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Resumo

A superficie do planeta Terra é coberta maioritariamente por dgua. No entanto, apenas uma
pequena fracdo desta é apropriada para consumo humano. Para além desta ja ser reduzida, o
crescimento populacional e o desenvolvimento industrial tém vindo a diminuir a disponibilidade
deste recurso, através da poluicdao dos meios hidricos. Efluentes nao tratados ou parcialmente
tratados de diferentes origens tém sido descarregados em lagos e rios, contribuindo para a sua
contaminacgdo. Estes efluentes podem conter elevadas quantidades de matéria organica,
nutrientes (azoto e fésforo) e substancias toxicas (pesticidas, fertilizantes ou metais pesados). O
tratamento de efluentes com metais pesados é efetuado com recurso a técnicas fisico-quimicas,
sendo algumas dispendiosas e outras ineficazes. A biorremediacdo com microalgas surge como
alternativa de baixo custo no tratamento destes efluentes, sendo importante analisar o efeito
da presenca de metais pesados no crescimento das mesmas. Deste modo, o presente trabalho
tem como principal objetivo avaliar o efeito de metais pesados no cultivo da microalga Chlorella
vulgaris, tendo em atencdo a remocdo de nutrientes e producdo de biomassa. Os impactos
individuais de niquel (Ni), cddmio (Cd) e zinco (Zn) e o impacto combinado (Ni + Cd + Zn) foram
aferidos para concentracdes entre 1 e 3 mg-L™.

Na auséncia de metais verificou-se uma taxa especifica de crescimento maxima de 0,934 d*
e na presenca de metais, o valor maximo obtido foi de 0,34 d! na cultura com Cd (1 mg-L?) e na
cultura com Zn (1 mg-L?). A percentagem de inibi¢do mais elevada foi verificada para as culturas
com Ni, para uma concentracdo de 1 mg-L'! (> 88%). A produtividade de biomassa maxima de
98,1 mg-L1-d! foi obtida na cultura com Cd (1 mg-L?), onde se obteve as melhores eficiéncias de
remocdo de azoto (90,6%) e fésforo (98,7%). Em relagdo a remocdo de metais, a melhor
eficiéncia foi obtida nas culturas com Zn (1 mg-L!), com valor de 85,4%. As isotérmicas de
Langmuir e Freundlich foram usadas para descrever os dados de equilibrio. As cinéticas de
sorgao foram descritas por um modelo cinético de pseudo-primeira ordem. Em suma, este
trabalho apresenta resultados relevantes para a integracdo do cultivo de microalgas no
tratamento de efluentes contendo metais pesados, tendo como objetivo a produgdo de
biomassa e remo¢do combinada de metais, azoto e fosforo. Esta integracdo de processos ird
promover a sustentabilidade do tratamento de &aguas residuais de diferentes setores de

atividade econdmica.

Palavras-chave: Biorremediacdao; Chlorella vulgaris; Integracdo de processos; Metais

Pesados; Producao de biomassa; Remocao de nutrientes; Sustentabilidade.







Abstract

The Earth surface is mainly covered by water. However, only a small fraction is suitable for
human consumption. In addition, population growth and industrial development have
diminished the availability of this resource through pollution of water resources. Untreated or
partially treated effluents from different sources have been discharged into lakes and rivers,
contributing to their contamination. These effluents may contain high amounts of organic
matter, nutrients (nitrogen and phosphorus) and toxic substances (pesticides, fertilizers or
heavy metals). The treatment of effluents with heavy metals is carried out using physicochemical
techniques, which some of them are expensive and others are ineffective. Microalgae
bioremediation appears as a low cost alternative in the treatment of these effluents, and it is
important to analyze the effect of the presence of heavy metals in their growth. In this way, the
main objective of this work is to evaluate the effect of heavy metals in the cultivation of the
microalga Chlorella vulgaris, taking into account the nutrient removal and biomass production.
The individual impacts of nickel (Ni), cadmium (Cd) and zinc (Zn) and the combined impact (Ni +
Cd + Zn) were assessed at mass concentrations between 1 and 3 mg-L™.

In the absence of metals, a specific maximum growth rate of 0,934 d* was observed and in
the presence of metals, the maximum value obtained was 0,34 d? in the culture with Cd
(1 mg-L ') and in the culture with Zn (1 mg-L ). The highest inhibition percentage was found for
cultures with Ni for a concentration of 1 mg-L' (> 88%). The maximum biomass productivity of
98.1 mg-L 1-L"! was obtained in culture with Cd (1 mg-L'1) and also the best removal efficiencies
for nitrogen (90.6%) and phosphorus (98.7%). Regarding the metals removal, the best efficiency
was obtained in cultures with Zn (1 mg-L 1), with a value of 85.4%. The Langmuir and Freundlich
isotherms were used to describe the equilibrium data. The kinetics of sorption were described
by using a pseudo-first order model. Briefly, this work presents relevant results for the
integration of microalgae culture in the treatment of effluents containing heavy metals, aiming
the production of biomass and combined removal of metals, nitrogen and phosphorus. This
integration of processes will improve the sustainability of wastewater treatment of different

sectors of economic activity.

Keywords: Bioremediation; Chlorella vulgaris; Process integration; Heavy metals; Biomass

production; Nutrients removal; Sustainability.
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1. Introducao

1.1 Relevancia cientifica

A disponibilidade de agua doce para consumo humano constitui um dos problemas mais
preocupantes que a Humanidade enfrenta em relagdo aos recursos naturais. De acordo com o
relatério “Water and Jobs”, elaborado pelo United Nations World Water Assessment
Programme (WWAP) em 2015, cerca de 1,8 milhares de milhdo de pessoas nao tinham acesso a
agua potavel (WWAP, 2016). O crescimento populacional e o desenvolvimento industrial estdo
associados a um aumento do consumo de dgua doce, elevando desta forma a pressao sobre este
recurso natural. Para além do aumento da procura por dgua doce, a sua disponibilidade tem
diminuido devido a poluicdo causada por atividades antropogénicas. Lagos e rios sdo recetores
de iniUmeros residuos, incluindo efluentes municipais ndo tratados ou parcialmente tratados e
efluentes de diferentes atividades do setor primario (agricultura e pecudria) e secundario
(industria) (Hinrichsen et al., 1998). Os efluentes de origem agricola e pecuaria sdo ricos em
azoto e fésforo e contém substancias quimicas nocivas, como pesticidas e fertilizantes, que
contaminam as 4aguas superficiais e as subterraneas. Estes efluentes estdo também
contaminados com residuos de metais pesados, tal como o cobre (Cu) e o mercurio (Hg), que
sdo provenientes dos fertilizantes ou da ragcdo animal. A composicdo dos efluentes com origem
industrial varia consoante a atividade, contudo possuem compostos organicos téxicos, tais como
hidrocarbonetos e metais pesados (WWAP, 2017).

Relativamente a metais pesados, a indUstria mineira, metalldrgica e galvanoplastia
constituem as principais atividades industriais geradoras de efluentes liquidos com elevadas
concentragdes de metais que, se ndo forem devidamente tratados, podem causar sérios
problemas ambientais, representando um perigo para os organismos vivos (Das et al., 2008).
Alguns metais, tais como Cu e o zinco (Zn), podem ter origem em minerais que se encontram
em rochas e solos, apresentando valores de concentragao ndo nocivos aos seres vivos (Goyer,
1997). No entanto, a emissdo dos efluentes de atividades industriais aumenta a concentragdo
destes elementos quimicos (e outros como chumbo - Pb - e Hg) nos cursos de agua, atingindo
niveis cuja exposicdo dos seres vivos esta associada a uma toxicidade. Atualmente, o tratamento
de efluentes com uma elevada carga de metais pesados é efetuado com recurso a técnicas fisico-
guimicas classicas, tais como a precipitacdo quimica, processos de permuta idnica, tratamento
eletroquimico, ou adsorgdo por carvao ativado (Chong et al., 2000; Das et al., 2008). Algumas
técnicas podem ser eficientes, como o caso da permuta idnica, mas sdo extremamente
dispendiosas. Outras técnicas sdo mais econdmicas, como a precipitacdo quimica, mas sado

ineficazes e a formacdo de grandes quantidades de lamas tdxicas torna a sua elimina¢do mais
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dificil. Portanto, um tratamento mais econémico e ambientalmente favoravel de efluentes com
metais pesados apresenta atualmente uma importancia relevante.

Uma solugdo de baixo custo para remediar o problema citado é a bio-remog¢do com
microalgas. A bio-remoc¢ao envolve duas fases a bioadsorc¢do e a bioacumulacdo. A bioadsorcao
é independente do metabolismo do organismo vivo e envolve uma fase sélida (bioadsorvente,
sendo, neste caso, as microalgas) e uma fase liquida (solvente) que contém as espécies que vao
ser adsorvidas. A fase de bioacumulagao é dependente do metabolismo, onde o metal penetra
na parede celular e se acumula nas células do organismo (Das et al., 2008).

Para além da remocdo de metais pesados, as microalgas possuem diversas aplicacdes
ambientais como a captacdo de CO,, tratamento de dguas residuais, e podem ser utilizadas na
producdo de biocombustiveis (Chan et al., 2013; Spolaore et al., 2006). Relativamente ao
tratamento de daguas residuais, as microalgas sdo amplamente estudadas na remocdo de
nutrientes de efluentes, nomeadamente o azoto e fdésforo, visto que estes sdo dois dos
nutrientes principais para o crescimento das mesmas. As lamas produzidas podem ser utilizadas
como fertilizante, devido ao alto valor nutricional, permitindo a reciclagem dos nutrientes
referidos (Aslan e Kapdan, 2006). A presenca de metais pesados nestes efluentes pode
influenciar o crescimento das microalgas e simultaneamente a eficiéncia de remogao de azoto
e fosforo. No entanto, para concentragdes baixas de metais pesados, as microalgas podem
contribuir para a remog¢do dos mesmos, sendo alguns deles usados como micronutrientes em
alguns meios de cultura. Devido a sua grande area superficial e elevada afinidade, a remogao de
metais pesados de efluentes pelas microalgas é um processo eficaz (Dinis et al., 2004). Porém,
a acumula¢do de metais pesados na biomassa inviabiliza o uso da mesma como fertilizante,
sendo necessaria a incineragdo para a sua deposi¢do (Ahluwalia e Goyal, 2007).

Contudo, a avaliacdo do efeito dos metais pesados no crescimento das microalgas e na
eficiéncia de remocdo de azoto e fésforo em aguas residuais é, ainda, um tdépico sob
investigacdo. Desta forma, este projeto tem como principal objetivo estudar a integracdo da
cultura de microalgas no tratamento de efluentes com metais pesados, analisando a producdo
de biomassa e eficiéncia de remoc¢do de azoto, fésforo e os metais estudados (cadmio - Cd,

niquel - Ni e Zn).
1.2 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho é avaliar o efeito dos metais pesados no crescimento da
microalga Chlorella vulgaris, visando a remoc¢do de nutrientes e metais e a producdo de
biomassa. O efeito de diferentes concentracdes (1, 2 e 3 mg-L) de Ni, Cd e Zn sdo estudados na
sua forma isolada ou combinada (Ni + Cd + Zn), analisando a produtividade de biomassa, taxa

especifica de crescimento e eficiéncias de remocédo dos nutrientes (azoto e fésforo) e do metal
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Introdugao

estudado. Os objetivos especificos sdo: (i) avaliar o efeito isolado/combinado destes trés metais
no crescimento da C. vulgaris; (ii) determinar as eficiéncias de remoc¢do de azoto e fésforo em
diferentes ambientes com metais pesados; e (iii) avaliar as cinéticas de remog¢do de metais
(modelo de pseudo-primeira ordem) e modelos de equilibrio (modelos de Langmuir e
Freundlich).

Com este trabalho pretende-se avaliar a integracdo da cultura de microalgas no tratamento
de efluentes contendo metais pesados. O uso de aguas residuais como meio de cultura de
microalgas promove simultaneamente a reducdao do custo de producdo de biomassa e o
tratamento deste efluente (remocdo de metais, azoto e fdsforo). Este sistema podera
apresentar uma melhoria na sustentabilidade do tratamento de dguas residuais, quando

comparado com os processos convencionais atualmente utilizados.
1.3 Organizagao da dissertagao

Esta dissertacdo encontra-se dividida em cinco capitulos. O Capitulo 1 apresenta o
enquadramento do tema desenvolvido, os principais objetivos do trabalho e a estrutura do
presente documento.

O Capitulo 2 apresenta a revisao critica da literatura. As microalgas, as suas caracteristicas e
as tecnologias de cultivo, bem como as principais aplicagdes ambientais das microalgas serao
aprofundadas. Por fim, o tratamento de aguas residuais e o crescimento das mesmas em
culturas com metais pesados sdao também revistos.

O Capitulo 3 descreve a metodologia utilizada para a avaliagao do crescimento de microalgas
e remogao de nutrientes e metais. A descricdo da instalagao experimental e parametros de
cultura sdo apresentados. O meio de cultura e a espécie utilizada, bem como as condi¢des
aplicadas em cada ensaio sdo descritos. Os métodos analiticos utilizados na determinacdo dos
resultados sdo indicados. Por fim, os parametros e os modelos cinéticos aplicados neste trabalho
sdo descritos.

O Capitulo 4 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo do crescimento de C. vulgaris,
quantificando a remocdo de nutrientes e metais pela mesma. Os resultados dos diferentes
ensaios sdo devidamente discutidos, com especial atencdo aos parametros obtidos com os
modelos cinéticos e de equilibrio no ajuste dos valores experimentais.

O Capitulo 5 apresenta as principais conclusdes obtidas durante a realiza¢dao do estudo, assim
como os principais valores que podem servir de referéncia para estudos similares. Sugest&es

para trabalhos futuros sdo também apresentados.
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2.1 Microalgas

As microalgas integram o grupo de microrganismos fotossintéticos e podem ser encontradas
tanto em ambientes marinhos como de 4dgua doce. O processo de fotossintese é similar ao das
plantas e, devido a sua estrutura celular simples (ndo possuem raizes, caule nem folhas) e por
se encontrarem em ambientes aquaticos, sdo mais eficientes em converter a energia solar em
biomassa (Gouveia, 2011). Sdo organismos que conseguem sobreviver em ambientes com
condicbes extremas (Gongalves, 2017): (i) conseguem crescer em ambientes em que a
luminosidade é muito baixa ou muito elevada; (ii) conseguem viver sob condicbes de
temperaturas extremas, desde climas polares até climas desérticos; (iii) podem encontrar-se,
também, em ambientes hipersalinos; e (iv) algumas espécies tém a capacidade de sobreviver
em meios acidos e basicos extremos.

As classes de microalgas sdo distinguidas maioritariamente pela sua pigmentacao, ciclo de
vida e estrutura celular. Deste modo, distinguem-se trés classes de algas eucaridticas que,
devido a sua abundancia, assumem uma maior predominancia: as algas verdes (Chlorophyceae),
as algas douradas (Chrysophyceae) e as diatomaceas (Bacillariophyceae). Como algas
procaridticas, distinguem-se as cianobactérias (Cyanophyceae), também conhecidas por algas
azul-esverdeadas (Demirbas e Demirbas, 2010).

