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Resumo:

A aquacultura tem tido um grande crescimento nos ultimos anos, em
resultado da crescente procura de produtos piscicolas e da deplecdo dos
stocks tradicionais de pesca. Simultaneamente com este crescimento
desenvolveram-se numerosas tecnologias de tratamento de efluentes de
piscicultura, que incluem a minimizagdo dos caudais descarregados e a
remocao de nutrientes por diversos tipos de biofiltros.

Neste projeto, em parceria com a Caviar Portugal, uma spinoff criada na
Universidade do Algarve, estudou-se diversas tecnologias de biofiltros para
delinear a melhoria de um sistema de tratamento do efluente desta
aguacultura, com o0 objetivo de introduzir no seu circuito um destes biofiltros,
de modo a que todo o sistema se comporte como um sistema integrado de
aquacultura com recirculagdo de agua (RAS), com &gua de qualidade
compativel com a aquacultura de esturjao.

Nesse sentido, realizaram-se experiéncias confinadas em que se avaliou
a remocdo, a partir do efluente da Caviar Portugal, quer de compostos
azotados inorganicos, quer de fosfato inorganico através de filtros biologicos.
Estes incluiram diferentes espécies da microalga do género Scenedesmus e
diferentes variedades de alfaces. Esta avaliacdo destinou-se também a obter
variaveis a utilizar no dimensionamento de um destes filtros para o integrar no
circuito RAS da Caviar Portugal.

Optou-se por dimensionar um biorreator de microalgas do género
Scenedesmus para remover o excesso de nutrientes do efluente da Caviar
Portugal obtendo niveis de nutrientes compativeis com os objetivos.

Os resultados permitiram estimar um volume de Vr= 47 m® com um tempo
maximo de retengdo hidraulica de © = 4,7 dias para um biorreator com a
espécie de Scenedesmus, considerada mais rustica, por sO6 recentemente ter

sido concentrada a partir de amostras do Rio Ardila (Alentejo, Portugal).

Palavras chave: Aquacultura, Sistemas RAS, Biofiltros, Scendesmus, Efluentes
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Abstract:

Aquaculture had a great growth over the last years, in result of an
increasing demand of fish products and the depletion of traditional fish stocks.
Numerous technologies have been developed in order to deal with aquaculture
wastewaters, including the minimization of discharged flow and treatment
techniques for nutrient removal from wastewater, based on different types of
bifilter technologies.

In a partnership with Caviar Portugal, a spinoff created at the University of
Algarve, this project studied several types of biofilters in order to design a
bioreactor using one of these biofilters to be added to a sturgeon freshwater
aguaculture wastewater treatment system. The global aim was to obtain an
adequate water quality, compatible with the recirculation of the wastewater of
Caviar Portugal.

Several experiments were performed to assess the removal of nutrients
from the effluent by algae species of the genus Scenedesmus and two different
lettuce varieties.

Results obtained from these experiments allowed the selction of the more
rustic species of Scenedesmus sp., recently concentrated from samples
collected from the Ardila River (Alentejo, Southern Potugal). The designed
bioreactor, using this species should have an estimated optimal volume Vr=

47,0 m®for a maximal hydraulic retention time of 6 = 4,7 days.

Key words: Aquaculture, RAS systems, Biofilters, Scenedesmus, Effluent
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1 Enquadramento geral e objetivos
1.1 Enquadramento geral

No setor da producdo animal, a aquacultura tem tido o maior crescimento
em todo o mundo, sendo previsivel que venha a ser a principal fonte de
animais aquaticos para o consumo humano. A deplecdo dos stocks de pesca e
a procura continua de produtos piscicolas, levou a que a aquacultura se
expandisse rapidamente nos ultimos anos (Ottinger et al. 2015). Atualmente
cultivam-se mais de 220 espécies de marisco e de peixe, sendo o esturjao um
deles (Naylor et al. 2000).

As aquaculturas de esturjdo tém elevado interesse econdomico, e a
producdo anual de aquacultura de esturjdo € de 80 a 100 toneladas,
excedendo a cota legal de pesca para o ano de 2006 na area do Caspio
(Bronzi et al. 2011).

As ovas destes peixes (chamadas de caviar) sdo consideradas uma
iguaria nos paises ocidentais. Estima-se que o comeércio legal de caviar feito
pela Russia, Irdo, Cazaquistdo, China e Roménia seja de 114 toneladas anuais
(CITES, 2004), atingindo o comércio ilegal 300 toneladas por ano (Hamilton,
2003).

O crescimento da piscicultura vem com 0s seus impactos ambientais, ja
que os efluentes de aquacultura contribuem com residuos téxicos e compostos
organicos (Cole et al., 2009). Estes por sua vez libertam excesso de nutrientes
(principalmente nitratos e fosfatos) que podem gerar consequentes fenémenos
de eutrofizacdo. Esta resulta do desenvolvimento de florescéncias ou blooms
de algas nos ecossistemas aquaticos, com consequente reducédo da qualidade
da agua, deplecdo em oxigénio e destruicdo dos habitats (Boesch et al., 2001;
Aubin, 2006 in Cole et al., 2009).

Depressa se ganhou consciéncia do impacto ambiental deste tipo de
efluentes, tendo-se desenvolvido um conjunto de tecnologias de tratamento de
modo a minimizar este impacte.

A minimizacdo deste tipo de impactes baseia-se por um lado em

tecnologias de tratamento com remocdo de nutrientes, por outro nha
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minimizacdo do volume de efluentes através da recirculacdo da agua apoés

tratamento.

1.2 Objetivos

Pretende-se com este trabalho contribuir para a minimizacéo de impactes
dos efluentes de uma aquacultura de esturjdo, concretamente da empresa
Caviar Portugal, através do delineamento de um sistema de remocdo de
nutrientes a incluir numa das fases do seu sistema de tratamento, de modo a
que todo o sistema se comporte como um sistema integrado de aquacultura
com recirculacdo de agua (RAS), cujo sucesso permitira ndo s6 minimizar os
impactes ambientais deste efluente, mas também minimizar o consumo de
agua.

Este objetivo global envolveu os seguintes objetivos especificos:

(1) Avaliacdo da qualidade do efluente para suporte biolégico de

microrganismaos;

(i) Avaliacao de diversos substratos para biofiltros;

(i)  Comparagéo da eficiéncia de remocao de nutrientes realizada por

diferentes espécies;

(iv)  Selecdo da espécie que permite obter um efluente com melhor

qualidade;

(v) Dimensionamento de um biofiltro com a espécie selecionada.

Assim, para esclarecimento destes objetivos comecgou-se por uma breve
descricdo dos sistemas mais frequentemente utilizados em aquacultura
(seccéao 2), descrevendo de seguida os possiveis impactes dos seus efluentes
e 0s conceitos associados a sua mitigacao (seccdo 3), e finalmente focou-se o
estudo no caso concreto do efluente da Caviar Portugal (secc¢éo 4). O trabalho
experimental realizado no sentido de obter valores para as variaveis em
estudo, foi descrito na sec¢éo 5 que inclui os respetivos materiais e métodos,
resultados e discussdo. Estes resultados constituiram a base do
dimensionamento do sistema de tratamento selecionado (seccdo 6). Na
seccao 7 foram finalmente compiladas as conclusfes e as perspetivas futuras

relativamente ao objetivo proposto.
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2 Sistemas de aquacultura

A aquacultura surgiu primariamente no continente asiatico para producgéo
de alimento em sistemas de 4gua doce. Técnicas que eram utilizadas para o
sustento de familias em pequena escala foram aperfeicoadas e sdo atualmente
usadas em larga escala para fazer face a procura mundial de produtos
piscicolas (Subasinghe et al. 2009). Hoje em dia a aquacultura é utilizada em
todos os continentes e possui uma grande variedade de tipos de producgéo
assim como de diferentes técnicas e sistemas de cultura.

A escolha do tipo de sistema a utilizar tem por base critérios como 0s
custos iniciais e de producdo, a qualidade e a quantidade de efluente, o
consumo de agua, o espaco disponivel, a espécie em cultivo, a eficiéncia de
crescimento/producado e o controlo de pestes, entre outros (Crepaldi & Teixeira
2006).

Os sistemas de aquacultura podem ser muito diversos, sendo
frequentemente descritos em fungcdo da intensidade de producdo (Edwards et
al., 1988). De facto, a intensidade de producéo varia de acordo com o0s inputs
nutricionais e a densidade das culturas, e podem ser classificadas como
extensivas, semi-intensivas e intensivas (Prein M., 2007, Edwards et al., 1988).

Os sistemas extensivos tém menores custos de producdo e, em geral,
nao usam inputs adicionais para influenciar o crescimento das culturas, mas
em contrapartida possuem uma taxa de crescimento menor, assim como menor
densidade. O crescimento dependera maioritariamente do alimento ja presente
na agua (Edwards et al., 1988).

Para culturas semi-intensivas usam-se sistemas onde ¢é fornecido
alimento adicional as culturas, que por isso possuem maior taxa de
crescimento e atingem maiores densidades que 0s sistemas extensivos
(Edwards et al., 1988), mas que muitas vezes se limitam a utilizar estruturas de
represamento da agua que eflui na maior parte dos casos sem qualquer
tratamento.

Na aquacultura intensiva, ndo s6 se alimenta as culturas como se trata da
manutencdo da qualidade da agua. Estes sistemas conseguem atingir grandes

densidades de cultura exigindo maior controlo sobre as condigcbes de
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crescimento (Prein M., 2007). Sendo sistemas de maior rendimento, sao
também mais sensiveis e exigem uma gestdo competente.

Quanto a metodologia de cultivo descrevem-se aqui sumariamente 0s
principais tipos de tecnologias utilizados em piscicultura, nomeadamente os
sistemas de jaulas ou gaiolas flutuantes, os raceways ou sistemas de fluxo
direcional, os sistemas com recirculagdo da agua, os sistemas integrados

multitréficos e os sistemas de lagunagem.

2.1 Sistemas de jaulas/gaiolas flutuantes:

Culturas em jaula/gaiolas (C, na figura 2.1) servem para manter cativas as
culturas que sdo produzidas, estas sdo usadas tanto em rios como no mar
assim como em sistemas costeiros near shore e off shore. Este tipo de
piscicultura teve origem na Asia, onde as familias mantém o peixe cativo em
jaulas para consumo domeéstico (Halwart et al. 2007). Nestes sistemas nao
existe controlo sobre o efluente e os consumos de agua sao dependentes das
correntes da envolvente onde se encontram as jaulas (Halwart et al. 2007).
Hoje em dia, a aquacultura em jaula tem uma grande expressao a nivel
mundial, é praticada intensivamente, e estima-se que tenha sido responsavel
por 70% da producéo de aquacultura do Canada em 2004 e entre 80 a 90% da

producéo de peixes na Asia (Halwart et al. 2007).

2.2 Raceways (sistemas de fluxo direcional):

Sistemas de fluxo direcional (A na figura 2.1), conhecidos como raceways,
sdo sistemas onde a agua flui através de uma estrutura de aquacultura com
uma taxa de renovagdo que permite manter o nivel de qualidade da agua
desejado. Estes sistemas requerem grandes quantidades de agua que, em
geral, sdo desviadas de rios para os canais de aquacultura. O efluente deste
tipo de aquacultura tem uma apresentacdo aparentemente limpa, o que se
deve a sua grande diluicdo (Mirzoyan et al. 2010). Nestes sistemas é possivel

tratar o efluente, no entanto, raramente se verifica esta pratica (Gross, 2001).
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2.3 Sistemas com recirculacdo da agua (RAS):

Sistemas com recirculacdo da agua (D na figura 2.1) em aquacultura séo
sistemas intensivos que conseguem atingir altas taxas de reutilizacdo da agua
devido ao uso de diferentes técnicas mecanicas, bioldgicas e quimicas no seu
tratamento ou filtracdo (Yeo et al. 2004). Pode-se controlar de forma precisa o
ambiente da espécie aquatica em cultura dando aos operadores a opcao de
influenciar o comportamento da cultura fora de época por forma a acompanhar
as exigéncias de mercado (Yeo et al. 2004).

De acordo com Murray, Bostock, & Fletcher (2014), os RAS tém a enorme
vantagem de serem compativeis com o0s objetivos de uma aquacultura
sustentavel, sendo que € possivel obter taxas de agua reciclada superiores a
90%.

Em resumo os RAS reduzem o consumo de agua, as descargas de
efluentes, e os custos de producédo (Eding et al., 2006). Obviamente a sua
viabilidade depende das caracteristicas do efluente, sendo necessario garantir
a auséncia de toxicidade e de agentes biolégicos que possam pbr em causa a

saude da cultura.

