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Resumo

O tratamento de residuos com elevado teor de compostos organicos biodegradaveis, elevado
teor de dgua e elevado teor de contaminacdo microbioldgica, representa um problema importante do
ponto de vista ambiental e econdmico pois envolvem custos considerdveis para as entidades
produtoras e tém associadas emissdes gasosas e liquidas consideraveis. Exemplos deste tipo de
residuos sdo as lamas de ETAR, os estrumes resultantes das atividades de producdo animal, ou os
efluentes resultantes do abate de animais para alimentac¢do, para os quais ndo se encontraram ainda
solucBes de valorizacdo e tratamento que permitam processar rapidamente as quantidades

produzidas e que apresentem baixo impacte ambiental.

Neste trabalho pretende-se desenvolver uma solucdo integrada para tratamento deste tipo de
residuos escolhendo como casos de estudo Fracdo Organica dos Residuos Sélidos Urbanos, estrumes
de bovino e efluente de avidrio usando a microalga Chlorella Vulgaris e valorizacdo da biomassa algal

obtida.

O uso da Fracdo Organica dos Residuos Sélidos Urbanos como fonte de nutrientes para o
crescimento da microalga Chlorella Vulgaris ndo foi eficiente, tendo as culturas acabado por morrer,
no entanto foram atingidas taxas de remocdo de 49%, 43,1%, 99-100% e 28,6-56,9% para o Fésforo
Total, CQO, CBOs e Azoto Kjeldahl, respetivamente. No entanto a descarga deste efluente tratado em

meio hidrico natural ndo seria possivel.

O uso de quantidades excessivas de cinzas de biomassa utilizadas no pré-tratamento de
efluentes de estrume de bovinocultura, revelaram-se como um fator de adi¢ao de toxicidade ao meio.
Como forma de avaliar quais as variaveis que influenciam a densidade dtica, a massa de precipitado, o

volume de filtrado e os sélidos suspensos totais utilizou-se o software Design Expert version 11.

A utilizagcao do efluente de Avidrio, em regime descontinuo e semi-continuo, permitiu o
crescimento da cultura de Chlorella vulgaris tendo-se atingido uma producdo algal de 0,57-2,32 g/L.
Ap0ds a bioremediacgdo do efluente de aviario, a descarga deste, em meio hidrico natural, ndo
seria possivel, no entanto, os valores obtidos encontram-se proximos dos de descarga. A biomassa

produzida pode ser valorizada como ra¢ao animal numa abordagem de Economia Circular.

Palavras-chave: Microalgas, compostos organicos, pré-tratamento, cinzas de biomassa, efluentes,

biorremedia¢do






Abstract

The treatment of wastes with a high content of biodegradable organic compounds, high water
content and high microbiological contamination, represents an important environmental and
economic problem since it involves considerable costs for the producing entities and has associated
considerable gaseous and liquid emissions. Examples of this type of waste are sewage sludge, manure
resulting from animal production activities, or effluent resulting from the slaughter of animals for
feeding, for which no recovery and treatment solutions have been found to allow rapid processing of

the quantities produced, while having a low environmental impact.

This work intended to develop an integrated solution for the treatment of this type of waste,
choosing as Organic Fraction of Urban Solid Waste, bovine manure and aviary effluent using the

Chlorella vulgaris and valorization of the obtained algal biomass.

The use of the Organic Fraction of Urban Solid Waste as a source of nutrients for the growth
of the microalga Chlorella vulgaris was not efficient, with the crops finished to die, however removal
rates of 49%, 43.1%, 99-100 % and 28.6-56.9% for Total Phosphorus, COD, BOD and Total Nitrogen,
respectively. However the discharge of this treated effluent into natural water medium would not be

possible.

The use of excessive amounts of biomass ash used in the pre-treatment of cattle manure
effluents proved to be a toxicity addition factor in the medium. As a way of evaluating the variables
that influence optical density, precipitate mass, filtrate volume and total suspended solids, the

software Design Expert version 11 was used.

The use of the aviary effluent, in a discontinuous and semi-continuous regime, allowed the
growth of the Chlorella vulgaris culture, reaching a biomass production of 0.57-2.32 g/L. After the
bioremediation of the aviary effluent, its discharge in a natural water medium would not be possible
however, the values obtained are close to those of discharge. The biomass produced can be valued as

animal feed in a Circular Economy approach.

Keywords: Microalgae, organic compounds, pre-treatment, biomass ash, effluents, bioremediation
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Objetivos

O objetivo do presente estudo passa pelo tratamento de efluentes com elevada carga organica
através da utilizacdo da microalga Chlorella vulgaris e possivel valorizacdo da biomassa algal obtida.

Pretende-se, também avaliar de que forma certas varidveis afetam algumas das carateristicas
importantes, presentes nos efluentes, para o crescimento de microalgas, como a densidade 6tica.



1-Introducao

1.1- Enquadramento legislativo

As alteragBes climaticas e a independéncia energética tém sido os grandes fatores de
mudanca, a nivel internacional, no que toca as fontes de energia. Os grandes e constantes aumentos
do preco dos produtos petroliferos, a sua inacessibilidade e os problemas que provém da sua
utilizacdo, como as suas emissdes (aumento do aquecimento global, efeito de estufa, e outros)
conduziu a que o principal foco passassem a ser as energias renovaveis. A crescente preocupac¢do com
o agravamento de fendmenos climaticos, que se tem vivido ao longo deste século foi determinante
para a realizagdo e assinatura do protocolo de Quioto, que veio colocar metas para a redugdo das
emissOes de GEE (Carvalho, 2010). O pacote de medidas da UE para 2020 em matéria de alteragdes
climaticas e de energias renovaveis (Diretiva 2009/28/CE do Parlamento Europeu e do Concelho de 23
de Abril, 2009) propde um compromisso de redugdo minima de 20% de emissdes de GEE até ao ano
2020, tendo como principais objetivos o aumento da utilizacdo das energias renovaveis para pelo
menos 20% da produgdo energética total e a redugdo do consumo de energia para 20%, mediante um
aumento da eficiéncia energética. O sector dos transportes deve possuir pelo menos 10% do seu

combustivel proveniente de fontes renovaveis (Alves, 2015).

A procura de fontes alternativas de energia que permitam ndo sé reduzir a dependéncia
energética de fontes externas, mas também reduzir os niveis de emissdes de GEE deu origem ao
desenvolvimento de varias formas de producdo de energia renovavel (Carvalho, 2010). Em Portugal
tem-se vindo a verificar um grande investimento na energia edlica e solar, para além da tradicional
energia hidrica. A biomassa desempenha um papel importante na producdo de energia em Portugal

com uma capacidade instalada de cerca de 580 MW e com uma producao elétrica anual de 2618 GWh.

De acordo com a Diretiva 2015/1513 entende-se por biomassa, “a fracdo biodegradavel de
produtos, residuos e detritos de origem bioldgica provenientes da agricultura (incluindo substancias
de origem vegetal e animal), da exploracdo florestal e de industrias afins, incluindo da pesca e da
aquicultura, bem como a fragdo biodegradavel dos residuos industriais e urbanos”. Assim, o termo
biomassa engloba uma grande variedade de materiais/residuos organicos com composicdes e origens

distintas.



1.2- Valorizagdo energética a partir de residuos

A valorizacdo energética de residuos, é vista como uma das futuras fontes de energia
renovaveis mais determinantes, ndo sé pelo seu potencial energético, mas também pela necessidade
gue existe em diminuir a quantidade de residuos que é depositada em aterro. Os residuos tal como
lamas de ETAR, residuos de matadouro, estrumes, residuos de exploragbes agricolas, residuos de
frutas e legumes e residuos sélidos urbanos sao de especial interesse, uma vez que estas fontes nao
competem com as culturas alimentares no uso de terras agricolas. A sua valorizacdo pode nao sé ajudar
num decréscimo da utilizacdo de energia féssil como ainda ser um papel importante na atual politica
de mitigacdo de emissdes de CO; ao reduzir emissées de metano, um gds com potencial de GEE 25

vezes superior ao CO; (Alves, 2015) (Global Methane Initiative, 2016).

Sendo assim, tém vindo a ser produzidos documentos legislativos e normativos, regulamentos
e codigos de boas praticas visando a reducdo e valorizacdo dos residuos organicos, contemplando as
diversas componentes da sua gestdo, desde a producdo e processamento até a utilizacdo na

agricultura.

De entre os residuos organicos com interesse agricola, os provenientes das exploragdes
pecudrias suscitam, porventura, maiores preocupagdes, por duas ordens de razdo: sdo os que se
produzem em maiores quantidades na Unido Europeia, tendo ultrapassado o bilido de toneladas em
1985, atingindo valores cerca de trés e seis vezes superiores aos das lamas provenientes das esta¢des
de tratamento de 4d&guas residuais urbanas (ETAR) e aos residuos sélidos urbanos (RSU),
respetivamente (Ferrero e L’'Hermite, 1985); pelo facto de as exploragGes se concentrarem em regides
especificas, muitas da quais dispondo de reduzidas, ou mesmo inexistentes, areas agricolas. Disto
resulta que, muitas vezes, a producdo de estrumes e chorumes e, principalmente, as quantidades de
Fosforo e Azoto veiculadas por estes residuos, ultrapassam os niveis maximos recomendaveis de
aplicacdo aos solos da exploracdo que os produz e mesmo aos localizados nas propriedades agricolas
de relativa proximidade, originando problemas ambientais. O Decreto-Lei n.2 73/2011, de 17 de junho,
gue estabelece a terceira alteragdo do Decreto-Lei n.2 178/2006, de 5 de setembro e transpde a
Diretiva n.2 2008/98/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 19 de novembro de 2008, relativa
aos residuos, prevé, no seu enquadramento legislativo, o reforco da prevengao da producgdo de

residuos e fomentar a sua reutilizagao e reciclagem, promover o pleno aproveitamento do novo



mercado organizado de residuos, como forma de consolidar a valorizagdo dos mesmos, com vantagens
para os agentes econdmicos, bem como estimular o aproveitamento de residuos especificos com
elevado potencial de valorizagdo (APA, 2014)(Decreto-Lei n° 73/2011 de 17 de Junho, 2011)(Despacho
n.°12571/2014, 2014).

As microalgas apresentam uma grande capacidade de remover eficientemente a carga
organica e inorganica presente nos residuos. Além disso, determinadas espécies tendem a suportar
condicdes adversas do meio, resistindo a niveis de poluicdo elevados, o que as torna adequadas para
o tratamento de residuos. De modo a potenciar a eficiéncia desta remoc¢ao é comum recorrer-se a uma

etapa de pré-tratamento (Jorge, 2017).

1.3-Microalgas

As microalgas sdo os produtores unicelulares primarios mais abundantes, procariontes ou
eucariontes, que podem formar coldnias, com pouca ou nenhuma diferenciacdo celular além de serem
dotados de pigmentos, responsaveis por coloragdo variada e por metabolismo foto autotréfico (RAVEN
et al., 2007) (Barcellos, Barreto, Machado, & Druzian, 2012). Estes organismos, fotossintéticos
microscopicos, podem ser encontrados em todos os sistemas aquaticos, como, agua doce, dgua do

mar, lagos hipersalinos e até em desertos e ecossistemas articos (Ganesan et al., 2014).

Possuem mecanismo fotossintético semelhante ao das plantas terrestres, no entanto, devido
a uma estrutura celular mais simples e submersa em meio aquoso, ambiente onde tém um acesso mais
eficaz a 4gua, CO; e outros nutrientes, sdao geralmente mais eficientes na conversao de energia solar

em biomassa (Priyadarshani I, Sahu D, 2011).

A classificagdo destes organismos baseia-se sobretudo na composi¢cdo de pigmentos. A Tabela 1

representas as maiores classes conhecidas.



Tabela 1-Classificagdo taxonomica das microalgas consoante a sua pigmentagéo (adaptado de (Carvalho, 2013)

Designagao Comum Designagdo Cientifica
Algas verdes Chlorophyceae

Algas Castanhas Phaeophyceae
Dinoflagelados Pyrrophyceae

Algas Douradas Chrysophyceae
Diatomaceas Bacillariophyceae
Algas vermelhas Rhodophyceae
Cianobactérias Cyanophyceae

Estima-se que existam entre 22.000 e 26.000 espécies de microalgas, das quais apenas
algumas estdo identificadas como sendo Uteis para fins de aplicacdo comercial, como a Spirulina,

Chlorella, Haematococcus, Dunaliella, Botryococcus, Phaeodactylum e Porphyridium (Carvalho, 2013).
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O cultivo de microalgas pode ser efetuado em sistemas abertos (tanques ou lagos) e/ou em
sistemas fechados (fotobioreatores.)

Os sistemas abertos sdo normalmente mais baratos de construir, possuem um ciclo de vida
superior e uma grande capacidade de producdo, quando comparados com os sistemas fechados. No
entanto sdo mais suscetiveis as condi¢Ges climaticas, ndo permitindo o controlo da temperatura da
agua, evaporacgao e iluminagdo, a contaminagdes de bactérias e outras microalgas e ocupam uma area

mais extensa (Mata, Martins, e Caetano, 2010).

Os fotobioreatores sdo sistemas flexiveis que podem ser otimizados de acordo com as
caracteristicas bioldgicas e fisioldgicas das espécies de microalgas cultivadas, permitindo assim o
cultivo de microalgas que ndo podem sé-lo em sistemas abertos.

Este sistema oferece um maior controlo sobre as condicdes de cultivo e parametros de
crescimento (pH, temperatura), evita a evaporacao, reduz as perdas de CO,, permite atingir
produtividades mais elevadas, oferendo uma forma mais segura para o ambiente, evitando a
contaminacdo ou minimizando a invasdo por microrganismos concorrentes (Mata, Martins, e Caetano,

2010).

A biomassa algal, pode ser cultivada, colhida, usada e valorizada como fonte de nutrientes,
tanto para humanos como para animais, mas também como matéria-prima para a producdo de
biocombustiveis, numa abordagem de Economia Circular. No entanto, o seu cultivo requer condi¢des

especificas de iluminacdo, escoamento e agitacdo (Mata, Martins, e Caetano, 2010).

A produgdo microalgal necessita de muitos fertilizantes, o que resulta em custos de operagdo
bastante elevados, bem como em riscos ambientais, devido a fuga de nutrientes para o meio ambiente.
A utilizacdo de microalgas como agentes de bioremediagdo tem vindo a ganhar relevo, pois permite a
utilizacdo de efluentes, com elevada carga organica e inorganica, ricos em fésforo e azoto, melhorando
o desempenho econdémico e ambiental, uma vez que estes microrganismos conseguem absorver os
nutrientes presentes nestes efluentes, incorporando-os nas suas células, melhorando a qualidade da

agua (Zhu & Hiltunen, 2016) (Kwon et al., 2017).

Kshirsagar, (2013) estudou o crescimento da microalga Chlorella vulgaris, entre outras, em
aguas residuais domésticas durante 20 dias. Foram obtidas taxas de remocdo de 78,1%, 62,7% e 70-

82% para Fésforo, Azoto e CQO, respetivamente (Kshirsagar, 2013).



Ji e colaboradores, (2013) analisaram a taxas de remocéao através da microalga Scenedesmus
obiliquus, de Fésforo e Azoto de aguas residuais provenientes de pocilga, tendo atingido resultados de

48-69% e 23-58%, respetivamente(Ji et al., 2013).

1.4- Economia circular

A Economia Circular tem sido um tema recorrente nas agendas internacional, Europeia e
nacional nos ultimos anos, sendo um conceito estratégico que assenta nos principios da reducao,
reutilizacdo, recuperacdo e reciclagem de materiais e energia e assumindo-se como um elemento
chave para promover a dissociagdo entre o crescimento econémico e o aumento no consumo de
recursos. Numa Economia Circular, o valor dos produtos e materiais € mantido durante o maior tempo
possivel, a producdo de residuos e a utilizacdo de recursos reduzem-se ao minimo e, quando os
produtos atingem o final da sua vida util, os recursos mantém-se na economia para serem reutilizados

e voltarem a gerar valor (Dire¢do-Geral das Atividades Econdmicas).



2-Valorizagao da fragao organica de residuos sélidos urbanos
e estrumes por tratamento fisico-quimico e bioremediagao

com a microalga Chlorella vulgaris

2.1-Introducao

Residuos urbanos sdo definidos como quaisquer residuos produzidos num espaco urbano por
atividade humana no seu dia-a-dia, que sdo deitados fora por serem inuteis e/ou indesejados pelo
Homem (Decreto-lei n2178/2006, de 5 de setembro). Estes residuos a primeira vista, podem n3o ter
grande utilidade, no entanto, com a mudanca de mentalidade da populacdo em geral, hoje em dia
consegue-se recorrer a diversas formas para o seu aproveitamento através da reutilizacdo e/ou
valorizacdo, a partir de reciclagem, compostagem ou aproveitamento energético. Nos ultimos anos,
com o aumento populacional e sedentarismo tem-se verificado um aumento na producdo, no consumo
e consequentemente nos residuos, conduzindo a uma degradacdo do meio onde vivemos. Assim a
gestdo de Residuos Sdlidos Urbanos tem vindo a ganhar destaque, tanto do ponto de vista ambiental
como de saude publica, sendo que a sua correta gestdo leva a diminuicdo de pragas e doengas. (Nunes,

2017).

Prevé-se a aprovacao de programas de prevencdo e estabelecimento de metas de preparacao
para reutilizagdo, reciclagem e outras formas de valorizagdo material de residuos, a cumprir até 2020
conforme o PERSU 2020, instrumento de referéncia da politica de residuos urbanos, aprovado na
Portaria n.2 187-A/2014, de 17 de setembro que define como metas relativamente ao ano de
referéncia 1995 (ano da aprovacgdo do primeiro PERSU), a reduc¢do de 63% para 35% a deposi¢do, em
aterro, de residuos urbanos biodegradaveis, o aumento de 24% para 50% da taxa de preparagdo de
residuos para reutilizacdo e reciclagem e assegurar niveis de recolha seletiva de 47kg/habitante/ano

(Camara Municipal Lisboa, 2015).

Os principios gerais estabelecidos para o PERSU 2020 s3ao concretizados em objetivos, que
fundamentam o estabelecimento das metas e medidas para os residuos urbanos entre 2014 — 2020
(Alves, 2015) (APA, 2014). Surge assim a importancia do tratamento e valorizacdo de residuos

enquadrando-se como os objetivos de produgao energética e reducao de emissdes de GEE.



Em Portugal os Residuos sdo agrupados de acordo com a sua origem, como representado na

Tabela 2.

Tabela 2-Tipos de Residuos (Decreto-lei n2178/2006, de 5 de setembro)
(Nunes, 2017)

Tipo de Residuos Definigiio

Todos os residuos produzidos
, domesticamente e por outras
Residuos Urbanos .
atividades semelhantes, sem

gue ultrapassem 1100L

Residuos criados em atividades
A o industriais, tal como os residuos
Residuos Industriais i "
criados na producgio e

distribuigdo de energia e dgua

A . Residuos gerados devido a
Residuos Agricolas - . .
exploracao agricola e pecuaria

Todos os residuos produzidos na
. . drea da saude, unidades de

Residuos Hospitalares i K T
cuidados de salde, hospitais e

clinicas veterindrias

Todos os residuos produzidos
. " o elas atividades de construgio
Residuos de Construgdo e Demolicdo P . &40,
como a reconstrugdo, a

ampliagdo, etc.

Quanto ao grau de perigosidade dos residuos para o ser humano e meio ambiente, existe uma
divisdo em trés graus: os residuos perigosos, quer para a salde quer para o ambiente, por terem certas
carateristicas (explosdo, combustibilidade, nocividade a salde, cancerigenos, entre outros); os
residuos ndo perigosos: aqueles que ndo trazem problemas a salude publica ou ao ambiente; e os
residuos inertes: ndo sofrem transformacgdes fisicas, quimicas ou bioldgicas importantes (Nunes,

2017).