A microalga C. vulgaris pertence ao grupo de algas verdes e é a microalga em estudo no
presente trabalho. Esta microalga tem uma reproducdo vegetativa (assexuada) e um rapido
crescimento mesmo em condi¢des adversas. A sua composicdo é rica em lipidos (12-38%, m/m),
hidratos de carbono (10-17%, m/m) e proteinas (39-61%, m/m) permitindo uma elevada
produtividade em termos de biomassa e lipidos (Cai et al., 2013). Este facto despertou interesse
a nivel comercial e, devido ao vasto conhecimento sobre esta microalga, a aplicagdo da mesma
tem-se diversificado por varias areas, desde a produgdo de biocombustiveis a suplementos

alimentares e alimentagdo animal, bem como o tratamento de 4guas residuais (Safi et al., 2014).
2.2 Modo de crescimento

O cultivo das microalgas pode ser classificado ndo sé pela tecnologia usada (descrita na Se¢ao
2.3), mas também pela via metabdlica que permite o seu crescimento. As microalgas podem
crescer com base em quatro tipos de metabolismo, dependendo da fonte de energia e de

carbono (Chen et al., 2011):

=  Foto-autotroéfico: utilizacdo da luz como fonte de energia e carbono inorganico (por
exemplo, CO; e bicarbonato - HCO3") como fonte de carbono, onde a producdo de

energia quimica é realizada através da fotossintese;
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= Heterotréfico: recurso aos compostos organicos como fonte de carbono e energia
obtida através da respiracao celular;

=  Mixotréfico: utilizagdo de carbono organico e inorganico como fonte de carbono,
dependendo da concentragdo de compostos organicos e da luz disponivel; estes
organismos sao capazes de viver sob condicdes auto e heterotroficas.

=  Foto-heterotrdfico: a luz é necessaria para processar os compostos organicos usados

como fonte de carbono.

O metabolismo heterotréfico esta associado a produtividades de biomassa mais elevadas em
comparagdo com os outros metabolismos. No entanto, estas culturas sao mais suscetiveis a
contaminagbes por bactérias e fungos, devido ao conteudo orgadnico do meio, causando
problemas na producdo em grande escala. Adicionalmente, o custo da fonte de carbono
organico é uma desvantagem para a producao destes microrganismos. Apesar das baixas taxas
de crescimento e produtividade, o metabolismo autotrdéfico é o mais utilizado e o mais simples
de aplicar em lagoas abertas (descrita na Sec¢do 2.3.1), visto que as microalgas podem capturar
o CO; da atmosfera ou de efluentes gasosos de fabricas préoximas, representando uma grande
vantagem (Gouveia, 2011).

Quando se utiliza o metabolismo mixotréfico em fotobiorreatores, este pode evitar
problemas associados a sombra que se obtém quando se atinge elevadas densidades celulares
durante o cultivo foto-autotréfico. O cultivo em sistemas abertos possui produtividades tanto
no periodo diurno (metabolismo foto-autotréfico) como no periodo noturno (metabolismo
heterotrofico). No entanto, com esta tecnologia, a cultura estd facilmente sujeita a
contaminagdes (Chen et al., 2011).

Contudo, existem fatores ou condi¢des que influenciam o crescimento das microalgas. A
Tabela 1 apresenta um conjunto de fatores abidticos, bidticos e operacionais que influenciam a
taxa de crescimento. Relativamente a fatores abidticos, a intensidade luminosa e fotoperiodo,
a temperatura, a concentragdo de nutrientes, CO, e O,, e a salinidade sdo os parametros mais
importantes a serem controlados de forma a obter produtividades de biomassa mais elevadas
(Barsanti e Gualtieri, 2014; Gouveia, 2011). A intensidade luminosa varia com a profundidade e
a densidade de biomassa. Quanto maior for a profundidade e a densidade, maior é a quantidade
de luz necessdria para que esta penetre no interior da cultura. No entanto, elevada intensidade
luminosa pode inibir o crescimento no interior da cultura sendo, este fendmeno denominado
por fotoinibicdo (Barsanti e Gualtieri, 2014). A distribui¢cdo de luz nas culturas é influenciada pela

frequéncia de colheita, visto que uma frequéncia mais elevada diminui a densidade de cultura,
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Tabela 1: Fatores que influenciam a taxa de crescimento das microalgas (adaptado de Larsdotter (2006)).

Fatores
Abidticos Intensidade luminosa e fotoperiodo
Temperatura
Concentracdo de nutrientes
Concentracdo de COz e O,
pH
Salinidade
Substancias inibidoras
Bidticos Patogénicos (bactéria, fungos, virus)
Predacdo do zooplankton
Competicdo interespecifica
Operacionais Mistura
Taxa de diluicdo
Profundidade
Adicdo de bicarbonato
Frequéncia da colheita

permitindo a penetragdo da luz no interior da mesma. Desta forma, a intensidade luminosa
necessaria para o crescimento das microalgas serd menor. Gongalves et al. (2014) estudaram o
efeito de diferentes intensidades luminosas (36, 60, 120 e 180 umol:m?%s?) e de diferentes
fotoperiodos (10:14, 14:10 e 24:0) no crescimento de microalgas, na captura de CO; e na
remocdo de nutrientes (azoto e fésforo). Neste estudo foram utilizadas quatro estirpes de
microalgas: C. vulgaris, Pseudokirchneriella subcapitata, Synechocystis salina e Microcystis
aeruginosa. A maior taxa de crescimento (1 = 1,190 d?) foi obtida pela C. vulgaris sob uma
intensidade de 180 umol-m?s? e um fotoperiodo de 24:0. A menor taxa de crescimento
(L=0,214 d?) foi obtida pela microalga S. salina na menor intensidade luminosa testada
(36 umol-m %s1) e num fotoperiodo de 10:14. A microalga P. subcapitata obteve nesta gama
uma taxa de crescimento semelhante. Wahidin et al. (2013) estudaram o efeito da intensidade
luminosa (50, 100 e 200 pmol-m2-s1) e do fotoperiodo (24:0, 18:06 e 12:12) no crescimento da
microalga marinha Nannochloropsis sp. A maior taxa especifica de crescimento (1 = 0,339 d?)
foi obtida para uma intensidade de 100 umol-m%s™ e para um fotoperiodo de 18:06. Os autores
concluiram que, o aumento do fotoperiodo é favoravel ao crescimento para a intensidade
luminosa mais baixa (50 umol'm?%s?), obtendo-se para esta intensidade uma taxa de
crescimento mais elevada com o fotoperiodo 24:0. Em contrapartida, quando a intensidade
luminosa é elevada (200 pmol-m%s?), a taxa de crescimento diminui com o aumento do
fotoperiodo, visto que esta intensidade interrompeu o crescimento celular e, posteriormente, a
morte celular. Este declinio causado pelo excesso de luz é denominado de fotoinibi¢do. O termo
fotoinibicdo é utilizado para definir danos causados pelo excesso de luz no fotossistema Il (PSII)
e pode ser considerado como fotoinibicdo dindmica ou crdnica. A fotoinibicdo dindmica é

tempordria podendo a atividade fotossintética retomar quando os niveis de intensidade
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luminosa diminuem. A fotoinibi¢do crénica prolonga-se por um periodo mais longo de tempo
(Werner et al., 2002). No caso do estudo de Wahidin et al. (2013) o fotoperiodo 12:12 foi o que
mais beneficiou o crescimento da cultura verificando-se, neste caso, uma fotoinibicdo dinamica.

Relativamente ao efeito da temperatura na cultura, o aumento deste parametro de cultivo
favorece a cultura até um valor 6timo ser atingido. Geralmente, este valor estda compreendido
entre 15 e 25 °C para uma grande maioria das espécies mesodfilas. O sobreaquecimento pode
levar rapidamente ao declinio da taxa de crescimento. Por outro lado, com temperaturas muito
baixas, as microalgas tornam-se facilmente fotoinibidas por valores elevados de intensidade
luminosa (Larsdotter, 2006). Martinez et al. (2000) estudaram o efeito da temperatura e da
mistura na remocdo de azoto e fosforo de dguas residuais urbanas. A microalga Scenedesmus
obliquus foi cultivada para as temperaturas de 20 °C, 25 °C, 30 °C e 35 °C. O estudo concluiu que
esta microalga possui uma taxa de crescimento mais elevada a 30 °C. No entanto, a
produtividade de biomassa foi mais elevada para a temperatura de 25 °C.

A concentracdo de CO; e o pH na cultura estdo correlacionados, visto que o aumento da
alcalinidade no meio é devido ao consumo de CO; por parte das microalgas. O CO; deve ser
entdo adicionado a cultura de forma a reduzir a alcalinidade e manter os niveis de produtividade
em biomassa. Deste modo, uma op¢do de controlo de pH é a injegao de ar enriquecido com CO;
ou a adicao de bicarbonato, aumentando a disponibilidade de carbono para as microalgas. Para
a maioria das espécies de microalgas, o pH deve manter-se entre 7 e 9 (Barsanti e Gualtieri,
2014). Gongalves et al. (2016) avaliaram o efeito de diferentes concentragdes de CO; (0,03, 3, 5,
7, 9 e 10% v/v) no crescimento das microalgas C. vulgaris, P. subcapitata, S. salina e M.
aeruginosa. Foi verificado crescimento em todas as concentragdes testadas, contudo obteve-se
uma taxa de crescimento mais elevada para uma corrente gasosa enriquecida com 5% (v/v) de
CO..

Taraldsvik e Myklestad (2000) testaram o efeito do pH no crescimento da microalga marinha
Skeletonema costatum. Os autores variaram o pH entre 6,5 e 9,4, onde se verificou um
crescimento mais elevado para um pH de 7,5. A taxa de crescimento nao variou
significativamente para valores de pH entre 6,5 e 8,5, verificando-se uma diminui¢do acentuada
para valores mais elevados. Esta diminuicdao pode estar associada com a disponibilidade de
nutrientes do meio, ou seja, o azoto e fésforo poderdo ser limitantes ao crescimento.

Tao importante como adicionar diéxido de carbono é remover o oxigénio em excesso, visto
que a presenca de oxigénio dissolvido acima dos valores de saturacgdo inibe a fotossintese e
aumenta a taxa de fotorrespiracdo, diminuindo a produtividade global (Barsanti e Gualtieri,
2014). Raso et al. (2012) avaliaram o efeito de diferentes concentracées de oxigénio no
crescimento da microalga Nannochloropsis sp. As concentragdes variaram desde 20% a 250% da

concentragao de saturagdo. Os autores concluiram que o aumento da concentragdo de 20% até
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75% n3do afetou a taxa de crescimento, obtendo-se um valor médio de 0,48 d*. O aumento da
concentracdo de 75% para 250% provocou uma diminui¢do na taxa de crescimento de 0,49 d*
até 0,18 d. Foi testado ainda a concentracdo de 300%, contudo verificou-se a perda de cor nas
células, indicando a perda da clorofila. Conclui-se que para estas concentracdes ocorreu a foto-
oxidacdo das células, isto é, ocorreu a descoloracdo dos pigmentos fotossintéticos. A foto-
oxidacdo é dependente da concentracdao de oxigénio e da quantidade de luz, visto que a
exposicao prolongada a radia¢des de luz intensas também pode provocar a destruicdo dos
pigmentos.

A mistura é outro fator igualmente importante para o crescimento, visto que: (i) previne a
sedimentacdo; (ii) facilita a transferéncia gasosa entre o meio de cultura e o ar; e (iii) permite a
homogeneizacdo da cultura, promovendo a exposicdo das células a luz, o acesso das mesmas
aos nutrientes e a uniformizacdo da temperatura da cultura (evitando, desta forma, a
estratificacdo termal) (Barsanti e Gualtieri, 2014; Gouveia, 2011).

Para além da temperatura, Martinez et al. (2000) estudaram também o efeito da mistura no
crescimento. A mistura foi promovida por duas formas: (i) injecdo de ar (AR); e (ii) injecdo de ar
em conjunto com agitacdo magnética (AR+AM). Os autores concluiram que a mistura fornecida
pelo conjunto AR+AM favorece o crescimento da microalga, aumentando a produtividade de

biomassa.
2.3 Tecnologias de cultivo

O cultivo das microalgas pode ser efetuado em sistemas com as culturas suspensas ou
imobilizadas. O primeiro caso pode ser divido em sistemas abertos, sistemas fechados ou
sistemas hibridos, sendo este uma combinacdo dos anteriores (Larsdotter, 2006). No caso das
culturas imobilizadas, as microalgas sao fixadas a um meio sélido que as imobiliza, mas permite
trocas de substratos e de produtos pelos poros do material, podendo este ser sintético (por

exemplo, poliuretano) ou natural (por exemplo, agar) (Cai et al., 2013).
2.3.1 Sistemas abertos

O cultivo em sistema aberto pode ser dividido em duas categorias: naturais, que inclui lagos ou
lagoas, ou artificias, que inclui lagoas raceway, lagoas circulares ou tanques. Atualmente, para
cultivo comercial, a opgdo mais utilizada é as lagoas raceway (Figura 1), onde a cultura é mantida
em recirculagdo num canal fechado, com cerca de 0,3 m de profundidade para permitir a
fotossintese das microalgas (Chisti, 2007; Larsdotter, 2006). A circulacdo e a mistura das
microalgas sdo efetuadas por uma roda de pas, que evita também a sedimentacdo através do

constante movimento.
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Figura 1: Representagdo esquemdtica de uma lagoa raceway (Chisti, 2007).

Os sistemas abertos sdo de construgdo e operacdo mais simples, o que representa uma
vantagem econdmica relativamente aos sistemas fechados. Porém, estes sistemas possuem
uma elevada dependéncia de fatores externos, ndo permitindo o controlo adequado das
condicGes de crescimento. A perda de agua por evaporacao e possiveis contaminacoes
(causando reducdo da produtividade e variabilidade na composi¢cdo da biomassa obtida) sdo

algumas das desvantagens deste tipo de sistemas de cultivo (Cai et al., 2013).
2.3.2 Sistemas fechados

O crescimento em sistema fechado pode ser mais vantajoso em relacdo ao crescimento em
sistema aberto, visto que: (i) as condi¢cOes da cultura e o crescimento, como o pH, temperatura,
arejamento, concentracbes de O, e CO,, podem ser controladas; (ii) a evaporacdo da agua e
possiveis contaminag¢des podem ser evitadas; e (iii) concentragdes de biomassa mais elevadas
podem ser atingidas (Gongalves, 2017). Contudo, a maior desvantagem deste sistema é o
elevado custo de investimento e manutengao.

Os sistemas fechados dividem-se em trés principais categorias: fotobiorreatores tubulares,
fotobiorreatores de painel plano e reatores do tipo fermentador (Carvalho et al., 2006). Os
reatores tubulares e os de painel plano sdo os sistemas mais utilizados e sdo desenhados de
forma a garantir uma luminosidade étima e as trocas gasosas. A captura de luz solar pode ser
maximizada ajustando a disposi¢do dos tubos do reator a orienta¢do do sol (Cai et al., 2013).

Os reatores tubulares possuem trés configuragGes: vertical, horizontal e em forma a. Os
reatores tubulares verticais sdao geralmente tubos de vidro ou polietileno, visto que sao
suficientemente transparentes para permitir a penetragdo da luz.

A configuracdo vertical pode ser categorizada em coluna de borbulhamento (Figura 2A) ou
reator airlift (Figura 2B), consoante o fluxo do liquido dentro do reator. Na coluna de

borbulhamento, o ar é distribuido por um dispersor da zona escura central para a zona iluminada
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Figura 2: Esquema da coluna de borbulamento (A) e do reator airlift (B) (Behin, 2012).

exterior. O reator airlift possui uma estrutura de separacdo no centro do reator onde o ar é
borbulhado. Esta separacdo provoca uma corrente ascendente e descendente, fazendo circular
o liquido por todo o reator (Sharma et al., 2015).

O reator tubular horizontal pode ser denominado de quatro formas, consoante a sua
distribuicdo espacial: vertical, horizontal, inclinado e helicoidal. Nas Figuras 3 e 4 apresentam-
se 0 esquema de cada uma das configuracgdes.

Os reatores tubulares horizontais sdo construidos com tubos transparentes de policloreto de
vinil (PVC) ou de polipropileno (PP) com diametros internos pequenos (< 0,1m) para aumentar
a penetracdo da luz. Em adi¢do, uma bomba de ar ou um sistema de airlift fornece a agitacdo
necessaria e as trocas gasosas sao efetuadas num compartimento ou tubo de ligagdo. Um
sistema de controlo de temperatura pode ser adicionado ao conjunto, visto que nesta

configuragdo a temperatura é um parametro que é dificil de controlar (Sharma et al., 2015).

