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RESUMO

O uso de fontes solidas de carbono inorganico foi avaliado através da
utilizagcdo de NaHCOs e CaCOs no cultivo de Chlorella sp. em efluente de
tratamento anaerdbio de esgoto sanitario. A correcdo do pH através do
borbulhamento de CO:2 nos tratamentos com CaCOs evitou os efeitos negativos
gerados pelo aumento do pH com a adi¢éo do reagente e levou a fixa¢do de CO2
no meio, aumentando em até 201% a quantidade de carbono inorganico
disponivel. Os resultados maximos de taxa de crescimento e produtividade foram
obtidos com o uso de 2,0 g/L de NaHCOs (0,53 d! e 66,1 mg.L*.d!) e 1,19 g/L
de CaCOs (0,54 d*! e 67,5 mg.L1.d?). O uso das fontes soélidas proporcionou
uma taxa de crescimento 2,0 vezes maior e produtividade 1,8 vezes maior
quando comparados ao controle sem fontes adicionais de carbono, além de
gerarem um incremento na % de solidos volateis da biomassa, com resultados
21% e 20% maiores com o0 uso do NaHCOs e CaCOs, respectivamente. A
utiizacdo das fontes solidas nas concentracdes Otimas encontradas
proporcionou um aumento no crescimento de Chlorella sp. equivalente a
utilizagdo da aeracdo 12h/dia, com resultados semelhantes de concentracao
maxima e % SV da biomassa, enquanto que o consdrcio de microalgas avaliado
nao apresentou aumento significativo no crescimento para nenhuma das formas
de suplementacdo aplicadas. A utilizacdo de fontes sélidas de carbono
inorganico na forma de bicarbonatos pode se tornar uma alternativa a
suplementacdo de CO2 em cultivos de microalgas, uma vez que o carbono nesta
forma é estavel em meio liquido, reduzindo perdas para a atmosfera. Devido a
elevacdo no pH, o uso do CaCOs somente mostrou ser viavel através da
correcdo do pH inicial e o borbulhamento de CO2 permitiu sua fixagdo no meio
alcalino. Maiores estudos com consorcios de microalgas utilizando diferentes
concentracbes e combinagcbes de fontes de carbono podem trazer novas
alternativas para a otimizacdo na producdo de biomassa tratando efluentes

sanitarios, aumentando a eficiéncia no uso de CO2 em cultivos de microalgas.



ABSTRACT

The use of solid sources of inorganic carbon (NaHCO3 and CaCOs) as CO2
supplementation was evaluated in the growth of Chlorella sp. with effluent from
the anaerobic treatment of sewage. The correction of the pH through CO:2
bubbling in CaCOs treatments avoided the negative effects generated by the
increase in pH with the addition of the reagent, and contributed to the CO2 fixation
in the medium — increasing the amount of available inorganic carbon up to 201%.
The maximum growth rate and productivity were achieved using 2.0 g/L of
NaHCOs (0.53 d* and 66.1 mg.Lt.d?) and 1.19 g/L of CaCOs (0.54 d* and 67.5
mg.Lt.d1). The use of solid sources of inorganic carbon increased the growth
rates and biomass productivities of Chlorella sp. cultures by a factor of 2.0 and
1.8, respectively, when compared to treatments without additional carbon
sources. Additionally, an increase in the volatile solids content of the biomass
was noted, which consisted in 21% for NaHCO3 and 20% for CaCOs. On the other
hand, treatments that received no solid carbon sources but had aeration 12 h/day
displayed similar results when compared to the solid carbon treatments,
regarding growth rate, maximum biomass concentration and percentage of
volatile solids in the biomass. Nevertheless, the microalgae consortium did not
present significant increase in growth for any of the forms of supplementation
applied. The use of solid sources of inorganic carbon in the form of bicarbonates
can be an alternative to gaseous CO:2 supplementation in microalgae cultures,
since the carbon in this form is stable in liquid medium, reducing losses to the
atmosphere. Due to the increase in pH, the use of CaCOs is only viable in case
the correction of the initial pH is performed. In this case, the use of CO2 bubbling
is advantageous since it allows its fixation in the alkaline medium. Further studies
with microalgae consortia using different concentrations and combinations of
carbon sources may bring new alternatives for the optimization of biomass
production with effluents from sewage treatment and improve the efficient use of

CO:2 in microalgae cultures.



1 INTRODUCAO

Agua e energia sdo bens essenciais para o desenvolvimento humano e sua
demanda tem aumentado em escala exponencial ao longo dos anos. O
crescimento populacional gerou uma crescente degradacdo e demanda de
recursos hidricos, os quais tém sua oferta reduzida; tanto devido a alteracdo de
regimes pluviais pelo aquecimento global (AVISO et al., 2015) quanto pela
reducdo em sua qualidade com o lancamento de residuos agricolas, domésticos
e industriais sem tratamento adequado em corpos d’agua, levando a

contaminacgao e eutrofizacdo destes ambientes (GOODDY et al., 2016).

A combinacao destes fatores leva a busca de sistemas de tratamento cada
vez mais eficientes, visando o melhor aproveitamento e a reducdo do gasto
energético. Alguns exemplos ja existentes podem ser destacados como 0s
Reatores Anaerobios, amplamente utilizados em estacdes de tratamento, pois
além de reduzirem a carga organica do esgoto, geram energia na forma de
biogés. Porém, estes sistemas nédo sao eficientes na remocédo de nutrientes do
efluente, principalmente nitrogénio (N) e fésforo (P), elementos chave nos
processos de eutrofizacdo e que devem ser removidos antes do lancamento em
corpos d’agua (CHERNICHARO et al., 2001).

Nitrogénio e fosforo sdo o0s principais nutrientes necessarios para o
crescimento de matéria prima vegetal. As microalgas assimilam estes nutrientes
em grandes quantidades para crescimento e sua biomassa é considerada a
matéria prima vegetal mais promissora em termos de aproveitamento energético.
Esta classe de biomassa possui alta eficiéncia fotossintética e a maior
produtividade autotrdfica por area dentre todos os cultivares. Além disso
apresenta vantagem em relacdo a plantas superiores por ndo utilizarem areas
Uteis para cultivo de alimentos em sua producéo, inclusive podendo ser cultivada
em efluentes de tratamento de esgoto como fonte de agua e nutrientes
(SUGANYA et al., 2016; MEDEIROS et al., 2015). O cultivo de microalgas nestes

efluentes oferece uma opcéo de tratamento terciario, através da remocao de
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nutrientes e da reducédo do potencial de eutrofizagdo dos corpos d’agua onde
seréo lancados (PERAZZOLI et al., 2016).

Além de nutrientes, as microalgas utilizam o carbono inorganico
preferencialmente na forma de didéxido de carbono (CO2) para realizar a
fotossintese e converté-lo em biomassa. Porém, as trocas gasosas do meio
liguido com a atmosfera s&o insuficientes para se atingirem concentracdes
suficientes de CO:2 e taxas maximas de crescimento. Desta forma, a insergéo de
fontes de carbono inorganico em cultivos de microalgas em efluentes tem sido

estudada com objetivo de otimizar a producao de biomassa (SINGH et al., 2016).

Uma das estratégias é fornecer o didéxido de carbono presente em altas
concentracdes nos gases de combustéo, borbulhando em cultivos de microalgas
para ser fixado na biomassa, reduzindo as emissdes de CO:2 para a atmosfera.
Porém, dificilmente ha disponibilidade de area suficiente para cultivo préximo as
fontes emissoras, fazendo com que haja a necessidade do transporte dos gases
até o local (ZAWAR et al., 2016). O custo de compressdo do COz2 foi calculado
em US$8.48/t de CO2 e mais US$3.30/t de CO2 de custo com encanamento a
cada 100km de distancia (KADAM, 1997).

Outro obstaculo estd na natureza fisico-quimica do carbono inorganico em
meio aquoso. A conversdo fotossintética do CO2 em biomassa pode ser
ineficiente devido a baixa taxa de dissolucio do CO2 em 4&gua.
Consequentemente, o borbulhamento do CO2 gasoso no cultivo em larga escala
€ mais propenso a resultar na liberacdo de mais CO: para a atmosfera do que é

fixado pelo processo de fotossintese (ZAWAR et al., 2016).

A fixagdo de CO2 em meio liquido pode ser potencializada através de
aplicacéo de fontes solidas de 6xidos metalicos (Ex: CaO, Naz0). Estes oxidos,
em agua, formam radicais hidroxilas (OH") capazes de aumentar a dissolucéo de
CO: inserido, principalmente na forma de ions bicarbonatos, resultando na
formacao de sais de bicarbonatos (Ex: NaHCO3, CaHCO3) (ZAWAR et al., 2016;
BONAVENTURA et al., 2017; BONAVENTURA et al., 2018).
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Através de enzimas e transportadores de membrana especificos, as
microalgas séo capazes assimilar ions bicarbonatos (HCOz3") do meio e converté-
los em CO2 (SINGH et al.,, 2016; BABA & SHIRAIWA, 2012). O carbono
inorganico nestas formas € estavel, armazenavel e pode ser assimilado pela
biomassa, podendo ser obtido facilmente através de compostos quimicos
amplamente comercializados como o bicarbonato de sédio (NaHCO3) ou através
de residuos de industrias de papel e celulose como o carbonato de célcio
(CaCoO3).

Como uma alternativa, a conversédo e utlizagcdo do CO2 na forma de
carbonatos e bicarbonatos pode se apresentar como uma solucgéo eficiente. Por
serem estaveis em meio liquido, armazenaveis e potencializarem a quantidade
de carbono inorganico disponivel, fontes sdélidas de carbono podem se tornar
uma alternativa para a suplementacéo de meios liquidos utilizados no cultivo de
microalgas. Através da otimizacdo da producdo de biomassa, seu uso pode
oferecer uma opgdo economicamente viavel para crescimento de microalgas
aplicadas no tratamento de efluentes. Desta forma, neste estudo foram
analisadas microalgas cultivadas em efluentes sanitarios e os efeitos da

suplementacao com fontes sélidas de carbono inorganico foram investigados.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacdo com fontes sélidas de carbono
inorganico no crescimento de microalgas em efluente anaerdbio de tratamento

de esgoto sanitario.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da correcdo do pH inicial com CO2 (99%) no cultivo de

Chlorella sp. suplementado com fontes solidas de carbono inorganico;

e Analisar o efeito de diferentes concentragc@es de fontes solidas de carbono

inorganico no crescimento de Chlorella sp. em efluente anaerobio;
e Comparar o crescimento de Chlorella sp. suplementada com fontes
sélidas e convencionais (aeracdo) de carbono inorganico em efluente

anaerobio;

e Avaliar o crescimento de um consoércio de microalgas em efluente

anaerobio, suplementado com diferentes fontes de carbono inorganico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Microalgas no tratamento de efluentes sanitarios

Com o aumento da producao agricola, urbanizacéo e industrializacdo, os
residuos gerados por estas atividades se tornaram um problema ambiental
devido ao continuo e crescente lancamento de aguas residuarias no meio
ambiente sem tratamento adequado (GONCALVES et al., 2017; GOODDY et al.,
2016; RAWAT et al., 2011; ASLAN & KAPDAN, 2006). A eutrofizacdo € um
processo desencadeado pela elevagcdo da concentracdo de nutrientes,
principalmente nitrogénio e fosforo, o que provoca um aumento da produtividade
primaria do corpo hidrico e o desenvolvimento de blooms de algas e plantas
aquéaticas, com posterior esgotamento do oxigénio e reducao da biodiversidade
local (RENUKA et al., 2013; CAI et al., 2013; SMITH & SCHINDLER, 2009).
Portanto, existe a necessidade do tratamento de efluentes através de métodos
gue sejam capazes de remover também nitrogénio e fésforo de forma eficiente,

antes do seu langamento no meio ambiente.

Segundo os ultimos dados do ano de 2015, o Brasil teve 50,3% de seu
esgoto coletado sendo que destes, 74% receberam tratamento, o que significa
qgue apenas 42,7% do esgoto produzido nacionalmente recebeu algum tipo de
tratamento antes de seu langcamento no meio ambiente (BRASIL, 2017). A partir
de 2011 a legislacao brasileira flexibilizou alguns limites para langcamento de
efluentes com o estabelecimento da atual Resolugdo CONAMA N° 430/2011.
Para langcamento de efluentes provenientes de tratamento sanitario, parametros
como fésforo e nitrogénio total ndo foram incluidos, deixando cada estado
responsavel pela sua possivel inclusdo (BRASIL, 2011) para melhor refletir a
realidade local. A razdo da flexibilizacdo da nova legislacéo foi a de possibilitar
a implementagdo de sistemas mais simples e menos eficientes de tratamento
como os Reatores Anaerobios de Manta de Lodo (UASB), com o objetivo de que,
futuramente, os melhoramentos nos sistemas de tratamento resultem em
efluentes com melhor qualidade (SPERLING, 2016). As diversas caracteristicas

favoraveis dos sistemas anaerobios como o baixo custo de operacéo, baixa
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geracdo de lodo, além da producéo de energia na forma de biogéas e aliado as
condicbes ambientais favoraveis do pais, tem feito com que estes sistemas
sejam amplamente difundidos no Brasil e ocupem uma posicdo de destaque,
particularmente os reatores UASB, ndo sendo eficientes, porém, na remoc¢éao de
nutrientes, fazendo-se necessario o poés-tratamento do efluente gerado
(CHERNICHARO et al., 2001).

Os sistemas de tratamento de aguas residuarias sdo essencialmente
divididos em trés etapas, com a remocao de nutrientes sendo normalmente
realizada na terceira etapa (GONCALVES et al.,, 2017). A primeira etapa
chamada tratamento primario é responsavel pela remocéo de sélidos suspensos
do efluente através de processos fisico-quimicos, apos esta fase o efluente
devera estar livre da maior parte de solidos grosseiros e matéria organica em
suspensao (RAZZAK et al., 2017; HEMALATHA & MOHAN, 2016), restando a
matéria organica biodegradavel que podera ser removida na segunda etapa. O
tratamento secundario é responsavel pela remo¢do da matéria organica
dissolvida no efluente, isto é realizado através de tratamento microbioldgico em
sistemas onde a matéria € decomposta por microrganismos tanto por via aerdbia
(ex.: lagoas aeradas) ou anaer@bia (ex.: reatores fechados) (RAZZAK et al.,
2017). O tratamento terciario é responsavel pela remocédo da matéria organica
restante, desinfeccdo e remocéao de nutrientes, também chamado de tratamento
avancado e pode ser realizado através de processos quimicos, fisicos ou
biolégicos (RAZZAK et al., 2017; HEMALATHA & MOHAN, 2016)

As microalgas Vvém sendo introduzidas como uma solugao
economicamente viavel para o tratamento terciario de aguas residuarias por
apresentarem uma série de beneficios, visto que estes microrganismos
consomem grandes quantidades de nitrogénio e fésforo para seu crescimento,
com estudos apontando remoc¢des de 80-100% destes nutrientes (ARIAS ET
AL., 2018; PASSOS et al., 2017; LEE et al., 2016; SUKACOVA et al., 2015).
Microalgas possuem alta produtividade por unidade de area e sua biomassa

pode ser recuperada para reciclagem de nutrientes ou extracdo de produtos
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como pigmentos de alto valor e producdo de biocombustiveis (ARIAS et al.,
2018; HEMALATHA & MOHAN, 2016; RAZZAK et al., 2017; GOLCALVES et al.,
2017). A utilizacdo de microalgas para producdo de biodisel tem sido
amplamente investigada devido ao alto conteudo lipidico de algumas espécies,
podendo equivaler a até 70% do seu peso seco (MEDIPPALY et al., 2015).

