LUCIANO SATHLER DOS REIS

CARACTERIZACAO DO RESIDUO OZONIZADO DA MICROALGA
Scenedesmus obliquus BRO03 E SUA UTILIZACAO EM NOVOS CULTIVOS

Dissertacao apresentada a Universidade Federal
de Vigcosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia
Agricola, para obtencdo do titulo déagister
Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2014



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T
Reis, Luciano Sathler dos, 1985-
R375¢c Caracterizacio do residuo ozonizado da microalga
2014 Scenedesmus obliguus BR0OO3 e sua utilizacdo em novos cultivos

/ Luciano Sathler dos Reis. — Vicosa, MG, 2014.
xiil, 52f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Marcio Arédes Martins.
Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Biocombustiveis. 2. Energia - Fontes alternativas.
3. Microalgas. 4. Scenedesmus obliguus. 5. Ozonio.
I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Engenharia
Agricola. Mestrado em Engenharia Agricola. Il. Titulo.

CDD 22. ed. 662.88




LUCIANO SATHLER DOS REIS

CARACTERIZACAO DO RESIDUO OZONIZADO DA MICROALGA
Scenedesmus obliquus BR0O03 E SUA UTILIZACAO EM NOVOS CULTIVOS

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de POs-Graduacdo em Engenharia
Agricola, para obtencédo do titulo déagister
Scientiae

APROVADA:

Claudio Homero Ferreira da Silva Adriano Nunes Nesi

Eduardo Basilio de Oliveira

Marcio Arédes Martins
(Orientador)



“Sozinhos nés caminhamos mais rapido, unidos vamos mais’longe

Autor Desconhecido



AGRADECIMENTOS

Agradeco meus pais Ruibran Januario dos Reis e Maria Inés Sathler dos
Reis, pela educacdo, exemplo de caréater, honestidade e pelo financiamento da
minha vida académica.

A minha esposa Rebecca, pelo apoio nos momentos mais dificeis, e pela
confianca durante essa jornada.

Aos meus irmaos e familiares pela compreensdo durante o tempo dos
estudos e pelo apoio incondicional nesta caminhada.

Especial agradecimento ao meu orientador professor Marcio Arédes
Martins, o principal responsavel por todo esse sonho, pela atencéo, experiéncia,
paciéncia, sabedoria e confianca.

A meu coorientador Wagner Luiz Araujo, pelo apoio e auxilio prestado.

Ao professor Helio Garcia Leite por toda ajuda na dissertagéo.

Aos amigos do laboratério que prestaram uma ajuda especial nos
momentos em que o tempo era curto e o trabalho era pesado.

Ao corpo técnico da Universidade, em especial aos servidores da oficina,
da serralheria, ao Catitu, Edson, Zé Eustaquio e Zé Geraldo e todo o pessoal da
secretaria, em especial a Graca.

A Universidade Federal de Vicosa, pela estrutura disponibilizada.



BIOGRAFIA

LUCIANO SATHLER DOS REIS, filho de Ruibran Januario dos Reis
Maria Ines Sathler dos Reis, nasceu em 14 de novembro de 1985, na cidade de
Belo Horizonte, no Estado de Minas Gerais.

Graduou-se em Agronomia pela Universidade Federal de Vigcosa em
janeiro de 2009. Em marco de 201i3gressou no programa de mestrado pela
mesma instituicdo, com experimentos voltados a producao de biodiesel a partir de

microalgas, concluindo-o em agosto de 2014.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e eeeennnas Vi
LISTADE TABELAS ... e X..oo...
RESUMO ...ttt e e e nnnans X
AB ST R A CT et n s Xii
1. INTRODUGAQO GERAL .....oocveiveeeeeeeee ettt eeen 1
S I |V o o 1= [ - L PO PPPPPPPPPPPPRN 2
1.2, BIOAIESEI.. i 3
1.2.1. Biodiesel de miCroalgas............cooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 3
1.3, OzONI0 € 8S MICTOAIGAS ....eeviiiiiiieeeeeeiie et e e e e e e 4
1.4, REMEIENCIAS . .eeeeeiiiiiiiii ettt e e e e e 5

2. ARTIGO I: RECUPERACAO DE NUTRIENTES A PARTIR DE
BIOMASSA OZONIZADA DA MICROALGA Scenedesmus obliquB&R003. 8

22000 S [ 01 Yo [ 1 T~ Lo RSP 10
2.2, Material € MELOUOS ......uuueeiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s aaans 11
2.2.1. Cepa de microalga e sistema de CUltiVO.............ceeviiiiiiiiiiiieiiiiiie 11
2.2.2. Determinacdo de massa seca livre de CiNzas ..........cccevvvveiveeeviiinineenn, 12
2.2.3. Ozonizagao das MICroalgas...........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 12
2.2.4. Determinagao da concentracao de 0ZONIO ..........cceevvivieiiiiiiienivnnnnnnne 12

2.2.5. Determinacdo do perfil espectrofotométrico e da biomassa

(o )40] 014V - VPP PP P PP 13
2.2.6. Determinacéo da concentracado de nutrientes no meio ozonizado ...... 13
2.2.6.1. AMONIO....ciiiitiiiie ettt e e e e e 13
2.2.6.2. NITFALO oo 14
2.2.6.3. FOSTAIO ...ceiiiiiiiiiiee e 14

2.2.7. Perfil eletroforético das proteinas por eletroforese em gel de

(ST ][ F=Tox g1 F=T 0 o1 b= PP PTTPPPPPPPP 15



2.2.8.  ANAlISES StAtiSHICAS . oeu e e 15

2.3. Resultados € ISCUSSEO ......ccceeviiiiiiiiiiiiiiii ittt 16
2.3.1. Perfil eSpectrofotOMELrICO. .......coiiiiiiiiiieiiiiiieee e 16
2.3.2. MASSA SECA ..vuuuuuiiiieee ettt 19
2.3.3. Analise do perfil proteico em gel de poliacrilamina................ccuvueeee. 22
2.3.4. Concentracao de NUIMENTES .........ceevuviriiiiiiiiee e e e e e e e 24
P2 T St T 11 (0T =1 oo U 24
2.3.4.2.  FOSTALO.....cuiiiiiiiii s 25

2.4. Conclusbtes e consideracdes para experimentos futuros ............ccccceeeveennes 27

2.5, REIEIBNCIAS ... .ttt 27

3. ARTIGO II: CULTIVO DE Scenedesmus obliquB&R003 NO EXTRATO

DE MICROALGAS OZONIZADO ....cotiiiiiiiieis et 32
I I | 11 {0 To [ o= o PP TP TTRTPPPPP 34
3.2, Material @ MELOUOS .......ccuueieiiieee et 35
3.2.1. Cepa de microalga e sistema de CUltiVO.............cceeeeiiieiiieiiiiiiiiiiiiiiinnns 35
3.2.2. Ozonizagao das MICroalgas..........ccoouriiiiiiiiiiiiiiiiiii e 35
3.2.3. Planejamento do experimento de reutilizacdo de nutrientes............... 36
3.2.4. Determinacdo da concentracdo de 0ZONI0 ...........ccccevvvvveeeviviniiiiieeennn. 37
3.2.5. Determinacédo de massa seca livre de CiNzas ...........cccceveiveeeveiinieeenn, 37
3.2.6. Monitoramento dO CreSCIMENTO .......cceevveiiiiiiiiiiiiee e 38
3.2.7. Determinacao do teor de lipidioS......ccccoeeeeeeiiiiiiiiiiiicee e, 38
3.2.8. Determinacao dos PIgMmeNtOS........cccvuuuiiiiiiiiiiiiii et 40
3.2.9. Custo da ozonizagéo e obtencdo de lipidios ..........ccccuveeviieiiiiiiiinnnnnnn. 40
3.3. Resultados € ISCUSSEO ........ceeviiiiiiiiiiiiiiiii ettt 41
3.4. Conclusbes e consideracdes para experimentos futuros ............ccceevvvvvvnnes 46
3.5, RETEIBNCIAS ... uuttiiiiiiiiiii ettt e e e 47
4. CONCLUSOES GERAIS ......cooiiiiieieicieieieeis st 51

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Cadeia produtiva do biodiesel a partir de microalgas (Adaptado de
Y AN = = - 0 ) PR 4

Figura 2— Perfil espectrofotométrico décenedesmus obliquiBiR003, durante
diferentes tempos de ozonizacdo, com destaque para os picos de absorcéo,

carotenoides € ClOrOfilaL ........cov i 16

Figura 3— Relacdo tempo de ozonizacdo versus absorbancia nos comprimentos
470 nm (a) associado aos carotenoides, 436 nm (b) e 680 nm (c), associados a
clorofila a, com indicacdo do valor do tempo 6timo de ozonizagdo (K) em

minutos, estimados por regressao segmentada.............ccceeeeeeeieeeeeeeeieeeeeeeein 18

Figura 4- Determinacédo da massa seca algal, ao longo do processo de ozonizagao

com indicagdo do valor do tempo 6timo de ozonizacao (K) em minutos. ............ 19

Figura 5 - Aspecto das células da microaBmenedesmusbliquus BR003. (a)
antes da ozonizacéo; (b) apés 10 minutos de ozonizacéo; (c) 20 minutos e (d) 50

MINULOS APOS @ 0ZONIZAGAD. ......cceeeeeeeieieeiiieiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e as e e e e eaaeaaaeeeees 21

Figura 6 - Aspecto das microalgas durante o processo de ozonizagao: (a) inicio da
ozonziacdo; (b) apdés 10 minutos; (¢) 20 minutos; (d) 50 minutos e (e) 5 minutos

ap0S 0 tErmMiN0 da OZONZIAGAD. ....uuuuieieeee e e e e e e e e e e e e e e e e e 22

Figura 7 - Analise eletroforética das proteinas da micréatgaedesmus obliquus
BRO03 antes e apés ozonizacdo do material a 2,5 mg O3 L-1. Os tratamentos
foram: antes (anterior a ozonizag¢ao); 10 min, 20 min e 50 min (minutos de
ozonizacado). (A) e (B) representam diferentes bandas peptidicas com distintos

comportamentos em relacdo a oxidagao pelo 0ZONIO. ..........uvvveeeeieiiiiiieeeeeeeeeeieens 23

Figura 8 — Concentracdo de NA(a) e NQ (b), durante a ozonizagdo de
Scenedesmus OblIQUBRO0S. .........uuiiiiiiiiiiiieieee e 24

Figura 9— Concentracéo de RY durante a ozonizacdo Seenedesmus obliquus
BROOSG. ... iteiiiii ettt e e e e e e — e e e e e e —— e e e e e aa i —aaaeeeeaarrrrreaaeaans 26

Vil



Figura 10— Cultivo de Scenedesmus obliquuBR003 em diferentes meios,

definidos no delineamento inteiramente casualizado, em 4 repeti¢des................. 37

Figura 11— Leituras de absorbancia a 750 nm durante diferentes cultivos de
Scenedesmus oOblIQUBRO0OS. ..........ouuuuiiiiiiiiii e e e e e e e e e e eeeaannnees 41

Figura 12- Massa seca final para os diferentes tratamentos estudados. .............. 42

Figura 13 — Plasticidade fenotipica entre os diferentes tratamentos pela
microscopia de luz. (a) BG11, (b) BG1l1l(-N+E), (C) BG11(-P+E),
(d) BG11(-NP+E), (€) E, (f) BGLL(FE). .ccviiviieeeeeeeece et 44

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Tratamentos realizados no delineamento inteiramente casualizado com

24 unidades eXPEeriMENTAIS. ........ceuuuuiiiiiiiiiie et e e e e e e e e et e e e e e e e e aeeeeeeeeennnannn 36

Tabela 2- Clorofila a, b, carotenoides, pigmentos totais e razao clorafidgpara
0S tratamentos eSTUAAUOS. .......uuuuiiiiiiie e 45

Tabela 3- Teor e concentracao final de lipideos. .........cccoovviiiiiiiiiiciciic e, 45



RESUMO

REIS, Luciano Sathler, M.SdJniversidade Federal de Vigosa, outubro de 2014.
Caracterizacdo do residuo ozonizado da microalg&cenedesmus obliquus
BROO03 e sua utilizagdo em novos cultivoQrientador: Marcio Arédes Martins.
Coorientador: Wagner Luiz Araujo.

