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Resumo

O aumento da pressdo antropica sobre os recursos hidricos e ocorréncias de
fendomenos relacionados com as alteragdes climaticas tém causado cada vez mais periodos de
escassez de agua. Urge assim a necessidade de encontrar solugdes mais econdOmicas e
eficientes para o tratamento de aguas residuais, capazes de permitir a sua reutilizagdo. O
tratamento de Aguas Residuais Urbanas (ARU) por microalgas ¢ uma das solugdes de
tratamento que tem vindo a ser estudada desde ha vérios anos. E uma alternativa atrativa aos
métodos convencionais de tratamento das ARU, pois fornece uma biomassa com potencial de
valorizacdo para a producdo de biocombustiveis como biogas e bioetanol, e biofertilizantes,
entre outros.

Este estudo teve como objetivos: testar a capacidade de tratamento do sistema de
reatores piloto GreenDune®, usando dois TRH (1 € 2d) em duas estagdes do ano (verdo e
outono), e a valorizagdo da biomassa obtida; e a escala laboratorial, testar os beneficios da
suplementa¢do com CO; no tratamento tercidrio de ARU. Apos o estudo confirmou-se que,
tanto para o TRH 1d como para o TRH 2d em ambas as estacdes do ano, o sistema conseguiu
cumprir com os parametros impostos por lei, com uma remoc¢do de nutrientes de azoto e
fosforo (NH4*, PO4*, NO53) entre 48 — 85 %, produzindo maior quantidade de biomassa na
campanha de verdo. No que diz respeito a valorizagdo da biomassa obtida, a sua elevada
percentagem de cinzas limita a aplicacdo em processos de transformagao, como a producao de
biocombustiveis, sugerindo-se a sua valorizagdo como biofertilizante. A escala laboratorial,
foram realizadas experiéncias em semi-continuo suplementadas com diferentes quantidades
de CO; (6, 12 € 24 ml min’!, durante 1 min). Para a condi¢do de 12 ml min™!, foi possivel
verificar um aumento na producdo de biomassa em cerca de 50 %, em relacdo ao controlo.
Para além da maior produgdo de biomassa, constata-se um aumento significativo nos niveis
de lipidos, hidratos de carbono e proteinas, sendo estes compostos fundamentais na
valorizacdo da biomassa produzida.

Concluindo, o trabalho realizado apresenta informagdes relevantes para o tratamento
terciario de ARU utilizando blooms naturais de microalgas e para a valorizacdo da biomassa

resultante.

Palavras-Chave: Aguas Residuais Urbanas; biofixagio de CO»; bio-remogdo de nutrientes;

microalgas; tratamento terciario



Abstract

The increase in anthropogenic pressure over the water resources, together with climate
change, have increased the periods of water scarcity. Therefore, there is an urgent need to find
ecohydrological solutions that are more economical and efficient, capable of allowing the use
and reuse of wastewater. The treatment of Urban Wastewater (UWW) by microalgae is one of
the treatment solutions that has been studied for several years. They are an alternative to the
conventional method of WWT, providing a biomass with potential for recovery as biofuels
(biodiesel, biogas or bioethanol) or as biofertilizers.

This study aimed, to test the capacity of the pilot GreenDune® photobioreactors, using
two TRH (1 and 2d) during two seasons of the year (summer and autumn), for tertiary
wastewater treatment and recovery. On a laboratory scale, the benefits of supplementation
with CO; in the tertiary treatment of ARU were assessed. After the study, it was confirmed
that, for both TRH 1d and TRH 2d in both seasons, the system was able to remove 48-85% of
the nitrogen and phosphorus nutrients (NHs *, PO4*, NO3 ). The system produced higher
amounts of biomass in the summer season although its valorization potential for biofuels was
limited by the high percentage of ash. It is, therefore, proposed that the biomass is valued as a
biofertilizer. On a laboratory scale, experiments of tertiary treatment of the real wastewater
with a microalgal consortia obtained from the WWTP, supplemented with different amounts
of COz (6, 12 and 24 ml min!, for 1 min.) were performed using a semi-continuous
cultivation mode. Supplementation with 12 ml min! of CO; led to an increase in biomass
production of about 50%, compared to the control. In addition to the increased production of
biomass, there is a significant increase in the levels of lipids, carbohydrates, and proteins,
which are fundamental for the valorization of the biomass.

In conclusion, the work carried out presents relevant information for the tertiary
treatment of ARU using natural microalgae blooms and for the valorization of the resulting

biomass.

Key words: Urban Wastewater; CO> biofixation; nutrient bioremoval; microalgae; tertiary

treatment
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1. Introduciao

1.1. Enquadramento do tema

A agua ¢ um dos recursos naturais mais valiosos do planeta, responsavel pela origem
da vida e pela sua manutengdo. O Ciclo Natural da Agua (CNA) permite que esta molécula
(H20) exista nas diversas formas e estados fisicos. Contudo, a 4gua doce tem-se tornado um
bem essencial escasso, devido a pressdo antropica, causada pelo aumento da populacdo, e
pelas sucessivas alteragdes climaticas aceleradas pelo aquecimento global. Esta escassez afeta
quatro em cada dez pessoas, sendo que cerca de 2,1 mil milhdes de pessoas no mundo nao
tém acesso a agua potavel e 4,5 mil milhdes ndo possuem saneamento basico (Do Monte &
Albuquerque, 2010; ONU, 2021). Uma vez que 80 % das 4guas residuais retornam aos
ecossistemas sem qualquer tratamento ou reutilizagdo, torna-se necessario a implementacao
de medidas e métodos capazes de reutilizar e gerir a 4gua, e os recursos hidricos, da forma
mais sustentavel possivel (Duarte, 2007).

De forma a diminuir o impacto negativo nos ecossistemas e no ambiente, ¢
obrigatorio, na Comunidade Europeia, ¢ em muitos outros paises, o tratamento das Aguas
Residuais Urbanas (ARU), antes de serem descartadas para o meio recetor. Em Portugal, sdo
descarregados para os ecossistemas, através das Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais
(ETAR) cerca de 547 milhdes de m? de agua residual doméstica tratada, por ano.
Mundialmente, cerca de 70 % da 4dgua consumida no Ciclo Urbano da Agua (CUA) é usada
na producdo agricola, 18 % em uso industrial e 12 % para uso doméstico. Desta forma, para
além de tratamento para um descarte seguro para o meio ambiente, existe a necessidade de
reutilizacdo das aguas residuais tratadas, por forma a diminuir o uso de agua doce com
qualidade para consumo humano em usos onde esta nao se justifica, como sdo caso a lavagem
de ruas, a extingdo de incéndios, usos de servico nas proprias ETAR, arrefecimento de
sistemas de manutengdo, rega e lavagem de veiculos, entre outros (FAO, 2016; ERSAR,
2019).

Para a segura reutilizagdo e descarte para o meio ambiente, é necessario que as Aguas
para Reutilizagdo (ApR) se encontrem livres, ou dentro de valores estipulados por lei, de
diversos parametros da sua composi¢do. Caso disto sdo, os niveis de matéria organica, na
medida de Soélidos Suspensos Totais (SST), Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBO) e
Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO), nutrientes como o fosforo (P), azoto (N), entre outros.

Também parametros como o pH, turvagdo e desinfe¢do devem ser tidos em conta. Isto, por



forma, a diminuir a eutrofizagdo dos ecossistemas e a garantir seguranga para a saide publica

(Decreto-Lei n°® 152/97, de 19 de junho; Decreto-Lei n® 236/98, de 1 de agosto).

1.2. Aguas Residuais Urbanas (ARU)

No CUA, a agua ¢ captada e tratada para consumo humano, utilizada e descartada,
juntamente com diversos residuos produzidos pelo Homem (Marques & Sousa, 2007).
Dependendo da sua origem, as Aguas Residuais Urbanas (ARU) podem ser industriais,
domésticas ou mistas. As ARU industriais sdo tratadas, primeiramente pelas proprias
industrias, de modo a diminuir a sua carga organica e outros residuos, como poluentes
emergentes (metais pesados, compostos farmacéuticos, antibidticos, entre outros),
aproximando a sua qualidade ao que ¢ exigido por lei para a sua descarga no meio natural ou
na rede publica de Aguas Residuais Urbanas (ARU). Assim, podem ser devolvidas ao meio
recetor ou enviadas para a rede de AR publicas, de modo a serem tratadas pelas ETAR. As
aguas residuais domésticas sdo encaminhadas diretamente, através da rede publica para as
ETAR de modo a serem tratadas antes da sua devolugdo ao meio recetor ou para reutilizagao,
conforme os parametros exigidos por lei (Decreto-Lei n°® 152/97, de 19 de junho; Decreto-lei
n® 236/98, de 1 de agosto; Decreto-Lei n° 119/19, de 21 de agosto). Assim, as ETAR podem
receber Aguas Residuais Urbanas mistas, ou seja, influentes compostos por AR domésticas e
industriais.

A composi¢do das ARU ¢ bastante varidvel, de zona para zona, sendo muitas vezes
referida como um fingerprint da populagdo que dela faz uso. Estas dguas ao chegarem as
ETAR, apresentam na sua composi¢ao elevados niveis de matéria organica biodegradavel,
solidos suspensos, areias, gorduras, detergentes, compostos recalcitrantes (farmacos e outras
drogas), nutrientes (fosforo e azoto) e compostos expelidos pelo metabolismo humano (e.g.,
cafeina). Estas apresentam caracteristicas fisico-quimicas como cheiro, elevada presenca de
solidos e turbidez, valores extremos de pH, elevada Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBO),
e Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO), assim como de Carbono Organico Total (COT).
Biologicamente, estes efluentes apresentam coliformes fecais em grande concentragdo,
estreptococos, patogénicos especificos e virus. Relativamente aos componentes inorganicos
caracterizam-se pela presenca de alguns elementos como o Ferro (F), o Manganés (Mn),
Cloretos (CI), Sulfatos (SO4*), Mercurio (Hg), Chumbo (Pb), Crémio (Cr), Cobre (Cu),
Zinco (Zn), Amoénia (NH4"), Nitritos (NO2), Nitratos (NO3’) e P (Tabela 1; Liu & Liptak,
2000).



Surge assim, por parte das ETAR, a necessidade em otimizar os tratamentos adequados,
através de processos fisicos, quimicos e bioldgicos. Estes t€m como objetivo dar resposta as
diferentes caracteristicas das ARU, tendo por base o cumprimento dos valores legais de

descarga e a prote¢do ambiental (Decreto-Lei n® 152/97, de 19 de junho; Decreto-lei n°

236/98, de 1 de agosto).

Tabela 1 — Composigao tipica de ARU domésticas (Adaptado de Liu & Liptak, 2000)

Intervalo de concentragdes (mg Intervalo de concentragdes (mg
Constituintes Constituintes
L") L")
Sélidos Totais (ST) 350 - 1200 Protal 4-15
Sélidos Totais Dissolvidos
250 -850 Porg. 1-5
(STD)
Sélidos Suspensos Totais
100 — 350 Pinorg. 3-10
(SST)
CBOs (TR 5 dias; 20 ° C) 110 — 400 Cloretos (CI) 30-100
COoT 80 —290 Sulfatos (SO4%) 20-50
CQoO 250 — 1000 Alcalinidade (CaCOs) 50 -200
Nrotal 20-85 Gorduras 50-150
Norg. 8-35 Coliformes Totais 10°—10°
Compostos Organicos Volateis
Aménia (NH4") 12-50 100 — 400
(COV)

1.3. Tratamentos Convencionais nas ETAR

As ETAR s3o infraestruturas onde sdo realizados tratamentos fisicos, quimicos e
bioldgicos, as aguas residuais domésticas e/ou mistura com dguas residuais industriais
previamente tratadas. E funcdo das ETAR proceder a diminuigio da concentracio, de todos os
residuos das aguas residuais, garantindo a segura libertacdo dessas aguas no ambiente. Em
Portugal, cerca de 547 milhdes de m*/ano de ARU sdo descarregados pelas ETAR sendo que
apenas 1,2 % sao reutilizadas. A reutilizagdo de ARU ¢ uma das possiveis formas de mitigar a
escassez de agua, devido as alteragdes climaticas, aquecimento global e aumento da pressdao
sobre recursos hidricos com o aumento da populagdo. Essa solugdo passa pela necessidade de
criar sistemas de tratamento mais eficientes, ecologicos, econdmicos e faceis de gerir
(ERSAR, 2019).

Na maioria das ETAR os tratamentos estdo organizados em: i) pré-tratamento
i1) tratamento primario, iii) tratamento secundario e iv) tratamento tercidrio. As ARU ao
chegarem as ETAR através das redes de saneamento, e sofrem um pré-tratamento (fisico),

para a remocao dos solidos de maiores dimensdes, através de métodos de gradagem e/ou



desarenacdo, recorrendo a equipamentos mecanicos. Este tem como objetivo a remocao dos
residuos solidos como as areias, matéria organica grosseira, detritos, € outros que sio
lancados na rede de esgotos. Seguidamente, ¢ realizado o tratamento primario onde os
influentes sdo sujeitos a processos de floculagdo e sedimentagdo/decantacdo primaria para a
eliminacdo de particulas menores em suspensdo. Nesta etapa sdo removidos os solidos
suspensos totais (SST), principalmente os sélidos suspensos sedimentaveis (SSseq), de matéria
organica e inorganica, permitindo uma remog¢do de 50-70 % de SST e 25-40 % de CBOs
(Metcalf & Eddy, 2003). Posteriormente, as ARU passam para o tratamento secundario
(bioldgico), em reatores onde ¢ realizada a decomposi¢do da matéria organica (Metcalf &
Eddy, 2003; Do Monte et al., 2016). Este, considerado o processo fulcral, da-se a partir do
crescimento microbiano por via aerdbica ou anaerobica, ou através de filtros percoladores e
lagoas de oxidacdo. Desta forma, este tratamento permite a diminuicao significativa dos SST
e de CBO:s, clarificando a 4gua (Metcalf & Eddy, 2003).

Na grande maioria das ETAR, as ARU sdo sujeitas a tratamentos, que se consideram
suficientes até ao secundario, sendo estes necessarios para o tratamento basico, de modo a
retirar o excesso de carga orgénica e de residuos. No entanto, torna-se necessario a realizagao
de tratamento tercidrio, quando o meio recetor ¢ considerado vulneravel a eutrofiza¢do ou
quando a agua residual tratada tem como objetivo a reutilizacdo (ApR) (Decreto-Lei n°
152/97, de 19 de junho; Decreto-Lei n® 236/98, de 1 de agosto; Metcalf & Eddy, 2003;
Decreto-lei n° 119/19, de 21 de agosto).

1.3.1. Tratamentos terciarios convencionais

Os tratamentos terciarios ou de afinacdo tém como principal objetivo a remocao da
carga de nutrientes, como o N e a NH4" que, em concentragdes elevadas, sdo capazes de criar
desequilibrios no meio recetor, onde a 4gua ¢ descarregada. Estes tratamentos sdo
fundamentais nas ETAR onde o destino final das aguas tratadas ¢ um ecossistema sensivel a
eutrofizagdo ou quando ¢ intuito a reutilizacdo das mesmas, ou seja, ApR (Decreto-Lei n°
152/97, de 19 de junho; Decreto-lei n® 119/19, de 21 de agosto). E assim garantido que os
efluentes ndo apresentam uma concentragdo de nutrientes acima da capacidade de
biorremediacdo dos ecossistemas mais sensiveis e o cumprimento legal dos pardmetros para
ApR consoante o fim a que se destinam (Metcalf & Eddy, 2003; Maier et al., 2009; Do Monte
etal., 2016).



Os mesmos, convencionalmente, sdo realizados em reatores onde se da a nitrificagdo, no
qual ¢ injetado oxigénio nos efluentes por forma a reagir com NH4" convertendo-a em NOy ¢
de seguida em NOj3™ seguindo-se desnitrificagdo, onde os NO3™ sdo convertidos a azoto gasoso
(N2), através da acdo de bactérias nitrificantes em comunhdo com uma fonte de carbono
organico (Metcalf & Eddy, 2003; Lazarova & Babhri, 2005). Estes processos podem-se dar
em varios tipos de reatores, como sdo exemplo os BioFOR® ou em reatores de discos
bioldgicos, ou ainda, durante o tratamento secundario. Contudo, uma das grandes
problematicas destes tratamentos s@o os elevados gastos energéticos associados a necessidade
de forte arejamento, adicdo de uma fonte de carbono, e a libertagdo de gases com efeito de
estufa, como o dioxido de carbono, amoniaco, metano e 6xidos nitrosos (CO2, NH3, CHa,
N20) resultantes das reagdes de nitrificagao/desnitrificagao, e formagao de lamas. As lamas,
contaminadas com os microrganismos do processo (bactérias aerdbias e anaerdbias), sdo um
residuo dificil de gerir, necessitando de inativagdo, geralmente por incineragdo, com custos

associados (Metcalf & Eddy, 2003; Acién et al., 2016; Do Monte et al., 2016).