2.4 Sistemas integrados multitréficos de aquacultura (IMTA):

Sistemas integrados multitréficos (D na figura 2.1) de aquacultura (em
inglés abreviado para IMTA, integrated multi-trophic aquaculture), nasceram
como uma solucdo de boas praticas em aquacultura. O principio base destes
sistemas € a incorporacdo na aquacultura das varias funcdes desempenhadas
num ecossistema pelos sistemas biolégicos de uma grande diversidade de
organismos. Na pratica combinam-se varios sistemas de aquacultura de
organismos representantes de diferentes niveis troficos, em que uns podem até
servir de alimento a cultura mais valorizada ou a espécies por ela consumidas,
e outros, cultivados apenas para remocao de residuos organicos e inorganicos,
podem ser valorizados por exportacdo para outras cadeias tréoficas. Desta
forma reduz-se a quantidade de residuos assim como ocorre a valorizagdo dos

mesmos (Chopin et al. 2001). Em suma nos IMTA todos os componentes
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integrados possuem valor de mitigacdo de impactes e/ou valor comercial
(Chopin et al. 2010).

2.5 Sistemas de lagunagem

A utilizacdo de lagoas de grande ou menor escala em aquacultura
designa-se vulgarmente como sistema de lagunagem, o que pode gerar
alguma ambiguidade com os sistemas de lagunagem passivos usados no
tratamento de aguas residuais industriais e urbanas.

As lagoas destes sistemas de aquacultura (B na figura 2.1) séo, em geral,
tanques escavados no solo. Estas lagoas podem ser cheias passivamente por
agua subterranea, caso atravessem um lencol de agua perto da superficie, por
agua de furos para elas bombeada ou simplesmente pelo desvio de aguas
superficiais naturais através de canais expressamente construidos. Podem
variar tanto em area como em profundidade de acordo com as necessidades
da espécie a cultivar. A sua capacidade de retencdo da agua depende da
composicdo do fundo da lagoa e da impermeabilizacdo aplicada, assim como
do nivel freatico. A capacidade de producdo da lagoa depende dos objetivos e
do investimento realizado, sendo que estes sistemas podem ser intensivos,

semi-intensivos ou extensivos (Egna & Boyd, 1997).

Sistemas onshore Sistemas em terra Sistemas offshore
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Figura 2.1- Representacao de varios sistemas de aquacultura: Sistemas onshore: A. Raceways,
B. Sistemas de lagunagem, C. Jaulas/Gaiolas. Sistemas em terra: D. Sistemas de Recirculacdo e/ou
Sistemas Multitroficos. Sistemas offshore: C. Jaulas/Gaiolas.
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3 Efluentes de aquacultura e seus impactos
3.1 Efluentes de Aquacultura

Nos sistemas de producédo de aquacultura, a acumulacéo de nutrientes é
sobretudo notoria em sistemas fechados onde pouca agua é substituida e em
que mormente sdo acumulados compostos de azoto (N) e de fosforo (P)
(Lemarie et al., 1998).

Os principais constituintes probleméticos presentes nos efluentes de
sistemas RAS sdo a matéria organica dissolvida e particulada (respetivamente
DOM, POM ou SSV), os sélidos suspensos totais (SST), nutrientes como azoto
(N) e fosforo (P) e compostos especificos organicos e inorganicos tais como
antibioticos (Piedrahita 2003).

Os peixes em cultura, apenas convertem entre 10 a 35% dos compostos
de azoto e fésforo em biomassa, sendo que o restante € excretado e dissolvido
nas formas organicas e inorganicas, assim como matéria particulada que fica
nos tanques de cultura (Holby and Hall, 1991).

No que diz respeito as formas de azoto dissolvidas na agua, uma grande
parte € amonia (NH;") sendo que esta é o produto final do catabolismo proteico
dos peixes, havendo também como produtos da sua oxidacgéo nitritos (NO,” e
nitratos (NO3’). Para além destas ha a considerar o azoto organico de fezes e o
excesso da alimentacdo sedimentados no fundo dos tanques de cultura (Hall et
al., 1992; Hargreaves, 1998).

O fésforo, constituinte das fezes assim como do alimento, esta presente
maioritariamente na forma de fosfato (PO,¥), tanto dissolvido como
sedimentado no fundo do tanque de cultura (Holby and Hall, 1991).

A amonia e nitritos sdo téxicos para as culturas de peixes em
concentracdes de 2 mg NOs—N-L* para espécies de agua doce e 20 mg NOs—
N-L™! para espécies marinhas (Buhmann & Papenbrock 2013).

A quantidade destes constituintes descarregada no efluente ndo é
constante e apresenta grande variabilidade. A retencdo de N e P em biomassa
(percentagens retidas em relacdo a quantidade de N e P presentes na racao)
varia no caso de N entre 10% a 49% e no de P entre 17% a 40%. Do mesmo

modo, as quantidades de N e P presentes nas fezes variam entre 3,6% a 35%
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e 15% a 70%, respetivamente. Por ultimo as concentracdes dissolvidas de N e
P nas secregbes variam entre 37% a 72% e 1% a 62%, respetivamente.
(Skonberg et al., 1997; Bureau and Cho, 1999; Sugiura et al.,, 1999 in
Piedrahita, 2003).

Estes niumeros séo bastante variaveis no entanto idealmente os avancgos
na qualidade das ragbes tenderdo a aumentar os valores de retencdo em
biomassa e a reduzir as perdas (Skonberg et al., 1997; Bureau and Cho, 1999;
Sugiura et al., 1999 in Piedrahita, 2003).

3.2 Impactes dos efluentes néo tratados de aquacultura

Os efluentes de aquacultura néo tratados contribuem para a degradacéo
do ambiente, os seus efeitos negativos incluem poluicdo orgéanica e
eutrofizacdo, provocam uma acumulacéo excessiva de nutrientes e compostos
de fosforo no ecossistema.

Estes problemas em conjunto com poluicdo quimica podem causar
blooms de algas e a deplec¢édo do oxigénio, reduzindo a qualidade da agua com
morte de espécies e destruicdo de habitats (Boesch et al., 2001; Aubin, 2006 in
Cole et al. 2009). Neste tipo de ambientes proliferam certos microrganismos
gue sao diretamente prejudiciais para 0s peixes atraves de toxinas biolégicas e
neurolégicas (Aubin, 2006 in Cole et al., 2009). Os principais produtores de
biotoxinas plancténicas pertencem aos grupos dos dinoflagelados, diatoméaceas
e cianobactérias (Caetano, 2015).

Outra das preocupacdes com os efluentes de aquacultura sao a
quantidade de produtos quimicos usados que podem contribuir para a poluicdo
do ambiente. Estes produtos provém de antibidticos, herbicidas, hormonas,
anestésicos, pigmentos, minerais e vitaminas (Goldberg et al., 2001; JSA,
2007). O uso de antibidticos pode afetar as espécies indesejadas de
microrganismos, mas também levar a resisténcia aos antibioticos assim como
causar outros efeitos toxicos (Brown, 1989). Dixon (2000) reporta que esta
pode ser a causa pela qual cada vez mais agentes patogénicos tém ficado
resistentes a muitas drogas usadas.

Além disso, a poluicdo em aquacultura ndo se resume a poluicdo pelos

efluentes, sistemas de aquacultura abertos podem afetar todo o ecossistema
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em redor. Por exemplo, os sistemas de jaulas provocam sedimentacdo
acrescida devido a cultura e alimentagdo intensiva, aumentando a caréncia
bioquimica de oxigénio assim como a carga de nutrientes no ecossistema. A
ma gestdo destes sistemas pode por sua vez causar autopoluicdo e
transmissao de doencas (T.V.R. Pillay, 2004).

Referiram-se aqui o0s sistemas abertos por estes apesar de nem
possuirem um efluente per se, influenciarem negativamente o ambiente em

redor.

3.3 Tecnologias de tratamento dos efluentes de aquacultura para

remocao de nutrientes

As tecnologias de remocé&o de nutrientes num sistema RAS tém por base
o0 conhecimento do modo como se processa o ciclo do azoto nestes sistemas.
A Figura 3.1, adaptada de (Crab et al., 2007) esquematiza o ciclo de N num

tanque de aquacultura de peixes.

Ragdo

Fitopléncton

¥ NOj .

A 2 "

NO, N,

Y Al

Ragdo por digerir Fezes : Bactérias no sedimento

Figura 3.1- Esquema do ciclo do azoto numa aquacultura de peixe (TAN — azofo amoniacal total “total
ammonia nitrogen”)

De acordo com a figura 3.1 e como anteriormente referido, considera-se
gue 0 azoto que entra no sistema € proveniente do alimento, sendo parte deste
consumido. Grande parte fica dissolvido na agua ou acaba por se depositar no
fundo do tanque. Do azoto que € consumido parte é transformado em
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biomassa enquanto o restante é excretado. O alimento por consumir, assim
como as fezes contribuem para a carga organica do sistema, que por sua vez €
decomposta pelos microrganismos, aumentando os niveis totais de amonia
(Crab et al. 2007). A maioria dos organismos nitrificantes sao
quimioautotroficos aerdbios estritos, tendo, portanto, como aceitador final de
eletrdes da sua respiracao O, fixam CO, para a sua biossintese e oxidam uns
NH;" a NO, e outros NO, a NO3™ (como se descrevera na secgio processo de
nitrificacdo). A figura 3.1 representa ainda a desnitrificacdo anaerdbia do

nitrato, que ocorre no sedimento, com libertacdo de azoto molecular (N>).

3.3.1 Remocado bioldgica de nitrato:

A remocdo biolégica de nitrato é feita por uma grande variedade de
microrganismos. Existem dois processos pelos quais 0S microrganismos
reduzem o nitrato, por assimilagcdo e por dissimilacdo. Cerca de 20% dos
microrganismos preferem usar o nitrato por assimilacdo, em vez de amonia
como fonte de azoto, apesar de na maioria dos organismos, este processo
ocorrer apenas quando ndo existem formas de azoto mais reduzidas como a
amonia. A reducdo do nitrato pode acontecer tanto num ambiente aerdbio
como anaerébio, mas a desnitrificacdo com libertacdo de azoto molecular sé é
eficiente em anaerobiose. Neste processo ndo existe a reducdo de formas
organicas de azoto.

A remocdo de nitrato por dissimilacédo refere-se a reducédo do nitrato para
outra forma inorganica de azoto em simultdneo com a libertacdo de energia.
Por dissimilacdo existe um grupo de microrganismos em que O nitrato é
reduzido ou para nitrito ou para amoénia, enquanto noutro grupo o nitrato é
reduzido através do nitrito e compostos gasosos de N a azoto molecular como
produto final (N2) (van Rijn et al. 2006).

O processo dissimilativo deste segundo grupo de microrganismos
redutores de nitrato designa-se por desnitrificacdo e € realizado por uma
grande variedade de procariotas. A maioria destes organismos sdo anaerébios
facultativos e usam o nitrato como aceitador final de eletrGes da sua respiragéo
anaerobia. A desnitrificacdo tem, pois, como produto final o azoto molecular

(N2). No entanto, ha producdo de compostos intermédios, podendo ocorrer
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acumulacéo de nitrito (NO3), 6xido nitrico (NO) e oxido nitroso (N,O) antes de
se libertar finalmente N, (Korom, 1992).

Em ambientes com pouco carbono dissolvido prevalecem desnitrificantes
autotroficos que sédo capazes de usar compostos inorganicos, por exemplo
Mn%*, Fe?, SO, como fonte de eletrdes e CO, como fonte de carbono

biossintético (Korom, 1992).

3.3.2 Remocéao de Fosfatos:

A remocdo bioldgica de fosfatos em efluentes é praticada num processo
faseado, em que o efluente é sujeito alternadamente a condi¢cbes anaerdbias e
aerdbias. Em condicbes aerdbias promove-se a acumulacdo de fosfatos sob a
forma de granulos de polifosfato nos microrganismos. Estes sao utilizados no
crescimento das préprias bactérias na fase anaerobica, sendo posteriormente o
fésforo removido do efluente ao ser recolhida parte da biomassa bacteriana
(Toerien et al., 1990).

3.3.3 Processo de nitrificagao:

Em aquacultura o processo de nitrificacéo € feito com recurso a biofiltros.
Biofiltros em geral, sdo suportes para que a atividade bioldégica possa
acontecer, servem essencialmente de substrato para a adesdo de
microrganismos que se desenvolverdo utilizando as substancias dissolvidas no
efluente. A selecédo destes microrganismos é feita passivamente de acordo com
as condicdes criadas para 0s mesmos.

A capacidade de nitrificacdo de um biofiltro depende do biofilme aderido.
Este consiste numa pelicula de microrganismos composta quer por biomassa ja
inerte, quer por um consorcio em camadas de microrganismos, em que se
incluem microrganismos heterotréficos e nitrificantes autotréficos (Lee et al.,
2004). A dominancia por bactérias heterotréficas com elevada taxa reprodutiva
ou por bactérias nitrificantes (autotrdficas oxidadoras da amoénia e nitrito)
dependera da disponibilidade em carbono orgéanico, sendo as bactérias
heterotréficas um importante fator na espessura do biofilme (Malone & Pfeiffer
2006).

