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Resumo

O crescimento populacional tem contribuido de forma significativa para o
aumento do consumo de dgua potavel e consequentemente a sua escassez. Por outro
lado, o desenvolvimento das atividades industriais e agricolas tem levado a degradacdo
da qualidade da agua, através da descarga de efluentes e escorréncias agricolas com
tratamento inadequado. A eutrofizacdo é um dos principais problemas que afetam a
qualidade das aguas superficiais. A remogado de nutrientes de dguas residuais pode ser
realizada com recurso as microalgas, visto que o azoto e o fésforo sdao nutrientes
essenciais para o crescimento destes organismos. A fonte de luz desempenha um papel
fundamental no crescimento das microalgas e na sua capacidade de remogao de
nutrientes, pois constitui a fonte de energia utilizada por estes microrganismos nas
reacOes de fotossintese. Neste estudo pretendeu-se avaliar o efeito do comprimento de
onda da luz no crescimento, remocado de nutrientes do meio de cultura e concentracao
de acglcares na biomassa produzida utilizando trés espécies distintas de microalgas
verdes: Chlorella vulgaris, Tetradesmus obliquus e Neochloris oleoabundans. O estudo
foi desenvolvido com LEDs de diferentes comprimentos de onda/cores: 380-750 nm
(LED branco), 620-750 nm (LED vermelho) e 450-495 nm (LED azul). Para além disso,
também foi avaliado o efeito do modo de operacdo em semi-continuo nos parametros
de crescimento, remoc¢do de nutrientes e concentracdo de acglcares para as espécies
C. vulgaris e T. obliquus.

Verificou-se que a luz branca proporciona a melhor condig¢do para o crescimento
de todas as espécies. As taxas especificas de crescimento para essa condi¢cdo foram
0,18+0,03, 0,205+0,003 e 0,405+0,004 d* para C. wvulgaris, T. obliquus e
N. oleoabundans, respetivamente. No entanto, analisando as taxas especificas de
crescimento em func¢do da quantidade de fotées acumulada verificou-se que as menores
taxas de crescimento foram obtidas com a luz branca quando comparado com os
resultados obtidos pela luz vermelha e azul, para todas as espécies. Destes, o maior valor
foi obtido pela N. oleoabundans com a luz vermelha, (370,7+0,7) X 10~7 L pmolsotses .
A remocao de nitratos foi maior nos ensaios com luz branca, onde o valor mais elevado
de eficiéncia de remocdo de nitrato foi obtido pela C. vulgaris (43,0%) e o mais baixo
pela N. oleoabundans (40,5%). No caso do fosfato, no ensaio com luz branca a
N. oleoabundans apresenta o valor mais elevado de eficiéncia de remocao de fosfatos
(52,8%) seguida pela C. vulgaris (25,2%) e por fim a T. obliquus (19,1%). A concentragado
de acucares foi maior com luz branca para a C. vulgaris (17,0+0,5 mg L) e
N. oleoabundans (14+2 mg L1!). No caso da T. obliquus, esta obteve a maior
concentracdo de aglcares com a luz vermelha (151 mg L). Nos ensaios realizados em
modo semi-continuo, a taxa de crescimento e a produtividade maxima foram mais
elevadas na primeira fase (0,20+0,03 d* e 25+1 mg L'*d* para a C. vulgaris e, no caso da
T. obliquus, 0,15+0,01 d* e 8,8+0,9 mg L' d!). As eficiéncias de remoc¢do de nitrato e
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fosfato foram mais elevadas nos ensaios onde a C. vulgaris foi utilizada, chegando a
valores maximos de 97,1% e 93,6% para os nitratos e fosfatos, respetivamente.

Palavras-chave: Biorremediacdo, Comprimento de onda da luz, LEDs, Microalgas,
Producdo de biomassa, Remocdo de nutrientes.
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Abstract

Population growth has contributed significantly to the increase of freshwater
consumption and, consequently, to its scarcity. On the other hand, the development of
industrial and agricultural activities has led to the degradation of water quality, through
the discharges of effluents and agricultural runoff with inadequate treatment.
Eutrophication is one of the main problems affecting surface water quality. The removal
of nutrients from wastewater can be done using microalgae, since nitrogen and
phosphorus are essential nutrients for the growth of these organisms. The light source
plays a fundamental role in the growth of microalgae and its nutrient removal capacity,
since it is the source of energy used by these microorganisms in photosynthetic
reactions. The aim of this study was to evaluate the effect of light wavelength on growth,
nutrient removal from the culture medium and sugar concentration in the biomass
produced using three distinct green microalgae: Chlorella vulgaris, Tetradesmus
obliquus and Neochloris oleoabundans. The experiments were conducted using LEDs
with different colors/wavelengths: 380-750 nm (white LED), 620-750 nm (red LED) and
450-495 nm (blue LED). In addition, it was also evaluated the effect of the semi-
continuous operation mode in the growth parameters, nutrient removal and sugar
concentration for C. vulgaris and T. obliquus species.