1.4. Tratamentos Terciarios de ARU por sistemas de microalgas

Dada a necessidade de colmatar a problematica subjacente aos processos aerdbios
convencionais, surgem novos processos com o objetivo de tornar os tratamentos de efluentes
mais sustentaveis e menos dispendiosos e custosos, através de tecnologias alternativas, como
s30 caso os sistemas que recorrem as microalgas (De Farias Silva et al., 2020).

As microalgas sdo organismos fotossintéticos unicelulares, que ao utilizar como fonte de
energia a radiagdo solar transformam o CO; em matéria organica, convertendo assim energia
solar em energia quimica sob a forma de biomassa (Mata et al., 2010; Demirbas & Demirbas,
2011). A sua composicdo bioquimica consiste fundamentalmente em hidratos de carbono,
proteinas e lipidos, que tém fungdes estruturais e metabodlicas, como elementos fundamentais
no crescimento, divisdo celular e armazenamento de energia (Williams & Laurens, 2010).
Devido ao seu conteudo bioquimico, as microalgas sdo produzidas e cultivadas a escala
industrial apresentando elevado valor econémico (Clarke et al., 2012).

As microalgas podem ser classificadas consoante as suas caracteristicas morfologicas,
pigmentos fotossintéticos, composi¢cdo quimica dos produtos do seu metabolismo e
proximidade filogenética (Gongalves, 2012). Assim, sdo geralmente agrupadas em algas

verdes (Chlorophyceae), douradas (Chrysophyceae), diatoméceas (Bacillariophyceae) ou



cianobactérias (Cyanophyceae), também conhecidas como algas azuis-verdes procariotas
(Richmond, 2004; Demirbas & Demirbas, 2011).

As microalgas podem crescer com base em quatro tipos de metabolismo: 1)
Fotoautotroficas, que se desenvolvem somente através da fotossintese; 2) Heterotréficas que
recorrem unicamente a compostos organicos como fonte de carbono e energia; 3)
Mixotroficas que utilizam ambas as formas de carbono, ou seja, organico e inorgéanico (CO»),
sendo capaz de crescer autotroficamente e heterotroficamente; 4) Fotoheterotréficas, que
dependendo da concentracdo de compostos organicos e da luminosidade disponivel, realizam
fotossintese, apenas no caso de necessitarem de processar compostos organicos como fonte de
carbono (Gouveia, 2011).

O cultivo de microalgas possui uma elevada produtividade, capacidade de serem
cultivadas em terras ndo araveis e adaptabilidade, podendo ser cultivadas ao longo de todo
ano. A biomassa produzida pode ser aplicada em diversas areas, como na industria alimentar,
producdo de ragdes, cosméticos, biofertilizantes ou biocombustiveis. Além disso, podem ser
cultivadas com recurso a efluentes, onde os nutrientes e a matéria organica presentes nessas
aguas sdo utilizados como fonte nutricional, biorremediando os mesmos e sendo cotadas
como técnicas de tratamento de aguas residuais (Harun et al., 2010; Mata et al., 2010;
Varfolomeev & Wasserman, 2011).

O tratamento terciario de efluentes com microalgas tem como vantagem a elevada
capacidade de fixagdo e remocao de nutrientes por estes microorganismos, uma vez que estes
sd0 usados para o seu metabolismo, sem a producdo de gases de efeito de estufa e sem
necessidade de elevados gastos com arejamento (Acién et al., 2016). Além disso, a biomassa
produzida pode ser valorizada para a produgdo de biocombustiveis e biofertilizantes,
contrariamente ao que acontece com algumas lamas dos processos convencionais (Arbib et
al., 2014; Acién et al., 2016; Schulze et al., 2017).

Arbib et al. (2014) realcaram a capacidade de diversas espécies de microalgas para
processos de tratamento de &aguas residuais. Neste estudo, os autores cultivaram, em
condi¢des controladas, Scenedesmus obliquos, Chlorella vulgaris, C. kessleri ¢ um bloom
natural em agua residual artificial e natural. Obtiveram, tanto para o bloom natural, como para
as espécies individuais, taxas de remog¢ao de nutrientes superiores a 90 e 98 %, para N e para
fosforo (P), respetivamente. Além da eficiéncia no tratamento, o bloom natural obteve a maior
concentra¢do de biomassa final chegando a 1,95 g L*!, em peso seco (Arbib et al., 2014).

Schulze et al. (2017) cultivaram a espécie Tetraselmis sp. CTP4 para o tratamento de

ARU, por forma a verificarem a capacidade de remocdo de nutrientes, antes e apds, os



processos de nitrificagdo das ETAR. O cultivo foi realizado em batch e em continuo
utilizando um TRH de 6,6 d. Alcancaram valores de produtividade semelhantes nas condigdes
continuas e em batch (0,343 g L' d'!) e taxas de absor¢do maximas de 0,031 g N L' d!e
0,006 g P-PO4>" L' d! usando o efluente antes da nitrificagio como solugdo de cultivo. Desta
forma, Tetraselmis sp. CTP4, também, ¢ uma espécie promissora para o tratamento de ARU,
podendo um sistema de microalgas com a mesma substituir o dispendioso processo de

nitrificagdo (Schulze et al., 2017).

1.4.1. Tratamento de Aguas Residuais Urbanas com blooms naturais

As microalgas, por se encontrarem distribuidas pelos diversos meios aquaticos no planeta,
acabam por estar presentes em todas as aguas, incluindo nas ARU, de forma natural. Os
blooms naturais caracterizam-se, assim, pela presenca de varias espécies de microrganismos,
sobretudo microalgas nativas do meio onde foram cultivadas. Desta forma, ao disponibilizar
nutrientes, luz e arejamento ¢ possivel aumentar a sua concentragdo por forma a ser criado um
cultivo de bloom natural.

Nas ARU os principais nutrientes presentes, N e P, sdo fundamentais para a multiplicagao
e processo metabolico das microalgas, fazendo destes, organismos capazes de os remover dos
efluentes (De Farias Silva et al., 2020). Desta forma, desde ha varios anos, que sdo estudadas
para este fim. Nos anos 80, Lavoie & De La Notie (1985) estudavam, a escala laboratorial, o
desempenho de varias espécies de microalgas para tratamento terciario de ARU. Neste estudo,
foi avaliada a remo¢do de N por culturas de microalgas (monoalgais) com diferentes
concentragdes celulares, tendo-se obtido taxas de remog¢ao de aproximadamente 100 %, em
reduzido espago de tempo, cerca de 15 min com uma cultura de 2,6 g L! de biomassa, em
peso seco. Embora este estudo ndo seja comparavel com um sistema de tratamento de
efluentes em continuo, demonstra a capacidade das microalgas para biofixarem os compostos
azotados (Lavoie & De La Noiie, 1985).

Outros estudos, como o de Acién ef al. (2016) destacam o desempenho na remocgao de
nutrientes por consorcios de microalgas (incluindo blooms naturais), onde podem ocorrer
também consorcios de microalgas-bactérias. Neste caso, as bactérias heterotréficas consomem
os residuos de matéria organica biodegradavel produzindo CO,. Este ¢ consumido pelas
microalgas que, por sua vez, ao fixarem nutrientes das ARU e ao realizarem a fotossintese

produzem O», principalmente em tratamentos secundarios, onde existe carga organica (Tabela

2).



Tabela 2 - Reagoes base dos consorcios microalgas-bactérias em sistemas de tratamento de ARU (Adaptado de:
Acién et al., 2016)

Reagdes base das microalgas ;

CO, + H,0 + NH," + PO4*— Biomassa microalgal + O, Fotossintese
DO a0 N P TO8 Redugio de nitratos
Reagoes base das bactérias

CQO + O, + Nutrientes —» Biomassa bacteriana + CO,

NH,+20, — NOj +2H* + H,0 Nitrificacko

8NO; + 5CH;COOH — 8HCOj;" + 6H,0 + 2CO, + 4N, Desnitrificacdo

Contudo, tal como Acién et al. (2016) indicam no seu estudo, em situacdes onde o
efluente apresenta baixa carga de matéria organica (fonte de carbono) a proliferacdo de
bactérias pode ser diminuta, aumentando somente nos primeiros 2-3 dias e diminuindo,
posteriormente, para valores abaixo de 10 mg L', verificando-se uma predominincia quase
total de espécies de microalgas. Esta situagdo verifica-se nos tratamentos terciarios, onde a
carga organica ¢ residual e a concentracdo de nutrientes, principalmente de N, é consideravel.
Assim, a diminui¢do da proliferagdo bacteriana e proliferagdo de microalgas pode levar ao
aumento de pH (para valores superiores a 9) no meio, devido a diminui¢do de CO; dissolvido
podendo levar a restricdo do crescimento microalgal. Segundo Acién et al. (2016) € possivel
verificar que o crescimento microalgal consegue ser promissor com razdes de C/N/P perto de
100/14/2. Nos efluentes urbanos, devido a impossibilidade de controlo destas concentragdes
de nutrientes, a monitorizagdo destes parametros e a possivel suplementacao do meio, poderdo
ser uma alternativa a esta limitacdo. Quanto mais aproximadas desta razdo, maior a
produtividade microalgal e, por conseguinte, o aumento da eficiéncia de remocao (Acién et
al., 2016).

Segundo a revisdo de Abdel-Rauof et al. (2012), os sistemas de tratamento por
microalgas conseguem ser eficazes em varias aplicagdes, como tratamento de efluentes de
suinicultura, agroindustriais, industriais, residuos agricolas e alimentares, para além, da
remocao de metais pesados e outros compostos toxicos (Tabela 3) (Abdel-Rauof et al.,2012;
Pl6hn et al., 2021).

Assim, face a variabilidade destes fatores no efluente, ¢ necessario que as condigdes
de cultivo e operacionalizagcdo por microalgas estejam em constante adaptagdo por forma a

serem mais eficazes e resilientes.



Tabela 3 — Espécies de microalgas utilizadas no tratamento de diferentes tipos de Aguas Residuais (Adaptado de Plohn et

al., 2021)
Tipo de AR Origem Espécie utilizada Referéncia
ARU Chlorella vulgaris sp. ZTY4, S. sp. Zhang et al.,
ZTY2,S. sp. ZTY3 2013
Urbana Tratamento
. Sawayama et al.,
secundario Botryococcus braunii
1992
de ARU
. Chlorella vulgaris (UTEX 265),
Animal . Park et al., 2009
Euglena gracilis (SAG 1224)
Scenedesmus quadracauda, Daneshvar et al.,
Lacticinios Tetraselmis suecica 2019
Diplosphaera sp. MM 1 Liuet al, 2016
Tratamento ] )
Oocystis sp. Riafio et al. 2011
de pescado
Chlorella vulgaris (FACHB-8),
Chlorella pyrenoidosa (FACHB-5),
Haematococcus pluvialis
Agricola (FACHBR872), Scenedesmus obliquus | Wang et al., 2016
(FACHB-12), Spirulina platensis
Suinicultura (FACHB-440), Porphyridium
cruentum (FACHB-1118)
Scenedesmus acutus (P-F-6),
Scenedesmus spinosus (P-F-77), Kim et al., 2007
Scenedesmus quadricauda (P-F-70)
o Chlorella minutissima, Chlorella ‘
Aviario Singh et al., 2011
sorokiniana, Scenedesmus bijuga
Mixed culture containing two
Papel Usha et al., 2016
Scenedesmus sp.
Industrial Curtume Chlorella vulgaris Das et al, 2017
Téxtil Chlorella pyrenoidosa Pathak et al., n.d.
Adega Diplosphaera sp. MM1 Liuetal., 2016



1.4.2. Condicdes de cultivo

1.4.2.1. Nutrientes, temperatura, luz e pH

As microalgas para o seu metabolismo necessitam de energia luminosa e nutrientes
(micro e macronutrientes) que servem de fonte de carbono, N e P. Para além destes também
condi¢des como a temperatura, o pH e a dinamica do meio onde se encontram, sdo relevantes
para o seu crescimento (Behrens, 2005). E assim necessario para o cultivo microalgal ter em
conta diversos fatores, como o design dos reatores, o seu arejamento, a salinidade,
turbuléncia, turbidez, pH, temperatura, luminosidade e concentragdo de nutrientes. Neste
ambito, ¢ fundamental a existéncia de estudos que visem a otimizagdo destes fatores para
incremento da multiplicagdo celular, de modo a aumentar a eficiéncia dos sistemas de
tratamento por microalgas (Suali & Sarbatly, 2012). Uma vez que os requisitos sdo diferentes
por parte de cada espécie, ndo ¢ possivel indicar valores 6timos aplicaveis a todas as
situagoes.

Quanto a intensidade luminosa, em caso de intensidade excessiva, o nivel de saturagao
pode ser atingido impedindo o crescimento das microalgas (fotoinibi¢do) (Richmond, 2004).
Assim como para a temperatura ndo ¢ aconselhavel usar valores superiores a 30°C, uma vez
que sdo temperaturas demasiadas altas para a maioria das espécies, inibindo o seu crescimento
(Suali & Sarbatly, 2012).

A variagdo do pH do meio estd diretamente relacionada com a concentragdo de CO»,
visto que o aumento do pH, no meio de cultura, deve-se ao consumo do CO», por parte das
microalgas. O seu desequilibrio pode causar inibi¢do do crescimento microalgal, sendo que as
microalgas se desenvolvem, preferencialmente, em meios com pH entre 7-9 (Pandey et al.,
2013). Para além disto, devido ao aumento de pH, a amoénia (NH4") ¢é facilmente convertida
em amoniaco (NH3), que para além de apresentar maior toxicidade para as células, ¢ volatil,
deixando o azoto de estar na forma biodisponivel e passando para a atmosfera como gés

poluente (Morales-Amaral et al., 2015) (Equagdo 1).
NHf + H,0 = NH; + H;0t (1)

A concentragdo de CO2 no meio pode conduzir a uma varia¢ao da taxa de crescimento
e producdo de biomassa, uma vez que este ¢ fundamental no seu processo metabdlico. Tal
como percecionado, sdo vdarios os fatores que tornam o processo de otimizacdo do

crescimento de microalgas dificil de prever, devendo-se, em grande parte, aos diferentes tipos
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de metabolismo que algumas espécies de microalgas podem adotar, em fun¢do das condigdes
onde estdo inseridas.

No tratamento de efluentes os fatores de cultivo estdo sujeitos a variagdes dependendo
das estacdes do ano, em condigdes outdoor (e.g. luz e temperatura), e das do efluente que ¢é
utilizado no cultivo (e. g. concentragdo de nutrientes). Nestes casos, a utilizacdo de blooms
naturais, tanto entre consorcios de microalgas e bactérias ou, somente, microalgas, sdo uma
das formas de contornar a situacdo da instabilidade das culturas face as variagdes ambientais e
do efluente. As diferentes espécies adaptam-se e competem entre elas, conforme as
variabilidades do meio nutricional e ambiental ao longo do cultivo (nutrientes, temperatura e
intensidade luminosa). Assim, fazem com que os blooms naturais possam regular-se entre a
dominancia de microalgas ou de microalgas e bactérias. Desta forma, o crescimento de
blooms naturais permite a existéncia de varios tipos de metabolismos (heterotrofico,
autotréfico e mixotréfico), tendo como vantagens a adaptacdo a variacao da intensidade de luz
e concentracdo de nutrientes, levando a maior producdo de biomassa e biocompostos de
interesse que podem ajudar a valorizar a biomassa (Ferell et al., 2010). Estes tipos de
metabolismo permitem rentabilizar compostos orginicos no meio e reduzir as perdas de
biomassa durante a auséncia de luz (Heredia-Arroyo et al., 2011; Mitra et al., 2012), assim
como, no tratamento de aguas, o consumo de nutrientes pelas diferentes espécies microalgais.
Estas funcionam como estimuladores de crescimento bem como reguladores do meio, uma
vez que estabilizam os compostos nas suas formas biodisponiveis para assimilagdo por parte
destas (Acién et al., 2016). Todavia, a utilizagdo de blooms naturais e, consequentemente, a
existéncia de consorcios continuam a ser uma importante solu¢do para a melhoria da robustez

dos sistemas de tratamento de ARU por microalgas (Acién et al., 2016).