No Brasil a alta radiacéo solar favorece sistemas de tratamento baseados
na atividade fotossintética, com a aplicacdo de microalgas sendo realizada
principalmente na forma de lagoas de estabilizagdo que juntamente com o0s
reatores anaerébios sdo os sistemas de tratamento mais amplamente utilizados
no pais (SPERLING, 2016). O afluente pré-tratado em um reator UASB tem
caracteristicas vantajosas para o cultivo de microalgas como a baixa turbidez, o
que facilita a penetracdo da luz na coluna liquida necesséria para a fotossintese
(CAVALCANTI et al., 2001), além disso as concentracdes médias de nitrogénio
e fosforo total deste tipo de efluente no Brasil sdo de 48 e 6 mg/L
respectivamente (SPERLING, 2016), o que significa uma propor¢cao molar média
destes nutrientes de 17:1, valor préximo da razdo média em microalgas proposta
por Redfield (1958) (16:1 de nitrogénio e fésforo respectivamente). A baixa carga
organica de efluentes UASB evita que haja a excessiva atividade de bactérias e
acidificacdo do meio devido a producdo de gas carbbnico, ao contrario, a
atividade fotossintética prevalece sobre a oxida¢ao bacteriana, consumindo CO:2
do meio e provocando a elevacdo do pH, fazendo com que haja remocao de
nutrientes também por vias fisico-quimicas como a volatilizacdo da amoénia e
precipitacdo de fosfatos na forma de sais de calcio ou apatita (CAVALCANTI et
al., 2001).

3.2 Condic¢des de cultivo

Fatores abidticos, como luminosidade, temperatura, concentracdo de

nutrientes, concentracédo de CO:2 e Oz, pH, salinidade e substancias toxicas; ou
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bidticos, como a presenca de patdgenos, predacdo e competicao entre espécies;
irdo influenciar o desempenho do crescimento fotoautotréfico de microalgas
(BAHADAR & KHAN, 2013), de forma que uma mesma espécie pode apresentar
perfis de crescimento distintos de acordo com as condi¢des de cultivo as quais
for exposta.

Dentre 0s principais nutrientes necessarios as microalgas, nitrogénio e
fésforo sdo os exigidos em maior quantidade. As microalgas assimilam
preferencialmente o nitrogénio na forma de amoénio (NH4*), podendo também
utilizar o nitrato (NOs) e a uréia, enquanto que altas concentragdes do ion
amonio se tornam téxicas em pHs elevados (>9.3) devido a sua conversao em
amonia (NHs) (EUSTANCE et al., 2013). O fésforo é assimilado pelas microalgas
na forma de ortofosfato (PO4%), podendo ser estocado quando em excesso na
forma de granulos de polifosfato dentro das células para serem usados
posteriormente para crescimento (RAZZAK et al., 2017). A formula
estequiométrica geral para a composicdo da biomassa de microalgas €
C106H181045N16P, baseada na razdo de Redfield (ROGERS et al., 2014). A
proporcao destes elementos deve se refletir no meio de cultivo para permitir
condicdes 6timas de crescimento, indicando que, geralmente, o carbono assume
o papel de elemento limitante (LIN & WU, 2015).

A escassez de nutrientes como o nitrogénio pode afetar a composicao da
biomassa elevando sua porcentagem em carbono. Na deficiéncia de nitrogénio,
a célula reduz os processos de divisdo celular enquanto a producédo de
compostos de armazenamento de energia sdo mobilizados, aumentando a
fixacdo de carbono e convertendo o excesso em lipidios e carboidratos, onde o
uso do carbono fixado é convertido de sintese de proteinas e lipidios polares
para carboidratos e 6leos estocados no interior da célula (SAJJADI et al., 2018).
A condicdo de crescimento em deficiéncia de nutrientes é geralmente utilizada
em cultivos em batelada, onde as células crescem em um ambiente repleto de
nutrientes e a medida que a taxa de crescimento e densidade celular aumentam,
ocorre a deplegcéo de nutrientes, até que a taxa de crescimento e fotossintese

reduzem enquanto compostos de armazenamento de energia aumentam. Esta
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condicao pode ser benéfica e é utilizada em cultivos que possuem como objetivo
crescimento de biomassa para producdo de biocombustiveis, visto que uma
maior concentracdo de carbono na forma de lipidios e carboidratos e menor

conteudo protéico sdo desejados.

A temperatura € um dos fatores que mais afeta a taxa metabodlica dos
organismos, sendo ideais temperaturas em torno de 20 a 30°C para cultivo de
espécies tropicais de microalgas (TORRES, 2014). A luminosidade afeta
diretamente a atividade fotossintética e sua aplicacdo sera uma combinacao de
intensidade e tempo de exposicdo (fotoperiodo). Uma maior intensidade
luminosa pode acarretar tanto em maiores quanto menores taxas de crescimento
devido a danos causados ao fotossistema, quando estes ocorrem em velocidade
maior do que sao reparados (STRAKA & RITTMANN, 2018). Fontoura et al.
(2017) obteve maior concentracdo de biomassa e remocdo de nutrientes
cultivando Scenedesmus sp. em efluente utilizando uma intensidade luminosa
de 182.5 ymol m™2 st durante 12h/dia. Em regimes de batelada a utilizacédo de
um fotoperiodo de 12h claro: 12h escuro € considerado mais adequado para a
otimizacao da produtividade de microalgas (TAKESHITA et al., 2014). Enquanto
0 excesso de luz pode causar fotoinibicdo, 0 aumento na concentracdo celular
durante o crescimento pode causar sombreamento, limitando a disponibilidade
de luz e as taxas de crescimento (TORRES, 2014).

Valores de pH préximos a neutralidade (pH 7,0) sé@o preferiveis pela maior
parte das microalgas (TORRES, 2014), porém o pH ira variar naturalmente
durante o crescimento (caso nenhuma forma de controle seja aplicada) devido a
atividade de fotossintese e respiracdo celular. Em cultivos fotoautotréficos as
microalgas utilizam gas carbbnico (CO2) e ions H+ do meio para realizar a
fotossintese, logo, o decréscimo na concentracéo de H+ leva ao aumento do pH
como consequéncia da atividade fotossintética (CHI et al., 2011). Na auséncia
de luz ocorre a respiracao celular, onde ha liberacdo de CO2 para o0 meio e
formacao de bicarbonatos (HCOs’) e H+, ocasionando uma queda de pH durante
o periodo noturno (CASSINI et al., 2017). O pH esta intimamente relacionado

com o equilibrio das formas de carbono inorganico no meio, podendo atuar como
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um fator limitante para a fixacdo fotossintética de CO2, uma vez que em pHs
elevados (>10,4) a maior parte do carbono estad dispinivel na forma de
carbonatos (CO3s?) dificilmente assimilados pela biomassa (BABA & SHIRAIWA,
2012).

3.3 Parametros de avaliacdo de crescimento

O crescimento microbiano é identificado pelo incremento na biomassa de
determinado microrganismo. Havendo disponibilidade de nutrientes, carbono e
condicdes necessarias, havera duplicacao celular a uma velocidade constante
promovendo o crescimento exponencial até que haja algum fator limitante. A taxa
de crescimento (M) de um microrganismo é uma forma de expressar esta
velocidade através do aumento em porcentagem fixa de um total por unidade de
tempo (WOOD et al.,, 2005), ou seja, em quantas vezes a biomassa €
incrementada por intervalo de tempo. Para qualquer estimativa de taxas de
crescimento é necessario a coleta de dados que representem a quantidade de
biomassa durante o intervalo que se deseja avaliar. Quando o objetivo do estudo
€ estimar as taxas de crescimento populacional, a contagem do numero de
células deve ser realizada uma vez que leva em considera¢cdo 0 numero de
células individuais em uma populacdo, enquanto que a biomassa (peso seco)
pode ser utilizada quando deseja-se célcular a taxa de crescimento no sentido
simples de acréscimo de material. Além dos parametros diretos de quantificacao
da biomassa, parametros indiretos de quantificacdo também podem ser
utilizados para avaliar o crescimento como conteudo de clorofila, conteado de
nitrogénio organico e densidade éptica, desde que apresentem previamente uma

correlacéo linear com o numero de células ou biomassa (WOOD et al., 2005).

Segundo Maier (2009), o crescimento de microalgas em regime de batelada
€ representado por uma curva de crescimento contendo quatro fases principais
(fig. 1). A primeira fase € chamada fase lag (1), onde h4 a aclimatacéo das células
ao meio de cultivo apos a inoculacdo. A segunda fase é chamada de fase

exponencial (II), onde as células passam a se dividir em velocidade maxima e
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constante e onde pode-se calcular as taxas de crescimento (u), assumindo que
a taxa de mortalidade (m) é zero. A terceira fase € chamada de estacionaria (lll),
onde a taxa de crescimento é igual a taxa de mortalidade e a concentracdo
celular permanece constante. A quarta fase € chamada fase de morte ou declinio
(IV), onde a taxa de mortalidade supera a taxa de crescimento e a concentragcéo
celular comeca a decair indicando que 0 meio ndo suporta mais o crescimento

microbiano.

Figura 1. Curva de crescimento de microbiano em regime de batelada com base no logaritmo
natural da concentracdo de células (y) por unidade de tempo (x), indicando as fases lag (1);

exponencial (Il); estacionaria (Ill); e de morte (V). Adaptado de Maier (2009).
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A taxa de crescimento y € expressa pela equacdo p = (In Nt - In No) / At,
onde No é a concentragdo celular no tempo inicial, Nt a concentracéo celular no
tempo t, e At o intervalo de tempo. O cultivo em regime de fluxo continuo é
caracterizado pela adicdo continua de meio ao sistema de cultivo enquanto a
mesma quantidade em volume de cultura é removida, fazendo com que o volume
e a concentracao celular no sistema permanecam constantes. O objetivo deste
sistema é manter um crescimento exponencial continuo através da reposicao de

meio e manutencdo das condicbes Otimas de crescimento, elevando a
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produtividade, fixacdo de CO2 e remocéao de nutrientes (WOOD et al., 2005). Se
considerarmos que a concentracdo celular do sistema é constante, a taxa de
crescimento y sera igual a taxa de diluicdo (D), onde D equivale a razao entre a

vazao volumétrica e o volume da cultura.

A densidade ¢éptica (DO) é utilizada como uma forma rapida de medir a
concentragdo de biomassa em suspensao, sendo a forma de medida indireta
mais comum em laboratérios de microbiologia para avaliar o crescimento
microbiano e pode ser correlacionada com a concentracao celular de acordo com
a Lei de Beer-Lambert (MYERS et al., 2013). A espectrofotometria € um método
de quantificagdo da DO que avalia capacidade que uma amostra tem de absorver
a luz em um determinado comprimento de onda expresso na forma de valores
de absorbancia. Myers et al. (2013) demonstrou que embora as especificacdes
e a sensibilidade do espectrofotbmetro ditem os valores maximos de
absorbéancia que podem ser medidos, as diferencas na dispersao e absorbancia
da luz pelas particulas podem reduzir a faixa de absorbancia atil em que se pode
aplicar a lei de Beer-Lambert. O autor mediu valores de absorbancia em diversos
comprimentos de onda durante o cultivo de Chlorella vulgaris utilizando um
espectrofotbmetro com absorbancia maxima de 4.0 e somente encontrou a
linearidade da Lei de Beer-Lambert para valores de no maximo 1.0 (obtidos para
0s comprimentos de maior absorbancia devido a presenca de pigmentos
fotossintetizantes, que incluem as regibes proximas a 440-nm e 680-nm),
recomendando a diluicdo de amostras até uma absorbancia de 0.5 e a utilizacdo
do sobrenadante da cultura como branco para melhores resultados de

correlagcdo com a biomassa em suspenséao.

A fluorescéncia in vivo também é um parametro bastante utilizado como
medida indireta do nimero de células ou biomassa. O parametro se baseia na
fluorescéncia da clorofila apés ser excitada pela luz emitida por um fluorimetro.
Wood et al. (2005) discorre sobre o método e suas limitagdes, que passou a ser
utilizado apdés um estudo que analisou o crescimento de diversos grupos de
microalgas sobre uma ampla variedade de condigdes. O método assume que a

medida da fluorescéncia de uma cultura em crescimento é linearmente
25



correlacionada ao numero de células e pode ser detectada em diversas
densidades celulares. O autor alerta que o método requer suspensdes uniformes
de microalgas, ndo sendo indicado para culturas com células muito aglomeradas
ou que aderem a parede do recipiente, e também demonstra que pode ocorrer
ndo-linearidade entre a fluorescéncia e nimero de células para momentos de
elevada densidade celular dependendo da cultura e condi¢cdes avaliadas, o que

deve ser levado em consideracdo no momento da escolha do método.

3.4 Assimilacdo e equilibrio do carbono inorgéanico (Ci) no cultivo de

microalgas

A habilidade das microalgas em utilizar o CO2 como fonte de carbono teve
inicio nos primérdios da evolucdo da vida na terra, quando a atmosfera era rica
em gés carbdnico e pobre em oxigénio (O2) (ZHU et al., 2017). A principal enzima
que possibilitou a conversdo do CO:2 para carbono orgéanico é a RuBisCO
(ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase), porém a medida que as
concentracfes de Oz na atmosfera aumentaram e de CO2reduziram, o oxigénio
se tornou um substrato competitivo devido a baixa afinidade da RuBisCO pelo
CO2 (SINGH et al., 2016). Os organismos fotossintéticos desenvolveram um
mecanismo de concentracdo de carbono (MCC) em resposta a estas mudancas
para favorecer a absorcdo de COz2, que envolve a enzima anidrase carbénica e
transportadores de carbono inorganico. Segundo Baba & Shiraiwa (2012), a
concentragdo de COz2 dissolvido (dCO2) em uma solugéo aquosa se equilibra
com a pressao da atmosfera de acordo com a Lei de Henry e o dCO: se dissocia
em bicarbonato (HCO3?) e carbonato (CO3*) em um equilibrio dependente do

pH, concentrac&o ibnica e salinidade (Fig. 2).