11
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Existem varios tipos de biofiltros usados em RAS (Malone & Pfeiffer
2006), nomeadamente biofiltros de areia fluidizada, biofiltros de leito mével e

biofiltros de leito fixo, que se descrevem de seguida.

3.3.4 Biofiltro de areia fluidizada

Os biofiltros de areia fluidizada (FSBs - Fluidized-sand beds biofilter) séo
uma forma eficiente, relativamente compacta e rentdvel de remover
substancias dissolvidas em RAS especialmente em aguas que requerem que
se mantenham baixos niveis de amodnia e nitrito (Summerfelt 2006).

Conseguem remover entre 50 a 90% da amonia total e atingir
concentragdes na descarga de 0,1 a 0,5 mg/l de NH;" e 0,1 a 0,3 mg/l de NO,
(Heinen et al., 1996; Summerfelt et al., 2004). Os FSBs conseguem ser mais
econémicos e mais compactos que outros tipos de biofiltro, podendo
individualmente ser usados tanto para tratamento de pequenos como grandes

caudais de 4gua até caudais de 190L/s.

3.3.5 Biofiltros de leito movel

Biofiltros de leito mével (Moving Bed Biofilters) sdo, em geral, tanques
com biobolas em material diverso a que é fornecida uma certa agitagdo. Tém a
capacidade de funcionar tanto em regime aerd6bio como anaerébio. Estes
biofiltros possuem grande sucesso mantendo-se de relativamente baixo custo.
(Ling, 2005; Rusten et al., 2006).

O leito é continuamente agitado de maneira a formar um fluxo uniforme
circular ou toroidal, através de um fluxo central e ascendente gerado por
difusores. Este serve também o propdsito de limpar o excesso de biofilme
acumulado, por forma a que a nitrificagdo seja feita com eficiéncia maxima, ja
que uma camada fina de biofiime sobre o leito de biobolas favorece os
microrganismos nitrificantes, enquanto uma espessa favoreceria as bactérias
heterotréficas. A agitacdo continua também garante ao leito um maior tempo de

contacto aumentando a eficiéncia da nitrificagao.

12



Dimensionamento de um sistema de tratamento de um efluente de aquacultura de esturjéo

E importante ter em conta a escolha do tipo de biobolas usadas sendo
que a area de superficie oferecida dita a capacidade do biofiltro. Em geral é
aceitavel afirmar que biobolas de tamanho reduzido possuem uma maior area
de superficie reduzindo assim o tamanho necessario para o0 tanque do
biorreator. No entanto, ndo se pode assumir que maior area de superficie
significara sempre um aumento da nitrificacdo (Hall et al., 2002; Pfeiffer & Wills,
2011).

Nas figuras 3.2 (adaptada de Pfeiffer & Wills, 2011) e figura 3.3
(adaptada de Rusten, Eikebrokk, Ulgenes, & Lygren, 2006) esquematiza-se o

funcionamento de um biofiltro de leito mével.

] Efluente tratado

>

- - = o

Difusor de ar /__/_— = T‘ \EI/ H
: Efluente

Figura 3.2 — Esquema de um biofiltro de leito mével. (adaptada Pfeiffer & Wills, 2011)

a) Reator aerdbico b) Reator anaerdbio

Figura 3.3 — Principio dos reatores de leito movel: a) aerébio e b) anaerébio

(adaptada de Rusten, et al, 2006)
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3.3.6 Biofiltros de leito fixo

Os biofiltros de leito fixo (Fixed film bioreactors), funcionam de forma
semelhante aos de biofiltros de leito mével apresentados, mas sem agitacao.
Estes biorreactores de leito fixo sdo mais estaveis que os de leito mével, sendo
os desperdicios dissolvidos ou coloidais transportados por difusdo para o
biofilme, que adere e que cobre as biobolas ou substratos alternativos. Em
geral sdo utilizadas pedras, conchas, areia ou plastico como substrato de
adsorcao do biofilme.

A eficacia de remocdo do biofiltro € determinada pela populacdo de
biofilme quimioautotrofico que realiza o processo de nitrificacdo (Zhang and
Bishop, 1994).

Os tipos de biofiltros de leito fixo utilizados em pisciculturas estéo
agrupados na figura 3.4 que podem ser sumarizados em quatro blocos devido

as suas caracteristicas idénticas.

Biofiltro bioldgico rotativo
— Emerso —[
Filtros percolantes
—Rochas submersas

Leito movel
-[ _ Fixos 1 Leito de plédstico
Leito fixo — fixo

— Filtro de conchas

Biofiltro

Filtros de areia de corrente
ascendente

— Submerso =t=  Expansiveis === Bioclarificadores de leito movel

— Filtros de espuma

— Areia fluidizada

—  Expandidos === Microbead de corrente descendente

— Reator de leito mével

Figura 3.4 — Vérios tipos de biofiltros de leito movel (adaptado de Malone & Pfeiffer, 2006)

O esquema da Figura 3.4 e as Tabelas 3.1 e 3.2 permitem concluir que
existe uma grande diversidade de opc¢des em termos de tecnologias de
tratamento de efluentes de piscicultura, baseadas na utilizagcdo de filtros
biolégicos que promovem um ou outro grupo de microrganismos em funcao dos

objetivos especificos.
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Tabela 3-1- Reatores de desnitrificagdo em diversos sistemas recirculantes de acordo com van Rijn et al.,

Sistemas de Agua doce

Reatores de desnitrificagdo Organismo em cultura Carbono/ Dador de electrdes

Lamas ativadas Carpa Enddgena
Lamas ativadas Tilapia, enguia Glucose/metanol
Lamas ativadas Truta Amido de milho hidrolisado
Digestdo em bacia e Reator de leito fluidizado Tilapia Enddgena
Lamas ativadas Enguia Enddgena
Reator de leito fixo ? Metanol
Reator de leito fixo ? Enddgena
Polimeros Carpas decorativas Enddgena
Polimeros Peixes decorativos Polimeros biodegradaveis
Reator de leito fixo Enguia Metanol

Sistemas marinhos

Reatores de desnitrificagao Organismo em cultura Carbono/ Dador de eletrdes

Reator de leito fixo Salm@o Rei e do Atlantico Metanol
Reator de leito fixo Linguado Japonés Glucose
Reator de leito fixo Lulas Metanol
Reator de leito fixo ? Etanol
Reator de leito fluidizado Peixes decorativos Metanol
Polimeros ? Glucose

Reator de leito fixo Peixes decorativos Metanol

Reator de leito fixo Camaroes Etanol/metanol

Polimeros Peixes decorativos Amido

Digestao em bacia de leito fluidizado Pargos e Douradas Enddgena
Biorreator de leito moével Pargos e Douradas Amido

2006)

Na tabela 3.1 sumariza-se os tipos de reatores desnitrificantes utilizados
em RAS aplicados a aquaculturas de diversas espécies piscicolas, enquanto
nas Tabelas 3.2 e 3.3 se indica as taxas volumétricas de desnitrificacdo de
diversos tipos de biorreatores (Tabelas adaptadas de van Rijn et al., 2006),

respetivamente para a agua doce e agua salgada.

Tabela 3-2 - R4cios de desnitrificacéo por alguns reatores desnitrificantes em dgua doce (segundo van
Rijnet al., 2006)

Sistemas de Agua doce
Reator Meio Fonte de Racio de remogao

desnitrificante Carbono (mg NO3-N/I/h)
Leito Fluidizado Areia Endoégena 35,8

Leito fixo Polimeros Biodegradaveis PHB(C4H602)n 7-14

Leito fixo Polimeros Biodegradaveis PCL(C6H1002) 21-166

Bi

Leito fixo Polimeros Biodegradaveis |onoILe)(nC6H8O 1,5-77

Leito fixo Polietileno Metanol 1,8

Bf‘ma cje Lama Enddgena 5,9

Digestao
Leito fluidizado Areia Enddgena 55,4

Leito fixo Esferas de alginato liofilizadas Amido 26,0

Bf‘ma cje Lama Enddgena 1,5

Digestao
Leito fluidizado Areia Endoégena 43,3
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Tabela 3-3 - R4cios de desnitrificacéo por alguns reatores desnitrificantes em agua salgada (segundo van
Rijnet al., 2006)

Sistemas Marinhos

Reator Meio Fonte de Racio de remogdo
desnitrificante Carbono (mg NO3-N/I/h)
Leito fixo Meio de plastico Glucose 1,7
Leito fixo Granulado de tijolo Etanol 100
Leito fixo Meio poroso Metanol 7,3-8,4
Leito fixo Alcool polivinil Glucose 1,4
Leito fixo Bolas de pléstico / conchas de Etanol/metanol 6,6
ostra esmagadas
Leito fixo Esferas de alginato liofilizadas Amido 2,6
Bacia de digestdo Lama Enddgena 2,5
Leito fluidizado Areia Enddgena 72,6
Reator’de leito Meio plastico Enddgena 24
movel

3.3.7 Microalgas naremocdo de nutrientes da agua

Tradicionalmente, os sistemas de aquacultura em lagoas controlavam a
acumulacdo de azoto através do cultivo simultdneo de microalgas (Ebeling et
al. 2006). Apesar de atualmente a estratégia primaria de tratamento, em
sistemas de producédo intensiva com recirculacdo da agua, incluir sempre a
utilizacdo de sistemas de biorreatores com biofilmes de bactérias em leitos
moveis (Ebeling et al. 2006), o excesso de matéria organica nos efluentes
favorece as bactérias heterotréficas (cf. 3.3.5.) limitando a atividade das
bactérias oxidantes de amonia e de nitritos. Assim, o uso de microalgas na
remocao de nutrientes da agua tem vindo a reganhar interesse nos ultimos
anos (Abdel-Raoufv et al., 2012), interesse que renasce também devido ao
entendimento sobre a sua biologia e ecologia em culturas de algas de larga
escala, bem como sobre os sistemas de cultura e os sistemas de recolha
(Javanmardian and Palsson, 1991).

Estes sistemas de tratamento baseiam-se em biofiltros/biorreactores. O
tratamento biolégico por microalgas torna-se bastante pratico ja que as suas
capacidades fotossintéticas, permitem a acumulacdo de biomassa,
incorporando nutrientes como azoto e fosforo. Além disso, estes sistemas de
tratamento permitem gerar, a partir das algas, produtos de grande valor
econdmico tais como substancias de interesse farmacéutico ou biotecnoldgico

como o biodiesel, entre outros (Haroun et al., 1995).
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Algas como as do género Scendesmus tém potencial para tratar efluentes
e ao mesmo tempo gerar uma fonte de baixo custo de lipidos para producéo de
biodiesel (Girisha et al., 2014).

Atualmente tenta-se criar alternativas para o cultivo de microalgas,
explorando o aumento da area de superficie da agua de forma a ter mais luz
disponivel para o crescimento das algas. Estdo a ser exploradas solucdes
como as apresentadas a titulo de curiosidade na figura 3.5.

Figura 3.5 — Alternativas de reatores de criacao algas: bacias, tubulares horizontais/verticais e “colchdes”
(http://Aww.transnatural.nl/data/images/algaeparc.jpg)
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4  Caracteristicas da instalacdo da Caviar Portugal

A Caviar Portugal nasceu em 2012, focada no desenvolvimento e
implementacdo de uma aquacultura de esturjao para producao de caviar. A
empresa tem vindo a valorizar o desenvolvimento sustentavel através de um
projeto que se baseia nas relacdes entre a energia renovavel, a hidroponia e a
tecnologia de ponta de sistemas multitroficos recirculantes da agua (RAS-

“Recirculating aquaculture systems”).

4.1 Breve descricao do processo de producéo

O processo de producdo atual da Caviar Portugal encontra-se
esquematizado na figura 4.1 Brevemente havera uma expansdo das
instalacBes, durante a qual o sistema RAS passara a recircular 70 m°h?,
pretendendo-se que apenas 7 a 10 m®dia™ tenham de ser descartados como
efluente. A minimizacédo do volume de efluente envolvera a adicdo de mais um
passo na remocao biolégica ao sistema RAS (ilustrado a azul na figura 4.2, que
podera eventualmente vir a ser integrado no ciclo de vida do esturjao através

dos reatores ilustrados a vermelho na figura 4.2.

Tanque com cultura . Decantador de sélidos . Biofiltros (remogéao de
de esturjdo suspensos matéria organica)

hd

Sistema de hidroponia
(remocdo de formas de azoto)

Efluente

Figura 4.1 — Atual sistema RAS da Caviar
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Decantador de solidos
Suspensos

Tanque com cultura de
esturjdo

Biofiltros (remocé&o de matéria
organica)

- -

-

¥

Remoc&o Biolégica de nutrientes
(Scenedesmus spp.)