A busca pela reducdo no custo de producdo de biodiesel a partir de microalgas é
um fator essencial para viabilizar a utilizacdo desta fonte de energia na matriz
energética mundial. Diante desta questdo, verificou-se a possibilidade da
utilizacdo do gas 0z6nio na recuperacao dos nutrientes assimilados pela microalga
Scenedesmusbliquus BR0O03, durante seu cultivo em meio BG11 e posterior
reuso em cultivo subsequente. O espectro de absorbancia no visivel da microalga
durante a ozonizacdo revelou que, a partir de 34 minutos de tratamento nao
ocorrem variacdes significativas nos valores de absorbancia. Os picos de absorcdo
encontrados foram de 436, 470 e 680 nm, que representam a cko(d8k e 680

nm) e os carotenodides (470 nm). Para os resultados de massa seca durante o
processo de ozonizacao, o tempo de estabilizacdo dos valores foi similar, durando
cerca de 35 minutos. ApGs analise do perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida, foi possivel identificar a oxidacdo das proteinas ao longo da
ozonizagdo. Para os nutrientes, os teores disponibilizados de amonio, nitrato e
fosfato, ap6s 50 minutos de ozonizacdo, foram de 1,1,e5I72 mg L}
respectivamente, evidenciando a possibilidade de recuperacdo dos nutrientes
presentes nas células de microalgas. O cultivo realizado somente com o extrato
decorrenteda ozonizacdo de microalgas, obteve biomassa final de 0,63, g L
resultado semelhantao cultivo em meio BG11 suplementado com o mesmo
extrato (0,66 g L) e trés vezes superiap meio BG11 sem suplementacéo (0,21

g LY. De forma geral, os tratament@m que 0 nitrogénio presente no meio
BG11 n&o foi aplicado apresentaram maiores teores de lipidios. Outro indicador
de estresse por falta de nitrogénio foram os teores de claaofilarofila b e
carotenoides totaisem que, 0s tratamentos com baixo &de nitrogénio
apresentaram menores concentragcdes destes pigmentos. O custo estimado de
ozonizacdo das microalgas paeobter um litro de lipidios ficoem R$ 5,75,
contudo com o aumento da escala e melhorias na produtividade de lipidios este



custo caiu par&$ 2,33. Ressaltaeque, o aumento da eficiéncia do processo de
ozonizagdo pode permitir a redugdo do custo destes valimessultados obtidos

neste trabalho indicam a possibilidade da utilizacdo do gas oz6nio, no processo de
reaproveitamento de nutrientes a partir do cultivo da microgtgenedesmus

obliquus

Xi



ABSTRACT

REIS, Luciano Sathler, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2014.
Characterization of ozonated residue ofScenedesmus acuminatus BRO03 and
subsequent cultivation Adviser: Marcio Arédes Martins. Co-Adviser: Wagner
Luiz Araujo.

The need of reducing the cost of microalgae-based biodiesel production is a
crucial factor to turn its adoption feasible in the world energy matrix. Faced with
this issue, an experiment was set up to investigate the potential use of ozone gas
on recovering nutrients assimilated by the microal§@enedesmus obliquus
BRO03 during its subsequent cultivation in BG11 medium. After 34 min of
ozonization, analyzes of absorbance in the visible spectrum of the microalgae
revealed that no significant variation in absorbance values was observed.
Absorption peaks were found at 436, 470 and 680 nm, which represents
chlorophyll a (436 and 680 nm), and carotenoids (470 nm). Moreover, assessment
of dry mass weights during the ozonization process showed similar values for
stabilization period of approximately 35 minutes. The polyacrylamide gel
electrophoresis showed the oxidation in proteins bands along the process of
ozonation. For nutrients, the levels of available ammonium, nitrate and phosphate,
after 50 minutes of ozonization, were 1.1, 5.7 and 1.2 g réespectively;
therefore, indicating that nutrients present in the microalgae cells can be
potentially recovered. The cultivation carried out solely with the extract obtained
after microalgae ozonization resulted in 0.64 g final biomass. Similar results
were found when BG11 culture medium supplemented with the same extract were
used (0.66 g L); however, values were three-fold higher when BG11 medium
without supplementation was adopted (0.21°%). IGenerally, the treatments with

no nitrogen supplementation showed higher levels of lipids. Furthermore, other
indicators of nitrogen deficiency such as low levels of chlorophyll a, chlorophyll b
and carotenoids were noticed. Accordingly, the treatment with low levels of
nitrogen showed lower concentrations of these pigments. The estimated cost to
produce one liter of lipids via microalgae ozonization was R$ 5.75, even though
this cost decreased to R$ 2.33 per liter when large production scales and
improvement of lipids yield was adopted. Consequently, increasing the efficiency

Xii



of the ozonization process might enable further reduction of the costs previously
calculated. The results obtained in this study, indicate the possibility of the use of
ozone gas in the process of nutrient recycling, from the cultivation of microalgae

Scenedesmus obliquus.
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1. INTRODUCAO GERAL

Atualmente, cerca de 80% da demanda mundial de energia € atendida pela
utilizacdo de combustiveis fésseis (CHEN et al., 2011). Entretanto, 0 uso intensivo
destas fontes de energia ndo renovaveis tem resultado em problemas relacionados a
degradacdo ambiental, com impacto nas mudancas climaticas e na saude da
populacdo HALLENBECK e BENEMANN, 2002). Estudos indicam que o petréleo
irA acabar nas proximas décadas e mesmo com a descoberta de novas fontes, a
grande dependéncia dos paises ao petroleo é um fator de alto rico (SHAFIEE e
TOPAL, 2009). Com isso, torna-se imprescindivel a busca por fontes energéticas
alternativas, para reduzir a dependéncia dos combustiveis fésseis e a incerteza da
oferta e preco que esta fonte de energia ndo renovavel tera nos préximos anos.

No Brasil, segundo a Empresa de Pesquisa Energética (EPE) no Balanco
Energético Nacional de 2013, o setor de transportes demandou 30,8% de toda a
energia gerada em 2012, sendo os derivados do petroleo, responsaveis por 85,1% do
seu suprimento total, demonstrando a grande dependéncia aos combustiveis néo
renovaveis. Entretanto, uma alternativa a este cenério sdo 0s biocombustiveis,
embora outras tecnologias como motores movidos a eletricidade, gas natural e
hidrogénio possuam essa capacidade de suprimento, 0os biocombustiveis sdo o0s
anicos com presente potencial para atender qualquer tipo de demanda para
transporte, inclusive para o setor de aviaG&NDER e MURTHY, 2010).

Nos dias atuais, o principal biocombustivel utilizado no setor de transportes é
o etanol que no Brasil é produzido a partir da cana de acuc#&EBAal., 2009k
nos Estados Unidos é produzido a partir do milho (MALLORY et al.,, 2012).
Contudo, criticos colocam em questionamento a viabilidade de suprir a demanda
energética para o setor utilizando este tipo de fonte, devido a competicdo por
insumos e terras agricultaveis com o setor de alimentacdo. Neste contexto, as
microalgas representam uma fonte de matéria prima para os biocombustiveis, além
da possibilidade dos cultivos serem realizados em areas inaptas a agricultura
(SANDER e MURTHY, 2010; PARMAR et al., 2011).



1.1. Microalgas

As microalgas sdo organismos unicelulares fotossintetizantes capazes de
fornecer uma grande variedade de fontes alternativas para a producdo de
biocombustiveis. Devido a sua capacidade de acumular proteinas, carboidratos e
lipideos, além de outros compostos bioativos, como pigmentos, antioxidantes, acidos
graxos poliinsaturados, agentes antivirais e antibacterianos, a biomassa de microalgas
pode ser utilizada para produzir etanol, biogas, combustiveis para aviacdo e o
biodiesel (HANNON et al., 2010; PARMAR et al., 2011; ADENLE et al., 2013).

Assim como as plantas vasculares, as microalgas demandam trés
componentes basicos para o crescimento: luz, agua e nutrientes. Além de possuirem
crescimento rapido, as microalgas sdo mais eficientes fotossinteticamente do que as
plantas vasculares e podem ser produzidas em cultivos simples, suplementados com
nutrientes e em larga escal®CRAGG et al., 2002; HANNON et al., 2010). Sob
condicOes especificas, algumas espécies de microalgas podem apresentar entre 20 a
50 % de lipideos em massa seca (MATA et al., 2010). A produtividade de 6leo por
hectare esperada excede cerca de 10 vezes a produtividade da palma (5.000 kg ha
ano’) (EMBRAPA, 2002), considerada a espécie terrestre mais produtiva em 6leo,
sendo uma alternativa de expressivo potencial para a producdo de biocombustiveis
(ZIOLKOWSKA e SIMON, 2014).

Devido ao seu rapido crescimento, as microalgas séo eficientes fixadoras de
carbono atmosférico, fixando mais carbono via fotossintese, em muito menos tempo.
Estima-se que cada tonelada de biomassa algal produzida em determinado intervalo
de tempo consome duas toneladas de @ meio da fotossintese. Isso representa
de dez a vinte vezes mais carbono do que o absorvido pelas culturas oleaginosas
(BENEMANN, 1997).

Segundo Batan et al. (2010), para gerar 1 kg de massa seca de microalgas, sao
necessarios, 0,147 kg de nitrogénio e 0,020 kg de fésforo. Yang et al. (2011),
reciclaram os nutrientes residuais do cultivo e reduziram a necessidade de aplicacao
destes compostos no novo cultivo em 55%, além de reduzir em 84% o gasto com
agua. O valor de reducdo da necessidade de nutrientes foi obtido pelos mesmos
autoes somente ao reciclar a agua utilizada no cultivo. Espera-se que este valor seja

ainda maior se, além de reciclar a agua, seja reciclado o residuo de miapasgas



extracao dos lipideos, que contém os nutrientes assimilados durante a multiplicacédo
celular.

Uma grande vantagem das microalgas éajqu®ducdo de biocombustiveis a
partir destes micro-organismos ndo compete com a industria de alimentos, uma vez
que esta requer areas de cultivo menos extensas e por poder ser cultivada em regides
que ndo sdo de interesse para a agricultura (ADENLE et al., 2013). Além disso, por
atuarem naturalmente como fixadoras de,,C§2u cultivo pode ser conectado as
linhas de emissao de gas carbdnico das industrias, tais como fabricas de cimento, de
papel e celulose, usinas siderdrgicas e unidades de geragdo termoelétrica, que séo
grandes emissoras de gas carboénico (FULKE et al., 2013; TEBBANI et al., 2013).

1.2.Biodiesel

Entre as diversas fontes de energia renovavel, os biocombustiveis tem se
apresentado como uma alternativa que vem se aproximando da viabilidade técnica e
econdbmica (NASIR et al., 2013). Dentro da classe dos biocombustiveis, o biodiesel
possui alto potencial devido a possibilidade de sua utilizacgdo em motores de
combustdo de ciclo diesel, possuindo tecnologias de producéo e utilizacdo bastante
consolidadas. O biodiesel de uso comercial tem sido produzido a partir de 6leos
vegetais, de 0Oleos residuais de frituras, de alimentos e de gorduras animais. Os 6leos
vegetais sdo fontes importantes de triacilglicerideos para a producao de biodiesel,

tanto pela qualidade quanto pela disponibilidade destes dle@N€tHal., 2011).

