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RESUMO

Uma das vertentes da Bioenergia é a utilizacdo das microalgas para producdo
energética. Este aproveitamento, quando efectuado de forma isolada, é considerado
por diversos autores como ndo sendo economicamente vidvel, dai procurarem-se
sistemas integrados de crescimento microalgal. Estes sistemas juntam a produgdo de
componentes com valor energético, o sequestro de CO,, a depuracdo de d4guas
residuais e a extrac¢do de substancias com elevado valor comercial (pigmentos,

substancias anti-oxidantes, entre outros).

O objectivo principal deste trabalho foi o estudo da cinética de crescimento da
microalga Chlorella vulgaris numa 3agua residual, a qual foi previamente submetida a
um tratamento biolégico aerdbio sem remocdo de N e P, e sem ser submetida a
qualquer tipo de pré-tratamento em laboratério (nomeadamente desinfeccdo).
Pretendeu-se também avaliar a taxa de remocdo dos nutrientes N e P no decurso do
crescimento microalgal. Foi simulado o crescimento da microalga em condicdes
meteoroldgicas de Verdao e de Inverno, com diferencas de incubag¢dao no que diz
respeito ao fotoperiodo e a temperatura (Inverno: temperatura de 10°C e fotoperiodo
de 6h de luz/18h de escuro; Verdo: temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12h de
luz/12h de escuro), tendo-se comparado o seu crescimento no meio de cultura

sintético I1SO 8692 e na 4gua residual tratada.

A agua residual tratada foi colhida na ETAR de Ferndo Ferro, a qual é explorada pela
empresa Simarsul. O nivel de tratamento instalado é terciadrio, dispondo de
desinfeccdo do efluente final. A dgua residual foi colhida a jusante do sistema de

desinfecgdo por sistema de ultravioletas, ou seja, apds a fase terciaria do tratamento.

No ensaio preliminar de cultivo das microalgas, o qual foi realizado com o objectivo de
se testarem as condicOes de incubacdo e arejamento das culturas, foram registadas

taxas especificas de crescimento, relativamente a Densidade Optica (DO), de 0,253 dl



para o crescimento no meio ISO 8692, e de 0,496 d'l, para o crescimento na agua

residual tratada.

No ensaio em condicdes de incubacdo de Verdo obtiveram-se taxas especificas de
crescimento, relativamente a DO, de 0,657 d? para o crescimento no meio sintético
ISO 8692, com taxas de remocdo de N de 37% e de P de 67%, relativamente as
concentragdes iniciais, e de 0,430 d? para o crescimento na agua residual tratada, com

taxas de remocdo de N de 84% e de P de 74%, relativamente as concentracgdes iniciais.

No ensaio em condi¢des de Inverno obtiveram-se taxas especificas de crescimento, no
que diz respeito a DO, de 0,166 d? para o crescimento no meio ISO 8692, com taxas de
remogdo de N de 35% e de P de 50%, relativamente as concentragdes iniciais, e de
0,176 d™* para o crescimento na 4gua residual tratada, com taxas de remocdo de N de

84% e de P de 56%, relativamente as concentragdes iniciais.

Concluiu-se que as taxas de crescimento mais elevadas foram registadas no meio
sintético, em condicdes de incubacdo de Verdo, e que o meio que registou as taxas de
remocao de nutrientes mais elevadas, na globalidade dos ensaios, foi a agua residual
tratada. Este resultado, relativamente a dgua residual tratada, constitui um excelente
indicador para uma futura aplicacdo destas microalgas num sistema de producdo de
biomassa microalgal que tenha também como objectivo a remoc¢ao de N e P da agua

residual.

Palavras-chave:

Agua residual doméstica, Chlorella vulgaris, temperatura, fotoperiodo, crescimento,
remocaodeNeP
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ABSTRACT

One of the many areas of Bioenergy is the use of microalgae for energy production.
Many authors have demonstrated that isolated systems are not economically viable.
Therefore studies have looked into integrated solutions. These integrated systems
combine the production of microalgae components with energetic value, CO, capture,
wastewater treatment and extraction of valuable commercial substances (pigments,

anti-oxidant substances, among others).

The main aim of this thesis was to study the growth kinetics of the microalga Chlorella
vulgaris in wastewater that has been submitted to an aerobic biological treatment
without Nitrogen and Phosphorous removal. The wastewater samples weren’t
submitted to any laboratorial preliminary treatment (namely disinfection). It was also
evaluated the nutrient removal rates as the microalga grows. Microalgal growth took
place with temperature and photoperiod variations that simulated summer and winter
meteorological conditions (winter: temperature of 10°C, using a 6/18h light/dark
photoperiod cycle; summer: temperature of 20°C, using a 12/12h light/dark
photoperiod cycle). Growth parameters were compared by using two different culture

media: the medium described in ISO 8692 and the treated wastewater.

The treated wastewater was collected at Ferndo Ferro wastewater treatment plant
(WWTP), which is exploited by Simarsul. The WWTP employs a tertiary treatment level
with a final effluent disinfection system. The treated wastewater was collected
downstream of the ultraviolet disinfection system which constitutes the tertiary

treatment level in this WWTP.

The preliminary growth experiment, which took place to test the incubation and
aeration conditions, registered a specific growth rate, based in Optical Density (OD), of

0.253 d! in 1SO 8692 growth medium and 0.496 d* in the treated wastewater.

The experiment in summer conditions registered a specific growth rate, based in OD,
of 0.657 d* in 1SO 8692 growth medium with nutrient removal rates of N = 37% and P
= 67%, compared to the initial concentrations, and of 0.430 d? in treated wastewater

Xl



with nutrient removal rates, compared to the initial concentrations, of N = 84% and P =

74%.

The experiment in winter conditions presented a specific growth rate, based in OD, of
0.166 d™ in 1SO 8692 growth medium with nutrient removal rates of N = 35% and P =
50%, compared to the initial concentrations, and of 0.176 d? in treated wastewater
with nutrient removal rates, compared to the initial concentrations, of N =84% and P =

56%.

It was concluded that the highest specific growth rates were registered in the synthetic
medium 1SO 8692, under summer incubation conditions, and the highest nutrient
removal rates were determined in treated wastewater for same incubation conditions.
This result in treated wastewater constitutes an excellent indicator towards the future
application of this microalga in a microalgae biomass production system that

integrates wastewater nutrient removal.
Keywords:

Domestic wastewater, Chlorella vulgaris, temperature, photoperiod, growth, N and P
removal
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1. INTRODUCAO

1.1. Asituagao energética actual

A energia desempenha um papel fundamental em todas as actividades, tendo o
desenvolvimento sdcio-econdmico, das ultimas décadas, sido pautado por um forte
crescimento do consumo energético, proveniente essencialmente de combustiveis

fosseis.

A fonte energética primaria para os transportes mundiais é o petrdleo. As
necessidades mundiais sdo de 84 milhdoes de barris (CIA, 2010). Enquanto as
sociedades ditas desenvolvidas estdo em crescimento continuo, economias
emergentes como a India e a China estdo a contribuir, de forma drastica, para a

pressao antropogénica sobre as fontes energéticas num futuro muito préximo.

Ndo é de menosprezar também a importancia que o petrdleo tem na producdo de
produtos pldsticos e substancias quimicas, muitas delas provenientes directamente

das refinarias.

O aumento do consumo de petréleo que ocorreu na década de 70, associado a
escalada do seu prego, tornou a energia num importante factor de producao,
passando a constituir uma problematica politica e estratégica central, a nivel mundial.
Neste contexto, os choques petroliferos ocorridos nos anos 70 e, posteriormente, as
situacOes semelhantes ocorridas nos anos 80 impuseram a necessidade de procurar

formas alternativas de producdo energética.

Em 1987 foi publicado o Relatério Brundtland (documento intitulado “Our Common
Future”) pela Comissdo Mundial sobre Ambiente e Desenvolvimento. E neste
documento que surge o conceito de desenvolvimento sustentavel, definido como “o
desenvolvimento que satisfaz as necessidades presentes, sem comprometer a

capacidade das geragoes futuras de suprir as suas proprias necessidades”.



Passados mais de dez anos foi ratificado o “Protocolo de Quioto” que vinculava os
paises a reduzir a emissdao de gases com efeito de estufa em 5,2% em relagao aos
niveis de 1990, no periodo entre 2008 e 2012. Apesar de alguns esfor¢cos nesse
sentido, este objectivo ndo foi atingido globalmente. Em Dezembro de 2009, a ONU
promoveu uma cimeira com os lideres mundiais conhecida como a Conferéncia de
Copenhaga. Esta conferéncia tinha por objectivo reflectir sobre o que foi feito desde
1999 e discutir futuros vinculos. Contudo, os objectivos iniciais da conferéncia nao

foram atingidos, tendo terminado sem qualquer compromisso oficial (Garcia, 2009).

O conceito de economia sustentavel foi difundido na ultima década, em que os
esforcos para reduzir o consumo energético tém sido alvo de um mediatismo sem
precedentes. Este fendmeno levou a que fossem canalizados fundos para unidades de
investigacao e desenvolvimento no sector das energias renovaveis. Apesar de crucial, a
tecnologia aplicada nesta area nao atingiu ainda a maturidade necessdria para suprir
as necessidades energéticas actuais. Também tem estado sob escrutinio o ciclo de vida
das fontes de energia renovaveis, para determinar quais as suas verdadeiras vantagens

em relacdo as fontes fésseis.

Um dos sectores mais promissores das energias renovaveis é a Bioenergia. A
Bioenergia pode ser definida como energia ou calor gerados a partir de biomassa. No
sentido mais alargado, os campos sociais, econdmicos, cientificos e técnicos associados
a producdo de energia de fontes bioldgicas estdo englobados no termo Bioenergia

(ALTENER, 2004).

No sector da Bioenergia destacam-se naturalmente as industrias da biomassa e dos
biocombustiveis. As centrais de biomassa portuguesas ndo tiveram o sucesso
desejado, mas, no Norte da Europa, sdo uma fonte de energia importante. Ja os
biocombustiveis possuem um mercado interessante dentro e fora de Portugal

(Sequeira, 2010).

Os biocombustiveis de primeira geracdo tém como matéria-prima o agucar, o amido, o

dleo vegetal ou as gorduras animais. As criticas dirigidas a esta primeira geracao de



biocombustiveis fundamentam-se no facto da maioria destas matérias-primas, a
excepcao dos residuos, serem essenciais na alimentagdo humana e animal, mais do
gue na producdo de combustiveis. A segunda geracdo ja se baseia em culturas nao
alimentares e residuos como fonte de 6leos. Tecnologias mais recentes como a BTL
(biomass to liquid) e Fischer-Tropsch sdo utilizadas na conversdo de biomassa em
bioenergia. Finalmente, a terceira geragdo ja assenta a sua producdo nas microalgas,

procurando usufruir do potencial delas para a producdo energética (Dermibas, 2008).

1.2.  Aguas residuais e seus tratamentos

Todas as comunidades produzem residuos, sejam liquidos, sélidos ou gasosos. Os
residuos liquidos, ou aguas residuais, sdo essencialmente a dgua proveniente das

zonas urbanas e industriais, apds a sua utilizacao (Tchobanoglous et al., 2003).

O desenvolvimento sustentavel implica a necessidade de controlar as descargas de
aguas residuais domésticas e urbanas que sdao produzidas pela populagdo nas suas
actividades didrias, sendo necessario providenciar um tratamento apropriado a essas
descargas, para que se possa cumprir o objectivo de um bom estado ecoldgico das

aguas superficiais e subterraneas.

A Unido Europeia entendeu como necessario defender os recursos naturais de forma a
evitar que o ambiente fosse deteriorado pela eliminacdo de aguas residuais urbanas
insuficientemente tratadas, tendo criado, com o estabelecimento da Directiva
91/271/CEE do Conselho, de 21 de Maio, mecanismos legislativos com vista a

harmonizagao das leis internas dos varios Estados-Membros.

A transposicao desta Directiva para o direito interno portugués foi realizada através do
Decreto-Lei n? 152/97, de 19 de Junho, cujas disposicdes se aplicam a recolha,
tratamento e descarga de dguas residuais urbanas em meio aquatico. Ai estdo
definidas as metas temporais e os niveis de tratamento que deverdo orientar a ac¢ao
das entidades responsaveis na melhoria dos niveis de atendimento e qualidade de

servico dos sistemas de drenagem publica e tratamento de aguas residuais. Este



Decreto-Lei identifica ainda zonas sensiveis e zonas menos sensiveis, diferenciando os

graus de exigéncia no nivel de tratamento que é necessario proporcionar.

O cumprimento da legislagdao em vigor tem resultado, nos ultimos anos, num aumento
significativo de populacdo servida por Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais
(ETARs). No subcapitulo seguinte sdao descritos alguns dos métodos de tratamento
mais aplicados as aguas residuais urbanas, dando-se énfase especial aos tipos de
orgaos existentes na ETAR de Fernao Ferro, dado que foi nesta ETAR que se obtiveram

as amostras de dgua residual tratada que foram utilizadas na presente dissertacao.

1.2.1. Processos de tratamento de dguas residuais urbanas

A escolha de um sistema de tratamento para as dguas residuais urbanas é determinada
pelas caracteristicas quantitativas e qualitativas dessas aguas residuais, localizagdo do
sistema e objectivos de qualidade que se pretendem atingir (Tchobanoglous et al.,,

2003)

1.2.1.1. Tratamento preliminar

Numa ETAR, as aguas residuais passam por varios processos de tratamento com o
objectivo de se eliminar a matéria poluente da 4gua. No primeiro conjunto de
tratamentos, designados por tratamento preliminar, a agua residual é sujeita a
processos de separacdo dos sélidos mais grosseiros, por meio de gradagem ou

tamisagem, remocao de areias e remogao de dleos e gorduras.

As operacgdes unitarias de gradagem ou tamisagem tém o objectivo de remover sélidos
grosseiros, de dimensdes maiores do que as aberturas dos equipamentos utilizados
(grades ou tamisadores), impedindo ainda a flutuacdo de detritos nos equipamentos a
jusante, o entupimento de canalizacbes e o desgaste ou blogueamento de
equipamentos mecanicos. As operagdes unitdrias de desarenamento e
desengorduramento tém como finalidade remover as areias e gorduras existentes na

agua residual (Azevedo, 2003).



Nesta fase, o efluente também é preparado para as fases de tratamento
subsequentes, podendo ser sujeito a um pré-arejamento e a uma equalizagao tanto de

caudais como de cargas poluentes.

1.2.1.2. Tratamento primdrio

A primeira fase do tratamento propriamente dito é designada por tratamento
primario, onde a fracgdo soélida é separada da d4gua por sedimentagdao em
decantadores primarios. Este processo, exclusivamente de accdo fisica, pode, em
alguns casos, ser auxiliado pela adicdo de agentes quimicos que, através da
coagulacdo-floculacao, possibilitam a obtencado de flocos de matéria sélida de maiores

dimensdes e, assim, mais facilmente decantaveis.

Apds o tratamento primdrio, a matéria poluente que permanece no efluente tem
dimensdes reduzidas, sendo normalmente constituida por coldides e matéria organica
dissolvida, ndo sendo por isso passivel de ser removida por processos exclusivamente

fisico-quimicos (Tchobanoglous et al., 2003).

1.2.1.3. Tratamento secundario

Ao tratamento primdrio seguem-se os processos de tratamento bioldgicos, também
designados por tratamento secundario, onde a matéria poluente coloidal e dissolvida é

degradada por microrganismos nos chamados reactores bioldgicos.

Na maioria dos reactores estdo normalmente presentes microrganismos aerdbios e
facultativos que apresentam uma elevada taxa de consumo de oxigénio, havendo por

isso a necessidade de promover o seu arejamento.

No tratamento secundario existem vdrias tecnologias que funcionam sobre principios
semelhantes, destacando-se os sistemas aerdbios intensivos, quer por biomassa
suspensa (lamas activadas), quer por biomassa fixa (leitos percoladores e discos

bioldgicos) (Tchobanoglous et al., 2003).



No sistema de lamas activadas, o efluente do tratamento preliminar é geralmente
encaminhado para o decantador primario, seguindo depois para o tanque de
arejamento, o qual recebe geralmente uma recirculacdo permanente de lamas a partir
do decantador secundario. O efluente é entdo conduzido para o decantador
secundario e a partir dai o efluente é descarregado numa linha de dgua. Uma parte da
fraccdo soélida (lamas) é recirculada para o tanque de arejamento e a parte restante é
eliminada do sistema para a linha de tratamento de lamas. A eficiéncia do tratamento
é optimizada com a recirculagdo das lamas para o tanque de arejamento, pois
aumenta a concentracdo de biomassa adaptada no tanque de arejamento, bem como

a velocidade a que o substrato organico é degradado.

O processo de injeccdo de ar ou oxigénio puro para promover a mistura da lama
biolégica com a agua residual no tanque de arejamento e fornecer o oxigénio
suficiente para os microrganismos degradarem os compostos organicos é conhecido

como arejamento.

As valas de oxidagdo sdo um tipo de sistemas por lamas activadas, em que os efluentes
organicos sdao misturados com uma cultura bacteriana em suspensao. A multiplicacdo e
aglomeracdo destes microrganismos constituem flocos de bactérias, que decantam

quando cessa a agitagdo.

O efluente saido do reactor biolédgico é constituido por uma grande quantidade de
microrganismos, sendo muito reduzida a matéria poluente remanescente. Os flocos
bioldgicos sofrem seguidamente um processo de sedimentagdao nos decantadores

secundarios.

Findo o tratamento secundario, as aguas residuais tratadas apresentam um reduzido
nivel de matéria organica, podendo na maioria dos casos, serem admitidas no

ambiente receptor (Azevedo, 2003).



1.2.1.4. Tratamento terciario

O tratamento tercidrio torna-se indispensdvel quando é necessdrio proceder a
desinfeccdo das aguas residuais tratadas e/ou a remocdo de determinados nutrientes,
como o azoto e o fésforo, que podem potenciar, isoladamente ou em conjunto, a
eutrofizacdo das dguas receptoras (Tchobanoglous et al., 2003). Os sistemas de
remoc¢ao de N e P ndo serdao abordados na presente dissertacdo, dado que para o
crescimento das microalgas é essencial a utilizacdo de um efluente que possua estes

nutrientes na sua composicao.

Entre as opg¢des de desinfeccdo contam-se geralmente trés tecnologias basicas: adigao

de cloro, adicdo de ozono ou canal de desinfecc¢do por radiacdo ultravioleta.

A cloragem é o sistema de desinfec¢do mais vulgar, sendo também o mais econédmico.
Este método é eficaz na eliminacdo de bactérias, porém, é pouco eficaz na eliminagao
de virus. Para além disso, os residuos da cloragem permanecem na corrente filtrada,

com graves inconvenientes ambientais (Tchobanoglous et al., 2003).

A desinfecgdao por ozono apresenta desvantagens semelhantes, embora a uma escala
menor. O ozono ndo se mantém muito tempo na agua. No entanto, formam-se no

processo subprodutos contaminantes que se mantém na agua tratada.

O sistema de desinfec¢ao por ultravioletas é uma tecnologia mais recente que nao
produz quaisquer residuos tdxicos e apresenta dptimos resultados na destruicdo de
virus e bactérias, sendo considerada actualmente como a solu¢ao mais adequada para

um tratamento terciario.

Neste processo o efluente é exposto a uma luz ultravioleta de um determinado
comprimento de onda e intensidade durante um determinado intervalo de tempo. A
eficicia deste processo depende da intensidade da luz ultravioleta, o tempo de

contacto e a turbidez do efluente. A radiacdo ultravioleta ndo consegue penetrar



solidos, dai existir a possibilidade da remocdo microbiana ndo ser completa se o
efluente apresentar teores elevados de sélidos em suspensdo. Alguns locais apenas
utilizam a radiacdo ultravioleta para efluentes com baixo teor em sdlidos

(Tchobanoglous et al., 2003).

1.3. Microalgas em Bioenergia e no Tratamento de Efluentes

1.3.1. Definicdao de microalga

Existem muitos modos de definir “microalga”. A ficologia considera que qualquer
organismo que contém clorofila a e um talo, ndo diferenciado em raizes, caule e
folhas, é uma alga. Na ficologia aplicada, o termo microalga refere-se estritamente a
algas microscopicas e as bactérias fotossintéticas aerdbias, as cianobactérias

(Tomaselli, 2004)

O mecanismo fotossintético das microalgas é comparavel ao das plantas terrestres,
mas devido a sua estrutura celular simples, e ao meio liquido em que vivem,
apresentam trocas mais eficientes de dgua, CO, e nutrientes do que as plantas
superiores, o que conduz a taxas mais elevadas de conversao de energia solar em

biomassa (Salisbury e Ross, 1985; Carlsson et al., 2007).

1.3.2. Perspectiva histdrica

A ideia de explorar microalgas a nivel industrial surgiu, pela primeira vez, na Alemanha,
durante a 2° Guerra Mundial, como fonte barata de proteinas, ja que a carne animal
era um bem escasso. Nas décadas de 50 e 60 foram feitos diversos esforcos na
optimizacdo de culturas de algas, nos EUA e Japdo, mas sem sucesso. Apenas na
década de 70 ocorreram grandes progressos, com a utilizacdo de culturas para a
producdo de pigmentos, suplementos alimentares e vitaminas para a industria

farmacéutica (Soeder, 1986).