Sistema de hidroponia
(remocéo de nutrientes)

Alimentagdo de cultura de

Larvas de esturjao A
copépodes

Efluente

Figura 4.2 - Potencial futuro sistema RAS de producéo da Caviar Portugal

4.2 Caracteristicas do efluente da Caviar Portugal

Na tabela 4.1 estdo indicados valores médios dos parametros quimicos

do efluente da Caviar Portugal no periodo de 19-04-2016 a 02-06-2016.
Tabela 4-1 - Parametros tipicos do efluente bruto da Caviar Portugal, periodo 19-04-2016 a 02-06-2016

Concentracao Unidade
pH 7,29 +/-0,18 -
Condutividade 365,33 +/- 49,79 (uS/cm)
ORP 271,2 +/- 33,04 (mV)
Turbidez 1,31+/-0,8 (NTU)
NH, 0,61 +/-0,22 umol/L
NO; 1436,17 +/- 340,22 umol/L
NO, 5,79 +/- 2,68 umol/L
N total 4851,93 +/- 1123,09 umol/L
PO, 11,78 +/- 3,62 umol/L
P total 15,70 +/- 3,5 umol/L
CBO 6,13 +/-1,60 mg/L O,
CcQo 27,92 +/- 3,38 mg/L O,

Este efluente é rico em nutrientes azotados onde o nitrato € o que merece
maior atencdo devido a sua grande concentracdo. Os valores tipicos do
efluente da Caviar Portugal encontram-se de acordo com a legislagédo em vigor

(tabela 4.2), a excec¢do do NOz e consequentemente do N total.

19



Dimensionamento de um sistema de tratamento de um efluente de aquacultura de esturjéo

Tabela 4-2 — Valores limite de emissao, na descarga de aguas residuais, Decreto-Lei n.o 236/98, ANEXO
XVII

Parametros VLE (valor limite de emissdo)
Temperatura da agua >32C
pH 6-9
Nitritos, NO,-N -
Nitratos, NOs-N 807 umol/L 11,3 mg/L (NOs- N), 50 mg/L (NO3)
P total 323 umol/L 10 mg/L
N total 1071 umol/L 15 mg/L

Comparando os valores tipicos a saida do efluente com os valores
recomendados para a criacdo de esturjado em sistemas RAS (tabela 4.3),
verifica-se que na maioria dos parametros, o efluente possui qualidade

suficiente para ser recirculado, com excec¢ao dos valores para NO; e NOs.

Tabela 4-3 - Parametros hidroquimicos da entrada de agua doce e de agua reciclada em médulos com
RAS. (Caviar Portugal, 2016)

Requisitos de qualidade para a
Parametros Unidades agua reciclada na unidade de
criagdo
Temperatura da 4dgua oC 22-25
Oxigénio dissolvido, 02 mg/L 6-12
pH pH 6,8-8,2
Cloretos (Cl-) mg/L <10
Diéxido de Carbono, CO2 mg/L <10
Amonia livre, NH3 pmol/L <29
Azoto amoniacal, NH4-N pmol/L <27,8
Nitritos, NO2-N pmol/L 1,6-3,2
Nitratos, NO3-N pumol/L 326,1-434,8
Fosfatos, PO4-P pmol/L 2,1-5,3
CQO (oxidacdo por dicromato) mg O,/L 20-60
OX|dab|I|dadeK|ia/|ongirmanganato, mg 0,/L 10-15
Sélidos Suspensos Totais mg/L <10

Na Caviar Portugal pretende-se recircular 90% da agua e gerar um
efluente com 7 a 10m3d™ de caudal. A qualidade deste efluente terd no minimo
de cumprir com o disposto na lei relativa as emissfes para o ambiente (tabela
4.2).

Tendo em conta os potenciais efeitos de diferentes relacfes entre a razao

C:N evidenciados na figura 4.3, prevé-se que a efetiva remocao de nutrientes
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azotados e fosfatados sO possa ter lugar apdés o primeiro biofiltro da Caviar
Portugal. Este reduzird a razdo C:N do efluente, reduzindo a vantagem
competitiva das bactérias heterotroficas sobre as bactérias nitrificantes,
aumentando a potencial remocdo de azoto inorganico (Strauss & Lamberti
2000).

Baixas Taxas de Nitrificacao

C:N Elevado C:N Baixo
Bactérias Bactérias Bactérias Bactérias
Nitrificantes ~ Heterotrdéficas Nitrificantes  Heterotréficas

Ly

Amonia Amonia

Altas Taxas de Nitrificacao

B Carbono
Organico Labil

Bactérias
Heterotroéficas

Bactérias
Nitrificantes

[

Amonia

Baixas Taxas de Nitrificagao

Carbono Organico
Refratério

Bactérias Bactérias
Nitrificantes Heterotréficas

Amonia

Altas Taxas de Nitrificagao

Strauss & Lamberti 2000).

21

Figura 4.3 — Relagéo entre a razdo C:N e competitividade microbiana nitrificante (figura adaptada de




Dimensionamento de um sistema de tratamento de um efluente de aquacultura de esturjéo

5 Trabalho experimental e obtencao de variaveis
5.1 Material e métodos

O trabalho experimental delineado teve como objetivo global adquirir
valores para as variaveis necessarias ao delineamento de um sistema de filtro
biol6gico com microalgas para remocéo de nutrientes, a incluir numa das fases
do sistema de tratamento da Caviar Portugal de modo a que todo o sistema se
possa comportar como um sistema integrado de aquacultura com recirculacao
de agua (RAS).

Para tanto teve-se em conta os resultados obtidos em 2015 pelos alunos
da disciplina de Limnologia da FCT que, ao elaborarem uma atividade
experimental para testar varios tipos de tratamento do efluente da Caviar
Portugal, obtiveram os melhores resultados de remocéo de nutrientes atraves
de um bloom fortuito de microalgas, que se desenvolveu no tanque destinado a
avaliacao da atenuacao natural.

De facto, como se referiu em 3.3.7, tradicionalmente os sistemas de
aguacultura em lagoas controlavam a acumulacédo de azoto através do cultivo

simultaneo de microalgas (Ebeling et al. 2006).

5.1.1 Material biolégico

Como material bioldgico selecionou-se culturas de algas maioritariamente
dominadas por espécies do género Scenedesmus Meyen, 1829. A selecdo de
espécies deste género justifica-se pela sua anterior utilizacdo em outros
trabalhos com objetivos semelhantes e pela possibilidade da sua valorizagéo
através da extracdo de outros produtos como lipidos, Girisha et al., 2014, Xin,
Hong-ying, Ke, et al. 2010.

As culturas foram mantidas com arejamento fornecido por compressores
de aquario, em garrafdes de 4gua de 5 L, em que 5 L de agua da torneira
foram previamente desinfetados com 6 mL de lixivia durante 48 horas, ao fim
dos quais se adicionaram o0s nutrientes de modo a obter uma concentracdo

final igual a do meio de cultura F2 (Guillard, 1975), figura 9.1 em anexo.
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Designou-se por In6culo X a estirpe de Scenedesmus ( Figura 5.1)
proveniente de culturas de microalgas dulciaquicolas mantidas h& varios anos
no Laboratorio Experimental de Organismos Aquaticos (LEOA) do campus

Gambelas da Universidade.

Figura 5.1 Imagem em microscopia 6tica de contraste de fase (Leitz, Laborlux K, condensador
ACHROPLAN) de uma amostra do Inéculo X em camara de Neubauer, fixada com solucdo de Lugol em
gue se verifica a dominancia por Scenedesmus sp.

Na terceira experiéncia usou-se também um isolado de Scenedesmus sp.
obtido a partir de uma amostra ambiental realizada no Rio Ardila, no dia 18 de
setembro de 2015, que sendo uma espécie mais rustica se revelou mais
resistente a variacdes de luz, temperatura e pH, e que se passou a designar
por Inéculo Y (figura 5.2).

Figura 5.2 - Imagem em microscopia de campo claro de uma amostra in vivo Inéculo Y maioritariamente
dominado por Scenedesmus sp.
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5.1.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental envolveu uma sucessdo de trés
experiéncias com objetivos encadeados de modo a permitir usar os resultados
na secc¢do 6, dedicada ao dimensionamento de um biorreator de leito mével

inoculado com culturas de Scenedesmus sp..

5.1.3 Experiéncian®1

A experiéncia n° 1 decorreu no periodo entre 02-10-2015 e 09-10-2015 e
teve como objetivo geral, avaliar a potencial presenca no efluente de inibidores
do crescimento das microalgas.

O desenho experimental envolveu a montagem de microcosmos
simuladores de um sistema de lagunagem onde se montaram diferentes
situacdes, variando o tratamento prévio da agua de efluente utilizada,
nomeadamente sem tratamento prévio Agua do efluente do biofiltro (AEB), a
mesma mas previamente esterilizada em autoclave - Agua do efluente do
biofiltro esterilizada (AEE) e, finalmente &gua do efluente do biofiltro,
previamente envelhecida no escuro durante 90 dias, para total remineralizacao
e autoclavada (AEEE).

Pretendeu-se, assim, avaliar se AEEE permitia melhores crescimentos,
por ter sido submetida a total destruicdo de qualquer inibidor organico, ou se a
eliminagdo por esterilizacdo da AEE eliminava a competicdo por nutrientes de
outros microrganismos, que pudessem vir a por em causa a eficacia do biofiltro.

O sistema experimental consistiu em microcosmos simuladores de 5

situacgoes:

i. Atenuacao natural com AEB + arejamento (1 replicado);

. Controle da competicdo com AEE + arejamento (1 replicado);

iii. Controle de inibidores quimicos com AEEE + arejamento (1 replicado);

iv. Crescimento no efluente com AEB + inGculo X + arejamento (3 replicados);

V. Controle de inibidores com AEEE + in6culo X+ arejamento (3 replicados).

Cada replicado iv e v foi preparado em vasos de plastico como os da

figura 5.3, nos casos de atenuacdo natural, usaram-se garrafées de 5 L em
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polietileno (PET), e cobriram-se as laterais com papel de alumino para garantir
uma exposicao de luz idéntica a dos vasos (por serem opacos). Em cada caso
o volume total foi de 3 L. Sendo que iv e v continham 2,75 L de AEB ou AEEE e

0,250 L de in6culo X. A experiéncia foi realizada em condi¢cdes controladas no

fitoclima existente na sala 0.5 do edificio 7 do Campus Gambelas.

AN e bl 2 )

Figura 5.3 — Foto da experiéncia n° 1,“
situages a direita (vasos).

Neste fitoclima manteve-se um fotoperiodo diario de 16 horas luz e
intensidade média de 30 pmol.min™ a uma temperatura constante de 25+2°C.
Recolheram-se amostras nos dias 2, 5 e 9 de Outubro de 2015 e analisaram-se
diferentes parédmetros, como indica a Tabela 5.1, no laboratério de analises

quimicas (LAQ) da universidade do Algarve.

Tabela 5-1 - Tabela de parametros laboratoriais da experiéncia n° 1

Parametros | Sigla | Método de andlise* | Equipamento LQ LD Unidades
Espectrofotometria Spectroquant
Nitritos NO, SME\?VW4500 — NO2-B Pharo 300 - 0,13 0,05 pmol/L
Merck
Espectrofotometria Spectroquant
Nitratos NOz SMESVW4500 — NO3-E Pharo 300 - 0,06 0,04 pmol/L
Merck
Espectrofotometria Spectroguant
- +
Amonia NH, SMEWW 4500-NHA-G Pharo 300 - 0,344 | 0,214 pmol/L
Merck
3 Espectrofotometria Spectroquant
Fosfatos | PO,” OVEWW.D.E Phel\l/:o 380 - | 0,272 | 0,099 | pmoliL
erc

* SMEWW - “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”, 21st Edition.
LQ —limite de quantificagéo
LD — limite de detecéo
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5.1.4 Experiéncian®?2

A segunda experiéncia teve como objetivo avaliar a remocdo de
nutrientes da agua de efluente de um biofiltro de uma aquacultura de esturjao
por diferentes tipos de substratos para biofiltros.

Para tal foram montados, entre 12 e 26 de outubro de 2015, diferentes
microcosmos simuladores de sistemas de lagunagem, para comparar a
eficiéncia de remocéo de nutrientes das algas X, com a obtida com rolhas de
cortica, tal como preconizado por autores como Soares et al. (2010).

Partindo dos resultados da experiéncia anterior, montou-se um sistema
com maior numero de replicados (4), em garrafdes com arejamento como se

ilustra na figura 5.4.