Figura 2. Equilibrio das espécies de carbono inorganico dissolvido em agua doce e salgada a
25°C. Agua doce: linha soélida, pKal= 6.35, pKa2 = 10.33. Agua salgada: linha tracejada, pKal
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= 6.00, pKa2 = 9.10. dCO:2 = azul; HCOs" = vermelho; COs? = verde. Fonte: Adaptado de Baba &
Shiraiwa, 2012.
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O ion HCO3 é a espécie dominante no pH fisiologico (entre 7 e 8), que é
similar ao pH do estroma do cloroplasto. No entanto, a RuBisCO reage apenas
com o COz2 e a conversdo do HCOs em COg, nesta faixa de pH, € extremamente
lenta quando comparada a atividade de fixagdo enziméatica (BABA & SHIRAIWA,
2012). A acao da enzima anidrase carbonica (AC) acelera a taxa de desidratacéo
e conversao do bicarbonato em CO2, permitindo a sua utilizagdo como substrato
pela RuBisCO, elevando as taxas de fixacdo enzimatica. Além disso, a enzima
AC evita que o CO:2 absorvido pela célula seja perdido via difusdo pela
membrana celular (que possui alta permeabilidade ao CO3), catalisando a sua
hidratacdo e conversdo em HCOs, forma em que € preferencialmente
acumulado dentro da célula (CHI et al.,, 2011). Badger (2003) explica o

mecanismo enzimatico da AC de acordo com a reagao abaixo:

a. E-Zn?*-OH™ + CO2 « E-Zn?* + HCOs

b. E-Zn?* + H20 < H* + E-Zn?*-OH"
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c. CO2+ H20 < HCO3 + H*

O sitio ativo da AC possui uma molécula de Zinco (Zn) ligada a uma
hidroxila que ataca a molécula de COz2, convertendo-o em bicarbonato (a). O sitio
entdo é regenerado através da ionizacdo de uma molécula de agua e liberacdo
de um préton H* (b). A reacéo é reversivel, com o consumo de H* do meio para
conversdo do HCO3s™ em COgz, e a reagdo geral é dada ao final (c). As microalgas
sdo capazes de importar carbono inorganico do meio passivamente, através da
difusdo do CO:2 pela membrana, ou ativamente através do transporte de ions
HCOgs™ por transportadores de membrana, este processo leva a um acumulo de
Ci a niveis significativamente maiores que no meio extracelular (ZHU et al., 2017;
SINGH et al., 2016). Aléem dos transportadores de membrana, microalgas
possuem transportadores de Ci no cloroplasto responséaveis pela concentragédo
de Ci ao redor da RuBisCO (SINGH et al., 2016; WINK et al., 2013; CHI et al.,
2011). Uma CA associada a RuBisCO é entdo responsavel por converter
rapidamente o HCOs acumulado no interior do compartimento em CO2, o

mecanismo geral é dado pela figura 3.
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Figura 3. Um modelo esquematico geral do mecanismo de concentragdo de carbono nas células
de algas mostrando a absorgdo, conversao, acumulo e transformacgéo do carbono inorganico.
Fonte: Adaptado de Singh et al. (2016).
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ApOs a conversao do bicarbonato em CO2 dentro do cloroplasto, o COz é
fixado em carbono organico pela Rubisco através da producdo de duas
moléculas de 3-fosfoglicerato (PGA). Estes acidos organicos de 3 carbonos sao
entdo reduzidos, através de uma série de reacdes, aos acgucares que serao
substrato para a producdo de carboidratos e lipidios (SAYRE, 2010). Estes
metabdlitos podem atuar tanto como componentes estruturais da célula (ex.:
parede celular) quanto como componentes de armazenamento de energia
(amido e dleos), fornecendo energia para 0s processos metabdlicos quando

necessario.

3.5 Fontes alternativas de CO2

A velocidade das trocas gasosas do meio liquido com a atmosfera e a
concentracéo de CO2 atmosfeérico, 0,04% de acordo com NOAA (2018), nao séo
suficientes para se atingirem taxas maximas de crescimento e produtividade no
cultivo de microalgas (SINGH et al.,, 2016; KLEIN et al., 2018). Estudos
demonstram que o borbulhamento de CO2 em concentra¢des que variam de 2,0
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a 5,3% proporcionaram melhores taxas de crescimento e remog¢ao de nutrientes
(NAYAK et al., 2016; GONCALVES et al., 2016; HUSSAIN et al., 2017). Gases
de combustdo podem ser recuperados de industrias e utilizados como fonte de
COg2, reduzindo as emissdes para a atmosfera, porém as altas concentracdes de
CO:2 séo prejudiciais para a maioria das microalgas devido a inibicdo da anidrase
carbbnica (AC) e dos transportadores que participam do mecanismo de
concentracéo de carbono (GUO et al., 2017; HUSSAIN et al., 2017). Além disso,
0 custo de compressao e transporte pode representar cerca de 30% do custo
total do processo de recuperacdo (KADAM, 1997).

Devido a baixa solubilidade do CO2 em agua (cerca de 1,45 g/L a 25°C), as
moléculas livres de CO2 sao facilmente perdidas para a atmosfera, fazendo
necessario o bombeamento continuo de CO2 gasoso para garantir que carbono
suficiente esteja disponivel para ser utilizado durante a fotossintese (LAM et al.,
2012). Meier et al. (2017) utilizou um fotobioreator aberto para purificacdo de
biogas e observou que 19% do CO: foi fixado pela biomassa enquanto que a
maior porcentagem de remocéao (57%) foi através de perdas para atmosfera via
dessorcdo. Consequentemente, o borbulhamento do CO2 gasoso no cultivo em
larga escala é mais propenso a resultar na liberacdo de mais CO:2 para a

atmosfera do que é fixado fotossinteticamente (ZAWAR et al., 2016).

O ion bicarbonato (HCOz3"), apesar de ndo difundir pela membrana celular,
pode ser utilizado pelas microalgas através do transporte ativo e pela acdo das
enzimas ACs (CASSINI et al., 2017; ZHU et al., 2017; SINGH et al., 2016; LAM
et al., 2012). Pancha et al. (2015) obteve um aumento de 23% na producdo de
biomassa de Scenedesmus sp. utilizando 0.6 g/L de bicarbonato de sédio
(NaHCOs3). Dunaliella salina apresentou taxa de crescimento especifico 2.84
vezes maior utilizando 5g/L de NaHCOs (KIM et al., 2017). Nayak et al. (2018)
obteve valores maximos de taxa de crescimento especifico (0.615 d™) e
produtividade (530.1 mg L™* d1) para Chlorella sp. utilizando 0.5 g/L de NaHCO3
juntamente com CO:2 a 1%, reduzindo os custos de US$ 8,92 Kg?, quando

apenas o NaHCO3 foi usado como fonte de carbono, para US$ 0,86 Kg.
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O CO:2 pode ser fixado de gases de combustédo na forma de bicarbonato
através da reacdo com uma solucéo de carbonato de calcio (Na2CO3), formando
NaHCOs (BONAVENTURA et al., 2017; BONAVENTURA et al., 2018), porém a
quantidade de NaHCOs que pode ser adicionada ao meio de cultivo é limitada
pela sua salinidade, devido ao acumulo de Na* (NAYAK et al., 2018). Zawar et
al. (2016) obteve maiores taxas de utilizacdo de bicarbonato por Chlorella
sorokiniana com CO:z fixado na forma de bicarbonatos através de oxido de célcio
(CaO) do que com a adigéo direta de NaHCOgs, utilizando meio de cultivo com
CaO para capturar CO2 através da reacgao:

CaO + H20 - Ca(OH)2
Ca(OH)2+ CO2 - CaCOs
CaCOs3 + CO2 » Ca(HCO:s3)2

Zhao et al. (2016) observou um aumento na biomassa e eficiéncia de
remocao de nutrientes para Chlorella sp., utilizando uma combinac¢éo de solucao
de Fe3* e CaCOs, onde o acumulo de HCOs foi promovido pelo equilibrio de

carbonatos e bicarbonatos no sistema através da reacgao:

CaCO3(solido) <> CaCO3(aquoso) «> Ca%* + CO3%
CO3% + H20 = HCOs + OH-

Xie & Wu (2014) relataram que enquanto a solubilizacdo do calcério
[CaMg(COs3)2] pode elevar o crescimento de microalgas, o crescimento de
microalgas também pode aumentar a solubilizagc&o do calcario devido a atividade
de ACs na parte externa da membrana, que, ao promoverem a conversao do
HCOz em COz2, aumentam a taxa da reacdo CaMg(CO3)2 + 2H20 + 2CO2 «» Ca?*
+ Mg?* + 4HCO:s.

31



Além da reducdo nos custos de pressurizacao e transporte, a conversao e
utilizacdo do CO2 na forma de bicarbonatos oferece diversas vantagens: (1)
maior solubilidade, evitando perdas significativas de CO2, (2) o CO2 nestas
formas é estavel e armazenavel, podendo ser estocado em periodos em que nao
h& crescimento celular como o periodo noturno ou durante o inverno e (3) ndo
h& requerimento de energia para bombeamento (ZAWAR et al., 2016; LAM et
al., 2012; CHl et al., 2011).
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4 METODOLOGIA

4.1 Definicdo do local de estudo

Para a realizac&o do presente estudo, foram utilizadas as dependéncias do
Laboratorio de Saneamento (LABSAN), no Centro Tecnoldgico do Departamento
de Engenharia Ambiental da Universidade Federal do Espirito Santo — UFES,
localizada no Campus Universitario de Goiabeiras, Vitoria. Os ensaios foram
realizados na Sala de Microbiologia, que conta com estante de cultivo adaptada

para cultivo de microalgas e temperatura controlada.

4.2 Cepade microalga e meio de cultura

A cepa de microalga Chlorella sp. LO6 (Fig. 4) isolada de efluente sanitario
foi fornecida pelo Laboratério de Saneamento Ambiental (LABSAN). O in6culo
misto utilizado neste experimento foi coletado de uma lagoa de alta taxa
operando em escala piloto dentro de uma Estacdo de Tratamento de Esgoto
(ETE) em Aragas (Vila Velha, ES), tratando esgoto municipal. O meio de cultivo
utilizado para todos os experimentos descritos neste trabalho € um efluente
anaerobio de tratamento de esgoto sanitario, também fornecido pela ETE de
Aracas. Previamente a todos os ensaios, o efluente foi filtrado em fibra de vidro
(GF-1 0,7um) para remocéo de sélidos suspensos e foi caracterizado de acordo

com parametros fisico-quimicos, descritos na tabela 1.
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Figura 4. Foto em microscépio 6tico com aumento de 100x mostrando cepa de Chlorella SP.
(LO6) isolada de efluente sanitario (A) e o consécio de microalgas proveniente de lagoa de alta
taxa (B). Fonte: Autor.

e : D
2 3 £
he

Tabela 1. Médias dos resultados da caracterizacao fisico-quimica do meio efluente filtrado
utilizado durante o periodo de experimentos (n=10). Fonte: Autor.

Parédmetro Unidade Valores Metodologia

pH 7,22+0,28 -

Alcalinidade total mg de CaCOs/L 287 £ 33 APHA - 2320 B (2005)
DQO mg de O2/L 61,4+8,3 APHA - 5220 D (2005)
NTK mg de N-NHs*/L 44,9+ 4,8 APHA - 4500 B (2005)
Nitrogénio Amoniacal mg de N-NHs/L 43,8+5,1 APHA - 4500 C (2005)
Nitrato mg de N-NOz/L <1 Cromatografia ibnica
Nitrito mg de N-NOz/L <1 Cromatografia ibnica
Fésforo total mg de P-PO4/L 3,14+ 0,7 APHA - 4500 E (2005)
Fésforo dissolvido mg de P-PO4/L  2,93+0,7 APHA - 4500 E (2005)

4.3 Ind6culo e condig¢fes de cultivo

Os indculos foram cultivados em efluente anaerdbio até a fase exponencial
de crescimento e depois transferidos para o meio de cultivo nas diferentes
condicbes experimentais de forma que a concentracdo inicial de cada
experimento foi equivalente a absorbéancia de 0.080 a 680nm (utilizando o meio
como branco). Os experimentos foram incubados a uma temperatura média de
25 + 2°C sob iluminacdo de 54 ymol m=2 s™1, com fotoperiodo de 12h claro: 12h
escuro, até atingida a fase platé de crescimento. Os ensaios foram realizados

em frascos de 300mL vedados com algodé&o hidrofébico e gaze, contendo 250mL
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de meio de cultivo, sob mistura completa utilizando bandeja de agitagao e barras
magnéticas (fig. 5). As amostras foram tomadas diariamente as 10 horas da
manha (x30min), realizando-se também o rodizio de posi¢do dos frascos na
bandeja uma vez ao dia.

Figura 5. Condicg6es de cultivo em batelada, com auxilio da bandeja magnética para aplicagéo
da mistura completa. Fonte: Autor.

4.4 Ensaios Preliminares

Para a escolha das concentragfes de bicarbonato de sédio (NaHCO3) e
carbonato de célcio (CaCOs3) como fontes soélidas de carbono inorgéanico, a
fracdo de carbono organico da biomassa foi calculada. Um inéculo da cepa de
Chlorella sp. (LO6) foi cultivado nas mesmas condi¢des descritas no item 4.3 e
seu crescimento foi acompanhado diariamente através da analise de clorofila in
vivo e contagem de células até o inicio da fase estacionaria. Ao final do cultivo,
foram coletadas amostras para realizacdo da analise de DQO da biomassa e
quantificacdo de carbono organico conforme descrito no item 4.6.3. A estimativa

do teor de carbono da biomassa e o histérico das caracteristicas fisico-quimicas
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do efluente utilizado foram utilizados para estimar a quantidade de carbono
inorganico necessaria para se atingir uma concentracdo maxima de biomassa
nas condicdes aplicadas. As concentracbes dos reagentes foram entdo
selecionadas com base nos resultados e em dados da literatura, de forma que
concentracbes maiores e menores de carbono inoganico dissolvido fossem

testadas a partir da concentracdo calculada.

Para avaliar a influéncia da turbidez gerada pelos carbonatos em
suspensao na passagem da luz pelo meio de cultivo, a intensidade luminosa foi
mensurada por luximetro imerso no recipiente de cultivo contendo o mesmo
volume de meio a ser utilizado nos ensaios com diferentes concentracdes de
CaCO:s. A escolha dos parametros indiretos de avaliacdo de crescimento foi feita
apos a analise da interferéncia de carbonatos em suspensdo nos valores de
densidade Optica, no comprimento de onda de 680nm (DO680), e clorofila in vivo
através da leitura dos parametros no meio efluente inoculado com Chlorella sp.
LO6 e com a adi¢do de diferentes concentracdes de CaCOs. Apés a adicao de
cada concentracdo do reagente, foi aguardado um periodo de 10 minutos para
reacdo sob agitacdo e em seguida tomadas as amostras para leitura dos

parametros.

4.5 Avaliacdo da suplementacdo de Ci no crescimento da biomassa

microalgacea

4.5.1 Avaliacao da correcdo do pH inicial com CO2 em cultivos suplementados

com carbonatos

Para este teste foi avaliado o crescimento de Chlorella sp. exposta a trés
concentracgdes diferentes de dois reagentes selecionados: bicarbonato de sodio
(NaHCOs) e carbonato de calcio (CaCOs). As concentracdes utilizadas estdo
descritas na tabela 2 e foram selecionadas de acordo com dados da literatura e
de forma que as mesmas concentracbes molares, e consequentemente as
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mesmas concentragcdes de carbono, sejam adicionadas para ambos os

reagentes.