Ainda nessa década, com as duas crises petroliferas de 1973 e 1979, o Departamento
de Energia dos EUA iniciou, em 1978, um programa de investigacdo do potencial de

microalgas para a producdo de biocombustivel em campos abertos. O primeiro passo



para explorar tal potencialidade foi dado, em 1978, pelo National Renewable Energy
Laboratory (NREL) e pelo Departamento Americano de Energia através da criagao de
um programa para desenvolver biodiesel a partir de microalgas, cultivadas em tanques
(sistema aberto). O programa ficou conhecido como Aquatic Species Program.
Contudo, o programa foi abandonado em 1996, devido a falta de financiamento, sem

atingir o objectivo para o qual foi criado (Sheehan, 1998).

Mais recentemente, com o aumento do pre¢o dos combustiveis fésseis e os receios
sobre a falta de abastecimento de matérias-primas energéticas, o interesse por esta
tecnologia renasceu, com diversas empresas (incluindo grandes petroliferas) a levarem
a cabo programas de desenvolvimento da producdo de microalgas. Estes trabalhos
focam-se no desenvolvimento de aplicacdes industriais e ambientais para microalgas,
nomeadamente a producdo de biodiesel, biohidrogénio, e mitigacdo de CO,. Estes
estudos tém também indicado que as microalgas podem ser utilizadas para a remoc¢ao

de nutrientes e metais pesados em efluentes (Sawayama et al., 1995).

As microalgas poderdo, em breve, adquirir um papel fundamental na industria, por
exemplo, na fixacdo de CO, proveniente da queima de combustiveis fdsseis, (a
producdo de 100 t de biomassa fixa aproximadamente 183 t de diéxido de carbono).
Este CO, poderd ser adquirido gratuitamente e utilizado no crescimento das

microalgas (Chisti, 2007).

Com a introducdo dos créditos de carbono, as empresas poderdo ser incentivadas a
fornecer gratuitamente o CO, féssil para obter créditos. Este factor podera melhorar a
economia de producdo microalgal. Outros factores de valorizacdo passam pelo
aproveitamento da biomassa microalgal e subprodutos resultantes de alguns

processos de extrac¢do.

Actualmente, as fontes mais rentdveis de aproveitamento das algas sdo as industrias
alimentares, farmacéuticas e de cosméticos. Seguem-se alguns exemplos (Spolaore et

al., 2006; Gouveia et al., 2010):



- Algas macroscépicas tém propriedades altamente nutritivas. Possuem
vitaminas A, B1, B2, B6 e C, e sdo ricas em potdassio, ferro, calcio e magnésio;

- Suplementes nutritivos ricos em microalgas como a Spirulina, Chlorella
(vitamina C) e Dunaliella (B-caroteno);

- Os pigmentos B-caroteno e astaxantina, produzidos a partir da Dunaliella salina
e Haematococcus pluvialis, respectivamente, substituem substancias quimicas
e agentes corantes;

- A alga Chondrus crispus produz uma substancia utilizada como estabilizadora

na produgao de lacticinios.

O objectivo de producado de biodiesel a partir de microalgas ricas em lipidos é visto por
alguns autores como invidvel, devido ao seu elevado custo, comprometendo a
industrializacdo do processo. Acredita-se, no entanto, que o objectivo serd alcangado
mediante o esforco na seleccdo das espécies de microalgas com elevado teor lipidico,
na compreensao da sua fisiologia e na melhoria da tecnologia de cultura de microalgas

(Dimitrov, 2007).

1.3.3. Crescimento celular e parametros que o caracterizam

O crescimento celular pode ser entendido como o aumento ordenado de todos os
componentes quimicos celulares. Durante o crescimento equilibrado (quando os
microrganismos se encontram completamente adaptados e inseridos num meio
adequado), a duplicacdo da biomassa é acompanhada da duplicacdo de todas as outras
propriedades mensuraveis (proteina, DNA, RNA, entre outras moléculas organicas). De
forma mais rapida e com menores custos, o crescimento é, normalmente, quantificado

em termos de massa ou niumero de células.

- Analise cinética das reacg¢Oes bioldgicas

Na analise cinética das reaccdes bioldgicas é util quantificar taxas e quocientes
metabodlicos pertinentes para proporcionar uma andlise rigorosa da remocdo de
nutrientes. As taxas volumétricas de formagdo e consumo, com dimensdes ML'3T’1,

bem como as taxas especificas, com dimens3o T, s3o as mais utilizadas. As primeiras
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sdo expressas por massa formada ou consumida por unidade de tempo e de volume de
liguido no bioreactor, enquanto as segundas se referem a uma massa formada ou
consumida por massa de biomassa total presente no reactor, por unidade de tempo

(Fonseca e Teixeira, 2007).

- Tempo de duplicacao

O tempo de duplicagdo (ty), ou tempo de geracdo, permite-nos calcular o tempo
necessario para a duplicacdo da cultura. E calculado através da divisdo da constante In

2 pela taxa especifica de crescimento p.

- Taxas volumétricas

Na presente dissertacdo calcularam-se as seguintes taxas volumétricas: TVSST (taxa
volumétrica de formacdo de biomassa), TVN (taxa volumétrica de consumo de azoto) e
TVP (taxa volumétrica de consumo de fésforo). A equacdo 1.1 permite o cdlculo de

uma taxa volumétrica (Fonseca e Teixeira, 2007).

1 .-1

r=mxv —xt (1.1)

Em que,

r — Taxa volumétrica (mg.I.d™);
m — Massa formada ou consumida (mg);
v — Volume do reactor (l);

t — Tempo de ensaio (d).

- Taxas especificas de consumo de substrato

As taxas especificas de crescimento e de consumo de substrato, que foram calculadas
através da equacdo 1.2, representam o substrato consumido por biomassa total no
reactor por tempo decorrido.

-1_:-1

g=m_xm xt (1.2)
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Em que,

q — Taxa especifica de crescimento ou de consumo de substrato (d™);
m; — Massa de biomassa formada ou do substrato consumido (mg);
mp — Massa de biomassa final no reactor (mg);

t — Tempo de ensaio (d).

- Quociente metabdlico de consumo de nutrientes por unidade de biomassa

formada

O quociente metabdlico de consumo de azoto ou fdsforo por unidade de biomassa
formada permite determinar o consumo de substrato necessdrio para se obter uma

unidade de massa de biomassa. Este cdlculo é efectuado através da equagao 1.3.

TVSt
Qs (1.3)

T TVh,
t
Em que,
gs — Quociente metabdlico de consumo de substrato;

S¢ — Unidade de substrato consumido no tempo t (mg S.d™);

b — Unidade de biomassa formada no tempo t (mg.d™).

- Taxa de remocao de nutrientes

Através da equacdo 1.4. é possivel elaborar um grafico que acompanha a evolugao das

proporcoes de remocao dos nutrientes ao longo do tempo de ensaio.

C
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Em que,
I - Taxa de remogdo de um nutriente (%);
C; — Concentrac3o inicial do nutriente (mg.I™);

Ct— Concentrac3o final do nutriente (mg.I™).

- Taxa especifica de crescimento

As taxas especificas de crescimento sdo normalmente representadas por g, com
excepcdo da taxa especifica de crescimento, que é representada pelo simbolo u. Esta
taxa representa a taxa de formagao de biomassa por unidade de biomassa existente no

bioreactor e por unidade de tempo (Fonseca e Teixeira, 2007).

O crescimento equilibrado apresenta, normalmente, uma cinética equivalente a uma

reaccao de primeira ordem igual a que é apresentada na equacao 1.5:

Em que,

dX/dt — Variacdo da concentragdo de biomassa em ordem ao tempo (mg.d'l);
X — Concentracdo de biomassa (mg.I™");

L - Taxa especifica de crescimento (d%);

t — Tempo de ensaio (d).

Na fase de crescimento exponencial, a equacao 1.5 pode ser integrada entre Xg e X, no
periodo de ensaio em que dura a fase de crescimento exponencial. Se se considerar
gue a fase de crescimento exponencial se inicia no tempo t, e termina no tempo t,

obtém-se a equacdo 1.6.:

In X, = InX,+u(t-t,) (1.6.)
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Em que,

X: — Concentragao de biomassa no tempo de ensaio t (mg.l'l);
Xo — Concentrag3o de biomassa no tempo de ensaio t (mg.I"™");
11 - Taxa especifica de crescimento (d™);

t —Tempo de ensaio (d).

A equacdo 1.6 corresponde a linearizacdo da equacdo 1.5 e apresenta como declive a
taxa especifica de crescimento. Na Figura 1.2 apresenta-se o aspecto grafico da

equacao 1.6.

InZ

In Xo

tempo (k)

Figura 1.2. — Regressao linear da curva de crescimento na fase de crescimento exponencial

- Cinética de crescimento em cultura descontinua

Considere-se um meio de cultura liguido com uma fonte de energia adequada, os
nutrientes necessarios, condi¢cdes quimicas e fisicas favoraveis em sistema fechado
(excepto a troca de gases). Se nele inocularmos uma populacdo de organismos e
seguirmos o seu crescimento ao longo do tempo conseguimos obter uma curva (Figura
1.1.) que mostra as varias fases caracteristicas do crescimento de popula¢des

microbianas (Richmond, 2004).
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tempao (h)

Figura 1.1. — Variagdo da biomassa numa cultura descontinua (Adaptado de FAO, 2011)

Fase de adaptacao (Fase Lag) (1 = 1y, em que Ly representa a taxa de morte):
trata-se de um periodo de adaptacao das células extraidas de uma cultura em fase
exponencial ou estaciondria para um meio fresco; esta fase é extensa na presenca
de toxicos, de nutrientes dificilmente metabolizaveis ou se o indculo for de

reduzida dimensado ou inadequado.

Fase de aceleragao do crescimento (L < pms): trata-se de um periodo onde as
células ja estdo adaptadas e comecam a multiplicar-se; a taxa especifica de

crescimento é inferior ao valor maximo.

Fase de crescimento exponencial (L = [insx): fase de crescimento acelerado onde o
valor da taxa especifica de crescimento se mantém constante, atingindo o seu

valor maximo.

Fase de desacelera¢ao do crescimento (L1 < pimsx): Nesta fase a concentragao de um
(ou mais) nutriente(s), tornar-se-a limitante, com o consequente decréscimo da

taxa especifica de crescimento.

Fase estacionaria — As populagdes raramente conseguem manter um crescimento
exponencial a altas velocidades durante um largo periodo de tempo, visto que o

crescimento esta limitado pelo esgotamento dos nutrientes ou pela acumulacdo de
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produtos inibitdrios do metabolismo. Como consequéncia a velocidade de
crescimento diminui e iguala a taxa de morte (u = pg). A populagdo de
microrganismos mantém, durante algum tempo, uma concentragao
aproximadamente constante de biomassa a custa da utilizacdo de reservas internas
de nutrientes ou dos nutrientes que sao libertados para o meio devido a lise de

outras células.

6. Fase de morte — A morte resulta do esgotamento de nutrientes da cultura de
microrganismos. A cinética de morte é também equivalente a uma reaccao de

primeira ordem.

1.3.4. Eficiéncia fotossintética

As microalgas sdo organismos fotossintéticos, isto é, necessitam da energia luminosa
para converter o CO, em energia quimica contida nas moléculas bioldgicas. A luz
utilizada situa-se na gama de 400 a 700 nm do espectro electromagnético e é
designada por radiacdo fotossintética activa (ou PAR, do inglés Photosynthetic Active

Radiation) (Grima et al., 1999).

A PAR corresponde a uma fraccdo da energia fornecida pelo sol (=45%) e depende da
latitude considerada, da hora do dia e da altura do ano e do clima. De maneira
simplificada, podemos representar a fotossintese pela equagao quimica 1.7, onde hv é

a energia de um fotdo da regido PAR (Salisbury et al., 1985):

n CO,+nH,0+ 8nhv — n(CH,0)+n O, (1.7.)

Relativamente a fotossintese, é possivel calcular o rendimento bioenergético de uma
dada cultura de microalgas. O rendimento bioenergético, ¥ (%), quantifica a
percentagem de energia luminosa que é convertida em energia quimica e pode ser
calculado como sendo o produto de W (g.KJ™?) pelo poder calorifico da biomassa, PC,

(KJ/g) (equacdo 1.8).
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w =y, x PC, x100 < PC, =ﬁ (1.8)
Multiplicando o PC, pela quantidade de biomassa produzida, temos a energia total na
biomassa Eg (KJ). Esta energia esta dependente da energia PAR, Epar (KJ), e da
eficiéncia do processo, Q (%). Epar € a quantidade de energia luminosa necessaria
(1/Wy) para produzir uma determinada quantidade de biomassa. Desta forma, é

possivel efectuar-se o balanco energético através da seguinte relacao:

E, = Eppy xQ (1.9)

Esta relacdo é importante, pois permite avaliar a quantidade de energia luminosa que
permanece no produto final. A eficiéncia fotossintética tem um valor maximo teérico
(Qteo) de =27% (Carlsson et al., 2007). O calculo desse maximo pode ser feito através da
equacdo 1.7: para se produzir uma mole de glucose (CgH1,06), por fotossintese, é

necessdria uma quandidade de energia de 2870 KJ (Mathews et al., 2000).

A energia média de uma mole de fotGes PAR (a 550nm) é calculada pela Lei de Planck e

é igual a 216,8KJ/mole.

A eficiéncia fotossintética (Q) de uma dada cultura de microalgas depende de factores
bioldgicos (Fpioisgico) cOMo a duragdo do fotoperiodo, a temperatura, a disponibilidade
dos nutrientes, a densidade celular, entre outros factores, e de factores tecnoldgicos
(Ftecnolsgico) COMO a transparéncia dos materiais, a orientagdo da cultura em relagdo ao
sol, a eficiéncia na recolha, a secagem da biomassa e a extrac¢do e conversdo do dleo

em biodiesel, caso seja esta a fileira energética que se pretende implementar. Assim:

Q = Qteo X ( Fbiolc’)gico ) x ( Ftecnolc’)gico ) (1 10)

As eficiéncias fotossintéticas medidas em culturas de microalgas raramente excedem
os 20% (por exemplo, 20% para Chlorella sp. e 21,6% para Phaeodactylum
tricornutum). Contudo, os valores mais correntes em culturas iluminadas naturalmente

rondam os 6% (Kok, 1952; Tamiya, 1957; Fernandez et al., 1998).
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1.3.5. Géneros e espécies de microalgas utilizados em Bioenergia e sua
importancia

Muitos autores classificam as algas em cinco grandes grupos (filos ou divisdes) que se

distinguem essencialmente pela coloragdo e pela natureza das substancias de reserva

(Guimaraes et al., 2009):

- Divisdo Cyanophyta ou Cyanobacteria;
- Divisao Clorophyta;

- Divisao Euglenophyta;

- Divisdo Rodophyta;

- Divisdao Cromophyta.

A espécie utilizada nos ensaios realizados no presente trabalho foi a Chlorella vulgaris.
E uma microalga unicelular de d4gua doce ou meios estuarinos, pertencente a divisdo
Clorophyta, ordem Chlorococcales e familia Oocystaceae. Apresenta forma de vida
unicelular ou colonial, e pode acumular pigmentos como clorofila a e b, B-caroteno e
xantofilas. A sua forma de reserva de carbono intracelular é o amido. Algumas espécies
de microalgas podem acumular lipidos, sob condigdes ambientais adversas. Este
fendmeno de acumulagdo estd relacionado com o stress nutritivo (falta de azoto ou
fésforo). No entanto, € um processo dificil de replicar, de forma consistente, em

laboratorio (Klok, 2010).

As microalgas, como qualquer fonte de matéria-prima energética, apresentam
vantagens e desvantagens (Becker, 1994; Chisti, 2007). Algumas das principais

desvantagens sdo as seguintes:

- Baixas densidades celulares;

- Pequena dimensao celular;

- A colheita implica elevados custos;

- Baixo rendimento ao ar livre;

- Vérios problemas na utilizagdo de bioreactores;

- Foto-inibicdo e evaporagao do meio quando exposto ao ar livre.
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Algumas das principais vantagens sdo as seguintes:

- A producdo é permanente ao longo do ano;

- Permite a utiliza¢dao de terrenos marginais;

- Na&o compete com as culturas alimentares;

- Permite a utilizagdo de dguas improprias para a agricultura (dguas residuais,
aguas salobras);

- O scale-up é relativamente simples;

- Permite o aproveitamento de nutrientes e gases actualmente em excesso nas
sociedades industrializadas. A taxa de crescimento elevada das microalgas
torna possivel satisfazer a procura de biocombustiveis utilizando uma porg¢do

de terreno e recursos inferior as culturas energéticas tradicionais.

O potencial das microalgas para producao de biocombustivel é grande. Algumas algas
produzem amido (que pode ser transformado em bioetanol), algumas poderao
produzir hidrogénio e outras tém elevados teores de lipidos que podem ser utilizadas

na producdo de biodiesel (Sheehan, 1998; Carlsson et al., 2007).

As microalgas sao uma excelente fonte de lipidos devido ao facto do seu conteido em
6leo poder ultrapassar 80% do seu peso total (peso seco), embora os niveis mais
comuns estejam entre os 20% e os 50% (Chisti, 2007). Esse teor pode aumentar em
algumas espécies de microalgas se as condi¢des de cultura forem modificadas, como
por exemplo, reduzindo a concentracdo dos elementos quimicos necessarios para o
crescimento e divisdo das células (azoto, fésforo, silicio). Deste modo o teor em lipidos

pode aumentar até duas vezes (lllman et al., 2000).

Actualmente, ja se conhecem as taxas de producdo de lipidos de varias espécies de

microalgas. No Quadro 1.1. sdo apresentados os conteddos em lipidos de alguns

géneros e espécies de microalgas.
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Quadro 1.1. Contetdo em dleo de alguns géneros e espécies de microalgas (Chisti,
2007; Gouveia e Oliveira, 2009)

Género/Espécie Conteudo em dleo (% peso seco)
Botryococcus braunii 25-75
Chlamydomonas sp. 25

Chlorella vulgaris 14-40/56

Crypthecodinium cohnii 20

Cylindrotheca sp. 16-37

Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54/65
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Spirulina maxima 4-9
Tetraselmis sueica 15-23

Num dos trabalhos de Chisti (2007) é calculado o espac¢o necessario para a instalagao
de culturas que alimentem 50% de todos os transportes dos EUA. Os valores
referentes as microalgas foram obtidos experimentalmente em reactores. Segundo os
valores apresentados neste estudo (Quadro 1.2.), as culturas de microalgas sdo

potenciais candidatos a fornecer todo o biodiesel do territério americano.

Quadro 1.2. Produgdo e espago de instalagdo de varias culturas (Chisti, 2007)

Fonte Oleo (L/ha) Mha
Milho 172 1540
Soja 446 594
Canola 1190 223
Jatropha 1892 140
Coco 2689 99
Oleo de Palma 5950 45
Microalgas a) 136900 2
Microalgas b) 58700 4,5

a) 70% em dleo
b) 30% em dleo



E importante também referir, ainda que de modo ligeiro, os principais processos de

recolha de microalgas e os processos de extracgao de 6leos.

Os métodos mais utilizados para a recolha da biomassa algal sdo os seguintes

(Borodyanski e Konstantinov, 2002; Bosma, 2006):

- Centrifugacao;
- Floculagao;

- Ultrasons.

Existem varios processos de extracgao que normalmente sdo precedidos por uma fase
de esmagamento mecénico para facilitar a extrac¢do. Estes processos sdo os seguintes

(Richmond, 2004; Li et al., 2008):

- Solventes orgénicos (extraccdo com solvente como o n-hexano);

- Via enzimatica (degradacdo da parede celular por via enzimatica);

- Prensagem (por vezes utilizado em conjunto com solventes organicos);

- Choque osmoético (uma subita reducdo da pressdo osmética provoca a
rupturas das células);

- Fluidos super-criticos (métodos semelhante a extrac¢dao por solvente, mas
utilizando fluidos em situacdo super-critica);

- Ultrasons (utilizados em conjunto com muitos processos para acelerar o

processo de ruptura e extrac¢cdo do conteudo celular).

1.3.6. Meios de cultura

O crescimento fotossintético requer luz, didéxido de carbono, agua e sais inorganicos. A
temperatura aconselhada, para maximizar o crescimento, situa-se entre os 20 e os
30°C. De forma a minimizar os custos associados ao fornecimento de luz a cultura, o

crescimento deve depender da luz solar, apesar das varia¢Oes didrias e sazonais.
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A fonte luminosa pode ser a luz solar ou uma fonte artificial, o diéxido de carbono e
oxigénio sdo introduzidos através de bombagem de ar ou gases. A Figura 1.3.
apresenta um fluxograma representativo da cadeia de processos no cultivo das

microalgas.