8 B W —

Figura 5.4 — Foto da experiéncia n° 2, & esquerda os replicados das diferentes situagées com Alga X (ii,
iii), a0 meio, (iv) situacdo de rolhas de cortica, a direita Brancos (i)
O desenho experimental envolveu as seguintes situagdes:
i. Atenuacao natural — AEB + arejamento (3 replicados);
ii. Biofiltro algal - AEB + in6culo X + arejamento (4 replicados);
iii. Controle de inibidores das algas - AEEE + in6culo X + arejamento (4 replicados);
iv. Biofiltro de cortica - AEB + cortica + arejamento (4 replicados);

Cada replicado preparado em bases serradas de garrafdes de 5 L em

2,75 L de AEB e 0,250 L de in6culo X. Na situagdo iv encheu-se metade do
volume do garrafdo com rolhas de cortica imersas de forma forcada, em de 3 L
de AEB.
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A experiéncia foi realizada em condicdes controladas no fitoclima
existente na sala 0.5 do edificio 7 do Campus de Gambelas. Como na
experiéncia anterior o fitoclima foi mantido com um fotoperiodo diario de 16
horas de luz e intensidade média de 30 umol.min? a uma temperatura
constante de 25+2°C.

A recolha de amostras foi feita a 12, 15, 19, 22 e 26 de Outubro e
analisaram-se no laboratério de andlises quimicas (LAQ) da universidade do

Algarve, diferentes parametros, como se indica na tabela 5.2.

Tabela 5-2 - Tabela de pardmetros laboratoriais da experiéncia n° 2

Parametros Sigla Método de anélise* Equipamento LQ LD Unidades
Espectrofotometria
Nitritos NO, SMEWW4500 — Spec”oq“,\i”t tha“’ 300, 013 005 | pmollL
NO2-B erc
Espectrofotometria
Nitratos NOs SMEWW4500 — Spectroquant tham 300, 0,06 004 | pmollL
NH3-E ere
Espectrofotometria
Aménia NH," SMEWW 4500- Spectroquant Pharo 300, 0344 | 0214 | pmolL
NHA-G Merck
3- Espectrofotometria Spectroquant Pharo 300,
Fosfatos PO, SMEWW-P-F Merck 0,272 0,099 pmol/L

* SMEWW - “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”, 21st Edition.
LQ -limite de quantificagdo
LD — limite de dete¢do

5.1.5 Experiéncian®3

Esta experiéncia, que decorreu entre 11 e 21 de marco de 2016, teve
como objetivo comparar a eficacia de remocdo de nutrientes da agua de
efluente do biofiltro por parte de duas variedades de alfaces (“verde e roxa”) e
de dois isolados diferentes do género Scenedesmus, denominados de X e Y.

O desenho experimental envolveu a montagem em Gambelas de
microcosmos numa das estufas da universidade, onde ir4 funcionar a futura
expansdo da Caviar Portugal, tendo os diversos replicados, de cada situacao,

sido dispostos aleatoriamente (figura 5.5).

27



Dimensionamento de um sistema de tratamento de um efluente de aquacultura de esturjéo

Figura 5.5 — Experiéncia n° 3, Brancos(i), Alga X(ii) e Y(iii), Alfaces Verde (iv) e Roxa (v)

Montaram-se as seguintes situacoes:
i. Atenuacao natural — AEB + arejamento (3 replicados);
ii. Biorreator de microalgas com indculo X + AEB + arejamento (4 replicados);
iii. Biorreator de microalgas com in6culo Y + AEB + arejamento (4 replicados);
iv. Alfaces verdes + AEB + arejamento (4 replicados);
v. Alfaces roxas + AEB + arejamento (4 replicados).

Cada replicado foi preparado em bases serradas de garrafées de 5 L em
polietileno (PET), contendo em cada caso 3 L de AEB. Nas situacdes ii e iii
adicionaram-se 30 mL do in6culo de alga X ou Y, respetivamente. Nas
situacdes iv e v foram dispostas 16 alfaces por replicado, suportadas por
placas alveolares de esferovite, ficando a raiz em contacto com a agua. Foram
feitas marcas nos garrafées indicadoras do nivel de agua. Este nivel foi
mantido todos os dias e a evaporacao foi medida com uma proveta de 1L, com
o registo do volume de &gua reposto. O volume de 4gua evaporada foi reposto
com agua destilada e esterilizada, todos os dias antes de feitas as recolhas,

procedendo-se a homogeneizacéo antes de cada amostragem.
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Amostragem

Colheram-se amostras todos os dias (50 mL por replicado), exceto aos
fins de semana, durante um periodo de 10 dias em tubos de 50 mL tipo Falcon
estéreis. No 1° dia e no ultimo da experiéncia colheram-se 50 mL adicionais por
replicado para analise de fésforo total. Adicionalmente, recolheu-se diariamente
50 mL de cada replicado de algas X e Y, amostras que foram fixadas com

solucéo de Lugol, para posterior contagem das células.

Analises quimicas e determinagdes laboratoriais:

Na tabela 5.3 constam o0s pardmetros quimicos determinados por
métodos normalizados no Laboratério de Analises Quimicas (LAQ) da UAlg,
bem como o0s respetivos limites de quantificacdo e periodicidade de

amostragem.

Tabela 5-3 — Parametros de analise laboratorial, método de analise, equipamento, Limites de
guantificagdo e detecao, unidades e periodicidade de analise

Periodicidade
Parametros Sigla Método de andlise Equipamento LQ LD Unidades de
amostragem
Espectrofotometria | Spectroquant
Nitritos NO; SMEWW4500 — Pharo 300, 0,13 0,05 pmol/L Diéria
NO2-B Merck
Espectrofotometria | Spectroquant
Nitratos NO3 SMEWW4500 — Pharo 300 - 0,06 0,04 pmol/L Diaria
NH3-E Merck
Espectrofotometria | Spectroquant
Amonia NH," SMEWW 4500- Pharo 300 - 0,344 0,214 pmol/L Diaria
NH4-G Merck
. Spectroquant
Fosfatos PO Esgﬁgm?s_?”a Pharo 300 - 0,272 0,099 pmol/L Diaria
Merck
Fosforo Digestao, ' Spectroquant o )
Total P Espectrofotometria Pharo 300 - 0,272 0,099 pmol/L Inicio e Fim
SMEWW-P-F Merck

* SMEWW - “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”, 21st Edition.
LQ -limite de quantificagéo
LD - limite de detegao

Parametros de leitura direta:

Foram também monitorizados, ao longo de todo o processo, diversos
parametros de leitura direta de acordo com a tabela 5.4.

Monitorizou-se a evaporacdo atraves da medida do nivel da 4gua com
reposicao diaria e registo do volume evaporado. Por leitura direta com um

termometro, registou-se diariamente a temperatura.
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Tabela 5-4 — Parametros registados, de leitura direta e climatéricos

Parametros Sigla Equipamento Unidades Periodicidade de
amostragem
pH pH pH meter 507, Crison - Diaria
Temperatura temp. Termémetro °C Diaria
Radiacéo Solar rad. Estagdo meteorologica Campus w/m? Diéria
Gambelas
Evaporacao evap. Proveta 1L mL Diéria
Humidade Relativa humid | Estacdo meteorolégica Campus % Diaria
Gambelas
Comprimento da com Régua cm Inicio e Fim
folha das alfaces P 9
Camara de Neubauer, o
. . - n° de -
Crescimento celular - microscopio de contraste de slulas/ Diaria
fase células/mL

Analises biométricas

A concentracdo de células X e Y foi determinada por contagem em
camara de Neubauer das células de Scenedesmus sp. observadas nas
amostras preservadas com Lugol. Estas contagens permitiram determinar a
taxa de crescimento das algas X e Y.

Para medicdo do crescimento das alfaces, foram marcadas as posicées
de cada alface, e marcou-se, com caneta de feltro, uma folha de cada alface
medida no inicio da experiéncia. No fim da experiéncia tornou-se a medir, com
uma régua, o comprimento e a largura das folhas marcadas, assim como o

comprimento e largura da maior folha entretanto desenvolvida.
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5.2 Resultados e discussao

As experiéncias 1 e 2 foram consideradas experiéncias piloto, tendo
servido para testar varias hipoteses e otimizar a experiéncia n° 3. Esta por sua
vez, foi a experiéncia que serviu para obtencédo dos resultados mais relevantes

e necessarios para o dimensionamento do biorreator.

5.2.1 Experiéncian®l

Esta experiéncia teve como objetivo detetar se haveria algum efeito de
inibicdo de crescimento das microalgas por parte do efluente da Caviar
Portugal. Deste modo foi possivel verificar que ndo existiu qualquer efeito de
inibicdo no crescimento do in6culo X. Verificou-se o crescimento do indculo X
em ambas as situacoes testadas, AEB e AEEE. Em AEB, a microbiota presente
no efluente ndo impediu o crescimento da alga e em AEEE verificou-se que os
nutrientes presentes na agua sao suficientes para o cultivo e proliferacdo da
mesma.

Ao longo dos 7 dias da experiéncia ndo se detetou qualquer crescimento
algal nos brancos de controlo, designados por AEBO, AEEO e AEEEO. Em
contrapartida nos microcosmos inoculados néo se observou qualquer diferenga
no crescimento entre os replicados de AEB e AEEE inoculados com a alga X.

Contrariamente ao esperado, ao longo do tempo parece ter havido
aumento das concentracées dos nutrientes, o que s6 pode ser explicado pela
elevada evaporacao nas condi¢cdes de arejamento e temperatura utilizadas.

No entanto, comparando para cada amostragem os valores obtidos para
os brancos AEBO e AEEEO com os obtidos para os microcosmos inoculados
AEB e AEEE, verifica-se que houve remocgéo de NO; em AEB e de NH, em
AEEE (graficos da figura 5.6).
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Figura 5.6 - Gréficos da variagdo da concentragéo dos nutrientes NO,', NOs', NH," e PO,* na experiéncia
n°1

Quanto a remocao de NO3 em AEB verifica-se um pico de aumento de
concentracdo ao 3° dia, tanto para AEB como para AEBO, esta concentracéo
manteve-se elevada no controlo até ao ultimo dia experimental, no entanto na
situacdo AEB €& removido até valores idénticos a concentracdo inicial.
Significando este resultado, que existiu uma remoc¢ao por parte da alga em
AEB de cerca de 46% da concentracdo total de NOg'.

No caso da remogédo de NH4 por AEEE, verificou-se um aumento de
concentracdo no controlo (AEEEOQ), devendo-se este resultado, possivelmente
a evaporacdo, dado que as concentracdes verificadas em AEEE se mantém
proximas de 0. Assumindo que a concentragdo provocada pela evaporacdo é
idéntica tanto para o controlo como em AEEE, poder-se-a afirmar que tera
ocorrido a remocao por parte de AEEE uma vez que o seu valor ndo sofreu

alteracao.

Determinou-se, para o sétimo dia, uma remoc¢ao da concentracao total de
NH; em AEEE de 96%, relativamente e ao seu branco. Parte desta amodnia

removida tera contribuido por oxidacdo para os elevados niveis de NO, , bem
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como para a reduzida eficiéncia de remocéo de NOg3’, que tera sido produzido e
desnitrificado em concentragdes equivalentes.

A auséncia de remocao de formas de azoto com excecdo da amonia.,
podera também ter sido condicionada pelas condicbes experimentais, como a
quantidade de luz disponivel, sendo que os recipientes utilizados eram opacos.
A quantidade de luz tem uma relacdo importante com a taxa de crescimento
das microalgas (Wu et al. 2013). Por outro lado, a elevada evaporagdo num
sistema mantido a 25+2 °C devera ter conduzido a concentracdo de sais
inorganicos eliminando qualquer hipétese de monitorizacdo exata da remocao
dos nutrientes.

A elevada variabilidade dos resultados por replicado levou a que se
tentasse corrigir este aspeto nas experiéncias seguintes aumentando o niamero

de replicados.

5.2.2 Experiéncian® 2

Os gréficos, compilados na figura 5.7, representam o comportamento da
média das concentracdes dos diferentes nutrientes nos replicados de cada
situacao experimental.

Na situacao i (branco), ao longo de toda a experiéncia, no que diz respeito
a variacdo da concentracdo de NO2-, observou-se um aumento de 1,84 umol/L
para 35,92 pumol/L. Nas situacbes ii (AEB + alga X) e iii (AEEE+ alga X)
verificou-se um aumento na concentracédo de 2 para 5 pmol/L até ao 3° dia, a
partir do qual houve remocéo de NO, baixando a concentracao final para 2
pmol/L na situacéo ii e 5 umol/L para a situacao iii.

Tal como na experiéncia 1, os resultados apresentados foram
influenciados pelas condicbes de simulacdo e de analise. No caso das
condi¢cbes de simulagéo, existiu, novamente, uma grande evaporagcao de agua
nao controlada ao longo da experiéncia.

Quanto aos métodos de andlise utilizados, verificou-se que a cortica tera
libertado substancias, que modificaram a cor da agua, podendo estas, ter
influenciado os valores obtidos por métodos fotométricos. Adicionalmente, a
viabilidade do uso de cortica em sistemas RAS podera estar em causa, porque

poderd inclusivamente, por em risco a vida dos peixes.
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Relativamente a situacdo iv (AEB+cortica) a concentracdo de NOy
aumentou até ao 7° dia para o valor de 26 pmol/L, diminuindo posteriormente
para para o valor final de 18,81 umol/L. Foi possivel entdo observar pela
inclinacdo das retas que os picos de remoc¢ao para a situacao ii e iii ocorreram
entre 0 3° e 0 7° dia, a0 passo que na situacdo iv esta ocorreu entre o0 7° e 0
ultimo dia.