1.4.2.2. Reatores e Tempo de Retencao Hidraulico (TRH)

Para o cultivo microalgal existem varios tipos de fotobiorreatores (FBRs) dividindo-se
em abertos ou fechados. Os reatores fechados, como tubulares e painéis, sdo mais protegidos
de contaminantes externos, sendo mais utilizados na produ¢do de biomassa para obten¢do de
compostos de elevado valor sob condi¢gdes controladas e producdo de alimentos. Os reatores
abertos, como sdo exemplo 0s raceway ponds, sdo canais circulares abertos, onde o cultivo
com baixa profundidade (10 — 30 cm) percorre o sistema pela impulsdo de um sistema de pas.

Os sistemas abertos sdo mais utilizados para tratamento de efluentes e noutras aplica¢des que
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ndo necessitem de manter condi¢gdes assépticas, como para produgdo de biocombustiveis ou
biofertilizantes (Christenson & Sims, 2011).

Os sistemas abertos foram os primeiros a serem desenvolvidos e aplicados nos
tratamentos de 4guas residuais por microalgas, pois permitem a obten¢do de uma elevada
penetracdo da radiacdo solar na coluna de agua, a baixos custos. No entanto, os raceways
apresentam algumas desvantagens, no tratamento de ARU, tais como: a necessidade de
grandes areas de ocupacdo, a sensibilidade as condi¢des climaticas, a ocorréncia de elevada
evaporagdo de 4gua, menor produtividade e, consequentemente, elevado Tempo de Retencdo
Hidraulico (TRH). O TRH consiste no tempo que o efluente permanece retido no sistema de
tratamento, neste caso, no interior dos reatores, até estar tratado e poder ser descarregado
(Demirbas, 2010; Lam & Lee, 2012; Pires et al, 2012). Tal como Razzak et al. (2013)
indicam no seu estudo, quanto maior o TRH maiores serdo as taxas de remocao de nutrientes
dos efluentes a tratar, estando este, também, relacionado com o tipo de reator. Neste estudo,
concluiram que com um TRH de 3 dias ¢ possivel a remogao de 99% da amodnia presente no
efluente e 3 a 4 dias para a remog¢ao de fosfatos. A diminui¢do da retengdo hidraulica ¢ uma
vantagem para a eficiéncia das ETAR, pois o objetivo é que os tratamentos sejam realizados
com taxas de remocdo de nutrientes elevadas no menor espaco de tempo possivel (menor
TRH) (Razzak et al., 2013).

Assim, dadas as necessidades de evolucao a este nivel, t€m sido desenvolvidos novos
FBRs especificos para tratamento de efluentes por microalgas como os reatores GreenDune®.
Estes consistem em reatores em formato semi-cubico, de acrilico, onde na zona inferior
frontal, existe um cilindro de arejamento que se liga a uma bomba de arejamento, colocada
em série, formando no interior de cada reator um fluxo circular de biomassa para que esta
circule entre a zona fOtica e a zona mais interna do reator (Figura 1). Relativamente ao
volume, apresentam uma maior capacidade de tratamento (480 L m? de volume til)
comparativamente aos raceway ponds (152 L m? para um raceway de 0,15 m de
profundidade). Podem dispor-se sequencialmente, aumentando o TRH ou em paralelo,
criando varias linhas de tratamento, aumentando a capacidade de volume para o tratamento.
No final de cada linha de tratamento, encontra-se um tanque de sedimentagdo, onde se
deposita a biomassa produzida, por gravidade (Figura 1). A biomassa recolhida do fundo do
sedimentador segue para posterior valorizagdo e a agua tratada ¢ retirada pela superficie dos
tanques.

O sistema GreenDune® apresenta, assim, bastantes vantagens comparativamente aos

sistemas convencionais de tratamento com microalgas. Estas passam pela diminui¢ao da area
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de ocupacdo e o aumento da eficiéncia de tratamento, com a redugdo de TRH, conseguindo
atingir os parametros de descarga definidos por lei em menos tempo e com menos utilizagdo

de espago. Paralelamente, ainda tem um baixo custo operacional e a capacidade de integragdo

nas paisagens rurais.

Figura 1 - Sistema de reatores GreenDune® instalado na ETAR da Quinta do Lago, Faro, ao abrigo do projeto GreenTreat
(Adaptado de: Bluemater, 2021)

1.5. Suplementacao e biofixagdo de CO, nos sistemas de tratamento por microalgas

Nos sistemas de tratamento tercidrio, os consorcios sdo dominados por espécies
fotoautotroficas e mixotroficas, devido a baixa presenga de matéria organica para o
crescimento bacteriano (Gouveia, 2011). As microalgas através da radiacdo luminosa,
juntamente com os nutrientes (compostos azotados e fosfatos e CO> dissolvidos no meio),
desenvolvem-se e multiplicam-se, realizando fotossintese. Desta forma, biofixam o CO-,
produzindo O> e biomassa (Figura 2) (Acién et al, 2016). A disponibilidade de CO; esta
diretamente relacionada com o crescimento, producdo de biomassa microalgal, ou seja,
multiplicagdo celular e enriquecimento de compostos nas células formadas. Este gas pode
estar naturalmente dissolvido no meio de cultura a partir de fonte atmosférica; estar presente a
partir de transformagdes quimicas, por parte de bactérias heterotréficas, ou, por outro lado, ser
injetado artificialmente de modo a incrementar o crescimento da cultura e o enriquecimento
da mesma.

Nos consoércios onde as microalgas fotoautotroficas e mixotréficas sdo dominantes
perante as bactérias heterotroficas, a caréncia de CO; na cultura pode ser limitativa para que
estas realizem fotossintese, se multipliquem de forma mais rapida e fixem o méaximo de

nutrientes possivel do meio. Sendo que, nos tratamentos terciarios de ARU o objetivo ¢
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I3

biofixar o mdximo de nutrientes e compostos como metais pesados presentes nos efluentes, €
necessario garantir que nenhum dos restantes fatores de crescimento seja limitado, como ¢
caso dos niveis de CO,. Este gas ao ser limitado leva a que as microalgas ndo consigam
desenvolver-se de forma produtiva, por este ndo ser biofixado no Ciclo de Calvin (Figura 2)
bloqueando o restante processo fotossintético e biofixacdo dos nutrientes (Rosenberg et al.,

2008; Acién et al., 2016).

CO, + H,0 + NH,* + PO4* — Biomassa microalgal + O,

Luz

( Ciclo de )

Hidratos de Calvin

carbono
H,0

Proteinas \
Nutrientes (N, P, S,
i seus derivados e
Microalga \ metais pesados)
Compostos

Orgénicos (Glucose,
acetatos)

Figura 2 - Esquema simplificado da fotossintese realizada pelas microalgas (adaptado de: Rosenberg et al., 2008)

Por todas estas possibilidades de limitacdo e ineficiéncia dos sistemas de tratamento,
em reatores abertos, a injecao/suplementacdo com CO,, artificial ou de gases de combustao,
apresenta-se como um dos fatores de melhoramento do rendimento dos sistemas, de modo a
aumentar a produtividade de biomassa e, consequentemente, a taxa de fixacdo dos nutrientes
por parte das microalgas (Pires et al., 2012). Contudo, devido a elevada dissipacdo do gas em
sistemas abertos, existem alguns sistemas onde s3o utilizadas cdmaras de carbonatacdo que
permitem, através de fluxo contracorrente, a melhor transferéncia de CO; para o meio na
forma dissolvida (Park ez al., 2011).

Chinnasamy et al. (2008), assim como varios outros autores compararam, em reatores
fechados, as taxas de biofixagdo de CO; em culturas monoalgais suplementadas por efluente.
Determinaram os efeitos da concentracdo de CO: e da temperatura no crescimento da espécie
C. vulgaris. Fizeram variar as concentragdes de CO,, num intervalo de 0,036 (concentracao
atmosférica de COy) a 20 %, sendo que as maiores concentragcdes de biomassa foram obtidas
com 6 % de CO2, de 210 pg mL!, correspondendo a 20x mais do que o controlo com CO;
atmosfério (Chinnasamy et al., 2008). Kuo et al., (2016) testaram, também, os efeitos da

suplementa¢do de CO», em aguas residuais de aquacultura, sendo que ao suplementar com 2 e
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4 % de CO; uma cultura de Chlorella sp. se obtiveram produtividades de aproximadamente
4,5 ¢ L', apos 7 dias de cultivo, muito superior a cultura arejada apenas com ar atmosférico.
Demonstraram assim a eficiéncia de tratamento aquando da suplementacdo com CO; (Kuo et
al., 2016).

Pode ainda ser possivel refor¢ar a concentracdo de compostos na biomassa sub-
produzida através da suplementacao nutricional, como por exemplo, através da suplementacao
com CO,. Esta suplementagdo leva ao aumento da taxa de multiplicacdo celular e
consequentemente a uma necessidade de consumo dos restantes nutrientes. Desta forma, da-se
um aumento da taxa de remocdo dos nutrientes, melhorando o tratamento, assim como uma
maior producdao de compostos valorizaveis (Arbib et al., 2014; Jiang et al., 2011; Liu et al.,

2019).

1.6. Composicio e valorizacdo da biomassa produzida no tratamento de ARU

Os nutrientes presentes nas ARU, ou seja, compostos azotados e fosfatados, ao serem,
juntamente com o carbono orgénico, biofixados pelas microalgas, sdo transformados pelas
mesmas em constituintes da biomassa microalgal, resultantes como co-produto dos sistemas
de tratamento. Estes compostos, fixados pelas microalgas, sdo transformados pelo seu
metabolismo em lipidos, hidratos de carbono e proteinas, que conferem valor a biomassa
produzida (Jiang et al., 2011; Pires et al., 2012). Podem ser produzidos, pelas microalgas,
com valor comercial acrescentado, moléculas bioativas, como os carotenoides, acidos gordos
insaturados, enzimas, compostos antioxidantes, anti-inflamatérios, vitaminas, entre outros
compostos. Estes podem ser utilizados na alimentagdo, cosmética, na industria farmacéutica,
na producdo de biomateriais num contexto de biorrefinaria e na producdo de biocompostos
para fertilizacdo (Ferell et al., 2010; Satyanarayana et al., 2011).

O aumento da produ¢do de biomassa juntamente com o reduzido custo associado ao
crescimento de microalgas utilizando elementos residuais de outros processos, permite obter
produtos com um custo bastante inferior, tornando-os mais competitivos comercialmente,
conforme a sua composicao, tal como, biocombustiveis e biofertilizantes (Sturm & Lamer,
2011; Pires et al., 2012; Pandey et al., 2013). A partir da biomassa microalgal ¢ possivel obter
biocompostos como proteinas, hidratos de carbono e lipidos que podem ser convertidos em
biocombustiveis, como bioetanol, biogas e biodiesel, respetivamente (Morais et al., 2016). No
que concerne a producdo de biofertilizantes, esta biomassa para além de ser fornecedora de

fosforo, azoto, entre outros micro e macronutrientes, para o crescimento das plantas, possui
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compostos que atuam como bioestimulantes (auxinas, giberlinas e citocinas), funcionando
como fitohormonas naturais. O elevado contetdo em microorganismos leva ainda a um
aumento de biodiversidade, contrariamente ao que acontece com os fertilizantes de sintese
prejudiciais ao ambiente (Collahuazo et al., 2019).

Assim, contrariamente ao que acontece nos processos de tratamento convencionais,
onde a producdo de lamas ¢ dificil de gerir, nos tratamentos por microalgas ¢ possivel
valorizar economicamente ¢ ambientalmente a biomassa produzida, dando-lhe um segundo

destino e promovendo a economia circular.

1.7. Projeto GreenTreat

A criagdo de processos de tratamento mais ecoeficientes, pouco dispendiosos,
eficientes no tratamento de efluentes com caracteristicas variaveis, no menor TRH possivel,
faz com que sistemas de microalgas sejam uma op¢ao aos sistemas aerdbios convencionais.
Contudo, estes sistemas necessitam de estudo, em escala piloto, de modo a verificar o seu
comportamento e viabilidade. Embora existam diversos estudos efetuados nos tltimos anos, a
sua aplicabilidade, devido aos custos dos reatores, de manutencdo, as elevadas areas de
ocupagdo ¢ o Tempo de Reten¢do Hidraulico (TRH) comparativamente com as taxas de
remocdo, ¢ uma area de possivel melhoramento, tanto ao nivel de condi¢des operacionais,
como de design dos reatores, como em termos de eficiéncia (Acién et al., 2016).

Em consequéncia, novos biorreatores, como os GreenDune® desenvolvidos pela
empresa portuguesa de ecosolugdes Bluemater, t€ém vindo a ser estudados de modo a melhorar
os parametros de cultivo e eficiéncia de tratamento. Estes reatores possuem uma capacidade
de 480 L m™2, podendo ser ligados de forma sequencial de modo a diminuir o TRH, de acordo
com o volume necessario a ser tratado, funcionando de forma ecoldgica e pouco dispendiosa,
em relagdo aos processos de tratamento convencionais.

O grupo de biotecnologia marinha, MarBiotech, do Centro de Ciéncias do Mar
(CCMAR), da Universidade do Algarve (UAlg), desenvolveu, juntamente com a empresa
Bluemater, o projeto GreenTreat. O mesmo tem como fim o estudo e otimizacdo dos
pardmetros de cultivo, funcionamento e valorizacdo da biomassa, do sistema piloto
GreenDune® inserido na ETAR da Quinta do Lago, Faro, Portugal. Este grupo estuda o
cultivo de microalgas ha mais de 20 anos, realizando trabalhos relacionados com condigdes de
cultivo em escala laboratorial e industrial (Pereira et al., 2016; Schulze et al., 2017). Além

disso, tem estudado, em diferentes projetos, o cultivo de microalgas para tratamento de
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diferentes efluentes como os resultantes da producdo de suinos (ALGAVALOR), da
aquicultura (GreenDune), agricultura (ALGACYCLE) e doméstico/urbano (GreenTreat).
Neste contexto, este trabalho, inserido no projeto GreenTreat, ird estudar o tratamento
terciario de ARU domésticas, por blooms naturais de microalgas as escalas piloto e
laboratorial. O estudo ira avaliar a influéncia de dois TRHs, em duas estagdes do ano, a escala
piloto no sistema composto por reatores GreenDune®, instalados na ETAR da Quinta do
Lago, Algarve. Além disso, em laboratorio, sera realizado o tratamento terciario com bloom
natural suplementado com CO; a fim de aumentar a produtividade celular do sistema e,

consequentemente, a eficiéncia do tratamento.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo a otimizagdo dos parametros operacionais, de
cultivo e nutricionais (TRH e suplementagdo com CO;) no cultivo de blooms naturais de

microalgas para tratamento terciario de efluentes domésticos em escala piloto e laboratorial.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar o melhor TRH para tratamento de ARU por blooms naturais de
microalgas em reatores GreenDune® (escala piloto) em duas estagdes do ano
(verao e outono);

e Determinar quais as aplicagdes possiveis para a biomassa produzida no sistema de
cultivo a escala piloto, com vista a sua valorizagao;

e Melhorar, a escala laboratorial, a eficiéncia do tratamento terciario por um bloom

natural de microalgas recorrendo a suplementagao com COa.
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3. Material e Métodos

As experiéncias do presente estudo, realizado ao abrigo do projeto cientifico GreenTreat
(PTDC/BTA-BTA/31567/2017), desenvolvido pelo grupo de biotecnologia marinha,
MarBiotech, do Centro de Ciéncias do Mar da Universidade do Algarve (CCMAR), tiveram
inicio em julho de 2020 e finalizagdo em maio de 2021. O trabalho foi dividido em duas fases
experimentais (Figura 3): i) uma fase a escala piloto, onde recorrendo ao sistema de reatores
GreenDune® instalado na ETAR da Quinta do Lago (Algarve) (Figura 4a), foram testados
dois TRH (1 e 2 dias), em duas campanhas, uma de verdo (de 3 de agosto a 4 de setembro de
2020) e uma outra de outono (de 26 de outubro a 27 de novembro de 2020), que
corresponderam a 4 semanas de experiéncia cada (8 dias de adaptagdo e crescimento; 12 dias
de sistema em continuo); i) uma fase a escala laboratorial, onde foi testada, recorrendo a um
sistema de biorreatores bubble column (Figura 4b), a influéncia da suplementagdo de CO-
puro no cultivo/tratamento do mesmo efluente (secundario) utilizado no sistema piloto, em
diferentes quantidades de modo a entender o seu beneficio no tratamento em regime semi-
continuo. Para isso, foi realizado primeiramente uma experiéncia em descontinuo (batch), de
modo a entender quais as melhores condigdes de CO> a utilizar e qual a melhor taxa de
renovagao (TRH) em sistema semi-continuo.