Luz Solar

(Cultura inicial) Oxigénio

Solugéo de nufrientes + Biomassa

)

Dioxido de Tanque de o
carbono mistura Extracgdo
3 Biomassa
Secagem
Solucio de nutrientes l

Biomassa pronta a ser
transformada

Figura 1.3.- Cadeia de processos no cultivo de microalgas (Adaptado de FAO, 2011)

Os meios de cultura podem ser:

- Completamente sintéticos;

- Aguas naturais enriquecidas com minerais (dgua marinha suplementada com
fertilizantes ricos em nitrato e fosfato sdo muitas vezes utilizados para o
crescimento de microalgas marinhas);

- Aguas residuais.

Apesar de existirem varios meios de cultura com constitui¢cdes distintas, na escolha de
gualquer um destes deve ter-se em consideracdo os seguintes aspectos (Vonshak,

1986):
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- Concentracdo salina (deve depender do habitat original da microalga);

- Fonte de carbono. Visto que 50% da biomassa é constituida por carbono, uma
fonte constante é de uma importancia vital para o crescimento. O carbono
pode ser fornecido como CO, gasoso;

- Fonte de azoto. E essencial escolher uma fonte adequada e econdmica de
azoto. Nitrato e azoto amoniacal sdao dos mais utilizados dependendo da
espécie e do seu pH 6ptimo;

- No meio de cultura é importante incluir os restantes elementos essenciais:
Potdssio, Magnésio, Sddio, Sulfato e Fésforo (fosfato);

- O pH éptimo do meio;

- Existéncia de elementos vestigiais (cobalto, zinco, cobre, ferro etc.). E usado o
EDTA para ajudar na solubilizagdo de alguns destes elementos;

- Adicdo de componentes organicos e substancias que promovem o crescimento
(vitaminas, hormonas, etc.);

- Baixo custo e alta disponibilidade.

Um dos factores importantes nos meios de cultura é a razao N:P. Esta razdo pode
determinar ndo sé o potencial de produtividade como a dominancia de uma dada

espécie. E através desta razdo que se chega ao conceito de nutriente limitante.

A razdo nutritiva éptima é normalmente dada pela razdo de Redfield, a qual é a
seguinte: 106C:16N:1P. Estas propor¢des sao consideradas dptimas para o crescimento
da generalidade microalgas. A razdao N:P 6ptima de 16 para 1 dd um ponto de partida
para posteriores estudos de limitagdes nutricionais. Razdes inferiores a esta indicam
uma limitacdo de azoto e razdes superiores indicam uma limitacdo de fdsforo. As
mudancas das concentracbes de nutrientes provocam uma altera¢do no crescimento
normal destes microrganismos, sendo consideradas como um dos factores

importantes na maximizagcao do crescimento.

A produtividade de culturas foto-autotroficas (em condi¢des éptimas de nutricdo) esta
limitada principalmente pela disponibilidade da luz e pelas dificuldades da conversao

energética, devido a ma distribuicdo da luz no interior das culturas. Na superficie, a
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intensidade luminosa é alta, mas a absorcdo e reflexdo resultam na diminuicdo da
intensidade luminosa e dificuldades de a obter dentro das culturas. A eficiéncia
fotossintética é boa a superficie, mas em profundidade é afectada pela fraca
penetracao da luz. A maioria dos estudos de producgado é feita em reactores com fonte
de luz natural (Eriksen, 2008). Nestes reactores, a limitacdo que advém da ma

distribuicao luminosa pode ser minimizada através de uma boa mistura da cultura.

1.3.7. Métodos de cultivo

Existem dois tipos de estratégia de cultura de microalgas: as culturas ditas “abertas”
(em tanques ou lagoas a “céu aberto”) e as culturas ditas “fechadas” (em reactores)

(Borowitzka, 1999).

Um fotobioreactor é um sistema usado para a cultura de células fotossintéticas, como
as microalgas, que utiliza uma fonte luminosa natural ou incorpora uma fonte

luminosa artificial.

1.3.7.1. Sistemas “abertos” de cultura de microalgas

Este tipo de sistema consiste em tanques abertos ao ar livre que utilizam a luz do Sol e
nos quais a cultura de microalgas é mantida em circulacdo por pas mecanicas até

atingir a densidade pretendida.

Culturas ao ar livre podem ser classificadas em locais naturais (lagos ou lagoas) ou
locais artificiais (lagoas raceway, lagos circulares ou tanques). Actualmente, a op¢ao

mais utilizada passa pelas lagoas raceway.

Uma lagoa raceway, representada na Figura 1.4., é constituida por um canal fechado
de circulacdo que tem, tipicamente, uma profundidade de 0,3 m. A mistura e
circulacdo da cultura de microalgas estdo a cargo de um rotor. Os canais sdo
construidos em cimento ou terra compactada e podem ser revestidas com material de

cor clara para melhorar a reflexao da luz.
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Durante o dia, o meio de cultura é introduzido continuamente a frente do rotor onde a
corrente se inicia. As microalgas sao retiradas atrds do rotor, ao completar o trajecto.
O rotor é mantido sempre em movimento para evitar a sedimentagdo (Chisti, 2007,

Ugwu et al., 2008).

Estes sistemas de cultura requerem grandes areas de cultivo e ndo permitem um
controlo adequado das condicbes de cultura (temperatura, luminosidade,
concentragdes gasosas, entre outros factores), tornando-se impossivel manter uma
monocultura. Contudo, o crescimento neste tipo de tanques ndo requer dispendiosos

processos de esterilizagdo ou limpeza do espacgo de cultura.

Harvest Feed Paddlewheel

f

(———
(—— l

Baffle Flow Baffle

Figura 1.4. — Diagrama de uma lagoa raceway (Chisti, 2007)

1.3.7.2. Sistemas “fechados” de cultura de microalgas

Este modelo de cultura apresenta muitas vantagens quando comparado com as
culturas abertas, como sejam o maior controlo sobre as condi¢cdes de cultura,
possibilidade de cultivar diferentes espécies de microalgas, reduzido risco de
contaminacdo, baixas perdas de agua, ou ainda as reduzidas perdas de CO, introduzido

gue, no seu conjunto, se reflectem numa produtividade superior por unidade de area.
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Embora seja possivel cultivar microalgas num reactor ao longo de todo o ano, a
temperatura e a luz disponivel (se natural) limitam a sua utilizagdo ou obrigam ao
recurso a sistemas mais ou menos sofisticados de arrefecimento e de iluminacdo
artificial, com ébvio impacto no custo operacional. Os reactores podem ser arrefecidos
por aspersdo de dgua nas superficies expostas a luz solar ou por passagem da cultura

em banhos mais frescos (Fernandez et al., 1998; Hall et al., 2003).

A agitacdo da cultura é importante de modo a garantir a iluminagao uniforme de todas
as células em suspensdo. Nos reactores essa é efectuada mecanicamente, através de

bombas, pas rotativas, ou através da injec¢do de ar e CO,.

Os parametros que afectam a configuracdo do reactor sdo: a iluminagdo, a relacdo
entre a superficie iluminada e o volume de cultura (uma vez que a eficiéncia
fotossintética e produtividade de biomassa dependem directamente da luz), a troca de
gases com o meio de cultura (fornecimento de CO, e remoc¢do de oxigénio) e area
instalada. Em consequéncia, podemos encontrar vdrios tipos de fotobioreactores
fechados, com diferentes tipos de geometrias, dimensdes, materiais e principios de

funcionamento (Carvalho et al., 2006).

A Figura 1.5. apresenta os diferentes tipos de concepc¢do de reactor que podem ser

encontrados actualmente.
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Figura 1.5. — Diferentes fotobioreactores existentes

Os reactores tubulares sdo os sistemas mais utilizados, sendo basicamente
constituidos por tubos dispostos em varias orientacdes possiveis. Deste modo, existem
fotobioreactores tubulares verticais, horizontais, helicoidais ou ainda em alfa. Os
fotobioreactores tubulares sdo construidos com materiais transparentes rigidos,
geralmente em acrilico. No entanto, também podem ser constituidos por grandes
sacos de polietileno de baixa densidade. Estes ultimos, embora mais frageis, sdo mais
baratos, sendo geralmente utilizados na produgdo de indculo para volumes superiores
de cultura ou para producdo de microalgas para alimentar bivalves e crustdceos em

aquacultura (Grima et al., 1999; Ugwu et al., 2008).

O maior problema dos fotobioreactores tubulares é a eficiéncia luminosa, que é
prejudicada pela curvatura da superficie dos tubos. Isso faz com que parte da luz solar
incidente a superficie do tubo seja reflectida, ndo sendo aproveitada para o

crescimento da biomassa.

Os fotobioreactores tubulares horizontais permitem um melhor aproveitamento da luz

(relativamente a orientacdo vertical) necessitando, no entanto, de uma grande area
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instalada. A disposicdo horizontal dos tubos também levanta dificuldades
relativamente a introdugdo de CO; e a remoc¢do do O,. A movimentag¢do da cultura é
realizada por bombas que a impulsionam através da tubagem. Este sistema é utilizado
com sucesso desde 1999, na Alemanha (em Klotze), na produgao de Chlorella como

suplemento alimentar (Algomed, 2008).

Nos fotobioreactores tubulares helicoidais a disposicdo dos tubos garante uma
utilizacao da luz solar mais eficiente, sem no entanto necessitar de muita area de
instalagao. Estes fotobioreactores sao normalmente construidos em mangueira de
polietileno de pequeno diametro (30 mm) enrolado em torno de um eixo vertical, os
quais podem adoptar uma geometria cilindrica ou cénica. Todavia, tal como os
fotobioreactores horizontais, a troca gasosa deverd ser feita através de um
permutador de gases, o que dificulta a tarefa de aumento de escala (scale-up) deste

tipos de reactores.

Os fotobioreactores tubulares verticais sdo menos eficientes relativamente a utilizacao
da luz solar. Contudo, estes reactores apresentam uma relacdo favoravel de volume de
cultura relativamente a area instalada. Outra vantagem reside na simplicidade do
sistema de agitacdo: este é normalmente realizado através da injec¢do de ar na parte
inferior da coluna. Desta forma, é possivel homogeneizar o meio de cultura que
contém as microalgas, fornecendo simultaneamente o CO, necessario a fotossintese e
removendo de forma eficiente o O, resultante desta. A questdo da eficiéncia luminosa
é por vezes resolvida recorrendo a iluminacao artificial externa ou colocada no interior

do mesmo.

Os fotobioreactores tubulares em alfa devem o seu nome a disposi¢cao dos seus tubos
e reunem por isso algumas das vantagens dos reactores horizontais e verticais, como
seja a eficiéncia luminosa, as trocas gasosas e uma boa relagdo volume/area instalada.
Este reactor é constituido por tubos verticais paralelos cujos topos (inferior de um e
superior de outro) estdo unidos por tubos obliquos (cerca de 45°). A cultura é mantida

em movimento por sistemas de borbulhamento de ar do tipo airlift que arrastam a
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cultura para os topos dos tubos verticais onde se escoa pelos tubos obliquos até a base

do outro tubo vertical. A sua complexidade dificulta o seu scale-up.

Os reactores de painel plano sdo fotobioreactores constituidos por finos painéis de
vidro, acrilico ou PVC entre os quais circula a cultura de microalgas, sendo
especialmente concebidos para aproveitarem ao maximo a luz incidente (Barbosa,

2003).

A circulacdo da cultura é garantida por borbulhamento de ar na base do painel ou por
bombagem. Este sistema de cultura, a semelhanga dos restantes reactores iluminados
pela luz solar, deve dispor de sistemas de refrigeracdo seja por aspersdo de agua, seja
pela presenca de um painel duplo através do qual circula o liquido de refrigeracdo. A
relacdo entre o volume de cultura e a drea instalada ndo é, todavia, favordvel para este
sistema, sendo a sua construcdo relativamente complexa (Doucha e Livansky, 2006;

Eriksen, 2008; Ugwu et al., 2008).

Os reactores do tipo fermentador sdo sistemas de cultura fechados, geralmente
iluminados artificialmente e agitados mecanicamente, usados para producdo de
microalgas a escala laboratorial (Li et al., 2003). Estes reactores permitem o controlo
guase total dos pardmetros de cultura (luz, temperatura, gases, agitacdo, pH, etc.),

mas dada a sua complexidade sdo sistemas caros.

1.4. Aimportancia das microalgas na depurag¢ao de aguas residuais

1.4.1. O azoto e o fosforo

O fésforo pode ser encontrado dissolvido na dgua sob a forma de fosfato (PO4), a Unica
forma que pode ser assimilada pelos seres vivos, ou na forma suspensa, incorporado
nas estruturas celulares (fésforo organico). E um elemento com um ciclo geoldgico
simples e que muitas vezes é um nutriente limitante para os ecossistemas devido a sua

facil imobilizacdo nos solos ou nos sedimentos.
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A seguir ao carbono, o azoto é o nutriente que mais contribui para a producdo de
biomassa. A resposta tipica a falta de azoto é a descoloragdo das células microalgais
(diminuicdo das clorofilas e aumento dos carotendides) e acumulacdo de compostos

como polissacaridos e hidrocarbonetos.

As principais formas de azoto que podemos encontrar nas aguas sao o azoto Kjeldahl,
o0 azoto amoniacal (NH4"), os nitritos (NO,’) e os nitratos (NO3’). No azoto Kjeldahl e no
azoto amoniacal, o azoto encontra-se na sua forma mais reduzida. Sdo estes
compostos que necessitam de maior quantidade de oxigénio (fornecido pelo meio

aquatico) para se oxidarem, ou seja, passarem a uma forma mais estavel (os nitratos).

Os fendmenos de oxidacao e redugao das diferentes formas de azoto sdo conhecidos

como nitrificacao e desnitrificacdo bioldgica, respectivamente.

A nitrificacdo biolégica é o fendmeno segundo o qual as formas de azoto orgénico e
amoniacal, presentes na agua residual, sdo oxidadas a nitratos. O processo de

nitrificacdo ocorre em dois passos (equac¢des quimicas 1.11 e 1.12):

a) Nitritagdo — oxidagao do azoto amoniacal a nitritos, fundamentalmente sob a

acgao de bactérias do género Nitrosomonas.

2 NH; +3 0,-->2 NO, +2 H,0 + 4 H' + Biomassa (1.11)

b) Nitratagdo — oxidagdo dos nitritos a nitratos, fundamentalmente sob a ac¢ao de

bactérias dos géneros Nitrobacter e Nitrospira.

2 NO; + O, --> 2 NO3 + Biomassa (1.12)

A desnitrificacdo biolégica corresponde a reducdo dos nitratos até a forma de azoto
molecular. E um processo andxico promovido por organismos heterotréficos, como é o

caso de bactérias do género Pseudomonas.

NOsz + CBOs --> N, + CO, + H,0 + OH™ + Biomassa (1.13)
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1.4.2. Remocgdo bioldgica de nutrientes

A remogado biolégica de nutrientes consiste, como o nome indica, na remogao de
nutrientes dos efluentes por via bioldgica. Existem também vias quimicas de remogao

gue nao serdo discutidas no presente trabalho por estarem fora do seu objectivo.

A remocao bioldgica de azoto é um processo de dois passos. No passo da nitrificacao, o
efluente secundario entra no tanque de arejamento onde as bactérias nitrificantes
proliferam. Estes microrganismos convertem o azoto amoniacal em nitratos. No
segundo passo, as bactérias desnitrificantes facultativas, funcionando em ambiente

anodxico, reduzem os nitratos a azoto molecular que se difunde para a atmosfera.

A remocdo de fosforo é tipicamente feita por precipitacdo quimica (coagulagdo-
floculagao), utilizando substancias como o ferro ou aluminio. Este método, apesar de
eficaz, é economicamente dispendioso e causa o excesso de producdo de lamas com
concentragdes elevadas do metal utilizado na coagulagdo-floculagdo. A via bioldgica
consiste na utilizacdo de bactérias acumuladoras de fosfatos. Estas bactérias
conseguem absorver até 20% do seu préprio peso em fosfatos e sdo depois valorizadas
como adubo. No entanto, o custo e a baixa fiabilidade deste processo ndo permitem a

sua maior utilizacdo (Azevedo, 2003).

1.4.3. O papel das microalgas na remogao de nutrientes

Nos sistemas de tratamento de daguas residuais que recorrem a microalgas, as
populacdes de microrganismos sdo constituidas por popula¢cées mistas de microalgas,
bactérias e zooplancton (predadores). A relagdo entre as microalgas e as bactérias é
simbidtica no sentido em que o oxigénio, proveniente da fotossintese, é utilizado pelas
bactérias para biodegradacdo aerdbia dos compostos organicos. Neste processo, o
carbono organico é transformado em CO, que depois vai ser assimilado pelas

microalgas (IBGE, 2004).

O crescimento das popula¢Ges de microalgas esta dependente da disponibilidade de

nutrientes no meio. Estes microrganismos acumulam azoto e fdsforo e transformam-
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nos em substancias de reservas que podem ser convertidas em produtos com valor
comercial. A grande vantagem esta no facto de as microalgas possuirem a capacidade
de assimilar os nutrientes solliveis em quantidades maiores do que as necessdrias para
0 seu crescimento imediato. Juntamente com a sua capacidade de absorverem
contaminantes, como os metais pesados, as microalgas sdo microrganismos com um

potencial elevado para a depuragdo de dguas residuais (Dinis et al., 2004).

Este conceito comecou a ser investigado no fim dos anos 50 (Goluecke et al., 1957). O
sistema testado era constituido por uma série de lagoas de estabilizacdo onde eram
cultivadas as microalgas. Estas infra-estruturas tiveram utilizacdo a escala piloto na
Universidade de Berkeley, na Califérnia (Oswald, 1990; Green et al., 1995a; Oswald,
1995; Green et al., 1995b; Green et al., 1996).

No Quadro 1.3 estdo reunidos alguns dos exemplos mundiais da utilizacdo de

microalgas na depuracdo de aguas residuais.

Quadro 1.3 — ETARs que utilizam microalgas na depuragdo de aguas residuais
(Gonzalez, 2005)

, . Produtividade

Pais Influente Microalga (g.mz. d'l)

Israel Domeéstico Scenedesmus, Euglena e 44,2
Chlorella

Taiwan Suinicultura Spirulina e Chlorella 15,0 - 25,0

india Doméstico Spirulina 10,0 - 12,0

india Melago Scenedesmus 15,0- 20,0

Tailandia Tapioca Spirulina 7,0-10,0

Singapura Suinicultura Varias 54-5,0

E.U.A. Gado Chlorella 30

Malasia Coco Chlorella 2,7-12,8

Brasil Doméstico Scenedesmus e Chlorella 10,0 - 27,0

Uma das técnicas mais utilizadas, e promissoras, é a depuracdo através da imobilizacdo
de células vivas. O conceito advém das dificuldades existentes em separar a biomassa

do meio liquido, visto a filtracdo e a centrifugacdo ndo serem rentdveis para grandes
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volumes de meio de cultura. O objectivo final é a depuracdo das 3aguas e
simultaneamente manter o suporte da biomassa fixo, resolvendo o problema de
separacdo da biomassa do meio liquido. Esta técnica foi introduzida em 1985, com o
objectivo de se efectuar o tratamento de dguas residuais (De la Noue e Chevalier,

1985; De la Noue et al., 1992; De la Noue De Pauw, 1998).

Estdo definidas seis técnicas de imobilizagao: imobilizagao covalente, imobilizagdo por
afinidade, adsorcdo, captura em emulsao liquido-liquido, captura em membrana semi-
permedvel e imobilizacdo em polimeros (Mallick, 2002). Estes tipos de imobilizacdo
podem ser considerados passivos, se utilizam a capacidade natural dos organismos de
aderirem a determinadas superficies, ou activo, se forem utilizados agentes

floculantes, captura quimica ou imobilizagdo em matrizes gelatinosas.

1.4.4. Crescimento de microalgas em aguas residuais

O trabalho de Singh e Dhar (2007) comparou cinco espécies de microalgas em relacdo
ao seu potencial para remoc¢do de azoto e fdésforo de uma agua residual apds

tratamento secundario.

Utilizou um fotoperiodo de 16 h (luz)/8 h (escuro), luminosidade de 3000 lux,
temperatura de 28°C e indéculo de 0.1 de densidade 6ptica (medido a 750 nm). O

efluente tinha um pH = 7,15 e uma concentracdo em NOs de 0,57 mg.I™.

Os resultados obtidos neste estudo encontram-se resumidos no Quadro 1.4.

Quadro 1.4 — Peso seco e percentagem de remogao de NOs e P (Singh e Dhar, 2007)

Tempo =25 dias | Peso seco (mg.I™) il PO LIEEOEE
NO3 P
Nosctoc muscorum 865,3 73,8 52,0
Anabaena variabilis 601,8 23,4 62,0
Oscillatoria princeps 471,9 78,6 67,7
Plectonema sp. 687,6 55,2 47,5
Chlorella vulgaris 30,5 53,8 49,6
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O autor concluiu que a Oscillatoria princeps foi a microalga que obteve taxas de
remogao mais elevadas. No entanto, o seu peso seco, no final do ensaio, foi o segundo
mais baixo dos pesos secos determinados para as microalgas estudadas. A microalga

que foi mais eficiente na remogao e no crescimento foi a Nostoc muscorum.

O trabalho de Shi (2007) apresenta uma técnica inovadora que consiste na
imobilizagdo por dupla camada. As microalgas sao imobilizadas por adsor¢ao num
suporte microporoso, ultrafino e humido (camada suporte). Por baixo desta camada é
colocada uma outra, de tecido fibroso macroporoso (camada origem), que fornece o
meio de cultura. Os microrganismos estdo assim separados efectivamente do meio de

cultura permitindo, no entanto, a difusdo de nutrientes.