Tabela 2. Concentracdes das fontes soélidas de carbono inorganico (Ci) utilizadas em miliMolar
(mM) e gramas/litro (g/L). Fonte: Autor.

Fonte de Ci Unidade Concentracbes
g/L 0 0,25 0,50 1,00
NaHCOs mM 0 2,9 5,9 11,9
g/L 0 0,29 0,59 1,19
Cacos mM 0 2,9 5,9 11,9

A correcao do pH através do uso de CO2 como agente acidificante foi feita
utilizando um cilindro de CO2 pressurizado (99,99%) para borbulhar o gas no
meio de cultivo apds a insercdo dos reagentes em ambos os tratamentos. O
borbulhamento foi realizado pontualmente em etapa anterior ao cultivo e com

auxilio de um pHmetro até atingido o pH 6.0.

Os efeitos na concentracdo de carbono dissolvido e no crescimento da
biomassa foram avaliados apds a tomadas amostras diariamente para analise
de clorofila in vivo, nimero de células e pH e no inicio e ao final do experimento
para andlise de alcalinidade e avaliacdo do carbono inorganico disponivel. Uma

repeticdo do experimento sem correcao do pH foi utilizada como controle.

4.5.2 Avaliacdo de diferentes concentracdes de fontes sélidas de Ci no

crescimento de Chlorella sp.

Para determinar a concentracdo 6tima dos reagentes para 0 crescimento
de Chlorella sp. nas condicbes aplicadas, foram avaliadas diferentes
concentragcbes de NaHCOs e CaCOs (Tabela 3), definidas com base nos

resultados anteriores.
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Tabela 3. Concentragdes das fontes solidas de Ci utilizadas em miliMolar (mM) e gramas/litro
(g/L). Fonte: Autor.

Fonte de Ci Unidade Concentracbes
g/L 0 025 050 1,00 2,00 4,00 8,00
NaHCOs mM 0 29 59 119 238 476 9523
g/L 0 029 0,559 1,19 2,38 4,76 9,52
caco: mM 0 29 59 11,9 23,8 47,6 95,23

O pH foi corrigido com insercdo de CO2 (99,9%) até o pH 6.0 e os
tratamentos foram analisados quanto as concentracbes de carbonatos e
bicarbonatos através da analise de alcalinidade total a cada dois dias. O pH foi
monitorado diariamente e foram tomadas amostras para analise em duplicata do

namero de células e clorofila in vivo até a atingida a fase platé de crescimento.

4.5.3 Avaliacéo de diferentes fontes de Ci no cultivo de microalgas

Para comparacdo de diferentes fontes de carbono inorganico no
crescimento de microalgas, a aeracéo foi utilizada como fonte de suplementacgéo
direta de CO2 gasoso a 0,04% (concentragdo atmosférica), além de representar
uma forma tradicional de suplementacdo em cultivos. A aeracédo foi aplicada
diariamente durante toda a fase clara do cultivo (12hs/dia) através de sistema de
aeracao com filtro de linha a uma vazéo de 4L/h. As concentragcbes 6timas de
NaHCOs e CaCOsdefinidas nos ensaios anteriores foram utilizadas como fontes
sélidas de Ci e ensaios sem fontes solidas ou aeracdo foram utilizados como

grupo controle.

O pH inicial de todos os tratamentos, incluindo o grupo controle, foi corrigido
através do borbulhamento de CO2 (99,9%) até o pH 6.0 para evitar que pHs
iniciais diferentes interferissem nos resultados. Além do inoculo de Chlorella sp.,
foi avaliado também o crescimento de inéculo misto proveniente de uma lagoa
de alta taxa (LAT) tratando efluente anaerobio, aplicando-se os mesmos

tratamentos descritos, conforme tabela 4.
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Tabela 4. Tratamentos utilizados para os testes com diferentes fontes de suplementacdo em
efluente sanitario (EFN) e suas respectivas concentracdes. Fonte: Autor.

Tratamentos
Identificacéo Fonte de carbono adicionada Concentragéo
EFNc Sem fontes adicionais -
EFN +Na 0,20% NaHCOs3 2,00 g/L
EFN +Ca 0,12% CaCOs 1,19 g/L
EFN +Ar CO: (atm) 0,04%

ApOs o preparo, os tratamentos foram analisados quanto as concentragfes
de carbonatos e bicarbonatos através da analise de alcalinidade total a cada dois
dias. O pH foi monitorado e foram tomadas amostras diariamente para analise

em duplicata do nimero de células e clorofila in vivo.

4.6 Métodos analiticos
4.6.1 Analise do crescimento

A contagem do numero de células foi utilizada como parametro direto de
avaliacdo do crescimento, realizada em camara de Neubauer (BASTIDAS, 2018)
através de microscopio 6ptico ZEISS® com aumento de 40x. A contagem foi feita
em duplicata e os resultados plotados em planilha Excel para obten¢éo da curva
de crescimento, expressa em numero de células/unidade de tempo. A partir da
curva de crescimento, foi identificada a fase exponencial e calculadas as taxas

de crescimento (M):

_|n Xf-ln Xi
H= t; - t;

onde Xie Xt sdo a concentracdo de células no inicio (ti) e final (t) da fase

exponencial de crescimento.
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O teor de clorofila in vivo foi utilizado como parametro indireto de
crescimento a partir da analise de 3mL da amostra em fluorimetro portatil
AquaFluor®. As analises foram realizadas em duplicata e as amostras foram

diluidas para obtencéo de leituras na faixa de 20-80 pg/L.

A andlise de solidos suspensos totais (SST) foi utilizada para expressar
valores de biomassa (mg/L) através da filtragem de 50mL da amostra em
membrana de fibra de vidro (GF-1 0,7uM) e secagem em estufa a 105°C de
acordo com metodologia descrita em APHA (2005). O teor de clorofila in vivo foi
utilizado como parametro indireto para célculo da biomassa ao longo do cultivo,
através da construcdo e andlise de curvas de correlacdo entre os parametros,
devido a limitacdo de volume das unidades experimentais. A partir das curvas de

calibracdo as seguintes formulas e correlagdes foram obtidas:

Para Chlorella sp. (L06),

Biomassa seca (mg L) = 0.4907 x clorofila (ug L) + 24.41, R2 = 0.9832

Para in6culo misto,

Biomassa seca (mg L) = 0.6576 x clorofila (ug L) + 22.062, R2 = 0.9448

A produtividade volumétrica da biomassa (BP; mg/L d') foi calculada
através da equacéao:

Bf — B;
T

BP

onde Bi e Br sdo os valores expressos em biomassa no inicio e ao final da fase

exponencial de crescimento.
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4.6.2 Andlise da disponibilidade e utilizagdo de carbono inorgéanico dissolvido

A quantificacdo do carbono inorgéanico dissolvido (Cis) no meio disponivel
na forma de bicarbonatos e carbonatos foi realizada através da analise de
Alcalinidade Total (mg/L CaCOs), feita em duplicata utilizando 10mL de amostra
fitrada em membrana de fibra de vidro (GF-1), e calculada através das

proporcdes das formas quimicas de acordo com a tabela 4 (APHA, 2005).

Tabela 3. Célculo das concentragBes de carbonatos e bicarbonatos. Onde F = Alcalinidade a
fenolftaleina e T = Alcalinidade total. Fonte: APHA (2005).

ALCALINIDADE  ALCALINIDADE ~ ALCALINIDADE

RESULTADO DA . DE

TITULACAO (DmE;LI %igéLD)OS (DmEgEI:_A(l:?aBCO OI\:A)‘TOS BICARBONATOS
(mg/L CaCOs3)

F=0 0 0 T

F<®%T 0 2F T-2F

F=1/2T 0 2F 0

F>1/2T 2F-T 2(T-F) 0

F=T T 0 0

A concentracdo de carbono na forma de carbonatos (C-COs) pbéde ser
obtida através da converséo da alcalinidade de carbonatos em mg/L de CaCOs
para mg/L de COs e posteriormente a conversdo para seu conteddo em mg/L de
C, através de calculo estequimétrico:

mg/L COs = mg/L CaC0O3*0,60
mg/L C-COs = mg/L CO3*0,20
Como equacao geral, temos:

mg/L C-COs = mg/L CaCO3*0,12
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A concentracdo de carbono na forma de bicarbonatos (C-HCOs3) péde ser

obtida utilizando a mesma ldgica, tendo como base a estequiometria da fomula:
CaCOs + H20 + CO2 » Ca(HCO:s3)2
Onde 1 mol de CaCOs equivale a 2 mols de HCO3s, temos enté&o:
mg/L HCO3 = mg/L CaCOs3*1,22
mg/L C-HCOs = mg/L HCO3*0,19
Como equacao geral, temos:

mg/L C-HCO3 = mg/L CaC0O3*0,2318

Desprezando-se a concentracdo de carbono na forma de CO:2 dissolvido,
as variacdes na concentracdo de carbono inorganico dissolvido (AC) durante o
cultivo foram calculadas através da diferenca entre a soma das concentracdes
iniciais (3 Co) e finais (> Cr) de carbono na forma de carbonatos e bicarbonatos,

de acordo com a férmula:

AC= >Co->Cs (5)

4.6.3 Anadlise de carbono organico total (COT)

Para a analise do COT da biomassa nos ensaios preliminares, amostras
foram tomadas ao final do cultivo para analise de SST (conforme descrito em
4.5.1) e para analise da demanda quimica de oxigénio (DQO) da amostra bruta
e filtrada (APHA, 2005). Os valores de DQO da amostra filtrada foram subtraidos
dos valores brutos para estimar a DQO associada a biomassa. Os valores de
DQO (mg de O2/L) da biomassa foram entédo convertidos em COT (mg de C/L)
aplicando-se a formula proposta por Dubber & Gray (2010) para monitoramento

de efluentes sanitarios:
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DQO =49.2 + 3.00*COT

Os valores de COT foram entéo confrontados com os valores de SST ao
final do cultivo para calculo da porcentagem de carbono organico da biomassa
(%Corg)Z

%Corg = COT/SST*100

4.6.4 Analise da razdo SV/ST da biomassa

Ao final de cada experimento, o volume restante de cada tratamento foi
centrifugado separadamente a 3.500 rpm por 10 minutos. ApGs o descarte do
sobrenadante foram realizadas mais duas centrifuga¢cdes adicionando-se agua
destilada para solubilizacdo e remocéo de precipitados minerais. A biomassa
concentrada foi transferida para frascos de vidro e levada a estufa a 105°C até
a estabilizacdo do seu peso. Os frascos contendo a biomassa seca foram entéo
selados e mantidos sob refrigeracao a -6°C até o momento da andlise.

Foram utilizados frascos de vidro (xx mL) préviamente muflados e
verificados quanto a sua integridade apoés calcinacdo. Foram utilizados cerca de
25 mg de cada amostra, submetidos as analises em duplicata de sélidos totais e
sélidos volateis conforme metodologia descrita em APHA (2005). A razdo entre
os valores de sélidos volateis e soélidos totais foi entédo calculada e expressa em

porcentagem de solidos volateis (% SV).

4.6.5 Analises estatisticas

Os ensaios preliminares e experimentos com diferentes concentracdes das
fontes sdlidas de Ci foram realizados em duplicata e os experimentos testando
diferentes fontes de Ci foram realizados em 2 repeticbes. Os resultados foram

expressos em medias (com desvio padrdo) das duplicatas e repeticbes. As
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andlises de correlagcdo foram realizadas através de teste correlacdo linear
utilizando o programa Excel®. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) dos
resultados obtidos para verificar diferencas significativas entre os tratamentos,

através do programa BioEstat 5.3.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios preliminares

O in6culo de Chlorella sp. foi cultivado durante 7 dias até que fosse
identificado o inicio da fase estacionéria e coletadas as amostras para calculo do
teor de carbono orgéanico total da biomassa. As andlises de DQO da biomassa
resultaram em uma média de 438,55 mg O2/L (o = 65,19) e as analises do teor
de sélidos suspensos em 195 mg/L (o = 1,41), indicando uma porcentagem

média de 66,5% de carbono organico na biomassa.

A composicdo elementar da biomassa proposta por Redfield
C106H181045N16P sugere uma proporcdo de aproximadamente 52,5%
carbono (C), 9,2% nitrogénio (N) e 1,3% fosforo (P) (ROGERS et al., 2014). A
partir dos dados do teor de carbono da biomassa e no histérico das
concentracdes de carbono inorgéanico, nitrogénio e fésforo do efluente utilizado,
foi possivel estipular a quantidade de carbono necesséria para se atingir a
concentracdo maxima de biomassa com a quantidade de nutrientes disponiveis.
Neste caso, a concentracdo de carbono na forma de CO: dissolvido foi
desprezada devido a sua baixa solubilidade em agua e a predominancia das
formas carbonatadas e bicarbonatadas na faixa de pH utilizada.

Como resultado, foi calculado que cerca de 282 mg de carbono seriam

necessarios para se atingir um maximo de 425 mg de biomassa em 1 L de
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efluente, utilizando como referéncia uma proporcao de 66,5% de C, 9,2% de N
e 1,3% de P. Para que a quantidade de carbono calculada seja disponibilizada,
deve ser feita uma suplementacéo de cerca de 223 mg/L de C, uma vez que a
alcalinidade do efluente utilizado equivale em média a 59 mg/L (o = 5,78) de
carbono inorgéanico. Caso a porcentagem de carbono proposta por Redfield seja
utilizada, seriam necessarios 205 mg/L de carbono para atingir um maximo de
391 mg/L de biomassa, sendo necessaria uma suplementacao de 146 mg/L de

carbono inorgéanico.

A composicdo elementar da biomassa pode variar conforme as condi¢des
de cultivo a que for submetida, estudos realizados com a mesma cepa utilizada
neste experimento, exposta a diferentes taxas de diluicdo, mostraram que a
porcentagem de lipidios e carboidratos variou conforme a taxa de diluicdo
aplicada, de 10% e 30% na maior taxa, até 19% e 45% na menor taxa de diluigéo,
respectivamente (PEREIRA et al., 2018). Outros estudos mostraram que a
adicao de 0,9 g/L de bicarbonato de sédio no meio de crescimento aumentou o
conteudo de carboidrato de Scenedesmus sp. de 18.55% para 30.88%
(PANCHA et al., 2015). Fan et al. (2012) sugere que a disponibilidade de carbono
em excesso € o principal fator responsavel pelo aumento da biosintese de 6leos
em Chlamydomonas reinhardtii, onde o acumulo de 6leo sob escassez de
nitrogénio foi estritamente dependente da concentracdo de carbono disponivel
no meio, aumentando conforme carbono em excesso, além do necessario para
a biosintese de amido e metabolismo do nitrogénio, foi adicionado. Para que os
efeitos de diferentes concentracbfes dos reagentes selecionados fossem

avaliados, as concentracdes foram definidas conforme a tabela 4.