Tanto na fase piloto como na fase laboratorial foram utilizados blooms naturais
constituidos por consorcios microalgais, criados a partir das espécies naturalmente presentes
no efluente utilizado. Assim, em cada uma das experiéncias existiram fases de adaptacdo dos

blooms aos sistemas, de aproximadamente 1-2 semanas.

Experiéncia de Verio R
(Agosto\Setembro,
) TRH 2d
‘ TRH 1d ‘
‘ TRH 24 ‘
qreen[r
e@J[
MARF® §;.§ ) @ ;
BIOCECH
Marine Biotechnology Group
CCMAR ‘
6 ml min' CO,
(Durante 1 min.)
Experiéncia em semi- )
continuo 12 ml min"! CO,
(M_arc;o, 2021) (Durante 1 min.)
. . 24 ml min” CO.
Figura 3- Desenho experimental do estudo (Ceretbilimts)
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Figura 4 - Sistema de reatores utilizado nas duas fases do estudo: A) Fase i), Sistema piloto de reatores GreenDune ®
instalados na ETAR Quinta do Lago; B) Fase ii) reatores Bubble column

3.1. Cultivo/tratamento em escala piloto

Para o cultivo das experiéncias em escala piloto, realizadas na fase 1), foi utilizada uma
linha de 3 reatores GreenDune®, de 480 L de volume til cada (totalizando 1440 L), ligados

em continuo, do sistema de reatores instalado na ETAR da Quinta do Lago (Figura 5).

Figura 5 - Esquema do sistema de reatores GreenDune® instalado na ETAR Quinta do Lago ao abrigo do projeto
GreenTreat (Cerqueira, 2020).

Para ambas as campanhas (verdo e outono), iniciou-se pela limpeza e adaptacao do bloom
ao sistema, utilizando o efluente de trabalho (efluente secundéario da referida ETAR),
bombeado a partir da entrada dos reatores BioFOR® em uso na ETAR, recorrendo a uma
bomba hidraulica submersivel (AquaFORTE, AF250). Apds esta limpeza, os reatores foram
cheios com o efluente a tratar e deixados adaptar naturalmente, as condi¢des atmosféricas,
durante aproximadamente 7 dias, mantendo o sistema em arejamento continuo com um
compressor de ar (AIRLAB, EV120). Apés 7 dias de adaptagdo, foi fixado o caudal de

entrada de forma a obter o TRH a testar (1 e 2 dias), respetivamente. Este caudal foi calculado
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a partir da razdo entre o volume dos reatores (V), de 1440 L (3 reatores de 580 L ligados
sequencialmente), e o caudal a utilizar (Q) (Equagdo 1), que define o caudal em L h'! de

entrada do sistema, que para 1 dia sera de 50 L h'! e para 2 dias de 25 L h'l.
TRH = 4 (D
Q

Ap6s adaptagdo e crescimento do bloom, em ambas as campanhas e para ambos os TRH
testados, foram realizadas amostragens de: efluente de entrada do sistema (E); efluente de
saida, ou seja, efluente tratado (T); biomassa sedimentada no tanque de sedimentacdo (BM) e
amostra dos cultivos dos 3 reatores ligados sequencialmente.
As amostras recolhidas serviram para analise didria dos seguintes pardmetros:
1) Concentragdo celular, obtida através de leitura por densidade otica, espectrofotometria
em leitor de placas de 96 pogos (Biotek, Synergy 4);

2) pH e temperatura, obtidas in situ através de sonda (Hanna instruments, HI 83141);

3) Concentrac¢do de nutrientes (N1, Pr, NH4*, NOs~; PO4*; CQO), através da utilizagdo de
Kits comerciais (Merck, Supelco), para as amostras E e T;

4) Solidos Suspensos Totais (SST), através de pesos secos.

A cada amostragem, a biomassa retirada do sedimentador foi centrifugada e armazenada a -20
°C para ser analisada, posteriormente de forma composta, quanto a sua composi¢ao proximal,
para cada TRH testado, em cada campanha (teor em lipidos, humidade, cinzas, proteinas,

hidratos de carbono e analise elementar de CHN) (Figura 6).
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| Fase Piloto ‘

Amostras recolhidas em
cada TRH de cada
campanha

Temperatura (°C); Temperatura (°C);
Densidade 6tica Densidade 6tica
« SST : ) (Concentragdo celular) (Concentragio celular);
-(P 50 scc0); Armazenamento (20 °C); Anélise proximal da BM: Nutrientes (Ng, Py NO3,
" Nurientes (N, Liofilizago; : i) +  Lipidos totais; NH,*, PO;, CQO);
Pr NOS-' NH, Maceragdo . mistura para DETEED GED + Cinzas; Anélise proximal da BM:
FO;,CQ0) cada experiéncia; (e * Proteinas; . Li.pidos totais;
Anlise proximal: ezl *  Hidratos de O sza's;
* Lipidos totais; carbono; * Proteinas;
* Cinzas; * Hidratos de carbono;
*  Proteinas;
* Hidratos de carbono;

Figura 6 - Esquema laboratorial das analises efetuadas para cada fase experimental. (E) amostra de Entrada; (T) amostra
de efluente Tratado; (BM) Biomassa recolhida; (R1) amostra do Reator 1; (R2) amostra do Reator 2; (R3) amostra do R3.

3.2. Cultivo/tratamento em escala laboratorial

O efluente, apoés tratamento secundario, recolhido na ETAR da Quinta do Lago, foi
previamente caracterizado, ao nivel da sua composi¢do em nutrientes ¢ pH, e inoculado em
biorreatores bubble column de 1 L de volume util (Figura 4B), suplementado com meio de
cultivo BG-11 diluido a 50 % e estabilizado durante aproximadamente 7 dias para produgdo
do bloom natural que serviu como indculo para as experiéncias em descontinuo e semi-

continuo.

3.2.1. Cultivo descontinuo (batch)

Ap0s estabilizagdo, o inoculo foi diluido a 30 % em efluente secundario, previamente
caracterizado e afinado a 20 mg L' (NH4"). Os cultivos foram realizados em reatores airlift
sob condigdes controladas de luz LED (105 pmol m? s!) e temperatura ambiente (aprox. 25
°C) com fotoperiodo de 12h:12h e arejamento constante promovido por bomba de ar (4 ml
min') (AIRLAB, EV120). O CO: puro (100%) foi injetado nas seguintes condi¢des: 12 ml
min’!, durante 1 minuto; e 12 ¢ 24 ml min’!, durante 2 minutos, a cada 60 minutos na etapa
clara da fotossintese. Para isso, recorreu-se a uma botija equipada com uma valvula solenoide,

ligada a um timer, que de 60 em 60 minutos da fase clara do fotoperiodo provocava a inje¢ao
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durante o tempo definido. As inje¢cdes foram realizadas através de pedras porosas para melhor
difusdo do gas no meio. Foi realizado um cultivo sem adi¢do de CO., que serviu de controlo.
As experiéncias foram conduzidas em duplicado, sendo realizadas até a fase estacionaria de
crescimento (aproximadamente 12 dias) e diariamente recolhidas amostras para avaliagdo da
concentragdo celular e monitorizagdo do pH das culturas. O volume foi diariamente ajustado
com adicdo de 4gua destilada esterilizada, devido as perdas por evaporacao.

Através da curva de crescimento obtida, calculou-se o TRH mais adequado ao sistema
através do modelo de Verhulst (Equacdo 2). Este relaciona a concentragdo de biomassa no
tempo (X), com a sua concentragdo inicial (X;), com o maximo de concentragdo alcangada
em batch (X,,) e com a taxa de crescimento especifico (n) (h'). A partir deste calculo é
determinada a taxa de crescimento especifico (u) (h'!), obtendo-se através da equagio 3 a taxa
de renovagdo diaria (8), ou seja, o TRH minimo para prevenir washout da biomassa nos

reatores (Equacao 3) (Ruiz et al., 2013).

Xo * X, * eMt

X = 2

1

Omin. = TRH

(3)

X — concentragio de biomassa obtida no instante t (mg L™%);
X, — concentracio de biomassa inicial (mg L™1);
X,, — concentracio de biomassa maxima atingida em batch (mg L™1);
I — taxa especifica de crescimento (h™1);
TRH — Tempo de Retencgio Hidraulico (d);
0,.in — taxa de renovagio diaria (L d~1)

3.2.2. Cultivo semi-continuo

Apds determinagdo do TRH a utilizar em cultivo semi-continuo (6), a partir do
modelo de Verhulst (em 3.2.1), deu-se inicio ao cultivo nos mesmos reatores e condigoes, a
excecdo das condigdes de injecdo de COs. A injecdo de CO; foi feita em duplicado, onde
perante os resultados obtidos no cultivo em batch e os calculos realizados, com base no
modelo de Verhulst, se percebeu que as melhores condi¢des a testar seriam de 6; 12 e 24 ml
min!, durante 1 minuto a cada 60 minutos, na etapa clara da fotossintese.

Diariamente, neste cultivo foram avaliados o pH e concentracdo celular. Para o tempo
determinado pelo melhor TRH (definido em 3.2), foi feita uma renovacao diaria do efluente, a

uma taxa de 1/TRH L d'! (Equagéo 3). O volume recolhido a cada renovagio foi utilizado para
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analise de nutrientes (N1, Pr, NHs*, NOs; PO4*"; CQO), através de kits comerciais (Merck,
Supelco), e para observagdo ao Microscopio Otico Composto (MOC) (Motic BA-310) para
avaliagdo da variagdo e qualidade do consoércio de microalgas presente na cultura.
Posteriormente, armazenou-se e foi liofilizada, a biomassa obtida, para analise composta da

sua composi¢ao proximal (descrito em 4.3.3).

3.3. Anélise laboratorial das amostras

3.3.1. Concentracio de biomassa e pH

Para ambas as experiéncias (3.1 e 3.2) foram medidas as densidades oticas (DO) como
método para interpolagdo da concentragio celular dos cultivos em g L'!. A anélise realizou-se
através de uma curva de calibracdo, para cada experiéncia, que relaciona o peso seco
(concentragdo em g L!) e densidade 6tica (750 nm) determinada em leitor de placas (Figura
7).
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Figura 7 - Curvas de Calibragdo para obtengdo da concentragdo de biomassa (g L) através de densidade ética (DO), (A)
para a experiéncia em piloto (3.1) e (B) para a experiéncia em escala laboratorial (3.2).

Para a obtengdo das curvas foram utilizadas amostras dos inoculos iniciais apos
adaptacdo, onde se realizaram dilui¢des de 1 a 10 vezes. Estas foram filtradas em membranas
de acetato de celulose (0,45 um), anotando o volume filtrado (ml) e colocadas a secar, em
estufa, a 100 °C (BINDER, ED115), durante a noite. Apds a secagem, foram colocadas em
exsicador durante 20 min e pesadas numa balanga analitica (AND, GH-202, d=0,01/0,1 mg).
Recorrendo as mesmas amostras, estas foram lidas em leitor de placas de 96 pogos a 750 nm,
de modo a correlacionar a concentragdo em g L!, obtidas a partir dos pesos secos (Equagdo

4), com a densidade otica. Todas as medicdes realizadas foram feitas em triplicado.

24



Apobs a obtencdo das equacdes das respetivas curvas de calibracdo (y = 1,0177x -
0,0596; y = 1,0177x - 0,0596) foi possivel ao longo das experiéncias a partir da medigao
diaria da DO de cada amostra, ou seja, da sua absorvancia a 750 nm (x), interpolar a respetiva
concentragdo (y) (g L.

Quanto ao pH, o mesmo foi determinado através de uma sonda (Hanna instruments,
HI 83141), utilizada, também, para medir a temperatura dentro dos cultivos realizados em

escala piloto outdoor (3.1).

C — concentracio de biomassa obtida através de peso seco (g L™1),
m — massa de biomassa seca obtida (g)

V — volume de amostra filtrado (ml)

3.3.2. Analise do efluente e da dgua tratada

Na analise das amostras de efluente de entrada (E) e tratado (T), em ambas as
experiéncias (3.1 e 3.2), foram realizadas andlises de nutrientes, através de Kits comerciais
(Merck, Supelco), para: Amonia (NH4"); Nitratos (NO3°); Azoto total (N1); Caréncia Quimica
de Oxigénio (CQO) e Fosfatos (PO4>") e do método do acido ascorbico para Fosforo total (P),
de modo a calcular as taxas de remoc¢ao de cada tratamento.

Os Solidos Suspensos Totais (SST), foram determinados para a experiéncia 3.1,
através da filtracdo por membranas de acetato de celulose (0,45 um), onde foram filtrados 50
ml de amostra, em triplicado, e colocadas a secar, em estufa a 100 °C (BINDER, ED115),
durante a noite. Apds a secagem, foram colocadas em exsicador durante 20 min e pesadas
(AND, GH-202, d=0,01/0,1 mg). Sendo assim possivel, por diferenca de massas (g) e
dividindo pelo volume de amostra (L), obter a concentragio de SST (g L'') nas amostras

(Equacao 4).

3.3.3. Composicdo da biomassa microalgal

A biomassa microalgal produzida e recolhida, tanto na experiéncia 3.1 como em 3.2,
foi centrifugada em tubos de centrifuga de 50 ml, a 5000g, durante 5 min, a temperatura

ambiente (aproximadamente 25 °C) (ThermoScientific, Heraeus Megafuge 16R) e
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armazenada a -20 °C, de modo a ser liofilizada (Telstar, LyoALFA). Apés a liofilizagdo,
macerou-se em amostras compostas pelas biomassas recolhidas diariamente para cada TRH
testado, com o objetivo de proceder a sua andlise bioquimica (contetido em lipidos totais,
proteinas, hidratos de carbono e cinzas) e elementar para Carbono (C), Hidrogénio (H) e

Azoto (N).

3.3.3.1. Lipidos totais

O contetdo em lipidos totais das diferentes biomassas foi quantificado pelo protocolo
descrito por Bligh e Dyer et al. (1959). O mesmo baseia-se na extracdo de lipidos, apds lise
celular e extragdo com uma mistura de metanol, cloroféormio e dgua (Equacdo 4). Para a
andlise foram utilizados tubos de pesagem de 1 ml, previamente secos a 60 °C, durante 2
horas e de seguida colocados em exsicador (20 min.) e pesados/tarados (mg) em balanca de
precisdo (P;). Em tubos de extracdo com rosca pesou-se cerca 30 mg de biomassa seca
(Mpiomasse) € adicionou-se 0,8 ml de dgua destilada, deixando a amostra amolecer durante
cerca de 20 minutos. Apds este tempo executaram-se vdrias etapas, todas elas no interior da
camara de extracdo e de forma sequencial: 1) adicdo de 2 ml de metanol e 1 ml de
cloroféormio; 2) homogeneiza¢do, em banho de gelo, durante 60 segundos em Ultraturrax
(IKA®, TI18 digital ULTRA TURRAX®); 3) adi¢do de 1 ml de cloroformio e
homogeneizagdo, em banho de gelo, durante 30 segundos em ultraturrax; 4) adi¢ao de 1 ml de
agua destilada e nova homogeneizacido durante 30 segundos. Ap0s estas etapas de adi¢do dos
componentes, seguiu-se novamente em conjunto, a centrifuga¢do das amostras a 2500g,
durante 10 minutos, a temperatura ambiente, para separacdo das fases. De seguida, com uma
pipeta de Pasteur extraiu-se a fase de cloroférmio para tubos de extragdo vazios, de onde se
pipetou um volume conhecido (Viioro formio evaporado)> N0 maximo 700 pl, para os tubos de
pesagem. Posteriormente, estes foram colocados em banho seco (60 °C) (VWR, Digital
Heatblock) durante a noite, de modo a evaporar todo o cloroférmio, e pesados no dia seguinte,
ap6s 20 minutos no exsicador, de modo a determinar o seu peso final (Pr). Apos a evaporagdo
do cloroférmio dos tubos de pesagem, o unico residuo que permanece nos tubos de pesagem
sdo os lipidos totais extraidos. Desta forma, a partir do volume de cloroférmio evaporado, do
volume total utilizado no protocolo (2 ml), da massa de biomassa adicionada e da diferenca de
peso obtida antes e ap0Os a evaporacdo do mesmo, € possivel calcular a percentagem de lipidos

totais presentes na amostra (Equacao 5).
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(Pf - Pi) X Vcloroformio total

% .
cloroformio evaporado x 100 (5)

Lipidos totais (%) =

Mpiomassa

(Pf - P,-) — diferenca de peso dos tubos de pesagem antes e ap0s a extracio (mg),
Vcioroformio totat — Volume de clorof6rmio utilizado no protocolo (2 ml)
V cioroformio evaporado — volume de cloroférmio pipetado para os tubos de pesagem (méx.0,7 ml)

Mpiomassa — Massa de biomassa utilizada na analise (mg)

3.3.3.2. Proteinas

De modo a quantificar o contetido em proteinas e em hidratos de carbono da biomassa
obtida, foram previamente realizados para ambas as andlises, extratos a partir da biomassa
seca obtida apds liofilizagdo. Para preparagdo dos extratos, pesou-se 5 mg de cada amostra
(em triplicado) em tubos eppendorf de 1,5 ml, onde se adicionou microesferas de vidro
(glassbeads) até perfazer 0,5 ml e 1 ml de dgua destilada. De seguida, levaram-se os tubos a
agitar em moinho horizontal (Retsh, MM 400), durante 5 min a 30 Hz, para induzir lise
celular e extrair os conteudos intracelulares a analisar. Apos este processo, o sobrenadante foi
retirado, com a ajuda de uma micropipeta, para tubos Falcon de 15 ml e aferidos com agua
destilada até 10 ml.