1.2.1.Biodieselde microalgas

A Figura 1 apresenta um esquema da cadeia de producéo do biodiesel a partir
das microalgas, adaptado de Mata et al. (2010). A primeira etapa consiste na selecao
da cepa de microalgas, fatores como o clima, o tipo de nutrientes disponiveis e
técnicas de cultivo (tanques abertos ou fotobiorreatores) devem ser observados
(LARKUM et al.,, 2012). O proximo passo é o cultivo das microalgas em que,
posteriormente a colheita a 4gua presente no cultivo é reciclada. Em seguida, ocorre
a separacdo da biomassa e a subsequente extracdo do 6leo, sendo o residuo de
extracdo passivel de recuperacdo de nutrientes. Por fim, ocorre a transformacdo do

Oleo extraido em biodiesel, usualmente pelo processo de transesterificacdo, que
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consiste na reagdo entre os lipidios com alcool de cadeia curta (etanol ou metanol)
formando uma mistura de mono alquil ésteres e como subproduto, o glicerol (SING
et al., 2011).

[ Selecao da cepa ]

Luz Agua | CO: Nutrientes

Reciclagem do
meio de cultivo

Colheita

Reciclagem dos
Nutrientes

Processamento da
biomassa

( Residuo ) ‘
L

Extragcao do dleo

Figura 1 — Cadeia produtiva do biodiesel a partir de
microalgas (Adaptado de MATA et al., 2010).

1.3.0z6nio e as microalgas

O o0zobnio possui um elevado potencial de oxidag&o, por isso, vem sendo
utilizado em processos de tratamento de agua e de efluentes. Ele é aplicado para
remover compostos organicos e inorganicos (KASPRZYK-HORDERN et al., 2003),
além de promover a eliminacdo de bactérias, fungos e outros microrganismos
(ALENCAR et al., 2012; TALBOT et al., 2012).

Ao coletar as microalgas, o meio de cultivo residual consiste em &gua,
microrganismos contaminantes, nutrientes e excretas do metabolismo algal. Para se
reutilizar o meio de cultivo, € importante sua desinfecc¢éo, evitando a contaminacao
subsequente. Existem estudos utilizando o o0z6nio na etapa de colheita das

microalgas, pelo processo de flotacdo (CHENG et al., 2011) e como pré-tratamento
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para extracdo de lipidios com o objetivo de atuar no rompimento celular (NGUYEN
et al., 2013). Kim et al. (2014) publicaram um estudo sobre a ozonizac¢ao de residuos
da suinocultura e posterior utilizacdo das microalgas como tratamento para reduzir o
seu potencial de contaminacéao.

Espera-se que as microalgas sejam capazes de reciclar os nutrientes presentes
no meio ozonizado, reduzindo assim a necessidade de aplicacdo de fertilizantes,
principalmente o nitrogénio e fosforo. Este fato, aliado ao seu poder de desinfeccao,
oferece ao o0zb6nio um elevado potencial para compor a cadeia de processos do
biodiesel a partir de microalgas.

Este trabalho tem como objetivo avaliar a possibilidade de se reutilizar os
nutrientes assimilados pelas microalgas durante seu cultivo, através da ozonizagéo da
biomassa formada, em cultivo subsequente. Os resultados principais serdo divididos
em dois artigos, o primeiro consiste na caracterizagéo fisico-quimica do extrato de
microalgas ozonizado. J& o segundo artigo, apresenta os resultados do cultivo de

Scenedesmus obliguBR003 no extrato ozonizado.
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2. ARTIGO |: RECUPERACAO DE NUTRIENTES A PARTIR DE
BIOMASSA OZONIZADA DA MICROALGA Scenedesmus  obliquus
BROO03.

Resumo: A busca pela reducdo no custo de producdo de biodiesel a partir de
microalgas € um fator essencial para a utilizacdo desta fonte de energia na matriz
energética mundial. Diante desta questéo, verificou-se a viabilidade tecno-econdémica
da utilizacdo do gas 0zb6nio na recuperagcdo dos nutrientes absorvidos pela microalga
Scenedesmusbliquus BR0O03, durante seu cultivo em meio BG11. O perfil de
absorbancia da microalga ao longo do tempo de ozonizacdo revelou que a partir de
34 minutos de tratamento, ndo ocoaeme variacdes significativas nos valores de
absorcdo. Os picos encontrados foram 436, 470 e 680 nm, que representam a
clorofila a (436 e 680nm) e os carotenoides (470 nm). Para os resultados de massa
seca durante o processo de ozonizacdo, o tempo de estabilizacdo dos valores foi
similar, durando cerca de 35 minutos. O comportamento entre teor de nutrientes
versus tempo de ozonizacéo, também foi estudado. Para aménio, nitrato e fosfato,
ap6s 50 minutos de ozonizacdo, a concentracdo final foi de 1,&,1527mg L,
respectivamente, evidenciando a possibilidade de recuperacdo dos nutrientes

presentes nas células de microalgas.

Palavras-chave:Microalgas,Scenedesmwbliqgqus BR003, nutrientes, ozonio.

Abstract: The need of reducing the cost of microalgae-based biodiesel production is
a crucial factor to turn its adoption feasible in the world energy matrix. Faced with
this issue, an experiment was set up to investigate the posstbilitguse the
absorbed nutrients by the microalgasenedesmus obliqu&003 by ozonation to
obtain the ozonated-algae extract that was used in a subsequent cultivation . After 34
min of ozonization, analyzes of absorbance in the visible spectrum of the microalgae
revealed that no significant variation in absorbance values was observed. Absorption
peaks were found at 436, 470 and 680 nm, which represents chlorophyll a (436 and
680 nm), and carotenoids (470 nm). Moreover, assessment of dry mass weights

during the ozonization process showed similar values for stabilization period of
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approximately 35 minutes. Interestingly, the levels of available ammonium, nitrate
and phosphate, after 50 minutes of ozonization, were 1.1, 5.7 and 1.2'mg L
respectively; therefore, indicating that nutrients present in the microalgae cells can be

potentially recovered.

Key words: Microalgaes, ScenedesmuisliquusBR003, nutrients, ozone.



2.1.Introducao

As microalgas sao organismos unicelulares capazes de fornecer uma grande
variedade de fontes alternativas de combustiveis, devido a sua capacidade de
acumular proteinas, carboidratos e lipideos, além de outros compostos bioativos,
como pigmentos, antioxidantes, acidos gsagoli-insaturados, agentes antivirais e
antibacterianos. Estes compostos produzidos pelas microalgas podem ser utilizados
para produzir etanol, biogas, combustiveis para aviacéo e biodiesel (HANNON et al.,
2010; PARMAR et al., 2011; ADENLE et al., 2013).

A producéo de biodiesel a partir de microalgas apresenta limitacdes para que o
processo seja economicamente viavel, destacando-se o0 elevado consumo de
fertilizantes. Segundo Batan et al. (2010), para gerar 1 kg de massa seca de
microalgas, sao necessarios 147 g de nitrogénio e 20 g de fosforo. Yang et al. (2011)
reciclaram os nutrientes do meio de cultura e reduziram a necessidade de aplicacéo
destes compostos no novo cultivo em 55%, além de reduzir em 84% o gasto com
agua. O valor de reducéo da necessidade de nutrientes foi obtido pelo mesmo autor,
samente ao reciclar a 4gua utilizada no cultivo. Espera-se que este valor seja ainda
maior se, além de reciclar a agua, seja reciclado o residuo de microalgas apés
extracdo do 6leo, que contém os nutrientes assimilados durante o processo produtivo.

A reciclagem do meio de cultivo e dos nutrientes é citada por alguns autores,
porém, pouco se conhece sobre como deve ser realizada ou a viabilidade deste
procedimento. (CHISTI, 2008/1ATA et al., 2010; YAG et al., 2011; JONES e
MAYFIELD, 2012). Uma potencial alternativa para essa lacuna no processo
produtivo das microalgas € a utilizacdo do gas ozénio como agente de desinfeccéo,
que devido ao seu potencial oxidante, pode viabilizar a reutilizacdo da agua e
nutrientes reciclados.

O processo de ozonizagdo de agua, residuos industriais e urbanos vem sendo
largamente estudado por pesquisadores de todo o mundo. Por ser um forte agente
oxidante e desinfectante, o 0z6nio é utilizado no tratamento de agua para consumo
humano (AL-ATTAS eAHMED, 2013) e residuos, na eliminacédo de patdégenos,
metais pesados, poluentes organicos e quimicos (ZHANG et al., 2009). A reacao
entre o 0zbnio e a matéria organica em ambientes aquosos pode se dar em duas
formas, a primeira, pela reacéo direta com a molécula de oz&)ividicloadicao

ou pela reacao eletrofilica. A segunda ocaleananeira indireta, em que radicais
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livres (-OH), que s&o produzidos pela decomposicdo do ozonio, reagem com 0S
compostos organicMASTEN e DAVIES, 1994).

O ozbnio reage com o0s compostos organicos de diferentes formas que
dependem do pH do meio, temperatura, concentracdo e de cada tipo de composto
(HOIGNE E BADER, 1983YAO E HAAG, 1991). Apds a ozonizagdo de materiais
organicos espera-se que ocorra uma reducdo na taxa de carbono orgéanico, devido a
oxidacdo atéCO,. Contudo, pesquisas evidenciam que nem todos 0s compostos se
oxidam completamente, permanecendo o carbono ainda na forma organica. Pesquisas
relacionadas ao tratamento de esgotos e agua contaminada com excesso de matéria
organica utilizam a ozonizacdo como pré-tratamento ou adotam o uso de
catalisadores, visando aumentar a eficiéncia de oxidacdo dos compostos organicos e
inorganicos (RNST et al., 2004; ABOUZLAM et al. 2013EONG et al. 2014).

Este trabalho possui o objetivo de estudar alteracdes fisico-quimicas que
ocorrem durante o processo de ozonizacdo da micr@dgaedesmus obligqus
BRO003, a fim de verificar a possibilidade de reutilizacdo dos nutrientes assimilados

durante o cultivo.

2.2.Material e métodos

2.2.1. Cepa de microalga e sistema de cultivo

A microalgaScenedesmuzbliquusBRO03 foi utilizada no experimento, uma
vez que esta cepa tem apresentado bons resultados para a producdo de biomassa,
lipideos, ser resistente a contaminacdo por microorganismos e se manter dominante
em cultivos abertos (SOARES, 2012). Foi utilizado o meio de cultivo BG11 proposto
por Allene Stanier (1968).

A cepa de microalga foi obtida junto a Colecdo de Cianobactérias e
Microalgas do Banco de Microalgas do Projeto Petrobras, localizada na Unidade de
Crescimento de Plantas (UCP) do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Os cultivos foram realizados em frascos de vidro com 10 L de capacidade e
volume util de 7 L. Os cultivos foram mantidos sob agitagéo constante utilizando-se
injecdo de ar através de um compressor a uma taxa de 0,04 vvm (volume de ar por

volume de cultivo por minuto. A temperatura foi mantida a 27 £ 2 °C, com
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fotoperiodo de 16:8 h (luz:escuro), pH 7,0 £ 0,5, controlado diariamente pela adi¢cao
de solugbes de HCI ou NaOH 2 M.