Os resultados indicam uma remogado de nitratos e fosforo superior a 90% ao longo de
nove dias de ensaio. As espécies utilizadas foram a Chlorella vulgaris e Scenedesmus

rubescens.

Ruiz-Marin e Mendoza-Espinosa (2008) colocaram a microalga Botryococcus braunii a

crescer numa agua residual com as caracteristicas apresentadas no Quadro 1.5.

Quadro 1.5 — Constitui¢cdo da agua residual utilizada no trabalho de Ruiz-Marin e
Mendoza-Espinosa (2008)

Parametro Valor analitico
Nitratos 0,9 mg.dm'3
Nitritos 0,14 mg.dm'3
Fosfatos 11,5 mg.dm?

cQo 49,7 mg 0,.dm™
Condutvidade 978 uS.cm™
pH 7,6

No final do ensaio registou-se uma taxa de crescimento de 0,13 d?, e uma
produtividade de 12 mg.dm>.d. A biomassa extraida apresentava 12,54% de

proteinas, 17,85% de lipidos totais e 1,91% de hidrocarbonetos.
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Em 2010, Ruiz-Marin et al. publicaram de novo na area das microalgas e aguas
residuais. Neste trabalho utilizaram as espécies Chlorella vulgaris e Scenedesmus
obliquus imobilizadas em esferas de alginato calcificado e ndo imobilizadas. Realga-se

que as células imobilizadas acumularam 28% em lipidos, ao fim de 150 h.

Os principais resultados obtidos neste estudo encontram-se resumidos no Quadro 1.6.

Quadro 1.6. Taxas de crescimento e remog¢ao de NH; e PO, obtidas no trabalho de
Ruiz-Marin et al. (2010)

Taxa de Taxa de remogao | Taxa de remogao
crescimento (d7) NH,4 (%) PO, (%)

Ch{orellq 'vulgarls 0,11 80,0 533
imobilizada

Scene.desm'l{s obliquus 0,157 96,6 55 2
imobilizada

Chlorella vulgaris livre 0,377 60,1 80,3

Scenedes;:\v/t:: obliquus 0,401 100,0 833

Dos dados experimentais registados é possivel concluir que a microalga Scenedesmus
obliquus é a melhor candidata para testes posteriores. Esta microalga apresentou, sob
a forma imobilizada e livre, melhores taxas de crescimento e remo¢do de nutrientes.
As culturas de microalgas apresentaram ambas melhores resultados com crescimento
livre. No entanto, uma vez que as taxas de remocdo do crescimento imobilizado
aproximaram-se das mesmas com crescimento livre, o trabalho futuro podera
aprofundar a imobilizacdo, caso esta técnica apresente vantagens econdmicas ou

tecnolégicas.

No Quadro 1.7. sdo apresentadas taxas especificas de crescimento obtidas por varios

autores que cultivaram a microalga Chlorella vulgaris em aguas residuais tratadas.
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Quadro 1.7. Taxas de crescimento e respectivas temperaturas de ensaios de varios

autores
Meio | Temperatura p(d?) Referéncia bibliografica
a) 24° 0,271 Lau et al. (1995)
b) 24° 0,420 Lau et al. (1997)
c) 25° 0,170 Lim et al. (2010)
d) 20° 0,432-1,320| Gonzalez et al. (2010)

a) Agua residual apds tratamento secundario

b) Agua residual apés tratamento primario

c) Agua residual apds tratamento terciario

d) Agua residual apés tratamento secundario bioldgico

Os resultados do Quadro 1.7. estao em linha com os outros resultados encontrados na
bibliografia. O resultado que se destaca é a gama de taxas de crescimento no artigo de

Gonzalez et al. (2010).

1.4.5. Efeito da intensidade luminosa e fotoperiodo no crescimento
microalgal

As microalgas no ambiente natural estdo expostas a uma variedade de condi¢Ges
ambientais. Estas condi¢cdes sofrem variagdes segundos dois ciclos: o circadiano
(variacoes de luz e temperatura num ciclo de 24h) e o sazonal (variacdo anual que estd
dependente da zona geografica e climatica). A capacidade de adaptacdo é a chave da
resiliéncia destes organismos. Por vezes as reaccdes de aclimatacdo incluem mudancas
nos fendmenos de formacgdo e degradacdao dos fotossistemas, em resposta as
altera¢cdes na qualidade e intensidade da luz. Estes fotossistemas sdo complexos
proteicos (enzimas) que utilizam a energia luminosa para reduzir as moléculas durante
a fotossintese (Richmond, 2004). Estas mudancgas permitem equilibrar a producdo de

adenosina trifosfato (ATP) para evitar o aumento de stress celular.

As culturas de microalgas requerem o controlo rigoroso de todos os factores de

crescimento: nutrientes, pH, temperatura, concentracdo de CO,, O,, e luz. Para
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optimizar o crescimento é necessario compreender o comportamento dos

microrganismos sob diferentes condi¢des ambientais.

A fotossintese pode ser caracterizada como uma reacg¢do redox catalisada pela energia
luminosa e que transforma diéxido de carbono e agua em glicidos e oxigénio. Esta
reacgao esta dividida em duas fases, a fase luminosa e a fase escura. A fase luminosa
ocorre nas membranas fotossintéticas, onde a energia luminosa é convertida em
energia quimica formando um redutor, NADPH,, e ATP. A fase escura ocorre no
estroma, onde o NADPH, e o ATP sdo utilizados na reducdo do CO, para glucidos

(Richmond, 2004).

Esta mudanca de fase é necessaria porque existem estruturas essenciais que so
funcionam numa das fases. E este equilibrio entre fendémenos anabdlicos e catabdlicos
gue permite o desenvolvimento das microalgas. Na utiliza¢do industrial, a aplicacdo de
um fotoperiodo permite a poupanca energética durante as horas da fase escura, pois

ndo seria economicamente vidvel a manutengao de 24h de luz.

Na zona de baixa radidncia (zona limitante), a relacdo da taxa fotossintética com a
intensidade luminosa é linear. Com o aumento da intensidade luminosa, a fotossintese
torna-se mais eficiente, até atingir o valor de saturacdo. Sob prolongada saturacdo
luminosa, as taxas fotossintéticas tém tendéncia a diminuir, devido a um fendmeno

conhecido como fotoinibicdo (Bouterfas et al., 2006).

Do ponto de vista abidtico o crescimento depende de trés factores principais: luz,
temperatura e nutrientes disponiveis. Se considerarmos um meio sem limitacdes de
nutrientes, a eficiéncia do crescimento microalgal é determinada pela intensidade
luminosa e pela temperatura. De entre as variaveis luminosas, o fotoperiodo influencia
os ritmos circadianos da fotossintese, a respiracdo, a divisdo celular e o ritmo de

crescimento.
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No estudo de Bouterfas et al. (2006), foi analisado o efeito da alteracdo do fotoperiodo
e intensidade luminosa nas espécies Selenastrum minutum, Coelastrum microporum,

Cosmarium subprotumidum.

No estudo de alteracdo da intensidade luminosa concluiu-se que a taxa de crescimento
aumenta com a intensidade luminosa até atingir a taxa de crescimento maxima que
corresponde a intensidade luminosa dptima. A partir deste ponto verificou-se uma
saturacdao luminosa e foi confirmada a existéncia de fotoinibicdo nas trés espécies.
Verifica-se entdo que a taxa de crescimento maxima corresponde a intensidade

luminosa ideal e valores acima ou abaixo deste afectam negativamente o crescimento.

O ensaio de Bouterfas et al. (2006), em que se fez variar o fotoperiodo, mostrou que o
crescimento maximo se verifica sob radiancia constante (24 h). No entanto, a partir
das 15 h de radiancia a variagao no crescimento ficou cada vez mais imperceptivel. O
autor afirma entdo que as 9h na auséncia de luz sdo suficientes para a fase escura da

fotossintese.

1.4.6. Efeito da temperatura no crescimento microalgal

A velocidade de uma reaccdo quimica estd dependente de varios factores (pressao,
energia de activacdo, etc.), entre os quais se encontra a temperatura. Normalmente,
um aumento na temperatura é acompanhado por um aumento na velocidade de
reaccdo. A temperatura é uma medida da energia cinética do sistema, logo
temperaturas elevadas implicam médias de energia cinética mais elevadas e mais

colisGes por unidade temporal (Jones e Atkins, 2000).

As reaccbes metabdlicas de todos os seres vivos sdao regidas por estruturas e
compostos que dependem da velocidade das reac¢des quimicas associadas. Para cada
conjunto de reacgdes (processos metabodlicos) existe uma temperatura ideal associada.
Por norma, a partir da velocidade basal, um aumento na temperatura provoca,

respectivamente, uma aceleracao dos fendmenos associados (Sadava et al., 2009).
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Temperaturas entre 15 e 25°C sdo aceites como Optimas para o crescimento microalgal
e temperaturas inferiores resultam em menor crescimento e menores taxas
metabdlicas. No entanto, a temperatura ideal especifica varia de uma espécie para
outra. Enquanto se pode esperar que a taxa fotossintética e absorcao de nutrientes
sejam mais baixa a temperaturas mais baixas, existirdo microalgas aclimatizadas a
estas condigdes que podem atingir taxas de crescimento e remogao elevadas dadas as
restantes condicdes serem ideais. E de notar que em climas humidos, onde a
evaporacdo é inibida, podera haver um aquecimento em excesso do meio aquatico, o

que pode ser nocivo para os microrganismos (Soeder, 1981).

No trabalho de Chinnasamy et al., (2009) foi avaliado o crescimento da espécie
Chlorella vulgaris sob diferentes condicdes de temperatura e CO,.Foram testadas
concentragdes de CO, numa gama de 0.036% (valor normal da atmosfera) a 20% e
temperaturas de 30°C, 40°C e 50°C. As maiores concentracdes de biomassa foram
obtidas com o CO;, a 6% e uma temperatura de 30°C. Temperaturas mais elevadas
resultaram num decréscimo do crescimento. Concluiu-se que a temperatura ideal para
o crescimento de Chlorella vulgaris é de 30°C. No entanto, para se obter o rendimento
mais elevado é necessdrio saturar a cultura com uma concentracdo de CO, 166 vezes

mais elevada que o valor atmosférico.

1.4.7. Objectivos da presente dissertacao

O objectivo principal deste trabalho é o estudo da cinética de crescimento da
microalga Chlorella vulgaris numa agua residual submetida a um tratamento bioldgico
sem remocao de N e P, e sem ser submetida a qualquer tipo de pré-tratamento em
laboratério (nomeadamente desinfeccdo), sob diferentes condi¢cdes de temperatura e
fotoperiodo, simulando as condicGes tipicas de Verdo e Inverno observadas ao nivel da

latitude de Lisboa.
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Pretendeu-se também avaliar a taxa de remocdo dos nutrientes N e P no decurso do
crescimento algal. O interesse deste trabalho reside no facto das microalgas poderem
utilizar alguns dos nutrientes presentes nas aguas residuais que foram submetidas a
um tratamento bioldgico, em especial o N e o P, e que, na perspectiva do meio
receptor, sdo considerados como compostos quimicos indesejdveis devido ao seu

potencial de eutrofizacdo dos meios hidricos naturais.

A empresa que explora a ETAR pode aproveitar a capacidade que as microalgas
apresentam em consumirem N e P para efectuar a remocdo destes nutrientes do
efluente tratado, através da actividade fotossintética, e efectuar a valorizacdo da
biomassa para fins energéticos, através da venda dessa biomassa ou da sua valorizagao

energética.
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2. MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental decorreu nos laboratérios do DCTB (Departamento de
Ciéncias e Tecnologia da Biomassa). As amostras da agua residual foram colhidas na

ETAR de Ferndo Ferro (Seixal), a qual é explorada pela empresa Simarsul.

2.1. Caracterizagao da ETAR

A ETAR de Ferndo Ferro localiza-se no concelho do Seixal, freguesia de Ferndo Ferro, e
encontra-se em funcionamento desde 1988. A ETAR estd inserida no Subsistema de
Ferndo Ferro que inclui, além desta infra-estrutura, cerca de 10 km de emissarios e
condutas elevatodrias e duas estacdes elevatoérias. A ETAR tem capacidade para, no ano
horizonte de projecto, efectuar o tratamento de 5890 m>.dia” de aguas residuais
urbanas, correspondendo a cerca de 32700 habitantes-equivalente. O nivel de
tratamento instalado é tercidrio, dispondo de desinfeccao do efluente final, estando a
ETAR também dotada de um sistema de desodorizacdo e de um sistema de reutilizacdo

de dgua de servico adequada para uso interno (Simarsul, 2010).

Tendo em vista a melhoria da qualidade do efluente, aumento da capacidade de
tratamento, melhoria da operacionalidade e a instalacdo de uma unidade de
desodorizacao, a ETAR sofreu as seguintes obras de remodelagdo e ampliagdo no ano

de 2007 (Simarsul, 2010):

- Tratamento Preliminar — Execucdo de novo edificio adaptado aos
equipamentos compactos de remogdao de gradados, desarenagdo e
desengorduramento e sua compatibilizacdo com as infra-estruturas existentes;

- Decantagdo Primaria — Reabilitacdo do equipamento existente assim como do
orgdo em si, acrescida da colocacdo de medicdo de caudal a montante para
efeitos de contabilizacdo do caudal de entrada na ETAR,;

- Valas de Oxidagao — Construcdo de raiz destes 6rgaos;

- Decantadores Secundarios — Reabilitacdo e construcdo de nova unidade;

- Desinfecgao — Construgdo da unidade de desinfecgao final UV;

- Espessadores de Lamas — Construcdo de nova unidade;
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- Digestores — Construcdo de uma nova unidade e reabilitacdo da existente,
acrescendo nesta a colocagdo de cobertura com capacidade de
armazenamento;

- Desidratacdo de Lamas — Construcao de edificio devidamente desodorizado
para esta etapa e aquisicdo de novo equipamento (centrifugas) para efeitos de
substituicdo de leitos de secagem, os quais se mantém como recurso
alternativo;

- Armazenamento de Lamas — Aquisicao de silo (capacidade 70m3);

- Desodorizagdao — Construcdo de duas unidades para tratamento de odores

(biofiltro).

Apds a finalizacdo das obras de remodelacdo e ampliacdo, a ETAR de Ferndo Ferro

possui os seguintes servicos (Simarsul, 2010):

Fase Liquida

- Pré-Tratamento
Consiste na remocao de sélidos grosseiros, areias e gorduras existentes nos efluentes.
Os gradados e areias sdo colocados em contentores e enviados a destino final

adequado. As gorduras sao enviadas para a fase sdélida de tratamento existente na

ETAR.
- Tratamento Primario

Trata-se de uma operac¢ao de decantacdo primaria onde ocorre a remogdo dos sélidos

de menor dimensdo que ainda subsistem no caudal afluente e sdo aqui sedimentados.
- Tratamento Secundario

Nesta etapa, a agua residual é conduzida para o tratamento secundario assegurado
por valas de oxidacdo, onde ocorrem condi¢cdes adequadas ao desenvolvimento de
uma populacdo de microrganismos que promove a depuracdao biolégica das aguas

residuais, seguindo-se a Decantacdo Secundaria onde se realiza a separacao de fases.
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- Desinfecgdo

Previamente a descarga no meio receptor, a agua residual tratada passa, ainda, por
uma etapa de desinfec¢do através de radiagdo UV, assegurando-se deste modo a
qualidade do efluente descarregado face aos usos e actividades desenvolvidas no meio

receptor.

Fase Sdlida

Em resultado do tratamento bioldgico sdao geradas lamas bioldgicas e primarias que,
apos extraccdo do sistema, sdo sujeitas a espessamento, digestdo e desidratacao,

sendo depois transportadas a destino final adequado (valorizacdo agricola).

Acrescente-se, ainda, que no processo de digestdo ocorre a geracao de biogds que é
armazenado num gasdmetro antes da sua queima numa tocha (flare), prevendo-se,

numa situacdo futura, o seu reaproveitamento.

Na Figura 2.1 apresenta-se uma fotografia aérea da ETAR de Ferndo Ferro.

Figura 2.1. Fotografia aérea da ETAR de Ferndo Ferro (Google Earth, 2011)

43



Na Figura 3.2 apresenta-se uma imagem do interior da ETAR onde sdo visiveis o
decantador secunddrio, o tanque de digestdao anaerdbia a frio, o digestor anaerdbio

mesofilo e os silos de lamas estabilizadas e do reagente de estabilizacdo de lamas.

I 2!
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Figura 2.2. Interior da ETAR de Fernao Ferro

2.2. Colheita de agua residual

As amostras da dgua residual tratada, para se efectuar os ensaios de crescimento das
microalgas, foram colhidas a jusante do sistema de desinfeccdo por ultravioletas, ou
seja, apods a fase terciaria do tratamento. Realizaram-se duas colheitas compostas e
uma colheita pontual. A colheita pontual ocorreu a 19 de Margo de 2010, e as
compostas foram realizadas a 7 de Abril e 18 de Maio de 2010. As amostras compostas
foram obtidas através de uma colheita com duracdo de 24 horas, utilizando um
amostrador automatico da marca /SCO Modelo 3700 (Figura 2.3), com intervalos de 30
minutos entre a colheita de cada sub-amostra. Cada amostra tinha um volume de 190

ml, tendo sido recolhidas 48 amostras para um volume total de 9120 ml.
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Figura 2.3. Amostrador automatico da marca ISCO Modelo 3700

As amostras recolhidas foram conservadas segundo a norma internacional ISO 5567/3-
1985. No local da colheita efectuaram-se medicdes dos parametros fisico-quimicos
seguintes: pH, temperatura, condutividade, oxigénio dissolvido e potencial redox.
Foram utilizados os seguintes equipamentos e metodologias apresentados na Figura

2.4.:

a) pH — Eléctrodo de vidro com compensacdo de temperatura (APHA, AWWA,
WPCF, 1996) da marca HANNA Instruments, modelo pHScan 2;

b) Condutividade — Sonda de condutividade (APHA, AWWA, WPCF, 1996) da
marca Milwaukee, modelo CD 611;

c) Potencial Redox (mV) — Eléctrodo de vidro da marca Orion, utilizado num
medidor Orion 290A;

d) Oxigénio dissolvido — célula electroquimica com uma membrana permedvel ao
oxigénio (I1SO 5814:1990) da marca VWR, modelo DO 200;

e) Temperatura —termdmetro portatil da marca Checktemp 1.
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Figura 2.4. Sondas e eléctrodos utilizados nas medig¢6es in-situ. A — pH; B — Condutividade; C —

Potencial redox; D — Oxigénio dissolvido; E — Temperatura;

2.3. Caracterizagdao quimica da agua residual

- Nitratos e Nitritos (Método espectrofotométrico)

Este método baseia-se na reducdo dos nitratos a nitritos com pé de zinco, sendo os
nitritos posteriormente determinados pela reaccao diazdica para formar um produto
rosado. Os nitritos resultantes da fase de reducdo sdo determinados pela reac¢dao do
acido sulfanilico na presenca de N-(1-naftil)-etilenediamina (NED) para formar o
corante azo, o qual é quantificado por espectrofotometria a um comprimento de onda
de 520 nm, para os nitritos, e de 570 nm, para os nitratos. A determinagdo dos nitritos

foi realizada directamente sobre a amostra fresca, sem a fase de redugdo dos nitratos.
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- Azoto Kjeldahl

A determinac¢do deste parametro iniciou-se com a mineralizagdo, por ac¢ao do H,SO,
(98-99% m.v'!), a quente, dos compostos organicos contidos na amostra. A amostra foi
depois destilada por arrastamento de vapor, sendo o destilado recolhido num
erlenmeyer contendo solugdo indicadora de acido bodrico. Caso as amostras
contivessem azoto, a solucdo indicadora apresentava uma alteracdo de cor de roxo
para verde. O azoto Kjeldahl foi depois determinado por titulagdo da solugao

indicadora de acido bdrico com H,S0O4 (0,02 N) até a solucdo passar de verde a roxo.

O N-Kjeldhal foi calculado através da equacdo 2.1:

N - Kjeldahl (mg N.lfl) = (%j * 280 * (%) (2.1)

Em que,

A - Volume de amostra que foi digerida (em ml);

B - Volume do baldo com o digerido (em ml);

C - Volume de digerido que foi submetido a destilacdo (em ml);
D - Volume de acido sulfurico que foi gasto na amostra (em ml);

E - Volume de 4cido sulfurico que foi gasto no branco (em ml).
- CBOs(20)
Para a medicdo da Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBOs) utilizou-se o método

respirdmetrico, tendo-se recorrido a respirémetros OX/ITOP da marca WTW.

A diminuicao do oxigénio dissolvido, devido ao consumo durante a oxidacdo bioldgica
aerdbia da matéria organica, provoca uma diminuicdo da pressao dos gases no interior
dos respirdmetros. Esta alteracao da pressdo é medida por um sensor de pressao que

se localiza na tampa do respirometro, podendo ser convertida em CBO (expresso em
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mg 0,.I"") através de um factor de conversio que depende do volume da amostra

utilizado.