Para a andlise de proteinas, foi utilizado o método descrito por Lowry et al. (1951),
que se baseia na absor¢do a 750 nm, de um composto azul-acinzentado produzido a partir da
mistura, contendo molibdato, tungstato e acido fosforico (reagente de Folin-Ciocalteau), que
se reduz ao reagir com as proteinas, na presenca do catalisador cobre (II). Para a quantificagao
da concentracdo de proteinas, realizou-se uma curva de calibracdo (y = 555,25x + 4,8444),
tendo como padrao Albumina Soro de Bovino (BSA) (Figura 8). Para a realiza¢do da curva
preparou-se uma solugdo stock de 2 mg ml! de BSA (0,4 g de BSA colocado a secar em
estufa a 60 °C, durante a noite, em 200 ml de agua destilada), onde a partir desta se diluiu para
as seguintes concentragdes (5, 10, 20, 40, 80, 120, 160, 200, 300 ¢ 400 ug ml!'. De seguida,
procedeu-se a realizagdo do protocolo utilizando as solugdes de diferentes concentragdes

como amostra.
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Figura 8 - Curva de calibragdo (BSA) para método Lowry et al. (1951).

O protocolo foi realizado em triplicado, incluindo um branco realizado com agua
destilada. Para a realizagdo do método utilizou-se tubos de vidro com tampa de rosca, onde se
adicionou 0,5 ml de amostra (extrato) e 0,5 ml de NaOH 1IN, seguindo-se a colocagdo,
durante 5 minutos, em banho-maria a 100 °C e o seu arrefecimento em banho de gelo por 10
minutos. Adicionou-se 2,5 ml da solugdo C (50 ml de solu¢do a 5 % de Na,COs3 e 2 ml de
solugdo de 0,5 % de CuS04.5H,0 em 1 % de tartarato de sodio e potassio), seguindo-se de
agitacdo. Apos esta adi¢do, os tubos foram mantidos em repouso por 10 minutos, seguindo-se
a adicao de 0,5 ml da solugdo de Folin-Ciocalteau a IN e a colocagdo dos mesmos no escuro
durante 30 minutos. Concluido o tempo anterior, as amostras foram lidas em
espectrofotometro de placas a 750 nm. Todos os passos foram realizados tendo em atenc¢ao o
tempo, de forma que todas as amostras respeitem o tempo de repouso e de escuro.

Apds a leitura das absorvancias a 750 nm, estas foram substituidas na curva de

calibragdo (x) realizada de modo a determinar o valor de concentragdo das proteinas soluveis,

em pg ml'(y).

3.3.3.3. Hidratos de carbono

Para a realizacdo da analise de hidratos de carbono, foi utilizado o método descrito por
DuBois et al. (1956), que se baseia na produ¢do de um composto amarelo-alaranjado, de
absor¢do maxima de 488 nm, produzido a partir da reacdo dos hidratos de carbono e os seus
derivados com fenol e acido sulfurico concentrado. Para esta analise, foi realizada uma curva
de calibracdo (y = 0,0041x - 0,0078), utilizando como padrdo a glicose (Figura 9). Para a

elaboragdo da curva preparou-se uma solugio stock de 1 mg ml™! de glicose (0,5 g de glicose
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colocada a secar em estufa a 60 °C, durante a noite, em 500 ml de dgua destilada), onde a
partir desta se diluiu para as seguintes concentragdes (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 pg ml™).
De seguida, procedeu-se a realizagdo do protocolo utilizando as solu¢des de diferentes

concentragdes como amostra.
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Figura 9 - Curva de calibragdo (glicose) para método DuBois et al. (1956).

O protocolo foi realizado em triplicado, incluindo um branco realizado com agua
destilada. Para a realizagdo do método utilizou-se tubos de vidro com tampa de rosca, onde se
adicionou 1 ml de amostra (mesmo extrato utilizado para a determina¢do do conteudo de
proteinas em 3.3.3.1) e 1 ml da solucdo de fenol a 5 %, agitando. De seguida adicionou-se,
recorrendo a um dispensador (EASY 20R+), 5 ml de H2SO4 a cada tubo, agitando por
inversdo com bastante precaugdo. Seguindo-se a colocagdo em repouso durante, exatamente,
10 minutos. Apos este tempo, os tubos foram resfriados em banho de gelo por 20 minutos, de
modo a interromper a rea¢do. Finalmente, recorrendo a um fotoémetro (Macherey-Nagel, PF-
12 Plus) as amostras foram lidas, no interior dos mesmos tubos, a 460 nm, sendo este o
comprimento de onda para a cor amarela.

Ap6s a leitura das absorvancias (x), estas foram substituidas na curva de calibragdo (y
=0,0041x - 0,0078), realizada de modo a determinar o valor de concentragdao de hidratos de
carbono, em pg ml! (y). Todos os passos foram realizados tendo em atengdo o tempo, de

forma que todas as amostras respeitem o tempo de repouso/reagao.
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3.3.3.4. Cinzas e Humidade

Conforme a Association of Official Analitical Chemists - AOAC (2000), realizou-se os
métodos para determinacdo da percentagem de humidade e cinzas.

A biomassa seca foi determinada a partir da diferenca de massa (mg), de
aproximadamente 50 mg de biomassa liofilizada inicial, colocada a secar a 100 °C em
cadinhos de porcelana, numa estufa de secagem (BINDER, ED115). Previamente, colocou-se
durante 12h na estufa a 100 °C. De seguida foram deixados a arrefecer (20 min.) em
exsicador e pesados numa balanga analitica, para a determinagdo da sua tara. ApoOs este
procedimento, pesou-se cerca de 50 mg de biomassa liofilizada, anotando-se o valor (mg),
colocou-se a secar na estufa a 100 °C até estabilizar o seu peso (peso seco). Desta forma,
através da diferenca de massas (massa inicial e massa final/seca) ¢ possivel obter-se a
percentagem de biomassa seca em cada amostra analisada (Equagdo 6). Sendo esta analise
feita em triplicados analiticos, servindo a percentagem final para o desconto nas restantes
analises (Equacdo 7) onde se considera apenas a massa correspondente a biomassa seca (sem

humidade).

mg x 100 (mgy —me) X 100

m; m;

(6)

Biomassa seca (%) =

Mpediaa X Biomassa seca (%)
100

(7)

Biomassa seca deduzida (mg) =

Biomassa seca — massa de biomassa seca determinada apds processo de secagem (mg)
Biomassa seca deduzida — massa de biomassa seca deduzida apds calculo, para cada analise (mg)
my,, — massa final medida apds o processo de secagem, ou seja, massa do cadinho mais biomassa (mg)
m, — massa/tara do cadinho vazio (mg)

m; — massa de biomassa ap6s o processo de secagem (mg)

m; — massa de biomassa inicial colocada no processo de secagem (mg)

Mypedida — Massa de biomassa utilizada para cada anélise (mg)

Quanto a andlise para determinagdo da percentagem de cinzas, os cadinhos foram
previamente numerados e colocados durante 15 min. a 560 °C, em forno mufla (JP-
SELCTA®, SEL-HORN “R-8 L”), deixados arrefecer (20 min.) em exsicador e
tarados/pesados em balanca de precisdo. De seguida, utilizando a mesma biomassa restante do
processo de humidade (cerca de 50 mg de biomassa liofilizada) colocou-se de novo na mufla
a 560 °C, durante 8 horas, para queimar toda a matéria organica presente na amostra de

biomassa. De seguida, sdo postos a arrefecer até a temperatura ambiente, em exsicador e
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pesados. Desta forma, sabendo a massa inicial de biomassa pesada (m;), que corresponde a
biomassa final obtida no processo de humidade, a tara do cadinho (m,) e a massa final de
biomassa apés a queima (my), determina-se a quantidade de cinzas que restou, considerando

que a 560 °C apenas restam cinzas e que toda a matéria organica ¢ degradada (Equacao 8).

me x 100 (mgp —mg) x 100

Ci %) =
inzas (%) m m

(8)

m, — massa/tara do cadinho vazio (mg)
m; — massa de biomassa ap6s o processo de queima (mg)
m; — massa de biomassa inicial colocada no processo de queima (mg)

my,, — massa final medida apds o processo de queima, ou seja, massa do cadinho mais cinzas (mg)

3.4. Anélise estatistica dos dados

Os dados de composi¢cdo da biomassa obtidos na experiéncia piloto, assim como os de
composi¢do da biomassa da experiéncia laboratorial, foram comparados e as diferengas
significativas obtidas através da andlise de varidncia ANOVA, em software Statistica 7,
usando o teste de Tukey, a 95 % de confianca. Quanto aos dados de remog¢ao de nutrientes da
experiéncia piloto, por ndo apresentarem distribuicdo normal, foram comparados através do

mesmo sistema informético e do teste de Mann-Whitney, também a 95 % de confianca.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Experiéncia piloto

4.1.1. Tratamento de ARU

Apos a estabilizagdo da concentracdo de biomassa no interior dos reatores, realizada
para cada TRH, cada experiéncia teve uma duragdo de 12 dias de cultivo em continuo, em
ambas as campanhas (verdo e outono). Através das amostras recolhidas de cada reator
GreenDune (R1, R2 e R3), ligados em continuo, foi possivel, analisar varios fatores. Entre
eles, a temperatura (°C) e pH, medidos in loco no interior dos reatores, € a concentracdo de
biomassa, medida a partir de amostras recolhidas dos mesmos.

Através de dados obtidos pelas estacdes meteoroldgicas do IPMA, da zona de Faro, ¢
possivel denotar o aumento de temperatura do ar no verao (Tmin. 20,0 °C — Tmax. 29,6 °C) em
relacdo a estagcdo de outono (Tmin, 13,7 °C — Tmax. 20,0 °C), assim como a existéncia de um
maior fotoperiodo e intensidade luminosa associados a estagdo de verdo (IPMA, 2021).
Contrariamente, no outono fez-se notar um periodo de elevada precipitagdo e desta forma um
maior ensombramento (Figura 10). As microalgas, em geral, proliferam melhor em
temperaturas inferiores a 30 °C (Suali and Sarbatly, 2012). No entanto, sendo esta experiéncia
em bloom natural, o consércio existente consegue adaptar-se a temperaturas ligeiramente mais
elevadas (34 °C), ndo acontecendo o mesmo a temperaturas demasiado baixas (15 °C), assim
como a fatores como menor fotoperiodo e menor intensidade luminosa (Figura 11). Este facto
¢ verificado a partir dos dias 10 e 11 da campanha de outono, onde na presenca de
temperatura mais baixa (aproximadamente 15 °C) levou a uma produ¢do de biomassa mais

baixa, entre 3,2 € 9,8 mg L'! (Figura 11 e 12).
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Figura 10 - Dados de precipitagcdo acumulada diaria (mm), durante a campanha de outono, para o TRH 1 e 2d.
Meédia mensal de precipitagdo indicada pela linha azul (Adaptado de IPMA, 2021).
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Nos graficos A e B da figura 11, sdo apresentados os valores de temperatura medidos
no interior dos reatores para as duas campanhas (A e B), onde se verifica a diferenca de
temperatura entre as mesmas, sendo superior no verdo tal como a temperatura do ar (Figura
11).

A partir dos graficos A e B da figura 12, correspondentes aos dados de concentracdo de
biomassa obtidos para as duas campanhas (verdo e outono, respetivamente), ¢ possivel
denotar uma diferenca significativa (p<0,05) entre as concentragdes médias de biomassa
medidas no interior dos reatores nas duas estagdes do ano (verdo: 35,9 + 0,01 mg L*!; outono:
9,8 + 4,51 mg L. Este facto deve-se a diversos fatores, entre eles, os fatores meteorologicos
associados as condigdes de cultivo, enunciados anteriormente, como a temperatura, o
fotoperiodo e a intensidade luminosa, que foram bastante superiores na campanha de verdo
(Richmond, 2004; Suali & Sarbatly, 2012). Contudo, também, a composi¢do do efluente a
tratar ¢ um fator que diferencia a concentracdo de biomassa no interior dos reatores, entre as
duas estagdes, uma vez que, no verdo existe um maior numero de residentes afetos a ETAR
em causa, tal como se verifica através do aumento de caudal tratado pela ETAR no més de
Agosto (Figura 13). Este facto faz com que a concentracdo de nutrientes, principalmente
NHa4*, a entrar no sistema seja superior e, desta forma, as microalgas tenham tido uma maior
multiplicagdo e crescimento. Entre TRH, a concentragdo de biomassa (Figura 12) ndo
apresenta diferencas significativas (p>0,05), tanto na campanha de verdo como na de outono,
tendo como justificacdo a baixa diferenga de reten¢do que existe entre os mesmos, tendo
conseguido o sistema comportar-se de forma idéntica no seu crescimento. Este crescimento,
relativamente ao que ¢ comum em cultivo microalgal denota-se de concentragdes bastante
mais baixas (Razzak et al., 2013), tendo como justificacdo a dificil determina¢do das mesmas

devido aos biofilmes formados no interior dos reatores, na analise de densidade 6tica. Nesta
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Figura 11 - Temperatura média(°C) medida no interior dos reatores, na campanha de (A) verdo e (B) outono, onde (V1)
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analise, os biofilmes, ao formarem aglutinagdes celulares, fazem com que o laser do

equipamento, ao ultrapassar a amostra, encontre uma barreira, influenciando os resultados.
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Figura 12 — Volume de efluente tratado pela ETAR da Quinta do Lago no ano 2020 (ADA, 2021).

No tratamento em causa, o consorcio composto por microalgas e bactérias, deveria
equilibrar o pH, para valores entre os 7 — 9, pois as bactérias ao consumir matéria organica
produziriam CO:> para o consumo pelas microalgas. Contudo, verifica-se através dos dados
obtidos apresentados nos graficos A e B da figura 14, valores de pH entre os 9,0 — 10,5
(Figura 14A e 14B), ligeiramente acima dos valores Otimos para o crescimento das
microalgas, pH 7 — 9 (Pandey et al., 2013). Sendo as concentracdes de CQO, medidas no
efluente de entrada, baixas, faz-se denotar a baixa presenca de matéria organica no mesmo,
fazendo com que o consdrcio seja dominado por microalgas ao contrario do que acontece com

as bactérias. Esta dominancia provoca no meio uma caréncia de CO», devido ao consumo

34



deste gés ser superior, pelas microalgas, a producdo por parte das bactérias, aumentando o pH
do meio (Acién et al., 2006). Estes dados de consumo de CO> explicam o crescimento das
microalgas, numa fase inicial, uma vez que dominam o consoércio, consumindo CO> acima do

produzido pelas bactérias, sendo este limitado ao longo do restante cultivo.
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Figura 14 - pH médio medido no interior dos trés reatores nas campanhas de (A) verdo e (B) outono, onde (V1) campanha
de verdo TRH 1d; (V2) campanha de verdo TRH 2d; (O1) campanha de outono TRH 1d; (O2) campanha de outono TRH
2d.