(8) Saida de gas
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Figura 3: Representagdo esquemdtica de um fotobiorreator tubular horizontal com distribuigdo vertical (A) (Ugwu e
Aoyagi, 2012) e horizontal (B) (Lépez et al., 2006).
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Figura 4: Representagdo esquemdtica de um reator inclinado (A) (Ugwu e Aoyagi, 2012) e helicoidal (B) (Mueller-
Rees et al., 2013).

O reator tubular em forma a (Figura 5) é construido com tubos transparentes de PVC e duas
bombas airlift que promovem uma trajetdria ascendente e descendente onde existem pontos
de injecdo de CO; ao longo do percurso. Como o fluido é bombeado numa Unica direcao é
possivel atingir uma velocidade elevada com uma injecdo de um fluxo reduzido de ar nos tubos
ascendentes (Carvalho et al., 2006).

Os fotobioreatores de painel plano sdo formados por dois painéis retangulares de vidro ou
acrilico com um espagamento de cerca de 25 cm entre eles (Figura 6). Os painéis sdo iluminados
em ambos os lados e possuem um sistema de inje¢ao de ar no fundo que permite a mistura da
cultura e a remogao de O,. Em alguns casos, os painéis podem ser inclinados para otimizar a
quantidade de luz que é capturada.

Os reatores do tipo fermentador (Figura 7) sdo mais convencionais para o metabolismo
heterotréfico com fontes de carbono apropriadas. Para um cultivo autotréfico, este reator
possui uma enorme desvantagem: a razdo area-volume é baixa e por isso a distribuicdo da luz
nao é eficiente. Assim, para ultrapassar esta desvantagem, um sistema de iluminagao é instalado

para distribuir homogeneamente a luz (Carvalho et al., 2006).

Bomba
airlift

Figura 5: Esquema de um reator em forma a (Carvalho et al., 2006).

12



Revisdo da literatura

— Entrada
dear

-

-

-

-

- '_ _‘
-

-

¥

Figura 6: Representagdo de um fotobiorreator de painel plano (Carvalho et al., 2006).
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Figura 7: Representagdo esquemdtica de um reator do tipo fermentador (Carvalho et al., 2006).

A selecdo da metodologia de cultivo deve ser efetuada com base em diferentes critérios para
obter o melhor rendimento possivel. Assim, as vantagens e desvantagens de cada reator

encontram-se resumidas na Tabela 2.
2.3.1 Sistemas hibridos

Os sistemas hibridos combinam os beneficios do sistema aberto e fechado em duas etapas.
Primeiramente, o indculo passa por um reator fechado e, em seguida, as microalgas sdo
cultivadas em lagoas abertas. Esta configuracdo permite minimizar a contaminacdo na fase
inicial do crescimento. No entanto, a aplicacdo em larga escala é limitada pelo custo que a

primeira etapa acarreta (Cai et al., 2013).

2.4 Meio de cultura

O crescimento fotossintético requer luz, CO,, dgua e nutrientes. De forma a maximizar este
crescimento, o meio de cultura tem de possuir os nutrientes essenciais ao desenvolvimento das
microalgas. Estes podem ser divididos em macronutrientes, como o carbono, azoto, fésforo e
enxofre, e micronutrientes, tais como o sddio, potassio, ferro, magnésio e calcio. No entanto, o
azoto e o fésforo sdo os nutrientes com uma maior relevancia no meio de cultura (visto que o
carbono pode ser alimentado pela corrente gasosa alimentada a cultura) e, por isso, a razdo N:P
€ um dos fatores mais importantes no meio (Cai et al., 2013). A razdo Redfield (Ci06H181045N16P)
é a razdo estequiométrica que estima a composicdo elementar da maioria das células das

microalgas e, por isso, o0 meio devera possuir estas proporcoes para ser obter um crescimento
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Tabela 2: Comparagdo das diferentes caracteristicas das vias de crescimento (adaptado de Sharma et al. (2015);

Ugwu e Aoyagi (2012).

Tecnologia de cultivo ~ Vantagens LimitacGes
Lagoas abertas Facilidade na construcdo e Baixo controlo das condig¢Bes da
operacgao cultura

Sistema mais econémico
Elevada capacidade de
producdo

Limitado a algumas espécies
Suscetivel a contaminacgdes
Baixa produtividade
Dificuldade na produgdo por
longos periodos de tempo
Necessidade de uma elevada
area de terreno

Reatores tubulares
verticais

Compactos e relativamente
econdémicos

Facilidade de operacdo para
monoculturas

Elevada drea de transferéncia
de massa

Obtencdo de uma boa mistura
sem provocar tensao nas células
Baixo consumo de energia

Diminuicdo da area de
iluminacdo no aumento de
escala

Elevada refracdo da luz
incidente

Reatores tubulares
horizontais

Elevadas areas de iluminacao
Adequado para culturas
exteriores

Obtencdo de boas
produtividades de biomassa

Pequena drea de transferéncia
de massa

Suscetivel a fotoinibi¢do
Dificuldade no controlo da
temperatura

Necessidade de uma elevada
area de terreno

Reatores de painel
plano

Elevadas areas de iluminacdo
Adequado para culturas
exteriores

Obtencdo de boas
produtividades de biomassa
Facil manutencao

Baixa acumulacdo de oxigénio

Dificuldades no aumento de
escala

Dificuldades no controlo da
temperatura

Fermentadores

Facilidade em manter condi¢des
otimas

Prevencao de contaminacao
Obtencao de elevadas
concentragdes de biomassa

Custo e disponibilidade da
matéria-prima

Competicdo pela matéria-prima
com outra tecnologias de
produgdo de combustiveis

otimo (Larsdotter, 2006). A formula empirica de Stumm (Cio6H2630110N16P) é outra razdo

bastante referenciada na literatura (Cai et al., 2013). No entanto, estudos apontam que a razdo

ideal N:P para o crescimento das microalgas devera situar-se entre 7 e 8 (Cai et al., 2013; Silva

et al., 2015; Xin et al., 2010). Tendo em conta que, na maioria dos efluentes residuais a razao

N:P possui valores abaixo dos valores estimados pelas razdes de Redfield e Stumm (Cai et al.,

2013), estes estudos recentes vém justificar a combinag¢do entre o tratamento de dguas residuais

e o crescimento de microalgas. Portanto, a otimizagdo da remocao esta dependente da absorgao
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dos nutrientes pelas microalgas logo, os mecanismos de absor¢do dos nutrientes devem ser

entendidos.
2.4.1 Carbono

As microalgas sao compostas em cerca de 50% por carbono e, por isso, este € um nutriente
importante no crescimento das microalgas. O CO; é o nutriente principal do metabolismo
autotréfico devido a sua importancia nas reagdes fotossintéticas (Carvalho et al., 2006). As
microalgas autotrdficas assimilam carbono inorgénico, nomeadamente diéxido de carbono e o
bicarbonato, através da fotossintese transformando-o em glicose. De forma geral, a fotossintese
representa-se pela seguinte equag¢do quimica (Larsdotter, 2006).

6H,0 + 6C0, + Luz = CgHy,04 + 60,

O CO; pode ser captado da atmosfera ou da exaustdo de gases industriais. No entanto, a
concentracdo atmosférica é relativamente baixa (0,04%, v/v) e, por isso, o fornecimento extra
de CO; é necessdrio para manter elevadas produtividades.

As microalgas com metabolismo heterotréfico usam carbono organico, tal como 4cidos
organicos, acucares, acetato ou glicerol, onde estes podem ser assimilados por via quimio-
heterotrofica ou foto-heterotréfica. No primeiro caso, o substrato para além de ser usado como
fonte de carbono é também usado tanto como fonte de energia, através da respiragao,

enquanto no segundo caso, a luz é a fonte de energia (Larsdotter, 2006).
2.4.2 Azoto

O azoto encontra-se numa variedade de substancias bioldgicas importantes, como enzimas,
peptidios, clorofila, moléculas de transferéncia de energia (trifosfato de adenosina - ATP,
difosfato de adenosina - ADP) e material genético (acido desoxirribonucleico - DNA, acido
ribonucleico - RNA). As fontes inorganicas sdo o nitrato (NOs’), o nitrito (NOz’), 0 amodnio (NH4*),
o amoniaco (NHs) e o azoto gasoso (N2) (Cai et al., 2013). A Figura 8 mostra o processo de
transformacgado do azoto inorganico em organico.

O amoénio é a forma preferencial de azoto no crescimento das microalgas, visto que a sua
assimilacdo nao necessita de uma reacao redox, requerendo menos energia. No entanto, o
nitrato estd em predomindncia no meio aquatico, sendo a forma mais oxidada e
termodinamicamente estavel, sendo também assimilada na auséncia de amodnio. Assim,
efluentes com NHs* favorecem o rapido crescimento das microalgas (Cai et al., 2013). No
entanto, valores superiores a 20 mg NH4-N-L ndo s3o benéficos ao cultivo de microalgas devido
a sua toxicidade, provocando um efeito inibitério (Larsdotter, 2006). A volatilizagdo do amoniaco

é também um importante mecanismo de remoc¢do de amonio que é favorecido com o aumento
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Nitrato Nitrito Glutamina
redutase redutase sintetase

N03' ﬁ. NOZ’ f\b NH4+ —/_——\+ Glutamina

NADH NAD* 6Fd.,  6Fd,, ATP ADP
+H* +H,0 +H* +2H,0 +Glu +PQO/7

Figura 8: Esquema simplificado da assimilagéo do azoto inorgdnico (Cai et al., 2013)

de pH e temperatura. A assimilacdo do azoto pode ser realizada por microalgas procariotas,
nomeadamente as cianobactérias, através da fixacdo do azoto atmosférico (N,), convertendo-o

em formas que podem ser assimiladas.
2.4.3 Foésforo

O fésforo é também um nutriente chave no metabolismo das microalgas e pode ser
encontrado em acidos nucleicos, lipidos e proteinas. As formas preferenciais de fésforo sdo o
dihidrogenofosfato (H.PO4) e o hidrogenofosfato (HPO.*) onde sdo incorporadas nos
componentes organicos através da fosforilacdo. A fosforilagdo envolve a geracdo de ATP a partir
de moléculas de ADP com consumo de energia. A energia é originada a partir da respiracao
celular ou, no caso da fotossintese, da luz (Cai et al., 2013). De forma simplificada, a fosforilagdo
procede-se da seguinte forma:

ADP + P; + energia — ATP

As microalgas sdao capazes de armazenar fésforo em excesso, sob forma de polifosfato,
permitindo o crescimento na auséncia de fdosforo disponivel (Larsdotter, 2006). De forma
semelhante a remocdo de azoto, a remocao de fésforo ndo é sé dependente da absorgdo celular,
mas também das condi¢cGes exteriores, como o pH e o oxigénio dissolvido. O fosfato precipitard
na solugdo para valores elevados de pH e elevadas concentragdes de oxigénio dissolvido (Cai et

al., 2013).
2.4.4 Micronutrientes

Os micronutrientes em oposicdo aos macronutrientes sdo necessarios em menores
quantidades, visto que elevadas concentragbes destes elementos sdo téxicas para a maioria das
espécies. Assim, pequenas quantidades de manganés, cobre, ferro, zinco, boro, cloretos e niquel
sdo frequentemente adicionadas aos meios de cultivo, juntamente com um agente quelante
(por exemplo, acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA), para prevenir a limitacdo ao

crescimento por estes nutrientes.
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2.5 Aplicagdes ambientais das microalgas

A utilizagdo das microalgas como alternativa a diversos processos, tais como a produgao de
biocombustiveis ou o tratamento de aguas residuais, tem-se vindo a intensificar nos ultimos
anos, devido a urgente necessidade de se encontrar solucdes mais eficientes e econdmicas para
determinados problemas ambientais. O crescimento de microalgas apresenta algumas
vantagens que permite serem uma solugdo vidvel, nomeadamente: (i) ndo necessitarem de
terreno aravel nem de dgua potavel para crescer, conseguindo desenvolver-se em ambientes
com condi¢des menos favoraveis; (ii) o crescimento é rapido e possuem uma percentagem
elevada de lipidos na sua composicao (15-75% em peso seco (Chisti, 2007)); (iii) possuirem a
capacidade de fixar CO; (iv) conseguirem utilizar os nutrientes em excesso da maioria dos
efluentes residuais; e (v) a biomassa obtida no cultivo de microalgas pode ser utilizada como
fonte de produtos de valor acrescentado (Spolaore et al., 2006). Em suma, as microalgas podem
ser aplicadas em producdo de biocombustiveis, mitigacdo do CO, e tratamento de daguas
residuais (Cai et al., 2013).

A producgdo de biocombustiveis através de microalgas tem sido amplamente estudada, visto
ser uma alternativa vidvel aos combustiveis fosseis. Os biocombustiveis produzidos a partir
destes microrganismos sdo o biodiesel, bioetanol e o biometano. O biometano (habitualmente
designado por biogds) é produzido através da digestdo anaerdbia da biomassa e tem como
principal caracteristica o alto poder calorifico, podendo ser utilizado na producdo de eletricidade
(Chisti, 2007). O bioetanol é produzido por fermentagdo alcodlica e pode ser utilizado como
aditivos nos combustiveis para os veiculos a motor (Chisti, 2007). O biodiesel é produzido por
transesterificacdo dos lipidos contidos nas microalgas. Neste processo ocorre a conversdo
guimica do dleo para o éster gordo (biodiesel), onde o objetivo é baixar a viscosidade do éleo
para que fique proxima do diesel de origem fdssil (Demirbas e Demirbas, 2010).

O estudo da producdo dos biocombustiveis é baseado principalmente no alto teor lipidico
das microalgas. Contudo, a producdo de biomassa gera outros compostos quimicos com
interesse comercial. A biorrefinacdo é uma abordagem que permite a rentabilizacdo da
biomassa passivel de ser transformada, permitindo reduzir o custo de producdo de biodiesel
através de microalgas (Chisti, 2007). A Figura 9 apresenta algumas aplicagdes comerciais dos
subprodutos resultantes do crescimento das microalgas.

A aplicacdo de microalgas tem demonstrado resultados positivos na remo¢do de azoto,
fésforo e outros elementos (metais pesados) de dguas residuais. A composicao dos efluentes
depende da fonte onde sd3o produzidos, podendo-se distinguir efluentes

domésticos/municipais, industriais e provenientes da agricultura e pecuaria. Os efluentes
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Lipidos Biodiesel

Produtos farmacéuticos
Proteinas Suplementos alimentares
Alimentacdo animal

i

Produtos farmacéuticos
Suplementos alimentares

Hidratos de - Alimentag¢do animal
carbono 4 Quimicos
Bioetanol
Bioplasticos
Cosmética

|

Pigmentos Produtos farmacéuticos
Suplementos alimentares

Vitaminas e Biofertilizantes
Nutrientes Antioxidantes

A4

Figura 9: Valorizagdo dos subprodutos da produgdo da biomassa (adaptado de Safi et al. (2014)).

domésticos sdo os mais estudados, visto ndo apresentarem compostos toxicos e terem uma
razdo N:P que ndo se afasta muito da razdo que se pensa ser a ideal para o crescimento das
microalgas. As aguas residuais industriais apresentam composicdes muito variadas,
dependendo do setor comercial. Os efluentes de industrias mineiras contém metais pesados e
uma menor quantidade de azoto e fésforo em comparagao com os efluentes resultantes de
outras atividades. Assim, o interesse nestes efluentes é a remogao dos metais. No entanto, a
baixa concentragdo de azoto e fésforo implica reduzidas taxas de crescimento e produtividade
de biomassa. Relativamente as aguas residuais provenientes da agricultura e pecuaria, estas sao
geralmente ricas em azoto e fosforo, mas a presenga de pesticidas e herbicidas pode inibir o

crescimento das microalgas (Cai et al., 2013).
2.6 Tratamento de aguas residuais reais

De uma forma resumida, o tratamento de 4guas residuais é efetuado em quatro fases:
tratamento preliminar, primario, secundario e terciario. No tratamento preliminar, os sélidos
mais grosseiros, areias e Oleos e gorduras sdo removidos por gradagem ou tamisagem,
decantacdo e flutuagdo, respetivamente. O tratamento primario (ou tratamento mecanico) tem
como objetivo remover os restantes sélidos grossos e remover parte dos sélidos suspensos (SS),
bem como diminuir a caréncia bioquimica de oxigénio (CBO). No tratamento secundario (ou
bioldgico) utilizam-se as capacidades metabdlicas de determinados organismos para remover a
matéria poluente coloidal e dissolvida e a remog¢do de nutrientes (azoto e fdsforo,
particularmente). O tratamento tercidrio é uma fase de desinfecdo e afinagdo que tem como

objetivo a remocdo de agentes patogénicos e de nutrientes em excesso (homeadamente, azoto
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e fosforo). Esta fase ocorre numa lagoa de maturagdo onde se adiciona cloro ou carvao ativado
de forma a auxiliar a adsorgao das particulas (Tchobanoglous et al., 2003).