Os conteludos dos respirdmetros foram mantidos em agitacdo, a uma temperatura
constante de 20+1°C, na auséncia de luz. Em cada respirdmetro adicionou-se solucao
tampdo de fosfatos, solucdo de sulfato de magnésio heptahidratado, solugdo de
cloreto de calcio e a solucdo de cloreto de ferro (lll) hexahidratado, numa

percentagem de 0,1% (v.v') em fun¢do do volume de amostra utilizada.

- CQO
A Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) é usada como uma medida do oxigénio
equivalente a fraccdo organica da amostra susceptivel de ser oxidada por um oxidante

quimico forte.

Na determinacdo deste parametro utilizou-se o método volumétrico de oxidacao pelo
dicromato de potdssio (0,25 N), que se baseia na digestdo da amostra, em refluxo
aberto, na presenca de sulfato de mercurio, em meio fortemente acidificado com
acido sulfurico (98-99%), a 160°C, durante 110 minutos. O dicromato de potdssio que
nao foi reduzido durante a digestao foi titulado com o sulfato ferroso amoniacal (0,25

N).

O titulo foi calculado a partir da equacgao 2.2:

Titulo(t) = Nxv (2.2)

tit
Em que,

N - Normalidade de dicromato de potassio (0,25N);
V — Volume de dicromato de potassio utilizado (ml);

V:i: — Volume da solucdo de sulfato ferroso amoniacal utilizado na titulagdo (ml).
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A CQO foi calculada através da equacgdo 2.3:

(A—B)xtx8000

CQO(mgO0,.I") = c

(2.3)

Em que,

A - Volume de titulante consumido no branco (ml);

B - Volume de titulante consumido na amostra (ml);

C - Volume da amostra (ml);

t - Titulo expresso em, normalidade da solu¢do de sulfato ferroso amoniacal (0,25 N);
Factor 8000 - Massa molar de */, de O, (mg.l'l) afectada pelo factor de correcgao para

se exprimir a CQO em mg 0,.I™.

- Foésforo Total

O fosforo total foi determinado através da digestdo prévia das amostras com acido
sulfdrico concentrado (98-99%) e quantificagdo do fdosforo pelo método

espectrofotométrico do acido ascdrbico e molibdato de amédnio.

Foi previamente construida uma recta de calibracdo entre a concentracdo de padrdes
de fésforo e a absorvancia, medida a um comprimento de onda de 880 nm, num
espectrofotémetro da marca Cecil 9000. As amostras digeridas foram tratadas com
acido ascérbico e molibdato de amoénio (agente redutor) para darem origem a

formacdo de um composto com coloracdo azul.

A quantificacdo do fésforo presente nas amostras foi posteriormente efectuada pela
equacdo da recta de calibracdo, corrigida do volume de amostra que foi utilizado para

o desenvolvimento de cor.

- Ortofosfatos

A quantificacdo dos ortofosfatos foi realizada pelo método espectrofotométrico do

acido ascorbico e molibdato de amoénio.
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Foi previamente construida uma recta de calibragao entre a concentragdo de padrdes
de fésforo e a absorvancia, medida a um comprimento de onda de 880 nm, num
espectrofotémetro da marca Cecil 9000. As amostras foram tratadas com 4cido
ascorbico e molibdato de amédnio (agente redutor) para darem origem a formacao de

um composto com coloragao azul.

A quantificacdo dos ortofosfatos presentes nas amostras foi posteriormente efectuada
pela equagao da recta de calibragdo, corrigida do volume de amostra que foi utilizado

para o desenvolvimento de cor.
- Solidos Suspensos Totais

Os Solidos Suspensos Totais (SST) foram quantificados pelo método gravimétrico,
tendo-se utilizado membranas filtrantes da marca Pall, com uma porosidade de 0,20
pm e diametro de 47 mm. Este método baseia-se na filtragdo da amostra através da
membrana filtrante, que é previamente tarada até peso constante, a 103+2°C. O
residuo que fica retido na membrana é seco, até peso constante, a 103+2°C. O
aumento do peso verificado no filtro representa os sdlidos suspensos totais presentes

na amostra.

Os SST foram calculados através da equacao 2.4:

(A-B)x10°

SST(mg.I™") = (2.4)

t

Em que,
A — Peso da membrana filtrante apés filtracdo e secagem (g);
B — Peso da membrana filtrante (g);

V; — Volume total da amostra (ml).
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2.4. Caracterizagdo da microalga

A Chlorella vulgaris é uma microalga da divisdao Chlorophyta, ordem Chlorococcales,
género Chlorella. Tem recebido muita atencdo nas areas de nutricdo, medicina e, mais
recentemente, na Bioenergia. Actualmente cultivam-se cerca de 200 t.ano™ que sao

aplicadas no enriquecimento alimentar e suplementos nutricionais.

Esta microalga tem um elevado potencial de producdo de lipidos (até 20% do peso
seco), é altamente adaptdvel as mais variadas condi¢cGes e ja provou ter boa
capacidade de absor¢do de nutrientes. E também muito utilizada na darea da

Ecotoxicologia, para a realizacdo de ensaios de toxicidade.

A escolha para este ensaio deve-se ao fécil cultivo, manutencdo, grande versatilidade,
elevada capacidade de producdo de biomassa e de absorcdo de nutrientes. Outro

factor foi a sua disponibilidade imediata de parte do LNEG.

A microalga Chlorella vulgaris foi fornecida pela Unidade de Bioenergia do LNEG. Neste
indculo (cultura-mae) a microalga da espécie Chlorella vulgaris era predominante, mas
também foram encontradas algumas células de espécies dos géneros Chlamydomonas

e Scenedesmus.

2.5. Condigdes de incubagado e crescimento

A escolha do fotoperiodo foi baseada em valores médios anuais nacionais de insola¢ao
em 30 estacOes climaticas, com observacdes no periodo 1931-1960 (Grupo de

Trabalho do Atlas, 1988).

Realizaram-se trés ensaios de crescimento. O primeiro ensaio (ensaio A — ensaio
preliminar) serviu para testar as condi¢des gerais de funcionamento dos reactores, em
especial as condicdes de mistura e de fornecimento de ar. No segundo e terceiro
ensaios (ensaios B e C) foram simuladas diferentes condicdes ambientais de
crescimento, tendo-se feito variar a temperatura e o fotoperiodo, segundo condi¢des
tipicas de Verdo e de Inverno. As condi¢des de Verdo e Inverno foram estabelecidas
para a regido de Lisboa, de acordo com a informacdo disponivel no Atlas do Ambiente
(Grupo de Trabalho do Atlas, 1988). As condicBes de crescimento ensaiadas foram as

seguintes:
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- Ensaios A e B — Ensaio Preliminar:
o Temperatura —20°C;
o Intensidade luminosa — 3500 a 4000 lux;
o Fotoperiodo —12h (luz) /12h (escuro);
o Meio de cultura — Meio mineral sintético no estado liquido (composicdo
definida mais adiante) e agua residual colhida na ETAR de Fernao Ferro

(composicdo definida mais adiante).

- Ensaios C e D — Simulacdo das condi¢des de Verao:
o Temperatura —20°C;
o Intensidade luminosa — 3500 a 4000 lux;
o Fotoperiodo —12h (luz) /12h (escuro);
o Meios de cultura - Meio mineral sintético no estado liquido e agua

residual colhida na ETAR de Ferndo Ferro.

- Ensaios E e F— Simulacdo condicbes de Inverno:
o Temperatura —10°C;
o Intensidade luminosa — 3500 a 4000 lux;
o Fotoperiodo — 6h (luz) /18h (escuro);
o Meios de cultura — Meio mineral sintético no estado liquido e agua

residual colhida na ETAR de Ferndo Ferro.

O sistema de crescimento utilizado no Ensaio Preliminar teve as seguintes condicdes:

a) Inoculou-se 400 ml da cultura-mae em balGes erlenmeyer de 500 ml. A agitacdo
foi realizada numa placa de agitacdo orbital marca Infors HT, modelo AK 82, a
120 rpm. Os baldes erlenmeyer foram fechados com tampas de algodao e gaze

para permitir as trocas gasosas entre o meio de cultura e a atmosfera exterior.

b) A quantidade de indéculo inicial foi calculada de forma a conseguir-se uma

densidade inicial de cerca de 10 000 células/ml (DO a 670 nm = 0,015).
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c) A iluminagdo das culturas foi realizada por 7 lampadas fluorescentes (Philips
daylight), com uma poténcia individual de 18 W. A distribuicao da intensidade
luminosa na placa variava de 3500 lux na periferia até 4000 lux no centro. A
intensidade luminosa foi medida com um medidor de intensidade luminosa da

marca PANTEC digital lux meter, modelo LM-20.

- Acompanhou-se a evolucdo da Densidade dptica (670 nm) das culturas,
com medi¢des didrias num espectrofotometro da marca Jenway,

modelo 6300.

Os sistemas de crescimento utilizados nos Ensaios de Verdo e Inverno (ensaios A, B, C,

D e F) foram preparados do seguinte modo:

a) Inoculou-se 400 ml da cultura-mde em balGes erlenmeyer de 500 ml. Foi
introduzido um sistema de injec¢dao de ar, de modo a simular as condi¢des de
um reactor air-lift, com o objectivo de se melhorar as condi¢des de dispersao
das microalgas no meio de cultura (Figura 2.5). Estes reactores foram mantidos
em constante agitacdo (100 rpm), numa placa de agitacdo orbital da marca

Infors HT, modelo AK 82.

Figura 2.5. Sistema de crescimento utilizado nos ensaios que simulavam as condi¢6es de Verao e
Inverno
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b) O sistema de arejamento era constituido por bombas de ar comprimido, da
marca Aquapor, modelo AC-962 (com uma poténcia individual de 5 W, um
caudal de ar de 3,5 I/min em agua a 20°C e pressdo de ar superior a 0,012

Mpa).

Estas bombas de ar comprimido foram ligadas, por tubos de silicone, a pipetas de 1 ml.
Cada bomba efectuava o arejamento de quatro reactores. Estas pipetas eram mantidas
na posicao vertical através da pressdo exercida pelas rolhas de algodao e gaze (Figura

2.6).

Bomba de ar

Figura 2.6. Esquema representativo do sistema de crescimento

c) A quantidade de indculo inicial foi calculada de forma a conseguir-se uma

populacgdo inicial de cerca de 10 000 células/ml (DO a 670 nm = 0,015).
d) A iluminacdo das culturas foi realizada por 7 lampadas fluorescentes (Philips

daylight), com uma poténcia individual de 18 W. A distribuicdo da intensidade

luminosa na placa variava de 3500 lux na periferia até 4000 lux no centro. A
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intensidade luminosa foi medida com um medidor de intensidade luminosa da

marca PANTEC digital lux meter, modelo LM-20.

e) Acompanhou-se a evolucdo dos seguintes parametros da cultura no decorrer
dos ensaios:

- Densidade 6ptica (670 nm) — medi¢Ges didrias num espectrofotdmetro
da marca Jenway, modelo 6300;

- Sélidos Suspensos Totais — medicGes didrias, de acordo com a
metodologia definida anteriormente;

- Nitratos — medig¢des efectuadas com uma periodicidade de 3 vezes por
semana, de acordo com a metodologia definida anteriormente;

- Nitritos — medi¢Bes efectuadas com uma periodicidade de 3 vezes por
semana, de acordo com a metodologia definida anteriormente;

- Ortofosfatos — medicdes efectuadas com uma periodicidade de 3 vezes

por semana, de acordo com a metodologia definida anteriormente.
Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

2.5.1. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios de crescimento das microalgas foram os

seguintes:

a) Agua residual tratada colhida na ETAR de Fern3o Ferro;

b) Meio de cultura mineral, no estado liquido, modificado da norma 1SO 8692.

A modificacdo do meio de cultura mineral, definido na norma I1SO 8692, foi efectuada
ao nivel da fonte de azoto. Na norma ISO 8692 encontra-se definido o azoto amoniacal
(NH4Cl) como fonte de azoto. Considerando que a agua residual tratada, que foi
colhida na ETAR de Ferndo Ferro, seria constituida por nitratos, optou-se por se utilizar
o nitrato de sddio como fonte de azoto no meio de cultura mineral para simular o

mesmo tipo de fonte de azoto existente na agua residual tratada.
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A composicdo das solugdes-mde do meio de cultura mineral que foi utilizado no

presente trabalho encontra-se descrita no Quadro 2.1.

Quadro 2.1. Composi¢ao das solugdes-mae utilizadas na prepara¢ao do meio de
cultura mineral

Substancia Nutritiva | Concentracdo| Unidade

Sol. 1

NaNO; 2,386 g.I?

KH,PO, 0,16 g.I?

MgCl,.6H,0 1,2 g.I?

CaCl,.2H,0 1,8 gt

MgS04.7H,0 1,5 g.I?
Sol. 2

FeCls.6H,0 80 mg.I™

Na,EDTA.2H,0 100 mg.I™
Sol. 3

H3BO; 185 mg.I™

MnCl,.4H,0 415 mg.I™

ZnCl, 3 mg.I™

CoCl,.6H,0 1,5 mg.I™

CuCl,.2H,0 0,01 mg.I™

Na,Mo00,4.2H,0 7 mg.I™
Sol. 4

NaHCO; 50 gt

Nota: Todas as concentragdes se encontram expressas nas
féormulas quimicas indicadas no quadro

Para se preparar 1 litro de meio juntou-se 100 ml da solugdo 1 e 10 ml das solugdes 2,

3e4.

No Quadro 2.2 apresentam-se as marcas e os graus de pureza dos compostos quimicos

utilizados na preparacao das solu¢ées-mae do meio nutritivo mineral.
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Quadro 2.2. Marcas e os graus de pureza dos compostos quimicos utilizados na

preparacgao das solu¢des-mae do meio nutritivo mineral

Composto Marca Grau de pureza (%)
NaNOs; Riedel-de Haén 99,5
KH,PO,4 Riedel-de Haén 99,5

MgCl,.6H20 | Riedel-de Haén 99,0

CaCl,.2H,0 Acros 95,0

MgS04.7H,0 Panreac 98,0
FeCls.6H,0 Merck 99,0
Na,EDTA.2H,0 Panreac 99,0
H3BO; Riedel-de Haén 99,8
MnCl,.4H,0 Merck 99,0
ZnCl, Riedel-de Haén 98,0
CoCl,.6H,0 Merck 99,0
CuCl;.2H20 | Riedel-de Haén 99,0
Na;Mo004.2H;0 | Riedel-de Haén 99,5
NaHCO; Panreac 99,7

57




3. RESULTADOS

3.1. Caracterizagao quimica da agua residual

Os valores apresentados no Quadro 3.1 correspondem aos parametros analisados na
agua residual tratada da ETAR de Ferndo Ferro, relativamente aos parametros que
foram determinados no momento da colheita e aos que foram determinados no

laboratorio.

Quadro 3.1. — Caracterizagao fisico-quimica do efluente tratado da ETAR de Fernao

Ferro
Data de colheita
Parametro Unidades 19-03-10 07-04-10 18-05-10 Média | D.p.
Temperatura °C 16,9 16,9 20,3 18,03 1,96
pH Sorensen 7,10 6,90 6,80 6,93 0,15
Oxigénio dissolv. mg 0,.I" 4,55 4,35 3,73 4,21 0,43
Potencial redox mV 177 144 137 153 21
Condutividade psS.cm™ 700 800 700 733 58
cQo mg 0,.I" 29,7 29,4 39,7 32,9 5,9
CBOs(20) mg 0,.I" 4 4 4 4 0
SST mg.I™ 20 30 20 23 6
N-Kjeldahl mg N.I" <1,12 <1,12 <1,12 S.S. S.S.
NO;s mg N03.|’l 42 42 57 47 9
NO, mg NO,.I™ 7,9 7,2 12,5 9,2 2,9
Ortofosfatos mg P.I"* 14,8 13,5 6,3 11,5 4,6
P-total mg P.I"* 16,2 16,2 6,9 13,1 5,4

D.p.: Desvio padrao; s.s.: Sem significado

No Quadro 3.2. apresenta-se a caracterizagao fisico-quimica do meio sintético I1SO
8692.

Quadro 3.2. - Caracteriza¢ao quimica do meio ISO 8692

Parametro Unidades | Resultado Analitico
pH Sorensen 7,5
Oxigénio dissolv. | mg 0,.I" n.d.
Potencial redox mV n.d.
Condutividade us.cm™ n.d.
cQO mg 0,.I" <10
CBOs(20) mg 0,.I" <1

n.d.: ndo determinado
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Quadro 3.2. — (cont.)

Parametro Unidades | Resultado Analitico
SST mg.I" 0,6
N-Kjeldahl mg N.I"! <1,12
NO; mg NOs.I" 218
NO, mg NO,.I" 1,2
Ortofosfatos mg P.I" 23

As caracterizacbes quimicas efectuadas antes do inicio dos ensaios permitiram
determinar as razdes azoto/fésforo dos meios de cultura, através da divisdo da soma
das concentragdes de nitratos e nitritos pela concentracao de fosforo total para a agua
residual e da soma das concentracdes de nitratos e nitritos pela concentracdo de

ortofosfatos para o meio mineral (Quadro 3.3).

Quadro 3.3. — Razdes N:P para os diversos ensaios

Ensaio Razao N:P
Ensaio Preliminar no Meio I1SO 8692 10:1
Ensaio Preliminar na Agua Residual Tratada 3:1
Ensaio em condi¢des de Verdao no Meio I1SO 8692 8:1
Ensaio em condic¢des de Verdo na Agua Residual Tratada 2:1
Ensaio em condi¢des de Inverno no Meio ISO 8692 20:1
Ensaio em condicdes de Inverno na Agua Residual Tratada 4:1

3.2. Ensaios de crescimento microalgal

O registo diario da densidade éptica (DO), a 670 nm, no meio ISO 8692 e na agua
residual tratada permitiu elaborar as curvas de crescimento da cultura de microalgas,
relativamente aos ensaios preliminares e ensaios nas condi¢des de Verdo e Inverno,
baseada na variacdo da densidade O&ptica, (expressa através do quociente DO

medida/DO inicial da cultura (DOy)), em fun¢do do tempo de ensaio (Figuras 3.1 e 3.2.).

O célculo dos logaritmos neperianos dos valores de DO/DO, permitiu estabelecer o
periodo de duracdo das fases de crescimento exponencial em cada um dos meios de
cultura: a) Ensaio preliminar no meio ISO 8692 (Fig. 3.3A) - t = [2;10] dias; b) Ensaio
preliminar na agua residual tratada (Fig. 3.3B) - t = [0;7] dias; c) Ensaio nas condicGes

de Verdo no meio ISO 8692 (Fig. 3.3C) —t = [0;6] dias; d) Ensaio nas condi¢Ges de Verdo
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na agua residual tratada (Fig. 3.3D) - t = [0;7] dias; e) Ensaio nas condicdes de Inverno
no meio ISO 8692 (Fig. 3.3E) - t = [0;15] dias; f) Ensaio nas condi¢des de Inverno na
agua residual tratada (Fig. 3.3F) - t = [0;15] dias. Através do ajustamento de uma
regressao linear aos valores compreendidos na fase de crescimento exponencial foi
possivel determinar os valores das taxas especificas de crescimento baseada na DO, y,

para cada meio de cultura e para cada condi¢do de incubacgao (Figura 3.3).

O registo diario da concentragdo de sélidos suspensos totais (SST) no meio ISO 8692 e
na agua residual tratada permitiu elaborar as curvas de crescimento da cultura de
microalgas, relativamente aos ensaios nas condi¢cdes de Verdao e Inverno, expressos
pelo quociente SST medido/SST inicial da cultura (SSTy), em fungdo do tempo de ensaio

(Figura 3.4 e 3.5).

O célculo dos logaritmos neperianos dos valores de SST/SST, permitiu estabelecer o
periodo de duracdo das fases de crescimento exponencial em cada um dos meios de
cultura: a) Ensaio nas condi¢cGes de Verdo no meio ISO 8692 (Fig. 3.6C) — t = [0;6] dias;
b) Ensaio nas condi¢des de Verdo na agua residual tratada (Fig. 3.6D) —t = [0;7] dias; c)
Ensaio nas condicdes de Inverno no meio ISO 8692 (Fig. 3.6E) - t = [0;15] dias; d) Ensaio
nas condi¢des de Inverno na agua residual tratada (Fig. 3.6F) - t = [0;15] dias. Através
do ajustamento de uma regressao linear aos valores compreendidos na fase de
crescimento exponencial foi possivel determinar os valores das taxas especificas de
crescimento, baseada nos SST, up, para cada meio de cultura e para cada condicdo de

incubacao (Figura 3.6).

A determinacdo das concentragdes de nitratos, nitritos e fosfatos, com uma frequéncia
de trés vezes por semana, nos ensaios em condi¢cdes de Verdo e Inverno, permitiu a
elaboracdo das curvas de consumo de nutrientes: N (soma das concentracdes de
nitratos e nitritos) vs tempo de ensaio (Figura 3.7 e 3.8) e P (sob a forma de PO,>) vs

tempo de ensaio (Figura 3.9 e 3.10)

Através da equacdo 1.4 foi possivel determinar as proporg¢des de remocgdo de N e P,

expressas por (1 - N/Np) e (1- P/Py), as quais sdo apresentadas nas Figuras 3.11 e 3.12.