It was observed that the white light represents the best condition for the growth
of all species. The specific growth rates for this condition were 0.18+0.03, 0.205+0.003
and 0.405+0.004 d for C. vulgaris, T. obliquus and N. oleoabundans, respectively.
However, analyzing the specific growth rates as a function of the accumulated photon
guantity, it was found that the lowest growth rates were obtained with white light when
compared with the results obtained by red and blue light for all species. The highest
value was obtained by N. oleoabundans with red light, (370.7+0.7) X 10~ L pmol™.
Nitrate removal was higher in white light experiments, where the highest nitrate
removal efficiency was obtained by C. vulgaris (43.0%) and the lowest by N.
oleoabundans (40.5%). In the case of phosphate, N. oleoabundans showed the highest
removal efficiency (52.8%) followed by C. vulgaris (25.2%) and T. obliquus (19.1%). The
concentration of sugars was higher with white light for C. vulgaris (17.0+0.5 mg L) and
N. oleoabundans (14+2 mg L2). In the case of T. obliquus, the highest concentration of
sugars was obtained with red light (151 mg L?). In the experiments performed in semi-
continuous mode, the growth rate and maximum biomass productivities were higher in
the first phase (0.20+0.03 d* and 25+1 mg L'! d}, for C. vulgaris and, in the case of T.
obliquus, 0.15+0.01 d* and 8.8+0.9 mg L d!). Both nitrate and phosphate removal
efficiencies were higher for the experiments with C. vulgaris, reaching maximum values
of 97.1% and 93.6% for nitrates and phosphates, respectively.




Keywords: Biomass production, Bioremediation, LEDs, Light wavelength, Microalgae,
Nutrient removal.
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1. Introducao

1.1. Enquadramento e apresentagao

O rdpido aumento populacional, assim como o aumento das atividades
antropogénicas, tém contribuido para o aumento do consumo de agua potavel e
consequente escassez deste recurso natural. Ao mesmo tempo, o crescimento da
atividade agricola, das atividades industriais e da urbanizacdo tem contribuido para a
descarga de residuos nos cursos de dgua, resultando na contaminagdo destes recursos
com o aumento da concentracdo de determinados elementos quimicos, como o azoto e
o fésforo (Aslan and Kapdan, 2006; Rawat et al., 2011; Renuka et al., 2013). O
enriquecimento dos recursos hidricos em azoto e fésforo, fendmeno também conhecido
como eutrofizacdo, apresenta um grande impacto ambiental, podendo levar ao
crescimento de algas a superficie das dguas e desenvolvimento de plantas aquaticas
gue, por sua vez, contribuem para a diminui¢cdo da concentragao de oxigénio na agua,
perda de determinadas espécies aquaticas e degradacdo total destes ecossistemas
(Renuka et al., 2013; Ruiz et al., 2013). De forma a evitar estes problemas, a Unido
Europeia (UE) definiu limites para a concentracdo de nutrientes (azoto e fésforo) nos
efluentes, bem como percentagens de redu¢dao minimas para as zonas mais suscetiveis
ao fendmeno de eutrofizacdo (Diretiva 1991/271/CEE, 1991; Diretiva 1998/15/CE,
1998). Estas diretivas foram transpostas para a legislacdo portuguesa pelos Decretos-Lei
n.2 152/97 e n.2 348/98 (Decreto-Lei n.2 152/97, 1997; Decreto-Lei n.2 348/98, 1998).
De acordo com estes Decretos-Lei, os limites para descarga de efluentes em termos de
populacio equivalente (PE) s3o os seguintes: (i) 15 mg N L (10 < PE < 100 000) ou 10
mg N L (PE > 100 000) para o caso do azoto, com uma percentagem de redu¢do minima
de 70-80%; (ii) 2 mg P L™ (10 < PE < 100 000) ou 1 mg P L'! (PE > 100 000) para o caso do
fésforo, com uma percentagem de reducdo minima de 80%.