2.2.2. Determinacdo de massa seca livre de cinzas

A massa seca livre de cinzas (biomassa) foi determinada por gravimetria e
descontada das cinzas ap0s calcinacdo. Foram filtrados 15 mL de cada amostra,
utilizando membranas com porosidade de 0,22 um previamente secas em estufa a 60
°C e pesadas. Apés a filtracdo, uma solucdo 0,5 M d¢ilB; foi utilizada para a
lavagem do filtrado, com a finalidade de eliminar residuos inorgéanicos que possam
causar um incremento na biomassa e no teor de cinzas. A membrana foi colocada em
estufa a 60 °C até atingir massa seca constante. Em seguida, as membranas foram
retiradas da estufa e, imediatamente acondicionadas em dessecador para que a
temperatura ambiente fosse atingida. ApOs esse periodo, as membranas foram
pesadas e a massa seca foi determinada, descontando-se o valor da massa da
membrana.

Para obtenc&o do valor da biomassa livre de cinzas, as membranas contendo a
massa seca, filtradas e previamente pesadas foram colocadas em cadinho de
porcelana ja calcinados e acondicionadas em mufla a 575 °C por 1 h. Apds nov
calcinacdo e o resfriamento, o cadinho contendo as cinzas foi disposto em
dessecador. O conjunto foi entdo pesado e o teor de cinzas determinado. Este
procedimento foi realizado em triplicata.

2.2.3. Ozonizacao das microalgas

O processo de ozonizacdo das microalgas foi efetuado por meio de um
gerador de ozbnio (Ozone & Life, modelo O&L 50.0 RD-CO, Brash).
concentracdo de ozénio utilizada foi de 2,5 mg, o pH das amostras foi

previamente corrigido para 7,0 + 0,5 e a massa seca determinada.

2.2.4. Determinagao da concentracao de ozonio

Para determinar a concentracdo de oz6nio no meio, utilizou-se o método

iodométrico de titulacdo indireta Igcerl et al., 2000), que consiste na reacao entre
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0 0z0nio e uma solucdo de 50 mL de iodeto de potassio (KI) padronizada a 1N, em
que seré formado iodoyjla partir da oxidacdo do iodetodm meio acidgH,SO,
IN). A solucdo é entdo titulada com tiosulfato de sodio,Cx) 0,005 N

utilizando uma solucéo a 1% de amido como indicador.

2.2.5. Determinacdo do perfil espectrofotométrico e da biomassa

ozonizada

Para a determinacao do perfil espectrofotométrico e da biomassa ozmizou-
2 L de cultivo com massa seca livre de cinzas de 0,47#4.graram retiradas
aliquotas de 60 mL em intervalos de tempo pré-estabelecidos (0, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 e 110 min). Em seguida, as amostras foram levadas a
um espectrofotdmetro UV-visivel (Thermo Scientific, Multiskan GO, Finlandia),
onde se realizou a leitura entre os comprimentos de onda de 350 a 750 nm, com
intervalo de medicdo de 1nm. Afim de se reduzir a interferéncia da turbidez nos
resultados de absorbancia, os valores obtidos foram subtraidos pelo resultado da
leitura a 750 nm (RNCHA et al.,, 2014). A cada coleta, os valores de biomassa
foram determinados. As andlises foram condaszidm 3 repeticbes cada.

2.2.6. Determinacdo da concentracédo de nutrientes no meio ozonizado

Para a determinacdo dos nutrientes, foi ozonizado 2 L de cultivo, com massa
seca livre de cinzas de 0,22 g.LRetiraramsealiquotas de 50 mL, em intervalos de
tempo pré-estabelecidos (0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 min).

2.2.6.1. AmoOnio

O método proposto por iRy (1953) foi adaptado para quantificacdo da
concentracdo de amonio utilizangdepequenas quantidades de amostra, com leituras
de absorbancias em microplacas. Uma amostra centrifugada a 4500 rpm de 1 mL de
cada cultivo foi adicionada a um microtubo de 2 mL. Em seguida, acrescentou-se
266 pL da solucédo de fenato de sodio, 133 pL de soluc@va@éO, 66 L da
solucdo deVinSQ, e, por fim, 200 uL de agua deionizada. Apdsomogeneizacao,

as amostratoram acondicionadas em banho termostatizado a 70°C por 45 minutos.
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Apos o resfriamento, aliquotas de 300 pL foram dispostas em microplaca para leitura
de absorbancia a 625 nem espectrofotometro. A curva padrao foi realizada com
sulfato de aménio 0,4736 g'lque contém 100 pg de WRIL™.

2.2.6.2. Nitrato

Para determinacdo da concentracdo de nitrato foi utilizado o método APHA-
4500N03-C adaptado por Oliveira (2007). As amostras foram submetidas a leitura
em espectrofotometro, utilizand@-microplacas de poliestireno, nos comprimentos
de onda 210, 220 e 230 nm. Leituras com agua deionizada foram utilizadas como
branco. Posteriormente efetuou-se a leitura da absorbancia da amostra a 210, 220 e
230 nm. Em paralelo, uma curva-padrédo foi preparada, utilizando diferentes

concentracdes de nitrato de potassio para estimativa da concentracao de nitrato.

SD=(Ab210- Abs220)— (Abs220- Abs230) (1)
em que,
SD = segunda derivada;
Abs210 = absorbancia a 210 nm;
Ab220 = absorbancia a 220 nm; e,
Abs230 = absorbancia a 230 nm.

2.2.6.3. Fosfato

Para determinacéo da concentracao de fosfato foi utilizado o método proposto
por Murphy e Riley (1958). Aliquotas demiL de cada unidade experimental foram
acondicionadas em microtubos de 2 mL. Em seguida foram adicionadpd. 2(a0
reagente A, composto por 5 N dgSéy, solucéo 4 % (m/v) deNH4)sM0o70,4- 4H,0
e 0,1 M de acido ascorbico. Posteriormente, adicionou-gé 5@ adgua deionizada.

Apdés homogeneizacdo, a amostra foi acondicionada em banho termostatizado a

60 °C por 30 minutos. Apoés o resfriamento, aliqguotas de 300 pL foram dispostas em
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uma microplaca para leitura de absorbancia a 827 nm em espectrofotdmetro. A curva
padrao foi realizada com diferentes concentracdes de dihidrogenofosfato de potassio
(KHL,POy).

2.2.7. Perfil eletroforético das proteinas por eletroforese em gel de

poliacrilamida

Para investigar a degradacdo de proteinas pela acdo do ozo6nio, r&alizou-
eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida, antes (testemunha) e apés a
ozonizacdo do residuo de microalgas, nos periodos de 10, 20, e 50 minutos. Foi
utilizado um cultivo com biomassa inicial de 2,18 {, Lozonizado a uma
concentracdo de 2,5 mg'Lquatro amostras foram retiradas com tréstrepes.

Para este procedimento, utilizea-0 protocolo proposto por Carpentier et al.
(2005). As proteinas totais extraidas foram solubilizadas em tampéao contendo ureia 7
M, tioureia 2 M e chaps 4 %. A quantificacdo proteica foi feita utilizando o reagente
Bradford (Sigma). Para separacéao, foi realizada eletroforese unidimensional em gel
de poliacrilamida 12,5%, coradas com coomassie colloidal e visualizadas pelo Image
Scaner llI.

2.2.8. Andlises estatisticas

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com
trés repeticbes. Quando necessario foi realizada a analise de regressdo linear

segmentada, representada pela seguinte equacéao:

y =B+ B+ BAlt—K)+e
2)
em que,
y = massa seca (mg');
t = tempo de ozonizacao (min);
K = tempo étimo de ozonizagdo ou antemao da regresséo (min);
A =1set>K;e,
=0set<K.
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O tempo 6timo de ozonizacdo (k) foi obtido pela minimizacdo da soma de
quadrados dos residuos. Para isto, foi utilizado o método de Gauss-Newton nao

linear, por meio do Solver do Microsoft Excel.
2.3.Resultados e discusséo
2.3.1. Perfil espectrofotométrico
Avaliando o espectro de absorcdo obtido para diferentes tempos de
ozonizacao (Fura 2 verifica-seque a absorbancia decresceu até o tratamento de 50

minutos. ApOs este periodo, a ozonizagdo resultou em poucas alteracdes na

absorbancia.
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o ) —1 5 1t ; ;
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Figura 2 - Perfil espectrofotométrico d8cenedesmus obliquiBR003, durante
diferentes tempos de ozonizagcdo, com destaque para 0s picos de

absorcgéo, carotenoides e clorofila

Por meio da Figura 2, obsersa-picos de absorbéancia ao longo dos
comprimentos de onda de 350 a 750 nm que caracterizam a clar(4ié® e 680

nm) e os carotenoides (470 nm). Este comportamento foi observado por outros
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autores, podendo haver alteracbes em seus valores devido ao tipo de microorganismo
e as condicOes de cultivo (WU et al., 2013; GRIFFITHS et al., 2011; NICKLISH,
1998).

Griffiths (2011), encontrou absorbancia maxima para cultivo€Hderella
vulgaris nos comprimentos de onda de 443, 487 e 684 nm. Este mesmo autor mediu
a absorbancia somente dos pigmentos extraidos das células e os picos encontrados
foram em posicdes similares (436, 461 e 680 nm), concluindo que os picos de
absorbancia representam os pigmentos celulares. Observou-se no presente trabalho,
um comportamento semelhante, com picos de absorbancia nos comprimentos de
onda de 436, 470 e 680 nm.

Na Figura 3, observee 0 efeito do tempo de ozonizacdo nos valores de
absorbancia dos principais picos absortivos. Nota-se a similaridade do
comportamento para 0s mesmos comprimentos de onda. A analise de regressao
segmentada sugere que para os trés comprimentos de onda estudados a estabilizagcéo

do declinio da absorbéancia ocorre por volta dos 34 minutos de ozonizacgao.
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Figura 3— Relagcédo tempo de ozonizagéo versus absorbancia nos comprimentos 470
nm (a) associado aos carotenoides, 436 nm (b) e 680 nm (c), associados a

clorofila a, com indicagdo do valor do tempo 6timo de ozonizacdo (K)

em minutos, estimados por regressao segmentada.
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Ao longo da ozonizagéo percebe-se que a amplitude dos picos foi diminuindo,
ou seja, os pigmentos foram oxidados pelo ozénio até chegarem a um ponto onde
alteracbes na absorbancia se tornaram imperceptiveis. A reducdo nas leituras de
absorbancia com consequente aumento da transmitancia € um fator crucial para a
producdo de microalgas, pois um dos fatores limitantes é a penetracdo da luz no
cultivo (BRENNAN e OWENDE 2010; CHEIRSILP e TORPEE, 2012). Por este
motivo, os valores de absorbancia sédo importantes indicadores no processo de
0zonizacao, visando a reutilizacdo do material em cultivos subsequentes.

A busca pelo menor tempo de ozonizagdo se da basicamente em fungcdo ao
custo desta prética, tornando necessério identificar até que ponto acréscimos de
massa de ozonio resultam em alteracBes significativas e, a partir de determinado

momento, essas alteracfes tornam-se desnecessarias.
2.3.2. Massa seca

Assim como os valores de absorbéancia reduziram-se com o aumento do tempo
de ozonizacgdo, a biomassa também diminuiu (60%), e o tempo 6timo de ozonizacao
foi de 35,3 minutos (Figura 4).