Tabela 4. Concentrac8es dos reagentes bicarbonato de sédio (NaHCO3) e carbonato de calcio
(CaCO0g) e sua concentragéo equivalente em carbono. Fonte: Autor.

Concentragdo do reagente (g/L)

Equivalente em C (mg/L)

NaHC03 Ca003
0,25 0,29 35,7
0,50 0,59 71,4
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1,00 1,19 142,8

2,00 2,38 285,6
4,00 4,76 571,2
8,00 9,52 1142,4

Os resultados de interferéncia do CaCOs na leitura de parametros
demonstraram interferéncias positivas e negativas dependendo do parametro
avaliado (fig. 6). Para as leituras de intensidade luminosa, 0 aumento na
concentracdo do reagente provocou uma interferéncia negativa, reduzindo a
leitura em até 9,5% para a maior concentracdo testada. Para avaliacdo dos
parametros indiretos de crescimento, a concentracdo do inoculo utilizada foi o
equivalente a 0.071 abs (OD680) e 73 pg/L de clorofila in vivo. A densidade
Optica foi o parametro com maior interferéncia devido a variacdo na concentracao
do reagente, aumentando de 10,8% a 254,3% o valor das leituras para a menor
e maior concentracdo testada, respectivamente. A clorofila in vivo foi o parametro
indireto de crescimento menos afetado com o aumento das concentracoes,
chegando a uma interferéncia positiva maxima de 10,9% com a adicéo de 9,52

g/L ao meio de cultivo.

A espectrofotometria por absorcao utilizada para analise da densidade
Optica baseia-se na quantidade de luz que é absorvida pela amostra. A luz em
um dado comprimento de onda é emitida e captada por um detector na
extremidade oposta ap0s a passagem pela amostra, a diferenca de intensidade
da luz emitida e captada é entdo utilizada para o célculo da absorbancia. A
presenca de particulas em suspenséo além de células de microalgas, como os
carbonatos, pode contribuir na absorcéo ou dispersao da luz emitida, fazendo
com que a luz nao atinja o detector e seja associada a luz absorvida, provocando

leituras superestimadas da biomassa.

A espectrofotometria por fluorescéncia utilizada na analise do teor de

clorofila in vivo baseia-se na quantidade de luz emitida pela substéncia que se
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deseja quantificar. A luz em um dado comprimento de onda € emitida para excitar
0s atomos ou moléculas da amostra, que entdo emitem luz com menor energia
que é captada por um detector. Neste caso, o comprimento de onda da luz que
chega ao detector é diferente da luz que é utilizada para excitar a amostra. O
fluorimetro utilizado emite um comprimento de onda que excita as moléculas de
clorofila A e capta a luz no comprimento de onda correspondente a sua
fluorescéncia, o que significa que as moléculas de CaCOs ndo contribuiriam na
emissdo de fétons e pode explicar a menor interferéncia do aumento das

concentracdes do reagente na leitura deste parametro.

Figura 6. Leitura dos parametros de clorofila in vivo, densidade optica (OD680) e intensidade
luminosa (PPFD) em meio efluente conténdo a mesma concentracdo de indculo e diferentes
concentracdes de CaCO:s.
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Como base nos resultados obtidos, a clorofila in vivo foi definida como o
parametro indireto de crescimento a ser utilizado, devido a alta sensibilidade da

densidade oOptica a variacfes na concentracao de carbonatos em suspensao.
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5.2 Correcgéo do pH inicial com CO:2 e seus efeitos

Devido ao aumento do pH promovido pelo uso de CaCOs e sua baixa
solubilidade em agua, a correcdo do pH através do uso de CO2 como agente
acidificante foi investigada. Para investigar os efeitos da corre¢éo do pH inicial
nas concentracdes de carbono dissolvido e no crescimento de Chlorella sp.,
ensaios com diferentes concentracfes dos reagentes foram realizados. Os
resultados mostram uma correlagéo positiva entre o0 aumento na concentracao
de NaHCOs e as taxas de crescimento e produtividade para ambos os
tratamentos (Fig. 7-A e 8-A), chegando a uma produtividade maxima de 58,6
mg.L1.d? (0 = 0,4) e taxa de crescimento de 0.48 d* (o = 0,04) com a adi¢éo de
1,0 mg/L de NaHCOs ao meio de cultivo, ndo havendo diferencas significativas

associadas a corregdo do pH inicial.
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Figura 7. Taxa de crescimento e produtividade volumétrica de Chlorella SP. cultivada em
diferentes concentra¢des de NaHCOs (A) e CaCOs (B).
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J& os resultados de crescimento suplementado com CaCOs mostraram
diferencas significativas para os tratamentos com e sem correcdo do pH inicial.
Nos tratamentos sem a correcdo com CO2 houve uma tendéncia de reducéo na
produtividade de Chlorella sp. conforme o0 aumento na concentragéo do reagente
(Fig. 7-B), enquanto a suplementagéo de CaCOs com corregdo do pH inicial
mostrou correlagbes positivas indicando um aumento significativo na
produtividade e taxas de crescimento até um maximo de 67,5 mg.Lt.d?! (o =
0,25) e 0,54 d* (o = 0,03) respectivamente para 1,19 mg/L de CaCOs (Fig. 8-B),

valores superiores aos obtidos com o uso de NaHCOs.
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Figura 8. Taxa de crescimento e produtividade volumétrica de Chlorella SP. cultivada em
diferentes concentra¢des de NaHCO3 (A) e CaCOs (B) com correcdo do pH inicial.
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As concentrac¢des iniciais de carbono inorganico dissolvido (Cis) no meio
mostraram diferencas significativas entre os tratamentos com e sem correc¢éo do
pH (Tabela 4). O aumento nas taxas de crescimento e produtividade associados
a correcdo do pH nos experimentos conténdo CaCOs pode estar associada a
uma maior disponibilidade de carbono. O incremento na concentracdo de Ci
dissolvido com a adi¢céo de 1,19 g CaCOs foi cerca de 2,21 vezes maior nos
ensaios com corre¢céo do pH quando comparados aos ensaios sem a correcao

com COg2, aumentando em 201% a concentracao inicial.
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Tabela 4. Valores iniciais de pH e carbono inorgénico dissolvido (Cig) nos ensaios sem e com

correcé@o do pH inicial em cultivo de Chlorella SP. com diferentes concentra¢des de CaCOs, 0s
valores de AC representam o incremento na concentracdo de Cis para as diferentes
concentractes avaliadas.

CaCOs3

Parametro unidade 0,0 g/L 0,29 g/L 0,59 g/L 1,19 g/L
pH - 7.1 9,3 9,9 10,4
Cigq mg L? 73.0+1.6 84.6 +0.1 114.7 +11.8 162.5+6.1
AC mg L? - 11.6 41.7 89.5

CaCOs + corregéo pH
Parametro unidade 0,0 g/L 0,29 g/L 0,59 g/L 1,19 g/L
pH - 7,0 7,2 7,3 7,2
Cig mg L? 65.7+ 1.5 105.7 £5.0 167.2+0.1 263.6+1.6
AC mg L? - 40.0 101.5 197.9

Pelo fato do CaCOs ser um reagente de baixa solubilidade em agua (14
mg/L a 20°C), parte do reagente adicionado nos ensaios sem controle de pH néo
solubiliza e permanece precipitado no meio, principalmente com o aumento no
pH, ndo sendo detectado nas andlises de alcalinidade. Isto corrobora com o fato
da quantidade de Ci dissolvido disponivel ap6s a adicdo do reagente ter sido
menor do que a esperada para 0s ensaios sem controle de pH. Os resultados de
Ci dos ensaios com 0,29, 0,59 e 1,19 g/L foram 22,1%, 20,6% e 24,7% menores
do que esperado com a adi¢do do reagente, respectivamente.

Além de possiveis variagdes na pureza do reagente utilizado, a presenca
de carbonatos precipitados explicaria a menor disponibilidade de carbono
dissolvido quando comparados aos ensaios para as mesmas concentracdes com
pH corrigido. Porém, a quantidade de Ci dissolvido nos ensaios com correcao de
pH foram superiores ao esperado em caso de solubilidade total do reagente. A
quantidade de Ciq disponivel no inicio do experimento com 0,29, 0,59 e 1,19 g/L
de CaCOs foram 4,3%, 22% e 26,4% maiores do que o esperado com a adi¢cdo
do reagente, respectivamente. Os resultados indicam que houve fixacdo de

carbono no meio alcalino, uma vez que o borbulhamento de CO2 na presenca de
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CaCOs leva a fixacdo do CO:2 na sua forma bicarbonatada (HCO3) através da

reacao:

CaCOs + CO2 + H20 > Ca(HCOs3)2

A quantidade de Ci dissolvido no inicio dos ensaios com NaHCOs sem
corregcédo do pH foi 16,6%, 13,9% e 17,5% menor do que o esperado para 0s
tratamentos com 0,25, 0,5 e 1 g/L do reagente, respectivamente, indicando que
também podem ter ocorrido precipitacbes com o aumento do pH do meio de
cultivo. Os valores de Ci para os ensaios com correcao do pH foram 7,2%, 2,1%
e 2,9% menores do que esperado para as mesmas concentracdes descritas
anteriormente, respectivamente (Tabela 5). O aumento na concentracdo de Ci
dissolvido associado a corre¢cdo do pH nos tratamentos com NaHCOs foi
significativamente menor, 0 que é esperado devido a adicdo do reagente
provocar uma menor alteracdo do pH inicial e a maior parte do carbono ja se

encontrar na forma de bicarbonatos (Fig. 9-A).

Tabela 5. Valores iniciais de pH e carbono inorganico dissolvido (Cid) hos ensaios sem e com
correcéo do pH inicial em cultivo de Chlorella SP. com diferentes concentra¢cdes de NaHCOs, 0s

valores de AC representam o incremento na concentragdo de Cis para as diferentes
concentracdes avaliadas.

NaHC03

Parametro unidade 0,0 g/L 0,25 g/L 0,50 g/L 1,00 g/L
pH - 7,1 8,3 8,3 8,4
Cig mg L 73.0+1.6 90.6 £ 3.2 124.3+4.9 177.9+8.2
AC mg L* - 17.6 51.3 104.9

NaHCOs + correcao pH
Parametro  unidade 0,0 g/L 0,25 g/L 0,50 g/L 1,00 g/L
pH - 7,0 6,9 7,2 7,0
Cig mg L* 65.7+ 15 94.0+1.8 1342+ 3.6 202.4+1.8
AC mg L - 28.3 68.5 136.6

Em estudo realizado por Zawar et al. (2016) com borbulhamento de CO:

em meios alcalinos para cultivo de Chlorella sorokiniana e Arthrospira sp., 0
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incremento na concentracdo de bicarbonatos mostrou ser dependente da
concentracdo de hidréxido de calcio utilizada inicialmente, onde a maior
formacéo de bicarbonato, na faixa de 850-960 mg/L, foi obtida com a utilizacéo
de 3,57 mM de 6xido de calcio (CaO) e o crescimento de ambas as culturas foi
maior conforme o0 aumento das concentracdes iniciais de bicarbonatos. Em outro
estudo com cultivo de Chlorella sp. em meio BG11, a utilizacdo de 0,5 g/L de
NaHCOs juntamente com CO:z 1% (v/v) proporcionou maiores taxas de
crescimento (0,61 d!) do que quando as fontes de carbono foram fornecidas
individualmente (NAYAK et al., 2018).

Para o crescimento ideal da maioria das espécies de microalgas, o pH
adequado esta na faixa do neutro ao levemente alcalino, alteracGes fora desta
faixa resultam na reducdo da produtividade bem como na fixagdo de carbono
(NAYAK et al., 2018). Desta forma, pHs excessivamente altos sujeitam as células
a limitacéo de carbono, uma vez que a maior parte do carbono inorganico estara
inacessivel na forma de carbonatos. Porém, condi¢cfes alcalinas sdo boas para
limitar a perda de CO: para a atmosfera, em estudo com microalgas alcalifilicas
uma maior proporgéo de CO:2 foi capturado, removendo de 50 a 65% de CO2 do
ar injetado no cultivo, quando comparados a uma remocao de apenas 38% por
espécies acidofilicas (PIIPARINEN et al., 2018).

A correcao do pH inicial do meio apresenta, entdo, outra vantagem que é a
conversdo do carbono inorganico disponivel na forma de carbonatos para a
forma de bicarbonatos, uma vez que o equilibrio das formas de carbono neste

pH desloca a reac¢éo para a formacao da forma iénica HCOzs:

COs+ H" > HCOs + H" > H2CO3/ CO2

Figura 9. Concentracdes iniciais de C dissolvido na forma de carbonatos (C-COs3) e bicarbonatos
(C-HCO:s) nos ensaios sem (colunas da esquerda) e com (colunas da direita) corre¢éo do pH
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inicial do meio efluente suplementado com diferentes concentragcées de CaCOs (A) e NaHCOs3
(B). Fonte: Autor.
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Os ions COs ndo sado biodisponiveis para as células de microalgas, uma
vez que a enzima anidrase carbbnica apenas realiza a conversao de ions HCO3
em COz2, sendo assim a conversao fisico-quimica do CO3z em HCOs através do
borbulhamento de CO: é vantajosa por permitir que o aporte de carbono se torne
biodisponivel para uso imediato pela biomassa de microalgas e possa ser
biologicamente convertido em CO2. Assim, o fornecimento de CO2 gasoso em
momentos de alto pH no cultivo, como apds a adicao do CaCOgs, seria uma forma
de evitar perdas do CO2 para a atmosfera, ao mesmo tempo em que se evita a

limitagdo de carbono no meio devido a presenca de carbonatos.
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5.3 Resposta do crescimento de Chlorella sp. a diferentes concentracdes

de fontes soélidas de Ci

Depois de definida a etapa de correcdo do pH, foi investigada a
concentracdo 6tima dos reagentes para o cultivo de Chlorella sp. em efluente
anaerobio sob as condi¢des aplicadas. Os resultados indicaram uma correlacao
positiva das taxas de crescimento e produtividade com concentractes de até 2,0
g/L de NaHCOs e 1,19 g/L de CaCOs, a partir das quais as taxas passaram a
diminuir conforme 0 aumento na concentragao dos reagentes (Fig. 10). Uma taxa
de crescimento maxima de 0,53 d! (o = 0,01) e 0,54 d* (o = 0,03) foi obtida com
0 uso de 2g/L de NaHCOs e 1,19 g/L de CaCOs respectivamente, enquanto a
produtividade maxima atingida foi de 66,1 mg.L1.d? (o0 = 2,1) e 67,5 mg.Lt.d?

(o = 0,3) para as mesmas concentracoes.

55



Figura 10. Taxa de crescimento e produtividade volumétrica de Chlorella SP. cultivada em meio
efluente com diferentes concentragdes de NaHCO3z e CaCOs. Fonte: Autor.
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No geral, quando microalgas sdo expostas a altas concentra¢des de sédio,
estes ions sdo acumulados até um grau excessivo, levando a inativacao de
algumas enzimas e posteriormente a inibicdo do crescimento (KIM et al., 2017).
Como consequéncia, a maior parte das espécies de microalgas, inclusive
espécies marinhas, possuem um pico de taxa de crescimento até certa

concentracdo de NaHCOs, a partir da qual o crescimento € inibido com o

aumento da concentragao do reagente (WHITE et al., 2013).