60



DO/DO,

DO/DO,

DO/DO,

160

140
120

100

80

60
40

20

——0—0—T— 9009 — T 99—

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

200

Tempo (dias)

180

160

»

140

120

100

80

60

40

20

0 2 4 6 8 10 12

25

Tempo (dias)

20

15

m

10

2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

18 20

DO/DO,

DO/DO,

120
100
80
60
40
20

35
30
25
20
15
10

o v

Tempo (dias)

O

° L 3
L d
PS L 2
6 8 10 12
Tempo (dias)
E
1
>
L 4
*
. o o ¢ .

6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)

Figura 3.1. - Variacdo da DO/DO, vs tempo nos ensaios brancos nas seguinte condigbes: A — Ensaio preliminar no meio ISO

8692; B — Ensaio preliminar na agua residual tratada; C - Ensaio nas condig6es de Verdao no meio ISO 8692; D - Ensaio nas

condigOes de Verao na agua residual tratada; E - Ensaio nas condiges de Inverno no meio ISO 8692; F - Ensaio nas condi¢oes

de Inverno na agua residual tratada

61



DO/DO,

DO/DO,

DO/DO,

160 - 120
140 A -
r 100 D
120 A —] 1 b
80 7
100 o + ¢ i
80 2 60
_ - (@)
60 - = o T i *
* 40 L L
40 - | - ¢ I |
20 ITI¢ - 20
TIL
0 @ f T T T T T T 1 0 +—= T T T T T 1
0o 2 6 8 10 12 14 16 18 0 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias) Tempo (dias)
200 35
180
[
160 - C 0D -
140 —1 25
120 Py oo 20 2
100 a
3 15 hd J
80 = a i 171
60 ¥ 10 {
40 i =
20 _ 2 5 =
0 . 0¥ ; . . . .
4 6 8 10 12 0 4 6 8 10 12
Tempo (dias) Tempo (dias)
25 25
20 E 20 F
* _
15 T o° 15 ®
.1 g iy
10 =
Pl o 10 F1l
5 o - 5 7 3
¢ * = $
O T T T T T T T 1 0 hd . . . . . . :
0 2 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

Tempo (dias)

Figura 3.2. - Variagdo da DO/DO, vs tempo nas seguinte condi¢cdes: A — Ensaio preliminar no meio ISO 8692; B — Ensaio

preliminar na agua residual tratada; C - Ensaio nas condi¢des de Verdao no meio I1SO 8692; D - Ensaio nas condigées de Verao

na agua residual tratada; E - Ensaio nas condi¢des de Inverno no meio I1SO 8692; F - Ensaio nas condi¢des de Inverno na agua

residual tratada

62



5,0 4,5
45 y=0,253x + 1,254 40 y=0,496x + 0,273
’ R? =0,9773 T ’ R2 = 0,9808 T
:’(5) T i 35 )
-_ ’ i '-5 3,0 N =
g° 3,0 — = 8 25
S 25 S 3 50 T
e 2[0 V e_ 4 g
£ 1’5 L £ 1,5 —
1,0 1,0 o
A 0,5 D
o A ' - b
0,0 T T T T T 1 0’0 T T T !
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8
Tempo (dias) Tempo (dias)
5,0 4,0
y=0,657x+0,211 y =0,430x +0,1638
R2=0,9747 e RZ=0,9783
40 / i 3,0 T T
) =S I
© 30 3 o)
e e 3
o ¢ o 20
2 20 =) .
= =
10 1,0
0,0 T T T C 1 0,0 T T T D 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tempo (dias) Tempo (dias)
4,0 7= 0,166x+ 0,1902 35 Ty=0,176x+0,1273
R? = 0,9886 3,0 R2=0,9943 — 1
3,0 ! p
- ~ 25 -
8 g 20 Tl -
S 20 < I
8 1+ ] - T I/
e a8 15 x
= z L1
1,0 = 1,0 -1
E 05 i} /I
0,0 T T T T T T T 1 0 O A/ F
0 2 4 6 8 10 12 14 16 ’ ' ' ' ' ' ' ' '
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 3.3. - Variacdo do logaritmo de DO/DO, vs tempo nas seguinte condi¢bes: A — Ensaio preliminar no meio 1SO 8692; B —
Ensaio preliminar na agua residual tratada; C - Ensaio nas condigées de Verdo no meio ISO 8692; D - Ensaio nas condi¢Ges de
Verao na agua residual tratada; E - Ensaio nas condi¢des de Inverno no meio ISO 8692; F - Ensaio nas condi¢des de Inverno na

agua residual tratada

63



35

30
25
20
15
10

SST/SST,

10

SST/SST,

(@)

» ‘ ? < T ? . 1
0 6 8 10 12
Tempo (dias)

E
|
L 2 < < * o
0 2 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

50
45
40
35
30
25
20
15
10

SST/SST,

= N
w o

SST/SST,
[EnY
o

O

PS *
* PS * L 3
4 6 8 10 12
Tempo (dias)
*
* s ¢

6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

Figura 3.4. - Variagdo dos SST/SST, vs tempo nos ensaios brancos nas seguinte condi¢des: C - Ensaio nas condi¢des de Verdo

no meio ISO 8692; D - Ensaio nas condi¢oes de Verdo na agua residual tratada; E - Ensaio nas condigées de Inverno no meio

ISO 8692; F - Ensaio nas condigdes de Inverno na agua residual tratada

64



35

12

30 C -
25
o
£ 20 )
5 15 Py
(7]
10 $ |
< p
5 3
" T ‘ T T T 1
0 2 4 6 8 10
Tempo (dias)
10
s —F
° ;
6 I+
4
= I :
q 4 1 I
s
2 3
+ 3 :
0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (dias)

16

SST/SST,

SST/SST,

50

40

30

20

10

20

15

10

O

Tempo (dias)

_ ¢
¢t
6 8 10 12
Tempo (dias)
*
T
+ I 3t T
g l-
L
2 6 8 10 12 14 16

Figura 3.5. - Variacdo dos SST/SST, vs tempo nas seguinte condicdes: C - Ensaio nas condi¢des de Verdo no meio I1SO 8692; D -

Ensaio nas condi¢Oes de Verdo na agua residual tratada; E - Ensaio nas condi¢ées de Inverno no meio ISO 8692; F - Ensaio nas

condigOes de Inverno na agua residual tratada

65



3
y =0,397x - 0,0813

_ R?=0,9725 /}
= 2
(7))
L
[
(7]
)
£ 1 PS

O T T T C 1

2 4 6 8
Tempo (dias)
25 TV20,126x + 0,0906
2 _

2.0 R =0,9536 /{
= g
a 15 { 1 T
S~
t I/I
w 1,0
E /

T T
0,0 T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

In (SST/SST,)

In (SST/SST,)

y =0,365x + 0,0253
R*=0,9911 I

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Tempo (dias)

y =0,159x + 0,1032
R?=0,9602

—»—

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

Figura 3.6. - Variacdo do logaritmo de SST/SST, vs tempo nas seguinte condig¢des: C - Ensaio nas condi¢des de Verdo no meio

I1SO 8692; D - Ensaio nas condigOes de Verao na dgua residual tratada; E - Ensaio nas condig6es de Inverno no meio I1SO 8692; F

- Ensaio nas condig¢Ges de Inverno na agua residual tratada

66



60

50 ¢

40
30

N (mg/l)

20

10

Tempo (dias)

70
¢
60

L N e S
L R .

50

40

N (mg/1)

30

20

10

6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

18 20

N (mg/1)

N (mg/1)

35
30
25
20
15
10

25

20

15

10

O

Tempo (dias)

10

12

6 8

Tempo (dias)

10 12 14 16

18 20

Figura 3.7. - Variagdo de N vs tempo nos ensaios brancos nas seguinte condigdes: C - Ensaio nas condi¢des de Verdo no meio

I1SO 8692; D - Ensaio nas condi¢Oes de Verao na dgua residual tratada; E - Ensaio nas condig6es de Inverno no meio I1SO 8692; F

- Ensaio nas condig¢Ges de Inverno na agua residual tratada

67



60
50
40
30

N (mg/l)

20
10

70
60
50
40
30
20
10

N (mg/1)

C
|
<
A ®
6 8 10 12
Tempo (dias)
MG 4 E
5
4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)

N (mg/1)

N (mg/1)

35
30
25
20
15
10

25

20

15

10

Tempo (dias)

M

4

8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)

Figura 3.8. - Variagdo de N vs tempo nas seguinte condigées: C - Ensaio nas condigbes de Verdao no meio ISO 8692; D - Ensaio

nas condigées de Verdao na agua residual tratada; E - Ensaio nas condi¢cdes de Inverno no meio I1ISO 8692; F - Ensaio nas

condigOes de Inverno na agua residual tratada

68



P (mg/1)
OR NWMUOON ®

P (mg/1)

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Tempo (dias)

E
| =
*>—& *—

*

8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)

P (mg/1)

P (mg/1)
O L N W H OO

16
14
12
10

ON B O

Tempo (dias)

M

8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)

Figura 3.9. - Variacdo de P vs tempo nos ensaios brancos nas seguinte condigdes: C - Ensaio nas condi¢oes de Verdo no meio

I1SO 8692; D - Ensaio nas condigOes de Verao na dgua residual tratada; E - Ensaio nas condig6es de Inverno no meio I1SO 8692; F

- Ensaio nas condig6es de Inverno na agua residual tratada

69



(@)

P (mg/1)
O R, N W AU O N

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

P (mg/1)

Tempo (dias)

rm

8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)

P (mg/1)

P (mg/1)

16
14
12
10

ON B O

¥ e
L 2
4 6 8 10 12
Tempo (dias)
r
* o r
<
? ®

6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)

Figura 3.10. - Variacdo de P vs tempo nas seguinte condig¢des: C - Ensaio nas condi¢oes de Verao no meio ISO 8692; D - Ensaio

nas condigées de Verdo na agua residual tratada; E - Ensaio nas condi¢cdes de Inverno no meio ISO 8692; F - Ensaio nas

condigOes de Inverno na agua residual tratada

70



1-N/N,

1-N/N,

O

Tempo (dias)

8

10

12

m

s o &

8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)

1-N/N,

1-N/N,

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0 &

Tempo (dias)

12

1,0

0,8

M
*

0,6

0,4

0,2

00 ¢

-0,2

2 4 6 8

Tempo (dias)

10 12 14 16 18 20

Figura 3.11. - Variagdo de (1 - N/N,) vs tempo nas seguinte condi¢des: C - Ensaio nas condi¢des de Verdo no meio ISO 8692; D -

Ensaio nas condi¢Oes de Verdo na agua residual tratada; E - Ensaio nas condi¢ées de Inverno no meio ISO 8692; F - Ensaio nas

condigOes de Inverno na agua residual tratada

71



10 1,0
0,8 . 0,8 s
o° 06 * -
o * s 0,6
: < ¢
- 04 L 04 3
0,2 2 2
0o ® C D
’ ' ' ' ' ' ' 00 & ; ; ; ; ; .
0 2 4 6 8 10 12 0 ) 4 6 3 10 12
Tempo (dias) Tempo (dias)
1,0 1,0
0,8 08
o 06 P P ° 0,6
o Q. ’
= 04 o ¢ @ ¢ ¢
! L 04
- 0,2 - R L 3
00 ¢ ¢ . E 0.2 F
'0,2 T T T 1 0,0 0 T T ? ? T T T T T 1
0 5 10 15 20 0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 3.12. - Variagdo de (1 - P/P,) vs tempo nas seguinte condigdes: C - Ensaio nas condi¢des de Verdo no meio ISO 8692; D -

Ensaio nas condi¢Oes de Verdo na agua residual tratada; E - Ensaio nas condi¢ées de Inverno no meio ISO 8692; F - Ensaio nas

condigOes de Inverno na agua residual tratada

72



3.3. Taxas especificas de crescimento

A linearizacdo das fases exponenciais das curvas de crescimento, relativamente a
DO/DOg (n (d'l)) e a SST/SSTy, permitiu determinar, através do declive das regressoes
lineares ajustadas, as taxas especificas de crescimento que se encontram apresentadas

no Quadro 3.4.

Quadro 3.4. Taxas especificas de crescimento determinadas para cada meio de
cultura e para cada condi¢ao de incubagao

Ensaio p(d?) | py (dY)

Ensaio Preliminar no Meio ISO 8692 0,253 | n.d.

Ensaio Preliminar na Agua Residual Tratada 0,496 | n.d.
Ensaio em condi¢des de Verdao no Meio I1SO 8692 0,657 | 0,397
Ensaio em condi¢des de Verdo na Agua Residual Tratada | 0,430 | 0,365
Ensaio em condig¢des de Inverno no Meio ISO 8692 0,166 | 0,126
Ensaio em condigdes de Inverno na Agua Residual Tratada | 0,176 | 0,159

W: taxa especifica de crescimento determinada com base nos dados de DO; uy: taxa especifica de
crescimento determinada com base nos dados de SST; n.d.: ndo determinado

3.4. Taxas de remogao de azoto e fosforo

A determinacdo das concentracdes de nitratos, nitritos e fosfatos no meio ISO 8692 e
na agua residual tratada ao longo de todo o tempo dos ensaios, em condi¢des de
incubacdo de Verdo e Inverno, permitiu determinar, através da equacao (1.5), as taxas
de remocdo de N e P para a totalidade da duracao dos ensaios de crescimento (Quadro

3.5).

Quadro 3.5. Taxas de remogao de azoto e fosforo para a totalidade da duragido dos
ensaios de crescimento

Ensaio % remog¢ao N | % remogao P
Ensaio Preliminar no Meio ISO 8692 n.d. n.d.
Ensaio Preliminar na Agua Residual Tratada n.d. n.d.
Ensaio em condicbes de Verdao no Meio I1SO 8692 37 67
Ensaio em condi¢des de Verdo na Agua Residual Tratada 84 74
Ensaio em condi¢Bes de Inverno no Meio ISO 8692 35 50
Ensaio em condi¢des de Inverno na Agua Residual Tratada 84 56

n.d.: ndo determinado
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Com base na determinagdo das concentragdes de nitratos, nitritos e fosfatos no meio
ISO 8692 e na agua residual tratada, durante as fases de crescimento exponencial dos
ensaios em condicdes de Verdo e Inverno, permitiu determinar, através da equacao

(1.5), os valores apresentados no Quadro 3.6.

Quadro 3.6. - Taxas de remogao de azoto e fosforo nas fases de crescimento

exponencial

Ensaio % remogao N | % remogao P
Ensaio Preliminar no Meio ISO 8692 n.d. n.d.
Ensaio Preliminar na Agua Residual Tratada n.d. n.d.
Ensaio em condi¢des de Verdao no Meio I1SO 8692 31 62
Ensaio em condicdes de Verdo na Agua Residual Tratada 78 52
Ensaio em condi¢bes de Inverno no Meio ISO 8692 24 50
Ensaio em condi¢des de Inverno na Agua Residual Tratada 73 56

n.d.: ndo determinado

3.5. Taxas volumétricas de formagao de biomassa e consumo de nutrientes

O registo dos valores de SST, N (soma das concentragdes de nitratos e nitritos) e P (na
forma de PO,>) ao longo de todo o tempo dos ensaios, em condicdes de Verdo e
Inverno, permitiu determinar, através da equacdao 1.1, as taxas volumétricas de

consumo de azoto e fésforo e de formacao de biomassa (Quadro 3.7).

Quadro 3.7. - Taxas volumétricas de formagao de biomassa (TVSST) e de consumo de

nutrientes (TVN e TVP)
Ensaio TVSS'_I; . TVI)I1 ., TV!’1 .
(mg SST.I"".d™) (mg N.I"".d™) (mgP.I".d™)
Ensaio Prltsel(ljnggg; no I\I/Ielo nd. nd. nd.

nd: ndo determinado
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Quadro 3.7. (cont.)

Ensaio TVSST TVN TVP
(mg SST.I'".d™) (mg N.I'".d™) (mgP.I".d?)
Ensaio em condi¢des de
Verao na Agua Residual 258 1,03
Tratada
Ensaio em condi¢des de
Inverno no Meio ISO 8692 1,19 0,08
Ensaio em condi¢des de
Inverno na Agua Residual 19,31 0,86 0,15
Tratada

3.6. Quocientes metabdlicos de consumo de azoto e fdsforo por unidade de

biomassa formada

A divisdo da TVN e TVP pela TVSST permitiu calcular o quociente metabdlico de

consumo de nutrientes por unidade de biomassa formada (Quadro 3.8).

Quadro 3.8. — Quocientes metabdlico de consumo de azoto e fésforo por unidade de

biomassa formada

na Agua Residual Tratada

Ensaio TV N/TV SST TV P/ TV SST
Ensaio Preliminar no Meio ISO nd nd
8692 B B
Ensaio Preliminar na Agua
Residual Tratada n.d. n.d.
Ensaio em condi¢bes de Verao
no Meio ISO 8692 0,41 0,08
Ensaio em condi¢bes de Verao
. 4 21
na Agua Residual Tratada 0.5 0,
Ensaio em condi¢des de Inverno
no Meio ISO 8692 0,11 0,01
Ensaio em condicbes de Inverno 0,07 0,02

nd: ndo determinado

3.7. Taxas especificas de consumo de nutrientes

A divisdao da massa de N ou P consumida pela biomassa final obtida na fase

estaciondria e pelo tempo de ensaio (equacdo 1.2) permitiu calcular as taxas

especificas de consumo de nutrientes por biomassa total formada (Quadro 3.9).
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Quadro 3.9. — Taxas especificas de consumo de nutrientes

Ensaio TEC N (mg N.mg SST*.d*) | TEC P (mg P.mg SST*.d?)
Ensaio Preliminar no Meio ISO nd nd
8692 B e
Ensaio Preliminar na Agua
Residual Tratada n.d. n.d.
Ensaio em condicbes de Verao
no Meio ISO 8692 0,002 0,001
Ensaio em condi¢des de Verao
na Agua Residual Tratada 0,004 0,002
Ensaio em condi¢des de Inverno 0,004 0,0004

no Meio ISO 8692

Ensaio em condi¢des de Inverno
na Agua Residual Tratada 0,003 0,0006

nd: ndo determinado

3.8. Tempos de duplicagao celulares

A divisdo da constante In 2 pela taxa especifica de crescimento permitiu calcular o
tempo de duplica¢do celular (Quadro 3.10).

Quadro 3.10. - Tempos de duplicacdo celulares

Ensaio tq (d7)

Ensaio Preliminar no Meio ISO 8692 2,740

Ensaio Preliminar na Agua Residual Tratada 1,397

Ensaio em condicdes de Verdo no Meio I1SO 8692 1,055
Ensaio em condicdes de Verdo na Agua Residual Tratada 1,612
Ensaio em condicdes de Inverno no Meio ISO 8692 4,176
Ensaio em condi¢des de Inverno na Agua Residual Tratada | 3,938
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4. DISCUSSAO

4.1. Alteragao da espécie dominante na cultura de microalgas

O indculo fornecido pelo LNEG ndo continha apenas Chlorella vulgaris. Durante o
desenvolvimento das culturas ocorreu a mudanca de dominio de espécies no meio
artificial e na agua residual. Para além disso, a d4gua residual continha outros
microrganismos, como microalgas e protozodrios. A Figura 4.1 mostra trés microalgas

que foram encontradas no indéculo.

Figura 4.1. Imagens obtidas da cultura-mae apos 6 dias de incubagdo. A — Chlorella vulgaris (ampliagdo
400x); B — Scenedesmus sp. e Chlorella vulgaris (ampliagdao 400x); C — Scenedesmus sp (ampliagdo
400x)

Nas culturas de microalgas a dominancia de espécie pode depender dos predadores,
da adaptacdo ao meio, das necessidades de alimentacdo ou da razdo N:P (Richmond,
2004). Na Figura 4.2 encontra-se um exemplo de protozodrio ciliado (provavel
predador das microalgas) encontrado na agua residual inoculada, ao fim de 14 dias de

incubacdo.

Figura 4.2. Imagem de um protozoario ciliado na agua residual inoculada, apds 14 dias de incubagao

(ampliagdo 400x)
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A existéncia de outras microalgas levou a uma mudanga das espécies dominantes na
cultura. O ensaio que decorreu sob condi¢des de Verdo mostrou um dominio inicial da
microalga Chlorella vulgaris, mas, no seu final, a microalga dominante era do género
Chlamydomonas, como pode ser visto na Figura 4.3. A ndo existéncia da microalga

Chlamydomonas no inéculo leva a concluir que existia na amostra de dgua residual.

Figura 4.3. — Agua residual inoculada, ap6s 14 dias de incubagdo, mostrando a dominancia de
Chlamydomonas (ampliagdo 400x)

4.2, Comparagao da composicao da agua residual tratada com alguns dados
bibliograficos

No Quadro 4.1. sdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas de aguas residuais

utilizadas em trabalhos de crescimento de microalgas.