Trabalhos com ozonizacdo de agua de esgoto também mostram a diminuicédo
da massa seca ao longo do tratamento, este fenbmeno é explicado pela quebra dos
compostos organicos e sua solubilizagdo no meio aqi®@a@ADEH et al., 2014;

ZHANG et al., 2009MASTEN e DAVIES, 1994).
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Figura 4— Determinacdo da massa seca algal, ao longo do processo de ozonizacéo

com indicag&o do valor do tempo 6timo de ozonizagdo (K) em minutos.
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A presenca de matéria organica apds a ozonizagdo das microalgas evidencia
um possivel potencial para contaminagcdo de novos cultigotlizando este
material. Contudo, este carbdnico organico pode ser utilizado pelas proprias
microalgas em cultivos heterotroficos ou mixotréficogmket al. (2014) utilizou o
oz6nio como pré tratamento de residuo da suinocultura e posterior cultivo de
Scenedemus quadriculapara reducdo de contaminantes. O processo de 0zonizagao
foi capaz de mineralizar alguns compostos organicos ou quebrar os compostos em
moléculas menores, o que facilitou sua assimilacdo pela microalga, este fato aliado
ao aumento da transmitancia do meio proporcionou um aumento de concentracéo de
massa seca do cultivo superior a 80%, comparado ao cutiveesiduo nao
ozonizado.

O tempo de ozonizagdo 6timo, considerando os resultados de absorbancia e de
massa seca encontradmam em média de 34,4 minutos (+0,81); ou seja, a
ozonizagdo do meio a partir do tempo limite resulta em alteracdes minimas ou
imperceptiveis, para os indicadores estudados. O valor similar entre os valores de K
verificados sugere que o0 0zbnio é capaz de romper estruturas da parede celular, o que
expde o conteudo celular as moléculas de 0zbnio. Caso o ozénio fosse transportado
com poucos danos a membrana os valores de K calculados pelo decaimento dos
pigmentos seriam superiores aquele calculado pelo decaimento do teor de massa
seca. Este tipo de analise mostra-se promissora para a 0zonizacao de outros tipos de
residuos, pois o tempo de ozonizacdo esta diretamente relacionada ao custo final do
processo.

A Figura 5 apresenta fotomicrografias &esenedesmus obliquuBR003
cultivado em meio BG11 (5a) e apds ozonizacdo por 10 (5b), 20 (5¢) e 50 minutos
(5d). Antes do processo de ozonizagao, observa-se uma elevada presenca de cendbios
(5a) e logo apo6s o inicio da ozonizacao (5b) ocorre um desarranjo das microalgas
que, apds 20 minutos (5¢) nao possui cendbios visiveis. Observa-se também um
processo de despigmentacdo das microalgas. Na figura (5d), ndo se observam células
com a cor caracteristica esverdeada. Durante o processo de ozoniza¢do, ocorre o
rompimento da parede celular e o conteudo intracelular & exposto, ocorrendo assim a

oxidacao de seus componentes (HE et al., 2006).
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Figura 5 - Aspecto das células da microgganedesmusbliquusBR003. (a) antes
da ozonizacéo; (b) apés 10 minutos de ozonizagéo; (c) 20 minutos e (d)

50 minutos apés a ozonizacgao.

A descoloragédo e oxidacdo dos pigmentos celulares séo visiveis ao longo do
processo de ozonizagdo (Figura 6). Observa-se a coloragdo verde escura,
caracteristica dos cultivos de microalgas verdes antes da ozonizacdo (Figura 6a).
Apbs o inicio da injecdo desQocorre a despigmentacdo (Figuras 6b e 6¢) e no
tempo de 50 minutos, as microalgas apresentam uma coloracdo marrom-salmao
(Figura 6d). Esta coloracdo rosada deve-se a oxidacdo do manganés formando o

permanganato, ion que esta presente no meio de cultivo utilizado (BG11).
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Figura 6 - Aspecto das microalgas durante o processo de ozonizagdo: (a) inicio da
ozonziacdo; (b) apds 10 minutos; (¢) 20 minutos; (d) 50 minutos e (e) 5

minutos apos o término da ozonziacao.

2.3.3. Analise do perfil proteico em gel de poliacrilamina

A imagem do gel obtido a partir da analise eletroforética de extratos proteicos
da microalga Scenedesmusbliquus BRO03 em gel de poliacrilamina, apos
ozonizagado, apresenta o comportamento das diferentes bandas que variam entre 14 a
97 kDa (Figura 7). Obsenseao longo do processo de ozonizagdo a diminui¢cdo das
bandas peptidicas e sua concentracdo. No tratamento 50 min quase ja ndo se pode
identificar bandas visiveis, indicando a degradacdo das proteinas pela acdo do

ozonio.
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Figura 7 - Andlise eletroforética das proteinas da micrdatgmedesmus obliquus
BR0O03 antes e apdés ozonizacdo do material a 2,5 mg O3 L-1. Os
tratamentos foram: antes (anterior a ozonizacdo); 10 min, 20 min e 50
min (minutos de ozonizacdo). (A) e (B) representam diferentes bandas

peptidicas com distintos comportamentos em relacdo a oxidagcdo pelo

ozonio.

Sibaja (2014) realizou a eletroforese Sieenedesmus acuminatesh gel de
poliacrilamida para separar e identificar as proteinas presentes. Em seu estudo, foi
observado uma banda proteica de elevada intensidade com massa molar
aproximadamente de 62 kDa, ap6s analise por espectrometria de massa, a proteina
destacada apresentou homologia com a Ribulose 1,5-Bifosfato Carboxilase
Oxigenase (Rub0). Esta mesma banda pode ser identificada na Figura 7 no
tratamento O min, observa-se sua oxidacao ao longo dos tratamentos com ozo6nio (A).

O ozb6nio é capaz de oxidar as proteinas tornando-as biologicamente inativas,
em que, sua degradacédo ocorre de acordo com o tipo de estrutura molecular. O

0z6nio pouco reage com as ligacbes peptidicas das proteinas, mesmo com elevadas
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concentracdes de ozonio, essas ligacdes permanecem inalteradas (CATALDO 2003;
SHARMA e GRAHAM 2010). Segundo Cataldo (2006) existem diferentes tempos
de reacdo entre as moléculas de ozbnio e as proteinas, esta constatacdo pode ser

observada no tratamento 20 min, em que a banda A ndo € mais observada e a banda

B ainda continua presente.
2.3.4. Concentracéo de nutrientes

A liberacdo de nutrientes pelo processo de ozonizagcdo esta relacionada
diretamente com a relagao entre a dose de ombiimada, a quantidade de massa
seca ozonizada aotempo de exposicdo do material ozonizado N@Eet al., 2013).
Alguns trabalhos evidenciam aumentos dosetede nitrogénio e fésforo no meio de

cultivo ap6s a ozonizagao de agua de esgoto (CHU et al 2008; HE et al., 2006).

2.3.4.1. Nitrogénio

Com o aumento do tempo de ozoniza¢do houve um acréscimo da concentracao
de nitrogénio na forma inorganica, tanto paidHy” (Figura 8a), quanto paraNOs
(Figura 8b). A concentracdo dOs no tempo de 50 minutos foi de 5,7 mg &
aparenta estabilizare apos 20 minutos de ozonizacdo. Ja a concentracdo final de
NH," foi de 1,1 mg [}, entretanto, apresenta uma tendéncia crescente de aumento da

concentracao até o tempo final.
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Figura 8 — Concentracdo deéNH," (@) e NQ (b), durante a ozonizacdo de

Scenedesmus obliquB&003.
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A relagdo massa seca ozonizada com nutriente recuperado foi de 200:1 para
amonio e 31:1 para nitrato, ou seja, para as condi¢des estudadas, necessita-se de 200
mg de massa seca para cada mg de amonio recuperado. Como néo foram adicionados
NH;" e NO; ao meio de cultivo, o nutriente recuperado em ambos os casos, foi
proveniente da ozonizagao das microalgas.

Estudos com a ozonizagédo de esgotos evidenciam um aumento do nitrogénio
total (amonio, nitrito, nitrato, nitrogénio organico e reduzido) no meieN® et al.,

2013). Zhang et al. (2009) ao ozonizarem esgoto urbano obtiveram um aumento de
169 % nas concentracdes de nitrogénio total. Entretanto, a maior parte do acréscimo
do nitrogénio total € proveniente de nitrogénio organico, principalmente pelas
proteinas, que séo liberadas ao meio apos a ruptura da parede celular (CHU et al.,
2008).

O nitrogénio é encontrado nas microalgas principalmente na forma de
proteinas, em menor escala, encontra-se nitrogénio nos &cidos nucleicos, aminas,
glucosaminas, e alguns componentes de parede celul&@c&mdesmus obliquus
conteudo de nitrogénio nao proteico pode chegar a 12% (BECKER, 2007). Dessa
forma, espera-se que a maior parte do nitrogénio ainda esteja presente no meio, na
forma de proteinas oxidadé8HARMA e GRAHAN, 2010)

2.3.4.2. Fosfato

A concentragao de fosfato aumentou durante o tratamento com o ozénio cerca
de 276 %, considerando o tempo de 50 minutos (Figura 9). Este mesmo
comportamento foi observado por He et al. (2006), em que observaram um aumento
na concentracdo de fosfato superior a 350 %, sendo que 45,4 % do fosforo total se
encontraram na forma de PQ neste caso, parte do fésforo na forma organica foi
oxidado a fosfato.

A relagdo massa seca ozonizada com fosfato recuperado foi de 278:1, em
outras palavras, sdo necessarios 278 mg de massa seca para recuperar 1 mg de
fosfato.

Segundo Saktaywin et al. (2005), em estudos com agua de esgoto, 0 aumento
da concentracdo de fosfato no meio durante a ozonizagdo ocorre devido a

solubilizagdo dos fosfolipideos, componentes da membrana celular dos

25



microorganismos, porém, a forma mais abundante de fésforo no meio provém dos
polifosfatos, que sao solubilizados apds a ruptura da parede celular.

O polifosfato € um polimero linear composto por residuos de ortofosfato,
unidos por ligacdes fosfoanidridicas, considerado o precursor da adenosina trifosfato
(ATP). As microalgas podem acumular uma grande quantidade de polifosfatos
internamente na forma de granulos (EIXLER et al.,, 2005; SHARI'A et al., 2002).
Acreditaseque exista ainda polifosfatos em abundancia no meio, contudo, o método

analitico empregado ndo € capaz de mensurar este componente.
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Figura 9— Concentracdo de RY durante a ozonizacdo &enedesmus obliquus

BROO03.

A concentracdo inicial de fosfato de aproximadamente 0,4 rentontrada
pode ser explicada pela liberacdo de ortofosfato para o meio que ndo continha
fosfato. Jasson (1993) observou a liberacdo de ortofosfato para o meio em cultivo
de Scenedesmus quadricauda concluiu que possivelmente essa liberacdo é
resultado da regulacéo do fésforo celular das microalgas.

Um fator que pode afetar significativamente o processo de recuperagédo de
foésforo a partir da ozonizacdo é a concentracdo de fosfato utilizada no cultivo da
microalga. Sabe-se que o0 gén&cenedesmué capaz de armazenar fosforo no
interior celular além do necessério ao seu metabolismo, este fenbmeno é chamado de
consumo de luxdPOWELL et al., 2008; POWELL et al., 2009). Este fator é
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importante do ponto de vista econdmico, visto que se as microalgas absorvem o
fosfato como consumo de luxo, num cultivo sem o reaproveitamento do meio de
cultura, esse fosfato é perdido. Entretanto, ozonizando-se as microalgas este fosforo

podera ser reutilizado em cultivos subsequentes.

2.4.Conclusdes e consideracgdes para experimentos futuros

Este trabalho teve por objetivo de estudar alteracdes fisico-quimicas que
ocorrem durante o processo de ozonizacdo da micr@dgaedesmus obligqus
BRO0O03, a fim de verificar a possibilidade de reutilizagdo dos nutrientes assimilados
durante o cultivo.