A Chlorella sp. utilizada neste experimento demonstrou seu pico de
crescimento com o uso de 2.0 g/L de NaHCOs, uma concentragao relativamente

alta quando comparado a outros estudos como o realizado por Pancha et al.
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(2015), que obteve um aumento méaximo de 23% na producdo de biomassa de
Scenedesmus sp. utilizando 0.6 g/L de bicarbonato de sédio (NaHCOs3), ou por
Mokashi et al. (2016), obtendo a maior taxa de crescimento especifico (0.653 u
d™!) com o uso de 1.0 g/L de bicarbonato para Chlorella vulgaris isolada de uma
estacdo de tratamento de esgotos. Os dados sugerem certa tolerancia da cepa
utilizada a aumentos na concentracdo de sodio, uma vez que o inoculo utilizado
ndo foi aclimatado as concentracbes testadas. E possivel que devido as
variagbes na composicdo do efluente em ETEs, cepas autoctones destes
ambientes acabem naturalmente se adaptando a estas oscilagbes, porém
existem cepas salino-alcalino tolerantes deste género capazes de tolerar até 80

g/L de NaHCOs (TU et al., 2018).

Altas concentracdes de célcio também podem ser toxicas para células de
microalgas, causando efeitos inibitorios relacionados ao aumento do gasto
energético, uma vez que energia extra € necessaria para manter o mecanismo
de efluxo de fons Ca?* para fora da célula (CARNEIRO et al., 2011). Zawar et al.
(2016) testou diferentes concentracdes de célcio (CaClz) no crescimento de
Chlorella sorokiniana e Arthrospira sp. e ambas apresentaram reducdo no
crescimento conforme o aumento na concentragédo, embora a cepa de Chlorella
sorokiniana tenha tolerado concentracdes de até 0,3 M (12,0 g/L) de Ca. Quando
comparadas as maiores concentragcdes de NaHCOs e CaCOs testadas, o0s
valores de taxa de crescimento e produtividade foram significativamente
menores com o0 uso do CaCOs, 0 que pode indicar uma maior sensibilidade da
cepa utilizada ao aumento na concentracdo de calcio. Porém, os menores
valores encontrados podem estar associados também a uma menor
disponibilidade de carbono dissolvido, uma vez que a solubilidade do CaCOs é

menor e tende a reduzir conforme o aumento do pH ao longo do cultivo.

Os resultados de AC mostraram redugdes significativas na concentragao
de Ci dissolvido no meio entre o inicio e fim do cultivo (Tabelas 6 e 7), esta

diferenca foi maior conforme o aumento na concentracdo dos reagentes,
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inclusive para as maiores concentracfes testadas, apesar de nao estarem

acompanhadas de incremento na biomassa. Os resultados indicam que as

reducdes na concentracdo de Ci podem estar associadas ndo somente ao

consumo deste carbono pela biomassa, mas em grande parte pela precipitacéo

de carbonatos conforme h&d o aumento do pH do cultivo devido a atividade

fotossintética e crescimento celular. Em pHs alcalinos, antiportadores Ca?*/H*

transportam Ca?* para fora da célula e esta exportagdo aumenta a concentracao

deste ion no meio extracelular, o que leva a calcificagdo ou precipitacdo de

CaCOs (ZAWAR et al., 2016).

Tabela 6. Variacdo na concentracdo de carbono inorgénico dissolvido (AC) e concentracdo da

biomassa (Bmax) ao final do cultivo de Chlorella SP. sob diferentes concentracées de NaHCOs.

Fonte: Autor.

NaHCOs (g/L)

Pardmetro unidade 0,0 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 8,00
Cig (inicial) mg L? 65.7 93.9 1342 202.3 268.1 516.6 941.2
+15 1.8 +3.6 +1.8 7.7 +£142 +£152
Cig (final) mg L? 15.0 24.6 38.4 71.4 70.8 223.0 548.8
+08 0.8 +6.8 +08 221 £16.6 £525
AC mg L? 50.7 69.4 95.8 130.9 197.3 293.7 3924
204.7 2519 307.8 355.2 4089 386.6 262.6
Bmax mg L?
+6.7 6.3 +4.3 +41 149 +£239 £126

Tabela 7. Variagdo na concentracdo de carbono inorgénico dissolvido (AC) e concentracdo da
biomassa (Bmax) ao final do cultivo de Chlorella SP. sob diferentes concentra¢des de CaCOs.

Fonte: Autor.

CaCOs (g/L)

Parametro unidade 0,0 0,29 0,59 1,19 2,38 4,76 9,52
Ciq (inicial) mgL? 65.7 105.67 167.18 263.63 4385 856.6 1643.6
+15 +50 +01 +16 +58 +286 +39.3
Ciq (final) mgL? 15.0 30.00 58.80 135.35 203.8 454.4 1003.0
+0.8 +17 +119 +18 +133 +53 +76.7

AC mg L 50.7 75.67 108.38 128.27 234.7 402.2 640.6
B g Lt 204.7 2609 379.3 4158 383.8 2454 107.4
mex 9 +6.7 +05 +£3.0 +22 +£251 +27.4 +110
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Os resultados de caracterizagdo da biomassa também confirmam esta
hipétese uma vez que ndo houve aumento na % de solidos volateis (% SV) para
as maiores concentracdes testadas, indicando que tanto o crescimento foi menor
guanto a biomassa ndo aumentou sua propor¢ao em carbono organico, o que

poderia justificar alguma reducdo no carbono dissolvido no meio (Fig. 11 e 12).

Os resultados de teor de soélidos volateis mostram um aumento na % SV
conforme o aumento da concentracdo de NaHCOs até 2,0 g/L, chegando a um
méaximo de 86,1% (o = 0,8%). Em concentracBes maiores, esta porcentagem
reduziu juntamente com as taxas de crescimento e produtividade. Os ensaios
com CaCOs seguiram o mesmo perfil chegando a um maximo de 85,8% (o =

1,2%) de solidos volateis para a concentracéo de 1,19 g/L.

Figura 11. Teor de soélidos volateis (% SV) e concentragdo maxima de biomassa (Bmax) ao final
do experimento em mg/L para os ensaios com diferentes concentra¢cdes de NaHCOs. Fonte:
Autor.
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Figura 12. Teor de solidos volateis (% SV) e concentragdo maxima de biomassa (Bmax) ao final
do experimento em mg/L para os ensaios com diferentes concentracdes de CaCOs. Fonte: Autor.
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O teor de sdlidos volateis € um parametro indicativo do potencial de
producdo de biogas em biodigestores, uma vez que reflete a porcentagem da
biomassa que pode ser digerida pela comunidade anaerdbia. O aumento na %
SV com o0 aumento da concentracao dos reagentes pode estar relacionado a um
acumulo de carbono no interior da célula, como reflexo de uma maior
disponibilidade de carbono dissolvido no meio combinado a escacez de
nutrientes ao final da fase exponencial do cultivo, consumidos nos processos de

crescimento e divisdo celular.

Por sua vez, a reducao na % SV para as maiores concentracdes testadas
pode estar relacionado a um acumulo de célcio e sédio no interior da célula,
devido ao seu excesso no meio extracelular, uma vez que o teor de cinzas na
biomassa € composto principalmente por sais ligados a estrutura de carbono
(PEREIRA et al., 2018). O bicarbonato possui um importante papel no acumulo
de lipidios em microalgas, uma vez que é o principal substrato na rota metabolica
para biosintese de acidos graxos (NAYAK et al., 2018), sendo assim, a
suplementacdo com bicarbonatos é potencialmente vantajosa para cultivo de

biomassa visando a producéo de biocombustiveis.
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5.4 Avaliacédo de diferentes fontes de suplementacdo de Ci no cultivo de

microalgas

ApOs o screening e definicdo das concentragdes 6timas das fontes soélidas
de carbono inorganico, o uso dos reagentes foi comparado a ensaio utilizando a
aeracado (CO:2 0,4%) como forma convencional de aporte de CO2 em cultivos de
microalgas. Os resultados mostram que ambos os tratamentos proporcionaram
um aumento no crescimento de Chlorella sp. (Fig. 13) quando comparados ao
controle sem fontes adicionais de carbono. Com base nas curvas de
crescimento, é possivel notar uma reducado na taxa de crescimento a partir do 4°
dia de cultivo no ensaio controle, enquanto 0s ensaios com suplementacao de

carbono mantém um crescimento constante até o 8° dia de cultivo.

Figura 13. Crescimento de Chlorella SP. baseado no numero de células e teor de clorofila in vivo
ao longo do cultivo sob diferentes fontes de carbono inorganico. EFN = Efluente Anaerobio
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(controle); EFN + Na 0,20% = Adicao de 2,0 g/L de NaHCOz3; EFN + Ca 0,12% = Adicdo de 1,19
g/L de CaCOs; EFN + Ar = Aeragdo 12hs/dia. Fonte: Autor.
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A reducdo do crescimento nos ensaios do grupo controle esta
provavelmente ligada ao esgotamento do carbono inorganico disponivel, de
forma que a partir do 4° dia a quantidade de carbono disponivel ndo mais suporta
a manutencédo das taxas de crescimento (divisao celular), o que nao significa que
as células ndo possam aumentar seu conteldo intracelular a partir da absorcéo
de outros nutrientes do meio. Os dados de carbono inorganico dissolvido ao
longo do cultivo corroboram com essa hipotese (Fig. 14), mostrando que no 4°
dia de cultivo quase todo o carbono inorganico nos ensaios do grupo controle se
encontrava na forma de carbonatos, forma esta de dificil assimilacdo pela

biomassa de microalgas.

Para todos os ensaios, 0s resultados mostram uma reducdo na
concentracéo total de Ci ao longo do cultivo, ao mesmo tempo em que as
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concentracdes de bicarbonatos diminuem e de carbonatos aumentam conforme
ha o aumento do pH, exceto pra 0 ensaio com aeracdo. Devido ao aporte
constante de CO2 atmosférico, o tratamento com aeracgéo foi capaz de manter
os valores de pH abaixo de 10 durante todo o periodo de cultivo, uma vez que o
CO:2 é fonte de ions H* quando dissolvido em &gua, sendo assim, grande parte

do carbono disponivel permaneceu na forma de bicarbonatos ao longo do cultivo.

A utilizagéo de CO2 gasoso é vantajosa por permitir um maior controle do
pH ao longo do cultivo, permitindo a manutencao do pH em faixas onde a maior
parte do carbono estara disponivel na forma assimilavel pela biomassa. Além
disso, a aeracdo permite que haja o efeito de mistura no meio juntamente com o
aporte de carbono, devido a movimentacdo causada pelo borbulhamento,
reduzindo o sombreamento e a necessidade de outros mecanismos de mistura.
No entanto, a insercdo de CO2 gasoso deve ser constante devido a baixa
solubilidade deste géas, fazendo com que grande parte seja perdido para a
atmosfera e o gasto energético para manutencdo das condi¢cdes oOtimas de

crescimento seja alto.

Figura 14. Concentracdo de carbono na forma de carbonatos (C-CO3) e bicarbonatos (C-HCO3)
nos tempos 0, 2, 4, 6 e 8 do cultivo de Chlorella SP. sob diferentes fontes de carbono inorgéanico.
Os valores acima das colunas representam o pH no momento da amostragem. Fonte: Autor.
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Os ensaios com fontes sdlidas de carbono inorganico apresentaram
resultados semelhantes de crescimento e variacdo na concentracdo das formas
de Ci ao longo do tempo, reduzindo em 145,63 mg (o = 2,61) e 133,67 mg (0 =
14,25) a concentragao de carbono ao final do cultivo nos tratamentos utilizando
NaHCOs e CaCOs, respectivamente. A reducdo na concentracao de
bicarbonatos coincide com a reducdo na taxa de crescimento apos o 8° dia de
cultivo, indicando que a baixa disponibilidade de Ci dissolvido também pode ter
ocasionado a queda no crescimento de Chlorella sp. nas condi¢cdes aplicadas.
Apesar do pH ter aumentado de forma gradativa ao longo do cultivo para os
ensaios com fontes sdlidas, € possivel observar uma menor variacdo quando
comparado ao grupo controle, apesar dos tratamentos com suplementacao
terem apresentado maior crescimento fotossintético. A menor variacdo do pH
pode ser relacionada ao efeito tamponante que os reagentes exercem sobre 0
meio. Conforme o H* &€ consumido durante a atividade fotossintética, a conversao

do bicarbonato em carbonato repde este préton através da reacao:

HCO3 = H* + CO32

A biomassa de microalgas utiliza protons H* no mecanismo de
concentracdo de carbono, para realizar a conversao do bicarbonato acumulado
no interior da célula em CO2 dentro do cloroplasto para acdo da Rubisco (Badger,
2003), fazendo com que a presenca de bicarbonatos como agentes tampéo seja

vantajosa para o crescimento e acumulo de carbono pela biomassa.

Como esperado, os resultados de % SV foram maiores para os tratamentos
com suplementacdo de Ci quando comparados ao controle (Fig. 15), como
reflexo da maior disponibilidade de carbono e possivel esgotamento de
nutrientes ao final do cultivo, levando a um acumulo de carbono no interior da
célula. Os valores de % SV e concentracdo maxima de biomassa (Bmax) nédo
diferiram significativamente entre o0s tratamentos com suplementacdo de

carbono, chegando até 92,6% (o = 0,3) no cultivo com 2,0 g/L de NaHCOs e a
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uma concentragdo méxima de 402,5 mg/L (o = 25,2) para o tratamento utilizando
1,19 g/L de CaCOs.

Figura 15. Teor de soélidos volateis (% SV) e concentracdo maxima de biomassa (Bmax) ao final
do cultivo de Chlorella Sp. (L06) com diferentes fontes de carbono inorganico em efluente
anaerébio. EFN = Efluente Anaerobio (controle); EFN + Na 0,20% = Adicdo de 2,0 g/L de
NaHCOs; EFN + Ca 0,12% = Adicao de 1,19 g/L de CaCOs; EFN + Ar = Aeracéo 12hs/dia. Fonte:
Autor.
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Em estudo realizado por Mokashi et al. (2016) com Chlorella vulgaris, a
concentracdo da biomassa (1,54 g/L) e concentracdo de lipidios (16 mg/mL) foi
significativamente maior em culturas suplementadas com 1 g/L de bicarbonato
de sédio quando comparados ao controle, com o maior conteiado de carbono
(0,497 g/peso seco) e maior taxa de fixacdo de CO2 (0,69 g.mL*.dia?) obtidos.
Pancha et al. (2015) também demonstram que a suplementacéao de bicarbonatos
promoveu, além de um aumento na concentracdo de biomassa, lipidios e
carboidratos para Scenedesmus sp., uma reducdo no stress causado pela

escacez de nitrogénio e fésforo, melhorando a produtividade da biomassa.

