Evento
	3º Evento

	Ti
	25,55
	207,41
	666,04
	30,03
	207,04
	651,28

	Tmax
	53,13
	315,05
	707,38
	55,68
	310,86
	752,37

	Tf
	119,07
	422,70
	734,52
	119,07
	423,06
	780,97


Ti – Temperatura inicial; Tmax – Temperatura máxima; Tf – Temperatura final
O segundo evento, considerado o evento principal da pirólise, entre 150 e 600 ºC, ocorreu perda de massa de 55% para o CT e 24% para o AP50%, aproximadamente. Nesse evento, a decomposição da maior parte dos compostos orgânicos acontece, sendo a curva CT mais acentuada por conta da maior concentração de proteínas, carboidratos e lipídios em relação AP50%. Essa faixa de temperatura divide-se em duas regiões, a primeira, 200-350 ºC, corresponde à degradação térmica de proteínas e carboidratos, e a segunda, 350-550 ºC, corresponde à degradação térmica de lipídios (Vuppaladadiyam et al., 2021). 
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O conteúdo gerado por IA pode estar incorreto.]Figura 12 - Curvas TGA (A), DTG (B) e DSC (C) da biomassa obtida através da Chlorolobion braunii em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
No terceiro evento, 600-800 ºC, com perda de massa de 13% para CT e 27% para AP, resíduos sólidos restantes foram degradados (Sudhakar; Premalatha, 2015) formando biochar, na etapa final da pirólise (Gan et al., 2020). Em temperaturas acima de 500 ºC, carboidratos como celulose e hemicelulose, além das cadeias de ácidos graxos são deteriorados (Ahmed et al., 2018). Como o cultivo em AP50% produziu uma quantidade superior de ácidos graxos, em relação ao CT, a perda de massa associada a AP50% foi mais acentuada, como apresentado pelo terceiro evento conforme a Figura 12 (A). 
Na temperatura de 900 ºC, para CT, a quantidade de biochar produzido foi de 15,19%, enquanto para AP50%, foi 41,73%. Essa maior quantidade de biochar na AP50% pode estar relacionada à quantidade de metais pesados e sais presentes na biomassa (Arif et al., 2021), indicando que as microalgas adsorveram esses compostos durante o cultivo. Esse fato pode estar atrelado ao EPS, presente na região extracelular, possuir característica adsortiva, conseguindo adsorver os metais pesados presentes na AP, prevenindo os efeitos prejudiciais dos metais pesados no ambiente intracelular (Danouche et al., 2021). Dessa forma, com base nas Figura 12 (A) e (B), a biomassa obtida no experimento AP50% apresentou uma maior estabilidade térmica por possuir uma menor perda de massa durante o processo de degradação térmica no primeiro e no segundo evento, contudo o CT apresentou maior estabilidade no terceiro evento quando exposto a altas temperaturas.
A análise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) também foi empregada para determinar o comportamento térmico das biomassas e suas transições térmicas, Figura 12 (C). Observa-se um pico característico para ambas as amostras próximo a 100 ºC, um pico endotérmico que traduz o processo de desidratação ou combustão de substâncias voláteis leves (Zhao et al., 2017). A região entre 200-500 ºC corresponde às zonas de absorção e liberação de energia associados à decomposição/oxidação de compostos orgânicos, a exemplo de proteínas, carboidratos e lipídios (Ansari et al., 2019; Silva et al., 2020). O último evento envolve a região entre 500-600 ºC, correspondente à degradação de compostos carbonáceos oriundos dos eventos anteriores, como cinzas, seguida da formação de biochar (López-González et al., 2015). Essa região pode indicar que a decomposição térmica foi concluída ou que a maior parte da biomassa (bioprodutos) já sofreu decomposição térmica liberando gases do processo como CO2 e H2O (Mustapha et al., 2023).  O ruído presente nos gráficos da Figura 12 (B) e (C), segundo López-González et al. (2015), principalmente no segundo e terceiro evento, pode estar associado à degradação dos diferentes compostos presentes na biomassa e à detecção do fluxo de calor correspondente às quebras das ligações das moléculas.  
A Figura 13 (A) apresenta a TGA para o EPS sintetizado por C. braunii, a Figura 13 (B) apresenta a DTG e a Figura 13 (C), a DSC. A Tabela 9 apresenta os valores de Ti, Tmax e Tf para a TGA do EPS. No primeiro evento, ≤ 150 ºC, a perda de massa foi de 13,14% para CT e 14,75% para AP50% e corresponde à dessorção de moléculas de água fisicamente absorvidas (Jakhu et al., 2021). O segundo evento, entre 200-400 ºC, apresentou perda de massa de 62,22% para CT e 74,1% para AP50%. Nesse evento, ocorre a degradação das cadeias poliméricas (Silva et al., 2020) presentes nos polissacarídeos do EPS, levando à maior perda de massa.
Tabela 9 – Temperaturas de degradação referentes ao EPS obtido da Chlorolobion braunii cultivada em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
	