Foi realizada uma analise do perfil espectrofotométrico durante a ozonizacéo
de ScenedesmusbliquusBR0O03 e os principais picos encontrados foram 436, 470 e
680 nm, que representam clorofl@ carotenoides.

O método estatistico de regressdo linear segmentada foi utilizado para
identificar o tempo Otimo de ozonizacdo, onde foram analisados cada pico de
absorcdo separadamente, além dos resultados de massa seca. Considerando os
resultados obtidos o tempo de ozonizagdo médio de 34,4 minutos (x0,81).

A biomassa diminuiu consideravelmente, cerca de 60% apds 35 minutos de
ozonizacdo, sendo uma evidéncia que este processo foi capaz de romper a parede
celular das microalgas e oxidar parte dos compostos organicos.

A analise do perfil eletroforético evidenciou o ocorréncia de oxidacdo das
bandas ao longo do processo de ozonizacdo. No tempo de 50 minutos de ozonizacao,
nao foi possivel identificar nenhuma banda visivel.

E possivel recuperar nutrientes pela ozonizacdo das microalgas. Apos o
tratamento com ozo6nio por 50 minutos, a concentracdo amonio, nitrato e fosfato

foram 1,1, 5,7 e 1,2 mg. respectivamente.
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3. ARTIGO II: CULTIVO DE Scenedesmus obliqguus BRO03 NO EXTRATO
DE MICROALGAS OZONIZADO

Resumo: A busca por alternativas e processos de producdo, que visam reduzir
0s custos e a diminuicdo da dependéncia de adubos quimicos em cultivos de
microalgas é um fator crucial para alcancar a viabilidade econémica. Neste contexto,
buscou-se reutilizar os nutrientes absorvidos pela micr&@&dgaedesmus obliquus
BRO0O03, através da sua ozonizacdo e obtencdo do extrato de microalgas ozonizado
que, posteriormente foi utilizado em um novo cultivo. Microalgas cultivadas somente
com o extrato algal ozonizado tiveram biomassa final de 0,64 grdsultado
semelhant@o cultivo com o meio BG11 suplementado com o mesmo extrato (0,66 g
L™Y) e trés vezes superiao meio BG11 sem suplementacéo (0,217Y.De uma
forma geral, os tratament@n que 0 nitrogénio presente no meio BG11 néo foi
aplicado, apresentaram teoms lipidios maiores. Outro indicador de estresse por
falta de nitrogénio foram os teores de clorddil@lorofilab e carotenoides totaiem
que, o0s tratamentos com baixo teores de nitrogénio apresentaram menores
concentracdes destes pigmentos, como o caso do BG11(sem nitrogénio e com extrato
ozonizado) que possuiu teomsclorofila a, b e carotenoides totais d&,95, 1,37 e
1,37mg L™, contra 5,11, 2,88 e 3,00g L™ obtido no tratamento BG11 (sddsforo
e com extrato ozonziaylorespectivamente. O custo de ozonizagdo das microalgas
parase obter um litro de lipidios, ficoem R$ 5,75, contudo o aumentie escala e

melhorias na produtividade de lipidios, este custo caiuRBa33.

Palavras-chave: Scenedesmus  obliquus BR0O03, microalgas, 0z0nio,

reaproveitamento de nutrientes.
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Abstract: The need for reducing the cost of microalgae-based biodiesel production is
a crucial factor to turn its adoption feasible in the world energy matrix. Faced with
this issue, an experiment was set up to investigate the potential use of ozone gas on
recovering nutrients assimilated by the microal@@enedesmus obliquieR003

during its subsequent cultivation in BG11 medium. The cultivation carried out solely
with the extract obtained after microalgae ozonization resulted in 0.64o4 final
biomass. Similar results were found when BG11 culture medium supplemented with
the same extract were used (0.66%); lhowever, values were three-fold higher when
BG11 medium without supplementation was adopted (0.21%)g Generally, the
treatments with no nitrogen supplementation showed higher levels of lipids.
Furthermore, other indicators of nitrogen deficiency such as low levels of
chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids were noticed. Accordingly, the
treatment with low levels of nitrogen showed lower concentrations of these
pigments. For instance, the content of chlorophyltlorophyll b, and carotenoids

were 1.95, 1.37 and 1.37 md in the BG11 treatment (without nitrogen and extract
added), respectively. On the other hand, higher values of pigments were found in the
treatment BG11 (without phosphorus and extract added) 5.11, 2.88, and 3.0 mg L
respectively. The estimated cost to produce one liter of lipids via microalgae
ozonization was R$ 5.75, even though this cost decreased to R$ 2.33 per liter when
large production scales and improvement of lipids yield was adopted. Consequently,
increasing the efficiency of the ozonization process might enable further reduction
of the costs previously calculated.

Keywords: ScenedesmusbliquusBR003, microalgae, ozone, nutrients reuse.
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3.1. Introducao

As microalgas sdo uma fonte promissora de matéria prima para producdo de
biocombustiveis devido ao seu elevado potencial produtivo, além de apessentar
menor impacto ambiental em relacdo aos combustiveis fosseis. Para se
desenvolverem, necessitam basicamente nutrientes, agua e luz, dependendo da
espécie, podem ser de agua doce ou salgada. O suprimento externo destes elementos
torna-se necessario para estimular seu crescimento, aumentando assim a
produtividade (BOHUTSKY!I et al. 2014).

Existem fatores que impedem esta alternadiwsde tornar economicamente
viavel, como a elevada necessidade de fertilizantes e fontes de carbono, além da
necessidade de melhorias nas etapas de colheita e processamento, com seibsequent
reducao de custos (COLLET et al. 2014; ZIOLKOWSKA e SIMON, 2014).

Segundo Dermibas (2010), as microalgas possuem a capacidade de produzir
entre 10 a 20 vezes mais biodiesel que a colza. Entretanto, as microalgas necessitam
55 a 111 vezes mais nitrogénio, cerca de 8 a 16 toneladas por hectare por ano. Essa
elevada necessidade de nutrientes pelas microalgas torna fundamental a busca por
fontes alternativas capazes de suprir esta demanda, redseirmdo-custos de
producao e a competicdo destes compostos com a agricultura.

Uma forma que vem sendo amplamente estudada é o aproveitamento dos
nutrientes presentes em aguas residuarias e esgotos urbanos, que podem apresentar
teores de aménia e fésforo totaa ordem de 264 mg™Le 530 mg [,
respectivamente (MIN et al., 2011; DONG et al., 2YERRERO-CABRERA et
al., 2014). Contudo, estes nutrientes podem se apresentar de diversas formas, como
por exemplo o0 nitrogénio, que aparece como amonio, nitrito, nitrato ou na forma
organica ( HE;XUE;WANG, 2006; GIRARD et al. 2014). Além disso, € necessario
utilizacdo de pré-tratamentos para eliminar os contaminantes presentes no meio, o
gue pode encarecer bastante o processo produtivo (CAl; PARK; LI).2013

Outro método de reciclagem dos nutrientes pode ser realizado pela digestéao
anaerobica do residuo, com producdo de metano e mineralizacdo dos nutrientes.
Porém, este processo possui dificuldades devido a toxicidade do nitrogénio em
elevadas concentracdes, inibicdo da digestdo anaerdbica pela presenca de sodio e
também exigir a realizacéo de pré-tratamentos (SIALVE et al., 2009).

Muitos trabalhos citam a importancia de se reutilizar ndo s6 0s nutrientes
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como também a 4gua no processo produtivo de microalgas. Esta constatacao pode ser
observada nos estudos reportados por Chisti (2008), Mata et al. (2010), Yang et al.
(2011), Jones e Mayfield (2012). Uma alternativa para essa lacuna no processo
produtivo das microalgas € a utilizacdo do gas oz6énio como agente de desinfeccéo,
podendo viabilizar a reutilizacdo da agua e nutrientes reciclados.

Neste trabalho estudou-se reutilizar os proprios nutrientes assimilados pelas
microalgas durante o cultivo subsequente Seenedesmu®bliquus BR0OO03,

utilizando o gas ozo6nio para esterilizacao e oxidacdo do material.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Cepa de microalga e sistema de cultivo

A microalgaScenedesmuzbliquusBRO0O03 foi utilizada no experimento, uma
vez que esta cepa tem apresentado bons resultados para a producdo de biomassa,
lipideos, ser resistente a contaminacdo por microorganismos e se manter dominante
em cultivos abertos.

A espécieScenedesmus obliquuBR003 foi obtida junto a Colecdo de
Cianobactérias e Microalgas do Banco de Microalgas do Projeto Petrobras,
localizada na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) do Departamento de
Biologia Vegetal (DBV) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

O meio de cultivo utilizado para multiplicacdo das microalgas foi o BG11
(ALLEN e STANIER, 1968). Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers de 10 L,
com volume cultivado de 7 L, no qual foram mantidos sob agitacdo utilizando-se
injecdo de ar através de um compressor. A temperatura foi mantida a 27 + 2 °C, com
fotoperiodo de 16:8 h (luz:escuro), pH entre 7,0 + 0,5, controlado pela adicdo de
solugdes de HCI ou NaOH 2M.

3.2.2. Ozonizacao das microalgas

O processo de ozonizagdo das microalgas, para obtencdo do extrato
ozonizado, se realizou utilizando-se um ozonizador (Ozone & Life, O&L 50.0 RD-
CO, Brasil). O pH das amostras foi previamente corrigido (7,0 + 0,5) e a massa seca

pré-determinada.

35



Para o experimento de reutilizagdo dos nutrientes, ozonizou-se 5 litros de
cultivo de ScenedesmusbliquusBR003, a concentracédo de oz6nio utilizada foi de
2,5 mg L' e a biomassa das microalgas de 0,65 ,gobr um periodo de 60 minutos
(Figura 6).

3.2.3. Planejamento do experimento de reutilizacdo de nutrientes

O experimento de reaproveitamento dos nutrientes foi conduzido segundo o
delineamento inteiramente casualizado, com 6 tratamentos e 4 repeti¢cdes (Tabela 1).
Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 1- Tratamentos realizados no delineamento inteiramente casualizado com 24

unidades experimentais.

Codigo Tratamento
BGI1 Cultive de microalgas em BG 11 (controle)
BG11(-N+E) Cultivo de microalgas em BG11 sem Nitrogénio (IN) + extrato ozonizado
BG11{-P+E) Cultivo de microalgas em BG11 sem Fosfro (P)+ extrato ozonizado
BG11(-NP+E) Cultivo de microalgas em BG11 sem N e P + extrato ozonizado
E Cultivo de microalgas no extrato ozonizado
BG11(+E)  Cultivo de microalgas em BG11 + extrato ozonizado

Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL, com volume
cultivado de 200 mL (Figura 10). Os Erlenmeyers foram mantidos sob agitacdo em
BOD a 120 rpm para evitar a decantacdo das microalgas. A temperatura foi mantida
a27 = 2 °C, com fotoperiodo de 16:8 h (luz:escuro), irradiancia média de 100 pmols
fotons m s* proveniente de lampadas fluorescentes brancas de 40 W, pH entre 7,0 e
7,5, controlado pela adicdo de solugcdes de HCI ou NaOH 2M. O carbono foi
fornecido na forma de bicarbonato de sodio, adicionado na forma de solucdo estoque
a 0,7 g [*. Utilizou-se 40 mg I* deScenedesmuwbliquusBR0O03 como inéculo e

experimento foi conduzido durante 16 dias.
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Figura 10- Cultivo deScenedesmus obliquBR003 em diferentes meios, definidos

no delineamento inteiramente casualizado, em 4 repeticdes.
3.2.4. Determinacéo da concentracdo de 0zonio

Para determinar a concentracdo de o0z6nio no meio, utilizou-se o método
iodométrico de titulacdo indireta lgcerl et al., 2000), que consiste na reacao entre
0 0z6nio e uma solucao de 50 mL de iodeto de potassio (KI) padronizada a 1N, em
que sera formado iodoyjla partir da oxidacdo do iodetodm meio &cido (8O,
IN). A solucdo € entdo titulada com tiosulfato de sédio,$Cx) 0,005 N,

utilizando uma solucéo a 1% de amido como indicador.
3.2.5. Determinagao de massa seca livre de cinzas

A massa seca livre de cinzas (biomassa) foi determinada por gravimetria e
descontada das cinzas apos calcinacdo. Foram filtrados 15 mL de cada amostra,
utilizando membranas com porosidade de 0,22 um previamente secas em estufa a 60
°C e pesadas. Apos a filtracdo, uma solucao 0,5 M dg¢iB; foi utilizada para a
lavagem do filtrado, com a finalidade de eliminar residuos inorganicos que possam
causar um incremento na biomassa e no teor de cinzas. A membrana foi colocada em
estufa a 60 °C até atingir massa constante. Em seguida, as membranas foram

retiradas da estufa e imediatamente acondicionadas em dessecador para que a
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temperatura ambiente fosse atingida. Apos esse periodo, as membranas foram
pesadas e a massa seca foi determinada, descontando-se o valor da massa da
membrana.