Perante os graficos das figuras 15 e 16, onde se apresentam as concentracdes de
nutrientes presentes no efluente testado a entrada do sistema piloto (E), e do efluente tratado
(T), medidas em cada dia ao longos das experiéncias, denota-se um cumprimento, em grande
maioria, dos parametros legais (VLE) admitidos para a descarga de ARU da referida ETAR
(Figura 15 e 16). Isto, pois, as concentracdes da maioria dos nutrientes encontram-se abaixo
dos VLE (delimitados a vermelho nos graficos).

Em relacdo as concentragdes de N total, detalhadas nos graficos A e B da figura 15,
verifica-se que estas sdo semelhantes em ambas as campanhas, a excecdo do TRH 1d na
experiéncia de outono. Nesta experiéncia (outono TRH 1d) foi onde foram obtidos o maior
nimero de medi¢des acima do VLE imposto para este nutriente (15 mgL™'). Tendo na
campanha de verdo, o TRH 1d apresentado valores de Nt no efluente tratado abaixo do VLE,
as mais baixas de entre as quatro experiéncias, apesar de apresentar a maior concentragao na
entrada, demonstrando assim a eficicia do sistema testado para a remog¢ao deste nutriente.

Quanto a amoénia, denota-se uma elevada concentragdo deste nutriente no efluente de
entrada, na campanha de verdo, para ambos os TRH, em relagdo a campanha de outono
(Figura 15C e 15D). No entanto, apesar da entrada de concentragdes elevadas de NH4" no

sistema na campanha de verdo, apos tratamento, a concentracdo deste no tratado encontra-se
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abaixo dos VLE, mostrando assim que o sistema consegue remover a amonia mesmo que em
elevadas concentragdes (Figura 15C).

Ao observar-se os graficos das concentragdes de N ¢ NH4* (Figura 15 A-D), verifica-
se uma diferenca significativa entre os valores do efluente a tratar entre estagdes. Sendo que
na campanha de verdo (Figura 15A e 15C) estes apresentaram maior concentracdo devido,
provavelmente, ao aumento sazonal da populagdo residente na area afeta a ETAR. Os
volumes de efluente tratado pela ETAR, confirmam esta hipdtese, devido a um maior caudal
no més de Agosto (Figura 13).

Quanto a concentragdo de NOs3", a mesma, para a campanha de verdo em ambos os
TRH, encontra-se abaixo dos VLE indicados na licenca de descarga da ETAR da Quinta do
Lago(50 mg L!), para o efluente a entrada, durante este periodo. Contudo, a partir da figura
15E, verifica-se a capacidade de fixagdo deste nutriente por parte do consorcio, embora em
baixa quantidade, preferindo as microalgas o consumo de N na forma de amonia, pois, hd um
gasto energético para o consumo de NOj; (Barsanti e Gualtieri, 2014). Na campanha de
outono verifica-se uma elevada concentra¢do de NO3™ no efluente a entrada, superior em mais
de 50 % em relagdo ao verdo, que pode ter ocorrido devido a elevada precipitagdo ocorrida
neste periodo. Isto, pois, a lixiviagdo de compostos fosfatados e de nitratos associados, por
exemplo, a fertilizagdo dos campos de golfe e espacos envolventes a ETAR, para a rede de
saneamento faz com que estas concentracdes possam aumentar no sistema de tratamento
(Figura 15F). Pela mesma razdo, observa-se uma elevada concentragdo de fosfatos para a
campanha de outono (Figural6B). Para PO4*" ndo existem VLE, no entanto observa-se que o
sistema ¢ eficaz na sua remogdo, pois as concentragdes de tratado sdo inferiores as
concentragdes de entrada (Figura 16A e 16B). Esta remocao justifica-se pela necessidade de
as microalgas usarem PO4* para a produgdo de ATP, usado, por exemplo, na conversdo de
NOs™ para NH4", como na produgio de elementos celulares e no seu crescimento (Barsanti e
Gualtieri, 2014).

No que diz respeito ao fosforo, observa-se a homogeneidade entre campanhas, nao
existindo grande variabilidade entre TRH. No entanto, nas duas campanhas, todas as
concentragdes do efluente a tratar encontram-se abaixo do VLE (10 mg L), a exceg¢do do 8°
dia de outono para TRH 1d, devido a uma inconformidade no sedimentador secundério da
ETAR, fazendo com que os SST aumentem no efluente, acompanhados de um aumento de P e
matéria organica demonstrado pelo CQO (Figura 16 C-F). Apesar dos valores de P se

encontrarem abaixo dos VLE, a sua sintese torna-se importante para a valorizagdo da
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biomassa produzida, pois este nutriente ¢ essencial para o seu metabolismo, principalmente na
sintese de fosfolipidos, de proteinas e dcidos nucleicos (Rawat ef al., 2011).

O CQO, embora ndo seja um nutriente, as suas concentragdes indicam a quantidade de
matéria organica presente no efluente, capaz ser oxidada. Desta forma, verifica-se, a partir dos
graficos E e F da figura 16, que apenas existiu uma entrada de maior quantidade de matéria
organica nos primeiros quatro dias da campanha de verdo. Nos restantes dias, incluindo a
campanha de outono, os valores foram baixos, a exce¢do do dia 10 que obteve uma
concentragdo de 1060 mg L', devido a uma falha no sedimentador secundario da ETAR.
Quanto as concentragdes de CQO no tratado, estas foram superiores ao VLE (125 mg L) na
grande maioria dos casos durante a campanha de verdo, devido a maior presenca de células no

sistema e a fraca retencdo de SST no sistema de sedimentacdo (Figura 16E e 16F).
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Através das taxas de remocao, espelhadas na figura 17, é possivel verificar que, em
ambas as campanhas, existiram remogdes de nutrientes, entre os 30 — 91 %, segundo as
medianas observadas (Figura 17). Perante a distribuicdo dos dados, consideraram-se as
medianas, sendo estes os valores mais representativos da amostra.

Quanto a remocgao de Nt no verdo, foi de 64,2 %, para TRH 1, e de 38 %, para TRH 2,
sendo esta diferenca significativa (p<0,05). Comparativamente, com outros estudos ja
realizados em culturas monoalgais, estas taxas sdo bastantes promissoras, uma vez que 0s
TRH testados nestes trabalhos (10d a 28d) sao muito superiores as do nosso estudo, para taxas
de remogao proximas (52 %) para TRH 20, pela espécie C. vulgaris (Abou-Shanab et al.,
2013). No outono, as taxas de remoc¢do de Nt ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0,05), sendo de 27,4 %, para TRH 1, e 44,2 %, para TRH 2. Em comparacdo com o estudo
de Wang et al. (2014), onde apresenta taxas de remogao entre 46 — 93 % para TRH entre 12 a
28 dias, o nosso sistema ¢ eficaz pois ¢ possivel com um TRH de 2d remover perto deste
valor minimo. Ainda, em relagdo a taxa de remog¢ao de N, esta teve diferencas significativas
(p<0,05) entre campanhas, para o TRH 1d, onde foi superior no verdo (64,2 %) em relagdo ao
outono (27,4 %).

Para o P total as taxas de remocgdo, no verao, nao foram significativamente diferentes
entre TRH (p>0,05). No outono, estas apresentam valores de mediana mais elevados, 87,8 %
para TRH 1 e 91,6 % para TRH 2, ndo existindo, também, diferencas significativas entre TRH
(p>0,05). Contrariamente, existiram diferencas significativas (p<0,05) entre estacdes, sendo
as taxas de remocdo mais elevadas no outono, em ambos os TRH. Comparativamente, com os
estudos referidos anteriormente em TRH 20, com a espécie C. vulgaris, onde a taxa média ¢
de 57 %, a remogao de P total ¢ bastante favoravel, pois apresenta num s6 dia uma taxa média
aproximada da referida por Abou-Shanab et al. (2013).

A NH4", no outono para o TRH 1d, foi o nutriente com maior taxa de remogao (89,5
%) nao acontecendo o mesmo no TRH 2d da mesma campanha, que foi a menor taxa de
remog¢ao comparativamente ao verdo. Esta diferenga pode ser explicada pela diferenca de pH,
sendo no verdo mais baixo. Para valores mais baixos, a amoénia encontra-se mais
biodisponivel para as microalgas, uma vez que ndo se d4 a reacdo acido-base que poderia
levar a volatilizacdo da amonia na forma de NH3 (Morales-Amaral et al., 2015).

O NOs™ apresenta taxas de remocao para o verao de 33,7 %, TRH 1, e 51,3 %, para
TRH 2; 30,6 %, TRH 1, e 33,7 %, TRH 2, no outono, existindo apenas diferengas

significativas entre estacdes, sendo superior no verdo em ambos os TRH (p<0,05). Estes
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valores explicam-se pela preferéncia das microalgas pela amoénia em vez de nitratos
(Maestrini et al., 1986; Abdelaziz et al., 2013).

Quanto aos PO4*, as taxas de remogdo sdo de: 81 %, para TRH 1, ¢ 64,3 %, para TRH
2, de verdo; 83,5%, para TRH1 e 33,7 %, para TRH 2 de outono. Estas apresentam diferencas
significativas entre TRH para a campanha de outono e entre estagdes para o TRH 1, onde sdo
superiores no TRH 1, para ambas as campanhas. Apesar de ndo existir valor minimo para
descarga, estas remogoes sdo benéficas para a valorizagdo da biomassa, uma vez que as
microalgas usam o P dos fosfatos para produzir ATP, para produgdo de lipidos e constitui¢ao
celular (Miyachi et al., 1964).

Desta forma, verifica-se que o sistema, tanto em condigdes de verdo (Tmin. 20,0 °C —
Tmax. 29,6 °C; 0,0 mm de precipitagio média mensal) como de outono (Tmin. 13,7 °C — Tmax.
20,0 °C; 10,09 mm de precipitagdo média mensal) (IPMA, 2021), para ambos os TRH

testados, ¢ capaz de remover os nutrientes presentes nas ARU.
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Através dos dados de SST (mg L") medidos para o efluente, a entrada e tratado, em
ambas as campanhas e TRH, verifica-se, através dos graficos da figura 18, que para a
campanha de verdo, devido a maior concentragdo de biomassa no sistema, a presenca de SST
a saida ¢ superior a de entrada do sistema. Este facto mostra uma ineficiéncia do sistema de
sedimenta¢do acoplado ao sistema de reatores GreenDune®. Contudo, no outono, esta
diferenga, entre a concentragdo de SST, de entrada e de saida, torna-se inferior, devido a mais
baixa concentracao de biomassa no interior dos reatores, associada, em parte, a dilui¢do do
efluente pelos eventos pluviais feitos sentir durante a campanha (Figura 18).

A diferenca da concentracdo de SST no efluente tratado entre campanhas podera,
também, estar relacionada com a formacdo de biofilmes, nas diferentes esta¢des, que
promovem a fixagdo da biomassa. Estes ocorrem devido & variacdo das condigdes de
temperatura, intensidade luminosa, pH, concentragdo de nutrientes e de matéria organica, que
pode provocar alteragdes no consorcio entre as espécies de microalgas e bactérias (Rolim,
2014). Por conseguinte, a variacdo da composicdo do consoércio pode ser mais ou menos
propicia a formacao de biofilmes, dependendo do tipo de espécies predominantes (Bower et
al., 1996; Chmielewski e Franl, 2003; Rolim, 2014). A partir dos graficos A e B da figura 18,
verifica-se uma menor retengdo de SST para o TRH 2d, em comparagdo com o TRH 1, na
estacdo de verdo, podendo ser justificada pelo menor aporte de matéria organica para esta
experiéncia/TRH, verificada a partir do grafico E da figura 16. Neste grafico ¢ notoria a
menor concentragdo de CQO no efluente a tratar. Deste modo, uma menor concentragdo de
matéria organica, aliada as condigdes abidticas, leva a uma menor concentragdo de espécies
bacterianas, o que pode influenciar a composi¢do do consoércio existente e a formagao de
biofilmes e, consequentemente, a retencdo da biomassa (Rolim, 2014). Assim, a concentragao
de SST no efluente tratado desta experiéncia ¢ inferior. Pelo mesmo motivo, verifica-se uma
menor concentragdo de SST no efluente tratado para o TRH 1, em comparagao com o TRH 2,
de outono.

A ineficiéncia do sistema de sedimentagdo, para além de diminuir a quantidade de
biomassa recolhida, excede, nas condi¢des de verdo, o VLE imposto por lei de SST para a
descarga das ARU tratadas, que ¢ fixado em 35 mg L (Decreto-Lei n° 152/97, de 19 de
junho) sendo este um ponto fulcral de melhoramento do sistema em causa. Para melhorar o
processo de recuperacdo da biomassa existem varios estudos onde sdo utlizados métodos de
autofloculacdo, onde ¢ favorecida a aglutinagdo e a formagdo de biofilmes por parte das
células e, por conseguinte, a sedimentacdo ou arrastamento mecanico a superficie dos tanques

(Rashid et al., 2013; Banerjee et al., 2013).
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Na referida ETAR (QL) ao serem tratados em média 3 588 000 L d! de ARU, através
dos dados de concentragdo de biomassa (produgdo maxima de 50 mg L-!) seria possivel esta
ETAR produzir através deste sistema piloto 179,4 Kg d! de biomassa, caso o sistema de
sedimentacdo apresentasse uma boa capacidade de separacdo da biomassa produzida, ou seja,
65481 Kg ano! de biomassa. Este sub-produto poderia ser uma mais valia, pela sua

valorizagdo, consoante a sua composi¢ao.
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Figura 18 - SST (mg L") no efluente de entrada e no efluente tratado, nas campanhas de (A-B) verdo e (C-D) outono, para
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(*) concentragdo de SST no efluente de entrada, no 8° dia, do TRHId da campanha de outono (C), de 968 mg L™, devido a
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4.1.2. Composicdo da biomassa obtida

Quanto a composicdo da biomassa obtida na campanha de verdo verifica-se que a
percentagem de lipidos, para ambos os TRH, se encontra proxima dos valores apresentados
em varios estudos, que indicam uma percentagem de lipidos entre 13-30 % para biomassa de
microalgas cultivadas em aguas residuais (Arbib et al., 2014; He et al., 2013). No entanto, na
campanha de outono a percentagem de lipidos ¢ significativamente inferior, em cerca de 50 %

(Figura 19). A maior percentagem de lipidos foi observada no verdo, em ambos os TRH,
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possivelmente devido as condi¢des de cultivo, onde a temperatura foi mais elevada, existiu
maior fotoperiodo e maior intensidade luminosa, fazendo com que a fotossintese tenha sido
maior e, por conseguinte, a sintese lipica também. (Figura 19A) (Radman e Costa, 2008;
Gouveia e Oliveira, 2009).

No que diz respeito a percentagem de cinzas, a partir dos dados obtidos observa-se
uma diferenca entre as duas estagcdes do ano testadas, tendo o outono maior quantidade. Entre
TRH nao houve diferenca significativa (p>0,05). Este facto pode ser explicado por um
possivel aumento do niimero de sais associados ¢ entrada no sistema na campanha de outono
pela escorréncia pluvial que intercetou o sistema. Desta forma, ao digerir a matéria organica a
percentagem de cinzas ¢ superior a campanha de verdo, podendo mostrar uma dificuldade na
valorizagdo para a produgdo de biocombustiveis.

Relativamente a percentagem de proteinas, na campanha de verdo, a percentagem
obtida foi de 34,7 %, em TRH 1d. Valor superior aos estudados por Arbib et al. (2014) em
cultivo de bloom natural de ARU, de 22 %, e aproximados de Batista et al. (2013) onde
estudaram varias espécies com potencial para producdo de compostos para alimentagdo (38
%). No estudo de Martinez et al. (2000), em meios controlados com a espécie Scenedesmus
obliquus, obtiveram uma percentagem inferior as obtidas (12 %), denotando-se assim uma
vantagem na produgdo de bloom natural em aguas residuais (Martinez et al., 2000). Para o
TRH 2d, da campanha de verdo, obteve-se a menor percentagem de proteinas (29,2 %) devido
a menor remog¢do de Nt nesta experiéncia (Figura 17B), sendo este um nutriente essencial a
sintese proteica (Martinez et al., 2000).