Quadro 4.1. - Composicao de varias dguas residuais utilizadas noutros trabalhos

Parametro Unidades a) | b) | c)|d)| e)
pH escala Sorensen|7,49| 7,6 - 17,2\ 8,7
Oxigénio dissolvido mg 0,.I" 3 - - - |24
Potencial redox mV - 1978 - - -
Condutividade uS.cm™ - - - - 2900
cao mg Oz.l'1 55 149,7|1304| - | 204
CBOs(20) mg 0,.I" - - - - ;m
SST mg.I" 13 | - |186| - -
N-Kjeldahl mg N.I" 18,5(11,9| 37 | - | -
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Quadro 4.1 - (cont.)

Parametro Unidades a) | b) | c)|d | e)
NO5’ mg NO;.I* - 109 - |06 16
NO, mg NO,.I" - 1014 - | - 10,79
Ortofosfatos mg P.I"* - l11,5] - | - -
P-total mg P.I"* 1,32 - | - | - -
Azoto Amoniacal mg NH4+.I'1 54| 15 | 28 | 2,3| 1,9

a) Efluente doméstico apds tratamento secundario (Hea e Xueb, 2010)
b) Efluente doméstico apés tratamento secundario (Orpeza et al., 2009)
c) Efluente doméstico (Kim et al., 2009)

d) Efluente doméstico apds tratamento secundario (Singh e Dhar, 2007)
e) Agua residual sintética (Maine et al., 2006)

A dgua residual que foi utilizada nesta dissertacdao (Quadro 4.1) era, na generalidade,
mais rica em nitratos, nitritos e fosfatos do que as aguas residuais apresentadas no
Quadro 4.1. Os teores médios de CBOs(20), CQO e SST, na agua residual utilizada nesta
dissertacdo, foram de 4 mg 0,7 33 mg 0,0%e 23 mg.l'l, respectivamente. Estes trés
parametros demonstram a melhor qualidade da dgua residual tratada utilizada neste
trabalho, pois as concentracdes daqueles parametros sao inferiores aos valores

encontrados na bibliografia.

Estas caracteristicas tornam a 4gua residual utilizada como um meio de cultura mais
adequado para o crescimento das microalgas em condi¢des autotrdficas, do que as
aguas residuais indicadas no Quadro 4.1. No entanto, o meio sintético, utilizado nos
ensaios, possuia nitratos e fosfatos em maior concentragdo, com cerca de cinco vezes

mais nitratos e duas a trés vezes mais fosfatos que a agua residual tratada.

4.3, Ensaios de crescimento
4.3.1. Ensaio Preliminar de cultivo em meio 1SO 8692

O meio ISO 8692 era um meio de cultura rico em nitratos e fosfatos (Quadro 3.3). A
fase exponencial comecou, neste meio, no dia 2 de ensaio e manteve-se até ao dia 10
(Figura 3.3A). A taxa de crescimento, p = 0,253 d?, foi inferior ao ensaio realizado com
a agua residual tratada, que registou um valor de p = 0,496 d™ (Quadro 3.4). Uma

explicacdo possivel é a pior assimilacdo de nutrientes por parte das microalgas, ou o
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melhor equilibrio nutritivo na agua residual, a qual podera conter micro-nutrientes
essenciais ao crescimento das microalgas que ndo se encontrariam presentes no meio
ISO 8692. O crescimento no ensaio preliminar, em meio sintético, ndo atingiu os
valores do ensaio em condi¢des de incubacdo de Verdao, no mesmo meio, devido a
falta de arejamento. O arejamento ndo sé contribui para uma melhor agitacdo da

cultura, como tera promovido uma melhoria das trocas gasosas dentro dos reactores.

4.3.2. Ensaio Preliminar de cultivo na agua residual tratada

O crescimento da cultura na dgua residual tratada esteve em fase exponencial apenas
durante 7 dias e sem atingir uma densidade Optica tdo elevada como no ensaio
preliminar em meio sintético (Figuras 3.3B). No entanto, apresentou uma taxa
especifica de crescimento, u = 0,496 dt superior a do ensaio preliminar em meio
sintético, o qual registou uma taxa especifica de crescimento de p = 0,253 d™* (Quadro

3.4).

O valor de densidade 6ptica final foi inferior ao do ensaio preliminar em meio sintético

(Figuras 3.2A e 3.2B) porque as concentragdes dos nutrientes eram inferiores.

Finalmente, a falta de arejamento terd tido o mesmo efeito negativo que no ensaio

preliminar em meio sintético.
4.3.3. Ensaio de cultivo em condigGes de Verao no meio ISO 8692

Os resultados da DO e dos SST maximos (Figuras 3.2C e 3.5C) foram os mais elevados
registados ao longo de todos os ensaios. A taxa especifica de crescimento registada
com base na DO, u = 0,657 d}, e a taxa especifica de crescimento determinada com
base nos SST, p, = 0,382 d'l, foram igualmente as mais elevadas registadas em todos os
ensaios. Estes valores maximos podem indicar que as condigdes aqui utilizadas foram

as mais préximas das ideais.

O aumento da taxa especifica de crescimento em relacdo aos ensaios preliminares (1 =
0,253 d™* no meio ISO 8692 e u = 0,496 d' na agua residual tratada) deveu-se
provavelmente a alteracdo no sistema de agitacdo. No ensaio preliminar, a agitacao foi
apenas orbital. Nos restantes ensaios, além da agitacao orbital, simulou-se também as

condicGes de um reactor air-lift com arejamento forcado. Na pratica, o que esta
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mudanca veio acrescentar foram movimentos verticais do meio de cultura em
simultaneo com os movimentos horizontais promovidos pela agita¢ao orbital. Para
além disso, a maior intensidade de movimentos no interior da cultura terd permitido
uma melhor agitacdo do meio de cultura. Dai resultaram melhores trocas gasosas,
como a difusdo de O, e CO,, que terdo aumentado a absorcdo de nutrientes.
Igualmente, a acumulagado de O, pode ser téxico para os microrganismos, e a falta de
CO, pode ser um factor limitante do crescimento, dai a importancia de uma agitacao

eficaz.

O ensaio em meio I1SO 8692, nas condicdes de incubacdo de Verdo, apresentou taxas
de remogdo de N e P de 27% e 67% (Quadro 3.5), respectivamente, relativamente ao
tempo de duracao total do ensaio, e de 31% e 62 % (Quadro 3.6), respectivamente, no
que concerne ao periodo de duracdo da fase de crescimento exponencial. A diferenca
entre as taxas de remocdo para todo o ensaio e as taxas de remocdo na fase
exponencial mostra que se se tiver como principal objectivo a remog¢ao dos nutrientes
N e P da dgua residual tratada, ndo é interessante manter a cultura em crescimento

para além da fase exponencial. Esta conclusao foi comum a todos os ensaios.

Nos primeiros quatro dias do ensaio houve um consumo muito reduzido de azoto
(Figura 3.5A), dado que as microalgas terdo comecado por consumir as reservas
internas e s6 depois terdo utilizado o azoto do meio. Este processo é frequentemente
observado em indéculos provenientes de meios de cultura ricos em N e P, em que as

microalgas efectuam “consumos de luxo” destes nutrientes (Becker, 1994).

As taxas volumétricas de consumo de nutrientes (TVN e TVP de 1,85 mg N.I't.d%e 0,42
mg P.I'".d?, respectivamente) (Quadro 3.7) e os quocientes metabdlicos de utilizagdo
de N e P (TV N/TV SST e TV P/TV SST de 0,41e 0,08, respectivamente) (Quadro 3.7)
foram inferiores aos do ensaio com 3agua residual tratada, nas mesmas condicoes de
incubacdo (TVN e TVP de 2,58 N.I'".d e 1,03 P.I".d™*, respectivamente; TV N/TV SST e
TV P/TV SST de 0,54 e 0,21, respectivamente).

4.3.4. Ensaio de cultivo em condig6es de Verdo na agua residual tratada

Os resultados da DO e biomassa maximos foram inferiores aos obtidos para os ensaios
em meio sintético, nas mesmas condicdes de incubacdo (Figuras 3.2D e 3.5D). As taxas
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especificas de crescimento (= 0,430 d* e p, = 0,365 d™) foram também inferiores na
agua residual tratada (Quadro 3.4). Os valores mais baixos provavelmente sdo
consequéncia da menor carga de nutrientes na agua residual tratada e/ou da
existéncia de predadores neste meio de cultura comparativamente ao meio sintético

ISO 8692.

Na agua residual tratada foi observado um processo interessante do ponto de vista da
aplicacdo pratica do crescimento das microalgas neste meio de cultura: a densidade
Optica, ao contrdrio dos restantes ensaios, ndo acompanhou o crescimento dos sdélidos
suspensos totais, devido a floculacdo das microalgas, causando interferéncia nas
medicGes por espectrofotometria. Este resultado é de elevado interesse no sentido em
gue a possibilidade de se induzir naturalmente a floculagdo permitiria baixar os custos
associados a separac¢do da biomassa algal do meio liquido. Sera importante que, num

trabalho futuro, este processo possa ser estudado.

Este ensaio apresentou taxas de remocdo de N e P de 84% e 74% (Quadro 3.5),
respectivamente, relativamente ao tempo de duracdo total do ensaio, e de 78% e 52%
(Quadro 3.6), respectivamente, no que concerne ao periodo de duragdo da fase

exponencial.

A evolucdo da concentracdo de nutrientes ao longo do ensaio ocorreu em duas fases
distintas (Figuras 3.8D e 3.10D): na primeira foi observado um decréscimo muito lento
da concentracdo de N e P, devido provavelmente a pequena dimensdo da populacdo
de microalgas ou ao consumo de reservas internas existentes nas células; na segunda
fase, que globalmente se encontrou ligeiramente desfasada da fase de crescimento

exponencial, ocorreu um decréscimo acentuado das concentragdes destes nutrientes.

A taxa especifica de crescimento no ensaio na agua residual tratada, em condicOes de
incubacdo de Verdo, (Quadro 3.4) foi inferior ao ensaio no meio sintético, nas mesmas
condicGes, mas com taxas volumétricas (Quadro 3.7) e quocientes metabdlicos de
consumo de nutrientes superiores (Quadro 3.8). Isto indica que, na agua residual
tratada, é necessaria uma maior absorcdo de nutrientes para a manutencdo do

crescimento microalgal. Isto pode resultar de uma razdo desadequada de nutrientes e
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da existéncia de condicbes de predagcao mais acentuadas na 4gua residual, diminuindo

a competicao pelos nutrientes.

4.3.5. Ensaio de cultivo em condig6es de Inverno no meio ISO 8692

No ensaio de cultivo das microalgas no meio ISO 8692, em condi¢des de Inverno,
foram registados os valores mais baixos de DO e biomassa maximos (Figuras 3.2E e
3.5E) comparativamente a todos os ensaios realizados. As taxas especificas de
crescimento (i = 0,166 d™ e pp = 0,126 d!) foram igualmente as mais baixas (Quadro
3.4). Estes valores foram condicionados pelas condi¢des desfavoraveis de temperatura

e fotoperiodo testados neste ensaio.

Foram calculadas, para este ensaio, taxas de remogdo de N e P de 35% e 50%,
respectivamente, no periodo de duracdo total do ensaio (Quadro 3.5), e de 24% e 50%,
respectivamente, no periodo de duracao da fase de crescimento exponencial (Quadro
3.6). Estas taxas de remogao sdao semelhantes as taxas obtidas no mesmo meio de
cultura, nas condicdes de incubacdo de Verao. Este facto demonstra que, apesar do
crescimento ter demorado mais 7 dias em condi¢des de incubagao de Inverno, foi
possivel obter-se taxas de remocao semelhantes as observadas para as condi¢cdes mais

favoraveis de crescimento (condi¢des de incubagdo que simulavam o Verao).

As taxas volumétricas de remoc¢do de N e P (Quadro 3.7), calculadas para o ensaio nas
condicGes de incubacdo de Inverno, foram muito inferiores as determinadas no ensaio
realizado sob condi¢des de incubacdo de Verdao. Os quocientes metabdlicos de
assimilacdo de N e P (Quadro 3.8) mostram que foi consumido mais azoto do que nos
ensaios realizados em condi¢cOes de Verdo para se obter um valor de biomassa muito
inferior. Isto indica que houve um elevado consumo de N sem tradugdo pratica em

termos de producdo de biomassa final.
4.3.6. Ensaio de cultivo em condiges de Inverno na agua residual tratada

No ensaio de cultivo na agua residual tratada, em condi¢des de incubacao de Inverno,
as taxas especificas de crescimento (u = 0,176 d* e pp = 0,159 d™*) (Quadro 3.4) foram
inferiores as registadas nos ensaios em condicGes de Verdo, mas superiores as

determinadas no ensaio de crescimento no meio I1SO 8692, em condicdes de Inverno. A
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semelhanca do que aconteceu no ensaio de crescimento no meio ISO 8692, em
condig¢Oes de incubagao de Inverno, as condi¢des de incubacdo de baixa temperatura e
reduzido periodo de exposicdo a luz foram determinantes na obtencdo de valores

reduzidos das taxas de crescimento.

Para este ensaio foram determinadas taxas de remog¢do de N e P de 84% e 56%,
respectivamente, para todo o periodo de duracdo do ensaio (Quadro 3.5). Estas taxas
foram semelhantes ou superiores as que foram determinadas para os restantes
ensaios de crescimento. Concluiu-se assim que, apesar de se ter registado um
crescimento relativamente reduzido devido as condigdes de incubagdo desfavoraveis
ao crescimento microalgal, as condi¢des de temperatura e periodo de exposi¢ado a luz
reduzidos ndo condicionaram significativamente a remocdo de N e P a partir da dgua
residual. Uma possivel explicacdo é a de que, em condi¢des ambientais adversas, as
microalgas incorporam nutrientes na sua biomassa, funcionando como reservas, ao
invés de os utilizar para o crescimento. Estas reservas poderao ficar guardadas até
existirem condi¢cdes ambientais que promovem um crescimento eficaz (Meseck, et al.,

2005).

Outra explicacdo é sugerida no estudo de Seyfabadi et al. (2010), que explica as
reac¢Oes da Chlorella vulgaris em resposta as altera¢des de regimes luminosos. As
principais conclusdes deste estudo dizem que, em resposta a baixa irradiancia,
decresce a producdao de clorofila a, aumenta a produ¢cdo de B — caroteno e sdo
sintetizadas unidades fotossintéticas maiores, fendmenos estes que necessitam de
energia e consequentemente nutrientes. Estes fendmenos metabdlicos podem
explicar a absorgdo significativa de nutrientes, apesar destes nao serem conduzidos

para o crescimento celular.

As taxas volumeétricas de assimilacdo de N e P (Quadro 3.7), em conjunto com os
quocientes metabdlicos de assimilacdo destes nutrientes (Quadro 3.8), mostram que
se consumiu menos N, mas mais P, para se obter uma quantidade superior de sélidos

suspensos, comparativamente ao meio ISO 8692, nas mesmas condicdes de incubacao.
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4.4, Razao N:P

A razdo N:P no meio de cultura é um dos factores que determina a dominancia das
espécies na cultura, podendo também afectar a absorcdo de nutrientes e a taxa
fotossintética (Wehr e Sheath, 2003). A melhor razao N:P para o crescimento varia

consoante a microalga.

A composi¢ao da Chlorella vulgaris apresenta uma razao N:P que pode variar de 6:2
até 8:1 (Quadro 4.2) A composicdo interna do microrganismo é um bom ponto de

partida para determinar a constitui¢ao ideal do meio externo.

Quadro 4.2. — Constituicdo da microalga Chlorella vulgaris (Oh-Hama e Miyachi,
1988)

Elemento | % Peso seco
Carbono 51,4-72,6
Oxigénio 11,6-28,5
Hidrogénio 7,0-10,0
Azoto 6,2-7,7
Fésforo 1,0-2,0
Potdssio 0,85-1,62
Magnésio 0,36-0,80
Enxofre 0,28-0,39
Ferro 0,04-0,55
Calcio 0,005-0,08
Zinco 0,0006-0,005
Cobre 0,001-0,004
Magnésio 0,002-0,01

Nos ensaios realizados, aquele que apresentou melhores indices de crescimento foi o
ensaio com o meio sintético ISO 8692, em condi¢Bes de incubacdo de Verdo. A razao
N:P para este ensaio foi de 8:1 (Quadro 3.3). No ensaio realizado no meio sintético, em
condicbes de Inverno, a razdao N:P foi de 20:1. Este ensaio apresentou as taxas de
crescimento e as taxas de remocdao de nutrientes mais baixas da globalidade dos
ensaios (Quadros 3.4 e 3.5). O facto dos melhores indices de crescimento terem
ocorrido num meio com uma razdo N:P de 8:1 esta de acordo com o trabalho de Oh-

Hama e Miyachi (1988), no qual o autor sugere que a razao N:P da consituicdo da
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microalga Chlorella vulgaris (de 6:2 até 8:1) pode representar a razdao N:P ideal para o

meio de crescimento.

E ainda interessante notar que os ensaios que utilizaram meios de cultura com razdes
N:P mais baixos, 2:1 na dgua residual tratada, em condi¢des de Verdo, e 4:1 na dgua
residual tratada no ensaio preliminar, foram os que apresentaram as taxas de remog¢ao
de nitratos e fosfatos mais elevadas. Isto podera indicar um melhor comportamento

de absorgao de nutrientes em razdes N:P inferiores.
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5. Conclusoes

O objectivo principal deste trabalho foi o estudo da cinética de crescimento da
microalga Chlorella vulgaris numa agua residual. Pretendeu-se também avaliar a taxa

de remocgado dos nutrientes N e P no decurso do crescimento algal.

Este trabalho mostrou que a agua residual tratada foi um meio no qual as taxas de
remocdo de N e P, de 84% e 74%, respectivamente, nas condi¢cdes de incubacdo de
Verdo, e de 84% e 56%, respectivamente, nas condi¢des de incuba¢dao de Inverno,
foram superiores as taxas de remocdo registadas no meio sintético, as quais foram de
37% e 67% da concentragado inicial, respectivamente, nas condi¢des de incubagdo de
Verdo, e de 35% e 50% da concentracdo inicial, respectivamente, nas condicdes de
incubacdo de Inverno. No entanto, a agua residual tratada foi um meio que ndo
promoveu um crescimento microalgal tao acentuado quanto o que foi observado no
meio sintético, devido ao facto das concentracdes iniciais de N e P terem sido
inferiores na dgua residual tratada. Para além disso, a dgua residual tratada pode
também apresentar outros factores que prejudicam o crescimento microalgal, como
microalgas que competem com as microalgas do indculo utilizado e predadores que

afectam negativamente o crescimento das microalgas.

O ensaio preliminar, no meio sintético, apresentou uma taxa de crescimento
relativamente a DO, u, de 0,253 d~. O mesmo ensaio realizado com a agua residual

tratada apresentou um valor de u igual a 0,496 dt.

O ensaio nas condi¢des de incubacao de Verdao, em meio sintético, registou uma taxa
especifica de crescimento, determinada com base na DO, de u = 0,657 d? e uma taxa
especifica de crescimento, determinada com base nos SST, de u, = 0,382 d™. O facto
destas taxas terem sido as mais elevadas das que foram obtidas em todos os ensaios
permitiu concluir que as condi¢des de incubacdo, que foram utilizadas nas condicdes
de simulacdo de Verdo, terdo sido as mais favordveis ao crescimento microalgal,

devido ao maior nimero de horas de exposicao a luz e a maior temperatura ensaiada.
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O ensaio em meio sintético, nas condicGes de incubacdo de Verdo, apresentou taxas
de remogdo de N e P de 37% e 67% da concentragao inicial, respectivamente,
relativamente ao tempo de duracao total do ensaio, e de 31% e 62 % da concentracdo
inicial, respectivamente, no que diz respeito ao periodo de duragdo da fase
exponencial. As diferencas entre estas taxas de remocdo de nutrientes ndo sao
significativas, pelo que se pode concluir que ndo sera vantajoso, tendo como objectivo
especifico a remocao de nutrientes, manter a cultura em crescimento para além da

fase exponencial.

A alteracao do sistema de agitacao, entre os ensaios preliminares e os ensaios em
condicbes de Verdo, provocou uma melhoria no sistema de crescimento das
microalgas. Concluiu-se que o crescimento com sistema de arejamento do tipo “air-
lift” permite melhorar a agitacdo da cultura, bem como as trocas gasosas no interior

do reactor, o que conduz ao aumento do crescimento microalgal.

O ensaio de crescimento na agua residual tratada, em condi¢cdes de incubacdo de
Verdo, apresentou taxas especificas de crescimento de u = 0,430 dte Up = 0,365 d'l,
relativamente a DO e aos SST, respectivamente, valores estes que foram inferiores aos
determinados para o meio sintético, nas mesmas condi¢des de incubacdo. Como ja foi
referido, a agua residual tratada ndao é o meio ideal para maximizar a producdo de
biomassa microalgal, pois € um meio mais pobre em nutrientes e a existéncia de
predadores é prejudicial ao desenvolvimento da cultura de microalgas. No entanto, os
ensaios com condicOes de incubacdo de Verdo apresentaram as taxas de remocdo de N
e P mais elevadas, o que pode indicar que a agua residual tratada foi o meio de
crescimento com o melhor equilibrio nutricional em micro-nutrientes, podendo
satisfazer necessidades nutricionais que o meio sintético ndo tera satisfeito por

auséncia desses micro-nutrientes.