Para o ano 2017, verificou-se novo aumento na produgdo de residuos urbanos. Foram geridos
pelos SGRU de Portugal Continental, cerca de 4.745 mil toneladas, o que corresponde a um aumento
de 2% relativamente a 2016. Este aumento poderd estar relacionado com uma melhoria da situagao
econdmica de Portugal, o que indica ndo estar, no contexto dos RU, a ser cumprido o objetivo de

dissociar a producdo de residuos do crescimento econdmico. Por outro lado, constata-se também que
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as medidas de prevencdo da producdo de residuos ndo estdo a ter os resultados esperados. Na Tabela

3 encontram-se representados os resultados quantitativos de RU produzidos e a variagdo verificada

face ao ano anterior. (RARU 2017)

Tabela 3-Quantitativos de RU produzidos (RARU 2017)

Regiao 2013 2014 2015 2016 2017

Portugal Continental 4 363 4 474 4 523 4 540 4 745
Regido Auténoma da Madeira 106 110 110 119 124
Regido Autonoma dos Acores 139 136 132 132 137

Total 4 608 4 719 4 765 4 891 5 007

Variacdo face ao ano anterior L% 2% +1% +3% +2%

Comparando estes resultados com anos anteriores, Figura 2, constata-se que os valores de

producgdo total de RU rondam os registados nos anos 2011 e 2012. Para 2017, em Portugal Continental,

apurou-se uma capitacdo de 484 Kg/hab/ano passando Portugal a situar-se acima da média Europeia

(483 Kg/hab/ano) (RARU 2017).
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Figura 2- Evolugdo da produgéo de RU (106 t) e capitagéo anual (kg/hab.ano) em Portugal Continental

No que respeita ao encaminhamento direto de RU para as principais operagdes de gestao,
verifica-se a seguinte distribuicao: 32% para aterro, 28% para tratamento mecanico e bioldgico, 21%
para valorizagao energética, 10% para valorizagao material, 7% para tratamento mecanico e 2% para
valorizagdo organica. Contudo, ao efetuar uma andlise considerando os destinos finais dos residuos
verifica-se que a distribuicdo, em termos percentuais varia substancialmente: 57% para aterro, 21%

para valorizagdo energética, 12% para reciclagem e 10% para compostagem/digestdo. (RARU 2017).

Atualmente, em Portugal Continental, existem uma série de infraestruturas de gestdo de

Residuos Urbanos, como representado na Tabela 4

Tabela 4-numero de infraestruturas de gestdo de RU existentes (RARU 2017)

Principais infraestruturas Existentes

Aterros 32
Tratamento Mecinico 4
Tratamento Mecinico e Biologico 18

Central de Valorizacao Orgénica (Recolha Seletiva)
Central de Valorizacdo Energética

Estacao de triagem 30
Estacdo de Transferéncia a0
Ecocentros 197
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Até 2020, em Portugal, terd de existir uma redugdo da quantidade total de RUB depositados

em aterro para 35% face aos quantitativos totais produzidos em 1995 (RARU 2017).

Tabela 5-Ru depositados em aterro face a meta 2020

RU depositados em aterro (% face a 1995)
Resultado Obtido 2017 43
Meta 2020 35

Qualquer material com algum potencial de reutilizagdo, reencaminhado para aterros, diminui
drasticamente a sua vida Gtil, provocando danos ambientais. E o caso da Fragdo Organica de Residuos
Sélidos Urbanos, a maior fragcdo da gravimetria dos residuos, em grande parte dos municipios. Assim
surge um dos objetivos desta dissertacdo, verificar a possibilidade de tratar a Fracdo Organica de
Residuos Sélidos Urbanos, através do uso da microalga Chlorella vulgaris, como forma de remediar o

efluente e valorizagdo da biomassa algal produzida através do crescimento da cultura.

Varios estudos tém sido feitos, utilizando microalgas como forma de biorremediacdo de
efluentes. Tanto os lixiviados de aterro, como as aguas residuais sdo efluentes, que como a Fragdo

Organica dos Residuos Sélidos Urbanos, possuem uma elevada carga organica.

Znad, Al Ketife, Judd, AIMomani, e Vuthaluru, (2018), estudaram a eficiéncia de remediacdo e
taxa de crescimento da microalga Chlorella vulgaris em aguas residuais primarias, secunddrias e
efluente de petrdleo. As aguas residuais filtradas previamente através de um microfiltro (0,2um) de
nylon, foram autoclavadas a 120 °C, durante 15 min como forma de esterilizar o meio. Para as aguas
residuais primarias foram obtidas taxas de remocado de 22-34%, 100% e 80% para o CQO, Azoto Total
e Fosforo Total, respetivamente, tendo sido atingida uma producdo algal de 1,62 g/L. Ja nas aguas

residuais secundarias foram obtidas taxas de remogao de 100% tanto para o CQO como para o Fésforo
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Total. No efluente de petrdleo foi atingida uma producdo algal de 1,02 g/L e uma taxa de remocéo do

Fosforo Total de 78% (Znad, Al Ketife, Judd, AIMomani, & Vuthaluru, 2018).

Richars e Mullins, (2013) estudaram a possivel remo¢do de metais, através de quatro espécies
de microalgas marinhas diferentes, de lixiviado de aterro. Apds 10 dias de ensaio, obteve-se uma taxa

de remocdo dos metais presentes no efluente de cerca de 95% (Richards & Mullins, 2013).

Marbelia e colaboradores estudaram o crescimento da microalga Chlorella vulgaris em
fotobioreatores em regime descontinuo, durante 10 dias e em regime continuo em bioreatores de
membrana, utilizando dguas residuais sintéticas, provenientes de comida de gato, atingindo producdes

de biomassa algal de 0-2-0,75 g/L (Marbelia et al, 2014).

Cheng e Tian, (2013) efetuaram uma avalia¢do da capacidade de uma espécie de Scenedesmus
em remediar um lixiviado proveniente de uma localidade chinesa. Os autores verificaram que as
maiores taxas de crescimento da estirpe isolada foram obtidas com as diluices mais elevadas, tendo
sido possivel obter taxas de remocao de 70%, 72%, 95% e 16% para Azoto Total, NH4*, Fosforo Total e

CQO, respetivamente ao fim de 20 dias de cultivo (Cheng and Tian, 2013).
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2.2-Metodologia

Neste trabalho procurou-se avaliar a capacidade da microalga Chlorella vulgaris para consumir
nutrientes extraidos da fragdo organica contribuindo para a sua remediacao e valorizacdo como uma

alternativa a sua utilizacdo em compostagem ou a sua deposi¢ao em aterro.

Para tal procurou-se efetuar a solubilizacdo destes nutrientes através de dois processos de

digestdao a quente em meio acido, de forma a torna-los acessiveis as microalgas.

Estrume de vaca, um residuo organico também disponivel em grandes quantidades, foi
também parcialmente solubilizado em agua, a frio, para obter uma solucdo rica em nutrientes que
pudesse servir como efluente de comparag¢ao com o digerido da fracdo organica dos residuos sélidos

organicos.

2.2.1- Digerido Total

O Digerido Total obteve-se, adicionando 0.5g da fracdo organica de RSU, previamente moida
num moinho café, num tubo de ensaio, com 1,7 mL de H,O destilada e 3,3 mL de H,SO4 a (96%).
Seguidamente o tubo foi colocado num banho termostatizado a 30°C durante 1 hora, sendo depois o
seu conteudo transferido para um frasco Schott de 250 mL, e diluido com 139 mL H,0 destilada. De
seguida colocou-se o frasco, devidamente fechado, em autoclave e aqueceu-se durante 1 hora a
temperatura de 121°C. Por fim, apds arrefecer, filtrou-se o conteldo do frasco por papel de filtro, 0,2
um (Whatman) e recolheu-se o filtrado num recipiente de plastico que se conservou no frio até
posterior andlise .Este método foi efetuado em triplicado. Inoculou-se utilizando 10 mL da cultura mae

da microalga Chlorella vulgaris em 450 mL de Digerido Total.
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2.2.2- Digerido Parcial

De forma a obter o Digerido Parcial adicionaram-se 20g da fragdo organica de RSU e 200 mL
de H,0, pH 2 (adicionou-se H,SO, 0.5N a agua com pH =7) num baldo de fundo redondo de 250 mL e
aqueceu-se a refluxo (condensador + Soxhlet +manta de aquecimento) durante 1h. Seguidamente
filtrou-se o conteudo do baldo, por papel de filtro 0.45 um (Whatman), recolheu-se o filtrado e
adicionaram-se mais 200 mL de H20, pH 2, ao residuo da primeira extragao e aqueceu-se a refluxo
durante mais 1h apds o que se filtrou todo o conteldo, e combinaram-se os filtrados das duas
extragoes. Seguidamente colocou-se a solugdo num erlenmeyer de 1 L (cerca de 400 mL), aos quais se
adicionaram 40g de cinzas de biomassa, e agitou-se a mistura utilizando uma placa de agitacdo e uma
barra magnética, durante cerca de 1 h, de modo a solubilizar componentes das cinzas. No final filtrou-
se o conteudo do erlenmyer através de um filtro de pano para um recipiente pldstico, e conservou-se
o filtrado refrigerado a cerca e 52C até posterior andlise. Este processo foi efetuado em duplicado.
Inoculou-se este efluente utilizando 10 mL da cultura m3e da microalga Chlorella vulgaris em 500 mL

Digerido Parcial.

2.2.3- Borbulhado de estrume - Controlo positivo

O borbulhado de estrume foi obtido através de um pré-tratamento fisico-quimico que
consistiu na mistura de cerca de 100g de estrume de vaca com 125g de cinzas de biomassae 2 L de
agua da torneira num erlenmeyer de 3 L. Seguidamente utilizou-se uma bomba de aquario, a qual se
ligou um tubo de silicone e uma pipeta de 25mL de modo a efetuar a circulagdo do ar dentro da solugdo
(arejamento), durante 24h. Por ultimo filtrou-se a solugdo através de um filtro de pano e efetuou-se
uma diluicdo de 1:4 devido a sua turbidez. Reservou-se a solugdo num recipiente de plastico,
conservando-a no frio. Inoculou-se utilizando 10 mL da cultura mae da microalga Chlorella vulgaris

em 500 mL Borbulhado de estrume.

2.2.4- Controlo

O controlo foi obtido inoculando 10 mL da cultura mae da microalga Chlorella vulgaris em

500mL de meio Chlorella.
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O meio Chlorella foi obtido adicionando 500 mL agua destilada, 1,25 g de fosfato de potassio
(KH2PO4 (Sigma P 0662)) e 0,5 g de bicarbonato de sédio (NaHCOs) num baldo volumétrico.
Seguidamente, adicionou-se, noutro baldao volumétrico, 500 mL de aguas destilada, 1,25 g de nitrato
de potdassio (KNOs), 1 g de sulfato de magnésio (MgS0,4-7H,0 (Sigma 230391)), 0,11 g de cloreto de
calcio (CaCl,+2H,0 (Sigma C-3881)), 1 mL de meio ET Chu e 10 mL de Fe EDTA. Transferiu-se o contetdo
de cada baldo volumétrico para o respetivo erlenmeyer. Por fim os erlenmeyers, devidamente
fechados foram colocados na autoclave durante aproximadamente 1h. Apds arrefecer juntou-se o
conteldo de cada erlenmeyer num recipiente de plastico. Este processo foi efetuado de modo a obter

1L de meio Chlorella.

Ur

Figura 3-D. Total, D. Parcial e Borbulhado de estrume

2.2.5- Caracterizagao do Digerido Total, Digerido Parcial e Borbulhado de

estrume

De modo a efetuar a caracterizacdo fisico-quimica do Digerido Total, Digerido Parcial e
Borbulhado de Estrume, avaliaram-se os seguintes parametros: Fosforo Total, Azoto Kjeldahl, nitritos,

nitratos, CQO e CBO:s.
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Estes parametros foram determinados nos efluentes de partida bem como nos efluentes
obtidos apdés um periodo de crescimento da microalga C. vulgaris em regime descontinuo, apds

centrifugacao.

2.2.5.1- Fosforo Total

A determinac¢do do Fdsforo Total foi realizada a partir do método 4500-P E. do Standard

Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1985)

2.2.5.1.1- Digestdao Amostra

Adicionaram-se 25 mL de amostra, 10 mL de acido sulfirico (Fisher Chemical >95%) e uma
colher de mistura catalisadora (Se + K2504), num tubo de digestdo. Seguidamente colocou-se o tubo
no digestor a temperatura de = 360°C durante = 4h. A digestdo considerou-se terminada quando a
solucdo ficou incolor. Por ultimo transferiu-se o digerido para um baldo de 100 mL, lavando o tubo de
digestdo com agua ultrapura (MILIQ) e perfazendo o volume do baldo. Seguidamente o digerido foi
filtrado com um filtro de papel de 47 mm de diametro e 0,45 um de espessura para um recipiente de

plastico e conservado no frio.

2.2.5.1.2- Fésforo Total

Em primeiro lugar, preparou-se a solu¢do redutora, adicionando, de acordo com o volume
necessario da mesma, para o respetivo baldo volumétrico, H,O ultrapura (MILIQ), H,SO4 5N, molibdato
de amodnio, acido ascorbico e tartarato de potassio, de acordo com as concentragbes previstas no

método e perfazendo o volume do baldo volumétrico com H,0 ultrapura (MILLIQ).

Seguidamente prepararam-se os padrdes para a reta de calibragdo colocando, 2 ml da solugdo
stock de fosfatos (50ug(P)=1mL) num baldo volumétrico de 100 mL, perfazendo-o com H,0 ultrapura

(MILIQ), de modo a preparar a solucdo de trabalho. Prepararam-se 6 baldes volumétricos de 100mL
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com solucdo de trabalho de fosfatos (0; 5; 10; 15; 20; 25 mL) e 8mL solugdo redutora, perfazendo-os

com H,0 ultrapura (MILIQ).

Por ultimo, prepararam-se as amostras, adicionando o volume apropriado da amostra a
analisar, algumas gotas de fenolftaleina e NaOH 6N, até que a amostra atingisse a cor rosa. Para
finalizar adicionou-se 8mL da solucdo redutora previamente preparada, perfazendo os respetivos

balGes volumétricos com H,0 ultrapura (MILIQ).

2.2.5.2- Azoto Kjeldahl

As amostras previamente digeridas para solubilizar o azoto organico. Para um tubo de
destilacdo, pipetou-se o volume apropriado de amostra digerida, perfazendo-se a 100 mL com agua
ultrapura (MILIQ). Seguidamente, adicionou-se fenolftaleina e NAOH 6N, até que a amostra atingisse
a cor rosa. Pipetaram-se 50 mL de solugdo de acido bérico (20g/L, Panreac) para um erlenmeyer de
250 mL e juntou-se 0,5 mL de solugdo indicadora de acido bdrico. Colocou-se o tubo de destilagdo e o
erlenmeyer no destilador (Kjeltec System 1002), de forma a proceder a destilacdo da amostra contida
no tubo. De acordo com os resultados obtidos, foi efetuada ou ndo a titulagdo com H,S04 = 0.02N. O

teor de Azoto Kjeldahl é determinado através da seguinte equacdo 1:

Azoto Kjedahl (mg N/L) = (v X h x 0.014 x 103 x ( )) x 1000

VaxVc
(EQ.1)

Onde,

v—Volume H,S0, gasto na titulagdo da amostra (mL)

h — Titulo da solugdo titulante de H,SO4

Va — Volume de amostra usada na destilagdo (mL)

Vb — Volume do baldo volumétrico utilizado na digestdo (mL)

Vc — Volume de amostra usada na digestdo (mL)
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2.2.5.3- Nitritos

A determinagdo dos Nitritos foi realizada a partir do método 4500-NO, B. do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1985)

Em primeiro lugar, prepararam-se os padrdes para a reta de calibragdo colocando, num baldo
volumétrico de 50 mL, 12.5 mL da solugdo stock de nitritos (250mg/L) e perfazendo com H,0 destilada.
Seguidamente retiraram-se 5 mL desta solucdo para um baldo volumétrico de 500 mL, perfazendo com
H,0 destilada obtendo assim a solugdo padrdo de nitritos. Em bal&es volumétricos de 50 mL colocou-
se 0; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 mL da solugdo padrdo de nitritos com um pouco de H,0 destilada e

acrescentou-se 1 mL de sulfanilamida, 1 mL NED, perfazendo com H,0 destilada.

Seguidamente, preparam-se as amostras, adicionando 20 mL da amostra, previamente
filtrada, num baldo volumétrico de 50 mL e acrescentandol mL de sulfanilamida, 1 mL NED e
perfazendo com H,0 destilada. Apds 20 minutos, leram-se as amostras no espectrofotometro a 540

nm

2.2.5.4- Nitratos

A determinagdo dos Nitritos foi realizada a partir do método 4500-NO5 |. do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1985)

Prepararam-se as amostras, colocando, 2 mL de amostra previamente filtrada, num baldo
volumétrico de 50 mL, e adicionando 18 mL de H,0 destilada. Seguidamente, filtrou-se a solucdo, para
um baldo volumétrico de 50 mL, acrescentando 1 mL de sulfanilamida, 1 mL NED e perfazendo com
H,O destilada. Apdés 20 minutos, leram-se as absorvancias das amostras, a 540 nm, no

espectrofotometro de UV-VIS (Biochrom Libra S4).

Os padrdes utilizados para a reta de calibragdo dos nitratos foram os mesmos dos nitritos.
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2.2.5.5-CQO

A determinacdo da Caréncia Quimica de Oxigénio foi realizada a partir do método 5220B. do

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1985)

Pipetou-se um volume adequado de amostra para um tubo de digestdao perfazendo com agua

destilada até um volume final de 20 mL, ao qual se adicionou, posteriormente, 10 mL de dicromato de
potassio 0.25N, 3 de espatula de sulfato de mercurio, de forma a eliminar possiveis cloretos presentes

na amostra. Em seguida, levou-se o tubo para um banho frio e adicionaram-se 30 mL de acido sulfurico
(Fisher Chemical >95%). Preparou-se, um ensaio em branco, substituindo a amostra por H,O destilada.
Acoplou-se o condensador ao tubo e colocou-se no digestor a uma temperatura de = 160°C durante
110 minutos. Apds este periodo retiraram-se os tubos do digestor, deixou-se arrefecer um pouco e, os
mesmos, foram colocados num banho frio, de forma a acelerar o processo de arrefecimento. Apds o
arrefecimento, transferiram-se as amostras para erlenmeyers de 150 mL, perfazendo com H,0

destilada.
Por ultimo, as amostras foram tituladas juntando a cada uma, trés gotas de ferroina

O valor de CQO foi determinado de acordo com a equacao 2:

(B—A) X M x 8000
M

CQO(mg02/L) =
(EQ.2)
Onde,
B- Volume de solugdo titulante gasta na titulagdo do branco (mL)
A —Volume de solugdo titulante gasta na titulagdo da amostra M — molaridade da solugao titulante
8000 — Peso miliequivalente de oxigénio x 1000 mL/L

M- Volume de amostra utilizado na digestao

2.2.5.6- CBOs
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A determinacgdo da Caréncia Bioquimica de Oxigénio foi realizada a partir do método descrito

no manual dos respirémetros Oxitop.

O volume de amostra a utilizar baseia-se no resultado obtido do CQO, de acordo com a

seguinte tabela:

Tabela 6-Valores utilizados para a determinagdo do CBO5

Intervalo de medi¢ao de Volume de amostra a Fator
80% CQO (mg0,/L) utilizar para o CBOs (mL)

0-40 432 1

40-80 365 2

80-200 250 5

200-400 164 10
400-800 97 20
800-2000 43.5 50
2000-4000 27.5 10

Pipetou-se, para o recipiente de CBOs, o volume de amostra a utilizar, a solugdo tampao de
fosfatos, seguido da solucdo sulfato de magnésio heptahidratado, da solugdo cloreto de calcio e da
solugdo cloreto de ferro Ill numa proporgdo de 1:1000 do volume de amostra a utilizar. Por ultimo
colocou-se o tubo de borracha, adicionando 0,21g de NAOH, o sensor eletrénico Oxitop e colocou-se
o recipiente num agitador magnético, em camara escura, a 20°C durante 5 dias. Ao fim deste periodo
foi efetuada a leitura e o valor de CBOS5 foi calculado, multiplicando o valor mais elevado obtido pelo

fator utilizado.
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2.2.6-Bioremediagao do Digerido Total, Digerido Parcial e Borbulhado de

Estrume com a microalga Chlorella Vulgaris

2.2.6.1- Instalacdo dos reatores para o crescimento da microalga C.Vulgaris

Para a instalacdo dos reatores foram usados erlenmeyers de volume adequado, aplicando, a
cada um deles uma pipeta de 25 mL ligada por um tubo de silicone a uma bomba de aquario de modo
a maximizar a agitacdo do meio e exponenciar o crescimento das microalgas. Cada um dos reatores foi
fechado com algodao envolto em gaze, com o intuito de evitar a entrada de outros organismos dentro
dos reatores, bem como de fixar a pipeta. Os reatores foram colocados numa bancada, dentro de uma
sala, sob luz artificial provenientes de lampadas Led branca, 8000 Lux, com ciclos de 12h de luz e 12h

de escuro.

A figura 11 ilustra, em esquema, a instalacdo real.