Quanto as concentracbes de NOj3, na situacdo i, observou-se um
aumento ao longo de toda a experiéncia, cerca de 400 umol/L, o que se atribui
ao papel das bactérias nitrificantes que na auséncia de competicdo com as
microalgas puderam oxidar a amonia a nitrito e este a nitrato. Nas situacdes ii e
iii houve reducédo da concentragcdo de NOj ao longo te toda a experiéncia,
tendo esta, diminuido de 730 umol/L para 213 pmol/L na situacgao iii e de 480
pmol/L para 252 pmol/L em ii, confirmando-se a utilizacdo do nitrato pelas
microalgas. Para a situacao iv, verificou-se um aumento da concentracao até
ao 7° dia, salientando que a concentracdo final foi inferior a inicial, tendo
ocorrido uma remocao de 364 umol/L. Os picos de remocao ocorreram entre o
1° e 0 3° dia para as situacdes ii € iii, e apenas a partirdo 7° dia para a situacao
iv. O aumento inicial de NOj3 podera ter uma explicacdo semelhante a
avancada para o controle, mas também se podera dever a dissolugdo de
compostos azotados presentes na cortica promovida por acdo das bactérias
acompanhantes. A remocado a apartir do 7° dia sé pode ser explicada pelo
desenvolvimento de biofilmes em anaerobiose na cortica, que promoveram a
desnitricacdo quer assimilativa quer dissimilativa.

As concentracbes de NH," para a situacdo i oscilaram ligeiramente ao
longo do tempo experimental, no entanto a diferenca entre o valor inicial e 0
final foi apenas de 2 umol/L. Ou seja, toda a amoénia produzida na degradacéo
da matéria organica presente devera ter sido consumida por bactérias
nitrificantes. Nas situacdes ii e iii as concentragdes iniciais foram relativamente
mais baixas que nas restantes situacdes, em iii partindo de 0,92 pmol/L para
valores ndo detetaveis e em ii partindo de 1,26 pmol/L para 0,52 pmol/L.
Considerando que as microalgas (75%) preferem assimilar NO3™ (Dortch, 1990)
e que a maioria das bactérias (80%) consome preferencialmente NH,"
(Madigan et al. 2012), a amoénia tera sido essencialmente removida pelas
bactérias, quer por nitrificacdo, quer por assimilacdo. Neste caso é dificil
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afirmar quando ocorreram os picos de remocao para as situacoes ii e iii visto 0s
valores serem muito reduzidos, ainda assim, os graficos apresentam um maior

declive a partir do 7° dia para ambas as situacoes.
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Figura 5.7 — Gréficos da variagdo da concentracao dos nutrientes NO2-, NOs, NHa+, PO43- e N total na
experiéncia n°2

Em iv os valores iniciais foram relativamente mais elevados que nas
restantes situacdes, tendo uma concentracdo inicial de 287 pmol/L,

possivelmente por dissolucdo de compostos presentes na cortica. No entanto,
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houve remocdo de NH4+ até ao 7° dia, atingindo no final da atividade
experimental um valor de 59,76 pmol/L.

Para as concentracbes de PO,* na situacdo i ocorreu uma ligeira
oscilacdo ao longo da experiéncia, no entanto, o valor médio inicial e final
idéntico, aproximadamente 40 pumol/L. Em ii a concentragao inicial foi de 27,20
umol/L, baixando ao longo do tempo, atingindo valores ndo detetaveis,
acabando com uma com uma concentracgéo final de 0,42 pmol/L. Na situacao iii
apenas ocorreu reducdo da concentracdo de fosfato a partir do 3°dia, no
entanto a situacdo iii mostrou-se eficaz na remocdo de PO,*> acabando com
valores proximos de ndo detetaveis, passando de uma concentracao inicial de
18,61 pmol/L para uma concentracgéo final 0,42 umol/L. Na situacdo iv, ndo se
registou qualquer tipo de remocdo, tendo ocorrido um aumento de
concentracdo ao longo do tempo de 65 pumol/L para 142 umol/L, sugerindo este
resultado, que a cortica podera libertar grandes quantidades de fosfatos para a
agua. Nos restantes casos, 0s picos de remocdo ocorreram na situacao ii
desde o inicio até ao 3° dia, e na situacdo iii a partir do 3° dia. Esta
discrepancia s6 se podera dever a microbiota presente em AEB que foi
totalmente removida em AEEE.

Em relagcdo a remocao de N total, o comportamento é idéntico a verificada
para NOs". A elevada propor¢cdo de NO3 em relacdo aos restantes nutrientes,
torna o nitrato o grande responséavel pela remoc¢ao de azoto da agua.

O aumento nas concentracdes de nitrito no branco (i), podera estar
relacionado com a eficiéncia da microbiota nitrificante ja que a energia livre de
Gibs associada a oxidagcdo da amodnia € mais negativa que a associada a
oxidacdo do nitrito, desenvolvendo-se por isso as bactérias oxidantes da
amonia mais rapidamente que as oxidantes do nitrito, o que conduz muitas
vezes a acumulacdo de nitritos (Meyen, F.J.F., 1829). A evaporacdo podera
também ajudar a explicar o0 aumento de concentracdo nesta situacdo, bem
como nas situagdes de ii e iii. Nestas Ultimas ocorreu assimilagdo ou oxidagao
de nitrito a partir do 3° dia. A situacgéao iv, (cortica) aparenta libertar nitrito para a
agua, no entanto este acaba por ser consumido a partir do 7° dia. Este periodo
pode ser considerado a fase latente (lag) do periodo de colonizagcdo microbiana
pelo que seriam necessarios dias adicionais para verificar se existiria consumo

total do nitrito.
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A elevada remocédo de azoto detetada, que variou entre 66% e 75% foi
sobretudo atribuivel & remocéo de NOj3', remog¢do que prosseguiu apesar de as
culturas se encontrarem totalmente limitadas em fésforo a partir do sétimo dia.
De facto, o comportamento das concentracdes de PO,>, revela uma eficaz
remocao pelas microalgas, uma manutencdo praticamente constante na
situacdo do branco com um ligeiro aumento talvez justificado pela evaporagéo.
Na situacéo iv (cortica) a concentragao de fosfato aumentou ao longo de toda a
experiéncia, facto que também inviabiliza o uso de cortica como meio de

remediacao deste efluente.

5.2.3 Experiéncian®3

Os gréficos da figura 5.8 representam o0 comportamento das
concentracfes médias dos nutrientes analisados para as diferentes situacdes
simuladas na experiéncia n°® 3. Em anexo, encontra-se a tabela A-1 com o0s
valores medidos in situ ao longo da experiéncia. A experiéncia foi realizada na
estufa concessionada a Caviar Portugal, esperando-se que as condicbes
reflitam o que se passara de futuro no mesmo espaco e na mesma altura do

ano.

Variacéo das concentragcdes dos nutrientes ao longo do tempo

Relativamente a NO, podemos observar que todas as situagcdes (exceto o
controlo) se mostraram eficazes na sua remocao sendo que no déecimo dia
foram atingidas concentracbes proximas de zero. A concentracdo de NOy
desceu apenas 5 pmol/L na atenuagdo natural relativamente a concentragdo
inicial, provavelmente em fungdo do crescimento lento das bactérias
oxidadoras do nitrito. Em ambas as situagbes com as algas X e Y o
comportamento da concentracdo de NO, foi idéntico tendo sido removido
praticamente na totalidade o nitrito inicial. Ambas atingiram o seu pico de
remocao entre o 5° e o 7° dia. Relativamente a situacéo da alface verde, esta
revelou-se a mais eficaz na remocdo de NO, da agua, sendo que removeu

uma maior quantidade de nitrito em menos tempo que as restantes situacoes e
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atingiu o pico de remocéao entre 0 3° e 0 4° dia. A situacdo com a alface roxa
mostrou-se menos eficaz que a da alface verde no que toca a remocao de NO;’
, ainda assim, mais eficaz que as situacdes com as algas X e Y. Ainda no
cultivo da alface roxa, a eficiéncia de remocao de NO;™ atingiu 0 maximo entre
3° e 0 4° dia. Verificou-se pois que, na remocédo de NO;, as alfaces superam
as culturas com as microalgas.

Quanto a variagdo das concentracdes de NOgs, todas as situacdes se
mostraram novamente eficazes na sua remocéo dentro do tempo da atividade
experimental. Ao fim dos 10 dias a 4gua sem tratamento perdeu cerca de 400
umol/L de NOj3 em relacdo a concentracdo inicial, o que se explica pela
assimilacdo por parte da microbiota presente. No que diz respeito ao
comportamento das algas, ambas apresentaram um comportamento idéntico
tendo valores de concentracdo e remocdo idénticos ao longo de toda a
experiéncia. A maior taxa de remocao registou-se entre o 5° e 0 6° dia com
remocao praticamente total do NOj; existente na agua. Relativamente as
alfaces, a alface verde obteve novamente um melhor desempenho que as
restantes situacfes, esta removeu NO3 mais eficientemente. A “alface verde”
teve o seu pico de remocéao entre o 1° e o0 3° dia e foi a situagdo que removeu a
totalidade de NOg3 presente na agua em menos tempo, sendo que ao 7° dia 0s
valores de NOj3 se encontravam proximos de zero ou nao detetaveis. A
situacdo com a alface roxa foi também mais eficiente na remocéo de NO3 que
as situacbes com algas, no entanto menos eficiente que a alface verde. A
alface roxa atingiu o seu pico de remocao entre 0 4° e o 5° dia, o total de
remocao foi idéntico a situagdo das algas ao fim do 7° dia.

O comportamento relativamente as concentracées de NH,4" foi idéntico em
todas as situagbes simuladas. Quanto ao comportamento da situacdo de
atenuacdo natural, podemos ver que a concentracdo de NH;" aumentou
inicialmente cerca de 5 pmol/L nos primeiros 3 dias, tendo diminuindo até aos
7,8 umol/L ao longo da experiéncia, de notar um grande pico na concentragdo
no 5° dia, no entanto também se pode ver que o desvio padrdo é igualmente
bastante elevado. A explicacdo para esta variacdo de NH4;  no branco sera
semelhante a adiantada para a experiéncia n° 2.Quanto as situacdes
simuladas, verificou-se que as situacdes das alfaces comegaram com uma

concentracdo ligeiramente mais elevada que as das algas X e Y, mas o
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comportamento foi a partir dai semelhante. Ao fim do 4° dia, ja se registaram

valores de NH4" proximos de zero em todas as situagdes testadas.
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Figura 5.8 — Gréficos da variagdo da concentracdo dos nutrientes NO2-, NO3-, NH4+, PO43- e N total na

experiéncia n° 3

O comportamento das concentracdes de PO43- mostrou um perfil de

variacao idéntico entre a atenuac¢ao natural e as situacdes com as alfaces, pelo

gue nao se pode afirmar que tenha havido remocéo de fosfato pelas alfaces.

Nos casos das algas, observou-se a remoc¢éao do fosfato da agua, sendo que o

seu pico de remocéo foi entre 0 3° e 0 4° dia. Notou-se também que a alga Y

esgotou 0 PO43- ao 6° dia, um dia antes da alga X.
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A variacdo da quantidade de azoto inorganico N total (DIN — dissolved
inorganic nitrogen) presente na agua, foi semelhante a da concentracdo de
NO3- que foi a forma idnica responsével pela maior parte de Azoto presente na

agua.

Crescimento das Algas X e Y

Observando o grafico da figura 5.9 que representa a variagcdo das
concentragfes das células de Scenedesmus sp. verifica-se que a alga Y teve
um maior crescimento que a alga X. Também se observa que a alga X parou
de crescer a partir do 7° dia, enquanto a alga Y ndo completou a curva tipica de
crescimento ndo atingindo a fase estacionaria. A alga X atingiu um maximo de
densidade de 7,78 x 10° células/mL e a alga Y chegou as 2,35 x 10°
células/mL.

A alga X parou de crescer ao 7° dia, enquanto a alga Y nao atingiu a fase
estacionaria, pelo que seriam necessarios mais dias de atividade experimental
para se registar este fenbmeno. O desempenho na remocéo de nutrientes da
alga Y, apesar da sua maior densidade, foi idéntico ao da alga X para as
diferentes formas de azoto (figura 5.10). A grande discrepancia de valores,
indicada pelo grande desvio padrdo dever-se-4 possivelmente a ma

homogeneizacdo da amostra na précontagem.