Quanto aos hidratos de carbono, obtiveram-se valores mais elevados para a campanha
de verdo (36,8 %), para TRH 2d. O pH, nesta experiéncia, mantém-se constante ao longo da
mesma. Esta regularidade podera indicar que os niveis de CO2 no meio e as restantes
condic¢des de cultivo foram capazes de levar a um aumento da fixagdo de C na fotossintese e,
por conseguinte, um aumento da produgdo de hidratos de carbono. Contrariamente, nas
restantes experiéncias os valores de pH apresentam oscilagdes, demonstrando uma possivel
variagdo da quantidade C no meio. No estudo de Batista et al. (2013), os mesmos obtiveram
percentagens de 20 % de hidratos de carbono para cultura monoalgal de C. vulgaris, cultivada
em reatores de 1 e 25 L a temperatura 6tima de 34 °C. Conclui-se assim o beneficio do cultivo
em bloom natural de ARU para o equilibrio de C no meio, devido a presenca de bactéricas

aerdbias, produtoras de CO2, no seu metabolismo (Acién et al., 2016).
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Figura 19 - Percentagens em peso seco (% ps) dos principais compostos presentes na biomassa (lipidos, cinzas, proteinas e
hidratos de carbono), (A) campanha de verdo e (B) campanha de outono. Em letras maiusculas encontram-se as analises
de significancia (P<0,05) entre TRH de cada esta¢do e em minusculas entre estagoes.

Perante os dados bioquimicos obtidos da biomassa produzida no sistema piloto em
ambas as campanhas e TRH, ¢ possivel verificar o potencial aproveitamento da mesma para
diversas aplica¢des, como producdo de biocombustiveis e biofertizantes. Existem quatro
principais tipos de biocombustiveis comerciais (Jones e Mayfield, 2012, Dermibas, 2011):
biodiesel, biotanol, biogas e biohidrogénio.

Para a producdo de biodiesel ¢ necessaria a obtengdo de ésteres metilicos de lipidos
obtidos por via termoquimica. Estes podem ser extraidos com base na fragdo lipidica da
biomassa obtida no tratamento de ARU. Para esta obtencdo sdo utilizados processos que
necessitam de temperaturas elevadas para um maior rendimento. Dados os valores de lipidos
obtidos na biomassa da experiéncia piloto, espelhados na figura 19 (12 % e 7 %), para ambas
as campanhas, verifica-se valores inferiores aos apresentados por Pereira et al. (2012), de 15
% - 55 %. Desta forma, conclui-se que a biomassa obtida ndo tem potencial para a produgdo
de biodiesel. No entanto, dada a percentagem de hidratos de carbono apresentados na figura
19 (19,4 %; 36,8 %; 21,7 %; 23,0 %), para ambas as campanhas e respetivos TRH, ¢ possivel
valorizar a biomassa na produ¢do de bioetanol, principalmente na biomassa de TRH 2d de
verdo. A biomassa ¢ fermentada utilizando leveduras que a convertem em etanol hidratado,
sofrendo este depois uma desidratagdo para se obter bioetanol (Suali & Sarbatly, 2012).

Para a produgdo de biogas, fonte de biometano, é necessario submeter a biomassa
obtida a uma fermentagdo anaerobia por bactérias, leveduras ou fungos, necessitando de
hidratos de carbono, proteinas, temperatura e pH adequados. Assim, dada a percentagem de
proteinas demonstrada na figura 18 (34,7 %; 29,4 %; 34,2 %; 36,7 %) e hidratos de carbono,
para ambas as campanhas e respetivos TRH, ¢ possivel aproveitar a biomassa obtida para a

producdo deste biocombustivel. Pode ser utilizado diretamente como biocombustivel gasoso
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ou para gerar eletricidade, sendo ainda possivel o aproveitamento da restante biomassa para a
producdo de outros produtos como biofertilizantes (Jones & Mayfield, 2012; Rawat et al.,
2011).

Outro biocombustivel de possivel produgdo, a partir da biomassa obtida, ¢ o
biohidrogénio, por fermentagdo, pirdlise ou gasificacdo, através da composi¢do em hidratos
de carbono obtidas (Figura 19). Batista et al (2014) obtiveram rendimentos superiores na
producdo de biohidrogénio através de biomassa humida, dado que um dos pontos mais
exigentes energeticamente ¢ a sua secagem, torna-se bastante promissor (Batista et al., 2014).
Outra forma de produ¢do de biohidrogénio, a partir de microalgas, ¢ sujeitar a biomassa a
uma pirdlise ou gasificagdo. Em qualquer dos casos, o rendimento da produ¢do aumenta com
temperaturas mais elevadas (Dermibas, 2011).

Contudo, estes processos de obten¢do de biocombustiveis necessitam, muitas vezes, de
condi¢des de obtencdo dispendiosas e especificas na transformagdo associadas as
biorefinarias. Contrariamente, a aplicacdo da biomassa como biofertilizante constitui um
processo vantajoso pois a sua aplicagdo, devido ao contetdo em hidratos de carbono e
proteinas, ¢ realizado de forma direta nos solos, sem custos associados. Desta forma, s3o uma
alternativa aos fertilizantes sintéticos na rentabilidade econdmica e ambiental. Sdo, ainda,
fornecedores de nutrientes, para o crescimento das plantas, e de compostos, que atuam como
bioestimulantes. O elevado conteido em microorganismos propicia o aumento de
biodiversidade, contrariamente ao que acontece com os fertilizantes de sintese prejudiciais ao
ambiente. Todavia, esta aplicacdo necessita de um estudo toxicologico prévio para
caracterizacdo da biomassa produzida, de forma a verificar o seu contetido em poluentes e
contaminantes, que muitas vezes se encontram presentes nas ARU (Collahuazo et al., 2019).

Assim, demonstra-se a capacidade de producdo de um sub-produto a partir do
tratamento de ARU por blooms naturais, capaz de ser utilizado e valorizado na producao de
biofertilizantes, biohidrogénio, bioetanol ou biodiesel (Batista et al., 2014; Miranda et al.,

2012; Ho et al., 2012; Papazi et al., 2012; Choi et al., 2011).
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4.2. Tratamento de efluentes em cultivos suplementados com CO;

4.2.1. Tratamento de ARU

O cultivo em batch foi realizado com o objetivo de determinar qual a melhor condig¢do
de suplementagdo com CO; a utilizar no sistema em semi-continuo. Através do modelo
cinético de Verhulst e dos dados de crescimento obtidos, determinou-se a taxa minima de
renovacao, ou seja, 0 menor TRH a utilizar para se evitar o colapso das culturas por wash-out
da biomassa. Isto é, 0 TRH deve ser superior ao tempo de duplicagdo das células. Este modelo
possibilita a determinacdo dos parametros cinéticos para a obtencdo de um cultivo em semi-
continuo, como sao caso a taxa minima de renovagdo ou o fluxo necessario para a maxima
produtividade, caso seja esse o objetivo. O cultivo em batch realizado demonstrou um
crescimento: menor para a condicdo controlo (sem inje¢do de COy); idéntico para as injecdes
de 12 € 24 ml min’!, durante 2 min, € um crescimento mais elevado para a condigdo de 12 ml
min’!, durante 1 minuto, sendo a concentragdo maxima obtida de 2,5 g L*! (Figura 20). Estes
dados parecem assim demostrar que as microalgas necessitam apenas de uma pequena inje¢ao
durante menos tempo para que seja favorecido o seu crescimento, podendo a excessiva
quantidade de CO», em relacdo aos restantes nutrientes, limitar o crescimento das microalgas.
Assim, as concentragdes de nutrientes C/N/P devem ser equilibradas de modo a obter-se um
maior crescimento. Para além disto, a possivel perda de CO; do reator dada a sua limitada
solubilidade em 4gua, ¢ maior quanto maior for a quantidade injetada no mesmo intervalo de

tempo (Cheng et al., 2013; Acién et al., 2016; Liu et al., 2019).
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Figura 20 - Concentragdo de biomassa nas diferentes condigoes de injegdo de CO; testadas em sistema batch na fase
laboratorial. Os dados foram obtidos a partir das médias dos valores de OD realizadas em quadruplicados analiticos (4
leituras de absorvancias) e duplicados biologicos (2 reatores por cada condigdo) + Desvio padrdo. As linhas no grdfico
representam as linhas de tendéncia para cada crescimento.

46



Sendo o pH do meio influenciado pela presenca de CO e sucessivamente o
crescimento e desenvolvimento das microalgas por este, ¢ de alguma importancia entender a
relacdo entre estes nas diferentes condi¢des de CO» testadas. Assim, ao medir diariamente o
pH no interior dos reatores verificou-se pH mais elevado para o controlo € o menor para as
condi¢des de inje¢do durante 2 minutos (24 € 12 ml min'!) (Figura 21). Este facto pode estar
relacionado com a quantidade de CO> que fica dissolvido no meio, ficando disponivel para
assimilagdo pelas microalgas, assim como descrito por alguns autores, onde mostram as
diferengas de crescimento para diferentes concentracdes de CO» no meio (Morais e Costa,
2007; Chiu et al., 2008; Chinnasamy et al. 2009). Para melhor entender este facto, foram
medidos os pH, antes e apds injecdo, para verificar os perfis de alteracdo de pH ao longo do
tempo nas diversas condigdes. Através destes, representados no grafico B da figura 21, ¢
possivel verificar a diferenga que existe, entre condi¢des, na diminui¢cdo de pH, influenciada
pela inje¢do de CO,. Para 24 e 12 ml min™!, durante 2 minutos de inje¢do, verifica-se uma
redugdo exponencial nos primeiros 5 minutos, mas um retorno a valores aproximados de pH,
anteriores a inje¢do, apds 30 minutos. Contrariamente, a inje¢do durante 1 minuto de 12 ml
min!' demonstrou uma diminui¢do menos acentuada apds inje¢do, mas mais prolongada ao
longo do tempo (Figura 19). Desta forma, demonstra-se, nos graficos da figura 21, a
ineficicia de alteragdo de pH e, consequentemente, de crescimento na injecdo de CO> durante
2 minutos, para ambas as concentragdes, € a eficacia da concentragdo 12 ml min™!, durante 1

minuto.
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Figura 21 - (4) Valores de pH nos cultivos, nas diferentes condigoes de inje¢do de CO,, testadas em sistema batch na fase
laboratorial. Os dados foram obtidos a partir das médias dos valores medidos nos reatores, em duplicados biologicos +
Desvio padrao; (B) Perfis de pH antes e apos as inje¢oes de CO> nas culturas.
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Apés a realizacdo dos cultivos em batch, foi possivel determinar, a partir da
modelacdo de Verhulst, qual a condigcdo que obteria menor taxa minima de renovagao (6,,,i,,.)
sem que ocorra washout da cultura, ou seja, a que realizaria tratamento com o menor TRH.
Na tabela 4, apresentam-se os resultados, obtidos pela modelo de Verhulst ao serem
introduzidos os dados de crescimento celular (concentragdo de biomassa) dos cultivos, nas
diferentes condic¢des de injecdo de CO; testadas. Através destes dados, € possivel verificar
que a condi¢do de 12 ml min!, durante 1 minuto, foi a que apresentou a menor taxa minima
de renovacdo (6,,;, = 1,6 d), aproximadamente 2 d, mostrando ser esta a condicdo que
ocorreria com menor TRH, sem que se dé washout da cultura, em sistema semi-continuo.
Além disso, os valores dos restantes parametros, obtidos através da modelacdo referentes a
obtencao de cultivo com méxima produgdo de biomassa, foram superiores para a condigdo de
12 ml min!, durante 1 minuto (Tabela 4). Desta forma, dada esta condigdo ter sido a que
obteve maior concentragdo celular no cultivo em batch e a menor taxa minima de renovagao
(@min), verificou-se que a condi¢do que melhor se adequaria ao estudo de melhoramento
com suplementa¢do de CO> seria a de 12 ml min.”!, durante 1 minuto. Assim, de acordo com
os resultados da modelacao, foi feita uma renovagdo didria do efluente, a uma taxa de 1/ 0,,;,.
L d!, ou seja, 0,5 L d! do efluente nos reatores, de modo a cumprir o TRH definido pelo

modelo.

Tabela 4 - Parametros operacionais obtidos a partir do modelo cinético de Verhulst, para as condi¢oes de CO: testadas, em
reatores bubble column de 1L de volume util. (6,,;,) Taxa minima de renovacao (L d-1); ( 8p) Taxa de renovacdo para a
mdaxima producdo (L d?); (Qp) Caudal para a mdxima produtividade (L d1); (Xp) Concentracdo de biomassa em
estado estaciondrio (mg L1); ((Pv)p) Produtividade volumétrica (mg L1 d1).

Parametro Controlo 12 ml min! 12 ml min! 24 ml min’!
operacional (1 min.) (2 min.) (2 min.)
Ornin. 2,9 1,6 1,7 1,9
6p 5,8 33 3,5 3,7
Qp 0,2 0,3 0,3 0,3
Xp 992,3 1301,2 1096.,4 1119,1
(Pv)p 169,9 397,3 315,0 299.,9
Omin. = ﬁ 3 0p = 2X Omin; Qp = 91,,; Xp = XT"': (Pv)p = %’;

Testou-se assim, em sistema semi-continuo, o tratamento de ARU com as condigdes

de 6, 12 € 24 ml min’!, durante 1 minuto de inje¢do. Utilizando-se a taxa minima de remogéo

de 2d, definida pelo modelo de Verhulst.

Perante os dados de concentragdo obtidos ao longo do tempo de experiéncia,

espelhados na figura 21, & possivel verificar uma proximidade de valores em todas as
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condi¢des. Embora, durante a fase de adaptagdo, ou seja, nos primeiros 5 dias, a condi¢do de
6 ml min! tenha sido a que apresentou menor concentra¢io de biomassa (0,35 g L) e a
condi¢do de 24 ml min™! a que atingiu maior concentragdo (2,12 g L!) (Figura 22). Apos o 5°
dia, efetuou-se a renovagdo didria de 50% do meio de cultura, o que fez com que a
concentracdo de biomassa diminuisse até ao 10° dia ap6s o qual se voltou a adaptar mostrando
uma tendéncia de crescimento do 11° dia e apds o 14°, com picos e regressdes, tal como ¢
normal em curvas de sistema semi-continuo (Liu ef al, 2019). Desta forma, os dados de
crescimento mostram uma homogeneidade para as condigdes testadas, de 6, 12 € 24 ml min™!,
durante 1 minuto de inje¢do de CO».

Quanto ao pH, a partir da figura 23, verificou-se que a condi¢do de 24 ml min.”! foi a
que apresentou valores mais baixos, muito aproximados da condig¢do de 12 ml min.!. Sendo a
condi¢do de 6 ml min."! a que obteve maior pH, como esperado, devido & menor inje¢do de
CO, (Figura 23).
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Figura 23 - Concentragdo de biomassa nas diferentes condicoes de inje¢do de CO2 testadas em sistema semi-continuo, na
fase laboratorial, onde os primeiros 5 dias (até 5d) foram de adaptagdo em batch. Os dados foram obtidos a partir das
médias dos valores de OD realizadas em quadruplicados analiticos (4 leituras de absorvancias) e duplicados biologicos (2
reatores por condi¢do) + Desvio padrdo.
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Figura 22 - Valores de pH, nas diferentes condigoes de inje¢do de CO,, testadas em sistema semi-continuo, na fase
laboratorial, onde os primeiros 5 dias (até 5d) foram de adapta¢do em batch. Os dados foram obtidos a partir das médias
dos valores medidos nos reatores em duplicados biologicos + Desvio padrao.
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Através das concentragdes medidas no efluente a tratar e no efluente tratado, apos
cada renovagao, foi possivel obter os dados demonstrados na figura 24, para as concentracdes
de N total, P total ¢ CQO (Figura 24). Foram também medidas as concentragdes de PO4*,
NH4" e NOs-, os quais obtiveram concentragdes de 1,51, 32,5 € 6,75 mg L' no efluente a
tratar, e concentragdes abaixo dos valores de dete¢do dos kits utilizados: 0,05, 0,5 ¢ 4 mg L!,
para o efluente tratado, respetivamente. Verifica-se assim, a partir dos dados da figura 24,
uma homogeneidade na remog¢do de N total, P total, POs*, NHs" ¢ NOs, sendo estes
removidos de igual forma a cada renovagao, perante as concentragdes apresentadas.