Temperatura (ºC)
	EPS

	
	CT
	AP50%

	
	1º Evento
	2º Evento
	3º Evento
	1º Evento
	2º Evento
	3º Evento

	Ti
	15,71
	167,59
	467,71
	15,71
	167,59
	467,71

	Tmax
	39,62
	272,39
	529,73
	31,35
	274,35
	529,67

	Tf
	48,34
	378,40
	593,73
	47,29
	380,81
	566,36


Ti – Temperatura inicial; Tmax – Temperatura máxima; Tf – Temperatura final
O terceiro evento, entre 450-650 ºC, com perda de massa de 5,7% para CT e 11,15 para AP50%, cujo evento pode ser atribuído à despolimerização do material e a liberação de CO2, H2O e CO (Zamora et al., 2002; Jakhu et al., 2021). O EPS oriundo da AP50% foi completamente degradado em 532,29 ºC, já o oriundo do CT apresentou 18,41% de massa a 700 ºC, sugerindo que o EPS oriundo do CT possui uma maior estabilidade térmica.
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O conteúdo gerado por IA pode estar incorreto.]Figura 13 - Curvas TGA (A), DTG (B) e DSC (C) do EPS obtido no cultivo de Chlorolobion braunii em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).

A análise DSC para o EPS está apresentada na Figura 13 (C). O primeiro evento apresenta um Tonset de 26,24 ºC para ambos os cultivos e uma temperatura de cristalização (Tc) de 77,75 ºC para CT e 76,38 ºC para AP50%, podendo resultar em um cristal estruturado (Kokarakis et al., 2022). O segundo evento, com uma Ti de 148,16 ºC para CT e 150,4 ºC para AP50% representa a fusão dos cristais formados durante o evento anterior (Kokarakis et al., 2022). Após esse evento, na faixa de temperatura entre 250-450 ºC, marcado por regiões endo e exotérmicas, há a degradação das cadeias poliméricas que compõem o EPS (Ramachandran et al., 2023), além disso, a presença de picos exotérmicos nessa região aponta a presença de polissacarídeos na composição do EPS (Wang et al. 2014). O terceiro evento, com Ti de 451,21 ºC para CT e 456,93 ºC para AP50%, pode ser atribuído, também, à despolimerização do material, liberação de CO2, H2O e CO (Zamora et al. 2002). A microalga Chlorella sp., no estudo desenvolvido por Jakhu et al. (2021), apresentou EPS com estabilidade térmica até os 200 ºC, o EPS produzido pela microalga Spirulina platensis, no estudo de Liu et al. (2023), apresenta estabilidade térmica até os 220 ºC e o EPS produzido pela microalga Streptomyces sp apresentou uma estabilidade térmica de até 250 ºC (Kamala et al., 2019). O EPS produzido pela C. braunii, no presente trabalho, apresenta estabilidade próxima aos estudos citados, até os 200 ºC, se mostrando como mais uma opção viável para comercialização frente à outras espécies. 
5.8 [bookmark: _Toc203986754] PIRÓLISE BIOMASSA
5.8.1 [bookmark: _Toc203986755]Caracterização dos gases não-condensáveis
A Figura 14 mostra os resultados da caracterização dos gases não-condensáveis gerados durante a pirólise intermediária da biomassa de C. braunii nos tratamentos CT e AP50%. CT e AP50% geraram 46,86% e 57,69% de gases, respectivamente, em relação aos produtos da pirólise. Os gases não-condensáveis gerados em AP50% não continham produtos nitrogenados porque uma menor quantidade de proteínas foi produzida pelas microalgas durante o cultivo, ao contrário de CT. A pirólise de biomassa de microalgas rica em proteínas forma compostos contendo nitrogênio, como aminas, amidas, piridinas, pirróis, pirazóis, pirazinas, poliheteroaromáticos, nitrilas e indóis (Andrade et al., 2018). 
Figura 14 - Composição dos produtos gasosos não-condensáveis obtidos da pirólise da biomassa da Chlorolobion braunii em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT). 
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Dióxido de carbono (CO2), 2-Propenonitrila (C3H3N), Dimetilmetanamina (C3H9N), Pirrol (C4H5N), Isobutironitrila (C4H7N), 3-Metilpirrol (C5H7N), 2-Metilbutanonitrila e 3-Metilbutanonitrila (C5H9N)
Em ambos os cultivos, a produção de CO₂ foi identificada como o principal componente da pirólise sob as condições experimentais; CT e AP50% geraram 42,05% e 57,69% de CO₂, respectivamente, em concordância com a literatura (Azizi et al., 2020; De Morais et al., 2023). O CO₂ foi produzido devido à quebra de grupos carbonila e carboxila em carboidratos e proteínas (De Morais et al., 2023), o que justifica a quantidade desse gás em CT. No entanto, no caso de AP50%, os ácidos graxos (AGs) presentes na biomassa, particularmente os saturados (SFA) e monoinsaturados (MUFA), geraram CO₂ em abundância por serem ricos em grupos carboxila. Durante a pirólise, a decomposição térmica desses compostos gerou radicais contendo oxigênio, como OH•, que reagiram com espécies doadoras de hidrogênio presentes na biomassa. Como resultado, a quantidade de compostos oxigenados, como AGs e amidas, aumentou e reações de descarboxilação se intensificaram, gerando grandes quantidades de CO₂ (Liu et al., 2020).