Crescimento das algas X e Y
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Resultados biométricos das alfaces

O crescimento das alfaces foi medido no inicio e no fim da experiéncia, o
que ndo se considera ter sido a melhor metodologia a ser utlizada. Um
procedimento melhor, teria sido ter pesado as alfaces no inicio e no fim da
experiéncia, uma vez que a técnica usada da folha marcada, ndo se revelou
muito confidvel. No iniicio da experiéncia escolheu-se a maior folha que foi
marcada, mas no final da experiéncia reparou-se que existiam folhas maiores
que a folha marcada. Dito isto, os dados de crescimento relativamente as
alfaces devem ser abordados com uma certa cautela.

Ainda assim registou-se que as alfaces roxas apresentaram no final da
experiéncia folhas mais longas, no entanto mais finas, e “recortadas”. As
alfaces verdes possuiam folhas mais largas e menos longas e com maior area,
por serem menos recortadas que as alfaces roxas.

Em termos de remocgao as alfaces verdes tiveram melhor desempenho
que as roxas em todos os sentidos estudados. Observando a tabela 5.5
registou-se um crescimento médio de 3,6 cm em comprimento da folha e 20,1
cm? em éarea da folha para a alface verde. Estes valores representam um
aumento de 52% em comprimento e 57% em area. A Alface roxa obteve um
crescimento de folha de 1,8 cm e 9,8 cm? em &rea de folha, representando um

aumento de 21% em comprimento e 31% em area.
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Tabela 5-5 — Medidas do crescimento das Alfaces Verde e Roxa.

Alfaces Verde Alfaces Roxa
Comp. Folha Area Folha Comp. Folha Area Folha
(cm) (cm?) (cm) (cm?)
11/03/2016 6,81+/- 0,60 34,85 +/ 5,11 8,41+-0,99 | 32,01+/-1,07
21/03/2016 10,41+/- 1,12 54,94+/- 6,67 10,25 +/-1,28 | 41,81 +/-7,62
Crescimento 3,6 (52,8%) 20,1 (57,6%) 1,8 (21,8%) 9,80 (30,6%)

Os graficos da figura 5.11 ilustram a remocéo total de azoto pelas alfaces

e a auséncia de remocéo de fosfato.
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Figura 5.11 - Variagdo da concentracdo de N e P e crescimento das alfaces verde e roxa ao longo do
tempo.

Remocao de nutrientes

Observando o comportamento dos nutrientes ao longo desta experiéncia
verifica-se que tanto as algas como as alfaces se mostraram capazes da
remocao da totalidade da concentracdo dos compostos azotados, mas apenas

as algas foram capazes de remover eficazmente fosfato da agua em tempo (til.
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As algas consumiram equilibradamente os nitratos e os fosfatos para a sua
biossintese, enquanto as alfaces absorveram elevadas concentragfes de
nitratos, sem um correspondente aumento do consumo de fosfato. Assim, e
apesar das alfaces verdes terem sido as mais eficientes na remocéao de NO;, e
NO3 da agua e de atingirem os maximos de remoc¢ao mais rapidamente que as
microalgas, estas apresentam a vantagem em relacdo as alfaces de
removerem mais eficazmente os fosfatos. De facto, as microalgas revelaram
serem capazes de esgotar o fésforo a partir do 6° dia para a alga Y e do 7° dia
para a alga X. Este facto vai ser determinante no dimensionamento do sistema
de tratamento em que as equacOes das taxas de crescimento dependem do
substrato limitante.

As alfaces roxas nédo revelaram qualquer vantagem relativamente as verdes e
s6 poderiam ser consideradas como alternativa num sistema de hidroponia,

caso o seu valor de mercado venha a ser mais elevado.

Quanto a concentracdo de amonia, todas as situacées esgotaram o NH;"
presente na agua nos primeiros 3 dias, mantendo os valores préximos de 0 ao
longo dos restantes dias, logo compativeis com a recirculacdo da agua num
sistema RAS.

Quanto aos valores de NO, esperados para o efluente recirculante, os
valores desejados (1,6 - 3,2 umol/L, tabela 4.3) s6 foram atingidos a partir do
décimo dia, isto significa que o sistema montado se mostrou pouco eficiente na
remocao de nitrito e serd necessario aumentar a concentragdo de oxigénio
dissolvido a fim de facilitar a sua oxidagéo a NO3™ (Ma et al. 2009).

Quanto aos objetivos para NO3z sdo possiveis de atingir com a alface
verde ao 3° dia, e entre 0 5° e 0 6° dia com as algas. Estes n° de dias vao ser
indicadores dos tempos maximops de retencdo do sistema de tratamento a
dimensionar e do tempo inicial necessario para instalar as populacdes de
microalgas.

Os objetivos de remocéao de PO, foram atingidos ao 6° dia paraa alga Y e
ao 7° para a alga X.
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6 Dimensionamento do Sistema de tratamento
6.1 Metodologia de Dimensionamento

Um biorreator passa pela criacdo das condi¢cfes ideais de crescimento do
microrganismo pretendido e para assegurar que 0S microrganismos podem
crescer tem que garantir que eles se mantém dentro do sistema tempo
suficiente para que se possam reproduzir, periodo que depende da taxa de
crescimento de cada organismo. Esta esta diretamente relacionada com a
velocidade a que eles metabolizam e utilizam o efluente. Assumindo que as
condi¢cdes ambientais de crescimento sdo controladas, um sistema de remogéao
eficiente pode ser garantido, controlando a taxa de crescimento dos
microrganismos (Metcalf & Eddy 1995). Num biorreator de microalgas dever-

se-a controlar a taxa de crescimento destas.

Taxa de crescimento microbioldgico:

Assumindo que numa cultura de microalgas em condicfes de crescimento
equilibrado, a taxa de aumento na populacdo € proporcional a densidade
populacional (Wanda F. 1998).

Entao:
1 dx (1)
= — X —
K x dt
Onde:

W = Taxa de crescimento especifico (t™)
x = Densidade populacional (n2 de células)
t=Tempo

Integrando obtemos:

X, = Xo X eMt (2)

Onde: x0 e xt representam os valores de densidade populacional das microalgas nos tempos 0
et.

A expressao (2) traduz o carater exponencial do crescimento microbiano que

por sua vez € equivalente a (3):
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Inx, =Ilnxy+put (3)

Taxa de crescimento em substrato limitante:

Numa cultura de microalgas, sem limitac6es de luz ou temperatura, se uma das
outras condi¢cfes necessarias para 0 seu crescimento (nutrientes ou substrato)
se encontrar limitada, o crescimento cessa logo que o primeiro nutriente
necessario se esgotar. Enquanto este ndo se esgota, 0 crescimento sera

inversamente proporcional ao substrato consumido.

A equagdo de Monod (Monod, J. 1949), traduz o efeito do substrato ou

nutriente limitante da seguinte forma (4):

S

K, +S (4)

U= HUn
Onde:

W = Taxa de crescimento especifico (t™)

pmax = Taxa de crescimento especifico maxima (t™)
S = Concentragdo do substrato limitante (mg/L)

Ks = Constante de Monod equivalente a concentracdo do substrato que permite o crescimento
com uma taxa especifica igual a metade da taxa maxima “pmax/2” (mg/L).

Efeitos do metabolismo enddgeno.

Em teoria, o consumo do substrato serve em parte para o crescimento da
biomassa, enquanto outra parte serve para a manutencdo da mesma. Este
consumo é chamado de decaimento enddgeno e pode ser traduzido pela
seguinte equacao (5) (Metcalf & Eddy 1995):

rg(decaimento endbgeno) = —ky X (5)
Onde:
Kd = coeficiente de decaimento enddgeno (t'l)

X = concentracdo de células (massa/Vol.)
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Ao obter esta equacdo podemos combina-la com a equacéao (4) ficando a
expressao (Metcalf & Eddy 1995):

;_ HmaxXS (6)

Onde:
r'g = racio de crescimento bacteriano (massa/Vol. t)

Entdo a expressao (7) correspondente ao racio de crescimento liquido (Van
Uden, 1967):

, S
H:#maxm_kd (7)
Onde:

W’ = taxa de crescimento liquido (t™)

Aplicacdo das equacfes de crescimento em substrato limitante ao tratamento

bioldgico.

O processo de operacdo de um biorreator € sempre um balanco de massas
entre 0s microrganismos e o substrato. Para tal em (8) e na Fig. 6.1 ilustra-se
0 que se passa num biorreator. De modo simplificado o processo pode ser

representado por (9).
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Balanco de massa e substrato:

Racio de (. L . .
~ Racio de Racio de Crescimento de
acumulagdo de . . . (8)
. = microalgas que - microalgas que + microalgas no
microalgas no . .
. entram sailem sistema
sistema
QSs, QS X
X V,S
Figura 6.1 - Esquema de um reator sem recirculagdo, de
acordo com Metcalf & Eddy 1995.
Ou seja:
Acumulagdo = Entra — Sai + Crescimento (9)

Traduzindo o que foi dito anteriormente (9) para a determinagéo do biorreator

obtemos a seguinte equacao (Metcalf & Eddy 1995):

Ccll—)t(Vr=QX0—QX+Vrr’g (10)
Onde:

dX/dt = racio de variacdo da concentra¢do de microrganismos no reator

Vr = Volume do reator

Q = Caudal de entrada igual ao caudal de saida (Vol./ t)

Xo = Concentracdo de microrganismos que entra (células/Vol.)

X = Concentracdo de microrganismos no reator (células /Vol.)

R’g = Taxa liquida do crescimento dos microrganismos (células /Vol. t)
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Considerando que o numero de células € de acordo com a equacdo de Monod
proporcional ao substrato limitante consumido, o valor de r'g pode ser
substituido na equacao (10), obtendo (Metcalf & Eddy 1995):

dXx HmaxXS

—Vr=0X,—0X+V ( )—k X 11
ar 7= QKo — QX VI RS d (11)
Onde:

S = concentragdo no efluente do reator, mg/L

Assumindo que a concentracdo de microalgas que entra no reator deve ser
desprezavel, teremos Xy =0. Além disso num biorreator em equilibrio dX/dt = 0.
Assim, podemos considerar que a equacgao (11) pode ser simplificada para a
seguinte expressao que nos da o tempo de retencao hidraulica (12).

Volume do reator e Tempo de retengéo hidraulico (Metcalf & Eddy 1995):

(12)

Q= Caudal a entrada e saida (Vol./t)
Vr = Volume do reator
8 = Tempo de retengdo hidraulico (t)

Kd = coeficiente de decaimento enddgeno (massa/Vol.)

Na equacédo (12) o termo 1/6 corresponde a taxa especifica de crescimento
liquido (7), que também corresponde a 1/6c, onde B¢ corresponde a média do
tempo de residéncia das células. Num reator biolégico 8¢ pode ser definido
como a massa de organismos que no reator dividido pela massa de
organismos que € removida diariamente, deste modo 8¢ pode ser dado pela
expressao (13) (Metcalf & Eddy 1995):
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V
0, =—== 13
0 (13)

)

De acordo com o que foi dito anteriormente podemos afirmar que o tempo de
retengéo depende diretamente do Caudal e do Volume do reator. O tempo de
retencdo deve ser escolhido de acordo com as taxas ideais de crescimento da
biomassa (4, 7). O dimensionamento do volume do biorreator deve ser

estabelecido de acordo com o caudal do efluente escolhido, assim como com
M.

Nestes sistemas a relacdo Q/Vr a qual se obtém a produtividade maxima de
biomassa (umax), pode ser calculada pela equacéo (14) onde o valor obtido é
6timo de producéo (M. Manuela 2007), fundamentada pela:

Ks

= = 1-— 14
yr  Hmax Ks+S (14)

Relacéo entre o Azoto e Fosforo como reagente limitante

Em sistemas fotoautotréficos (sistemas baseados em algas) usa-se a
biossintese das algas para remoc¢éo da maioria do azoto e fésforo inorganicos.
A biossintese para algas pode ser descrita pela seguinte equac¢ao quimica (15)
onde se usa o nitrato como fonte de azoto (Ebeling et al. 2006):

16NO3 + 124C0, + 140H,0 + HPO2™ > Cy06H630110N16P + 1380,(4) + 18HCO; (15)

Onde: Ci06H2630110N16P representa a formula estequiométrica da producéo
primaria das algas. Com base nesta férmula estequiométrica com uma razao
N:P de 16:1, pode-se deduzir que em crescimento equilibrado as microalgas

necessitam de 16 atomos de azoto por cada um de fésforo consumido.

Ou seja, a razdo N:P pode revelar as condigbes em que o azoto ou o fosforo
sdo substratos limitantes, significando que para valores onde a razdo N:P é

superior a 16, o crescimento das algas se encontra limitado por fosforo, e por
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sua vez quando a razao N:P é inferior a 16, o crescimento encontra-se limitado

por azoto.

Embora esta raz&o tenha sido estabelecida por Redfield em 1934 (Hecky et al.
1993) para 4guas salgadas, outros autores defendem que esta razdo é superior
para dguas doces e existem mais excec¢des do que cumprimento da mesma
(Hecky et al. 1993) .