O ensaio no meio sintético, em condicdes de incubacdo de Inverno, apresentou as
taxas especificas de crescimento (1 = 0,166 d™ e u, = 0,126 d*) mais baixas de todos os
ensaios. Foram calculadas para este ensaio taxas de remogao de N e P de 35% e 50%

da concentracdo inicial, respectivamente, no periodo de duracdo total do ensaio, e de
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24% e 50% da concentracdo inicial, respectivamente, no periodo de duracdo da fase de

crescimento exponencial.

No ensaio de cultivo na agua residual tratada, em condi¢des de incubagao de Inverno,
as taxas especificas de crescimento para a DO e para os SST, u = 0,176 d* e up = 0,159
d?, foram inferiores as taxas registadas nos ensaios em condi¢gdes de Verdo, mas
superiores as determinadas no ensaio de crescimento no meio ISO 8692, em condi¢des
de Inverno. Para este ensaio foram determinadas taxas de remog¢dao de N e P de 84% e
56% da concentracdo inicial, respectivamente, para todo o periodo de duracdo do
ensaio, e taxas de remocao de 73% e 56% da concentracgdo inicial, respectivamente, no

periodo de duracdo da fase de crescimento exponencial.

As taxas especificas de crescimento (u e up) apresentaram-se com valores inferiores
nos ensaios em condi¢cdes de incubacdo de Inverno, comparativamente aos ensaios em
condi¢bes de incubagao de Verado, o que indica que, no que concerne o crescimento
microalgal, a temperatura de 10°C e um fotoperiodo de 6h (luz)/18h (escuro),
limitaram significativamente o crescimento da populacdo de microalgas ensaiada. No
entanto, as taxas de remoc¢dao de nutrientes registadas nos ensaios realizados em
condicbes de incubacdo de Inverno foram semelhantes ou superiores as que foram
determinadas para os restantes ensaios de crescimento. Concluiu-se assim que, apesar
de se ter registado um crescimento reduzido devido as condicGes de incubacao
desfavoraveis ao crescimento microalgal, as condi¢des de temperatura e fotoperiodo,
que simularam a estagao do Inverno, ndo condicionaram a remogdo de N e P a partir
da agua residual, pelo que, num sistema de remoc¢ao de nutrientes que utilize uma
populacdo de microalgas semelhante a que foi testada neste trabalho, registar-se-a a
remocdo de N e P da dgua residual, mesmo sob condi¢des meteoroldgicas adversas de

temperatura e fotoperiodo.
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6. Trabalho Futuro

O trabalho desta dissertacdo correspondeu a uma fase preliminar do que podera ser
um projecto com ambicées mais amplas de producdo de microalgas em aguas
residuais provenientes de tratamentos secundarios. O objectivo a longo prazo deste
projecto seria a utilizacdo de microalgas para depuracdo de dguas residuais em ETARs
em Portugal. Para se atingir este objectivo, o desenvolvimento de trabalho futuro nas

areas referidas seguidamente é fundamental.

Numa proxima fase de testes seria importante testar condicdes de temperatura e
fotoperiodo intermédias as que foram estudadas nesta dissertacdo, nomeadamente
condicdes de Primavera e Outono. A andlise de uma maior gama de valores de
temperatura e fotoperiodo permitiria avaliar a produtividade do sistema relativamente
a producdo de biomassa e a eficiéncia de remocgdo de N e P ao longo de um ciclo anual
completo. Por outro lado, a determinacdo da temperatura e fotoperiodo ideais para o
crescimento é essencial para se escolher a escolha de locais com condicbes

meteoroldgicas que permitam maximizar a producdo de biomassa microalgal.

Seria também importante o estudo de outras espécies de microalgas, que pudessem
garantir maiores taxas de producdo de biomassa, sem comprometer os rendimentos
de remoc¢do de nutrientes e sem apresentarem maiores sensibilidades aos factores

limitantes associados a dguas residuais, nomeadamente, competicdo e predacao.

Finalmente, serd também importante que os proximos ensaios sejam realizados em
reactores com maiores volumes, constituindo reactores piloto, de modo a que outras
varidveis possam ser estudadas, nomeadamente a qualidade da biomassa produzida.
Sé assim serd possivel evoluir-se do laboratdrio para a ETAR, onde seria instalado um
reactor a utilizar agua residual com as condi¢cdes meteoroldgicas locais. Finalmente,
esta passagem do laboratdrio para trabalho de campo seria mais interessante se
acompanhado de um estudo de viabilidade econdmica para se avaliar os custos e

receitas reais da implementacdo desta tecnologia.

90



7. Bibliografia

7.1. Referéncias Bibliograficas

ALTENER (2004) Bioenergia - Manual sobre Tecnologias, Projectos e Instalagdo.

Bangqin, H.; Huasheng, H. e Liang, C. (1994) The physiological effects of N:P ratio on
algae in semicontinuous culture, Asian Marine Biology, Vol. 11, pp. 137-142.

Barbosa, M. (2003) Microalgal Photobioreactors: Scale-up and Optimisation,
Universidade de Wageningen.

Becker, E. (1994) Microalgae: Biotechnology and Microbiology, Cambridge University
Press.

Borodyanski, G. e Konstantinov, I. (2002) Microalgae separator apparatus and method,
US Pat. 6524486.

Borowitzka, M. (1999) Commercial production of microalgae: ponds, tanks, tubes and
fermenters, Journal of Biotechnology, 70, pp. 313-321.

Bosma, R. (2006) Ultrasound: A new technique to harvest microalgae?, Universidade
Twente.

Bouterfas, R.; Belkoura, M. e Dauta, A. (2006) The effects of irradiance and
photoperiod on the growth rate of three freshwater green algae isolated from a
eutrophic lake, Limnetica, 25, Vol. 3, pp. 647-656.

Carlsson, A.; Beilen, J.; Moller, R. e Clayton, D. (2007) Micro and Macro-Algae: Utility
for industrial applications, CPL Press.

Carvalho, A.; Meireles, L. e Malcata, F. (2006) Microalgal reactors: A review of enclosed
system designs and performances.

Chinnasamy, S.; Ramakrishnan, B.; Bhatnagar, A. e Das, K. (2009) Biomass production
potential of a wastewater alga Chlorella vulgaris ARC 1 under elevated levels of carbon
dioxide and temperature, International Journal of Molecular Sciences, 10, pp. 518-532.

Chisti, Y. (2007) Biodiesel from microalgae, Biotechnology Advances, 25, pp. 294-306.

De la Noue, J. e Chevalier, P. (1985) Efficiency of immobilized hyperconcentrated algae
for ammonium and orthophosphate removal from wastewaters, Biotechnology Letters,
7, pp. 395-400.

De la Noue, J.; Laiberté, G. e Proulx, D. (1992) Algae and wastewater, Journal of
Applied Phycology, 4, pp. 247-254.

91



De la Noue, J. e De Pauw, N. (1998) The Potential of microalgal biotechnology: a review
of production and microalgal uses, Biotechnology Advances, 6, pp. 725-770.

Dermibas, A. (2008) Biodiesel, 12 edicao, Trabzon, Springer - VLL

Dimitrov, K. (2007) GreenFuel technologies: A case study for industrial photosynthetic
energy capture.

Dinis, A.; Monteiro, A. e Boaventura, R. (2004). O tratamento de dguas residuais: O
papel das microalgas, Universidade do Porto.

Doucha, J. e Livansky, K. (2006) Productivity, carbon dioxide/oxygen exchange and
hydraulics in outdoor open high density microalgal (Chlorella sp.) photobioreactors
operated in middle and southern european climate, Journal of Apllied Phycology, 18,
pp. 811-826.

Eriksen, N. (2008) The technology of microalgal culturing, Biotechnology Letters, 30,
pp. 1525-1536.

Fernandez, F.; Camacho, F.; Perez, J.; Sevilla, J. e Grima, E. (1998) Modeling of biomass
productivity in tubular photobioreactors for microalgal cultures: Effects of dilution
rate, tube diameter, and solar irradiance, Biotechnology and Bioengineering, 58, pp.
605-616.

Fonseca, M. e Teixeira, J. (2007) Reactores Bioldgicos, 12 edicdo, Lisboa, Lidel - edicdes
técnicas, Ida.

Goluecke, C.; Gotaas, H. e Oswald, W. (1957) Anaerobic digestion of algae, Applied
Microbiology, 5, Vol. 1, pp. 47-55.

Gonzalez, J.; Diaz, P.; Arbib, Z.; Pérez, C.; Sanchez, J. e Vargas-Machuca, J. (2010)
Nitrogen and phosphorus removal from treated urban wastewater by Chlorella
vulgaris, International Journal of Phytoremediation, Em publicacao.

Gonzalez, M. (2005) Aplicacion e importancia de las microalgas en el tratamiento de
aguas residuales, Universidad Auténoma Metropolitana.

Gouveia, L. e Oliveira, A. (2009) Microalgae as raw materials for biofuels production,
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, Vol. 36, pp. 269-274.

Gouveia, L.; Marques, A.; Sousa, J.; Moura, P. e Bandarra, N. (2010) Microalgae —
Source of natural bioactive molecules as functional ingredients, Food Science and
Technology Bulletin: Functional Foods, 7, Vol. 2, pp. 21-37.

92



Green, B.; Lunquist, T. e Oswald, W. (1994) Performance of methane fermentation pits
in advanced integrated wastewater pond systems, Water Science and Technology, 12,
Vol. 30, pp. 287-295.

Green, B.; Lunquist, T. e Oswald, W. (1995a) Energetics of advanced integrated
wastewater pond systems, Water Science and Technology. 12, Vol. 31, pp. 9-20.

Green, B.; Bernstone, L.; Lunquist, T.; Muir, J.; Tresan, R. e Oswald, W. (1995b)
Methane fermentation, submerged gas collection, and the fate of carbon in advanced
integrated wastewater pond systems, Water Science and Technology, 12, Vol. 31, pp.
55-65.

Green, B.; Bernstone, L.; Lunquist, T. e Oswald, W. (1996) Advanced integrated
wastewater pond systems for nitrogen removal, Water Science and Technology, 7, Vol.
33, pp. 207-217.

Grima, E.; Camacho, F.; Perez, J.; Fernandez, F. e Sevilla, J.M (1999) Photobioreactors:
light regime, mass transfer, and scaleup, Journal of Biotechnology, 70, pp. 231-247.

Grupo de Trabalho do Atlas (1988) Radia¢do Solar, Secretaria de Estado do Ambiente e
Recursos Naturais — Lisboa.

Guimarades, J.; Amaral, R.; Santos, M. e Santos, L. (2009) Colheita, Identificacdo e
Conservacgdo de Microalgas, Algoteca do Departamento de Botancia - Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Coimbra.

Hall, D.; Acien Fernandez, F.; Guerrero, E.; Rao, K. e Grima, E.M. (2003) Outdoor helical
tubular photobioreactors for microalgal production: Modeling of fluid-dynamics and
mass transfer and assessment of biomass productivity, Biotechnology and
Bioengineering, 82, pp. 62-73.

Hameed, M. e Ebrahim, O. (2007) Biotechnological potential uses of immobilized algae,
International Journal of Agriculture & Biology, 9, Vol. 1, pp. 183-192.

Hea, S. e Xueb, G. (2010) Algal-based immobilization process to treat the effluent from
a secondary wastewater treatment plant, Journal of Hazardous Materials, 178 , pp.
895-899.

Hoffmann, J. (1998) Wastewater treatment with suspended and nonsuspended algae,
Journal of Phycology, 34, pp. 757-763.

Hu, Q. (2004) Environmental effects on cell composition, Handbook of microalgal
culture: Biotechnology and applied Phycology, pp. 83-87.

IBGE (2004) Vocabuldrio bdsico de recursos naturais e meio ambiente, Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica.

93



Illman, A.; Scragg, A. e Shales, S. (2000) Increase in Chlorella strains calorific values
when grown in low nitrogen medium, Enzyme and Microbial Technology, 27, pp. 631-
635.

Jones, L. e Atkins, P. (2000) Chemistry: Molecules, Matter and Change, 42 edicdo, W.H.
Freeman.

Kim, D.; Kim, K.; Ryu, H.; Min, K. e Lee, S. (2009) Long term operation of pilot-scale
biological nutrient removal process in treating municipal wastewater, Bioresource
Technology, 100, pp. 3180-3184.

Klok, A. (2010) Optimization of lipid production in microalgae, Wageningen University

Kok, B. (1952) On the efficiency of Chlorella growth, Acta Botanica Neerlandica, 1952,
p. 445.

Lau, P.; Tam, N. e Wong, Y. (1995) Effect of algal density on nutrient removal from
primary settled wastewater, Environmental Pollution, 89, pp. 59 - 66.

Lau, P.; Tam, N. e Wong, Y. (1997) Wastewater nutrientes (N and P) removal by
carrageenan and alginate immobilized Chlorella vulgaris, Environmental Technology,
18, pp. 945 - 951.

Lee, Y. e Shen, H. (2004) Basic culturing techniques. Handbook of microalgal culture:
Biotechnology and applied Phycology, pp. 40-56.

Li, J.; Xu, N. e Su, W. (2003) Online estimation of stirred-tank microalgal
photobioreactor cultures based on dissolved oxygen measurement, Biochemical
Engineering Journal, Vol. 14, pp. 51-65.

Li, Y.; Horsman, M.; Wu, N.; Lan, C. e Dubois-Calero, N. (2008) Biofuels from
Microalgae,

Lim, S.; Chu, W. e Phang, S. (2010) Use of Chlorella vulgaris for bioremediation of
textile wastewater, Bioresource Technology, 101, pp. 7314-7322.

Maine, M.; Sune, N.; Hadad, H.; Sanchez, G. e Bonetto, C. (2006) Nutrient and metal
removal in a constructed wetland for wastewater treatment from a metallurgic
industry, Ecological Engineering, 26, pp. 341-347.

Mallick, N. (2002) Biotechnological potential of immobilized algae for wastewater N, P
and metal removal, BioMetals, 15, pp. 377-390.

Mathews, C.; van Holde, K. e Ahern, K. (2000) Photosynthesis - Biochemistry. 32 edicdo,
p. 619.

94



Meseck, S.; Alix, J. e Wikfors, G. (2005) Photoperiod and light intensity effects on
growth and utilization of nutrients by the aquaculture feed microalga, Tetraselmis chui
(PLY429), Aquaculture, 246, pp. 393-404.

Moreno-Garrido, I. (2008) Microalgae immobilization: Current techniques and uses.
Bioresource Technology, 99, pp. 3949-3964.

Oh-Hama, T. e Miyachi, S. (1988) Chlorella. Microalgal Biotechnology, pp. 3-26.

Orpeza, R.; Martinez, M.; Hodaifac, G.; El Yousfi, F.; Nohman, J. e Sdnchez, S. (2009)
Growth of the microalga Botryococcus braunii in secondarily treated sewage,
Desalination, 256, pp 625-630.

Oswald, W. (1990) Adavanced integrated wastewater pond systems, 12 edicdo.

Oswald, W. (1995) Ponds in the twenty-first century, Water Science and Technology,
12, Vol. 31, pp. 1-8.

Rhee, G. e Gotham, I. (1980) Optimum N:P ratios and coexistence of planktonic algae.
Journal of Phycology, 4, Vol. 16, pp. 486-489.

Richmond, A. (2004) Handbook of microalgal culture: Biotechnology and Applied
Phycology, 12edicao, Blackwell Science Ltd.

Ruiz-Marin, A. e Mendoza-Espinosa, L. (2008) Ammonia removal and biomass
characteristics of alginate-immobilized Scenedesmus obliquus cultures treating real
wastewater, PSP, 9a, Vol. 17.

Ruiz-Marin, A.; Mendoza-Espinosa, L.; e Stephenson, T. (2010) Growth and Nutrient
Removal in Free and Immobilized Green Algae in Batch and Semi-continuous Cultures
Treating Real Wastewater, Bioresource Technology, 2010, Vol. 101, pp. 58-64.

Sadava, D.; Hillis, D.; Heller, C. e Berenbaum, M. (2009) Life: The Science of Biology, 8¢
edicdo, W.H. Freeman.

Salisbury, F. e Ross, C. (1985) Plant Physiology, 32 edicdo, Brooks Cole.

Sawayama, S.; Inoue, S.; Dote, Y. e Yokoyama, S. (1995) CO2 fixation and oil production
through microalgae, Energy Conversion Management, Vol. 36, pp. 729-31.

Seyfabadi, J.; Ramezanpour, Z. e Khoeyi, Z. (2010) Protein, fatty acid, ansd pigment
content of Chlorella vulgaris under different light regimes, Journal of Applied
Phycology.

Sheehan, J. (1998) A look back at the U.S. Department of Energy’s Aquatic Species
Program—Biodiesel from algae, U.S. Department of Energy's Office of Fuels
Development.

95



Shi, J.; Podola, B. e Melkonian, M. (2007) Removal of nitrogen and phosphorus from
wastewater using microalgae immobilized on twin layers: an experimental study,
Journal of Applied Phycology, 19, pp. 417-423.

Singh, K. e Dhar, W. (2007) Nitrogen and phosphorous scavenging potential in
microalgae, Indian Journal of Biotechnology, 6, pp. 52-56.

Soeder, C. (1981) Productivity of microalgal systems in wastewater for aquaculture,
University of the OFS Publication, Series C, N°3.

Soeder, C. (1986) A historical outline of applied phycology. Handbook of Microalgal
Mass Culture, pp. 25-41.

Spolaore, P.; Joannis-Cassan, C.; Duran, E. e Isambert, A. (2006) Commercial
applications of microalgae, Journal of Bioscience and Bioengineering, 101, pp. 87-96.

Suttle, C. e Harrison, P. (1988) Ammonium and phosphate uptake rates, N:P supply
ratios, and evidence for N and P limitation in some oligotrophic lakes, Limnology and
Oceanography, 33, Vol. 2, pp. 186-202.

Tamiya, H. (1957) Mass culture of algae, Annual Review of Plant Physiology, 8, pp. 309-
334.

Tchobanoglous, G.; Burton, F. e Stensel, D. (2003) Wastewater engineering: Treatment
and Reuse, 42 edicao, McGraw-Hill Science.

Tomaselli, L. (2004) The microalgal cell, Handbook of microalgal culture: Biotechnology
and applied Phycology, p. 3.

Ugwu, C.; Aoyagi, H. e Uchiyama, H. (2008) Photobioreactors for mass cultivation of
algae, Bioresource Technology, 99, pp. 4021-4028.

Vonshak, A. (1986) Laboratory techniques for the cultivation of microalgae, Handbook
of microalgal mass culture, pp. 117-145.

Wehr, J. e Sheath, R. (2003) Freshwater algae of North America - Ecology and
classification, 12 edicdo, Academic Press.

7.2. Recursos da Internet Consultados

Algomed (2008)
http://www.algomed.de/index.php [Citacdo: 25 de Agosto de 2010.].

Azevedo, R. (2003)
http://www.naturlink.pt. [Citacdo: 20 de Agosto de 2010.]

96


http://www.algomed.de/index.php
http://www.naturlink.pt/

CIA (2010)
https://www.cia.gov/library/publications/the-worldfactbook/rankorder/2417.html
[Citacdo: 23 de Outubro de 2010.]

FAO (2011a)
http://www.fao.org/docrep/007/y5720e/y5720e08.html [Citagdo: 18 de Abril de
2011]

FAO (2011b)
http://www.fao.org/DOCREP/003/W3732E/w3732e06.htm#2.3.%20Algal%20producti
on [Citagdo: 18 de Abril de 2011.]

Garcia, R. (2009)
http://static.publico.clix.pt/copenhaga/noticia.aspx?id=1414663 [Cita¢do: 23 de 10 de
2010.]

Sequeira, 1. (2010)
http://economia.publico.pt/Noticia/galp-e-petrobras-preparam-novos-negocios-na-
producao-de-biocombustiveis 1437680 [Cita¢do: 23 de Outubro de 2010.]

Simarsul, Grupo Aguas de Portugal. (2010)
www.simarsul.pt. [Citacdo: 8 de Janeiro de 2011.]

97


https://www.cia.gov/library/publications/the-worldfactbook/rankorder/2417.html
http://www.fao.org/docrep/007/y5720e/y5720e08.html
http://www.fao.org/DOCREP/003/W3732E/w3732e06.htm#2.3.%20Algal%20production
http://www.fao.org/DOCREP/003/W3732E/w3732e06.htm#2.3.%20Algal%20production
http://static.publico.clix.pt/copenhaga/noticia.aspx?id=1414663
http://economia.publico.pt/Noticia/galp-e-petrobras-preparam-novos-negocios-na-producao-de-biocombustiveis_1437680
http://economia.publico.pt/Noticia/galp-e-petrobras-preparam-novos-negocios-na-producao-de-biocombustiveis_1437680
http://www.simarsul.pt/

	0. Capa, Dedicatoria (Final).pdf
	1. Introdução, Object, Mat e Mét (Final).pdf
	2. Resultados - Gráficos (Final).pdf
	3. Resultados Parte 2 (Final).pdf
	4. Discussão (Final).pdf
	5. Conclusão (Final).pdf
	6. Trabalho Futuro (Final).pdf
	7. Bibliografia.pdf