Figura 4-Esquema da Instalagéo
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ATabela 7 representa a informacdo sobre o volume de efluente colocado em cada reator, bem
como o volume da cultura mae utilizado de modo a proceder-se a inoculagdo da microalga Chlorella

vulgaris

Tabela 7-Preparagdo dos Reatores

Nome do meio e/ou Nome do Reator Volume Volume cultura mae
efluente utilizado (mL) utilizado (mL)
D.Total D.Total 450 10
D.Parcial D.Parcial 500 10
Borbulhado estrume Borbulhado estrume 500 10
Meio Chlorella Controlo 500 10

2.2.6.2- Densidade 6tica ou absorvancia

Com uma pipeta 5 mL recolheu-se cerca de 3mL de amostra de cada um dos reatores (D.Total,
D.Parcial, Controlo e Borbulhado de estrume), transferindo-a para uma cuvette de vidro, efetuando as
diluicdes adequadas, homogeneizando-a e efetuando a leitura num espectrofotometro (Vis Libra S4)

a 680 nm.

Para cada um dos reatores, foi medida a densidade dtica, trés vezes por semana e o pH foi

medido semanalmente.

2.2.6.3- pH

Para a determinagdo do pH, foi utilizado um medidor de pH (PHMT-600-001)
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2.2.7- Caracterizagao do Digerido Total, Digerido Parcial e Borbulhado de

Estrume apds bioremediagao com a microalga Chlorella Vulgaris

ApOs a biorremediacdo, foi efetuada a centrifugacdo (Sigma), a 5000 rpm durante 5 minutos,
de cada reator, de modo a separar a biomassa algal do efluente ja tratado. Tanto o efluente tratado,
como a biomassa algal, foram armazenados em recipientes de plastico e reservados no frio. Foram
efetuadas andlises de modo a determinar o Fésforo Total, Azoto Kjeldahl, Nitritos, Nitratos, CQO, CBOs
tal como se descreveu nas sec¢des 2.2.5.1 a 2.2.5.6. Foi também, retirado um volume adequado de

forma a analisar a producdo de biomassa algal através do “peso seco” ou Sélidos Suspensos Totais.

2.2.7.1 Peso Seco ou Sélidos Suspensos Totais

Primeiramente, colocou-se na estufa, a =105 °C, o filtro de fibra de vidro, de 47 mm de
didametro e 0,45 um de espessura, numa placa de Petri, durante uma hora. Apds esse periodo, retirou-
se a placa de Petri+filtro da estufa, e colocou-se no exsicador, até atingir a temperatura ambiente, de
forma a ser possivel pesar o filtro. Seguidamente filtrou-se, a vacuo, a amostra, previamente recolhida
e colocou-se o filtro de novo na estufa a 105 °C, durante uma hora. Por fim colocou-se a placa de Petri

+ filtro no exsicador, até atingir a temperatura ambiente e pesou-se o filtro.

A equacdo seguinte permite calcular a massa de biomassa algal em cada litro de efluente (SST):
(md — ma)
SST(g/L) = T x 1000

(EQ.3)

Onde,
md= Massa do filtro depois de filtrada a amostra
ma= Massa do filtro

va= Volume de amostra
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2.3-Apresentacao e Discussao dos Resultados

2.3.1-Bioremedi¢cao do Digerido Total, Digerido Parcial e Borbulhado de

estrume

Nesta etapa do trabalho pretendeu-se avaliar a viabilidade da recuperacdao de nutrientes
presentes na fracdo organica de dois residuos complexos utilizando microalgas. O estudo da
biorremediacao de efluentes a partir da fracao organica dos RSUs foi efetuado em paralelo com outros
estudos, nomeadamente com borbulhado de estrume, assim, numa ética de aproveitamento de
recursos, este borbulhado de estrume foi utilizado como controlo positivo, para este estudo, pois
tratava-se de um meio, estudado anteriormente, capaz de fornecer os nutrientes necessarios para o
crescimento de microalgas. Tanto a fragcdo organica dos residuos sélidos urbanos (RSUs) como o
estrume de bovino sdo residuos solidos pelo que a solubilizagdo de uma parte dos seus componentes
foi o primeiro passo a realizar. No caso do estrume de bovino utilizou-se a dissolucdo em agua a
temperatura ambiente enquanto, no caso da fracdo organica dos residuos sdlidos urbanos se
solubilizaram parte dos componentes deste residuo em acido sulfurico diluido, a quente. Tanto no caso
do digerido parcial da fracdo organica de RSUs como no caso do efluente resultante de estrume de
bovino, utilizaram-se cinzas de biomassa para promover a coagulagao de componentes que aumentam
a viscosidade destes efluentes, aumentam a sua turvagdo e ndo sdo essenciais para o crescimento das
microalgas. Seguiu-se o crescimento da microalga Chlorella vulgaris, através da medi¢ao da densidade
Otica como descrito em 2.2.6.2, e monitorizou-se a evolugdo do pH, e da temperatura ambiente no

periodo de crescimento.

Quando o crescimento das microalgas atingiu um estado estacionario interrompeu-se o ensaio
e efetuou-se a caraterizagao fisico-quimica (Fosforo Total. Azoto Kjeldahl, nitiritos, nitratos e CQO) do

efluente bioremediado.

2.3.2-Crescimento de microalgas, pH, temperatura e produgao de biomassa

algal

26



O crescimento de microalgas foi controlado através da medicdo da densidade ética ou
absorvancia, como descrito em 2.2.6.2, efetuada trés vezes por semana, de modo a ser possivel obter
a curva de crescimento para o D.Total, D.Parcial, Borbulhado de estrume e Controlo, representadas na

figura 12.

Curvas Crescimento
16°C<T<21°C

Absorvancia
[e)]

4 f/
2
0 e
0 1 2 5 7 9 14 16 19 21 23 26 28 30 33 35 37 40 42 44 54
Dia
= Controlo Chlorella Vulgaris Digerido Total
Digerido Parcial Borbulhado Estrume

Figura 5-Curvas de crescimento dos efluentes e do Controlo

Quando a densidade da cultura se tornou muito elevada, as amostras foram diluidas de forma
a que a densidade dtica se situasse na zona de resposta linear do espetrofotémetro e afetaram-se os
resultados desta taxa de dilui¢ao, o que justifica os valores elevados de absorvancia representados na

Figura 12 e outros perfis de densidade 6tica apresentados nesta tese.

O Controlo foi obtido inoculando 10 mL da cultura mde da microalga Chlorella vulgaris em
meio Chlorella. Este meio foi utilizado como indicativo de como seria o crescimento natural da
microalga Chlorella vulgaris, nas condi¢des ideais, comparando-o com os restantes meios, compostos

por efluentes.

A partir da andlise das diferentes curvas, verifica-se que o crescimento de microalgas passa por
diferentes fases de crescimento, fase lag (de laténcia ou de arranque), fase exponencial, fase

estacionaria, fase de declinio (ou de morte)(Nicolau et al, 2014)
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Estas quatro fases sdo também acompanhadas de uma mudanca significativa na cor de cada
efluente e do Controlo. A figura 13 ilustra a cor de cada efluente, no inicio e no fim da biorremediacao,

respetivamente.

‘ B. el
DT U,

=
. ok i
Figura 6-Efluentes antes e depois da bioremedia¢do

Verifica-se também, que o crescimento de microalgas no D. Parcial e no Borbulhado de
estrume foi superior ao do D. Total. Este fato pode dever-se a utilizacdo de cinzas de biomassa, tanto
na preparagao do D.Parcial como do Borbulhado de estrume. A fragado das cinzas solubilizada na fase
aquosa pode ter contribuido para o crescimento da cultura de microalgas, pois contém as cinzas
contém macronutrientes inorganicos importantes para o crescimento de microalgas, como o fésforo,
o calcio ou 0 azoto. No entanto, o uso de quantidades excessivas de cinzas de biomassa pode aumentar
bastante a toxicidade do meio (Sandoval R. et al, 2015). Este pré-tratamento com cinzas torna a
solucdo bastante alcalina, pH=14, o que é uma forma de esterilizar o meio, eliminando microrganismos
gue possam estar contidos no efluente, evitando assim a competicdo destes com a microalga (Pittman,

Dean, & Osundeko, 2011).

A curva de crescimento do D. Total apresente declive nulo, durante o periodo em que decorreu
o ensaio, sendo que este fato pode ocorrer devido aos seguintes fatores: toxicidade devida a
solubilizacdo de componentes téxicos ou insuficiente presenca de nutrientes dado que este digerido

nao foi tratado com cinzas

As curvas de crescimento dos reatores com os meios Controlo, D. Parcial e Borbulhado,
apresentam um declive menor até ao 219 dia, registando-se a partir dai um aumento significativo no
meio de Controlo e um aumento moderado nos outros dois meios. Esta observacao parece sugerir que
algum fator limitou o crescimento da microalga nestes trés meios. Uma possibilidade é a temperatura
que variou entre os 16 "C e os 21 °C, durante o periodo do ensaio. Estes valores situam-se dentro dos
limites de 15 °C a 25 °C, geralmente referidos na literatura, como adequados para o crescimento de
diversas microalgas. Temperaturas muito elevadas ou muito reduzidas podem levar rapidamente ao

declinio da taxa de crescimento (Larsdotter, 2006). No caso da microalga Chlorella vulgaris a
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temperatura étima de crescimento é mais elevada, tendo sido referido que temperaturas de 30 °C
permitem uma taxa de crescimento maxima enquanto variagGes de 3 °C num sentido crescente ou

decrescente se traduzem numa diminui¢do desta taxa (Daliry et al., 2017).

No entanto, no caso do D. Parcial e Borbulhado o crescimento de microalgas manteve-se
moderado apds 0 212 dia, como se pode observar, a partir das respetivas curvas de crescimento, o que
sugere que estes meios apresentam caréncias de alguns nutrientes, relativamente ao meio de
Controlo. O digerido obtido a partir da fracao organica dos RSUs poderia apresentar alguma toxicidade,
mas é menos provavel que isso aconteca no meio obtido a partir do estrume de bovino. Por outro lado,
se a fracdo sollvel das cinzas fosse responsavel por alguma toxicidade, esse efeito ndo deveria ser
observado no caso do digerido total obtido a partir da fragdo organica dos RSUs, a qual ndo se aplicou

este tratamento.

Durante este ensaio, para além da medicdo da densidade 6tica, mediu-se também o pH do
meio de cultura para avaliar se ocorreram grandes variacdes e para verificar se os valores registados

foram adequados ao crescimento da microalga.

A figura 14 representa a evolucdo do pH ao longo do ensaio.

Evolucdo pH

12

10 /.__’-.\a__—.

2

0
30/jan 09/fev 19/fev 01/mar 11/mar 21/mar

—@— Controlo D. Total D. Parcial Borbulhado

Figura 7-Evolugdo do pH ao longo do ensaio

O pH dos reatores com os meios D. Total e Borbulhado que apresentaram um crescimento

mais moderado, manteve-se relativamente constante em torno de 9, durante o ensaio.
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Em contrapartida os reatores com os meios de Controlo e D. parcial apresentavam valores ligeiramente

inferiores a 8 no inicio do ensaio e aumentaram para valores entre 8 e 10 durante o ensaio.

O aumento do pH foi mais evidente no reator com o meio de Controlo onde também se
verificou um maior crescimento da microalga C. vulgaris. Este efeito pode observar-se com diferentes
microalgas pois durante o seu crescimento removem diéxido de carbono do meio o que tem por efeito
aumentar o pH. Assim este aumento do pH pode correlacionar-se com o crescimento da microalga
Chlorella vulgaris, e os valores registados situam-se entre 7 e 10, a gama adequada para o crescimento

de grande parte das espécies de microalgas (Barsanti et al, 2014).

No que diz respeito a producado e produtividade de microalgas em cada um dos reatores, estes
parametros foram calculados com base nos valores obtidos de peso seco, no final do ensaio, para cada
um dos reatores. A Tabela 8 apresenta os valores obtidos para a producdo e produtividade de
microalgas em cada um dos reatores, bem como a duragdo total do ensaio e o volume de efluente

presente em cada reator.

Tabela 8-Producdo e Produtividade da microalga Chlorella vulgaris

Ne dias Volume de efluente no Produgdo microalgas Produtividade
de reator (g/L) (g/L/dia)
ensaio (mL)
D.Total 54 450 103 1,91
D.Parcial 54 500 98,4 1,82
Borbulhado 54 500 85,6 1,58
estrume
Controlo 54 500 105,2 1,98

Como se pode observar pela andlise dos dados obtidos, estes, ndo se encontram em
concordancia com as curvas de crescimento obtidas. Seria de esperar que o D. Total, o D. Parcial e o
Borbulhado de estrume tivessem uma producdo e produtividade inferior ao Controlo visto que o
declive das respetivas curvas de crescimento é bastante inferior ao do Controlo, no entanto
encontram-se muito préximos dos valores obtidos pelo Controlo. Este fator pode ser explicado, pelo
fato de a medida de peso seco, sendo efetuada através de uma filtragem, de uma pequena quantidade

de efluente, previamente homogeneizada, e depois pesada, pode conter, ndo s6 microalgas como
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também particulas pertencentes ao proprio efluente que ndo tém dimensdo suficiente para afetar
significativamente a densidade 6tica mas que sdo retidas no processo de filtracdo. Este efeito sé é
significativo para meios de cultura com uma quantidade significativa de sélidos suspensos e onde se

verifica um crescimento fraco das microalgas.

Os resultados obtidos encontram-se bastante acima dos presentes na literatura, sendo que
Znad, Al Ketife, Judd, AIMomani, e Vuthaluru, (2018), estudaram a eficiéncia de remediacdo e taxa de
crescimento da microalga Chlorella Vulgaris em dguas residuais primarias, secunddrias e efluente de
petrdleo, atingindo a producdo algal de 1,02-1,62 g/L (Znad, Al Ketife, Judd, AIMomani, & Vuthaluru,
2018).

Por outro lado, Marbelia e colaboradores estudaram o crescimento da microalga Chlorella
Vulgaris em utilizando 4guas residuais sintéticas, atingindo producdes de biomassa algal de 0-2-0,75

g/L (Marbelia et al, 2014).

Como se referiu, a comparacdo com a literatura ndo se pode efetuar através desta medida do
peso seco devido a interferéncia dos solidos suspensos totais, mas a observacdo visual das culturas
estd de acordo com as medidas de densidade dtica e confirma que estes meios apresentaram um

crescimento inferior ao meio de controlo especialmente o D. Total.

2.3.3-Caraterizagao dos efluentes antes e apds a bioremediagao

De modo a efetuar a caracterizagdo fisico-quimica do D.Total, D.Parcial e Borbulhado de
estrume, realizou-se um conjunto de andlises de modo a determinar os seguintes parametros: Fésforo
Total, Azoto Kjeldahl, nitritos, nitratos, CQO e CBOs, antes e depois da biorremedia¢do através da
microalga Chlorella Vulgaris, cujo resultados obtidos, bem como as respetivas eficiéncias de remocao,

sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9-Caraterizagdo fisico-quimica antes e depois da bioremedigdo com taxas de remogéio

Fosforo cQo CBO Azoto
Amostra mg/L | Taxa de remogdo(%) |mg02/L| Taxa de remogio(%) | mg02/L| Taxa de remocdo(%) |mg/L | Taxa de remocio(%)

D.Parcial Inicial | 18,9 29,2 957,1 231 100,0 39,0 36,7 56,9
D.Parcial Final 9.6 544,2 1,0 15,8

D.Total Inicial 4.0 330,0 60,0 100,0 11,0 28,2
D. Total Final 26,4 - 408,2 - 0,0 7.9

Borbulhado Inicial | 11,9 71,2 1221,1 61,0 650,0 59,4 a4,1 25,7
Borbulhado Final | 3,4 476,2 4.0 6,3

Os valores iniciais de fosforo azoto e CQO nos diversos efluentes justificam o comportamento
observado, pois como seria de esperar as microalgas cresceram mais nos meios com mais nutrientes,

ou seja, o meio Borbulhado, seguido do D. parcial, seguido do D. total.

O Borbulhado de estrume foi o efluente que apresentou as taxas de remog¢do mais elevadas,
com valores de 71,2%, 61%, 99,4% e 85,7% para as taxas de remogdo do fésforo total, CQO, CBOs e

azoto Kjeldahl, respetivamente.

Esta diferenca deve-se ao facto de as populacdes de microalgas ndo terem atingido nos varios
meios, densidades suficientemente elevadas para permitir uma bioremediacdo adequada, logo as
taxas de bioremediagdo foram proporcionais ao crescimento das microalgas mais do que influenciadas

pela natureza dos meios.

A razao entre CBO5 e CQO é um indice da maior ou menor biodegradabilidade de um efluente
sendo que se considera que um efluente tem uma baixa biodegradabilidade quando a razdo CBOs/CQO
é inferior a 0,1, ou seja o efluente contém uma quantidade significativa de contaminantes oxidaveis
qgue ndo sao faceis de biodegradar, seja pela sua estabilidade, seja pela sua toxicidade relativamente
aos organismos envolvidos na bioremediacdo (MATOS J. et al, 2011). No caso destes trés efluentes a
razdo CBO5/CQO foi de 0,11, 0,18 e 0,53 para os meios D. parcial, D. total e Borbulhado, o que
evidencia uma maior biodegradabilidade deste ultimo. Este resultado indica que os meios resultantes
da solubilizacdo da fracdo organica dos RSUs, apresentam compostos pouco biodegradaveis ou mesmo

com alguma toxicidade para as algas, o que justifica também o seu fraco crescimento.

Assim o efluente obtido a partir de estrume de bovino parece ser mais adequado para o
crescimento das microalgas e podera ser utilizado para suplementar meios mais pobres como os
obtidos a partir da fracdo organica dos RSUs. O baixo nivel de nutrientes obtidos a partir da fracdo
organica dos RSUs podera ser consequéncia da solubilizagdo desses nutrientes, durante o tratamento

MBT dos RSUs, em fases aquosas que depois constituem o efluente deste processo.
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Wang e colaboradores utilizaram estrume de bovinocultura como uma forma de tentar
exponenciar o crescimento da espécie de microalga Chlorella, utilizando diferentes diluicdes.
Analisaram também as taxas de remocao de alguns nutrientes tendo obtido valores de 75,7-82,5 %,
62,5-74,7% e 27,4-38,4% para as taxas de remoc¢do do azoto Kjeldahl, fésforo total e CQO,

respetivamente (Wang et al., 2010).

Os resultados obtidos de taxas de remocdo do fésforo total e do azoto Kjeldahl, para o
Borbulhado de estrume, encontram-se dentro dos valores referidos na literatura, apesar de se
tratarem de algas diferentes. No entanto a taxa de remocdo obtida para o CQO supera em larga escala
os resultados obtidos por outros autores. Este fato pode dever-se ao pré-tratamento efetuado ao
estrume de bovinocultura, antes da inoculagdo da microalga C. vulgaris, com cinzas de biomassa (Wang

et al., 2010).

O D. Parcial apresentou taxas de remocao de 49,2%, 43,1%, 99% e 56,9% para o fosforo total,
CQO, CBOs e azoto Kjeldahl, respetivamente, enquanto que as taxas de remogao obtidas pelo D. Total
foram de 100% para o CBOs e de 28,2% para o azoto Kjeldahl. O aumento do fésforo total e do CQO
do D. Total, no fim do ensaio pode dever-se ao fato da cultura de microalgas, neste efluente, ter
morrido, o que faz com que possa ocorrer redissolucdo dos nutrientes absorvidos, no meio, o que leva

ao aumento do Fésforo Total do CQO.

Singh, Birru e Sibi (2017) utilizaram a microalga C. vulgaris para remediar aguas residuais
urbanas, utilizando volumes diferentes de efluente, tendo atingido taxas de remocdo de 93,4-98,4%
e de 78,3-87,9% para o fosforo total e azoto Kjeldahl, respetivamente (Singh, Birru, & Sibi, 2017). Pode-
se concluir que os resultados obtidos no presente estudo ainda se encontram distantes dos resultados
obtidos por outros autores, o que pode ser explicado pela possivel toxicidade do meio e/ou por algum
metal pesado presente na fragdo organica de RSU que ndo foi possivel ser processado pela cultura de

microalgas.

Almomani and Ormeci (2016) utilizaram a microalga C. vulgaris de forma a avaliar o potencial
desta em remover nutrientes de aguas residuais, tendo sido atingidas taxas de remocdo de CQO, de
40,1% para o efluente priméario e de 49,1% para o efluente secundario (Almomani & Ormeci, 2016).
Assim verifica-se que o resultado de taxa de remocdo do CQO no D. Parcial encontra-se em

conformidade com os valores referidos na literatura.
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Apesar dos resultados obtidos pelos autores ndo poderem servir de comparagao direta com
os obtidos pelo presente estudo, permitem comprovar a grande eficdcia das microalgas na remocao

nutrientes de efluentes com elevada carga organica.