No sentido de cumprir os limites estabelecidos pela UE, torna-se necessario
adotar técnicas de tratamento efetivas, capazes de reduzir as concentracdes de azoto e
fosforo nos efluentes antes da sua descarga nos cursos de dgua. A remocao de azoto e
fésforo nos efluentes é maioritariamente realizada durante o tratamento terciario,
sendo os principais métodos utilizados processos anaerébios, seguidos de processos de
nitrificacdo e desnitrificacdo (Fulazzaky et al., 2015; Piao et al., 2015). Contudo, de forma
a atingir os parametros definidos pela legislacdo europeia, a implementacdo destes
processos requer a aplicacdo de varios ciclos de nitrificacdo e desnitrificagcdo. Para além
disso, estes métodos requerem vdrios tanques e ainda longos tempos de residéncia,
aumentando significativamente os custos do tratamento, bem como a complexidade e
as necessidades energéticas (Foess et al., 1998; Jeyanayagam, 2005; Singh et al., 2005).
Por outro lado, a remocgdo destes nutrientes em aguas residuais pode ser realizada
recorrendo a processos fisico-quimicos, como a precipitacdo com sais de compostos
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metalicos (maioritariamente ferro e aluminio). Contudo, também estes métodos
apresentam elevados custos e a sua utilizacdo resulta na producdo de grandes
quantidades de residuos contaminados com metais, necessitando de um passo adicional
de tratamento (Bernard and Rémond, 2012; Malhotra et al., 1964; Wang et al., 2006;
Zang et al., 2015).

Em alternativa a estes métodos de remocao de nutrientes, a utilizacdo de
microrganismos fotossintéticos, como as microalgas e/ou cianobactérias, tem atraido o
interesse de muitos investigadores a nivel mundial. Estes microrganismos requerem
fontes inorgénicas de azoto e fésforo para o seu crescimento, apresentando um papel
importante na remogao de nutrientes de diferentes efluentes (Rawat et al., 2011; Silva-
Benavides and Torzillo, 2012). Para além disso, o cultivo destes microrganismos
apresenta outras vantagens (Allen et al., 2009; Brennan and Owende, 2010; Ho et al.,
2011; Parmar et al., 2011; Singh et al., 2005; Spolaore et al., 2006; Tang et al., 2011):
(i) através da fotossintese, as microalgas sdo capazes de capturar CO; presente na
atmosfera ou em emissGes gasosas industriais, contribuindo para a mitigacdo das
emissOes deste gas na atmosfera; (ii) a biomassa de microalgas é muito rica em proteinas
e hidratos de carbono, podendo ser utilizada na alimentacdo animal e humana; (iii) as
microalgas acumulam uma grande diversidade de compostos, como pigmentos,
antioxidantes, vitaminas, minerais, entre outros, o que lhes confere uma grande
vantagem comercial, especialmente para a producdo de compostos de elevado valor
acrescentado; (iv) as microalgas também acumulam grandes quantidades de lipidos, que
podem ser extraidos e convertidos em biocombustiveis; e (v) apds extracdo dos
compostos de interesse, a biomassa residual pode ser utilizada para producdo de
bioetanol (através da fermentacdo), eletricidade e energia térmica (através do processo
de cogeracdo do biogas gerado por digestdo anaerdbia).