Assim, a maior produção de gases em AP50% foi influenciada pelas condições de pirólise e pela composição bioquímica da biomassa. As primeiras impactaram consideravelmente a produção de CO₂. Em AP50%, o CO₂ foi o principal gás não-condensável produzido. Por outro lado, em CT, também foram produzidos compostos nitrogenados. Embora CT contivesse lipídios, carboidratos e proteínas em abundância, o CO₂ foi gerado como o principal gás; gases típicos da pirólise, como CH₄ e etano, não foram detectados em nenhum dos tratamentos. Isso indicou que as condições de pirólise, particularmente temperaturas mais elevadas (na faixa de 500 °C), impactaram consideravelmente a formação de CO₂. De Morais et al. (2023) relataram que essa faixa de temperaturas intensificou a decomposição de moléculas contendo grupos carbonila e carboxila, favorecendo a formação de CO₂ e inibindo a formação de outros gases típicos da pirólise. Esses achados destacam a interação entre as condições de pirólise e a composição da biomassa, demonstrando sua influência na formação dos produtos gasosos.
5.8.2 [bookmark: _Toc203986756]Bio-óleo
A Figura 15 mostra os principais produtos obtidos a partir da pirólise de C. braunii nos tratamentos CT e AP50%. Os produtos da pirólise incluem bio-óleo, que representa 45,57% para CT e 35,12% para AP50%, e biochar, que representa 7,56% para CT e 6,86% para AP50%. Os produtos restantes consistem em gases não-condensáveis. O bio-óleo foi gerado por compostos oxigenados, como ácidos carboxílicos, aldeídos, álcoois e furanos, provavelmente formados a partir da decomposição de constituintes carboidratos; compostos nitrogenados, como pirróis, indóis, pirazóis, oleamidas e nitrilas de AG, gerados a partir da decomposição de proteínas; e glicerídeos e ésteres de AG produzidos pela decomposição e/ou volatilização dos constituintes lipídicos das microalgas (Maddi et al., 2017). Assim, CT apresentou 22,93% a mais de bio-óleo em comparação com AP50%, devido à sua maior composição de proteínas e lipídios.
Figura 15 - Principais produtos obtidos da pirólise da biomassa da Chlorolobion braunii em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
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O bio-oil continha principalmente hidrocarbonetos (HC), compostos nitrogenados (NCs) e compostos oxigenados (OCs). Os HC são componentes valiosos para uso como combustíveis (Azizi et al., 2020), e o bio-oil gerado no tratamento AP50% continha aproximadamente 13% de HC. Os OCs podem apresentar alta corrosividade, instabilidade e baixa densidade energética (Azizi et al., 2020), portanto, catalisadores podem ser empregados para reduzir o teor de OC (Chen et al., 2018). Por fim, os NCs podem ser utilizados como intermediários químicos nas indústrias farmacêutica e de polímeros (Carbas et al., 2017).
Durante a pirólise, CT gerou 9,26% mais biochar do que AP50%. Sob condições experimentais diferentes daquelas na TGA (Figura 12(A)), a quantidade de biochar obtida durante a pirólise foi menor (7,56% para CT e 6,86% para AP50%). O biochar gerado continha compostos mais pesados, como hexadecano e ésteres.  
Figura 16 – Relação dos produtos obtidos da pirólise da biomassa da Cholorobion braunii em meio BG-11 suplementado com 50% de AP (AP50%) e o controle (CT).
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As composições químicas dos bio-óleos em CT e AP50% foram analisadas para identificar seus componentes (Figura 16). Os maiores grupos detectados em ambos os tratamentos foram compostos oxigenados (OCs), hidrocarbonetos monoinsaturados (MHCs) e compostos nitrogenados (NCs). AP50% gerou a maior quantidade de OCs, e CT gerou as maiores quantidades de MHCs e NCs. Foram gerados 59,54% e 78,28% de OCs em CT e AP50%, respectivamente. Entretanto, a maior fração dessa porcentagem está associada à liberação de CO₂, que foi de 42,05% para CT e 57,69% para AP. O CO₂ foi liberado devido à decomposição dos grupos carboxila nos compostos da biomassa de C. braunii (López-González et al., 2014; Chen et al., 2017), como lipídios e proteínas. A massa restante correspondente aos OCs compreendia álcoois, ácidos carboxílicos e aldeídos.
A decomposição dos lipídios indicou a presença de hidrocarbonetos monoinsaturados (MHCs) durante a pirólise da biomassa de microalgas. Araújo et al. (2017) e Wang et al. (2018) relataram que a pirólise da fração lipídica pode ser dividida em dois passos: o passo primário envolve a quebra das ligações C–O simples entre o glicerídeo e os ácidos graxos (AGs) e o passo secundário envolve a decomposição e desoxigenação dos produtos formados no passo primário. Isso resultou na formação de hidrocarbonetos saturados e insaturados, que foram detectados durante a pirólise.
Os compostos nitrogenados (NCs) se formaram durante a decomposição primária dos componentes estruturais das microalgas e nas reações secundárias da matéria volátil da decomposição primária (Yu et al., 2018). Por exemplo, a decomposição primária de aminoácidos como triptofano e histidina gerou produtos voláteis como indol e imidazol. Esses produtos podem então sofrer decomposição secundária, formando compostos adicionais, como hidrocarbonetos aromáticos (Han et al., 2018), tais como benzeno e tolueno, que foram gerados durante a pirólise da biomassa. Como foi observada uma maior porcentagem de proteínas em CT, a quantidade de NC na pirólise da biomassa de CT foi maior em comparação à formada na biomassa de AP50%.

