Em Portugal os parametros definidos para a libertacdo de aguas residuais em meio hidrico
natural sdo definidos pelo Anexo XVIII - Descarga de 4dguas residuais em meio hidrico natural) D. Lei

236/98 de 1 de Agosto (Tabela 10).

Tabela 10- Valores limite de descarga de dguas residuais em meio hidrico natural (Anexo XVII, D.Lei 236/98 de
1 de Agosto) e Valores Finais Obtidos para os efluentes

Rede de aguas Rede de aguas
residuais domésticas | residuais pluviais
VLE (Anexo XVIII - Descarga de dguas pH Fésforo |CQO CBO Azoto
Pardmetros a avaliar | residuais em meio hidrico natural) D.Lei (Escala de
236/98 de 1 de agosto Amostra Sérensen) mg/L | mgo2/L | mgo2/L | mg/L
pH (Escala de entre6e9 D.Parcial Final 8,6 9.6 544,2 10 15,8
Sorensen) D. Total Final 9,1 26,4 408,2 0,0 7,9
Caréncia bioguimica Borbulhado Final 9 34 476,2 4,0 6,3
de Oxigénio "CBO5" 40
(mg/L 02)
Caréncia Quimica de
Oxigénio "CQO" 150
(mg/L032)
Sdélidos Suspensos 60
Totais "SST" (mg/L)
Azoto amoniacal 10
(mg/L NH4)
Nitritos (mg/L NO2) -
Mitratos {mg/L NO3) 50
Azoto total (mg/L N} 15
Fésforo total (mg/LP) 10

Assim verifica-se que apds a bioremedicdo, os efluentes (tabela 5) ndo se encontram em
conformidade com os limites maximos de descarga de aguas residuais em meio hidrico natural, ndo

sendo possivel a sua descarga.
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Este resultado indica que apesar de os meios testados apresentarem valores iniciais de CQO,
azoto e fésforo moderados por comparacdo com outros efluentes, o efeito determinante da
bioremediacdo foi o desenvolvimento apropriado das culturas que ao ndo ocorrer, comprometeu a

eficiéncia do processo.

2.4-Conclusdes

Neste ensaio foi estudada a possivel bioremediacdo da Fracdo Organica de Residuos Sdlidos
Urbanos, recorrendo-se a diversos pré-tratamentos seguidos da inoculacdo da microalga Chlorella

vulgaris dos efluentes resultantes destes.

Verificou-se que esta fracdo organica mesmo quando submetida a uma digestao total ndo é

uma fonte abundante de nutrientes que sustentem o crescimento da cultura de microalgas.

A baixa taxa de crescimento registada para a cultura de microalgas no meio de controlo
enquanto a temperatura ambiente foi inferior a 20 °C, indica ser este um parametro que interessa

controlar se se pretende atingir densidades celulares elevadas.

A combinacdo destes digeridos da fracdo organica dos RSUs, com cinzas de biomassa ou
estrume de bovino pode ser uma estratégia adequada para aumentar a concentragao de nutrientes
disponiveis para suportar o crescimento da populagdo de microalgas e assim atingir taxas de

bioremedia¢do mais elevadas.
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3- Pré-tratamento de estrume de bovino com vista a sua
utilizacdo como fertilizante estabilizado e meio de cultura de

microalgas

3.1-Introducao

A composi¢do dos estrumes e dos chorumes é bastante variavel dependendo, entre outros
fatores, da espécie, da idade dos animais, da finalidade com que sdo explorados, do regime alimentar
e do tipo de estabula¢do, da quantidade e natureza do material utilizado nas camas e do sistema de
producao utilizado. As quantidades de estrume e de chorume produzidas anualmente nas explora¢des
variam, sobretudo, com as espécies e os sistemas de exploracdo. O tipo de estrume produzido depende
da quantidade de palhas e/ou de outros materiais usados nas camas, da proporcdo de fezes e urina
com eles misturada, da temperatura atingida durante a fermentacdo e do grau de curtimenta final,
podendo obter -se estrumes mais ou menos palhosos e mais ou menos ricos em nutrientes, conforme
os casos. A quantidade de chorume produzido depende do seu grau de diluicido com as aguas de
lavagem dos estabulos e outras que afluem a fossa onde sdo recolhidas as urinas, com quantidades,
maiores ou menores, de fezes em suspensado e de restos de ragdes, palhas, fenos, silagem ou outros

materiais (Despacho n? 1230/2018, 2018).
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Trata-se de um fertilizante valioso pois contem uma ampla gama de nutrientes, como o Azoto,
o Fésforo e o Potassio, bem como macronutrientes como o Cobre, o Manganés e o Zinco. Estrumes
gue contenham os materiais utilizados nas camas do gado, também constituem uma fonte de matéria
organica, podendo ser usados como fertilizantes naturais, o que melhora a qualidade do solo. No
entanto devido a grande variabilidade do seu teor de dgua, nutrientes e matéria organica, os estrumes
sdo mais dificeis de manejar, armazenar e aplicar do que os fertilizantes sintéticos (Manitoba-
Agriculture-Food-and-Rural-Development, 2015).

Um dos maiores problemas relacionados com a producdo animal, a nivel industrial, é a grande
producdo de estrumes que |lhe esta associada, pois tratando-se de materiais biodegradaveis e
contaminados com uma carga microbiana consideravel constituem potenciais agentes de propagacao
de doencas e de compostos ecotéxicos. A populacdo de gado suino e bovino do planeta, cerca de 2,5
bilides, produz por ano cerca 80 milhdes de toneladas de estrume. Toda a populacdo humana, em
comparacdo, produz apenas cerca de 30 milhdes de toneladas. Nos Estados Unidos, por exemplo, a
guantidade de estrume animal produzido é cerca 130 vezes superior 4 quantidade de dejetos
humanos, ndo estando sujeito ao mesmo nivel de tratamento. A contaminacdo das aguas subterraneas
com nitratos proveniente dos estrumes animais pode causar graves riscos para a saude publica. Altos
niveis de nitratos encontrados em pogos de agua perto de unidades de crescimento e engorda, por
exemplo, tém sido relacionados com um maior risco de aborto (da Silva, 2005).

Em Portugal, por ano sdo produzidas cerca de 64,5 e 60 t por Cabeca Normal de chorume e
estrume de bovino, respetivamente (Despacho n? 1230/2018, 2018).

Estima-se que a agricultura e as mudangas associadas ao uso da terra tenham contribuido com
cerca de 30%, 8 Gt de emissGes de Co, por ano, do total global das emissdes antropogénicas em 2010.
Das emissOes de Gases de Efeito de Estufa relacionadas com o Sector agricola, a produgdo de gado é
responsavel por cerca de dois tergos, com emissdes diretas de 4,6 Gt de emissdes de CO, por ano,
provenientes, maioritariamente do processo digestivo dos animais. A produgao de carne bovina e de
produtos lacteos sdo responsaveis por cerca de 60% das emissdes totais provenientes da producgdo
pecuaria, sendo os estrumes um dos principais contribuintes de Gases de Efeito de Estufa (Slade,

Riutta, Roslin, & Tuomisto, 2016).
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Figura 8-Contribuicées globais da agricultura para as emissées de Gases de Efeito de Estufa
(Slade, Riutta, Roslin, & Tuomisto, 2016)

Assim surge, entdo a solucdo de bioremediacdo e/ou Valorizacdo de efluentes provenientes
de bovinocultura, mais propriamente os estrumes, através da utilizacdo de microalgas, por forma a
reduzir a eutroficagdo, removendo nutrientes inorganicos presentes nos estrumes, enquanto se
produz biomassa que pode ser usada para a produg¢do de biocombustiveis, ragcao animal e fertilizantes

(Asmare, Demessie, & Murthy, 2014).

Asmare, Demessie, e Murthy (2014) estudaram o crescimento e a remocdo de nutrientes de
aguas residuais de uma fabrica de produtos lacteos com diferentes diluicdes, 10 e 25 %, através da
microalga Chlorella vulgaris, Scenedesmus dimorphus e uma co-cultura de ambas. Obtiveram
producdes de 0,290-0,543 g/L, 0,145-0,364 g/L e 0,400-0,612 g/L para a Scenedesmus dimorphus,
Chlorella vulgaris e co-cultura, respetivamente. Para a taxa de dilui¢ao de 25%, a co-cultura foi a que
obteve a maior producdo, produtividade e taxa de remoc¢do para o Azoto, Fésforo e Sdlidos totais, no
entanto para a taxa de diluicdo de 10% foram obtidos resultados semelhantes, excepto na
produtividade e na taxa de remog¢do do Azoto cujo os valores maximos foram obtidos pela

Scenedesmus dimorphus. (Asmare, Demessie, & Murthy, 2014).

Hena, Fatimah, e Tabassum (2015) estudaram a capacidade de produgdo de biodiesel a partir

de aguas residuais provenientes de quintas de gado leiteiro, através de um consoércio de culturas de
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microalgas nativas, dividindo-as em dois tanques, um com aguas residuais tratadas e outro com ndo
tratadas. Uma estirpe, foi capaz de remover cerca de 98% dos nutrientes presentes nas aguas residuais
tratadas, e apresentou um conteudo lipidico de cerca de 16,98%, sendo que 72,70% destes lipidos

poderiam ser convertidom em biodiesel (Hena, Fatimah, & Tabassum, 2015).

Lu, Wang, Wang e Yuan (2015) estudaram a produtividade e as taxas de remogao de nutrientes
(CQO, Fosforo Total e Azoto Total) a partir de aguas residuais de gado leiteiro, em fotobioreatores
interiores, a escala laboratorial e em fotobioreatores exteriores, a escala piloto, utilizando espécie
Chlorella. Produtividades de 260 mg/L/dia e 110 mg/L/dia foram obtidas para os fotobioreatores
interiores e exteriores, respetivamente. As remoc¢6es maximas obtidas nos fotobioreatores interiores
foram de 88,38 mg/L/dia, 38,34 mg/L/dia e 2,03 mg/L/dia para o CQO, Fésforo Total e Azoto Total,
respetivamente, enquanto que para os fotobioreatores exteriores foram atingidas remocdes de 41,31
mg/L/dia para o CQO, 6,58 mg/L/dia para o Azoto Total e 2,74 mg/L/dia para o Fésforo Total (Lu, Wang,
Wang, & Yuan, 2015).

3.2-Metodologia

3.2.1- Determinagao dos ensaios a realizar

Neste trabalho pretendeu-se estudar parametros que afetam a solubilizagdo de nutrientes
existentes em estrume de bovino, durante o processo de dissolugdo parcial deste residuo em agua,
bem como o efeito da adigdo de cinzas ao efluente obtido.

Neste processo comega-se por misturar o estrume sélido com 3agua e nesta etapa a razao
estrume:agua, o pH da dgua e a forma de agitacdo sdo parametros que influenciardo de forma
determinante as caracteristicas do efluente obtido.

Por outro lado, ja tinha sido determinado em trabalhos anteriores (Viegas et al., 2018), que a
adicdo de cinzas de biomassa a efluentes destinados a producdo de microalgas apresentava a dupla
vantagem de fornecer nutrientes adicionais as microalgas, como resultado da dissolucdo parcial das
cinzas e provocava a coagulacdo e precipitacdo de alguns componentes organicos responsaveis pela

turvacdo do efluente, facilitando assim a penetracao da luz no meio de crescimento das microalgas.
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Assim procurou-se também estudar a razdo cinzas:estrume para avaliar o efeito deste

parametro experimental nas caracteristicas finais do efluente obtido.
Apds a solubilizacdo em agua e tratamento com cinzas obtém-se uma fracao soltuvel que contém
nutrientes do estrume e das cinzas de biomassa e um precipitado que contém os componentes nao
solubilizaveis do estrume e das cinzas bem como o excesso de cinzas pois a quantidade de cinzas
adicionada para obter um efeito adequado de aumento do pH é geralmente mais elevada do que
aquela que é soluvel a frio no volume de dgua adicionado. Este residuo sélido é separado na filtragdo
e pode ser usado como um fertilizante sélido para agricultura pois ainda contém uma quantidade
significativa de nutrientes.

Com o intuito de estudar quais as varidveis que influenciam a densidade 6tica do efluente, a
massa de precipitado, o volume de efluente filtrado e a concentragao de Sélidos Totais em estrume de
bovino pré-tratado com cinzas de biomassa, recorreu-se a um algoritmo usado no estabelecimento
das superficies de respostas, l-optimal, que privilegia um desenho experimental que minimiza a
variancia das previsdes. As grandes vantagens desta opcdo, quando comparado com modelos mais
convencionais como o Central Composite Design sdao que o modelo assenta essencialmente num
menor numero de ensaios requeridos e o fato de se originar uma melhor distribuicdo de ensaios em

torno das condi¢cGes mais extremas (Mohamed, Masood, & Bhowmik, 2017) (Pereira, 2018).

As varidveis que se pretenderam avaliar na medida em que poderiam influenciar os
parametros criticos enunciados anteriormente (densidade dtica, massa de precipitado, volume filtrado
e concentragdo de Sélidos Totais) foram o pH da solucdo aquosa, a razdo estrume:agua, a razido
massica cinzas:estrume, o tempo de contato e a modalidade de agitamento. O desenho experimental
sugerido pelo software Design-Expert version englobou um total de 30 ensaios, dos quais 20 seriam
usados determinacdo do modelo, 5 para estimar a falta de ajuste (“lack of fit”) e 5 réplicas para permitir
estimar o erro puro. A Tabela 11 contém todas as varidveis e respetivos valores introduzidos no
software, enquanto que a Tabela 12 representa todos os dados inseridos no software, de forma a obter

o desenho experimental (Mohamed, Masood, & Bhowmik, 2017) (Pereira, 2018).

As anadlises de regressdo foram efetuadas pelo programa assim como a andlise de variancia
(ANOVA), levada a cabo para identificar a significancia dos fatores isolados, das suas interagdes e ainda
termos quadraticos, relativamente a sua influéncia nas respostas obtidas e analisadas, considerando-

se significativos quando p < 0,05 (Mohamed, Masood, & Bhowmik, 2017) (Pereira, 2018).
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Tabela 11-Varidveis utilizadas nos ensaios

Variaveis Valores Introduzidos
pH dgua 8;10;12
o . 10g :150mL; 15g :150mL;
Razao estrume: agua g g
30g:150mL
Razdo massica
cinzas:estrume 0.5:1;1:1;1,5:1
Tempo contacto (h) 1:6;12;48

Modalidade de
agitacio

Borbulhamento ou
agitacdo magnética
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Tabela 12-Dados inseridos no software

Fatores
Ensaio A:Razdo B: C: Razdo D: tempo E:modalidade de
agua/estrume p cinza/estru contato agitamento
H me

1 5 10 0.5 12 Agitacdo
2 15 8 0.5 1 Agitagdo
3 10 8 1 12 Borbulhamento
4 10 12 1.5 12 Borbulhamento
5 5 10 1.5 48 Borbulhamento
6 15 12 1.5 48 Borbulhamento
7 15 8 1.5 1 Borbulhamento
8 5 8 15 48 Agitagdo
9 5 12 1 1 Borbulhamento
10 15 12 0.5 12 Agitacdao
11 15 8 1.5 12 Agitacdao
12 5 10 0.5 12 Agitacdo
13 5 8 0.5 48 Borbulhamento
14 5 10 1.5 1 Agitacdao
15 10 12 1 1 Agitagdo
16 10 10 1.5 1 Borbulhamento
17 15 10 1.5 48 Agitacdo
18 15 12 0.5 48 Agitacdo
19 10 10 1 48 Agitacdo
20 15 10 1 12 Borbulhamento
21 5 8 1 6 Agitacdo
22 5 12 1.5 48 Agitagao
23 15 10 1 12 Borbulhamento
24 15 8 1.5 48 Borbulhamento
25 10 8 1 12 Borbulhamento
26 10 12 15 12 Borbulhamento
27 10 10 1 48 Agitagdo
28 10 12 0.5 48 Borbulhamento
29 15 8 0.5 48 Borbulhamento
30 10 10 0.5 1 Borbulhamento
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3.2.2- Realizagao dos ensaios

3.2.2.1-Agitacao Magnética

Nos ensaios com agitacdo magnética, colocou-se a massa de estrume e a massa de cinzas,
adequados, num Erlenmeyer de 250 mL seguindo-se a adicao de 150 mL de H20, com pH adequado.
A mistura foi agitada com barra magnética, em placa de agitacdo, durante o tempo de contacto
adequado a cada ensaio. Apds este periodo deixou-se decantar os sélidos ndo solubilizados e filtrou-
se grosseiramente a fase liquida através de filtro de pano. A solucdo obtida foi armazenada em frasco

de vidro e mantida refrigerada até posterior andlise.

3.2.2.2-Borbulhamento

Nos ensaios com borbulhamento, colocou-se a massa de estrume e a massa de cinzas
adequados, num Erlenmeyer de 250 mL, seguindo-se a adicdo de 150 mL de H,0, com pH adequado.
Em cada Erlenmeyer foi colocada uma pipeta Pasteur ligada por um tubo de silicone a uma bomba de
aquario, de modo a permitir o borbulhamento de ar atmosférico no meio, durante um periodo de
tempo determinado, maximizando a sua agitacdo e promovendo a solubilizacdo de compostos varios.
No fim do tempo de borbulhamento adequado a cada ensaio, deixaram-se decantar os sélidos nao
solubilizados e filtrou-se a solu¢gdo aquosa com filtro de pano para um recipiente de vidro. O filtrado
foi mantido refrigerado até posterior andlise.

Afigura seguinte representa, a solugdo antes do pré-tratamento, apds o pré-tratamento e apds

a filtragcdo, respetivamente.
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Figura 9-Efluente antes do pré-tratamento, apds o pré-tratamento e apds filtragdo

3.2.3- Caracterizacdo do efluente apds pré-tratamento

De modo a caracterizar o efluente apds o pré-tratamento e filtragdo, foram efetuadas leituras
da densidade 6tica e do pH de todos os ensaios, como descrito em 2.2.6.2 € 2.2.6.3.
Foi também efetuada, a pesagem da massa de precipitado, a medi¢do do volume de efluente

e a andlise de teor de sdlidos totais, apos filtracdo.

3.2.3.1- Sélidos Totais (ST)

De modo a analisar o teor de sdlidos totais, colocaram-se na estufa cadinhos, a =105 °C,
durante uma hora. Apés esse periodo, os cadinhos foram colocados no exsicador e pesados assim que
atingiram a temperatura ambiente. Seguidamente colocou-se, o volume de amostra adequado no

respetivo cadinho e levou-se a um banho quente, =95 °C, até evaporar todo o volume de amostra
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colocado. Por ultimo, os cadinhos foram colocados na estufa a =105 °C, durante uma hora, de modo a
garantir que toda a dgua presente na amostra era evaporada. Colocaram-se os cadinhos no exsicador

e pesaram-se assim que atingiram a temperatura ambiente.

O teor de sélidos totais pode ser obtido através da equacao 4

mfc — mic

(EQ.4)

Onde,
mfc= massa final do cadinho (g)
mic=massa inicial cadinho (g)

va=volume de amostra (mL)

3.2.4-Utilizacao da microalga Chorella vulgaris para bioremediacdo do

efluente

Duas condi¢Oes utilizadas nos ensaios anteriores foram selecionadas para produzir uma
quantidade de efluente suficiente para permitir a producdo de microalgas. Pretendeu-se com este
ensaio, avaliar de que forma as caracteristicas finais do efluente influenciavam o crescimento das
microalgas. Assim escolheram-se duas situacdes extremas: o ensaio n? 22, no qual se utilizou a maior
massa de estrume e cinzas e o ensaio n2 18, no qual que utilizaram as menores massas de estrume e
cinzas. Estes dois ensaios foram efetuados, de novo, ajustando a massa de estrume, massa de cinzas e
volume de dgua adequado de modo a respeitar as propor¢ées anteriormente testadas mas permitindo

obter 1 L de efluente pré tratado, filtrado, como representa a tabela seguinte.
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Tabela 13-Massa de cinzas, massa de estrume e volume dgua utilizados nos ensaios

Reator m estrume m cinzas Volume Tipo de
ne (g) (g8) agua (mL) agitacao
18 130 65 1957 Agitagdo
magnética

22 391 587 1957 Agitagdo
magnética

O efluente obtido nas condi¢cdes do ensaio n218, apresentava uma grande turbidez pelo que
foi efetuada uma diluicdo de 1:3de forma a obter uma solugdo com um minimo de permeabilidade da
luz incidente.