Como ja referido anteriormente, a utilizacdo de microalgas nas etapas de tratamento de
aguas residuais pode ser muito benéfica. A presenca de microalgas no tratamento secundario
obriga a existéncia de uma relacao de simbiose microalga-bactéria. Como se pode ver na Figura
10, enquanto a microalga fornece o oxigénio necessdrio a bactéria através da fotossintese, a
bactéria liberta CO, e nutrientes através da degradacdo da matéria organica. O uso de
microalgas para producdo de O, é vantajoso porque evita a libertacdo de componentes volateis
ou odores que poderiam ocorrer nos sistemas mecanicos tradicionais de arejamento. Permite
também reduzir os custos de operacdao em cerca de 50%, visto que o arejamento mecanico é
onde existe o maior consumo de energia nos sistemas de tratamento de aguas residuais (Gordon
e Seckbach, 2012).

As microalgas podem ter um papel importante no tratamento tercidrio nas lagoas de
maturacdo (Munoz e Guieysse, 2006). Diversos estudos ja foram desenvolvidos para determinar
e eficiéncia do processo na remocdo de nutrientes, nomeadamente azoto e fosforo, de aguas
residuais reais. A Tabela 3 apresenta alguns estudos sobre a remocdo de nutrientes utilizando
efluentes reais.

Valderrama et al. (2002) usaram um efluente industrial diluido, visto que o efluente bruto
possuia elevadas quantidades de matéria organica que impediam o crescimento aqudtico. O
efluente utilizado na diluicao do efluente bruto é a dgua de lavagem de equipamentos, visto ser
um efluente abundante. A taxa de diluicdo usada foi 1:10. Relativamente a remocgdo de
nutrientes, a eficiéncia de remog¢ao de aménio obtida foi de 73%. Os autores justificaram esta
remog¢ao amoénio com a volatilizagdo do amoniaco, visto que os biorreatores estavam bem
arejados. A eficiéncia de remogdo de fésforo foi de 51%, tendo os autores atribuido esta
remocdo a acumulagdo na biomassa.

Martinez et al. (2000) estudaram o crescimento da microalga Scenedesmus obliquus e as
cinéticas de remocdo de azoto e fésforo de um efluente municipal. Os autores verificaram uma
diminui¢do acentuada da concentracdo de fésforo nas primeiras 3 h de cultivo. Esta diminuicdo
foi causada pela adsorgdo nas paredes das células e do biorreator, sendo responsavel por 51%
da remocgao de fosforo. Contudo, o pH inicial da cultura era superior a 9, o que pode ser uma
explicacdo para a diminuicdo acentuada da concentracdo de fosforo, visto que o fdsforo
precipita a um pH de 8,5. Para além disso, a remogao nao atingiu os 100%, porque houve rutura
das células, havendo libertagdo de fdésforo para o meio. Esta rutura foi confirmada por

observagdo ao microscépio e esta associado ao pH elevado da cultura (pH=11). O pH também
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Figura 10: Simbiose entre microalgas e bactérias (Gordon e Seckbach, 2012).

Tabela 3: Remogdo de nutrientes de efluentes reais com culturas de microalgas.

Espécie

Operacdo e condicbes
experimentais

Azoto

Ci (mg-L?)

[ER(%)]

Ref.

C. vulgaris

Efluente industrial; Reator
fechado (V=5L); Modo Batch;
T=23+1°C;1=60 pmol-m?2s?;
t = 5 dias; Cy,; = 2x10°
células-mL™.

3-8 NH,*
[73]

Valderram
aetal
(2002)

Scenedesmus
obliquus

Efluente municipal; Reator
fechado (V=1L); Modo Batch
T=25°C; =153 umol-m2s?;
t=8dias; pH=9,3; C«; =14

27,4 NH,*
[100]

Martinez
etal.
(2000)

C. vulgaris

Efluente industrial; Reator
fechado (V=0,25L); T=27°C;

I =110 umol-m2-stt = 8 dias;
pH = 8,0; Cy; = 40 mg-L2.

54,6-90,0
NH; [100]
17,7-35,4
NO; [46]

Yun et al.
(1997)

C. vulgaris

Planktothrix
isothrix

Efluente municipal; Reator
fechado (V=0,5L); Modo Batch;
T=28°C; t =9 dias;

| =20e 60 pmol-m2s?;
pH=7,0; Ck;

79,3 NH4*
[71]

79,3 NH4*
[74]

Silva-
Benavides
e Torzillo
(2012)

NOTA: C,i = Concentragéo de biomassa inicial; Ci= Concentragéo inicial; %ER=Eficiéncia de remogdo; I= Intensidade luminosa;
n.d.=Ndo definido,; Ref.=Referéncia; u=Taxa especifica de crescimento; T=Temperatura,; t=Tempo; V=Volume.

influenciou a remogdo de azoto do meio, deslocando o equilibrio quimico no sentido da

producdo de NHs. Assim, a volatilizagao foi o principal mecanismo de eliminagdo de azoto. Neste

caso, como o efeito do pH foi acentuado, a avaliagdo do efeito da temperatura e da mistura foi

apenas conseguida no caso da remocdo de azoto. A 30 °C verificou-se uma taxa de crescimento

mais elevada no ensaio com a mistura, logo uma maior remoc¢do de azoto. Conclui-se que a

mistura afetou a remocdo de azoto através da influéncia que esta teve no crescimento. Assim,

a mistura favorece a remoc¢do de azoto do meio.

20



Revisdo da literatura

Yun et al. (1997) realizaram o seu estudo com um efluente com uma concentragao residual
de fdsforo, sendo necessario adicionar uma fonte suplementar de fésforo. Nos ensaios em que
nao foi adicionado fésforo, a taxa de remoc¢do do amoniaco era muito lenta devido a limitacdo
causada pela auséncia deste elemento quimico. Nos ensaios com adicao de fosforo, a microalga
conseguiu remover na totalidade a quantidade de amoniaco e conclui-se que existe uma
preferéncia pelo NH; em vez do nitrato como fonte de azoto. O nitrato apenas foi consumido
guando ja ndo existe NHs. A remocao de fésforo ndo foi tdo significativa visto que inicialmente
foi adicionado uma quantidade superior a necessaria.

O trabalho experimental desenvolvido por Silva-Benavides e Torzillo (2012) avaliou a
remocado de azoto e fésforo de um efluente municipal sob diferentes condicées de iluminacdo
(20 e 60 pmol-m=2-s1). O azoto n3o foi totalmente removido da cultura, apesar de esta ter
decorrido durante varios dias com fotoperiodo de 24:0. Os autores justificaram a baixa eficiéncia
de remogdo com elevada concentracgdo inicial, alegando que para concentrages superiores a
80 mg-L%, mais de 50% da concentracdo de NH4-N se mantém na cultura apds 21 dias. Isto indica
gue existe um excesso na concentracdo de azoto e podera ser essa razdo deste nao ser captado
pelas microalgas. A remocdo de fosforo estd relacionada com a absorgdo ativa das células, visto
que o pH foi controlado e nunca ultrapassou os 8,5, valor no qual o fésforo precipita. Os autores
também nao excluiram a hipdtese da remogdo de fdsforo por adsorgao as paredes das

microalgas e as paredes do reator.
2.7 Cultura de microalgas em meios com metais pesados

Efluentes industriais sdo tratados nas préprias instalagdes e posteriormente encaminhados
para as condutas de tratamento de efluentes domésticos. Assim, se a descarga de efluentes com
elevada quantidade de metais for efetuada sem tratamento prévio, as elevadas concentracdes
podem afetar o tratamento biolégico das ETARs, diminuindo a eficacia do tratamento. Desta
forma, o crescimento das microalgas em meios com metais pesados deve ser avaliado e alguns
estudos ja foram desenvolvidos nesse sentido.

Chong et al. (2000) estudaram a remocdo de Ni e Zn por 11 espécies de microalgas. A
experiéncia decorreu em tubos de digestdo de 150 mL contendo a solu¢do de metal. Duas
solucdes foram utilizadas: (i) a primeira contendo 30 mg-L de Ni; e (ii) uma mistura contendo
30 mg-Lt de Zn e 30 mg-L de Ni. O pH variou entre 6,0 e 7,9 e cada amostra foi inoculada com
uma concentracdo celular de 5 x 108 células-mL?. A microalga que conseguiu obter o melhor
resultado na remocao de Ni e Zn foi a Scenedesmus quadricauda 43, com uma percentagem de
remogao de 99,0% e 99,3%, respetivamente. A segunda espécie mais eficiente foi a Chlorella
miniata com uma remocao de Ni de 70,0% e de Zn de 98,3%. A C. vulgaris obteve uma remoc¢ao

bastante elevada de Zn com uma percentagem de 96,7%, sendo a remogao de Nicerca de 56,7%.
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Estes resultados podem-se traduzir em termos da quantidade de metal absorvida na biomassa.
Desta forma, a C. vulgaris absorveu 0,18 mg Ni-g»* e 0,28 mg Zn-gy~.

Travieso et al. (1999) estudaram o crescimento das microalgas Scenedesmus acutus e
C. vulgaris na presenca de trés metais (Cd, Zn e Cr). Ambas as microalgas foram estudadas em
culturas em suspensdo e a C. vulgaris foi também estudada em cultura imobilizada (em matriz
de Kappa-carrageenan e espuma de poliuretano). No caso das microalgas em suspensdo, a
C. vulgaris apresentou um crescimento até uma concentracdo de zinco até 600 mg-L?, obtendo
uma taxa de crescimento mais elevada para uma concentracdo de 200 mg Zn-L™. A S. acutus n3o
tolerou concentracdes elevadas (> 100 mg Zn-L), no entanto obteve uma taxa de crescimento
de 0,0142 h! para uma concentracdo de 50 mg-L}, onde na amostra de controlo a taxa de
crescimento foi de 0,0124 h!. Os resultados obtidos com as culturas na presenca de Cd
demonstram que concentracdes superiores a 2 mg-L! ndo sdo toleradas para ambas as
microalgas, onde o crescimento mais elevado foi verificado para uma concentrac¢do de 1 mg-L™.
No caso do Cr, a C. vulgaris tolerou concentracdes até 45 mg-L?, obtendo um melhor resultado
em termos de crescimento para uma concentra¢do de 36 mg:L. A tolerdncia da S. acutus ndo

excedeu os 15 mg-L?, onde o melhor crescimento foi obtido para uma concentracdo de

5mgL™.
Tabela 4: Cultura de microalga em meios com metais pesados.
Metal Espécie e Operacao Eficiéncia de Ref.
pesado condigOes remocao
Cd,ZneCr S. acutuseC. Imobilizagdo em matriz ~ Cd**, Zn%, e Cr(VI) Travieso et al.
vulgaris: de Kappa-carrageenan foi 66%, 85% e 48%, (1999)
cultura (KP) e espuma de respetivamente no
imobilizada poliuretano (EP); V=1L; caso de KP
T=25°C+3°C;LI=27  Cd*, Zn%, e Cr(VI)
umolm2st typ =18 h;  foi 57%, 78% e 34%,
ter=72h. respetivamente no
caso de EP
Cu, Cd e Cr S.incrassatulus Frascos conicos; V=2L; Cu?, Cd* e Cr(VI) Pena-Castro
T=25°C; Modo continuo foi 43,9%, 65,7% e et al. (2004)
78,2%,
respetivamente
CueZn C. vulgaris e S.  Frascos conicos; V=0,25 C. vulgaris removeu Chan etal.
maxima L; Efluente municipal 76,5% (B) e 81,9% (2013)

(bruto —B - e tratado -T)  (T) de Cu** e 2,9%
(B) € 96,3% (T) de
Zn2+
S. maxima removeu
81,7% (B) e 76,9%
(T) de Cu®** e 94,9%
(T) de zn?*

NOTA: | = Intensidade luminosa; Ref. = Referéncia; T=Temperatura,; t=Tempo; V=Volume.
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Pena-Castro et al. (2004) avaliaram a remocdo de trés metais (Cr, Cd e Cu) pela microalga
Scenedesmus incrassatulus. O ensaio foi efetuado em regime continuo com duragdo aproximada
de 15 dias, onde as condi¢des experimentais foram controladas. Os autores testaram o efeito
individual e o efeito da mistura de dois ou trés metais (Cu+Cd; Cu+Cr; Cd+Cr; Cd+Cr+Cu), onde
em cada ensaio as concentragdes iniciais de Cu, Cd e Cr eram, respetivamente, 4,15, 3,50 e
1,20 mg-L. Obtiveram-se melhores taxas de remocdo para os ensaios com mistura de dois
metais do que os ensaios individuais. A melhor remoc¢ao de cobre foi obtida na mistura (Cu+Cr)
com uma percentagem de 43,9%. Relativamente a Cd e a Cr, o ensaio da mistura (Cd+Cr) foi
mais benéfico para ambos os casos, obtendo-se remocdes de 65,7% e 78,2%, respetivamente.
A Tabela 4 apresenta sumarizada as condic¢oes de alguns dos estudos que testaram o efeito dos
metais no crescimento de microalgas.

A capacidade das microalgas removerem os metais pesados ja foi comprovada com os
estudos existentes, contudo para o tratamento de dguas residuais existe a necessidade de um
estudo mais aprofundado. Estudos sobre a remocgao de nutrientes, como o azoto e o fésforo, na
presenca de metais pesados sdo quase inexistentes. O presente estudo vem preencher essa
lacuna no conhecimento sobre o efeito que os metais pesados tém nas microalgas quando se

pretende remover azoto e fosforo.
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3. Materiais e métodos

3.1 Instalagao experimental

As culturas foram inoculadas em duplicado sem recurso a técnicas assépticas e em frascos
de borossilicato com volume operacional de 500 mL. O cultivo de cada ensaio durou 7 d e
decorreu numa instalacdo pré-concebida para o efeito (Figura 11). A instalagdo possui integrada
uma fonte luminosa composta por quatro ldmpadas fluorescentes de 18 W, dispostas a cerca de
25 cm da superficie liquida dos frascos. As culturas estavam sujeitas a uma intensidade luminosa
de cerca de 71,73 umol-m?2-s?, determinada através de um medidor de luz (HD 2102.2, Delta
OHM, Itélia), e um fotoperiodo 24:0 (luz continua). A temperatura de cultivo foi a temperatura
ambiente do laboratério, sendo este parametro monitorizado diariamente. De modo a evitar a
sedimentag¢do das microalgas, a mistura das culturas é garantida através da inje¢do continua de
ar atmosférico com caudal aproximado de 90 L-min! promovido por bombas de ar Trixie AP 180
(Trixie, Tarp, Alemanha). A perda de agua por evaporacgdo foi controlada por marcacdo do nivel

superficial e restituido diariamente.