[bookmark: _Toc203986757][bookmark: _Hlk203987408]CONCLUSÃO

A Chlorolobion braunii apresentou potencial para o tratamento da AP em um sistema outdoor realizado em uma planta piloto, apresentando uma alta eficiência de remoção de nutrientes principalmente NO3-, PO4-, Fe e Mn. Além disso, a microalga produziu cerca de 30 g de EPS e simultaneamente foi possível obter biochar rico em sais e minerais, bio-óleo e biodiesel cujos parâmetros de qualidade exigidos foram atendidos. Esses resultados foram alcançados utilizando 100 L de água produzida e reduzindo em 50% o uso de meio sintético, em condições de escalabilidade industrial. Portanto, o bioprocesso proposto mostrou-se eficiente tanto no tratamento da água produzida quanto na produção bioprodutos como EPS que pode ser destinado à indústria petroquímica, biochar para uso em agricultura, e biodiesel atendendo a requisitos de qualidade internacional, logo é promissor dentro de um conceito de biorrefinaria.
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[bookmark: _Toc203986759]ANEXO A – COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS BIO-ÓLEOS OBTIDOS PELA PIRÓLISE DA BIOMASSA DA C. BRAUNII EM MEIO BG-11 SUPLEMENTADO COM 50% DE AP E O CONTROLE.
	Composto
	Fórmula molecular
	Massa molar (g mol-1)
	Tempo retenção (min)
	%Área

	
	