Seguidamente procedeu-se 4 instalacdo dos reatores como descrito em 2.2.6.1 e a inoculagdo

da microalga C. vulgaris, utilizando 30 mL da cultura mae desta microalga.
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3.3- Apresentacao e Discussdo dos Resultados

3.3.1- Analise das Respostas obtidas pelo software Design Expert

Ap0s realizagdo dos ensaios previstos, de acordo com a Tabela 12 e avaliagao dos parametros
a testar foram colocados no software os resultados obtidos.
A Tabela 14 representa todas as varidveis/fatores e respostas/resultados (Desenho

experimental).
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Tabela 14- Desenho experimental com todas as respostas obtidas

Fatores Respostas
Ensaio
A:Razdo agua/estrume B: pH C: Razdo cinza/estrume D: tempo contato E: modalidade de agitamento d.o. Massa precipitado(g) Volume filtrado(mL) Solidos Totais(g/mL)

1 5 10 0.5 12 Agitagdo 0.45 13.2 125 0.016
2 15 8 0.5 1 Agitagdo 0.597 5.1 125 0.007
3 10 8 1 12 Borbulhamento 0.124 13.2 125 0.014
4 10 12 1.5 12 Borbulhamento 0.174 21.9 120 0.016
5 5 10 1.5 48 Borbulhamento 0.172 40.4 85 0.043
6 15 12 1.5 48 Borbulhamento 0.107 15.4 95 0.016
7 15 8 15 1 Borbulhamento 0.192 14.9 120 0.008
8 5 8 15 48 Agitacdo 0.607 43.7 90 0.046
9 5 12 1 1 Borbulhamento 0.684 27.8 120 0.016
10 15 12 0.5 12 Agitagdo 0.334 4 125 0.007
11 15 8 1.5 12 Agitagdo 0.385 115 120 0.013
12 5 10 0.5 12 Agitacdo 0.292 14.1 120 0.017
13 5 8 0.5 48 Borbulhamento 0.312 21 95 0.020
14 5 10 1.5 1 Agitagdo 0.092 54.3 90 -

15 10 12 1 1 Agitagdo 0.251 13.2 125 0.015
16 10 10 1.5 1 Borbulhamento 0.138 235 115 0.015
17 15 10 1.5 48 Agitagdo 0.607 13.2 80 0.019
18 15 12 0.5 48 Agitagdo 0.761 - 115 0.008
19 10 10 1 48 Agitagdo 0.607 19.7 105 0.019
20 15 10 1 12 Borbulhamento 0.606 8.3 135 0.011
21 5 8 1 6 Agitagdo 0.607 25.7 105 0.025
22 5 12 1.5 48 Agitagdo 0.607 56.5 85 0.041
23 15 10 1 12 Borbulhamento 0.257 9.1 130 0.007
24 15 8 1.5 48 Borbulhamento 0.068 16.8 100 0.017
25 10 8 1 12 Borbulhamento 0.124 12.7 125 0.013
26 10 12 1.5 12 Borbulhamento 0.152 21 115 0.018
27 10 10 1 48 Agitagdo 0.607 214 105 0.014
28 10 12 0.5 48 Borbulhamento 0.261 10.2 120 0.010
29 15 8 0.5 48 Borbulhamento 0.297 7.5 95 0.008
30 10 10 0.5 1 Borbulhamento 1.540 6.7 125 0.007
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3.3.1.1- Densidade 6tica ou absorvancia

A metodologia envolvida no estabelecimento das equac¢Ges das superficies de resposta
envolve o calculo do valor da probabilidade p a partir do F estatistico, averiguando-se depois a
significancia do modelo, dos varios termos da equacdo e da falta de ajuste, com base no valor de p,
considerando-se a existéncia de significancia quando p < 0,05. No entanto a existéncia de ndo
significancia so se regista para valores de p > 0,1. A falta de ajuste é uma medida da qualidade do
ajuste do modelo aos dados experimentais, sendo conveniente a ocorréncia de uma falta de ajuste

nao significativa (p > 0,05).

Na situacdo concreta da densidade dtica, o software sugeriu uma transformagdo para um
modelo logaritmico, ao qual foram sendo sucessivamente retirados os termos que nao influenciaram
significativamente a densidade ética (termos com p > 0,05). Desta operagdo resulta um modelo
logaritmico reduzido para descrever o ajuste aos dados experimentais, cujos parametros mais

relevantes da analise de varidancia se encontram discriminados na Tabela 15.

Tabela 15- Pardmetros estatisticos da andlise de varidncia (ANOVA)

F p
Modelo 7,50 <0,0001 Significativo

A — Razdo agua/estrume 0,22274 0,6386

B—pH 0,0081 0,9290

C —Raz3o cinza/estrume 26,36 <0,0001

D — Tempo de contato 0,0755 0,7863

E —Tipo de agitagdo 0,2564 0,0142

BE 6,05 0,0232

CcD 3,30 0,0843

CE 5,55 0,0288

DE 21,25 0,0002

Falta de ajuste 2,33 0,1783 nao significativo

R?=0.7715, R? ajustado = 0.6687, R? previsto = 0,4771, Precis3o adequada = 10,4689.
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Pela andlise dos resultados obtidos, verifica-se que a densidade ética é fortemente afetada
pelo razdo cinza/estrume, pelo tipo de agitacdo e pela interacdo entre a Razdo cinza/estrume e o

tempo de contato.

A falta de ajuste ndo é significativa (p > 0,05), sendo o significado do valor 0,1783, que existe
17,83% de hipéteses da auséncia de falta de ajuste se dever ao ruido. O modelo é tanto melhor quanto

maior o valor de p relativo a falta de ajuste.

A percentagem de variacdo na resposta explicada pelo modelo é representada pelo coeficiente
R?, 0 R? ajustado resulta de um ajuste ao R? tendo em conta o nimero de fatores e termos presentes
no modelo. O coeficiente R? previsto representa uma medida da qualidade do modelo para previsdo
de novas observacdes. A proximidade entre o R? ajustado e o R? previsto n3o deve ser superior a 0,2.
A precisdao adequada compara os valores previstos com o erro associado, ndo sendo desejavel valores

inferiores 4 (Mohamed, Masood, & Bhowmik, 2017)

Os valores dos coeficientes de determinacdo R?, R?ajustado e R? previsto, apesar de n3o se
encontrarem muito perto da unidade, sdo elevados, podendo conter alguma margem de erro na

previsdo para novas observacoes.

As equacdes do ajuste encontram-se na Tabela 16.

Tabela 16-Equagbes geradas pelo software para o ajuste aos valores da densidade dtica

Equacgao

Agitagdo
Logqo(d.o.) = 0,342891 + 0,004231xA -0,055259xB-0,427657xC +
0,001101 xD + 0,007677xAxE

Borbulhamento

Log,o(d.0.) = -0157864 + 0,004231xA + 0,059440xB-0,864845xC -
0,015445 xD + 0,007677xA x E

51



Na figura 17, encontram-se representadas as superficies de resposta para densidade otica em
funcdo da Razdo cinza/estrume e do tempo de contato, tanto para agitacdo como para

borbulhamento.

0.5 0.5

0.9

202 g 1.1

D: Tempo de contacto (h) 386 29.2

C: Razdo cinza/estrume . Tempo de contacto (h)

11

38.6 C: Razao cinza/estrume

48 15 48 1.5

Figura 10-Superficies de reposta para a densidade dtica

Através da observacdo das figuras pode-se concluir que para Agitacdo, a densidade dtica
aumenta com a diminuigdo da Razdo cinza/estrume e com o aumento do tempo de contato. Por outro
lado, no caso do Borbulhamento, verifica-se que a densidade 6tica aumenta com a diminuigdo do
tempo de contato e Razdo cinza estrume.

A diminui¢do da razao cinza:estrume reduz a coagulagdo de sdélidos em suspensdo, logo é
expectavel que se traduza num aumento da densidade. O aumento do tempo de contacto também
poderia favorecer essas reagdes de precipitacao e efetivamente isso acontece no regime de agitacao
por borbulhamento. No entanto, para o regime de agitagdo magnética, o aumento do tempo de
contacto provocou um aumento da densidade ética, o que pode dever-se a um aumento da fragdo

solubilizada, uma vez que se trata de uma modalidade de agitagdao mais intensa.
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3.3.1.2- Massa de precipitado

Relativamente & massa de precipitado, o software sugeriu, também, uma transformacdo para
um modelo logaritmico, tendo-se procedido da mesma forma que para a densidade dtica (3.3.1.1).
Neste caso verificou-se que a Razdo agua/estrume, a Razdo cinza/estrume, o tempo de contato e as
interacBes entre a Razdo agua/estrume e o pH, pH e Razdo cinza/estrume e Razdo cinza/estrume e
tempo de contato afetam fortemente a massa de precipitado (Tabela 17). As equac¢des do ajuste estdo

apresentadas na Tabela 18.

Tabela 17-Pardmetros estatisticos da andlise de varidncia (ANOVA)

F p
Modelo 155,25 <0,0001 Significativo
A — Razdo agua/estrume 782,90 <0,0001
B—pH 0,0216 0,8850
C — Raz3o cinza/estrume 679,46 <0,0001
D — Tempo de contato 36,08 <0,0001
E —Tipo de agitagdo 2,10 0,1669
AB 3,98 0,0633
AE 7,98 0,0122
BC 6,31 0,0231
Ccb 27,23 <0,0001
A? 6,20 0,0025
C? 12,76 0,0006
D? 18
Falta de ajuste 3,55 0,0865 nao significativo

R?=0.9915, R?ajustado = 0.9851, R? previsto = 0.9691, Precis3o adequada = 51,0277.
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Tabela 18--Equagdes geradas pelo software para o ajuste aos valores da Massa de precipitado

Equacao
Agitagdo
Log,o(massa precipitado) =  1,15126 -  0,062852xA -
0,002669xB+0,711015%C - 0,001701 xD - 0,002207xAxB+0,025394xBxC-
0,004352xCxD+0.001579%A? -0,216443xC?+0,000170xD?
Borbulhamento

Log,o(massa precipitado) = 1,03530 -  0,053336xA -
0,002669%xB+0,711015xC - 0,001701 xD - 0,002207xAxB+0,025394xBxC-
0,004352xCxD+0.001579xA? -0,216443%C?+0,000170xD?

Pela analise da Figura 18 verifica-se que a massa de precipitado, tanto para agitagdo como para
Borbulhamento, aumenta com a diminuicdo da Razdo agua/estrume, ndo sofrendo alteracdo com a
mudanca do pH da 4dgua, o que faz sentido, pois quanto menor a Razdo dgua/estrume, maior a massa
de estrume utilizada, e portanto maior a quantidade de fragdo nao soluvel do estrume que contribui
para a massa de precipitado.

O facto de ndo se encontrar uma correlagdo positiva ou negativa entre a massa de precipitado
e o pH da agua indica que os outros parametros estudados tém uma influéncia mais determinante
neste resultado (massa de precipitado), sobrepondo-se a algum possivel efeito do pH da agua.

Verifica-se também que ao aumentar a Razdo cinza/estrume, resulta, um aumento da massa
de precipitado, sendo que o tempo de contato ndo a afeta significativamente. Este resultado esta
também de acordo com o efeito expectavel do aumento do teor de cinzas que provocando maior
coagulagdo provoca um aumento da fracdo precipitada. O tempo de contacto ndo afetou a massa de

precipitado quando se variou a razdo cinza/estrume, o que indica que na gama de tempos de contato
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testados, a solubilizacdo das cinzas é limitada por outros parametros como o volume de agua

disponivel, e ndo pelo tempo de contacto.
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Figura 11-Superficies de reposta para massa de precipitado
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3.3.1.3- Volume de filtrado

Relativamente ao Volume de filtrado, o modelo foi obtido a partir de um modelo quadrético

sugerido pelo software, da mesma forma que o descrito para o modelo da densidade ética (3.3.1.1).

Neste caso verificou-se que o Volume filtrado é significativamente afetado pela Razdo cinza/estrume,

pelo tempo de contato e pela interacdo entre o pH e a Razdo cinza/estrume (Tabela 18). As equagdes

do ajuste estdo apresentadas na Tabela 19.

Tabela 19-Pardmetros estatisticos da andlise de varidncia (ANOVA)

F p
Modelo 21,55 <0,0001 Significativo
A — Razdo agua/estrume 10,54 0,0051
B—pH 4,50 0,0500
C - Razdo cinza/estrume 51,47 <0,0001
D — Tempo de contato 33,79 <0,0001
E —Tipo de agitagdo 4,70 0,0456
AB 3,51 0,0795
AD 7,01 0,0176
BC 14,43 0,0016
BE 3,14 0.0941
CE 4,27 0,0555
A? 5,62 0,0306
c? 7,22 0,0162
D? 12,62 0,0027
Falta de ajuste 4,15 0,0640 nao significativo

R? = 0.9460, R? ajustado = 0.9021, R? previsto = 0.8018, Precis3o adequada = 15,5394.

57



Tabela 20-Equagies geradas pelo software para o ajuste aos valores do Volume de filtrado

Equacdo

Agitagdo
Volume de filtrado=-0,920579 + 8,43446xA -8,41789xB+78,13069xC
+ 0,967458 xD - 0,287316xAxB - 0,029185xAxD — 5,29335xBxC -
0,203166xA?%-23,30167xC2- 0,020179%D?

Borbulhamento

Volume de filtrado= -28,19564 + 8,43446%A -
10,57213xB+88,11093xC + 0,967458 xD - 0,287316xAxB -
0,029185xAxD — 5,29335xBxC -0,203166xA2? -23,30167xC?
0,020179xD?

Pela andlise da Figura 19 verifica-se que o volume de filtrado, para agitacdo e borbulhamento,
aumenta com o aumento da Raz3o dgua/estrume, ndo sendo significativamente afetado pelo pH agua,
o que faz sentido pois ao aumentar a Razdo dgua/estrume, diminui-se a massa de estrume a utilizar, o
que faz com que exista uma maior diluicdo do estrume na agua, aumentando assim o Volume de
filtrado. Verifica-se, também que quanto maior a Razdo dgua/estrume e menor o tempo de contato,
maior serd o Volume de Filtrado, tal fato acontece devido a menor massa de estrume utilizada, durante
menos tempo, o que faz com que exista uma menor reten¢do de dgua na massa de precipitado, sendo
possivel recuperar quase todo o volume de dgua inicial introduzido.

E ainda possivel verificar que o Volume de filtrado aumenta ao diminuir a Raz3o cinza/estrume, ndo
existindo uma variac¢do significativa com o aumento ou diminui¢cdo do pH da agua, fato esse que faz
sentido, pois ao diminuir a Razdo cinza/estrume, diminui-se a massa de cinza utilizada, o que faz

aumentar o Volume de filtrado.
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3.3.1.4-Sélidos Totais

Relativamente aos Sdlidos Totais, o software sugeriu uma transformacgdo para um modelo de
“Raiz quadrada”, tendo-se procedido da mesma forma que para a densidade ética (3.3.1.1). Neste caso
verificou-se que os Sdlidos Totais sdo significativamente afetados pela Razdo agua/estrume, pela
Razdo cinza/estrume, pelo tempo de contato e pelas interacGes entre a Razdo dgua/estrume e a Razdo
cinza/estrume e entre a Razdo cinza/estrume e o tempo de contato (Tabela 20). As equagdes do ajuste

estdo apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21-Pardmetros estatisticos da andlise de varidncia (ANOVA)

F p
Modelo 79,47 <0,0001 Significativo
A — Razdo agua/estrume 281,24 <0,0001
B—pH 5,02 0,0365
C —Raz3o cinza/estrume 170,99 <0,0001
D — Tempo de contato 51,17 <0,0001
E —Tipo de agitagdo 9,73 0,0054
AC 17,37 0,0005
CcD 8,91 0,0073
DE 5,62 0,0279
Falta de ajuste 0,5261 0,8460 nao significativo

R? = 0.9495, R? ajustado = 0.9573, R? previsto = 0.9436, Precis3o adequada = 31,5279.

60



Tabela 22-Equacies geradas pelo software para o ajuste aos valores dos Sélidos Totais

Equacao
Agitagdo
V(Sélidos Totais) = 0,132579 - 0,002361xA -0,001896xB + 0,068449xC -
0,000193 xD - 0,0003299xAxC - 0,029185xAxD + 0,000508xCxD
Borbulhamento

V(Sdlidos Totais) = 0,115013 - 0,002361xA -0,001896xB + 0,068449xC -
0,000153 %D - 0,0003299xAxC - 0,029185xAxD + 0,000508xCxD

Pela analise da Figura 20 verifica-se que os Soélidos Totais, para o agitamento e para o
Borbulhamento, aumentam com a diminuicdo da Razdo agua/estrume e com o aumento da Razdo
cinza/estrume, o que faz sentido pois ao diminuir a Razdo agua/estrume e ao aumentar a Razdo
cinza/estrume, aumenta-se a massa de estrume e de cinzas a utilizar nos ensaios, aumentando assim
a concentracdo de Soélidos Totais. Verifica-se, também, que o aumento do tempo de contato e o
aumento da razdo cinza estrume faz a concentracdo de Sélidos Totais aumentar. E interessante este
resultado relativamente ao aumento da razdo cinza:estrume pois confirma que apesar de as cinzas
poderem contribuir para uma diminuicdo dos sélidos suspensos, provenientes do estrume, a sua
solubilizagdo parcial na solugdo aquosa traduz-se num aumento dos sélidos solUveis que compensa a

diminui¢do dos solidos suspensos de tal forma que se observa um aumento dos sélidos totais.
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3.3.2- Crescimento de microalgas, pH e produgao de biomassa algal

Foram instalados dois reatores como descrito em 2.2.6.1, correspondentes aos efluentes
obtidos nas condicdes dos ensaios n2s 18 e 22. Para cada um deles, inoculou-se a microalga C. vulgaris,
utilizando 30 mL da cultura mae desta microalga.

O crescimento de microalgas foi controlado através da medicdo da densidade ética como

descrito em 2.2.6.2

Absorvancia

23°C<T<26°C
2,500

2,000

1,500

—— ] 8

absorvancia

1,000
22

0,500

0,000
0 4 6 8 12 18 20 27

dias de ensaio

Figura 14-Curvas de crescimento do Reator n218 e n® 22 ao longo do ensaio

Através da anadlise das curvas de crescimento verifica-se a fase lag ou de arranque, durante os
primeiros 6 a 8 dias de ensaio, seguindo-se a fase exponencial até aos 18 a 20 dias, apds os quais a
cultura entrou em fase estacionaria até ao 272 dia de ensaio.

A curva de crescimento do reator 22 denota um desenvolvimento menor da cultura, traduzido
por uma fase de lag mais extensa (até ao 82 dia) uma fase exponencial mais curta (até ao 182 dia) e
caracterizada por um aumento muito moderado da densidade 6tica, o que indica a ndo adaptagdo da
cultura ao meio, comprovado também pela cor castanho escuro obtida no final do ensaio deste

efluente como representado na figura 23.
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O crescimento da cultura de microalgas no reator 18 indica que as microalgas tiveram os
nutrientes suficientes para o efeito.

O menor crescimento da cultura de microalgas Chlorella vulgaris e consequentemente a sua
morte, no reator 22 deve-se, possivelmente, ao fato de ao utilizar muitas cinzas se ter provocado uma
coagulacdo excessiva de nutrientes obtendo-se um efluente mais pobre e ndo se pode excluir a
possibilidade de ocorrer um aumento da toxicidade do meio devida a dissolucdo de maiores
guantidades de alguns componentes das cinzas (Sandoval R. et al, 2015).

O crescimento das curvas foi acompanhado de uma mudanga significativa na cor de cada um

dos efluentes como representam as figuras 22 e 23.

Figura 15-Evolugdo da cor do reator 18 ao longo do ensaio

Figura 16-Evolugdo da cor do reator 22 ao longo do ensaio
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Durante este ensaio, além da medicao da densidade 6tica, mediu-se a temperatura ambiente
do local onde estavam colocados os reatores. A temperatura medida variou entre os 23 °C e 0s 26 °C,
encontrando-se dentro dos limites encontrados na literatura, sendo que geralmente, o valor 6timo
deste pardametro encontra-se entre 15 e 25 °C para a grande maioria de microalgas. Temperaturas
muito elevadas ou muito reduzidas pode levar rapidamente ao declinio da taxa de crescimento

(Larsdotter, 2006).

0 — 8 22
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Figura 17-Evolugdo do pH do Reator 18 e 22 ao longo do ensaio

Como se pode observar pela analise das curvas de pH do Reator 18 e do Reator 22 a microalga
C. vulgaris foi adaptando o pH do Reator 18 as suas necessidades, fazendo com que o pH do mesmo
fosse aumentando até atingir um valor de pH=7. O inverso ocorreu com o Reator 22, tendo o pH

diminuindo ao longo do ensaio, pois a cultura de microalgas ndo cresceu o suficiente para influenciar
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o pH do meio. Para grande parte das espécies de microalgas, o pH deve manter-se entre 7 e 9 ((Barsanti
et al, 2014).
A producdo de biomassa obtida no final dos dois ensaios, a partir da analise do peso seco

encontra-se representado na Tabela 23.