Em 2011, Loladze & Elser determinaram que a raz&o entre N e P devera ser
de: N:P = 16 +/- 3. Wu et al. 2013 sugerem que uma relagcdo N:P entre 5:1 e

8:1 é suficiente para que haja uma remocao de azoto inorganico eficiente.

6.2 Resultados

Nutriente limitante

A tabela 6.1 mostra que as culturas de microalgas estiveram sempre
limitadas pela disponibilidade em fosforo inorganico sendo, portanto, o fosfato o

substrato limitante ao longo de todo o processo experimental.

Tabela 6-1 — Raz&o de N:P e determinac¢éo do nutriente limitante

Tempo (Dias) N:P Nutriente limitante

0 20,0 >16 Limitado por P
3 16,6 >16 Limitado por P
4 27,0 >16 Limitado por P
5 28,9 >16 Limitado por P
6 33,0 >16 Limitado por P
7 - -

10 - -

Taxas de crescimento do in6culo X e Y

A tabela 6.2 apresenta os valores calculados para as taxas de
crescimento especificas dos indculos X e Y para os diferentes dias obtidas pela
equacdo 1 assim como a concentracdo de P de PO, disponivel no 1° dia

utilizado para o calculo da taxa de crescimento.
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Tabela 6-2 — Taxas de crescimento das algas X eY e concentracéo correspondente do nutriente limitante

Tempo (Dias) |Inéculo | p (d™) [P] mg/L
3 X 0,06 2,51
4 X 0,8 2,00
5 X 1,2 1,04
6 X 1,45 0,80
7 X 1,79 0,28
10 X 0,42 0,01
3 Y 0,41 2,30
4 Y 0,9 2,11
5 Y 1,75 0,81
6 Y 2,29 0,61
7 Y 2,37 0,04
10 Y 0,97 0,00

A tabela 6.3 mostra os resultados obtidos usando P como substrato
limitante, para determinacdo do tempo de retencdo 6 e Volume do reator Vr

utilizando a equacéo 14 e 12 (e desprezando Kd):

Tabela 6-3 — Valores obtidos para diferentes p e simulagdo de varios cenarios.

Variagdo p P (d) | S (P limitante mg/L) | Ks literatura (P mg/L) | Q (m3/d) | Vr (m3) | 6 (d) | Equacdo
X 0,8 0,20 0,28 10 52,9 5,3 (14)
X 0,8 0,20 0,28 10 30,0 3,0 (12)
X 1,79 0,20 0,28 10 23,6 2,4 (14)
X 1,79 0,20 0,28 10 13,4 1,3 (12)
Y 0,9 0,20 0,28 10 47,0 4,7 (14)
Y 0,9 0,20 0,28 10 26,7 2,7 (12)
Y 2,37 0,20 0,28 10 17,9 1,8 (14)
Y 2,37 0,20 0,28 10 10,1 1,0 (12)
Onde:

pmax P = taxa de crescimento maximo de P

S = concentracéo de P a taxa maxima pmax

Ks= constante meia velocidade obtida por (Wu et al. 2013)
Q = Caudal a tratar pela Caviar Portugal

V= Volume do reator

0 = tempo de retengao
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6.3 Discussao

A razdo N/P obtida foi sempre superior 16, como mencionado em 6.1 o
que indica que a cultura se encontrava limitada por P desde o 1° dia.

As taxas de crescimento para os primeiros 4 dias sdo bastante inferiores
as dos dias seguintes, em relacdo com a fase latente (lag phase) do
crescimento microbiano (Metcalf & Eddy 1995).

As taxas de crescimento experimentais maximas obtidas foram de 1,79 d™
para o in6culo X e 2,37 d* para o inéculo Y. Thiansathit et al. (2015) n&o
obtiveram taxas de crescimento superiores a 0,92 d* para algas do mesmo
género.

O n° de células maximo foi de 7,8 x 10° células/mL para X e 2,4 x 10’
células/mL para Y. Ao décimo dia a alga X ja se encontrava na fase de morte,
provavelmente limitada por outro fator como a temperatura, que longe dos 25
°C do fitoclima, variou entre 13°C e 20°C (ver Anexo Tabela A-1). A alga Y
continuou a crescer até ao fim da experiéncia, parecendo confirmar vantagens
em utilizar estirpes ambientais relativamente a estirpes de laboratério. Nao foi
pois possivel quantificar a densidade maxima a atingir para a alga Y, ja que
seriam necessarios mais dias de experiéncia.

Os resultados de densidade populacional do in6culo Y vdo de encontro ao
reportado por Xin, Hong-ying & Jia 2010 e Xin, Hong-ying, Ke, et al. 2010 onde
ao 10° dia obtiveram densidades populacionais superiores a 10° que
estabilizaram a 10’ para tempos superiores a 10 dias. No entanto estas
diferencas de valores podem estar relacionadas com o facto das experiéncias
realizadas n&o terem as condi¢Oes de operacao igualmente controladas.

Para o dimensionamento nao se determinaram os coeficientes kd e Ks. O
coeficiente Ks foi retirado de bibliografia com o valor de 0,28 mg/L para P como
substrato limitante (Wu et al. 2013). Para a determinacdo de Ks seria
necessaria estudar o comportamento do crescimento dos indculos a varias
diluicdes do efluente por forma a obter valores da taxa de crescimento que se
possam relacionar com a concentracdo de P no substrato, sendo que Ks é a
concentracdo de substrato quando a taxa de crescimento é metade da maxima
(Ks=umax/2).
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Controlo de Vre 6

O valor de 6 (tempo de retencdo hidraulica) devera ir de encontro ao
tempo de crescimento necessario para que os inoculos atinjam a taxa de
crescimento maxima, 6 dias neste caso. Para tal o tempo retencdo no reator
antes de se iniciar um processo de alimentacdo continua devera ser no minimo
de 6 dias.

Para um tempo de retencdo desta ordem de grandeza, utilizando a
equacado (13) deduz-se que Vr em situacBes desfavoraveis ao crescimento

devera ser proximo de 60m? para um caudal de 10 m®.

Calculo de Vre 6

Como medida precaucionista o coeficiente kd, constante de decaimento
enddgeno foi desprezado no dimensionamento do biorreator. A componente kd
iria retirar uma porcéao do tempo de retencdo do bioreactor. Considerando que
o tempo de residéncia das microalgas no biorreator sera fixo, e determinado
pelo caudal afluente igual ao efluente, e que se pretende que elas crescam a
taxa maxima, sendo colhidas continuamente, para valorizacdo da biomassa de
algas, o consumo enddgeno serd minimo. Este coeficiente € importante caso
se queira maximizar a remocéao de nutrientes da agua em vez de maximizar a
taxa de producdo de algas. A sua determinacéo ndo foi possivel porque ndo se
quantificaram os valores de SSV ao longo da experiéncia n° 3.

Foram calculados Vr e 6, por duas expressodes diferentes e compararam-
se os valores, com 0 maximo esperado pela equacéo (13). Apenas o calculo
para o inoculo Y com a expresséo 14 se encontra proximo daquele valor, e vai
de encontro aos valores obtidos em (Wu et al. 2013) de 5,2 dias para 6, assim
como a taxa de crescimento maxima determinada experimentalmente ao fim de
6 dias.

Na tabela 6.3 apresentam-se os volumes do reator (Vr) para diferentes
valores de U, usando o valor minimo de p como representacdo de condi¢fes

adversas ao crescimento, e B maximo como condi¢cdes favoraveis ao
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crescimento. O valor de S adotado foi a concentracdo de P desejada para a
saida do reator. Dado que pela tabela 4.3 dos valores recomendados no
sistema RAS da Caviar Portugal, a concentracdo de P- PO, varia entre 0,2 e
0,5 mg/L, o valor adotado para o dimensionamento foi de S = 0,2 mg/L.

Desta forma obteve-se uma gama variada de valores de Vr e 6, sendo
que o dimensionamento deve ter em conta o pior cenario, isto é, concentracédo
méaxima de P = a 0,2 mg/L e a taxa de crescimento minima dimensionou-se o
volume do biorreator Vr = 47 m® com um tempo de residéncia de 4,7 dias,
selecionando para o efeito as algas do inéculo Y. Este tempo de residéncia vai
de encontro ao autor Wu et al. 2013 que obteve um tempo de retencéo
semelhante de 5,2 dias.

Adicionalmente o dimensionamento foi limitado pelo Ks da literatura,
sendo que este define quanto fésforo permite o crescimento a metade da taxa
de crescimento maximo, permitindo assim variar os valores de p conforme o

pretendido a saida do efluente.
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7 Conclusdes e perspetivas futuras

Neste trabalho foram cumpridos todos os objetivos propostos, onde como
objetivo principal, se pretendeu dimensionar um biorreator biolégico a integrar
no processo de producdo da Caviar Portugal. Obteve-se um volume para o
reator de biologico de aproximadamente 47m*® com um tempo de retencao
hidraulico de 4,7 dias, atingindo as recomendacfes padrdo de qualidade de
agua de entrada para sistemas RAS de esturjao.

A microalga Scenedesmus sp. mostrou-se eficaz na remocao de
nutrientes da agua. De acordo com os resultados obtidos tudo indica que a
escolha de uma espécie selvagem podera apresentar vantagens em relacéo a
espécies laboratoriais, devido a sua capacidade de adaptacdo a condicdes
mais adversas.

N&o obstante a escolha da microalga como solucdo e forma de remocéao
de nutrientes no biorreator, as alfaces mostraram-se equiparavelmente
capazes de remover formas de azoto da agua, no entanto o uso de microalgas
apresenta a vantagem da remocao tanto de fontes de azoto como de fésforo.

Nas experiéncias efetuadas, foi testada também a cortica. Embora esta
apresente um bom potencial na remoc¢do de azoto da &gua, no caso da
aquacultura RAS, podera apresentar risco toxico para as culturas aquéaticas.
Deverao ser feitos estudos adicionais caso se pretenda implementar o uso de
cortica como possivel solucdo no tratamento de efluentes.

Para o futuro recomenda-se que sejam efetuados estudos adicionais em
macro-escala de forma a determinar a viabilidade da utilizagdo dos
Scenedesmus sp. na remediacdo de nutrientes. As condicbes de luz sdo
determinantes no crescimento das microalgas e com o up-scale deste sistema
a sua eficiéencia pode ser perdida devido a diminuicdo da area de superficie
com o aumento da profundidade dos tanques (Wu et al. 2013).
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ANEXOS

Tabela A.1 — Pardmetros medidos in-situ na experiéncia n® 3

pH Média Didria | Temp °C Média Didria Rad (umol) Média Diaria Evap. (mL) Média Didria

11-03-2016 7,6 20,0 62,3 0,00

12-03-2016 8,2 15,3 65,5 196,32
15-03-2016 8,9 16,8 129,0 121,32
16-03-2016 8,6 16,4 65,0 141,32
17-03-2016 8,7 17,3 79,7 109,47
18-03-2016 8,4 13,0 41,6 134,36
21-03-2016 8,4 14,8 46,5 245,53

Solugdes:
a.

MEIO F2 (Guillard, 1975)

dard /B-C

D oaE LN -

Nitrato

Fosfato

Metais
Vitaminas
Silicatos *

Volume a adicionar por:
A - 1litro de Meio/ B - 5 litros de Meio

1mi
iml
1ml
0.1ml
imi

* S6 no caso de cultura de diatomaceas
1. SoLugAo DE NITRATOS

A B
1 NaNO, 759 375g
2 Agua Destilada 1000m| 1000ml
2. SOLUGAO DE FOSTATOS
A B
1 NaH,PO, 5.659 28.25g
2 Agua Destilada 1000m| 1000ml
3. SOLUGAO DE METAIS
Solugdo/Sal A B
1 FeCl; 6H,0 sol. Aquosa 30% 6.78ml 3399
2 Na,EDTAZH,0 4.83g 24159
37 Solugdo de Sais Primérios iml Smi
8 Agua Destilada 1000ml 1000ml

4. SOLUGAO DE VITAMINAS (GUARDAR EM FRASCO ESCURO)

Vitaminas A B
1 Vitamina B, (Cianocobalamina) 10mg 50mg
2 Vitamina B, (Tiamina) 100mg 500mg
3 Vitamina H (Biotina) 10mg 50mg
4 H;0 - esterilizada 1000ml| 1000ml
5. SOLUGAO DE SILICATOS
Soliicio/Sal A
1 NaSiO39H,0 100ml
2 Agua Destilada 1000ml

NOTA: TODAS AS SOLUGOES, EXCEPTO AS DE VITAMINAS, DEPOIS DE PREPARADAS DEVEM SER

ESTERILIZADAS A 120° DURANTE 20 MINUTOS.

Figura 9.8.1 — Fotografia do protocolo de criagdo do meio F2