Verifica-se assim, a partir dos dados da figura 25, uma homogeneidade na
remogdo de N total, P total, POs*, NH4" e NO3', sendo estes removidos de igual forma a cada
renovagdo, perante as concentragdes apresentadas. Quanto ao CQO, este diminui a sua
concentragdo consoante as condi¢des do cultivo no interior dos reatores, podendo estar, como
na experiéncia piloto, relacionado com as oscilagdes no consoércio presente a cada momento,
existindo um aumento ou diminui¢do no consumo de matéria organica conforme a maior ou
menor presenca de bactérias. Todos as concentracdes medidas no efluente tratado

apresentaram valores abaixo dos VLE exigidos na licen¢a de descarga da ETAR da Quinta do

Lago.
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Figura 24 - Concentragoes obtidas ao longo do tempo em sistema semi-continuo, para (4) N total, (B) P total e (C) CQO.
Sendo que para os restantes nutrientes as concentragoes apos tratamento foram na totalidade abaixo dos niveis de dete¢do
dos kits utilizados. A vermelho estdo delimitados os VLE impostos por lei, sendo (E) a concentragdo referente ao efluente a
tratar.
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Ao analisar-se as taxas de remogao, espelhadas na figura 25, verifica-se, quanto a
remocao de Nt, que esta foi em média de 93 % em todas as condi¢des testadas. Para o PT
atingiu-se taxas de remo¢do em média de 83 %, demonstrando uma eficiéncia na remogao
deste nutriente para todas as condigdes testadas. Os restantes nutrientes (NHs*, NO3™ e PO4")
apresentaram taxas superiores a 98,5; 40,7; 96,7 %, respetivamente. Desta forma, verifica-se a
eficacia de todas as condi¢des para a remoc¢ao de nutrientes, embora seja denotado a partir dos
valores de N e P total uma maior eficicia para 12 ¢ 24 ml min' (Figura 25).
Comparativamente as taxas de remocao apresentadas por Nayak ef al. (2016) e por Razzal et
al. (2013), onde testaram a biorremediacdo de ARU por diferentes espécies de microalgas em
diferentes concentragdes de CO», verificam-se valores de remogao superiores para PO4" (70 %
- 82 %) e idénticos para NH4" (90 % - 98 %) nas condigdes testadas. Verifica-se assim a

eficacia do tratamento nas condi¢des de CO- testadas.
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Figura 25 - Taxas médias de remogdo do sistema em semi-continuo.

Comparando as taxas de remog¢do obtidas na experiéncia piloto com a experiéncia
laboratorial, verifica-se um aumento significativo ao utilizar qualquer uma das condi¢des de
suplementagdo de CO> impostas. Contudo, esta comparacdo merece alguma atencgdo
relativamente a proporcdo de escala. Em escala laboratorial, o crescimento do consorcio e a
remocao/biofixacdo de nutrientes ¢ bastante mais eficaz pelo ambiente e pelas condigdes
controladas existentes. Ainda assim, os dados parecem mostrar um aumento das taxas de
crescimento ¢ de remog¢do ao suplementar-se o sistema, mesmo com baixas quantidades de
COs. No entanto, a aplicagdo de um sistema de CO> puro, tal como instalado para a
experiéncia em laboratério, ndo seria o mais eficaz e indicado, dado os GreenDune serem um

sistema de reatores aberto, onde a dissolu¢do do gis no meio seria dificil, deixando escapar
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para a atmosfera grande parte do mesmo. Também a quantidade de gés a utilizar, para obter
diferengas num sistema em escala piloto, seria um fator negativo nesta aplicacdo, sendo
necessaria bastante quantidade de gas por tempo. Acrescido a estes dois fatores operacionais,
também, o custo bastante elevado e o impacto ambiental, associado a produgdo e transporte de
CO: comprimido, necessario para as quantidades a injetar, seriam pontos negativos. Contudo,
dada a existéncia excessiva de CO2 atmosférico, enviado para o ambiente, principalmente pela
industria, como Gases com Efeito de Estufa (GCE), a mitigacdo destes poderia ser efetuada
através da sua injecdo, no sistema de tratamento. Nesse caso, as concentragdes de CO>
injetadas seriam varidveis, contudo, através desta experiéncia, verifica-se o beneficio mesmo
em baixas quantidades de gés, o que faria com que esta hipotese ndo se tornasse tdo custosa,
contrariamente, a utilizagdo de CO: sintético. Existem, por isso, varios estudos onde sdo
utilizados gases emanados pela industria mostrando a possibilidade de suplementagdo de
sistemas de tratamento com microalgas, tal como Razzak et al. (2013) indica. Esta hipotese,
para aplicacdo no sistema de reatores em causa, necessitaria de ser comprovada por um
possivel estudo futuro, de forma a verificar que o custo ¢ compensado pelo beneficio

ambiental e rendimento do sistema de tratamento.

4.2.2. Composicio da biomassa obtida

De modo a poder comparar e entender se existe diferenca entre os conteidos bioquimicos
presentes na biomassa resultante das diferentes condi¢des de suplementacio com CO
impostas, foram analisados os contetidos em: lipidos, cinzas, hidratos de carbono e proteinas,
tal como na experiéncia em escala piloto (Figura 26). Esta biomassa ao apresentar maior
conteudo bioquimico na sua composi¢do podera ser mais facilmente valorizavel.

O contetdo em lipidos, assim como nos restantes componentes produzidos no
desenvolvimento das microalgas, estd relacionado com o contetdo nutritivo a que estas estdo
sujeitas. Os nutrientes, incluindo N, P e C, s3o essenciais a sintese de diversos compostos
celulares, como aminoécidos, fosfolipidos e proteinas (Abdelaziz et al., 2013). Contudo, no
cultivo em batch, quanto a percentagem de lipidos na biomassa obtida pelas diferentes
condi¢des de suplementacdo testadas, ndo existiram diferencas significativas (p>0,05). Este
facto podera dever-se a constante concentragdo de nutrientes, principalmente N, durante o
cultivo. Varios estudos indicam que o stress nutritivo de N pode funcionar como um fator
catalisador de uma maior quantidade de lipidos, por parte das microalgas (Lam e Lee, 2012;

Abdelaziz et al., 2013). O défice em N funciona como agente bloqueador da sintese de amido.
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Direciona o carbono fixado pela fotossintese para a produgdo de lipidos, como reserva,
contrariamente, a produ¢do de amido como fonte de carbono para a fotossintese e incremento
energético das células, reduzindo assim, a producdo de biomassa (Lam e Lee, 2012).

Quanto ao teor em cinzas da biomassa obtida, em batch, a partir do grafico A da figura
26, ¢ possivel verificar uma diferencga significativa (p<0,05) para o conteudo da condig¢do
controlo, sendo superior a de 12 € 24 ml min™!, durante 2 minutos e a de 12 ml min"!, durante
1 minuto, sendo esta ultima bastante inferior as restantes (4,9 %; 3,34 %; 2,87 %; 1,98 % ps,
respetivamente). Estes dados demonstram assim a maior presenca de matéria organica nos
cultivos suplementados com CO». Este facto podera dever-se ao possivel dominio do
consorcio por microalgas, consumindo o carbono disponibilizado.

Também quanto & composi¢do de proteinas, em batch, esta foi superior no cultivo
controlo (32,2 % ps), comparando com as restantes condigdes (29,3 % e 27,3 % para as
condi¢des durante 2 minutos € 28,2 % para a condi¢gdo de 12 ml min"!, durante 1 minuto).
Quanto a percentagem de hidratos de carbono, ndo existiu qualquer diferenca significativa
(p>0,05), mostrando igualdade entre as condigdes e o controlo.

Desta forma, quanto ao cultivo em batch, os dados de composi¢do da biomassa
parecem mostrar um beneficio na suplementacdo com CO; de forma a aumentar a
concentracdo de biomassa microalgal, uma diminui¢do do conteudo de cinzas, mas uma
igualdade em relacdo aos restantes compostos da biomassa. Este facto dever-se-a
provavelmente ao tipo de cultivo, em batch, que leva a uma estabilizagdo das concentragdes
de nutrientes disponiveis no meio, fazendo com que as células invistam o carbono na
producdo de energia em vez de contetidos de reserva (Lam e Lee, 2012; Abdelaziz et al.,

2013).
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Figura 26 - Percentagens em peso seco (% ps) dos principais compostos presentes na biomassa (lipidos, cinzas, proteinas
e hidratos de carbono), (4) batch e (B) semi-continuo.Em letras minisculas foram testadas as significancias(P<0,05)
entre condigoes em cada experiéncia, através de ANOVA. (CTRL) condi¢do controlo, sem suplementagdo de CO:.
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Quanto ao cultivo em semi-continuo (Figura 26B), os constituintes bioquimicos
analisados na biomassa obtida para cada condi¢do testada, apenas apresentaram diferengas
significativas (p<0,05) entre condi¢des, para o conteudo em cinzas e hidratos de carbono.
Quanto ao contetido em lipidos e proteinas este ndo foi significativo ao comparar entre as trés
condi¢des de CO; testadas (p>0,05). O cultivo semi-continuo, tal como no cultivo em batch,
pode ter sido alvo da adaptacdo das células as concentragdes de nutrientes disponiveis,
fazendo com que a produ¢do de compostos de reserva tenha sido menor. Parecendo assim
demonstrar que a inje¢do de CO> ndo funciona como beneficio para a producio de proteinas
em batch.

A condicdo que apresentou maior percentagem de cinzas corresponde a condi¢do de
menor inje¢do de CO, (6 ml min') e a menor, a condi¢do de maior quantidade de CO, (24 ml
min), querendo isto mostrar que a presenga de maior quantidade de CO> leva a uma
diminuicdo do nimero de cinzas formadas, podendo estar relacionado com o aumento da
quantidade de matéria organica formada (Figura 26B).

Quanto ao conteudo em hidratos de carbono, em semi-continuo, é possivel verificar
um aumento da percentagem para a condi¢do de 24 ml min"! e mais baixa para a condigdo 6
ml min!. Mostrando, neste caso, diferenga significativa, ao injetar mais quantidade de CO>
por minuto. Este facto ¢ justificado pela fixagdo de C pela fotossintese, aumentando assim a
producdo de hidratos de carbono (Razzak et al., 2013).

Comparativamente, com a experiéncia em escala piloto, verifica-se um aumento da
percentagem de proteinas e hidratos de carbono devido, em parte, a suplementagdo com CO; e
as condicdes de cultivo controladas. Desta forma, uma possivel suplementagdo do sistema
leva a um aumento da percentagem de compostos valorizaveis na biomassa obtida, podendo a
partir da mesma obter maior rendimento para a produgdo de bioetanol, biogis ou
biohidrogénio ou ainda para a aplicacdo direta como biofertilizante. Este facto ¢ demonstrado
pelos valores apresentados na tabela 5, onde sdo apresentadas as percentagens médias de N, C
e H, obtidas a partir da andlise elementar das biomassas recolhidas em cada experiéncia
(piloto, para ambas as campanhas e TRH; laboratorial, para as condi¢des de suplementacdo

testadas em semi-continuo).

Tabela 5 - Percentagens elementares de C, H e N da biomassa produzida na experiéncia piloto e laboratorial (média +
desvio padrao)

N (%) C (%) H (%)
Experiéncia Piloto 5,06+ 1,17 28,99 + 5,01 4,97 £ 0,49
Experiéncia Laboratorial 5,00 +0,42 50,51 + 1,45 7,82 +0,27
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Verifica-se, a partir destes dados, uma igualdade nas percentagens de N,
contrariamente as de C e H, onde se verifica um aumento consideravel para a experiéncia
laboratorial (Tabela 5). Este facto demonstra o aumento da fixacdo de carbono e hidrogénio,
através da suplementa¢do com CO», levando, consequentemente, ao aumento da composi¢ao
de hidratos de carbono e proteinas. Assim, a presenga de maiores concentracdes destes
compostos potencia energeticamente a biomassa obtida para a aplicacdo na producdo de
biogas e na atividade dos biofertilizantes. Embora, a suplementa¢do do sistema piloto com
CO: puro ndo seja uma realidade vidvel, a sua suplementacdo com gases de combustdo
industriais parece ser uma alternativa (Jian et al., 2011). A suplementacdo ndo apresenta
vantagens de tratamento em relagdo a remocao de nutrientes, mas uma melhoria na qualidade
final da biomassa obtida. Desta forma, através de uma biomassa melhorada nos seus
compostos valorizaveis, a entidade gestora podera beneficiar com a produgdo energética, a

partir de biogas, para uso proprio das instalagdes e do sistema.
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5. Conclusoes

As ETAR sao fundamentais na gestdo e melhoramento do uso da dgua no ciclo urbano
da agua. A necessidade de evolucdo e melhoramento dos processos que constituem o
tratamento de ARU nas ETAR ¢ fulcral, de modo que estes sejam cada vez mais eco
sustentaveis, dando contributos para a economia circular e para a diminuicdo da pegada
humana no planeta.

Os processos de tratamento terciario nas ETAR tém como objetivo a remocdo de
nutrientes, principalmente de azoto, para que ndo provoquem eutrofizagdo dos sistemas
recetores mais sensiveis. Contudo, estes sdo um dos processos convencionais que mais custos
e desvantagens ambientais tém no seu funcionamento. O gasto no arejamento para
fornecimento de ar, a necessidade de adicionar uma fonte de C, a emissdo de gases com efeito
de estufa (e.g. N2O) e a dificil gestdo das lamas, produzidas como subproduto do sistema, sdo
alguns exemplos.

A utilizagdo das microalgas no processo de tratamento tercidrio de ARU pode
constituir uma tecnologia eficiente, sustentavel e mais econdomica. Para além do tratamento
eficiente, as microalgas tém a vantagem de produzirem uma biomassa valorizavel, da qual
resultam compostos de elevado valor energético. A mesma podera assim ser utilizada para a
producdo de biocombustiveis, como biogas e / ou bioetanol, que podem ser utilizados nas
proprias ETAR ou noutras industrias, e biofertilizantes. As microalgas, microrganismos
fotossintéticos, sdo capazes de fixar os nutrientes presentes nas ARU, usando apenas luz solar
e CO2 atmosférico. Atualmente, existem varios estudos de sistemas de microalgas para
tratamento de ARU, no entanto estes ainda necessitam de melhoramentos, principalmente na
sua capacidade de tratamento e ao nivel do design dos reatores, de modo a serem mais
integrados na paisagem e ocupando a menor area possivel.

Foram objetivos deste estudo testar a capacidade de tratamento do sistema de reatores
piloto GreenDune®, com a aplicagdo de dois TRH diferentes, e analisar a possibilidade de
valorizacdo da biomassa obtida; e, a escala laboratorial, avaliar os beneficios da
suplementa¢do com COz na eficiéncia do tratamento e na composicdo da biomassa. Apds o
estudo dos dois TRH (1 e 2d) para duas estagdes do ano (verdo e outono), no sistema piloto, é
possivel concluir que, tanto para o TRH 1d como para o TRH 2d para ambas as estagdes, o
sistema conseguiu cumprir os requisitos impostos pela licenca de descarga da respetiva
ETAR, com remocdo de nutrientes de azoto e fosforo (NH4*, PO4>", NO3") entre 48 — 85 %,

produzindo maior quantidade de biomassa na campanha de verdo. Este facto deveu-se,
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provavelmente, a diferenca de temperatura e condi¢cdes meteoroldgicas. Devido a baixa
concentragdo de matéria organica presente no efluente secundério, as microalgas dominaram
o consorcio perante as bactérias. No que diz respeito a valorizagdo da biomassa obtida, por
apresentar maior quantidade de proteinas e hidratos de carbono, faz com que seja um produto
com potencializagao para a produgdo de biogas ou biofertilizantes (Lira ef al., 2012).

A escala laboratorial, ensaios de tratamento terciario de 4dguas residuais reais com
blooms de microalgas recolhidos na ETAR com suplementacdo de CO; mostraram que a
suplementa¢do com 12 ml min’!, causou um aumento na producdo de biomassa, de cerca de
50 %, em relagdo ao controlo. A biomassa produzida tinha maior quantidade de lipidos,
proteinas e hidratos de carbono e menor propor¢do de cinzas, aumentando o potencial de
valorizacdo para producdo de biocombustiveis. A inje¢do de CO; pode ser, assim, uma mais-
valia. A suplementagdo com gases de combustdo industriais podera ser uma alternativa ao uso
de CO; puro constituindo ainda uma forma de mitigacdo dos GEE libertados industrias. Esta
biomassa pode ter aplicacio na producdo de biogds, biohidrogénio, bioetanol ou
biofertilizantes. Estes ultimos tem, ainda, a vantagem do uso direto, sem necessidade de
recorrer a processos industriais.

Concluindo, o trabalho realizado confirma o elevado potencial e eficdcia da aplicacdo
de blooms naturais de microalgas na remocdo de nutrientes de azoto e fosforo durante o
tratamento tercidrio de 4guas residuais com producdo de biomassa, passivel de ser

rentabilizada através de véarias aplicagdes.
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