Tabela 23-Producdio e produtividade no final do ensaio

PRODUGCAO (G/L) PRODUTIVIDADE(G/L/DIA)
REATOR N218 ‘ 2,13 0,08

REATOR N222 ‘ 2,8 0,1

Apesar do crescimento da cultura de microalgas no Reator n222 nao ter sido bem sucedido,
este reator apresenta uma maior producdo e produtividade do que o Reator n218, fator pode ser
explicado, pelo fato de a medida de peso seco, sendo efetuada através de uma filtracdao, de uma
pequena quantidade de efluente, previamente homogeneizada, e depois pesada, pode conter, ndo sé
microalgas “vivas” no respetivo efluente, como também microalgas “mortas” e particulas
pertencentes ao préprio efluente.

A produtividade obtida encontra-se ainda longe dos resultados obtidos por outros autores,
sendo que Lu, Wang, Wang e Yuan (2015), obtiveram produtividades de cerca de 0,26 g/L a partir de
aguas residuais de gado leiteiro, utilizando a espécie Chlorella (Lu, Wang, Wang, & Yuan, 2015).

Ja Asmare, Demessie, e Murthy (2014) estudaram o crescimento da microalga Chlorella
vulgaris, Scenedesmus dimorphus e uma co-cultura de ambas, em aguas residuais de uma fabrica de
produtos lacteos com diferentes dilui¢Ges, 10 e 25 %, obtendo produgdes de 0,290-0,543 g/L, 0,145-
0,364 g/L e 0,400-0,612 g/L para a Scenedesmus dimorphus, Chlorella vulgaris e co-cultura,

respetivamente (Asmare, Demessie, & Murthy, 2014).
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3.4-ConclusOes

Neste ensaio foram estudados quais os parametros de entre, Razdo dguas/estrume, pH da
agua, Razdo cinza/estrume, tempo de contato e tipo de agitamento, que influenciam a densidade
Otica, a massa de precipitado, o volume de filtrado e os Sélidos Totais. Verificou-se que para todos eles
sdo significativamente afetados pela Razdo cinza/estrume e pela Razdo agua/estrume. O volume de
filtrado e a densidade ética sdo também afetados largamente pelo tempo de contato.

Assim estudou-se o crescimento da cultura de microalgas Chlorella vulgaris, em dois reatores,
a partir dos ensaios obtidos pelo Design Expert version 11, um deles com a menor Razdo agua/estrume
e maior Razdo cinzas/estrume, n218, e outro com a maior Razdo agua/estrume e menor Razdo
cinzas/estrume, n222, concluindo que a utilizagdo de grandes quantidades de cinzas de biomassa
utilizadas por forma a realizar um pré-tratamento, no reator n2 22, adicionaram uma grande toxicidade

ao meio, o que acabou por resultar na morte da cultura.
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4- Bioremediacdao de efluente de aviario com a microalga

Chlorella vulgaris em regime descontinuo e semicontinuo

4.1-Introducao

A continua procura de produtos alimentares de origem animal levou a que a pecudria industrial
e a producdo de aves fossem ganhando cada vez mais popularidade em todo o mundo, o que pode
provocar grandes fontes de poluicdo. Apesar da alimentacdo animal a base de produtos concentrados,
poder representar uma maior eficiéncia na produtividade de aves e um maior lucro, utilizando menos
recursos, acarreta varias preocupacoes de poluicdo ambiental, representando riscos a salde publica.
Por outro lado, uma grande variedade de poluentes é excretada em conjunto com os residuos animais,
nomeadamente nutrientes, agentes patogénicos, hormonas naturais e sintéticas e metais pesados,
gue ao entrarem em contato com terrenos agricolas, dguas subterraneas e superficiais representam
riscos diretos e indiretos para a saide humana. Os esfor¢os para tratar os grandes volumes de adubos
gerados com estrume devem ser melhorados (por exemplo, por digestores de biogds, sistemas
agricolas integrados, bioremediacdo por microalgas) de forma a minimizar os seus impactos no meio

ambiente e na saude humana. (Hu, Cheng, & Tao, 2017).

Com o aumento do consumo de carne a escala mundial, o nimero de animais abatidos para
consumo e exportacdo aumentou de 2,5 milhGes entre 2009-2010 para 3,5 milhGes entre 2011-2012

(A. L. Singh, Jamal, Baba, & Islam, 2014).

Em Portugal, em 2017, a producdo total de carne situou-se nas 889 mil toneladas, refletindo
uma variagao de -0,4%, quando comparada com a produgao do ano 2016. Existiu uma diminuigdo de
4,4% do total de carne de reses (inclui bovinos, suinos, ovinos, caprinos e equideos), enquanto a carne
de animais de capoeira (inclui galindceos, perus e patos) apresentou um aumento de 5,3% (Instituto

Nacional de Estatisticas, 2018).

Quando comparada com o ano 2016, a produgao de carne de animais de capoeira registou um
aumento global de 5,3%, tendo atingido as 389 mil toneladas, tendo a produgdo de frango alcangado
318 mil toneladas, com um acréscimo de 5,4%, consequéncia da maior producdo nacional dos aviarios

de multiplicacdo e da importacdo de aves do dia. Os dados dos abates confirmaram o dinamismo da
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atividade neste segmento, expresso pelo aumento do nimero de cabecgas e sobretudo do volume,
resultando num peso médio da carcaca de frango superior em cerca de 3%, relativamente a 2016

(Instituto Nacional de Estatisticas, 2018).

Os residuos gerados na produc¢do animal contém matéria organica particulada e dissolvida,
elevado numero de componentes inorganicos, bem como uma alta concentragdo de microrganismos

patogénicos, todos de interesse na questdo do seu impacte ambiental (Orrico Junior et al., 2011).

A produgdo de frangos para abate gera um grande volume de residuos na forma de estrumes,
efluentes, camas e aves mortas. Estes residuos possuem concentra¢ées importantes de Azoto, fésforo,
Potassio, minerais como o Cobre e o Zinco, além de uma alta carga de bactérias (Hachmann, Laureth,

Parizotto, & Junior, 2013).

A industria de processamento de carne produz grandes volumes de Aguas Residuais,
provenientes do abate de animais e da limpeza das instalagdes do matadouro. Até 24% da agua
utilizada na industria de alimentos e bebidas provém do processamento de carnes. A descarga direta
de efluentes de matadouros ndo tratados para uma massa de dgua nao é aconselhavel devido a alta
carga organica presente nestes efluentes. Assim é necessdrio recorrer-se a um tratamento adequado

(Bustillo-Lecompte, Mehrvar, & Quifiones-Bolafios, 2016).

O efluente de aviario é composto por fezes, urina, sangue, fibra, gordura, carcacas e alimentos
nao digeridos nos intestinos dos animais abatidos, restos de producdo e de limpeza das instalagdes. A
sua composicdo varia de acordo com o processo industrial e caréncia de dgua. No entanto, este
efluente, geralmente, contem altos niveis de carga organica e nutrientes. Os efluentes de matadouro
sdo considerados prejudiciais devido a sua composi¢ao complexa de gorduras, proteinas e fibras, bem
como a presenca de elevada carga organica, nutrientes, microrganismos patogénicos e ndo
patogénicos, detergentes e desinfetantes usados para atividades de limpeza e produtos farmacéuticos
para uso veterindrio. Assim, o tratamento e a eliminacdo de dguas residuais de matadouro constituem
uma necessidade econdmica e de saude publica (Bustillo-Lecompte, Mehrvar, e Quifiones-Bolarios,

2016).

A Tabela 24 representa as carateristicas tipicas dos efluentes de matadouros.
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Tabela 24-carateristicas tipicas dos efluentes de
matadouros (Bustillo-Lecompte, Mehrvar, e Quifiones-
Bolafios, 2016).

Parametros Limites Comum
CBO({mg/L) 610-4635 1209
Ca(mg/L) 32-316 67
CQO({mg/L) 1250-15500| 4221
K (mg/L) 0,01-100 30
Ma (mg/L) 62-833 621
Pb (mg/L) 0,21-34 a
M total (mg/L) 50-841 427
Carbono organico 100-1200 516
total (mg/L)
P Total (mg/L) 25-200 50
solidos Totais (mg/L) | 300-2800 | 1164
pH 4,90-8,10 6,95

O tratamento deste tipo de efluentes pode ser efetuado através do crescimento de microalgas
em fotobioreatores, como forma de remover a carga organica e inorganica presente nos mesmos de

forma a permitir a sua descarga em sistemas hidricos naturais.

(Markou, lconomou, e Muylaert, (2016) estudaram o crescimento das microalgas Chlorella
vulgaris e Arthrospira platensis em fotobioreatores alimentados com lixiviado de cama de frango.
Foram utilizadas 4 dilui¢es diferentes. A Arthrospira platensis apresentou taxas de produgdo de 83-
114 mg/L e de produtividade de 191-199 mg/L/dia, enquanto que a Chlorella vulgaris obteve taxas de
producdo e produtividade de 1869 mg/L e 159-169 mg/L/dia, respetivamente. As taxas de remog¢do do
Fésforo Total obtidas foram de 89% para a Arthrospira platensis e e de 94,5 % para a Chlorella vulgaris.
Na analise bioquimica final a Chlorella vulgaris apresentou teores de Proteina, Carbohidratos e Lipidos
de 35%-38,8, 19-25,8 e 24,2-27,2%, respetivamente enquanto que a Arthrospira platensis apresentou
valores de 32,7-39,5, 37,3-43,6 e 15,5-19,7 % para os teores de Proteina, Carbohidratos e Lipidos,

respetivamente (Markou, lconomou, & Muylaert, 2016).
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M. Singh, Reynolds, e Das,( 2011) avaliaram a possibilidade de cultivar Chlorella minutissima,
Chlorella sorokiniana, Scenedesmus bijuga e uma cultura mista contendo as trés microalgas, em
digerido de cama de frango. Foram obtidas producdes de 313-387 mg/L, 329-377 mg/L, 340-386 mg/L
e 329-371 mg/L para Chlorella sorokiniana, Scenedesmus bijuga, Chlorella minutissima e a cultura
mista, respetivamente. Foi avaliada, também a composicdo quimica da biomassa algal final,
apresentando valores de teor de proteinas de 37,9-39,2%, 37,3-39, 40,8-42,9% e 39,1-39,9% para
Chlorella sorokiniana, Scenedesmus bijuga, Chlorella minutissima e cultura mista, respetivamente. Ja
o conteudo em lipidos obtido foi de 8,2-12,4%, 9,5-13,5%, 8,2-11,8% e 8,9-11,2% para Chlorella
sorokiniana, Scenedesmus bijuga, Chlorella minutissima e cultura mista, respetivamente. Os valores de
carbohidratos atingidos foram de 18,8-22,3%, 21,9-25,9%, 21-24,4% e 22,6-27,3% para Chlorella
sorokiniana, Scenedesmus bijuga, Chlorella minutissima e cultura mista, respetivamente (M. Singh,

Reynolds, & Das, 2011).
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4.2-Metodologia

4.2.1- Diferentes formas de efluente de aviario utilizado

Neste estudo foram utilizadas trés formas de efluente de aviario diferentes:
-Efluente bruto;

-Efluente bruto filtrado: que correspondeu ao efluente bruto filtrado a vacuo, utilizando um filtro de

gaze de modo a reter as gorduras de maior dimensdo presentes no mesmo;

-Efluente bruto tratado: que correspondeu ao efluente bruto sujeito a um pré-tratamento com cinzas
de biomassa antes de se proceder a filtracdo. Neste caso os sdélidos eliminados na filtracdo ndo sdo sé
os pedacos de gordura de maior dimensdo, mas também outros sélidos em suspensao que coagulam
por reacao com as cinzas. Apds o tratamento com cinzas, o pH do efluente tornou-se bastante bdsico
(pH=14) pelo que se efetuou um acerto de pH com H,SO4 de modo a que este ficasse perto de neutro

(pH=7).

4.2.2- Caracteriza¢ao das diferentes formas de efluente de aviario

De modo a efetuar a caracterizagdo fisico-quimica das trés formas de efluente de avidrio
descritos em 4.1, realizou-se um conjunto de andlises de modo a determinar os seguintes parametros:
Fosforo Total, Azoto Kjeldahl, nitritos, nitratos e CQO como descritos em 2.2.5.1; 2.2.5.2; 2.2.5.3;

2.2.5.4;2.2.5.5, respetivamente.

4.2.3- Bioremediagao do efluente bruto de avidrio em regime descontinuo

4.2.3.1- Instalagdo dos reatores para o crescimento da microalga Chlorella vulgaris

Procedeu-se & instalagdo dos reatores (4) como descrito em 2.7.1 e a inoculagdo da microalga
C. vulgaris, utilizando 30 mL da cultura mae desta microalga e um volume de efluente bruto adequado.
A temperatura ambiente da sala, onde foram instalados os reatores, variou entre 19 °C e 21 °C. O

ensaio teve a duragao de 27 dias.
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4.2.3.2- Caraterizagdo do efluente bruto

Durante o periodo em que foi realizado o ensaio em regime descontinuo, (27 dias), efetuou-
se a medicdo da densidade 6tica, como descrito em 2.7.2, de forma a analisar, analisar o crescimento

da cultura de microalga Chlorella vulgaris em cada reator.

4.2.4- Bioremediagao do efluente bruto de aviario em regime semicontinuo

200 mL

4.2.4.1- Instalacdo dos reatores para o crescimento da microalga Chlorella vulgaris

Apds o ensaio em regime descontinuo, deu-se inicio ao ensaio em regime semicontinuo,
utilizando os mesmos reatores descritos em 4.3, mas efetuando uma recombinacao e redivisdo do seu
conteludo de forma a partir de um estado o mais equivalente possivel tanto em termos de densidade
celular como de niveis de nutrientes. A temperatura ambiente da sala, onde foram instalados os

reatores, variou entre 21 °C e 23 °C. O ensaio teve a duragdo de 11 dias.

4.2.4.2- Caraterizacao do efluente bruto presente nos reatores

Durante este ensaio retiraram-se, diariamente, pela seguinte ordem:

200 mL de efluente do reator 4 para um recipiente, para futura analise;
200 mL do reator 3 foram transferidos para o reator 4;
200 mL do reator 2 foram transferidos para o reator 3;
200 mL do reator 1 foram transferidos para o reator 2;

Ao reator 1 adicionou-se 200 mL de efluente bruto.

Este processo foi efetuado entre os dias 15 e 18 de Maio e entre 23 e 26 de Maio.

Seguidamente, procedeu-se a medicdo da densidade ética, como descrito em 2.7.2 de todos

os reatores, medindo o reator 1 antes e depois da adicdo de efluente bruto.

Retirou-se o volume necessario para analisar os sélidos suspensos totais, como descrito em

2.8.1, do reator 4, do dia 23 de Maio e do dia 29 de Maio.
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No fim do ensaio, procedeu-se a filtragdo, a vacuo, utilizando um filtro de fibra de vidro de 47
mm de didametro, de metade do volume de cada amostra, de forma a avaliar as taxas de produgdo e
produtividade. Efetuou-se a caraterizacgdo fisico-quimica do efluente bioremediado, através da andlise
de Fdsforo Total, Azoto Kjeldahl, nitritos, nitratos e CQO como descritos em 2.2.5.1; 2.2.5.2; 2.2.5.3;

2.2.5.4;2.2.5.5, respetivamente, tanto das amostras filtradas como das nao filtradas, de todos os dias.

A figura 25 representa, em esquema, a instalagdo real em sistema semicontinuo de 200 mL.

200 mLefluente | 4\ 200mL Y% 200mL Y ‘1
bruto i

00m. | 1 200 mL para andlise

\ -y -\ \

=) e ) e, |

& L& Lo &3

Figura 18-Esquema da instalagdo em Regime Semicontinuo de 200mL
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4.2.5- Bioremediagdo do efluente bruto de avidrio em regime semicontinuo

de 150 mL

4.2.5.1- Instalagdo dos reatores para o crescimento da microalga Chlorella vulgaris

Para o ensaio em regime semicontinuo de 150 mL, reutilizaram-se os reatores do ensaio em
regime semicontinuo de 75 mL, 4 reatores para o efluente bruto de aviario filtrado e 4 reatores para

o efluente bruto de aviario filtrado tratado, de acordo com a Tabela 25.

Tabela 25-Identificacdo dos reatores

ME
Reatores efluente filtrado 1:1; 2:1; 3;1; 4:1
Reatores efluente filtrado e tratado  [1:2; 2:2; 3:2; 4:2

Seguidamente deu-se inicio ao ensaio em regime semicontinuo de 150 mL. A temperatura
ambiente da sala, onde foram instalados os reatores, variou entre 22 °C e 27 °C. O ensaio teve a

duragdo de 11 dias.
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4.2.5.2- Caraterizacao do efluente bruto filtrado e do efluente bruto filtrado e tratado

presente nos reatores

Durante este ensaio retiraram-se, diariamente, pela seguinte ordem:

Efluente bruto filtrado:

150 mL de efluente do reator 4:1 para um recipiente, para futura andlise;
150 mL de efluente do reator 3:1 foram transferidos para o reator 4:1;
150 mL de efluente do reator 2:1 foram transferidos para o reator 3:1;
150 mL do de efluente reator 1:1 foram transferidos para o reator 2:1;

Ao reator 1:1 adicionou-se 150 mL de efluente bruto filtrado.

Efluente bruto filtrado tratado:

150 mL de efluente do reator 4:2 para um recipiente, para futura andlise;
150 mL de efluente do reator 3:2 foram transferidos para o reator 4:2;
150 mL de efluente do reator 2:2 foram transferidos para o reator 3:2;
150 mL do de efluente reator 1:2 foram transferidos para o reator 2:2;

Ao reator 1:2 adicionou-se 150 mL de efluente bruto filtrado tratado.

Este processo foi efetuado entre os dias 18 de Junho e 29 de Junho.

Seguidamente, procedeu-se & medi¢do da densidade 6tica e do pH como descrito em 2.7.2 e
2.7.3, respetivamente, de todos os reatores, medindo o reator 1:1 e 1:2 antes e depois da adi¢cdo de

efluente bruto filtrado e de efluente bruto filtrado tratado, respetivamente.

Retirou-se o volume necessario para analisar os sélidos suspensos totais, como descrito em
2.8.1, do reator 4, dos dias 18, 21, 25, 27, 29 de Junho, do efluente bruto filtrado e do efluente bruto
filtrado tratado.

No fim do ensaio, procedeu-se a filtragdo, a vacuo, utilizando um filtro de fibra de vidro de 47
mm de didmetro, de um volume de cada amostra adequado a determinagdo das taxas de producdo e
produtividade. Efetuou-se a caraterizagao fisico-quimica, através da andlise de fésforo Total, azoto
Kjeldahl, nitritos, nitratos e CQO como descritos em 2.2.5.1; 2.2.5.2; 2.2.5.3; 2.2.5.4; 2.2.5.5,
respetivamente, tanto das amostras de efluente bruto filtrado como das de efluente bruto filtrado

tratado, de todos os dias.
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f 1
/ 24
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filtrado tratado et ¢ \

Figura 19-Esquema da instalagdo em Regime Semicontinuo de 150mL do efluente bruto filtrado e efluente
bruto filtrado tratado
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4.2.6- Bioremediagcdo do efluente bruto de avidrio em regime semicontinuo

de 75 mL

4.2.6.1- Instalagcdo dos reatores para o crescimento da microalga Chlorella vulgaris

Apds o ensaio em regime semicontinuo de 200 mL, recombinaram-se os 4 reatores, dentro de
um baldo volumétrico de 10L, ao qual se adicionou 4L H20 fervida, de modo a efetuar uma diluicao
de 1:2 e dividiu-se o conteuddo do baldo volumétrico em 8 reatores de 1L. Os reatores foram entdo
identificados de acordo com o efluente a utilizar, 4 reatores para o efluente bruto de aviario filtrado e

4 reatores para o efluente bruto filtrado tratado, de acordo com a Tabela 26.

Tabela 26-Identificacdo dos reatores

N
Reatores efluente filtrado 1:1; 2:1; 3:1; 4:1
Reatores efluente filtrado e tratado |1:2; 2:2; 3:2; 4:2

Seguidamente deu-se inicio ao ensaio em regime semicontinuo de 75 mL. A temperatura
ambiente da sala, onde foram instalados os reatores, variou entre 22 °C e 23 °C. O ensaio teve a

duragdo de 11 dias.
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4.2.6.2- Caraterizacao do efluente bruto filtrado e do efluente bruto filtrado e

tratado presente nos reatores

Durante este ensaio retiraram-se, diariamente, pela seguinte ordem:

Efluente bruto filtrado:

75 mL de efluente do reator 4:1 para um recipiente, para futura andlise;
75 mL de efluente do reator 3:1 foram transferidos para o reator 4:1;
75 mL de efluente do reator 2:1 foram transferidos para o reator 3:1;
75 mL do de efluente reator 1:1 foram transferidos para o reator 2:1;

Ao reator 1:1 adicionou-se 75 mL de efluente bruto filtrado.