Os tratamentos utilizados para Chlorella sp. foram também aplicados em
ensaios com um inoculo misto, proveniente de lagoa de alta taxa tratando

efluente sanitario. Os resultados diferem na resposta do crescimento aos
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tratamentos com suplementacdo de carbono (Fig. 16), visto que a biomassa
difere da utilizada anteriormente. O inGculo misto mostrou uma baixa resposta,
tanto ao aporte através da aeracdo, quanto ao aporte através das fontes solidas
nas condi¢des e concentracdes aplicadas. Ao final do periodo de cultivo (7° dia),
foi possivel observar uma queda na concentragdo celular para o grupo controle,
indicando o inicio da fase de declinio celular, enquanto as concentracdes dos
tratamentos com fontes solidas se mantiveram estaveis (fase estacionaria) e o
cultivo com aeragcdo mostrou um pequeno aumento na sua concentragao. Esta
resposta pode estar relacionada a uma aclimatacao tardia do in6culo as novas
condi¢cBes de cultivo, uma vez que é esperado um efeito benéfico através da

aeracao no crescimento da maioria das espécies de microalgas.

Figura 16. Crescimento de in6culo misto baseado no numero de células e teor de clorofila in vivo
ao longo do cultivo sob diferentes fontes de carbono inorganico, onde: EFN = efluente anaerobio
(controle); EFN + Na 0,20% = adi¢éo de 2,0 g/L de NaHCOs; EFN + Ca 0,12% = adicdo de 1,19
g/L de CaCOs; EFN + Ar = aeragéo 12hs/dia. Fonte: Autor.
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E provavél que a presenca de diversas espécies em um consoércio de
microalgas leve a uma resposta tardia no crescimento a mudancas ambientais,
uma vez que, em um primeiro momento, ocorrera a morte de cepas menos
adaptadas e um aumento na concentracdo de espécies mais adaptadas as
condicdes expostas. A resposta as condi¢cdes apenas ira refletir em aumento na
taxa de crescimento no momento em que as espécies adaptadas se tornam
dominantes no meio. Cho et al. (2017) demonstrou que a diversidade de
microalgas promoveu uma estabilidade na produtividade de biomassa em lagoas
de alta taxa tratando esgoto sanitario. E importante ressaltar as vantagens que
um consorcio de microalgas possui sobre culturas monoalgaceas, uma vez que
em ambientes externos uma cultura mista possui maior resiliéncia a mudancas
nas condicbes ambientais e a contaminacdes externas (PEREIRA et al., 2018).
Além disso, o screening com diferentes concentracdes de fontes solidas e com
cultivos sequénciais poderia proporcionar uma resposta mais aproximada do
crescimento do consércio de microalgas a suplementacdo com fontes solidas de

carbono inorgénico.

Os resultados da concentragdo de Ci dissolvido ao longo do tempo
mostram um perfil similar ao encontrado nos ensaios com Chlorella sp., com uma
reducdo do Ci dissolvido ao mesmo tempo em que a propor¢ao de carbonatos
aumenta com o aumento do pH (fig. 17). Da mesma forma, o tratamento com
aeracdo mostra uma resisténcia ao aumento na proporcao de carbonatos ao
longo do tempo, uma vez que o constante aporte de H* promove a reconstituicao

do ion bicarbonato.
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Figura 17. Concentracdo de carbono dissolvido na forma de carbonatos e bicarbonatos nos
tempos 0, 2, 4, 6 e 8 do cultivo de in6culo misto sob diferentes fontes de carbono inorganico. Os
valores acima das colunas representam o pH no momento da amostragem. Fonte: Autor.
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Ao final do cultivo, os ensaios com fontes sdélidas mostraram uma reducao
de 137,83 mg (o= 16,92) e 114,13 mg (o= 22,71) na concentracdo de carbono
dissolvido para os tratamentos com NaHCOs e CaCOs, respectivamente. Estes
valores foram similares aos ensaios com Chlorella sp. e significativamente
maiores do que o grupo controle (54,74 mg; o= 4,99), embora ndo fosse
acompanhada de uma maior concentracdo de biomassa, sugerindo que grande

parte do carbono adicionado sofreu precipitacdo com o aumento do pH.

Embora a precipitacdo de carbonatos inviabilize sua utilizacdo pela
biomassa, diferentemente do CO2 gasoso, o0 mesmo nao é perdido para a
atmosfera e pode ser ressuspendido através do aporte de ion H* no meio de
cultivo. Em estudo realizado por Konst et al. (2017), Chlorella sp. foi cultivada em
meio liquido conténdo carbonatos para absorcdo de CO:2 por 150 dias
consecultivos, a biomassa pode ser recuperada e 0 meio reciclado com nova
fixacdo de CO: e cultivo de biomassa por 7 vezes seguidas sem declinio na sua

produtividade.

Os resultados de % SV da biomassa do consoércio de microalgas foram

maiores para os tratamentos com CaCOs e aeracdo, com uma proporcédo de
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92,4% (o= 1,8) e 93,5% (0= 2,0) de sodlidos volateis na biomassa recuperada,
respectivamente, embora a concentracdo maxima de biomassa alcancada nao

tenha diferido de forma significativa entre os tratamentos (Fig. 18).

Figura 18. Teor de solidos volateis (% SV) e concentragdo maxima de biomassa (Bmax) ao final
do cultivo de indculo misto, proveniente de lagoa de alta taxa, com diferentes fontes de carbono
inorganico em efluente anaerdbio. EFN = efluente anaerobio (controle); EFN + Na 0,20% =
adicdo de 2,0 g/L de NaHCOs; EFN + Ca 0,12% = adi¢édo de 1,19 g/L de CaCOs; EFN + Ar =
aeracao 12hs/dia. Fonte: Autor.
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Os resultados indicam que, apesar de n&o terem proporcionado um
aumento no crescimento, 0 aumento na disponibilidade de carbono devido a
suplementacdo com carbonato de calcio e aeracdo promoveu um acumulo de
carbono na biomassa, aumentando sua porcentagem em solidos volateis.
Entretanto, a suplementacdo com NaHCOs mostrou um efeito negativo,
reduzindo a %SV da biomassa quando comparada ao controle. A redugao no
teor de sélidos volateis na biomassa cultivada com bicarbonato de sddio pode
estar relacionado a um acumulo de sais pela biomassa, indicando uma baixa

eficiéncia na exportacéo de Na* para fora da célula.
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6 CONCLUSOES

Os resultados mostraram uma concentragao 6tima de 2,0 g/L de NaHCOs
e 1,19 g/L de CaCOs para crescimento de Chlorella sp. cultivada em efluente
anaerobio. Os resultados de taxa de crescimento e produtividade foram 2,0
vezes e 1,8 vezes maiores, respectivamente, com o uso das fontes solidas
quando comparados ao controle sem fontes adicionais de carbono. A
suplementacdo de carbono também aumentou em 21% a porcentagem de
solidos volateis da biomassa com o uso do bicarbonato e 20% com o uso do
carbonato, indicando um potencial no uso de fontes sdélidas como suplementacgéo

de cultivo de microalgas para producéo de biocombustiveis.

Tanto a cepa de Chlorella sp. (L06) quanto o in6culo misto foram capazes
de crescer em meio efluente com a adicdo de NaHCOs3 e CaCOs. A Chlorella sp.
mostrou uma resposta positiva a suplementacdo com fontes sélidas quando
comparado ao controle, com resultados equivalentes a suplementacao
convencional através de aeracdo (12h/dia). Entretanto, o inéculo misto nao
demonstrou um aumento significativo no seu crescimento para as formas de

suplementacéo aplicadas.

O pH inicial do cultivo mostrou ser um parametro de importante
consideracéo para viabilizar o uso de CaCOs como fonte de carbono no cultivo
de Chlorella sp., fazendo-se necessaria a inclusdo da correcdo do pH em
estudos de ACV e andlise de custos deste método para otimizacéo da producao
de microalgas. A utilizacdo do CO: pressurizado para corre¢cdo do pH no inicio
do cultivo com aporte de carbonatos permitiu, além de reduzir o pH e converter
o carbonato para a forma assimilavel (HCOs), aumentar a concentracdo de
carbono disponivel a partir da fixacédo do CO2 no meio alcalino. A longo do cultivo,
a conversao gradativa do bicarbonato em carbonato também proporcionou um
efeito tamponante, evitando o esgotamento de H*, essencial para o processo de

concentracéo e utilizacdo do carbono no interior da célula.
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A insercdo do CO2 para correcao do pH no inicio do experimento apresenta
duas vantagens caso a suplementacdo com CaCOs seja utilizada: 1) Aumentar
a concentracao de carbono inorganico do meio através da fixacdo de COz; e 2)
Aumentar a biodisponibilidade do carbono inorganico dissolvido através de sua

conversao em ions HCO:s.
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7 RECOMENDACOES

Devido as oscilagdes na comunidade de microalgas em inéculos mistos, é
recomendado um estudo mais profundo do efeito de diferentes concentracbes
das fontes solidas utilizadas no crescimento de consorcios de microalgas, com
cultivos consecultivos para aclimatacdo da comunidade microalgacea, afim de
definir as concentracdes Otimas destes reagentes e os verdadeiros efeitos no

crescimento microalgaceo em comunidades mistas.

Para avaliar a viabilidade do uso do carbonato de calcio como forma
alternativa ao aporte de CO:2 gasoso no cultivo de microalgas, sé&o
recomendados estudos de ACV incluindo a correcdo do pH apos a adicao do
reagente, como através da insergcdo de COz, comparando 0S custos energeéticos
e eficiéncia na utilizacdo de COz por grama de biomassa produzida através de
diferentes formas de suplementacéo.

Para estudos posteriores, € interessante avaliar o uso de fontes sélidas
combinadas com o uso de CO:2 gasoso durante o cultivo, como em momentos
onde o aumento do pH se torna o fator limitante devido a escacez de H* e
reducdo nas formas de carbono biodisponiveis. Neste caso, o uso do CO: atuaria
na resuspenssdo de carbonatos precipitados e fixacdo de carbono no meio de

cultivo na forma de bicarbonatos.

72



8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APHA. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 21 Ed.
Washington, DC: American Public Health Association, 2005.

ARIAS, D. M.; SOLE-BUNDO, M.; GARFI, M.; FERRER, l.; GARCIA, J;
UGGETTI, E. Integrating microalgae tertiary treatment into activated sludge
systems for energy and nutrients recovery from wastewater. Bioresource
Technology. v. 274, p.513-519, 2018.

ASLAN, S.; KAPDAN, |. K. Batch kinetics of nitrogen and phosphorus removal
from synthetic wastewater by algae. Ecological Engineering, v. 28, p.64-70, 2006.

AVISO, K.B.; CAYAMANDA, C.D.; SOLIS, F.D.B.; DANGA, AMR,;
PROMENTILLA, M.AB.; YU, K.D.S.; SANTOS, J.R.; TAN, R.R. P-graph
approach for GDP-optimal allocation of resources, commodities and capital in
economic systems under climate change-induced crisis conditions. Journal of
Cleaner Production, v.92, p.308-317, 2015.

BABA, M.; SHIRAIWA, Y. High-CO2 Response Mechanisms in Microalgae. In:
Advances in Photosynthesis - Fundamental Aspects. Dr Mohammad Najafpour
(Ed.), ISBN: 978-953-307-928-8, InTech, 2012. Disponivel em:
http://www.intechopen.com/books/advances-in-photosynthesis-fundamental-
aspects/high-co2-response-mechanism-in-microalgae.

BADGER, M. The roles of carbonic anhydrases in photosynthetic CO2
concentrating mechanisms. Photosynthesis Research, v. 77, p. 83-94, 2003.

BAHADAR, A. & KHAN, M.B. Progress in energy from microalgae: a review.
Renewable and Sustainable Reviews, v.27, p.128-148, 2013.

BASTIDAS, O. Cell Counting with Neubauer Chamber: Basic Hemocytometer
Usage. Technical Note - Neubauer Chamber Cell Counting. Disponivel em: <
http://www.celeromics.com/en/resources/docs/Articles/Cell-counting-Neubauer-
chamber.pdf>. Acesso em: 20 de janeiro de 2018.

BONAVENTURA, D.; CHACARTEGUI, R.; VALVERDE, J. M.; BECERRA, J. A,
ORTIZ, C.; LIZANA, J. Dry carbonate process for CO2 capture and storage:
Integration with solar thermal power. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v. 82, p. 1796-1812, 2018.

BONAVENTURA, D.; CHACARTEGUI, R.; VALVERDE, J. M.; BECERRA, J. A,
VERDA, V. Carbon capture and utilization for sodium bicarbonate production

73


http://www.intechopen.com/books/advances-in-photosynthesis-fundamental-aspects/high-co2-response-mechanism-in-microalgae
http://www.intechopen.com/books/advances-in-photosynthesis-fundamental-aspects/high-co2-response-mechanism-in-microalgae
http://www.celeromics.com/en/resources/docs/Articles/Cell-counting-Neubauer-chamber.pdf
http://www.celeromics.com/en/resources/docs/Articles/Cell-counting-Neubauer-chamber.pdf

assisted by solar thermal power. Energy Conversion and Management, v. 149,
p. 860-874, 2017.

BRASIL. Diagnéstico dos servicos de Agua e Esgotos — 2015. In: Sistema
Nacional de Informagfes sobre Saneamento (SNIS). Ministério das Cidades,
Secretaria Nacional de Saneamento Ambiental — SNSA. SNSA/MCIDADES,
Brasilia, 212 p., 2017.

BRASIL. Resolucdo CONAMA n°430, de 13 de maio de 2011. Ministério do Meio
Ambiente, Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA. Diario Oficial da
Unido. Brasilia, 2011.

CAl, T.; PARK, S. Y.; LI, Y. Nutrient recovery from wastewater streams by
microalgae: Status and prospects. Renewable and Sustainable Energy Reviews,
v. 19, p. 360-369, 2013.

CARNEIRO, R. L.; ALIPIO, A. C. N.; BISCH, P. M.; OLIVEIRA & AZEVEDO, S.
M. F.; PACHECO, A. B. F. The inhibitory effect of calcium on cylindrospermopsis
raciborskii (cyanobacteria) metabolism. Brazilian Journal of Microbiology, v. 42,
p.1547-1559, 2011.

CASSINI, S. T.; FRANCISCO, S. A.; ANTUNES, P. W. P.; OSS, R. N.; KELLER,
R. et al. Harvesting Microalgal Biomass grown in Anaerobic Sewage Treatment
Effluent by the Coagulation-Flocculation Method: Effect of pH. Brazilian Archives
Of Biology And Technology, [s.l.], v. 60, p.1-12, 2017.

CAVALCANTI, P. F. F.; HAANDEL, A. van; KATO, M. T.; SPERLING, M. von;
LUDUVICE, M. L.; MONTEGGIA, L. O. Pos-tratamento de efluentes de reatores
anaerobias por lagoas de polimento. In: Pos-tratamento de efluentes de reatores
anaerobios. Carlos Augusto Lemos Chernicharo (coord.), Projeto PROSAB, Belo
Horizonte [s.n.]. cap. 3, p. 1-51, 2001.