Para obtencé&o do valor da biomassa livre de cinzas, as membranas contendo a
massa seca, filtradas e previamente pesadas foram colocadas em cadinho de
porcelana j& calcinados e acondicionadas em mufla a 575 °C por 1 h. Ads nov
calcinacdo e o resfriamento, o cadinho contendo as cinzas foi disposto em
dessecador. O conjunto foi entdo pesado e o teor de cinzas determinado. Este

procedimento foi realizado em triplicata.

3.2.6. Monitoramento do crescimento

O crescimento das células nos cultivos foi monitorado diariamente por meio da
leitura de absorbancia no comprimento de onda de 750 nm, utilizando-se um
espectrofotdbmetro UV-visivel (Thermo Scientific, Multiskan GO, Finlandia).
Descontou-se a leitura em branco da microplaca dos resultados obtidos. Foram

realizadas trés repeticfes diarias para cada tratamento.

3.2.7. Determinacéo do teor de lipidios

A determinacao de lipidios foi realizada por gravimetria, seguindo o método
J:Schmid-Bondzynski-Ratzlaff INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1986),
modificado pelo grupo de pesquisa em microalgas da Universidade Federal de
Vicosa em parceria com a Petrobras (Euclides, 2013). Devido as alteracdes
realizadas no protocolo, este sera descrito passo a passo:

1) Pesar um béquer de 250 mL previamente seco em estufa a 102 °C e resfriado
em dessecador. Anotar a massa do béqugr (m

2) Pesar (0,5 a 1 g da amostra liofilizada de micro@hgg) diretamente no
frasco de extragdo de Mojonnier ou em béquer de 100 mL.

3) Adicionar 10 mL da solucéo de acido cloridrico 8 M ao frasco de extracao ou
ao beéquer contendo a amostra e agitar manualmente levemente para
promover a dispersao do material. Observar ao microscopio para se certificar

gue as membranas das algas foram rompidas.
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4) Aquecer em banho-maria ou placa de aquecimento a 70 °C por 10 min, para
completa digestdo das células.

5) Deixar o frasco em repouso por 10 min a 25 °C. Se a digestao foi feita no
frasco de extracdo ou tubo falcon de centrifugacéo, adicionar 10 mL de alcool
etilico e misturar o contetdo do frasco agitando-se manualmente por 30 s. Se
a digestdo tiver sido realizada em béquer, erlenmeyer ou frasco de vidro com
tampa de 25 mL, transferir seu contetdo para um frasco de extracdo. Nesse
caso, deve-se lavar o béquer sucessivamente com os solventes utilizados no
processo de extracdo considerando seus respectivos vo(ltheslL de
alcool etilico, 25 mL de éter etilico e 25 mL de éter de petrdleo).

6) Apos adicionar ao frasco de extracdo 25 mL de éter etilico e 25 mL de éter de
petréleo, tampar e agitar manualmente por 1 min na posi¢ao horizontal, com
o bulbo menor voltado para cima. A separacdo da fase etérea deve ser feita
usando pipeta . Deixar em repouso por 15 min.

7) Transferir a fase etérea para um funil de separacéo e lavar com agua destilada
para retirar o HCI. Repetir o procedimento até que a fase aquosa apresente pH
entre6 e 7.

8) Verter a fase etérea lavada para o béquer previamente tarajloe (m
acondiciona-lo em banho termostatico a 65 °C até a completa evaporacao do
solvente.

9) Repetir 3 vezes o item 6 (Etapa de extracdo) para garantir a migracao do 6leo
retido no residuo de microalgas para o solvente.

10) Apds a remocdao dos solventes por evaporacao, acondicionar o béquer de 250
mL em estufa a 102 + 2 °C durante 1 h. Esfriar em dessecador e pesar.

11) Repetir a operacdo de secagem e pesagem até massa congfante (m

O percentual de lipidios sera determinado pela seguinte equacao:

%Lipidios = 100% (3)

em que,
%Lipidios = percentual de lipidios extraidos na amostra;
ml = massa do recipiente (g);
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m2 = massa da amostra (g);

m3 = massa do recipiente com o material extraido (g).

3.2.8. Determinagao dos Pigmentos

Para andlise dos teores de pigmentos foram utilizadas trés aliquotas de 1 mL de
cada unidade experimental, centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e
ressuspendidas trés vezes com agua deionizada. A extracdo foi realizada utilizando
1,5 mL de metanol em banho termostatizado a 60 °C por 30 minutos. Apés a
extracdo, pipetose 200 uL em uma microplaca para obtencdo da absorbancia em
espectrofotdbmetro (Thermo Scientific, modelo Multiskan GO, Finlandia). Os
comprimentos de onda (OD) das leituras realizadas foram: 665, 652 e 470 nm. As
concentracdes de clorofila, b, carotenoides e pigmentos totais foram obtidas por
meio das seguintes expressoes (WELLBURN, 1994; GRIFFTHS et al., 2011):

CHLa=(16.72x OD,,,)—(9.16xOD,y,) (4)
CHLb=(34.09x OD,;,) - (15.28x OD,) (5)
CaroT =(1000x OD,,,) - (1.63x CHLa)— (10496x CHLb)| + 221 (6)
PigT = CHLa+ CHLb+ CaroT (7
em que,

CHLa= Clorofilaa (mg L™Y);
CHLb= Clorofilab (mgL™);
CaroT= Carotenoides totaisng L™);
PigT = Pigmentos totaisrig L™);

3.2.9. Custo da ozonizacédo e obtencéo de lipidios

Para o calculo do custo, foi considerada a obtencdo de um litro de lipidios, a
partir do uso do extrato ozonizado como fonte de nutrientes. Os parametros adotados
foram: 16,6 kW h kg Os* (MASSCHELEIN, 1991), energia elétriged,39642 [
kW h (Cemig), tempo de ozonizacéo de 35 minutos, concentracéo de biomassa de
1,0 g L com 20 % de lipidios.
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3.3.Resultados e discussao

Analisando os resultados de absorbancia (Figurp dfiservase que a
dindmica de crescimento das microalgas foi similar entre todos os tratamentos, com
excecamo BG11, que apresentou uma fase lag (de inducdo do crescimento) maior.
Jaa fase estacionaria, ou seja, de estabilizacdo do crescimento, ocorras 2(Qibs
horas de cultivd8 dias), para todos os tratamentos. Este mesmo comportamento foi
reportado por Xinet al. (2010) ao cultivarem Scenedesmusp. em diferentes

concentracésde nitrogénio e fésforo.
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Figura 11— Leituras de absorbancia a 75@m durante diferentes cultivos de
Scenedesmus obliquB&003.

Andruleviciuteet al. (2013) cultivaranScenedesmusp. em meio mixotrofico
com diferentes concentracdes de glicerina, complementados com BG11 e obtiveram
uma fase lag e estacionaria de 3 e 12 dias, respectivamente. Estes valores foram
maiores aos encontrados no presente trabaithgue a fase lag durou menos que 24
horas e daseestacionarigeiniciou por volta do 9° diamtodos os tratamentos.

Por meio da massa seca final produzida, comdugue os melhores
tratamentos foram o BG11(-N+E), BG11(-P+E), E e BGI11(+E), em que
apresentaram valores superiores aos demais e estatisticamente similares entre si a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey, seguidos pelo tratamento BG11(-NP+E) e

BG11 (Figura 12). Estes resultados evidenciam que a utilizagdo do extrato ozonizado

41



foi responsavel pelo aumento da producdo de biomassa, comparado ao cultivo
somente com BG11.
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*Médias seguidas pela mesma letra, néiedifentre si pelo teste de Tukey. (p<0,05)

Figura 12- Massa seca final para os diferentes tratamentos estudados.

Entre os meios de cultivo onde o extrato ozonizado foi utilizado, somente o
tratamento BG11(-NP+E) apresentou biomassa um pouco inferior comparado aos
demais valores. A similaridade entre o tratamento E e o tratamento BG11(+E)
evidencia que, de alguma forma, as microalgas foram capazes de assimilar os
nutrientes e o carbono necessario para seu crescimento, mesmo para 0 meio E, em
gque nao houve nenhum suprimento adicional de nutrientes além do extrato
ozonizado.

O resultado de biomassa para o meio BG11l (+E), comparado ao resultado
obtido somente utilizando o meio BG11, permite inferir que o extrato ozonizado foi
responsavel pelo aumento do ganho em massa seca. Sabe-se que o0 extrato ozonizado
€ composto basicamente por carbono organico e nutrientes (na forma organica e
mineral).

Diversas fontes de carbono organico séo estudadas como fonte de carbono para
cultivos de microalgas, como por exemplo: o lodo formado com o tratamento de
esgotos, residuos de granja de porcos, glicerina (obtido como residuo da producéo de
biodiese), melaco de cana de acgucar, residuos da industria de queijo, entre outros
(WANG et al., 2009; PITTMAN; DEAN; OSUNDEKO, 2011EL-SHEEKH,;
ABOMOHRA; HANELT, 2013; GIRARD et al., 2034
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Além de absorverem o carbono organico, algumas espécies de microalgas sao
capazes de assimilarem os nutrientes ligados a estes compostos, principalmente o
nitrogénio e o fésforo, neste caso encontra-se o gépeeoedesmuDAVIS e
WILCOMB, 1967; NEILSON; LARSON, 198@BERMAN e CHAVA, 1999).

Kim et al. (2014) ao ozonizarem residuos da producdo de porcos nédo
encontraram reducgdo significativa na demanda bioquimica de oxigénio, que é um
indicador de presenca de matéria organica. Contudo, em cultivo posterior com
Scenedesmus quadricaydaresiduo com maior tempo de ozonizacdo obteve uma
maior assimilacdo de carbono pela microalg§#ribuiu-se a esse fenébmeno a
conversdo dos compostos organicos altamente condensados em fragcdes de menor
peso molecular e assim facilmente assimilaveis pelas microalgas.

A Figura 13 apresenta imagens de microscopia de luz dos cultivos estudados
logo apds o término do experimento. As microalgas apresentam alteracbes na sua
morfologia que variam entre formagcdo ou ndo de cendbios, coloracdo, comprimento
e largura celular de acordo com as condicdes em que se encontram. Fatores que
influenciam estas alterac6es sdo principalmente o pH, o fotoperiodo, a temperatura e
0s nutrientes utilizados no seu cultivo (MASI e MELIS, 1997; PANCHA et al.,
2014).