	
	CT
	AP50%
	CT
	AP50%

	Dióxido de carbono
	CO2
	44
	4,5
	4,5
	42,05
	57,69

	Carbinol ciclopropílico
	C4H8O
	72,11
	4,72
	4,73
	7,86
	9,44

	3-Metil-1-butino
	C5H8
	68,12
	ND
	5,06
	ND
	0,38

	Dimetilmetanamina
	C3H9N
	59,11
	4,9
	ND
	1,53
	ND

	2-Metil-3-oxobutironitrila
	C5H7NO
	97,12
	5,05
	ND
	0,77
	ND

	1-Isocianobutano
	C4H9NCO
	87,13
	5,17
	5,19
	6,74
	4,62

	2-Propenonitrila
	C3H3N
	53,06
	5,43
	ND
	0,94
	ND

	1,3-Ciclopentadieno
	C5H6
	66,10
	5,53
	ND
	0,91
	ND

	4-Penten-1-ol
	C5H10O
	86,14
	5,69
	ND
	0,82
	ND

	1-Hexeno
	C6H12
	84,16
	6,01
	6,06
	1,97
	1,60

	2-Metilfurano
	C5H6O
	94,10
	6,29
	ND
	0,55
	ND

	Isobutironitrila
	C4H7N
	67,11
	6,64
	ND
	0,33
	ND

	3-Metilbutanal
	C5H10O
	86,13
	7,16
	ND
	0,34
	ND

	Benzeno
	C6H6
	78,11
	7,34
	7,35
	0,89
	0,92

	(Z)-1,3,5-Hexatrieno
	C6H8
	80,13
	ND
	7,52
	ND
	0,35

	1-Hepteno
	C7H14
	98,19
	7,88
	7,88
	0,71
	0,76

	2-Nitropropano
	C3H7NO2
	89,10
	ND
	8,98
	ND
	0,63

	2-Metilbutanonitrila
	C5H9N
	83,13
	8,80
	ND
	0,35
	ND

	3-Metilbutanonitrila
	C5H9N
	83,13
	8,96
	ND
	0,77
	ND

	Pirrol
	C4H5N
	67,09
	9,75
	ND
	0,46
	ND

	Tolueno
	C7H8
	92,14
	10,1
	10,12
	1,41
	0,32

	3-Metilenoheptano
	C8H14
	114,20
	10,64
	10,64
	0,60
	0,82

	1-Octeno
	C8H16
	112,21
	ND
	10,71
	ND
	0,76

	1-Noneno
	C9H18
	128,23
	10,71
	ND
	0,44
	ND

	Cianeto de isoamila
	C5H11CN
	87,15
	12,54
	ND
	0,38
	ND

	2,6-Dimetil-1-hepteno
	C9H18
	126,24
	12,70
	ND
	0,36
	ND

	3-Metilpirrol
	C5H7N
	81,12
	12,84
	ND
	0,43
	ND

	Etilbenzeno
	C8H10
	106,17
	13,28
	13,31
	0,69
	0,76

	1-Noneno
	C9H18
	128,23
	14,16
	14,17
	0,61
	0,64

	Estireno
	C8H8
	104,15
	14,39
	ND
	0,99
	ND

	2-Etilhexanal
	C8H16O
	128,21
	ND
	16,13
	ND
	0,45

	1-Deceno
	C10H20
	140,27
	17,76
	17,76
	1,34
	0,80

	Benzonitrila
	C6H5CN
	103,12
	17,92
	ND
	0,32
	ND

	2-Etil-1-hexanol
	C8H18O
	130,23
	19,06
	18,91
	2,47
	5,36

	1-Undeceno
	C11H22
	154,30
	21,26
	21,26
	0,91
	0,87

	1-Dodeceno
	C12H24
	168,32
	24,55
	ND
	0,82
	ND

	Nonilciclopropano
	C12H22
	166,31
	ND
	24,56
	ND
	1,23

	1-Trideceno
	C13H26
	182,35