CHERNICHARO, C. A. L.; HAANDEL, A. C. van; FORESTI, E.; CYBIS, L. F.
Introducdo. In: Pés-tratamento de efluentes de reatores anaerdbios. Carlos
Augusto Lemos Chernicharo (coord.), Projeto PROSAB, Belo Horizonte [s.n.].
cap. 1, p. 1-12, 2001.

CHI, Z.; O'FALLON, J. V.; CHEN, S. Bicarbonate produced from carbon capture
for algae culture. Trends in Biotechnology, v. 9, n. 11, p. 537-541, 2011.

CHO, D.; CHOI, J.; KANG, Z.; KIM, B.; OH, H.; KIM, H.; RAMANAN, R. Microalgal
diversity fosters stable biomass productivity in open ponds treating wastewater.
Scientific Reports, v. 1979 (7), p. 1-11, 2017.

74



DUBBER, D.; GRAY, N. F. Replacement of chemical oxygen demand (COD) with
total organic carbon (TOC) for monitoring wastewater treatment performance to
minimize disposal of toxic analytical waste. Journal of Environmental Science and
Health Part A, v. 45, p. 1595-1600, 2010.

EUSTANCE, E.; GARDNER, R. D.; MOLL, K. M.; MENICUCCI, J.; GERLACH,
R.; PEYTON, B. M. Growth, nitrogen utilization and biodiesel potential for two
chlorophytes grown on ammonium, nitrate or urea. Journal of Applied Phycology,
v. 25, p. 1663-1677, 2013.

FAN, J.; YAN, C.; ANDRE, C.; SHANKLIN, J.; SCHWENDER, J.; XU, C. Oil
accumulation is controlled by carbon precursor supply for fatty acid synthesis in
Chlamydomonas reinhardtii. Plant Cell Physiology, v. 53, n. 8, p. 1380-1390,
2012.

FONTOURA, J. T.; ROLIM, G. S.; FAZENZENA, M.; GUTTERRES, M. Influence
of light intensity and tannery wastewater concentration on biomass production
and nutrient removal by microalgae Scenedesmus sp. Process Safety and
Environmental Protection, v. 111, p. 355-362, 2017.

GONCALVES, A. L.; PIRES, J. C. M.; SIMOES, M. A review on the use of
microalgal consortia for wastewater treatment. Algal Research, v. 24, p. 403-415,
2017.

GONCALVES, A. L.; RODRIGUES, C. M.; PIRES, J. C. M ; SIMOES, M. The
effect of increasing CO2 concentrations on its capture, biomass production and
wastewater bioremediation by microalgae and cyanobacteria. Algal Research, v.
14, p. 127-136, 2016.

GOODDY, D.C.; LAPWORTH, D.J.; BENNET, S.A.; HEATON, T.H.E,;
WILLIAMS, P.J.; SURRIDGE, B.W.J. A multi-stable isotope framework to
understand eutrophication in aquatic ecosystems. Water Research, v.88, p.623-
633, 2016.

GUQ, Y.; YUAN, Z.; XU, J.; WANG, Z.; YUAN, T.; ZHOU, W.; XU, J.; LIANG, C,;
XU, H.; LIU, S. Metabolic acclimation mechanism in microalgae developed for
CO2 capture from industrial flue gas. Algal Research, v. 26, p. 225-233, 2017.

HEMALATHA, M.; MOHAN, S. V. Microalgae cultivation as tertiary unit operation
for treatment of pharmaceutical wastewater associated with lipid production.
Bioresource Technology, v. 215, p.117-122, 2016.

75



HUSSAIN, F.; SHAH, S. Z.; ZHOU, W.; IQBAL, M. Microalgae screening under
CO2 stress: Growth and micro-nutrients removal efficiency. Journal of
Photochemistry & Photobiology B: Biology, v. 170, p. 91-98, 2017.

KADAM, K. L. Power plant flue gas as a source of CO2 for microalgae cultivation:
economic impact of different process option. Energy Convers. Manag. v. 38, p.
505-510, 1997.

KIM, GA-YEONG; HEO, J.; KIM, HEE-SIK; HAN, JONG-IN. Bicarbonate-based
cultivation of Dunaliella salina for enhancing carbon utilization efficiency.
Bioresource technology, v. 237, p. 72-77, 2017.

KLEIN, B. C.; BONOMI, A.; FILHO, R. M. Integration of microalgae production
with industrial biofuel facilities: A critical review. Renewable & Sustainable Energy
Reviews, v. 82, p. 1376-1392, 2018.

KONST, P.; MIRELES, I. H.; STEL, R.; OS, P.; GOETHEER, E. Integrated
system for capturing CO2 as feedstock for algae production. Energy Procedia,
v.114, p. 7126-7132, 2017.

LAM, M. K.; LEE, K. T.; MOHAMED, A. R. Current status and challenges on
microalgae-based carbon capture. International Journal of Greenhouse Gas
Control, v. 10, p. 456-469, 2012.

LEE, S. L.; OH, H.; OH, H.; KIM, H.; AHN, C. Two-phase photoperiodic cultivation
of algal-bacterial consortia for high biomass production and efficient nutrient
removal from municipal wastewater. Bioresource technology, v. 200, p. 867-875,
2016.

LIN, T.S. & WU, J.Y. Effect of carbon sources on growth and lipid accumulation
of newly isolated microalgae cultured under mixotrophic condition. Bioresource
Technology, v.184, p.100-107, 2015.

MAIER, R.M. Bacterial growth. In: MAIER, R.M.; PEPPER, |.L.; GERBA, C.P.
(Eds). Environmental Microbiology. 2nd Ed. Burlington, California, London:
Elsevier Academic Press, 2009. p.37-54.

MEDEIROS, D.L.; SALES, E.A.; KIPERSTOK, A. Energy production from
microalgae biomass: carbon footprint and energy balance. Journal of Cleaner
Production, v.96, p.493-500, 2015.

MEDIPALLY, S. R.; YUSOFF, F. M.; BANERJEE, S.; SHARIFF, M. Microalgae
as sustainable renewable energy feedstock for biofuel production. BioMed
Research International, v. 2015, p. 1-13, 2015.

76



MEIER, L.; BARROS, P.; TORRES, A.; VILCHEZ, C.; JEISON, D. Photosynthetic
biogas upgrading using microalgae: Effect of light/dark photoperiod. Renewable
Energy, v. 106, p. 17-23, 2017.

MOKASHI, K.; SHETTY, V.; GEORGE, S. A.; SIBI, G. Sodium Bicarbonate as
Inorganic Carbon Source for Higher Biomass and Lipid Production Integrated
Carbon Capture in Chlorella vulgaris. Achievements in the Life Sciences, v. 10,
p.111-117, 2016.

MYERS, J. A.; CURTIS, B. S.; CURTIS, W. R. Improving accuracy of cell and
chromophore concentration measurements using optical density. BMC
Biophysics, v. 6, n. 4, p. 1-15, 2013.

NAYAK, M.; KAREMORE, A.; SEN, R. Performance evaluation of microalgae for
concomitant wastewater bioremediation, CO2 biofixation and lipid biosynthesis
for biodiesel application. Algal Research, v. 16, p. 2016-223, 2016.

NAYAK, M.; SUH, W. |.; LEE, B.; CHANG, Y. K. Enhanced carbon utilization
efficiency and FAME production of Chlorella sp. HS2 through combined
supplementation of bicarbonate and carbon dioxide. Energy Conversion and
Management, v. 156, p. 45-52, 2018.

NOAA. Trends in atmospheric carbon dioxide; 2018. Disponivel em:
http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/. Acesso em: 10 de fevereiro de 2018.

PANCHA, I.; CHOKSHI, K.; GHOSH, T.; PALIWAL, C.; MAURYA, R.; MISHRA,
S. Bicarbonate supplementation enhanced biofuel production potential as well as
nutritional stress mitigation in the microalgae Scenedesmus sp. CCNM 1077.
Bioresource Technology, v. 193, p. 315-323, 2015.

PASSOS, F.; GUTIERREZ, R.; UGGETTI, E.; GARFI, M.; GARCIA, J.; FERRER,
I. Towards energy neutral microalgae-based wastewater treatment plants. Algal
Research, v. 28, p. 235-243, 2017.

PERAZZOLI, S.; BRUCHEZ, B.M.; MICHELON, W.; STEINMETZ, L.R.L;
MEZZARI, M.P.; NUNES, E.O.; SILVA, M.L.B. Optimizing biomethane production
from anaerobic degradation of Scenedesmus spp. biomass harvested from
algae-based swine digestate treatment. International Biodeterioration &
Biodegradation, v. 109, p.23-28, 2016.

PEREIRA, M. V.; DASSOLER, A. F.; ANTUNES, P. W.; GONCALVES, R. F;
CASSINI, S. T. Indigenous microalgae biomass cultivation in continuous reactor
with anaerobic effluent: effect of dilution rate on productivity, nutrient removal and

77


http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/

bioindicators. Environmental Technology, DOl:
10.1080/09593330.2018.1549105, 2018.

PIIPARINEN, J.; BARTH, D.; ERIKSEN, N. T.; TEIR, S.; SPILLING, K.; WIEBE,
M. G. Microalgal CO2 capture at extreme pH values. Algal Research, v. 32, p.
321-328, 2018.

RAWAT, |.; KUMAR, R. R.; MUTANDA, T.; BUX, F. Dual role of microalgae:
Phycoremediation of domestic wastewater and biomass production for
sustainable biofuels production. Applied Energy, v. 88, p.3411-3424, 2011.

RAZZAK, S. A.; ALI, S. A. M.; HOSSAIN, M. M.; DeLASA, H. Biological CO2
fixation with production of microalgae in wastewater — A review. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, v. 76, p. 379-390, 2017.

REDFIELD, A. C. The biological control of chemical factors in the environment.
American Scientist, v. 46, p. 205-221, 1958.

RENUKA, N.; SOOD, A.; RATHA, S. K.; PRASANNA, R.; AHLUWALIA, A. S.
Evaluation of microalgal consortia for treatment of primary treated sewage
effluent and biomass production. Journal of Applied Phycology, v. 25, p.1529-
1537, 2013.

ROGERS, J.; ROSENBERG, J.; GUZMAN, B.; OH, V., MIMBELA, L,
GHASSEMI, A.; BETENBAUGH, M.; OYLER, G.; DONOHUE, M. A critical
analysis of paddlewheel-driven raceway ponds for algae biofuel production at
commercial scales. Algal Research, v.4, p.76-88, 2014.

SAJJADI, B. S.; CHEN, W.; RAMAN, A. A. A.; IBRAHIM, S. Microalgae lipid and
biomass for biofuel production: A comprehensive review on lipid enhancement
strategies and their effects on fatty acid composition. Renewable and Sustainable
Energy Reviews, v.98, p. 200-232, 2018.

SAYRE, R.Microalgae: The Potential for Carbon Capture. BioScience, v. 60, n.
9, p. 722-727, 2010.

SINGH, S. K.; SUNDARAM, S.; SINHA, S.; RAHMAN, M. A.; KAPUR, S. Recent
advances in CO2 uptake and fixation mechanism of cyanobacteria and
microalgae. Critical Reviews in Environmental Science and Technology, v. 46, n.
16, p. 1297-1323, 2016.

SMITH, V. H.; SCHINDLER, D. W. Eutrophication science: where do we go from
here? Trends in Ecology and Evolution, v. 24, n. 4, p. 201-207, 2009.

78



SPERLING, M. V. Urban wastewater treatment in Brazil. In. TECHNICAL NOTE
N° IDB-TN-970. Inter-American Development Bank, 101 p., 2016.

STRAKA, L.; RITTMANN, B. E. Light-dependent kinetic model for microalgae
experiencing photoacclimation, photodamage, and photodamage repair. Algal
Research, v. 31, p.232-238, 2018.

SUGANYA, T.; VARMAN, M.; MASJUKI, H.H.; RENGANATHAN, S. Macroalgae
and microalgae as a potential source for commercial applications along with
biofuels production: a biorefinery approach. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v.55, p.909-941, 2016.

SUKACOVA, K.; TRTILEK, M.; RATAJ, T. Phosphorus removal using a
microalgal biofilm in a new biofilm photobioreactor for tertiary wastewater
treatment. Water Research, v. 71, p. 55-63, 2015.

TAKESHITA, T.; OTA, S.; YAMAZAKI, T.; HIRATA, A.; ZACHLEDER, V.;
KAWANO, S. Starch and lipid accumulation in eight strains of six Chlorella
species under comparatively high light intensity and aeration culture conditions.
Bioresource Technology, v.158, p.127-134, 2014.

TORRES, H. S. J.; Cultivo de microalgas em efluente de tratamento anaerébio
de esgoto. Tese (Doutorado em Engenharia Ambiental) — Pds-Graduagdo em
Engenharia Ambiental, Centro Tecnoldgico, Universidade Federal do Espirito
Santo. Vitéria, 187 p., 2014.

TU, Z.; LIU, L.; LIN, W.; XIE, Z.; LUO, J. Potential of using sodium bicarbonate
as external carbon source to cultivate microalga in non-sterile condition.
Bioresource Technology, v. 266, p. 109-115, 2018.

WHITE, D. A.; PAGARETTE, A.; ROOKS, P.; ALI, S.T. The effect of sodium
bicarbonate supplementation on growth and biochemical composition of marine
microalgae cultures. J. Appl. Phycol., v. 25, p. 153-165, 2013.

WINK, F. V.; MELO, D. O. P.; BARRIOS. A. F. G. Carbon acquisition and
accumulation in microalgae Chlamydomonas: Insights from “omics” approaches.
Journal of Proteomics, v. 94, p. 207-218, 2013.

WOOD, A.M.; EVERROAD, R.C.; WINGARD, L.M. Measuring growth rates in
microalgal cultures. In: ANDERSEN, R.A. (Ed). Algal Culturing Techniques.
London: Elsevier Academic Press, 2005. p. 269-287.

XIE, T.; WU, Y. The role of microalgae and their carbonic anhydrase on the
biological dissolution of limestone. Environmental Earth Sciences, v. 71, p. 5231-
5239, 2014.

79



ZAWAR, P.; JAVALKOTE, V.; BURNAP, R.; MAHULIKAR, P.; PURANIK, P. CO2
capture using limestone for cultivation of the freshwater microalga Chlorella
sorokiniana PAZ and the cyanobacterium Arthrospira sp. VSJ. Bioresource
Technology, v. 221, p. 498-509, 2016.

ZHAO, Z.; SONG, X.; WANG, W.; XIAO, Y.; GONG, Z.; WANG, Y.; ZHAO, Y.;
CHEN, Y.; MEI, M. Influences of iron and calcium carbonate on wastewater
treatment performances of algae based reactors. Bioresource Technology, V.
216, p. 1-11, 2016.

ZHU, B.; CHEN, G.; CAO, X.; WEI, D. Molecular characterization of CO2
sequestration and assimilation in microalgae and its biotechnological
applications. Bioresource Technology, v. 244, p.1207-1215, 2017.

80