Efluente bruto filtrado tratado:

75 mL de efluente do reator 4:2 para um recipiente, para futura andlise;
75 mL de efluente do reator 3:2 foram transferidos para o reator 4:2;
75 mL de efluente do reator 2:2 foram transferidos para o reator 3:2;
75 mL do de efluente reator 1:2 foram transferidos para o reator 2:2;

Ao reator 1:2 adicionou-se 75 mL de efluente bruto filtrado tratado.

Este processo foi efetuado entre os dias 28 de Maio e 7 de Junho.

Seguidamente, procedeu-se & medi¢do da densidade dtica e do pH como descrito em 2.2.6.2
e 2.2.6.3, respetivamente, de todos os reatores, medindo o reator 1:1 e 1:2 antes e depois da adicao

de efluente bruto filtrado e de efluente bruto filtrado tratado, respetivamente.

Retirou-se o volume necessdrio para analisar os sélidos suspensos totais, como descrito em
2.8.1, do reator 4, dos dias 30 de Maio e dos dias 1, 4, 6, 8 de Junho, do efluente bruto filtrado e do

efluente bruto filtrado tratado.
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No fim do ensaio, procedeu-se a filtragdo, a vacuo, utilizando um filtro de fibra de vidro de 47
mm de didmetro, do volume de cada amostra. Efetuou-se a caraterizacdo fisico-quimica, através da
anadlise de fosforo Total, azoto Kjeldahl, nitritos, nitratos e CQO como descritos em 2.2.5.1; 2.2.5.2;
2.2.5.3; 2.2.5.4; 2.2.5.5, respetivamente, tanto das amostras de efluente bruto filtrado como dase de

efluente bruto filtrado tratado de todos os dias.

/ / ’/ T
75 mL efluente bruto filtrado -\ 75mL A\ 75mL A 7IsmL .\ 75 mLuoara analise
tratado R ¢ _—w ) 2 ) 3 \

Figura 20-Esquema da instalagdo em Regime Semicontinuo de 75mL do efluente bruto filtrado tratado
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Figura 21-Instalagéo Real
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4.2.7-Caraterizagao final da biomassa algal apds os ensaios de bioremediagdo

ApOs a etapa de bioremediacdo, foi efetuada a centrifugacdo (Sigma) do meio de cultura, a
5000 rpm durante 5 minutos, de modo a separar a biomassa algal do efluente ja tratado. A biomassa
algal foi depois transferida para caixas de Petri, e colocada, a secar, durante cerca de 24h, a 50 °C. Apds
secagem, transferiu-se a biomassa algal seca para um recipiente onde se utilizou um almofariz de
modo a quebrar a ligacGes celulares, de forma a obter-se uma maior recuperac¢do de lipidos. Este

processo foi efetuado para a biomassa algal proveniente de cada um dos reatores.

4.2.7.2-Lipidos

Para a extragdo de lipidos, colocou-se a biomassa algal, previamente moida, num cartucho de
papel selado em todos os lados exceto num e introduzido num extrator Soxhlet, na base do qual foi
colocado um baldo de fundo redondo com o volume indicado de éter de petrdleo, colocando-se
depois, numa manta de aquecimento. No final da extracao, filtrou-se o solvente contendo o éleo para
um bal3o de evaporacdo, previamente tarado, levando-o ao Rotavapor (BUCHI-R-200), de forma a
separar o solvente do 6leo. Por fim, colocou-se o baldo, contendo o dleo, na estufa a 105°C, de modo
a evaporar quaisquer vestigios de solvente. Retirou-se o baldo da estufa, colocou-se no exsicado, até

este atingir a temperatura ambiente e pesou-se.

4.2.7.3-Proteinas

Para a obtenc¢do das proteinas foi determinado azoto Kjeldahl como descrito em 2.2.5.2 e 0

calculo das proteinas foi efetuado de acordo com a seguinte equagao:

i vy X N X Vg
%Proteina = o X X 1,4 X 6,25
2 1

(EQ.5)
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Onde,

v;= Volume acido sulfurigo gasto na titulagao do destilado (mL)
v,=Volume de amostra digerida utilizada na destilagdo (mL)
V5= Volume baldo volumétrico utilizado na digestdo (mL)

N= Normalidade do titulante (N)

m4,= massa de amostra utilizada na digestao (g)

6,25= fator de conversao de azoto em proteina

4.2.7.4-Acgucares Totais e Cinzas

Os agucares totais + Cinzas foram obtidos através da seguinte equagao:

Ar +C = (100 — (P — L))

(EQ.6)

Onde,

A = Aclcares Totais
P = Proteinas

L = Lipidos

C = Cinzas
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4.3-Apresentacao e Discussao dos Resultados

4.3.1-Bioremedicao do efluente de Aviario

A bioremediacdo do efluente de aviario foi estudada em trés ensaios semicontinuos nos quais

diferentes volumes de efluente foram transferidos entre reatores com culturas estabilizadas.

Esta etapaira dividir-se em trés fases, comecando pela discussdo do ensaio semicontinuo onde
se efetuaram transferéncias de 200 mL de efluente, seguindo-se o ensaio de transferéncia de 150 mL

de efluente, terminando com o ensaio de transferéncia de 75 mL de efluente.

Os parametros estudados foram o crescimento da microalga Chlorella vulgaris, através da
medicdo da densidade 6tica como descrito em 2.2.6.2, a respetiva producdo de biomassa algal, bem

como a evolucdo do pH e da temperatura ambiente durante o periodo de realizagdo dos ensaios.

Por fim, discutir-se-do os resultados da caraterizacdo fisico-quimica (Fosforo Total, Azoto
Kjeldahl, nitiritos, nitratos e CQO), antes e depois da biorremediacdo dos efluentes usados neste

estudo como referido em 2.2.5.1; 2.2.5.2; 2.2.5.3; 2.2.5.4; 2.2.5.5, respetivamente.

4.3.1.1-Caraterizagao dos efluentes utilizados nos ensaios

Ao longo dos ensaios foi utilizado efluente bruto, efluente bruto filtrado e efluente bruto
filtrado tratado. Os parametros selecionados para a caraterizacgdo fisico-quimica de cada um deles

encontram-se na Tabela 27.

Tabela 27-Caraterizagdo dos efluentes utilizados

Fosforo Total | Azoto Kjeldahl cQo
mg/L mg/L mg 02/L
efluente bruto 45,0 270,0 44231
efluente bruto filtrado(ndo tratado) 41,4 264,06 21154
efluente tratado 4.3 2438,0 2500,0
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O efluente avicola bruto apresenta uma CQO superior a 4400 mg O,/L, o que denota a presenca
de uma grande quantidade de compostos que terdao que ser removidos por tratamento ou remediacado
adequados, antes que este efluente possa ser descarregado no meio ambiente (Bustillo-Lecompte,

Mehrvar, e Quifiones-Bolafios, 2016).

O processo de filtracao permite remover componentes em suspensdo que contribuem para os
teores de fésforo e azoto mas que sobretudo contribuem para a CQO. A filtracdo causou uma reducao
de 8% no teor de fésforo, uma reducao de 2% no teor de azoto e uma reducdo de 52% na CQO. Alguns
solidos suspensos que contribuem para a CQO mas que nao afetam significativamente os teores de
fésforo ou azoto sdo os lipidos e particulas das penas, ossos e outras componentes sdlidas dos

residuos.

O efluente tratado com cinzas e filtrado apresenta grande reducao do Fosforo Total, moderada
reducdo do azoto Kjeldhal e um aumento da CQO. A reducdo do fosforo total relativamente ao efluente
filtrado indica que o fdsforo se encontra em formas sollveis que podem reagir com as cinzas ou sob a
forma de sélidos suspensos que sdo arrastados no processo de coagulacdo. O fosforo pode ser um
componente de nanoparticulas ou microparticulas de bicos, 0ssos, e outros componentes sélidos, que
sdo suficientemente pequenas para passar para o efluente filtrado mas que sdo arrastadas para o

precipitado durante o tratamento com cinzas.

Na Tabela 28 encontram-se as caracteristicas de efluentes de matadouro

Tabela 28-Caracteristicas de efluentes de matadouro
(Bustillo-Lecompte, Mehrvar, e Quifiones-Bolafios, 2016)

Parametro Limites | Comum

CcQo(mg/L) [1250-15900| 4221

CBO(mg/L) | 610-4635 | 1209

Azoto Total 50841 427
(mg/L)
Fasforo 35200 <0
Total{mg/L)
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O efluente bruto utilizado neste estudo encontra-se dentro dos valores referidos na literatura
para efluentes de matadouro. No entanto, os processos de pré-tratamento efetuados reduzem os
nutrientes presentes no efluente, Fésforo Total e Azoto Kjeldahl, bem como a carga organica,

reduzindo a CQO.

4.3.1.2- Nitratos e Nitritos

De modo a obter os valores de nitritos e nitratos de todas as amostras utilizadas nos trés
ensaios em regime semi-continuo (200mL;150mL;75mL), bem como do efluente bruto, efluente bruto
filtrado e efluente bruto filtrado tratado, foi seguido o protocolo como referido em 2. 2.5.3 e 2.2.5.4,
respetivamente. No entanto, nenhuma das amostras apresentou resultados positivos quanto a esses

parametros.

4.3.2- Ensaio semicontinuo com transferéncia de 200 mL de efluente

4.3.2.1- Crescimento de microalgas, temperatura e produgado de biomassa algal

Foram instalados quatro reatores como descrito em 2.2.6.1, cada um deles correspondendo
aol, 2,3, 4. Paracada um deles, inoculou-se a microalga Chlorella vulgaris, utilizando 30mL da cultura

made desta microalga em 1L de efluente bruto.

O crescimento de microalgas foi controlado através da medi¢cdo da densidade ética ou

absorvancia, como descrito em 2.2.6.2
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Absorvancia até a 12 transferéncia de 200mL de efluente bruto

19°C<T<23°C
6,000

5,000

4,000 — —

3,000

Absorvancia

2,000 —
1,000
0,000
Dia
e Reactorl e Reactor2 Reactor3 Reactor4

Figura 22-Curvas de crescimento dos 4 reatores até ao inicio das transferéncias

Durante o ensaio em regime descontinuo, através da analise das curvas de crescimento, é

possivel distinguir a fase lag (de laténcia ou de arranque), fase exponencial, fase estacionaria.

As diferengas observadas nas curvas de crescimento dos Reatores 2 e 4 em relagdo ao Reatores
1 e 3, podem ser explicadas pelo fato dos Reatores 2 e 4 terem sido colocados atras dos Reatores 1 e
3, o que podera ter originado um efeito escudo em relagdo a luz artificial, ndo deixando passar tanta

luz para os Reatores da frente.

De forma a preparar os reatores para 0s ensaios em regime semi-continuo e de forma a que o
ponto de partida de cada um deles fosse 0 mesmo, ao vigésimo quarto dia de inoculagao, o efluente
presente nos quatro reatores foi agrupado num sé e redividido em quatro, o que levou ao equilibrio

entre as quatro curvas de crescimento.
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Absorvancia

Apods o inicio das transferéncias de 200 mL de efluente bruto

7,000 19°C<T<23°C

6,000 /\

5,000

N\

4,000
3,000
2,000
1,000

0,000
28 29 30 31 36 37 38 39

Dia

e ReaCtOr 1 e Reactor 2 Reactor 3 Reactor 4 e====Reactor 1 apds juncdo 200mL efluente bruto

Figura 23-Curvas de crescimento dos 4 reatores apds o inicio das transferéncias

Em regime semi-continuo, onde foram efetuadas as transferéncias de 200 mL de efluente
entre reatores, as curvas de crescimento mantiveram-se constantes durante os primeiros dois dias de

ensaio.

A curva de crescimento do “Reator 1” e do “Reator 1 apds jungdo 200mL efluente bruto”, onde
existia adicao didria de 200 mL efluente, apresentam um decréscimo claro, o que sugere que a
quantidade de efluente introduzido poderia estar a servir como uma dilui¢do, pois todos os dias se

retirava cultura desses reatores e adicionava-se efluente.

Pela andlise da curva de crescimento do “Reator 2” verifica-se que existiu um crescimento da
cultura de microalgas, o que prova que os nutrientes necessarios para o seu crescimento se
encontravam no meio, no entanto, apds 9 dias de ensaio, podera ter comec¢ado a existir uma diluicao,
pois todos os dias se retirava cultura deste reator e adicionava-se efluente + cultura, proveniente do

Reator 1:1.
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As curvas de crescimento do “Reator 3” e do “Reator 4” apresentam, maioritariamente um
declive positivo, o que indica que os nutrientes, provenientes das transferéncias dos restantes
reatores, se encontravam disponiveis nas condicdes ideais para o crescimento da cultura de

microalgas.

Gek, Kee, e Teong (2016) estudaram o crescimento da microalga Chlorella vulgaris, utilizando
um fertilizante organico em regime descontinuo e em regime semi-continuo. Concluiram que as curvas
de crescimento da Chlorella vulgaris em regime descontinuo apresenta uma maior linearidade quando

comparadas com as curvas de crescimento em regime semi-comtinuo (Gek, Kee, & Teong, 2016).

Este fato é facilmente percetivel, no presente estudo, analisando as curvas de crescimento em

regime descontinuo e em regime semi-continuo.

Durante este ensaio, além da medicdo da densidade 6tica, mediu-se a temperatura ambiente
do local onde estavam colocados os reatores. A temperatura medida variou entre os 19 °C e 0s 23 °C,
encontrando-se dentro dos limites encontrados na literatura, sendo que geralmente, o valor étimo
deste parametro encontra-se entre 15 e 25 °C para a grande maioria de microalgas, incluindo a
Chlorella vulgaris. Temperaturas muito elevadas ou muito reduzidas pode levar rapidamente ao

declinio da taxa de crescimento (Larsdotter, 2006)

Tabela 29--Produgdo da microalga Chlorella vulgaris

N2 dias Volume de efluente no Produgao microalgas em cada
de reator reator
ensaio (mL) (/L)
23 de Maio 36 1000 2,32
29 de Maio 42 1000 1,06
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A producdo de microalgas no 362 dia de ensaio foi superior ao 422 dia de ensaio o que pode
significar que a medida que a populacdo de microalgas cresceu foi consumindo os nutrientes
disponiveis reduzindo o seu nivel o que por consequéncia se traduziu numa reducdo da densidade

celular.

4.2.3.2-Caraterizagdo do efluente de Avidrio antes, durante e apds a bioremediagdo

A caraterizacdo final do efluente, foi efetuada através do cdlculo das respetivas taxas de

remocao.

4.3.3.2.4-Taxas de Remogao

As taxas de remocao foram calculadas em duas fases, primeiramente, em regime descontinuo
entre o Efluente bruto e o ultimo dia deste ensaio, seguido das taxas de remog¢do em regime semi-
continuo com transferéncias de 200mL entre reatores, entre o dia 18 e 23 de Maio, 23 e 24 de Maio,
24 e 25 de Maio e, por ultimo, 25 e 26 de Maio. A Tabela 30 representa os resultados obtidos para as

taxas de remogao.

Tabela 30-Taxas de remogdo obtidas

Fosforo Total cQo
Amostra Taxa de remocdo(%) | Taxa de remocdo(%)
Efluente bruto 24,5 29,3
15/mai filtrado
18/mai filtrado - -
23/mai filtrado 38,1 -56,6
24/ mai filtrado -19.6 -14,3
25/mai filtrado -41,5 25,0
26/ mai filtrado 37.5 -50,0
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Em regime descontinuo as taxas de remocdo obtidas foram de 84,5% e 89,3% para o Fésforo
Total e para o CQO, respetivamente. Em regime semi-continuo foram obtidas taxas de remocdo de
37,5-38,1 e de 25% para o Fdsforo Total e CQO, respetivamente. A forte alternancia das taxas de
remocdao em regime semi-continuo, deve-se a adicao didria de efluente bruto ao reator 1 e

consequentemente ao reator 4.

Taxas de remogdo negativas representam que parte da cultura de microalgas podera ter

morrido, o que leva a redissolucdo de nutrientes no meio.

M. Singh, Reynolds, e Das (2011) testaram o crescimento de diferentes culturas de microalgas
(Chlorella sorokiniana, Chlorella minutissima e Scenedesmus bijuga) e respetivas remocdes de
nutrientes a partir de um digerido de cama de frango em regime descontinuo e em regime semi-
continuo. Em regime descontinuo foram atingidas taxas de remogdo para o Fésforo Total de 70% (M.

Singh, Reynolds, & Das, 2011)

Hernandez e colaboradores (2016) avaliaram o tratamento de aguas residuais de matadouro
através de um mix de culturas de microalgas (Chlamydomonas subcaudata, Anabaena sp. and
Nitzschia sp.), obtendo taxas de remocdo de 84,3-91,7%, 70-80,2% e de 56-90,7% para a CQO, azoto

Kjeldahl e fésforo Total, respetivamente (Hernandez et al., 2016).
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Absorvancia

4.3.3- Ensaio semicontinuo com transferéncia de 150 mL de efluente

4.3.3.1- Crescimento de microalgas, pH, temperatura e producao de biomassa algal

Foram instalados oito reatores como descrito em 2.2.6.1, quatro correspondendo ao efluente

bruto filtrado (ndo tratado) 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 e quatro correspondendo ao efluente bruto filtrado

tratado 1:2, 2:2, 3:2, 4.2.

O crescimento de microalgas foi controlado através da medicdo da densidade ética ou

absorvancia, como descrito em 2.2.6.2

150mL efluente bruto filtrado adicionado diariamente

8,000 22°C<T<27°C

7,000
6,000

5,000

\.J}
o
o
o

3,000

2,000

1,000

0,000

Dia

e Reactor 1:1 antes e=m===Reactor 1:1 Reactor 2:1 emmmmmReactor 3:1 Reactor 4:1

Figura 24-Curvas de crescimento dos reatores com efluente bruto filtrado
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Em regime semi-continuo, onde foram efetuadas as transferéncias de 150 mL de efluente
bruto filtrado entre reatores, as curvas de crescimento mantiveram-se constantes durante o primeiro

dia de ensaio.

A curva de crescimento do “Reator 1:1” e do “Reator 1:1 antes”, onde existia adi¢do diaria de
150 mL efluente bruto filtrado, apresentam um decréscimo claro, o que sugere que a quantidade de
efluente introduzido poderia estar a servir como uma diluicdo, pois todos os dias se retirava cultura

desses reatores e adicionava-se efluente.

A partir do dia 11 terminou o ensaio em regime semi-continuo, no entanto a densidade dtica
foi medida no dia 17, como forma de verificar se o crescimento da cultura de microalgas ainda se

verificava.

Pela analise das curva de crescimento do “Reator 2:1”, Reator 3:1”e “Reator 4:1” verifica-se
que a fase de crescimento exponencial foi a primeira fase, passando, depois, pela fase lag (de laténcia
ou de arranque) e pela fase estacionaria, o que indica que existiram os nutrientes necessarios para que

a cultura de microalgas conseguisse crescer de forma exponencial logo no inicio do ensaio.

O “Reator 3:1” e 0 “Reator 4:1” apresentam curvas de crescimento mais préximas das obtidas
em regime descontinuo, possivelmente pois o efluente adicionado no “Reator 1:1” s serd transferido
para o “Reator 3:1” e “Reator 4:1” ao fim do 32 e 42 dia de ensaio, 0 que permite uma maior linearidade

das curvas de crescimento destes reatores.
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150mL efluente bruto filtrado tratado adicionado diariamente
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Figura 25-Curvas de crescimento dos reatores com efluente bruto filtrado

A curva de crescimento do “Reator 1:2” e do “Reator 1:2 antes”, onde existia adigdo diaria de
150 mL efluente bruto filtrado, apresentam um decréscimo claro, o que sugere que a quantidade de
efluente introduzido poderia estar a servir como uma dilui¢do, pois todos os dias se retirava cultura

desses reatores e se adicionava efluente.

A partir do dia 11 terminou o ensaio em regime semi-continuo, no entanto a densidade 6tica
foi medida no dia 17, como forma de verificar se o crescimento da cultura de microalgas ainda se

verificava.