3.2 Microalgas e meio de cultura

A microalga utilizada neste estudo foi a C. vulgaris, visto ser amplamente estudada na
remocdo de nutrientes e demonstrar uma boa eficiéncia na remocado de metais de aguas (Safi et
al., 2014). A estirpe alvo de estudo foi obtida a partir da Culture Collection of Algae and Protozoa
do Reino Unido. A microalga foi cultivada em meio de cultura teste da OCDE modificado, com a
seguinte composi¢do (mg-L1): 119 KNOs; 12 MgCl,-2H,0; 18 CaCl,-2H,0; 15 MgS04-7H,0; 20
KH,PO4; 0,08 FeCls-6H,0; 0,1 Na,EDTA-2H,0; 0,185 H3BOs; 0,415 MnCl,-4H,0; 0,003 ZnCly;
0,0015 CoCl,-6H,0; 0,00001 CuCl,-2H,0; 0,007 Na;Mo04-2H,0 e 100 Na,CO:s.

- x =

. — = == ¥ e =
A = Y i o . *

= s -

Figura 11: Instalag¢do experimental usada para o crescimento das microalgas.
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Ao longo do trabalho experimental foram realizados cinco ensaios. Nos trés primeiros
ensaios (I, Il e lll) o efeito isolado de cada metal (Ni, Cd and Zn, respetivamente) foi avaliado.
Nestes ensaios, as culturas (em duplicado) possuiam uma concentracdo do metal em estudo
correspondente a 1, 2 e 3 mg-L'Y. No ensaio 1V, as culturas de microalgas foram testadas numa
mistura dos trés metais com igual concentracdo molar (30 umol L?), correspondendo a
concentracdes massicas de, aproximadamente, 2 mg-L™* de Ni, 3 mg:-L*de Cd e 2 mg-L'* de Zn. O
ultimo ensaio (V) testou o cultivo semi-batch (a cultura era alimentada com meio fresco com
uma frequéncia equivalente a dois dias) com a mesma concentracdo de metais do ensaio
anterior. Neste ultimo ensaio, para além das recolhas didria das amostras, foi efetuada uma

recolha imediatamente apds a adicao do meio.
3.3 Métodos analiticos

A temperatura, o pH e a densidade dtica foram monitorizadas diariamente. O pH e a
temperatura foram medidas com recurso a um medidor de pH (Hi 8424, Hanna Instruments,
Itdlia) e a densidade otica a 440 nm (DOa4o) foi medida através de um espetrofotometro
(Spectroquant Pharo 100, Merck, Darmstadt, Germany). A quantidade de biomassa (em peso
seco) foi determinada indiretamente através da preparacdo de uma reta de calibragdo em
ordem a DOa40. O procedimento, a equagao obtida, a gama de aplicabilidade e o coeficiente de
determinagao encontram-se apresentados no Anexo A-l.

A recolha das amostras foi efetuada diariamente, sendo estas submetidas a centrifugagao,
com recurso a uma centrifugadora (Herarus Labofuge 200, Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos), durante 15 minutos a uma velocidade de rotagcdo de 4000 rpm (Figura 12).
Posteriormente, as amostras foram filtradas individualmente através de filtros de seringa com
membrana filtrante de acetato de celulose de 0,45 um (Specanalitica, Portugal).

Para analise da concentra¢do dos metais, apos filtracdo, as amostras foram acidificadas com
uma gota de acido nitrico (HNOs) a 65%, e devidamente conservadas no frigorifico. Estas
amostras foram analisadas por espetroscopia absor¢do atémica (AAS) por chama (932 plus, GBC
Scientific Equipment Ltd., Melbourne, Australia) no fim de cada ensaio. As retas de calibracdo
utilizadas para a determinac¢ao da concentracdo de cada metal, a gama de aplicabilidade e o
coeficiente de correlagdo sao apresentadas no Tabela A-Il.

Relativamente a concentragdo de nitratos e fosfatos, estas foram apenas determinadas no
inicio e no fim de cada ensaio. Apds filtracdo, a andlise da concentracgdo dos ides NOs e PO4* foi
efetuada com recurso aos testes colorimétricos: Spectroquant Nitrate test 1.09713.0002 da
Merck e Spectroquant Phosphate cell test 1.14543.0001 da Merck, respetivamente. Em seguida,

a leitura foi realizada no espetrofotdmetro (Prove 300, Merck, Darmstadt, Germany).
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(B)

Figura 12: Imagem de uma amostra recolhida antes (A) e apds (B) centrifugagdo.

Na técnica de espetroscopia de absor¢ao atdémica por chama, a amostra é aspirada para o
nebulizador, que transforma o liquido num aerossol. De seguida, o aerossol é arrastado até ao
qgueimador, onde a chama transforma os ides e moléculas em dtomos no estado fundamental.
A chama utilizada para a leitura do Zn, Ni e Cd foi uma mistura de ar/acetileno numa proporc¢do
relativamente elevada de comburente em relagdo ao combustivel (5/1, chama oxidante). Os
atomos no estado fundamental absorvem a radiagdo de um comprimento de onda caracteristico
emitida pela fonte de radiacdo. Posteriormente, a radiacdo recebida pelo sistema de detecdo
regista o sinal obtido em absorvancia em que utilizando retas de calibracdo obtém-se a

concentracdo do elemento a ser analisado.
3.4 Parametros e modelos cinéticos

A partir dos diferentes valores de concentrag¢do de biomassa (X) ao longo do tempo do
tempo, determinou-se a taxa especifica de crescimento (u, expressas em d?) e as produtividades
de biomassa (Px, em g-L'1-d}). As taxas especificas de crescimento foram determinadas a partir
de uma cinética de 12 ordem relativamente ao tempo (Equagdo 1). Com a representacdo grafica
de Ln (X) em fungdo do tempo (t, em d), determinou-se a taxa especifica de crescimento com o
conjunto de pontos relativos a fase exponencial de crescimento das microalgas:

dx _In(X;/Xo)

- =uX e

= 1
dt t; — to @)

onde X; e Xo sdo a concentracdo de biomassa (g-L™*) nos instantes t; e to, o fim e inicio da fase de
crescimento exponencial, respetivamente.

As produtividades de biomassa foram determinadas para cada par de pontos experimentais
consecutivos, através da Equagdo 2. De forma a comparar com estudos semelhantes,
determinaram-se os valores da produtividade maxima (Pxmax) € da produtividade média (Pxmeqd).

A produtividade maxima corresponde ao valor maximo do conjunto de valores de P.. A
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produtividade média corresponde a razdo entre toda a biomassa produzida e o tempo de ensaio
decorrido.
Xiv1 — X,
Pp= —— (2)
tiv1 — ¢
Relativamente a concentra¢do de nutrientes (S, em mg-L?), o tratamento dos dados é

baseado na determinac¢do da eficiéncia de remocdo (ER, %) de cada ensaio e das taxas de

remocdo média (TR, expressa em mg-L-d?) através das Equacgdes 3 e 4, respetivamente:

So

ER ="« 100% (3)
So
Sy —S
TR="2"7 (4)
t; — to

onde, Sp é a concentracao de um dado nutriente no instante inicial tp e Sfé a concentragdo do
mesmo nutriente no instante final t. Este cdlculo pode ser aplicado a remogao de azoto e
fésforo, mas também a remocdo dos metais presentes em solugao.

Através da produtividade média e da taxa de remogdo de nutrientes, os rendimentos
especificos de biomassa (Yxs, em gp'gs™') podem ser determinados através da Equacdo 5. Estes

determinam a quantidade de biomassa formada por massa de substrato consumido.

P
P = e )

De forma a avaliar o efeito inibitério do crescimento da microalga devido a presenca de
metais, determinou-se a percentagem de inibi¢do ao crescimento /, (expresso em %) através da

Equacdo 6.

Uc — UE
Iu =—— x100 (6)
Uc

sendo Uc representa a taxa especifica de crescimento do controlo e ur a taxa especifica do
respetivo ensaio.

Em relacdo a remocgdo de metais, as cinéticas de adsorc¢do e de equilibrio envolvem o célculo
da quantidade de metal adsorvido na biomassa (g, expresso em mg-g?), obtido através da

Equagdo 7.

g=—"- (7)
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sendo Cp e C; a concentracdo do metal no inicial e no instante i (mg-L?) e X a concentracdo de
biomassa.

Neste trabalho, o estudo da cinética de remoc¢do dos metais foi efetuado ajustando-se os
pontos experimentais a dois modelos: 0 modelo cinético de pseudo-primeira ordem e o modelo
cinético de pseudo-segunda ordem. Ambos os modelos sao bastante utilizados no estudo da
adsor¢do de metais pesados (Febrianto et al., 2009). O modelo cinético de pseudo-primeira
ordem é geralmente expresso através da Equacao 8:

% = k1,aas(qe — ) (8)
sendo ki .qsa constante cinética do modelo de pseudo-primeira ordem (em h?) e ge a quantidade
de metal adsorvido no equilibrio (mg-g?). A integracdo da Equacdo 8 pode ser escrita na forma

linearizada (Equacdo 9).

ln(Qe - Qt) = ln(Qe) - kl,adst (9)

A reta obtida pela representacdo gréfica de In(q.-qg:) em funcdo de t permite determinar os
valores das constantes do modelo de pseudo-primeira ordem.

O modelo cinético de pseudo-segunda ordem é expresso através da Equacdo 10.

dq
= ot - 9? (10)
onde k; é a constante cinética de pseudo-segunda ordem (em g-mg™*-h?). A linearizacdo da

integracdo da Equacdo 10 resulta em:

1—1+< 1 )1 (112)
qt  Ye kzqg t

A reta obtida com a representacdo grafica de 1/g: em funcdo de 1/t permite determinar os

parametros da cinética de pseudo-segunda ordem. A avaliagdo do melhor modelo cinético é
efetuada pela anélise do valor obtido de coeficiente de determinacdo (R?), sendo que o melhor
modelo corresponde ao valor mais elevado.

Com base nos dados obtidos experimentalmente, verificou-se que no ensaio | (Ni) para uma
concentracdo de 3 mg-L}, o metal n3o foi imediatamente adsorvido. O Modelo de Gompertz
modificado (Equacdo 12) admite a existéncia de um tempo de atraso na cinética, sendo este

aplicado para descrever a cinética de adsorcdo do metal na experiéncia em questao.

q = ae T (12)

sendo, k a constante cinética de adsorc¢do (em h'!) e A o tempo de atraso (em h).

29



Crescimento de microalgas e remogdo de nutrientes em ambientes poluidos com metais pesados

Os modelos de equilibrio da concentracdo de metal na solugdo e a concentragdo na biomassa
sdo geralmente descritos pelas isotérmicas de Langmuir e de Freundlich. A isotérmica de
Langmuir (Equagdo 13) é baseada na suposi¢cdo que a adsor¢do ndo acontece para além da
mono-camada e que todos os espacos da superficie do adsorvente sdo equivalentes e a
superficie é perfeitamente uniforme. Assume também que ndo existe interacdes entre as
moléculas adsorvidas adjacentes.

KiCe

= g, —L- 13
9@ = Im1¥k C, (13)

onde, C. representacdo do metal no equilibrio. A Equacdo 13 também pode ser expressa sob a

sua forma linear através da Equacdo 14:

1 1 1 1
Pod o) o e
onde gm representa a capacidade maxima de adsorc3o (mg-g?) e K, é a constante da isotérmica
de Langmuir (L-mg™). A representacio grafica de 1/g. em funcdo de 1/C. ira resultar numa reta
com declive 1/(gmK.) e intercetar o eixo do yy no ponto 1/gm.

Em relagdo a isotérmica de Freundlich, esta é baseada na adsor¢ao numa superficie

heterogénea, sendo representada pela seguinte forma:

e = KpCX™ (15)

em que, expressa na forma linearizada resulta na Equacdo 16:

log(q.) = log(Kp) + %log(Ce) (16)

sendo Kr e 1/n constantes da isotérmica de Freundlich relacionadas com a capacidade de
adsorcao e a intensidade de adsorc¢ao, respetivamente. Estas constantes sdao determinadas pela
representacdo grafica de log g. em funcao de log Ce.

Todas as constantes relevantes foram determinadas pelo ajuste dos modelos referidos aos

pontos experimentais utilizando o software OriginPro 8.5 (OriginLab, Northampton, MA).
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4.1 Temperatura e pH

A monitorizacdo didria da temperatura e do pH permitiu calcular os valores médios e
determinar se o cultivo decorreu em condig¢Ges favoraveis ao crescimento. A Tabela 5 apresenta
os valores médios das condi¢cOes observadas durante os ensaios. Relativamente a temperatura,
os valores médios estdo em concordancia com gama de temperaturas que se considera como
aceitavel para a maioria das espécies de microalgas: 16 a 27 °C. No caso da C. vulgaris, Converti
et al. (2009) estudaram o efeito da temperatura no crescimento da mesma. Os autores testaram
diferentes temperaturas (25, 30, 35 e 38 °C) e concluiram que o crescimento apenas é afetado
negativamente para temperaturas superiores a 30 °C. Portanto, a gama de temperaturas
medidas neste trabalho encontram-se dentro do intervalo considerado aceitdvel para o
crescimento desta espécie.

Em relacdo ao pH, os valores médios registados variam entre 6,6 e 7,6. Este intervalo estd
em concordancia com a gama apresentada por Barsanti e Gualtieri (2014) (7-9). No entanto,
Gong et al. (2014) avaliaram o efeito do pH no crescimento da C. vulgaris. O intervalo de pH
testado variou entre 7 e 10. Os autores concluiram que o crescimento mais elevado foi obtido
para um pH de 10. Contudo, sendo um objetivo do presente trabalho avaliar o efeito dos metais
no crescimento e na remocdo de azoto e fosforo, um valor tdo elevado de pH ndo poderia ser
utilizado. A pH elevado, os iGes metalicos precipitam em forma de hidroxidos devido a elevada
concentragdo do ido hidroxilo (OH’). Na forma precipitada, o metal ndo esta disponivel para
adsorgdo, visto que a microalga apenas consegue adsorver os metais na forma iénica devido a

sua superficie negativa.

Tabela 5: Valores de temperatura e pH registados nos ensaios.

Ensaio Tmed 0 (°C)  Tmin ('C)  Tmax (°C) PHmed * 0 PHmin PHmax

I (Ni) 18+2 15,2 21,3 7,3+0,3 7,02 7,83

Il (Cd) 203 16,0 24,2 6,6+0,3 6,09 7,59

Il (Zn) 201 18,3 21,7 7,6+0,2 7,00 7,95

IV (Mistura — B) 22+3 18,8 29,1 7,5+0,3 7,00 7,92
V (Mistura — SB) 22+3 17,9 25,7 7,5+0,3 7,01 7,89

NOTA: B = Batch; o = Desvio-padrao; SB = Semi-Batch; T = Temperatura.
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4.2 Efeito isolados dos metais

4.2.1 Crescimento de biomassa

A medicdo continua da concentracdo de biomassa ao longo do tempo de ensaio permite
determinar um conjunto de pardmetros que auxiliam a caracterizagdo do crescimento das
microalgas e que permitem a comparacdo com estudos similares da literatura. Com os
resultados obtidos é possivel determinar o ensaio em se verifica maior crescimento e maior
produtividade e também verificar se as diferentes concentracbes dos metais podem ter
influéncia no crescimento. Para tal e de forma a proceder a uma analise clara do crescimento
verificado em todos os ensaios, a Tabela 6 apresenta um resumo de todos os parametros
calculados a partir dos dados relativos ao crescimento da cultura.