	27,67
	27,66
	0,67
	0,76

	2,7-Dimetil-1-octanol
	C10H22O
	146,29
	29,48
	ND
	0,45
	ND

	1-Tetradeceno
	C14H28
	196,37
	30,56
	ND
	0,84
	ND

	(Z)-3-Hexadecenol
	C16H32
	224,43
	ND
	30,51
	ND
	1,22

	Eicosilbenzeno
	C26H42
	354,63
	ND
	32,96
	ND
	0,33

	1-Pentadeceno
	C15H30
	210,40
	34,54
	34,58
	1,60
	1,46

	(E)-9-Eicoseno
	C20H40
	280,53
	37,93
	ND
	0,77
	ND

	1-Heptadecano
	C17H34
	238,47
	40,62
	37,94
	0,97
	0,33

	Hexadecano
	C16H34
	226,44
	38,06
	38,07
	0,35
	0,34

	3,7,11-Trimetil-1-dodecanol
	C15H32O
	228,42
	38,68
	38,68
	0,63
	0,47

	Tridecanal
	C13H26O
	198,34
	ND
	38,50
	ND
	0,53

	1,19-Eicosadieno
	C20H38
	278,51
	39,71
	ND
	0,31
	ND

	Neofitadieno
	C20H34
	274,51
	40,97
	40,63
	4,51
	0,33

	3,7,11-Trimetil-1-dodecanol
	C15H32O
	228,42
	40,73
	ND
	0,95
	ND

	(E)-2-Tridecenal
	C13H24O
	196,33
	ND
	41,34
	ND
	0,33

	1-Nonadecano
	C19H38
	266,51
	44,23
	41,43
	0,86
	0,33

	3,7,11-Trimetil-2,4-dodecadieno
	C15H26
	206,38
	41,66
	ND
	0,62
	ND

	Hexadecanitrila
	C16H33CN
	241,46
	ND
	41,70
	ND
	0,73

	Ácido hexadecanoico
	C16H32O2
	256,43
	42,47
	42,47
	0,55
	0,31

	Hexahidropirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona, 3-(2-metilpropil)-
	C12H18N2O2
	222,29
	42,55
	ND
	0,48
	ND

	1-Ciclopentileicosano
	C25H50
	350,67
	42,79
	ND
	0,40
	ND

	2-Hexadeceno, 3,7,11,15-tetrametil-, [R-[R,R-(E)]]-
	C20H38
	278,51
	42,88
	ND
	0,87
	ND

	Tetradeciloxirano
	C14H28O
	214,37
	44,03
	ND
	0,32
	ND

	Éster do ácido octadecanoico e 2-propenila
	C21H40O2
	312,55
	ND
	44,03
	ND
	0,71

	1-Hexacoseno
	C26H52
	364,69
	46,94
	ND
	0,98
	ND

	Éster do ácido hexadecanoico, (3-bromoprop-2-ynil)
	C19H33BrO2
	365,38
	ND
	46,41
	ND
	0,48

	Trifluoroacetato de octadecil
	C20H39F3O2
	370,53
	46,89
	ND
	0,58
	ND

	Álcool behênico
	C22H46O
	338,60
	49,97
	ND
	0,30
	ND

	Éster bis(2-etilhexil) do ácido 1,4-benzenedicarboxílico
	C20H30O4
	330,46
	56,09
	56,09
	1,77
	2,99

	Z,E-3,13-Octadecadien-1-ol
	C18H34O
	266,46
	56,32
	ND
	0,48
	ND


ND = Não detectado.
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