Pela analise das curva de crescimento do “Reator 2:2”, Reator 3:2”e “Reator 4:2” verifica-se
que a fase de crescimento exponencial foi a primeira fase, passando, depois, pela fase lag (de laténcia
ou de arranque) e pela fase estacionaria, o que indica que existiram os nutrientes necessarios para que

a cultura de microalgas conseguisse crescer de forma exponencial logo no inicio do ensaio.
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E possivel verificar que a densidade 6tica ou absorvancia foi mais elevada com a adi¢do de
efluente bruto filtrado do que com efluente bruto filtrado tratado, tal fato, deve-se ao pré-tratamento
efetuado no efluente bruto filtrado tratado que fez com que o Fdsforo Total presente no mesmo
diminuisse, assim a cultura de microalgas presente nos Reatores com efluente bruto filtrado tratado

tém menos nutrientes a sua disposicao.

O “Reator 3:2” e 0 “Reator 4:2” apresentam curvas de crescimento mais préximas das obtidas
em regime descontinuo, possivelmente pois o efluente adicionado no “Reator 1:2” sé sera transferido
para o “Reator 3:2” e “Reator 4:2” ao fim do 32 e 42 dia de ensaio, o que permite uma maior linearidade

das curvas de crescimento destes reatores.

Durante este ensaio, além da medicdo da densidade 6tica, mediu-se também o pH e a
temperatura ambiente do local onde estavam colocados os reatores. A temperatura medida variou
entre 0s 22 °Ce 0s 27 °C, ndo se encontrando dentro dos limites encontrados na literatura, no entanto
ndo se afastou muito do valor 6timo, o que ndo terd afetado o crescimento das microalgas, sendo que
geralmente, esse valor encontra-se entre 15 e 25 °C para a grande maioria de microalgas.
Temperaturas muito elevadas ou muito reduzidas pode levar rapidamente ao declinio da taxa de

crescimento (Larsdotter, 2006).

As figuras 33 e 34 representam a evolu¢do do pH dos reatores com ao longo do ensaio.
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Evolucao pH efluente bruto filtrado
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8 / —

20/jun  21/jun  22/jun  23/jun  24fjun  25/jun  26/jun  27/jun  28/jun  29/jun

—11a 1,1 21 3,1 e=—41
Figura 26-Evolugdo pH dos reatores com efluente bruto filtrado

Evolucao pH efluente bruto filtrado e tratado
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—_—1,2a 1,2 2,2 3,2 4,2

Figura 27-Evolugdo pH dos reatores com efluente bruto filtrado tratado
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Como se pode observar pela analise das curvas de pH dos Reatores com efluente bruto filtrado

e com efluente bruto filtrado tratado, a microalga Chlorella vulgaris foi adaptando o pH do meio em

gue se encontrava, as suas necessidades, variando o pH de todos reatores entre pH 8 e pH 10, sendo

que para grande parte das espécies de microalgas, o pH deve manter-se entre 7 e 9 ((Barsanti et al,

2014).

De notar, que se atingiram valores de pH mais elevados nos reatores onde ocorreu maior

crescimento da microalga, o que comprova o efeito alcalinizante do crescimento da microalga como

resultado do consumo do CO, dissolvido no meio de cultura.

No que diz respeito a producado e produtividade de microalgas em cada um dos reatores, estes

parametros foram calculados com base nos valores obtidos de peso seco, de cada dia, para cada um

dos reatores. A Tabela 31 apresenta os valores obtidos para a producado e produtividade de microalgas

em cada um dos reatores, bem como a duragdo total do ensaio e o volume de efluente presente em

cada reator.

Tabela 31--Produgdo da microalga C.Vulgaris

Tipo N dias Volume de efluente Produgao microalgas em cada
de ensaio no reator reator

(mL) (g/L)
21 de Junho Tratado 3 1000 1,86
21 de Junho | Nao Tratado 3 1000 1,98
25 de Junho Tratado 7 1000 1,83
25 de Junho | Niao Tratado 7 1000 1,91
27 de Junho Tratado 9 1000 2,07
27 de Junho | Niao Tratado 9 1000 1,79
29 de Junho Tratado 11 1000 1,72
29 de Junho | Nao Tratado 11 1000 2,15
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A producao de microalgas foi mais elevada no efluente nao tratado do que no efluente tratado
exceto no 92 dia de ensaio no qual essa relacao se inverteu. De uma forma geral, podemos dizer que a
maior presenca de azoto e fosforo no efluente ndo tratado foi o fator determinante da produgdo de

microalga.

Os valores de producdo situaram-se entre 1,72 e 2,15 g/L o que indica ter-se atingido um nivel

relativamente constante nos reatores n24, para ambos os efluentes considerados.

4.3.3.2-Caraterizagao do efluente de Aviario antes, durante e apds a bioremediagdo

A caraterizacdo final do efluente, foi efetuada através do cdlculo das respetivas taxas de

remocao.

4.2.3.2.1-Taxas de Remogao

Em regime semi-continuo com transferéncias de 150 mL de efluente entre reatores, as taxas
de remogdo para o efluente ndo tratado encontram-se nos 95,8% e 33,3% para o fésforo Total e para
o azoto Kjeldahl, respetivamente. Ja para o efluente tratado as taxas de remo¢do encontram-se nos

65,85%, 33,3% e 20% para o fésforo Total, azoto Kjeldahl e CQO, respetivamente.

M. Singh, Reynolds, e Das (2011) testaram o crescimento de diferentes culturas de microalgas
(Chlorella sorokiniana, Chlorella minutissima e Scenedesmus bijuga) e respetivas remocdes de
nutrientes a partir de um digerido de cama de frango em regime descontinuo e em regime semi-
continuo. Em regime descontinuo foram atingidas taxas de remogdo para o Fésforo Total de 70% (M.

Singh, Reynolds, & Das, 2011)

Hernandez e colaboradores (2016) avaliaram o tratamento de dguas residuais de matadouro
através de um mix de microalgas (Chlamydomonas subcaudata, Anabaena sp. and Nitzschia sp.),
obtendo taxas de remocgao de 84,3-91,7%, 70-80,2% e de 56-90,7% para o CQO, Azoto Kjeldahl e

Fosforo Total, respetivamente (Hernandez et al., 2016).
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Tabela 32-Taxas de remogdo obtidas no ensaio

Fosforo Total

Azoto Kjeldahl

caQo

Amostra

Taxa de remocio(%)

Taxa de remocio(%)

Taxa de remocdo(%)

22/jun ndo tratado

25/jun ndo tratado 95,79 0 0

29/jun ndo tratado -55,56 33,3 0
22/jun tratado - -
25/jun tratado 65,85 14,29 20
29,-"jur1 tratado -1,99 33,33 ]

Taxas de remocdo negativas representam que parte da cultura de microalgas poderd ter

morrido, o que leva a redissolucdo de nutrientes no meio.

4.3.4- Ensaio semicontinuo com transferéncia de 75 mL de efluente

4.3.4.1- Crescimento de microalgas, temperatura e producdo de biomassa algal

Foram instalados oito reatores como descrito em 2.2.6.1, quatro correspondendo ao efluente

bruto filtrado (ndo tratado) 1:1, 2:1, 3:1, 4:1 e quatro correspondendo ao efluente bruto filtrado

tratado 1:2, 2:2, 3:2, 4.2.

O crescimento de microalgas foi controlado através da medicdo da densidade ética ou

absorvancia, como descrito em 2.2.6.2
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Figura 28-Curvas de Crescimento dos Reatores com efluente bruto filtrado

Através da analise das curvas de crescimento nota-se claramente, que o volume de efluente
adicionado diariamente influencia o crescimento da cultura de microalgas. As curvas de todos os
reatores apresentam claramente, fase lag (de laténcia ou de arranque), fase exponencial, fase

estacionaria, fase de declinio (ou de morte)(Nicolau et al, 2014).

O declive das curvas de crescimento do “Reator 1:1” e do “Reator 1:1 antes”, sdo inferiores
aos restantes reatores, como resultado do efeito de diluicdo por adicao de efluente e remocdo de
cultura. No entanto ao contrdrio dos ensaios anteriores nos quais se adicionaram maiores volumes de
efluente ao reator 1, a densidade dtica mantém-se relativamente estaciondria ao longo do tempo de
ensaio e até aumenta ligeiramente a partir do 82 dia pois a diluigdo com 75 mL de efluente tem um
efeito moderado na diminui¢do da DO e a racdo de cultura removida do reator 1 para o 2 também é

inferior a transferida nos ensaios anteriores.
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Em contrapartida a quantidade de nutrientes transferida para os reatores 2, 3 e 4 é também

menor do que nos ensaios anteriores o que se refletiu num menor crescimento da cultura, traduzido

por densidades éticas inferiores a 5, enquanto nos ensaios anteriores foram geralmente entre 5 e 7.
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75mL efluente bruto filtrado e tratado adicionado diariamente
22°C<T<23°C

——

I

3 4 7 8 9 10 11
Dia

e Reactor 1:2 antes e Reactor 1:2 Reactor 2:2  e=mmReactor 3:2 e Reactor 4:2

Figura 29-Curvas de Crescimento dos Reatores com efluente bruto filtrado tratado

Através da analise das curvas de crescimento nota-se claramente, que o volume de efluente

adicionado diariamente influencia o crescimento da cultura de microalgas. As curvas de todos os

reatores apresentam claramente, fase lag (de laténcia ou de arranque), fase exponencial, fase

estacionaria, fase de declinio (ou de morte)(Nicolau et al, 2014).

O maior crescimento da cultura presente nos Reatores 3:2 e 4:2 ndo surpreende, pois todos

os dias se adicionava cultura, contendo efluente ndo tratado, a esses dois reatores.
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O declive das curvas de crescimento do “Reator 1:2” e do “Reator 1:2 antes”, é inferior aos

restantes reatores, o que sugere que a quantidade de efluente introduzido ndo estaria a fornecer os

nutrientes necessarios para um maior crescimento da cultura.

Durante este ensaio, além da medicao da densidade ética, mediu-se a temperatura ambiente

do local onde estavam colocados os reatores. A temperatura medida variou entre os 22 "Ce 0s 23 °C,

encontrando-se dentro dos limites encontrados na literatura (Larsdotter, 2006)

Tabela 33- Produgdo da microalga Chlorella vulgaris

Tipo Ne¢ dias Volume de efluente Produg¢do microalgas em cada
de ensaio no reator reator
(mL) (g/L)
30 de Maio Tratado 2 1000 0,71
30 de Maio | Nao Tratado 2 1000 0,57
1 de Junho Tratado 4 1000 1,34
1de Junho N&o Tratado 4 1000 1,16
4 de Junho Tratado 7 1000 1,5
4 de Junho N&o Tratado 7 1000 1,21
6 de Junho Tratado 9 1000 1,45
6 de Junho N&o Tratado 9 1000 1,31
8 de Junho Tratado 11 1000 1,67
8 de Junho Ndo Tratado 11 1000 1,22
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A producdo de microalgas neste ensaio foi inferior a dos anteriores ensaios com transferéncia

de uma maior quantidade de efluente, confirmando a tendéncia ja observada nas curvas de densidade

otica.

Neste caso a producdo do efluente tratado foi superior a do efluente nao tratado, talvez

porque numa situa¢do de maior escassez dos nutrientes principais (azoto e fésforo) o contributo de

outros nutrientes presentes no efluente tratado e que determinam a sua CQO mais elevada, foi o fator

preponderante para o crescimento da microalga.

4.3.4.2-Caso Real

No fim dos ensaios foi efetuada uma conversdo simples de modo a obter a producdo de

biomassa algal que se iria obter em condicdes reais. A Tabela 34 representa os valores que se poderiam

obter, ao realizar este conjunto de ensaios a uma escala real.

Tabela 34-Possivel produgdo de biomassa algal em escala

real
Volume
Volume transferido | Produgido ., |Producdo Producdo
transferido
mL g/l m3 kg/m3 | kgf/volume transferido
200 1,06 2000 1,06 2120
150 2,15 1500 2,15 3225
75 1,22 730 1,22 915

Repetindo os ensaios efetuados, a uma escala real, seria possivel obter produ¢ées de biomassa

alga de 1,06 kg/m3 a 2,15 kg/m? ou seja, desde 2120 kg de biomassa/2000 m?* de volume transferido a

3225 kg de biomassa/1500 m? de volume transferido.

103



4.3.4.2-Caraterizagao do efluente de Avidrio antes, durante e apds a biorremediagao

A caraterizacdo final do efluente, foi efetuada através do célculo das respetivas taxas de

remogao.

4.3.4.2.1-Taxas de Remogdo

Tabela 35-Taxas de Remogdo

Fosforo Total Azoto Kjeldahl CcqQo
Amostra Taxa de remogdo(%) |Taxa de remogdo(%) | Taxa de remocdo(%)

1/jun ndo tratado ) 16,7 5
4fjun ndo tratado

8/jun ndo tratado - - 67
1/jun tratado - 0 0
4fjun tratado - 0 0
8/jun tratado - 0 0

Em regime semi-continuo com transferéncias de 75 mL de efluente entre reatores, as taxas de
remogcado para o efluente nao tratado encontram-se nos 16,7% e 25-67% para o Azoto Kjeldahl e para

o CQO, respetivamente. Ja para o efluente tratado ndo se registaram taxas de remocao.

Taxas de remogdo negativas representam que parte da cultura de microalgas podera ter morrido, o

que leva a redissolu¢do de nutrientes no meio.

M. Singh, Reynolds, e Das (2011) testaram o crescimento de diferentes culturas de microalgas
(Chlorella Sorokiniana, Chlorella Minutissima e Scenedesmus Bijuga) e respetivas remocdes de
nutrientes a partir de um digerido de cama de frango em regime descontinuo e em regime semi-
continuo. Em regime descontinuo foram atingidas taxas de remocdo para o Fésforo Total de 70% (M.

Singh, Reynolds, & Das, 2011)

Hernandez e colaboradores (2016) avaliaram o tratamento de aguas residuais de matadouro

através de um mix de microalgas (Chlamydomonas subcaudata, Anabaena sp. and Nitzschia sp.),
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obtendo taxas de remocao de 84,3-91,7%, 70-80,2% e de 56-90,7% para o CQO, Azoto Kjeldahl e

Fosforo Total, respetivamente (Hernandez et al., 2016).

4.3.5-Valores finais obtidos Vs Valores limite de descarga aguas residuais em

meio hidrico natural

Na Tabela 36, encontram-se apresentados os Valores limite de descarga de dguas residuais em
meio hidrico natural e o Valores finais obtidos apds a bioremediacdo do efluente de avidrio,

respetivamente.

Tabela 36- Valores limite de descarga dguas residuais em meio hidrico natura I(Anexo XVII, D.Lei 236/98 de 1
de Agosto) e Valores Finais apds a bioremediagdo

Rede de dguas Rede de dguas pH Fosforo | €QO Azoto
residuais domésticas | residuais pluviais Amostra (Escala de mg/L | mgo2/L| mg/L
VLE (Anexo XVIII - Descarga de dguas Srensen)
Parametros a avaliar | residuais em meio hidrico natural) D.Lei Reator 4:1 3.8 0,75 272 3,14
236/98 de 1 de agosto Reator 4:2 9,5 13,91 272 6,29
pH (Escala de entre6e9
Sdrensen)
Caréncia bioguimica
de Oxigénio "CBOS" 40
(mg/L 02)
Caréncia Quimica de
Oxigénio "CQQ" 150
(mg/L 02)
Solidos Suspensos 60
Totais "S5T" (mg/L)
Azoto amoniacal 10
(mg/L NH4)
Nitritos (mg/L NO2) -
Mitratos {mg/L NO3) 50
Azoto total (mg/L N) 15
Fosforo total (mg/L P) 10

Apesar de os resultados obtidos serem satisfatérios, nenhum dos efluentes contidos nos
Reatores 4:1 e 4:2 poderiam ser descarregados em sistemas hidricos naturais, devido aos valores ainda

acima dos limites para o CQO, pH, para ambos os reatores e Fosforo para o Reator 4:2.
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Um processo adicional de remediagdo como a digestdo anaerdbia poderia ser utilizado numa

fase final para permitir atingir os limites adequados a descarga em coletores.

4.3.6- Caraterizagao final da biomassa algal obtida

4.3.6.1-Proteina, Lipidos, agucares totais e cinzas

A caraterizagdo final da biomassa foi obtida como referido em 4.2.7.

As figuras 38, 39 e 40 representam os resultados obtidos para a Proteina, Lipidos e

Carbohidratos + cinzas, respetivamente, em percentagens de peso seco.

Proteina %

30,00
25,00

20,00

15,00

10,00
5,00 . I I
0,00

Reator 1:1  Reator 2:1  Reator3:1 Reator4:1 Reator 1:2 Reator 2:2  Reator 3:2  Reator 4:2

B Reator 1:1 M Reator 2:1 M Reator 3:1 W Reator 4:1 M Reator 1:2 W Reator 2:2 m Reator 3:2 M Reator 4:2

Figura 30- Teor de Proteina final obtida
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Lipidos %
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Figura 31-Teor de Lipidos finais obtidos

% Carbohidratos+cinzas por diferenca
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Figura 32-Teor de Carbohidratos+Cinzas obtidos

Pela analise dos resultados obtidos verifica-se que a existe um maior teor de proteinas na
biomassa algal presente nos Reatores 1:1; 2:1; 3:1 e 4:1, efluente filtrado, em comparagdo com os
Reatores 1:2; 2:2; 3:2 e 4:2, efluente filtrado e tratado com cinzas de biomassa, tal fato pode verificar-
se pois o efluente filtrado, ao ser tratado com cinzas, pode fazer com que algumas particulas presentes

no efluente precipitem. Sendo que o Fésforo é um nutriente essencial para o crescimento de
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microalgas e através do tratamento do efluente, este parametro foi diminuido drasticamente, tal
discrepancia entre a biomassa algal dos Reatores com efluente filtrado e filtrado e tratado, em termos
de teor de proteina, pode significar as microalgas presentes nos reatores com efluente tratado
estariam em stress. O teor de lipidos entre todos os reatores ndo sofreu grandes alteragées, tirando o
Reator2:1 com um teor de lipidos de cerca de 37%, o que pode indicar que as microalgas neste reator
se encontravam em stress. O teor lipidico tende a aumentar quando as microalgas se encontram em
stress. Em relagdo aos carbohidratos + cinzas, este parametro foi comum a todos os reatores, no
entanto, apesar de representar a soma entre os carbohidratos e as cinzas, este apresenta valores
superiores aos encontrados na literatura para o teor de carbohidratos. Foram obtidos valores
maximos, de proteina para o Reator 4:1, 27%, lipidos para o Reator 2:1, 37% e de Carbohidratos +

cinzas para os Reatores 1:1 e 1:2 com 75,79% e 74,65%, respetivamente.

Markou, Iconomou, e Muylaert (2016), estudaram o crescimento da microalga Chlorella
vulgaris em lixiviado de cama de frango, obtendo 35-38,5%, 24,2-27,2% e 19-25,8% de teor proteina,

lipidos e carbohidratos, respetivamente (Markou, lconomou, & Muylaert, 2016)
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4.4-Conclusdes

Neste ensaio foi estudado a Bioremediacdo de efluente de avidrio em regime descontinuo e
semi-continuo. Apesar dos resultados obtidos serem satisfatdrios, a descarga destes efluentes
bioremediados em meios hidricos naturais ndo poderia ser efetuada, o CQO, o fésforo Total e o pH,
ainda se encontravam acima dos limites. No entanto este efluente tratado poderia ser utilizado como
fertilazante,sistema de rega , ou até mesmo ser incorporado no sistema de limpeza do préprio Avidario.
A biomassa algal obtida poderia servir como um suplemento & racdo oferecida as aves, contendo

teores de proteinas e lipidos bastante aceitaveis.
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Anexos 1

Tabela 37-Resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados ao longo do presente estudo

Taxas de Remogao (%)
Produgdo Produtividade
Residuo Meio Regime Fésforo Azoto cao CBO .
8 Q ; (g/L) (8/L/dia)
103 1,91
D.Total - 28,2 - 100 N N
. 98,4 1,82
F.O. RSU D.Parcial 49,2 56,9 43,1 99 . N
Borbulhado estrume- 85,6 1,58
Controlo Positivo b ntin 712 85,7 61,0 99,4 * *
escontinuo 213 0,08
18 - - - -
Estrume de
bovino 2,8 0,1
22 - - - -
2,32 -
Bruto - - - -
1,06 -
Filtrado (200 mL) 37,5-84,5 25-89,3 -
1,72-2,07 -
Tratado (150 mL) 65,9 33,3 20 - ’ !
Efluente de
Aviario 1,79-2,15 -
Filtrado (150 mL) . , 95,8 14,3-33,3 - -
Semi-Continuo
0,71-1,67 -
Tratado (75 mL) - - 67 -
0,57-1,31 -
Filtrado (75 mL) - 16,7 25 -

*  Valores afetados pela morte da cultura de microalgas nos reatores
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