No que diz respeito as concentragdes de biomassa maximas obtidas, nos ensaios sem adi¢ao
de metais os valores variam entre 0,607 e 0,934 g-L'! enquanto que na presenca dos metais 0s
valores variam entre 0,171 e 0,554 g-L''. Com base em estudos prévios onde se testaram
diferentes condicdes de cultura, constata-se que os resultados obtidos nos ensaios sem adicao
de metais enquadram-se dentro da gama reportada na literatura (0,622 a 2,30 g-L'!) (Chang et
al., 2016; Silva et al., 2015). O controlo do ensaio Il (Zn) apesar de ter obtido um valor inferior
a gama, este é muito proximo, sendo considerado dentro do expectavel.

Em comparacdo dos ensaios com e sem metal, verifica-se que a gama obtida nos ensaios com
metais é bastante inferior a gama obtida nos ensaios sem metais. Desta forma, supde-se que a

presenca dos metais tem um efeito negativo no crescimento da biomassa. Comparando o efeito

Tabela 6: Pardmetros de andlise do crescimento das microalgas para os diferentes ensaios.

Ensaio (rrEZE'l) Xiglh)  Xma(gL?) (mgff_“ffd_l) Wit o (dh)  1(%)
I (Ni) Controlo 0,101 0,695 202 0,5+0,2 -
1 0,153 0,276 26,2 0,06 £0,01 88,0
2 0,152 0,175 9,48 0,02 +£0,01 96,0
3 0,161 0,171 6,01 0,03+0,01 94,0
I1(Cd)  Controlo 0,0938 0,934 183 0,46 + 0,08 -
1 0,0950 0,533 98,1 0,34 +£0,02 26,1
2 0,0970 0,282 54,4 0,22 £0,05 52,2
3 0,0965 0,204 26,7 0,14 +£0,05 69,6
Il (Zn)  Controlo 0,0983 0,607 127 0,43 +£0,07 -
1 0,0990 0,554 95,8 0,34 +£0,09 20,9
2 0,106 0,376 69,4 0,25+0,03 41,9
3 0,111 0,396 52,6 0,220 + 0,008 48,8

NOTA: [M] = Concentragéio de metal; X; = Concentragdo inicial de biomassa,; Xmax = Concentragéo mdxima de biomassa obtida; o =
Desvio-padrdo; I, = Percentagem de inibigéo da taxa especifica de crescimento; Pxmex = Produtividade mdxima obtida;
u = Taxa especifica de crescimento; t.2 =Valor de t-student com 90% de significdncia.
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dos metais, a concentracdo maxima de biomassa (0,554 g-L!) obtida corresponde a
concentracdo de 1 mg-L? do ensaio Il (Zn), apresentando menor percentagem de inibi¢do da
microalga. Para a mesma concentragao, no ensaio Il (Cd) a concentracdo de biomassa mdaxima
obtida foi de 0,533 g-L', apresentando este metal percentagens de inibicio semelhantes as
observadas para o Zn. A concentracdo de biomassa minima obtida (0,171 g-L?) foi verificada
para a concentracdo de 3 mg-L'! do ensaio | (Ni), sendo observado neste ensaio, as maiores
percentagens de inibicdo da microalga. Assim, o aumento da concentracdo de metal provocou
a diminuicdo da concentracao da biomassa, indicando um possivel efeito inibitdrio por parte dos
metais.

A determinacdo da taxa de crescimento na fase exponencial permite identificar em que
condicbes a cultura obteve uma velocidade de crescimento superior. As taxas especificas de
crescimento obtidas nos ensaios sem metal variam entre 0,43 e 0,5 d* e nas culturas com metais
variam entre 0,02 e 0,34 d%. Estes valores encontram-se, novamente, abaixo da gama reportada
pela literatura (0,550-1,872 d?) (Chang et al., 2016; Silva et al., 2015), sendo este outro indicio
que as condi¢cbes de cultivo do presente trabalho sdo, de alguma forma, inibitdrias para o
crescimento exponencial de C. vulgaris. Quanto a espécie de metal, verifica-se que a cultura do
ensaio lll (Zn) evidenciou um crescimento mais elevado em todas as concentragdes testadas.
Contudo, no ensaio Il (Cd) as taxas de crescimento foram similares, concluindo que Zn e Cd tém
um efeito semelhante no crescimento da microalga C. vulgaris. O crescimento mais elevado na
cultura com Zn pode ser justificado com o facto de este ser um micronutriente essencial ao
crescimento das microalgas, estando também presente no meio de cultura. Desta forma, para
o mesmo efeito inibitdrio, a concentragdo de Zn deverd ser superior em relagdo aos outros
metais testados.

De forma a sustentar esta teoria, procedeu-se a interpretacdo dos resultados obtidos no
calculo da produtividade de biomassa. A Tabela 6 apresenta os valores de produtividade maxima
que permitem avaliar a eficiéncia do crescimento. As produtividades obtidas variam entre 6,01
a 98,1 mg-Ld! para os ensaios com metais e encontram-se dentro do intervalo
16-373 mg-L 1-d"! determinado por outros estudos que utilizam a espécie C. vulgaris (Griffiths
et al., 2014; Silva et al., 2015). Apesar do valor minimo obtido estar abaixo do intervalo referido
na literatura, este resultado apenas ocorreu no ensaio | (Ni) para as concentracdes de 2 e 3
mg-L 1. Pode concluir-se que o Ni tem um efeito negativo mais pronunciado no crescimento e,
consequentemente, na produtividade em biomassa. Em relagdo ao valor maximo obtido, este
foi verificado para a concentra¢do de 1 mg-L no ensaio Il (Cd). O ensaio lll (Zn) com a
concentracdo de 1 mg-L! obteve um valor de produtividade de biomassa semelhante (95,8 mg-L°

Ld1), como seria de esperar tendo em conta o valor de taxa especifica de crescimento. Assim,

33



Crescimento de microalgas e remogdo de nutrientes em ambientes poluidos com metais pesados

pode afirmar-se que na presencga de Zn a C. vulgaris apresenta maior potencial para a producdo
de biomassa.

De forma a confirmar as hipdteses formuladas, determinou-se a percentagem de inibicao.
Constata-se, como ja referido anteriormente, que Ni tem um efeito inibitdrio bastante elevado,
causando uma percentagem de inibicdo entre 88,0 e 96,0%. A percentagem de inibicao do Cd
variou entre 26,1 e 69,6% e a do Zn variou entre 20,9 e 48,8%. O efeito de ambos pode ser
considerado semelhante, visto que apenas existe uma variacdo mais significativa para

concentracdes superiores a 2 mg-L™.
4.2.2 Remogdo de metais e nutrientes

Os resultados obtidos nos calculos da eficiéncia de remocdo, da taxa de remocdo e dos
rendimentos especificos de biomassa apresentam-se na Tabela 7. Em relagdo a remocdo de
azoto, os calculos foram efetuados tendo por base a concentracdo de nitratos no meio. As
eficiéncias de remocao variam entre 37 e 91% e as taxas de remocao variaram entre 0,406 a
4,89 mg-L1-d. As elevadas taxas de remocdo no ensaio Il (Cd) foram causadas pela maior
concentracdo inicial de NOs” no meio. Qutros estudos reportam eficiéncias de remocado do azoto
dentro do intervalo de 42,3 a 100% e, taxas de remocdo que variam entre 1,08 e 4,22 mg-L1-d?
(Gongalves, 2017; Silva et al., 2015). Verifica-se que apenas no ensaio | (Ni), a remogédo de azoto
foi afetada para concentracdes de Ni superiores a 2 mg-L. Os rendimentos especificos de
biomassa obtidos (3,2-74 gv-gnt) encontram-se dentro da gama de 4,1-75,2 gy-gn * reportada na
literatura (Pereira et al., 2016; Silva et al., 2015).

Por ultimo, a remocdo de fosforo foi baseada na remocado de fosfatos do meio. As eficiéncias
de remogado obtidas (0 a 98,7%) encontram-se dentro do intervalo de 16,9 a 100% reportado por
estudos que determinam a remocdo de fésforo pela C. vulgaris (Gongalves, 2017; Pereira et al.,
2016). O ensaio | (Ni), para uma concentracdo de 3 mg-L o fésforo n3o foi removido da cultura,
visto que ndo se observou um crescimento significativo da cultura. As taxas de remocao obtidas
variam entre 0,0576 a 0,544 mg-L™-d’X. Os mesmos estudos reportam uma gama que varia de
0,149 a 1,7 mg-L1-d%, concluindo que apenas o ensaio referido anteriormente se encontra fora
desta gama de valores (Gongalves, 2017; Pereira et al., 2016). Os resultados obtidos do
rendimento especifico de biomassa (53-211 gy-gr?) enquadram-se dentro da gama reportado
por Pereira et al. (2016) (20- 230 g»-gr?). Verifica-se que a remocao de fésforo foi afetada pela
presenca de concentracdes de Ni superiores a 1 mg-L 1. Esta observacdo permite afirmar que o
Ni tem um efeito inibitério mais acentuado no crescimento da microalga e consequentemente
na remoc¢do de nutrientes. Em relacdo ao ensaio Il (Cd), apenas concentracGes superiores
2 mg-L'! afeta a remoc3o de fésforo. No caso do ensaio Il (Zn), concentracdes superiores a

1 mg-L"! provoca um efeito acentuado na remoc3o.
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Tabela 7: ParGmetros referentes a remogdo de metais, de azoto e de fosforo nos diferentes ensaios.

Ensaio M] ERn-No3 TRw Yin  ERppos TRe Yy
(mg-L™) (%) (mgLl™d") (goen®) (%) (mgLl™d?)  (goge™)
I (Ni) Controlo 63,7 0,699 119 94,7 0,478 174
1 61,2 0,671 25,7 33,4 0,169 102
2 59,3 0,650 495 11,4 0,0576 55,9
3 37,0 0,406 3,22 0,00 0,000 n.a.
I (Cd) Controlo 81,2 4,21 28,7 83,2 0,445 272
1 90,6 4,89 12,9 98,7 0,544 116
2 84,5 4,45 598 94,0 0,500 53,3
3 73,3 4,60 336 30,0 0,168 92,2
(zn)  Controlo 74,3 0,834 872 933 0,482 151
1 78,4 0,881 739 931 0,481 119
2 81,5 0,915 422 50,4 0,260 131
3 83,2 0,934 436 373 0,193 187

NOTA: [M] = Concentragéio de metal; ER = Eficiéncia de remogdo; n.a. = Ndo aplicdvel; Y = Rendimento especifico de biomassa;
TR = Taxa de remogdo.

4.2.3 Modelos de equilibrio e cinéticos de adsorg¢ao

A Tabela 8 apresenta os valores das constantes de sorcao estimadas a partir das isotérmicas
de Langmuir e Freundlich, bem como os coeficientes de regressdo linear relacionados. Ao
analisar os coeficientes de determinacdo (R?), conclui-se que a isotérmica de Langmuir
descreveu os dados de equilibrio dos ensaios | (Ni) e Il (Cd), enquanto a isotérmica de Freundlich
descreveu melhor os dados de equilibrio para o ensaio Il (Zn).

Para baixas concentra¢Ges dos metais em solugdo (K.C. << 1), o modelo de equilibrio de
Langmuir aproxima-se a equagao de uma reta com declive gm*K:. Assim a eficacia do adsorvente
é tanto maior quanto mais elevado for o valor do produto entre gm e K,. Desta forma, o resultado
do produto do ensaio | (Ni) € 3,2 L-g* do ensaio Il (Cd) €9 L-g' e do ensaio lll (Zn) é 12 L-g*. Desta
forma, considera-se que a C. vulgaris € um bom bioadsorvente para Zn e para o Cd.

Em relacdo ao modelo de Freundlich, este foi analisado de acordo com o significado fisico
das suas constantes. O valor de n reflete o grau de heterogeneidade da superficie e quanto mais

elevado for o seu valor, mais favoravel é a isotérmica. O Kr reflete a capacidade de adsorcdo e,

Tabela 8: Comparagdo dos pardmetros de Langmuir e Freundlich para os diferentes ensaios.

Ensaio T Langmuir Freundlich
. ttep*o  Kitten*o
C Om X lay2 LT o2 2 +tyn* +tyn* 2
(°Q) (ma-g?) (L-mg) R n*ty*0 Kr £ to2*0 R
I (Ni) 20,9 1,6+0,5 2+1 0,984 n.a n.a n.a
1 (Cd) 17,4 15+4 0,6+0,2 0,995 1,4+0,3 53+0,7 0,966
I (Zn) 18,5 6t4 22 0,913 1,6+0,3 51+0,7 0,971

NOTA: gm = Capacidade mdxima de adsorgdo; Kr e n = Constantes de Freundlich; K. = Constante de Langmuir; o = Desvio-padrdo;
n.a. = Ndo aplicdvel; T = Temperatura; tes;2 =Valor de t-student com 90% de significéncia.
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portanto, um valor mais elevado, maior é a capacidade de adsorcdo. Este modelo ndo
apresentou um bom desempenho no ajuste aos pontos experimentais no ensaio | (Ni), ndo
sendo possivel obter pardmetros estatisticamente significativos. Em relagdo aos valores obtidos
para o ensaio Il (Cd) e lll (Zn), ambos obtiveram bons resultados e a adsorcdo é favoravel pela
avaliacdo do valor de n. No entanto, como referido anteriormente, no caso do ensaio Il (Cd), a
isotérmica de Langmuir apresentou melhor desempenho no ajuste aos valores experimentais. A
Figura 13 apresenta os ajustes dos modelos de Langmuir e Freundlich aos pontos experimentais.

Apds a analise do potencial de adsorcao dos metais estudados pela C. vulgaris, efetuou-se a
comparacdo com outros bioadsorventes ja estudados para o mesmo efeito. Nuhoglu e Malkoc
(2009) estudaram a bioadsorcdo de Ni a residuos de bagaco de azeitona. O processo de adsor¢do
foi estudado para diferentes temperaturas (25, 45 e 60 "C) e a concentracgdo inicial de Ni variou
de 25 a 150 mg-L. Os modelos de equilibrio foram determinados para uma dose de adsorvente
de 0,25 g. Os autores verificaram que o aumento de temperatura beneficiava o processo de
adsorcdo. Aplicando o modelo de Langmuir, a capacidade maxima de adsor¢do (gm) variou entre
10,64 e 14,80 mg-g?, enquanto a constante de Langmuir (K;) variou entre 0,0475 e 0,0783
L-mg ®. Neste estudo, o valor de gm-K; variou entre 0,505 e 1,16 L-g. Salem e Awwad (2014)

estudaram a bioadsorc¢do de Ni a residuos de cascas de néspera. Para determinar as isotérmicas
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Figura 13: Ajuste dos modelos de equilibrio (Langmuir e Freundlich) aos pontos experimentais.

36



Resultados e Discussao

a gama de concentracdo de niquel foi 10-100 mg-L'! e a dose de residuos de casca de néspera
foi de 0,4 g. Os autores testaram diferentes temperaturas (20, 30 e 40 °C) e verificaram que a
isotérmica de Langmuir se ajustava melhor aos pontos experimentais. Os autores obtiveram
uma capacidade maxima que varia entre 24,775 e 29,543 mg-g ! e os valores obtidos de K, variam
entre 0,024 2 0,038 L-mg™. O 'K, obtido variou entre 0,595 e 1,12 L-g%, sendo esta gama muito
semelhante a gama obtida por Nuhoglu e Malkoc (2009). Desta forma, comparando o ensaio |
(Ni) com os resultados reportados pela literatura, verifica-se que a capacidade de adsorcdo da
C. vulgaris é superior aos outros bioadsorventes analisados.