O géneroScenedesmysossui por caracteristica o corpo achatado, capacidade
de formar cendbios de 2 a 16 células (comum 2 ou 4) e podem apresentar espinhos
nas células terminais (GODINHO, 2009). Segundo Pancha et al. (2014), em cultivos
com baixo teor de nitrato, foi observado que as células se modificaram
morfologicamente de unicelulares, passando a configurar cendbios de duas ou quatro
células. O comprimento e o numero de espinhos também aumentaram com a reducao
do nitrato no meio, além disso, o tamanho das células cresceu cerca de 18%.

Os tratamentos em que nitrogénio mineral foi adicionado junto ao meio
sintético BG11 apresentaram menor formacdo de cendbios, sdo eles: BG11,
BG11(-P+E) e BG11(+E) (Figura 13). J4 nos demais tratamentos, observa-se a maior
presenca de cendbios com duas ou quatro células. Esta constatagdo € um indicio que
pode ter havido em algum momento, estresse por falta de nitrogénio durante o

cultivo, contudo, outros indicadores serdo analisados posteriormente.
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Figura 13 - Plasticidade fenotipica entre os diferentes tratamentos pela
microscopia de luz. (a) BG11, (b) BG11(-N+E), (C) BG11(-P+E),
(d) BG11(-NP+E), (e) E, (f) BG11(+E).

Outro indicador do estado nutricional das microalgas € o teor dos pigmentos
fotossintéticos (clorofila, b e carotenoides). A Tabela 2 apresenta a concentracéo
dos pigmentos fotossintéticos para os tratamentos estudados. Observa-se que o
tratamentos BG11(-N+E), BG11(-NP+E) e E, nos quais nédo foram adicionados
nitrogénio suplementar ao meio, apresentaram uma concentracdo de pigmentos
menor do que quando comparado aos tratamentos BG11(-P+E) e BG11(+E). Com

excecdo ao BG11l, que apresentou concentragcdo similar aos tratamentos sem
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suplemento de nitrogénio, contudo, essa constatacdo pode ser explicada devido ao

baixo nivel de biomassa produzido comparado aos demais meios.

Tabela 2- Clorofila a, b, carotenoidespigmentos totais e razao clorofédéb para os

tratamentos estudados.

Tratamento

Pigmentos (Mg t) 5577 BG11(-N+E) BG11(-P+E) BGL1(-NP+E) E BG1l(+
Clorofila a 1,73c 1,95¢c 511b 1,52¢ 1,96c¢ 5,64¢
Clorofila b 1,01d 1,37c 2,88b 1,08cd 1,40c 3,47:

Carotenoides totais 1,09d 1,37c 3,00b 1,10cd 1,42c 3,2

Pigmentos totais  3,83b 4,69b 10,99a 3,70b 4,78b 12!

Razao clorofiea/b 1,72a 1,42c 1,78a 1,40c 1,40c 1,621

*Médias seguidas pela mesma letra na linha, para cada tipo de tratand@® diferem entre si pelo teste de
Tukey. (p<0,05)

Pancha et al. (2014) observaram que ao reduzir a quantidade de nitrogénio do
meio ou manter o cultivo com niveis baixos deste nutriente por alguns dias, a
quantidade de clorofila, clorofila b e carotenoides reduziram drasticamente. A
reducdo do nitrogénio desencadeia uma série de respostas metabdlicas como a
degradacdo dos compostos nitrogenados, por exemplo, a prépria clorofila, proteinas,
DNA, entre outros. Além disso, esse estresse promove o acumulo de reservas
energéticas como os carboidratos e lipidios.

A Tabela 3 apresenta os valores de biomassa, percentual e concentracdo de
lipidios. O tratamento E obteve os maiores valores para todos trés os parametros
mensurados. Para o teor de lipidio, o restante dos tratamentos apresentaram
resultados estatisticamente iguais, contudo, ao analisarmos o0s resultados de
concentracdo de lipidios, existe uma estratificacdo dos tratamentos com relacdo a

quantidade de lipidios produzida.

Tabela 3 Teor e concentracéo final de lipideos.

Tratamento Lipidio (%) Lipidio (mg L")
BG11 12,4b 26,41d
BG11(-N+E) 13,59b 89,15b
BGL1(-P+E) 11,81b 73,35bc
BG11(-NP+E) 10,76b 58,14¢
E 21,45a 136,86a
BG11(+E) 9,84b 65,35hc

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre segtelae
Tukey. (p<0,05)
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Ao longo dos anos, pesquisadores de diversas partes do mundo procuram por
espécies ou formas de manejo que aumentem o percentual lipidico das microalgas.
Ha relatos de microalgas com 63% de lipidios em relacdo a massa seca (GOUVEIA e
OLIVEIRA, 2008). Entretanto, ndo se pode deixar de considerar a massa seca
produzida durante o processo, pois ela afeta diretamente a produtividade lipidica
final. Exemplo disso podge observar que o tratamento BG11l possuiu 0 mesmo
percentual de lipidios que o tratamento BG11(+E), de acordo com o teste de Tukey a
5% de probabilidade, porém ao se observar a quantidade de lipidios de fato extraida,
percebe-se que o tratamento BG11 apresentou uma producgdo 2,5 vezes menor que o
tratamento BG11(+E).

A limitacdo de nitrogénio € um importante fator utilizado para estimular a
elevacdo dos niveis de lipidios nas microalgas. Esta préaticasdeuélizada de
forma otimizada, ou seja, que néo afete negativamente a biomassa final (BREUER et
al. 2012).

O custo de ozonizacgdo para obtencéo de 1 litro de lipidios ficou em R$ 5,75,
valor este, obtido de forma conservadora, visto que se o percentual lipidico aumentar
para 30%, o custo cai para R$ 3,83 e, além disso o0 custo com energia elétrica pode
ser reduzido dependendo da escala de consumo e o custo final de 1 litro de lipidios
ficaiaem R$ 2,33.

Outro fator que deve ser analisado é a reducdo no custo de producdo de
microalgas causada pelo reaproveitamento dos nutrientes no meio e também pelo uso
do carbono organico. Segundo Slade e Bauen (2013), os custos com nutrientes e

carbono podem representar mais de 50% do custo final da producéo de microalgas.
3.4.Conclusdes e consideracdes para experimentos futuros

A utilizacdo do extrato ozonizado de microalgas apresesg@momo uma
promissora formale reaproveitamento dos nutrientes assimilados pelas microalgas
durante o seu cultivo.

As microalgas cultivadas somente com o0 extrato ozonizado apresentaram
massa seca final de 0,64 ¢,lresultado semelhan#® cultivo com o meio BG11
suplementado com o extrato ozonizado (0,66 & trés vezes superi@o meio

BG11 sem suplementac&o (0,21°9.L
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De uma forma geral, os tratamentes) que 0 nitrogénio presente no meio
BG11 néo foi aplicado, apresentaram teores de lipidios maiores. Este fato indica que
houve inducdo da producédo de lipidios, provavelmente peladiltétrogéniona
fase estacionaria.

Outro indicador de estresse por falta de nitrogénio foram os teores de clorofila
a, clorofila b e carotenoides totaigm que, os tratamentos com baixo teare
nitrogénio apresentaram menores teores destes pigmentos, comodo &5l (-

N+P) que possuiu 1,98g L™ de clorofilaa, contra 5,1Ing L™ obtido no tratamento
BG11 (-P+E).

O custode ozonizacdo das microalgas pasobter um litrode lipidios, ficou
em R$ 5,75, contudo, com aumento de escala e melhorias na produtividade de
lipidios, este custo caiu par$ 2,33.

A reutilizacao do extrato ozonizado de microalgas abre um grande espaco para
futuras pesquisas. Testes com diferentes dosagens de extrato ozonizado devem ser
realizados para buscar uma produgébiomassa e lipidios 6tima.

A ozonizagcdo de outros tipos de residuos pode ser estudadimrma a
complementar e auxiliar a busca por um meio complette ®aixo custo para

producéo das microalgas.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho teve o objetivo de estudar o comportamento das microalgas e
seus nutrientes absorvidos durante seu cultivo apds a ozonizacao. Foi realizada uma
andlise do perfil espectrofotométrico durante a ozoniza¢c&@releedesmus obliquus
BRO03 e os principais picos encontrados foram 436, 470 e 680 nm, que representam
aclorofila a e os carotenoides.

O meétodo estatistico de regressdo linear segmentada foi utilizado para
identificar o tempo 6timo de ozonizacdo, onde foram analisados cada pico de
absorcdo separadamente, além dos resultados de massa seca. Considerando o0s
resultados obtidos, o tempo de ozonizacdo 6timo foi de 34,4 minutos (x0,81)
minutos.

A biomassa diminuiu consideravelmente, cerca de 60%, apdés 35 minutos de
ozonizagao, demonstrando que o processo foi capaz de romper a parede celular das
microalgas e oxidar parte dos compostos organicos.

A analise do perfil eletroforético evidenciou o ocorréncia de oxidacdo das
bandas protéicas ao longo do processo de ozonizacdo. No tempo de 50 minutos de
ozonizacao, nao foi possivel identificar nenhuma banda visivel.

E possivel recuperar nutrientes pela ozonizacdo das microalgas, apos a
ozonizacao por 50 minutos, a concentracao amonio, nitrato e fosfato foram 1,1, 5,7 e
1,2 mg L}, respectivamente. Mesmos com aumentos significativos a concentracéo
final encontrada evidencia que boa parte dos nutrientes ainda se encontra na forma
organica.

A utilizacdo do extrato ozonizado de microalgas apresesg@momo uma
promissora formale reaproveitamento dos nutrientes absorvidos pelas microalgas
durante o seu cultivo.

As microalgas cultivadas somente com o0 extrato ozonizado apresentaram
biomassa final de 0,64 g™| resultado semelhan@ cultivo com o meio BG11
suplementado com o extrato ozonizado (0,66 & trés vezes superi@o meio
BG11 sem suplementacéo (0,219 .L

De uma forma geral, os tratamentes) que 0 nitrogénio presente no meio
BG11 nao foi aplicado, apresentaram teores de lipidios maioredatestedica que
houve inducdo da producdo de lipidios, provavelmente peladiitéirogéniona

fase estacionaria.
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Outro indicador de estresse por falta de nitrogénio foram os teores de clorofila
a, clorofila b e carotenoides totaigm que, os tratamentos com baixo teare
nitrogénio apresentaram menores teores destes pigmentos, como o0 caso do
BG11(-N+E) que possuiu teores de cloroéijé e carotenoides totais d&,95, 1,37
e 1,37mg L™, contra 5,11, 2,88 e 3,06g L™ obtido no tratamento BG11 (-P+E),
respectivamente.

A ozonizacao das microalgasmostrou como uma promissora alternativa na
busca pela reducdo do uso de fertilizantes agricolas com a possibilidade de utilizacao
dos nutrientes por elas absorvidos durante seu cultivo. Além dissseabrenovo
leque para que pesquisas com a ozonizagdo de outros tipos de residuos possam ser
realizadas.

Este trabalho mostrou a viabilidade skeutilizar a biomassae microalgas
ozonizadagm novos cultivos. Esta constaée possibilita que novos estudos sejam
realizados, como por exemplo, ozonizar o residuo formado a gantétirada do
6leo e reaproveitis como fonte de nutrientesm novos cultivos. E importante
investigar a viabilidade deste processu diferentescenarios, utilizandose outras

espéciesle microalgas.
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