Sharma e Bhattacharyya (2005) estudaram a adsorcdo de Cd ao po de folhas de nim
(Azadirachta indica) (PFN). A concentracdo inicial de adsorvente variou entre 0,4 até 2,0 gL' e
as concentragdes iniciais de cddmio variam entre 36,5 até 218,8 mg-L . Os valores obtidos de g,
diminuem com o aumento da concentrag¢do de bioadsorvente, obtendo um valor médio de 158
mg-g?. Os valores de K, aumentam com o aumento da concentra¢do de PFN resultando hum
valor médio de 0,088 L-mg™. Assim, o valor do produto de gm e K; é de 13,9 L-g*. Em relacdo as
constantes de Freundlich, os valores médios de Kr e n obtidos foram 18,7 e 0,45,
respetivamente. Verifica-se que neste caso, como o valor de n é inferior a 1, a adsor¢do ndo é
favordvel. Saeed et al. (2005) analisaram as propriedades de adsor¢do de Cd na madeira da
arvore de papaia. Para determinar as constantes das isotérmicas, foram testadas concentragdes
de Cd entre 5 e 500 mg-L e a concentrac3o inicial da madeira de papaia foi de 5 g-L™%. Os autores
obtiveram um g, com o valor de 17,22 e um K; de 0,329 L-mg?, onde o produto destes dois
valores é de 5,67 L-gl. As constantes de Freundlich obtidas foram 2,24 e 2,56 para Kr e n,
respetivamente. No entanto, pela anélise dos coeficientes de determinacdo (R?), a isotérmica de
Langmuir (R?=0,997) ajusta-se melhor que a isotérmica de Freundlich (R>=0,958). Comparando
os valores referidos pela literatura com os resultados obtidos no ensaio Il (Cd), verifica-se que a
C. vulgaris é melhor bioadsorvente de Cd em relacdo a madeira da arvore de papaia e pior que
o PFN.

Saeed et al. (2005) estudaram também a bioadsor¢do de Zn nas mesmas condicGes testadas
para a adsorc3o de Cd. O g, obtido foi de 13,45 mg-g™ e 0 K, foi de 0,031 L:-mg?, onde o produto
destes valores é 0,417 L-g*. Relativamente as constantes de Freundlich, os valores obtidos para
o Kre nsdo 1,33 e 1,84, respetivamente. Bhatti et al. (2007) estudaram o equilibrio de adsorgéo
de Zn a biomassa da arvore de acacia-branca. Para determinar as isotérmicas, as concentragoes
de Zn testadas foram entre 25 e 200 mg-L! e a concentrac3o de biomassa foi de 0,5 mg-L. Os
valores dos pardmetros de Langmuir gm e K, obtidos foram 52,08 mg-g! e 0,150 L-mg?,
respetivamente e o valor de gn-K, corresponde a 7,81 L-g'. Em relacdo a isotérmica de

Freundlich, os valores obtidos para as constantes K- e n foram 0,156 e 8,18, respetivamente.

37



Crescimento de microalgas e remogdo de nutrientes em ambientes poluidos com metais pesados

Tendo em conta a informacdo obtida pelo produto de gm e K., verifica-se a C. vulgaris é
considerado um bom bioadsorvente de Zn em relagao aos bioadsorventes citados.

Quanto aos modelos cinéticos de adsorcdo apenas o modelo de pseudo-primeira ordem
ajustou-se aos pontos experimentais exceto no ensaio | (Ni), na concentracdo de 3 mg-L?, como
ja referido na Seccdo 3.4. Neste caso, o modelo ajustado foi o modelo de Gompertz que, para
além da constante cinética de adsorgao (k), é necessario ter em consideracdo o tempo de atraso
(A) no processo de adsor¢do. A variacdo temporal da concentracdo do metal na solucdo, a
variagdo temporal da quantidade adsorvida a biomassa e os respetivos modelos cinéticos estao
representados na Figura 14.

As Figuras 14A, 14C e 14E representam a variacdo da concentracdo do metal dos ensaios |
(Ni), I (Cd) e lll (Zn), respetivamente. Pela mesma ordem, a Figura 14B, 14D e 14F apresentam
os resultados obtidos da determinacdo da quantidade de metal adsorvida e os modelos de
ajuste. Através da anadlise da Figura 14 (A, C e E), verifica-se que a concentracdo do metal em
solucdo sofre uma diminui¢cdo mais acentuada nas primeiras 24 h de cultivo. Apds este tempo a
concentragdo estabiliza, demonstrando um equilibrio entre a concentracdo presente no meio e
a concentracdo adsorvida na microalga. Em termos da espécie de metal, pode-se verificar um
decréscimo mais elevado no ensaio Il (Zn) (Figura 14E), para uma concentrac¢do de 3 mg-L™. Nas
primeiras 24 h, a concentragao do metal em solugdo diminui em cerca de 39%. O valor maximo
de g obtido neste ensaio foi cerca de 7,5 mg-g™. O ensaio | (Ni) foi 0 ensaio que obteve os piores
resultados em termos da diminui¢ao da concentragdo no meio e consequentemente em termos
da quantidade adsorvida. Neste caso o gm foi cerca de 1,5 mg-g™. O ensaio em que se verifica os
melhores resultados em termos de quantidade adsorvida é no ensaio Il (Cd). A quantidade
maxima adsorvida neste ensaio foi de cerca de 9 mg-g . Pode-se concluir que a C. vulgaris tem
elevada afinidade com Cd a sua elevada capacidade de adsor¢do. Chong et al. (2000) avaliou a
adsorc¢do de Ni e Zn a microalga C. vulgaris. A concentracdo testada dos dois metais foi de
30 mg-L. As quantidades adsorvidas de Ni e Zn obtidas s30 0,18 mg Ni-g,* e 0,28 mg Zn-gv?,

sendo estes valores inferiores aos obtidos neste estudo.
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Figura 14: Variagdo temporal da concentragdo (no meio e adsorvida na biomassa) de Ni (A e B), de Cd (Ce D) e Zn (E
eF).

A Tabela 9 apresenta os valores dos pardmetros cinéticos aplicados. Estes resultados
permitem fazer uma comparagdo das constantes cinéticas de adsor¢cdo e da quantidade
adsorvida no equilibrio com valores reportados na literatura. Os valores obtidos relativos a
constante cinética de adsorc3o variaram entre 0,015 a 0,11 h™1. O ensaio | (Ni) apresenta um
intervalo de 0,06 a 0,09 h'%, o ensaio Il (Cd) apresenta uma gama de 0,03 a 0,11 h e 0 ensaio Ill

(Zn) obteve valores que variam entre 0,015 a 0,071 h'™,
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Tabela 9: ParGmetros dos modelos cinéticos obtidos com o ajuste dos pontos experimentais

* *
Ensaio (m[g/_'ﬂ,l) M W0 katrelny LT ERe (9
I (Ni) 1 - 0,09 +£0,02 1+1 39,7
2 - 0,09+0,01 1,1+0,8 15,3
3* 79+11 0,06 +£0,05 1,2+0,3 7,88
Il (Cd) 1 - 0,03+0,01 25+0,8 81,0
2 - 0,07 £0,01 6+5 62,9
3 - 0,11 +0,01 9+6 46,8
Il (Zn) 1 - 0,015 +0,004 2,3+0,5 85,4
2 - 0,03+0,01 32 72,6
3 - 0,071 +£0,004 5t1 67,9

*Foi aplicado o modelo de Gompertz. NOTA: [M] = Concentragéo de metal; k = Constante cinética do modelo; o = Desvio-padrdo;
ER = Eficiéncia de remogéo; ge = quantidade adsorvida no equilibrio; A = tempo de atraso; tuz=Valor de t-student com 90% de
significancia.

O valor de k representa a velocidade de adsorcdo e quanto mais elevado, mais rdpido é o
processo de adsor¢do. A adsor¢do mais répida (k = 0,11 h?) foi obtida no ensaio Il (Cd) para a
concentracdo de 3 mg-Lt. A adsor¢do mais lenta (k = 0,015 h') corresponde ao ensaio lll (Zn),
com concentra¢do de 1 mg-Lt. Apesar de a velocidade ter sido mais baixa, a quantidade
adsorvida no equilibrio ndo foi a mais baixa, ou seja, apesar de ter demorado mais tempo, o
processo foi mais eficiente que o ensaio | (Ni). Este obteve velocidades de adsorgdo superiores,
no entanto a quantidade adsorvida foi bastante inferior. Neste ensaio, verifica-se que a
diferenca entre o ensaio com concentracdo de 1 mg:-L't e o de 2 mg:L! n3o é significativa. Desta
forma, pode concluir-se que para concentracdes superiores a 1 mg-L! o processo de adsorc¢do
nao é eficiente.

Hanif et al. (2007) estudaram o processo de adsor¢do do Ni na biomassa de Cassia fistula. A
bioadsorgdo ocorreu a uma temperatura de 30 °C, a um pH de 6,0 e a concentragao inicial do
metal foi 197,56 mg-L'l. Os autores utilizaram uma concentrac3o inicial de bioadsorvente de
1 g-L e 0 ensaio decorreu durante 24 h. Os autores, através da aplicacdo do modelo de pseudo-
primeira ordem, obtiveram um valor de k de 0,0156 h™* e um g. de 78,90 mg-g. A biomassa de
Cassia fistula atingiu uma eficiéncia de remogao do niquel de 85,64%.

Saeed et al. (2005) estudaram a bioadsor¢do de Cd e de Zn com madeira da arvore de papaia.
O ensaio decorreu durante 60 minutos, a um pH de 5, com a concentracao inicial de metal de
10 mg-L! e a concentracdo inicial do adsorvente de 5 g-L™%. No caso do Cd, os autores obtiverem
um valor de 2,34 h't e 1,307 mg-g?, para k e o ge, respetivamente. Para o Zn, os valores obtidos
de k e 0 ge 530 1,98 h™* e 0,908 mg-g?, respetivamente. A eficiéncia de remoc3o atingida foi de
94,9% para o Cd e de 66,8% para o Zn.

Bhatti et al. (2007) estudaram a adsorg¢do de Zn a biomassa da arvore de acdcia-branca. O

processo decorreu durante 24 h a uma temperatura de 30 °C e a um pH de 7. A concentragdo de
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adsorvente foi de 0,5 g-L'! e a concentrac3o inicial de Zn foi de 50 mg-L1. Os autores ajustaram
0s pontos experimentais a uma cinética de pseudo-primeira ordem e obtiveram um valor de k
de 0,0276 h* e um valor de g. de 114,47 mg-g*.

Sharma e Bhattacharyya (2005) estudaram a adsor¢do de Cd a pd de folhas de nim (PFN). O
ensaio de adsor¢do decorreu durante 5 h a uma temperatura constante de 20 °C. A concentracdo
de Cd utilizada foi de 158,8 mg-L! e a concentracio de bioadsorvente variou entre 0,4 e 2,0 g-L' .
A constante cinética de pseudo-primeira ordem variou entre 0,594 h e 0,871 h, obtendo-se
um valor médio de 0,720 h%.

A Tabela 10 apresenta com maior clareza as constantes cinéticas de pseudo-primeira ordem
obtidas neste estudo e nos estudos mencionados anteriormente. Pode-se constatar que, no
geral, as constantes cinéticas de obtidas pela C. vulgaris sdo inferiores as obtidas pelos outros
bioadsorventes. Em termos da eficiéncia da C. vulgaris na remoc¢ao dos metais, verificou-se que
esta diminuiu com o aumento da concentracdo do metal. De acordo com os resultados
analisados anteriormente, esta diminuicdo era expectavel visto que o aumento da concentracdo
do metal também causou uma inibicdo no crescimento. Desta forma, a quantidade de metal
adsorvida estd limitada pela quantidade de biomassa existente inicialmente na cultura. O ensaio
| (Ni) obteve eficiéncias de remogdo entre 8 e 40%. Estas eficiéncias sdo inferiores as eficiéncias
reportadas por Mehta e Gaur (2001) que obtiveram uma remocgdo de cerca de 69% para uma
concentracdo inicial de metal de 2,5 mg-L'l. No entanto, esta eficiéncia de remoc3o foi obtida
para uma concentrac3o inicial de biomassa de 1 g-L}, sendo esta seis vezes superior a utilizada
no presente trabalho (0,152-0,161 g-L). As eficiéncias de remoc3o do ensaio Il (Cd) variam entre
47 e 81% e as do ensaio lll (Zn) entre 68 e 85%. Caiizares-Villanueva et al. (2000) avaliaram a
remogao destes metais pela C. vulgaris. As concentragdes iniciais de Cd e Zn foram 16,55 e
48,26 mg-L, respetivamente. A eficiéncia de remocao para Cd foi de 39% e para Zn foi de 85%.
Desta forma, pode-se concluir que se obteve boas eficiéncias de remocdo de ambos os metais

em comparacao ao estudo citado.

Tabela 10: Constantes cinéticas de pseudo-primeira ordem para diferentes bioadsorventes.

Espécie  Bioadsorvente k (h'}) Ref.

Ni Biomassa de Cassia fistula 0,0156 Hanif et al. (2007)
C. vulgaris 0,06 a 0,09 Este estudo

Cd Madeira da arvore de papaia 2,34 Saeed et al. (2005)
P6 de folhas de nim (PFN) 0,720 Sharma e Bhattacharyya (2005)
C. vulgaris 0,03a0,11 Este estudo

Zn Madeira da arvore de papaia 1,98 Saeed et al. (2005)
Biomassa da arvores de 0,0276 Bhatti et al. (2007)
acdcia-branca
C. vulgaris 0,015a 0,071 Este estudo

NOTA: k = Constante cinética de pseudo-primeira ordem.
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4.3 Efeito combinado dos metais

O efeito combinado dos trés metais (Ni + Cd + Zn) no crescimento C. vulgaris e na remocao
de nutrientes foi avaliado. Os resultados relativos ao crescimento e producao de biomassa, bem
como os resultados relativos a remoc¢ao de nutrientes encontram-se de seguida. O ensaio onde
decorreu o cultivo semi-batch encontra-se presente neste capitulo, visto ser considerado uma

variacdo do efeito combinado dos metais.
4.3.1 Producdo de biomassa

Os resultados obtidos relativos ao crescimento da microalga no ensaio da mistura de metais
encontram-se descritos na Tabela 11. Pela analise dos resultados obtidos é notério que a mistura
de metais afeta negativamente o crescimento da C. vulgaris. Comparando as concentragoes
inicial @ maxima de biomassa obtidas nas culturas com a mistura de metais, conclui-se que nao
houve crescimento da cultura visto que a diferenca entre estes valores ndo é significativa. No
geral, este ensaio obteve valores inferiores aos reportados pela literatura, nomeadamente a
taxa especifica de crescimento para o ensaio de controlo, que deveria estar dentro da gama de
0,550-1,872 d! (Chang et al., 2016; Silva et al., 2015). Contudo, este facto também se verificou
nos ensaios dos metais simples. Nesta situacdo, a percentagem de inibi¢do foi elevada, todavia
jd seria expectavel visto que se trata de uma mistura de metais, em que cada um

individualmente ja tem um efeito inibitério consideravel.
4.3.2 Remocdo de nutrientes e metais

Os resultados referentes a remocgdo de nutrientes encontram-se na Tabela 12. Ndo havendo
crescimento da cultura, seria de esperar que a remogao de nutrientes fosse menor. A eficiéncia
de remocado de azoto e fésforo neste ensaio foi de 6,00 e 9,73%, com taxas de remocgdo e 0,0670
e 0,0499 g-L'1-d?, respetivamente. Pela andlise da Tabela 12, verifica-se que os rendimentos
especificos de biomassa se encontram dentro da gama reportada pela literatura, que no caso
do azoto é 4,1-75,2 gp-gn! e no do fosforo é 20-230 gy-gp* (Pereira et al., 2016; Silva et al., 2015).
Pode-se atribuir esta diminuicdo de concentracdo de nutrientes no meio a assimilagdo dos

mesmos por parte da microalga.

Tabela 11: Pardmetros de andlise do crescimento das microalgas do ensaio IV.

p Etwlo (%)
. . . -1 . -1 X,max ()
Ensaio Xi(g'L?) Xmax(g:L?) (mg-L-d) (d) .
IV (Controlo) 0,112 0,593 225 0,28 +0,07 -
IV (Mistura) 0,113 0,137 6,25 0,03 +£0,02 89,3

NOTA: X; = Concentragdo inicial de biomassa; Xmax = Concentragéo mdxima de biomassa obtida; o = Desvio-padrdo; I, =
Percentagem de inibigdo da taxa especifica de crescimento; Pxmax= Produtividade mdxima obtida; pu = Taxa especifica de
crescimento; to/2 =Valor de t-student com 90% de significdncia.
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Tabela 12: Pardmetros referentes a remogdo de azoto e de fosforo do ensaio de mistura.

. TR Yo ERp.poa TR Yyp
Ensaio ERn- %
o (%) (eltdl) (e (%) (mglid?) (geg)
IV (Controlo) 77,0 0,859 79,5 98,2 0,504 136
IV (Mistura) 6,00 0,0670 49,6 9,73 0,0499 66,6

NOTA: ER = Eficiéncia de remogdo; Y = Rendimento especifico de biomassa; TR = Taxa de remogéo.

Relativamente a remocdo de metais, a variacdo temporal da concentracdo do metal em
solucdo e da quantidade adsorvida a biomassa apresenta-se na Figura 15. Neste ensaio, o
modelo cinético de pseudo-primeira foi também determinado e o valor das suas constantes,
bem como as eficiéncias de remoc¢ao obtidas encontram-se na Tabela 13. Analisando a Figura
15A, verifica-se novamente que a concentracdo diminui com maior significado nas primeiras 24
h. A variacdo da concentracao de Ni ndo foi significativa em relacdo aos outros metais. O Zn foi
o metal que sofreu um decréscimo de concentracdo mais elevado nas primeiras 24 h,
diminuindo em cerca de 71%. A diminui¢do da concentragdo de Cd também foi elevada,
correspondendo a uma percentagem de cerca de 60%.

Em relagdo a quantidade adsorvida na biomassa (Figura 15B) e tendo em conta que a variacao
da concentracdo de Ni no meio foi baixa, a quantidade adsorvida também tem um valor baixo.
O valor maximo de g obtido foi cerca de 5 mg-g™. A quantidade maxima adsorvida de Zn foi de
cerca 11 mg-gt. Este valor obtido é significativamente mais elevado do que no ensaio Il (Zn)
concluindo que a adsorc¢do de Zn é favorecida na presenga de outros metais. O mesmo acontece
com Cd e para o Ni, onde a presenga de outros metais beneficia a adsor¢do. Esta vantagem ja
tinha sido descrita por Pena-Castro et al. (2004), que descobriu que a remogdo de Cd era

melhorada na presencga de Cr e Cu.
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Figura 15: Variagdo temporal da concentragéo (no meio e adsorvida na biomassa) de Ni, de Cd e de Zn.
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Tabela 13: Pardmetros cinéticos do modelo de pseudo-primeira ordem e eficiéncias de remog¢do dos metais.

Metal Kiads  ta2*0 (DY) Qe * to2*0 (Mg-g?) ER (%)
Ni 0,006 + 0,001 9+1 30,0
Cd 0,047 £ 0,005 178 67,6
Zn 0,14 +0,01 12+9 69,0

NOTA: ki,qas = Constante cinética de pseudo-primeira ordem; o = Desvio-padrdo; ER = Eficiéncia de remogdo; ge = Quantidade
adsorvida no equilibrio; t.;2=Valor de t-student com 90% de significdncia.

Este ensaio permitir também determinar se existe alguma preferéncia em relacao aos metais
por parte da C. vulgaris. Quando a mistura ocorre, e os metais estdo em solucdo, existe uma
competicdo para ver que metal ird adsorver a superficie da C. vulgaris. Para determinar a
preferéncia da microalga teve-se em consideracdao dois fatores: a velocidade de adsorcao
(indicada pelo valor de k) e a quantidade experimental adsorvida em base molar (g, em
mmol-g!). Esta quantidade adsorvida foi calculada através da razdo dos resultados
experimentais de equilibrio (g.) e a massa molar de cada metal. Analisando a Tabela 13, os
valores de k indicam uma preferéncia maior para o Zn, seguida do Cd e por ultimo o Ni. Os
valores de g. indicam a mesma preferéncia onde os valores obtidos sdo 0,144 mmol-g%, 0,142
mmol-g? e 0,0630 mmol-g* para o Zn, Cd e Ni, respetivamente. Em concordancia com estes
valores encontram-se as eficiéncias de remocado obtidas 69,0%, 67,6% e 30%, respetivamente.
Desta forma, conclui-se que a ordem de preferéncia é Zn?* > Cd** > Ni*, sendo 0 Zn o metal com
maior preferéncia e o Ni o metal com menor.

Através da analise da Tabela 13, verifica-se que os valores obtidos da constante cinética k
variam entre 0,006 e 0,14 h. Estes resultados demonstram que a velocidade da adsorc¢do
melhorou em relagdo ao ensaio Il (Zn), comprovando, neste caso, o beneficio do cultivo com
multiplos metais. Em termos das eficiéncias de remogao, estas diminuiram em relagdo as
eficiéncias obtidas nos ensaios dos |, Il e lll. Apesar da quantidade adsorvida a biomassa ter
aumentado, a mistura afeta as eficiéncias de remog¢ao devido a competicado pelos centros ativos.
Visto que o crescimento ndo se verificou, ndo existiu formacdo de nova biomassa e
consequentemente, novos locais de ligacdo. Assim, a eficiéncia de remocgdo tende a diminuir em

relacdo aos ensaios com metais simples (I, Il e l1).
4.3.3 Cultivo semi-batch

Este ensaio tem como objetivo simular as condi¢des verificadas numa ETAR onde, a
alimentagdo aos tanques de tratamento é efetuada com uma periodicidade menor. Desta forma,
a cada dois dias, a cultura foi alimentada com meio fresco (com a mesma concentragao de
metais do ensaio anterior). Assim, o ensaio pode ser dividido em duas fases: (i) antes da adicdo

do meio fresco; e (ii) apds a adicdo do meio fresco.
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Em relagdo ao crescimento, o comportamento verificado na primeira fase foi igual ao ensaio
IV (Mistura - B), atingindo-se a saturacdo ao final do segundo dia. Contudo, ndo se verificou
crescimento ndo segunda fase. Isto pode ser justificado pela saturacdo observada na primeira
fase e pelo efeito inibitério causado pelo aumento da concentracdo de metal. A variacao
temporal da concentracdo de metal em solugdo para o cultivo em semi-batch encontra-se na
Figura 16.

Na primeira fase do ensaio V (Mistura — SB) as eficiéncias de remocdo obtidas foram 13%,
48% e 44% para Ni, Cd e Zn, respetivamente. Verifica-se que no final desta fase, o equilibrio foi
guase atingido. Na segunda fase, as eficiéncias de remocao de Ni, Cd e Zn diminuiram para os
valores de 0%, 29% e 39%, respetivamente. A remoc¢ao de 0% de Ni pode ser justificada pelo
facto de, na primeira fase o equilibrio foi quase atingido e porque o Ni tem uma capacidade de
ligacdo menor que os outros metais. Como verificado no ensaio IV (Mistura- B), a mesma

preferéncia é verificada, tanto na primeira fase como na segunda.
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Figura 16: Variagdo temporal da concentrag¢do dos metais em solugdo no ensaio V (Mistura - SB).
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5. Conclusoes

5.1 Consideragoes gerais

Os objetivos iniciais do presente trabalho assentavam na avaliagdo do crescimento de
microalgas e remocdo de nutrientes em ambientes poluidos com metais pesados. A avaliacdo
do crescimento é efetuada com base na taxa especifica de crescimento e na produtividade em
biomassa e tem como objetivo verificar em que medida, a presenca dos metais inibe o
crescimento. Os resultados demonstraram que o metal que mais afeta o crescimento da C.
vulgaris é o niquel, onde a inibicdo foi superior a 88% para as culturas testadas. Observou-se um
valor maximo de taxa especifica crescimento de 0,34 d! para a cultura com Cd e para a cultura
com Zn e a produtividade de biomassa maxima com o valor de 98,1 mg-L*-d"* foi obtida com Cd
(o valor de 95,8 mg-L*-d"! foi obtido para Zn)

Em termos da concentracdo de nutrientes, esta avaliacdo foi efetuada com base nas
eficiéncias de remocdo. Constata-se que a presenca de metais diminui a eficiéncia de remocao
de azoto e fésforo pelas microalgas. No caso do azoto, apenas a presenca de Ni (>2 mg-L?) afeta
a remocdo. Em relacdo ao fésforo, concentracdes superiores a 1 mg-L? de Ni, ou 2 mg-L? de Cd
ou 1 mg-L't de Zn provocam um efeito acentuado na remocio de fésforo. As culturas com Cd
(1 mg-L*) obtiveram as eficiéncias de remocao de azoto (90,6%) e fosforo (98,7%) mais elevadas.
Contudo, na presenca de zinco, as remoc¢des de nutrientes também foram significativas,
apresentando eficiéncias de 78,4% no caso do azoto e 93,1% no caso do fésforo. Relativamente
a remogao de metais, a cultura com Zn apresenta os melhores resultados, com eficiéncias de
remogao superiores a 67%.

As isotérmicas de Langmuir descreveram os dados de equilibrio, a exce¢do do ensaio Il (Zn)
em que a isotérmica de Freundlich foi a que melhor se ajustou aos dados de equilibrio. Em
termos de cinéticas de adsorgao, os pontos experimentais ajustaram-se ao modelo cinético de
pseudo-primeira ordem, e no caso do ensaio | (Ni) para uma concentracdo de 3 mg-L?, este
ajustou-se ao modelo de Gompertz. As constantes cinéticas obtidas variaram entre 0,06 e
0,09 h'%, no caso do Ni, entre 0,03 e 0,11 h™, no caso do Cd e entre 0,015 e 0,071 h', no caso do
Zn.

No ensaio IV (Mistura — batch), verificou-se a existéncia de uma preferéncia de ligacdo da C.
vulgaris em relagdo aos metais (Zn?* > Cd* > Ni?*) sendo superior para o Zn e inferior para o Ni.
No ensaio V (Mistura — semi-batch), verificou-se uma diminuicdo da capacidade de adsorcdo
pela C. vulgaris em cerca de 12% da primeira para a segunda fase. Em suma, verifica-se um

potencial de producdo de biomassa pela C. vulgaris na presenga de certos metais pesados.
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5.2 Recomendagodes de trabalhos futuros

Este estudo demonstrou o potencial de microalgas no tratamento de efluentes na presenca
de alguns metais pesados. O efeito da concentracdo do metal (individual ou da mistura) foi
analisado em termos do crescimento da cultura e remoc¢do de nutrientes. Neste trabalho,
elevadas remocOes de azoto e fésforo foram obtidas em algumas culturas testadas. Apesar
destes bons resultados, a avaliacdo do comportamento da cultura em ambiente exterior deve
ser efetuada. A variabilidade didria e sazonal da temperatura e intensidade luminosa tem uma
forte influéncia nas taxas de crescimento da microalga e consequentemente na remocgao dos
nutrientes do efluente testado. Outra varidvel importante a ser testada é a concentragao inicial
da cultura. Para valores superiores ao testado nesta cultura, serd possivel reduzir o efeito
inibitério do meio de cultura, promovendo desta forma a multiplicacdo celular e o aumento da
capacidade de adsorgdo de metais e a eficiéncia de remocgao de azoto e fésforo. A melhoria do
tratamento do efluente seria observada até ao valor de concentracdo de biomassa associada a
limitacdo de transmissdo de luz no interior da cultura. Por limitacdo do tempo associado ao
desenvolvimento deste trabalho, ndo foi possivel avaliar a integracdo da produgdo de biomassa
e tratamento de efluentes com outras espécies de microalgas. A C. vulgaris foi escolhida para
este estudo, visto que apresentou uma boa capacidade de tratamento de efluentes e resisténcia
a ambientes mais adversos em diferentes estudos presentes na literatura. Outras espécies
podem ser isoladas (e identificadas) de ambientes que apresentem valores elevados de
concentragdo de certos metais. Estas apresentam maior tolerancia a concentragdo dos metais
nos efluentes, podendo proporcionar um tratamento mais eficiente. Por fim, obtendo a melhor
combinacdo de parametros de cultura em efluentes simulados, esta tecnologia poderd ser

testada em efluentes reais de diferentes setores industriais.
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Anexos







Anexo A-l. Reta de calibragao da biomassa

Os cadinhos que continham as amostras de 40 mL foram secados a 105 °C durante
aproximadamente 24 horas, foram transferidos para um exsicador (onde permaneceram cerca
de 1 hora) e as suas massas foram registadas (m1). De seguida, foram colocados numa mufla a
550 °C durante 2 horas, foram arrefecidos lentamente e retirados para um exsicador (por mais
1 hora), e voltaram a ser pesados (mz2).

A diferenca entre as duas ultimas massas registadas (mi-mz) equivale a massa de sélidos
suspensos voldateis presentes nos 40 mL de amostra. A concentracao de biomassa, em peso seco,

foi calculada pelo quociente entre mi-mze o volume de amostra retirado.

Tabela A-I: Curva de calibragdo usada no cdlculo da concentragéo de biomassa.

Gama de aplicacao Reta de Calibracao R?
0,248 — 2,285 X=0,347D0 + 0,007 0,986

0,8 1

0,6

X (g/L)

0,4 1

0,2 ™

0,0 T T

DO

Figura A-I: Reta de calibragdo da concentragdo de biomassa.

55






Anexo A-ll. Retas de calibragao usadas no AAS

Tabela A-ll: Retas de calibragdo usadas para o cdlculo da concentragdo das espécies de metal em cada ensaio.

Ensaio Gama de a?llicagéo Reta de Calibracio R2
(mg-L7)
I (Ni) 04-34 y =0,1098x + 0,0302 0,9942
(Amostras 1-21)
y =0,1076x + 0,0297 0,9924
(Amostras 22-38)
I (Cd) 0,2-1,8 y = 0,2672x + 0,0387 0,9917
I (Zn) 02-1,4 y = 0,2868x + 0,0411 0,9880
IV (Ni) 0,4-3,4 y = 0,1076x + 0,0297 0,992
(Amostras 1-8)
y = 0,1043x + 0,0221 0,995
(Amostras 9-12)
IV (Cd) 02-1,8 y = 0,3350x + 0,0633 0,987
IV (Zn) 02-1,4 y =0,3178x + 0,0519 0,985
V (Ni) 0,4-3,4 y =0,1043x + 0,0221 0,995
V (Cd) 0,2-1,8 y = 0,3350x + 0,0633 0,987

V (Zn) 02-1,4 y =0,3178x + 0,0519 0,985







Anexo A-lll. Exemplo da propagac¢ao dos erros

De forma generalizada, sendo o parametro r dependente de a e de b, a propagacdo do erro

é efetuada da seguinte forma:

2 2
orm (%) o+ (%) o w

sendo dr/da a derivada de r em fungdo de a, o, o0 erro associado ao parametro a, dr/db a

derivada de r em fungdo de b, o, 0 erro associado ao parametro b.

Para o modelo cinético de pseudo-primeira ordem a propagacdo é efetuada da seguinte

forma:
ln(Qe - Qt) = ln(Qe) - kl,adst ©Sy=-mt+b (18)
Neste caso,
Okl,ads = Om (19)
d
q,=e d, e
dge\ 21
Oge = (d—‘;) (ob)? -

Relativamente aos modelos de equilibrio de Langmuir e Freundlich, a propagagdo dos erros

foi efetuada da seguinte forma:

1 1 1 1

— = +— mx+b (22)

qe <QmKL) C dm Y=

Onde,
dgm\ 24
Tqm = ( 4 ) (0,)? 24
1 d 1 d 1

K, = @d“_— Ze% — . (25)

d d
o= (82 o+ ()
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1
log(g.) = log(Kr) + Elog(Ce) © y=mx+b

Onde,

d
Kr=10" o % = 10°In(10)
b

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)
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