Apesar das vantagens referidas para as microalgas, o cultivo/producdo destes
microrganismos, e consequente remoc¢do de nutrientes, apresenta ainda alguns
desafios, especialmente no que diz respeito a obtencdo de elevadas produtividades de
biomassa ao menor custo possivel. Uma alternativa possivel para otimizacdo da
producdo de biomassa de microalgas consiste na otimizacdo dos parametros de cultura
com mais influéncia no processo. De uma forma geral, o crescimento de microalgas é
influenciado pela luz, disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura, salinidade,
concentracdo de oxigénio dissolvido e presencga de substancias tdxicas. Para além disso,
condicbes operacionais como a agitacdo, arejamento e modo de operacdo tém uma
grande influéncia nas produtividades de biomassa obtidas (Barsanti and Gualtieri, 2014;
Hu, 2004; Kumar et al., 2010; Yen et al., 2013). Destes, um dos fatores mais importantes
é a luz, uma vez que é a fonte de energia utilizada nas reacdes de fotossintese. A luz
influencia o crescimento de microalgas, quer em termos de quantidade (intensidade
luminosa), quer em termos de qualidade (comprimento de onda, fonte de luz utilizada,
entre outros). No crescimento de microalgas podem ser utilizados varios tipos de
iluminacao artificial tais como lampadas fluorescentes ou diodos emissores de luz (LED).
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As lampadas fluorescentes tém um largo espetro de emissdo incluindo os comprimentos
de onda que provocam uma eficiéncia fotossintética baixa; j& os LEDs emitem luz
monocromatica a diferentes comprimentos de onda, permitindo um melhor controlo da
luz e ainda a utilizacdo de comprimentos de onda varidveis, de forma aumentar a
eficiéncia fotossintética (Carvalho et al., 2011; Schulze et al., 2016). Por outro lado,
diferentes modos de operacdo podem ser utilizados (descontinuo, continuo e
semi-continuo), por forma a aumentar a produtividade de biomassa e remocgdo de
nutrientes.

1.2. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi a avaliacdo do efeito do comprimento de
onda da luz no crescimento e remocao de nutrientes do meio de cultura utilizando trés
espécies distintas de microalgas verdes: Chlorella vulgaris, Tetradesmus obliquus e
Neochloris oleoabundans. As gamas de comprimentos de onda da luz (A) testadas no
cultivo destas microalgas foram as seguintes: 380-750 nm (luz branca), 620-750 nm (luz
vermelha) e 450-495 nm (luz azul). Para avaliagdo do crescimento, foram avaliados os
parametros cinéticos, nomeadamente a taxa especifica de crescimento e a
produtividade de biomassa. A remog¢do de nutrientes do meio de cultura (com
concentragdes de nitrato e fosfato semelhantes as tipicamente encontradas em
diferentes efluentes) foi avaliada em termos de percentagens e taxas médias de
remocdo. Uma vez que a qualidade de luz tem também uma influéncia significativa na
composicdo bioquimica da biomassa, a biomassa produzida nas diferentes condicoes de
luz foi também analisada em termos de teor de agucares.

Foi ainda objetivo deste trabalho a avaliagdo do modo de operagao em semi-
continuo nos parametros de crescimento e remocao de nutrientes. Estes ensaios foram
realizados para duas das espécies testadas (C. vulgaris e T. obliquus) e para as melhores
condicGes de luz (luz branca).

1.3. Organizacao da dissertacao

A presente dissertacdo encontra-se estruturada em cinco capitulos. O Capitulo 1
descreve o enquadramento e relevancia do trabalho, bem como os principais objetivos
e a estrutura do documento.

O capitulo 2 apresenta a revisdao da literatura, onde é feita uma abordagem as
microalgas, com especial destaque para as microalgas em estudo neste trabalho, aos
diferentes modos de crescimento e parametros que influenciam o mesmo e as principais
aplicagdes apontadas para estes microrganismos.

A metodologia adotada para avaliar o crescimento e remocgao de nutrientes das
microalgas em estudo sob diferentes condi¢des de luz, bem como a metodologia para
crescimento em modo semi-continuo, sdo descritas no Capitulo 3.
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O Capitulo 4 apresenta os resultados de crescimento (curvas de crescimento,
taxas especificas de crescimento e produtividades de biomassa) e remocdo de
nutrientes (percentagens e taxas médias de remocdo) obtidos para as trés espécies de
microalgas nas diferentes condicbes testadas.

Por ultimo, o Capitulo 5 apresenta as principais conclusdes deste trabalho e
recomendacdes para trabalhos futuros.




2. Revisao da literatura

2.1. Microalgas

As microalgas sdo organismos fotossintéticos eucaridticos (tais como microalgas
verdes) ou procarioticos (por exemplo, as cianobactérias), faceis de cultivar, capazes de
crescer rapidamente, mesmo em condi¢cdes desfavoraveis, devido a sua estrutura
celular simples (Buono et al., 2016; Mata et al., 2010). Estes organismos encontram-se
presentes em ambientes terrestres, de agua doce e ambientes marinhos (Torres-
Carvajal et al., 2017; Barbera et al., 2016). O nimero estimado de espécies existentes é
de 50000, sendo que, s6 aproximadamente 30000 foram analisadas e estudadas (Mata
et al., 2010). Estas podem ser classificadas em diferentes tipos, dependendo das suas
carateristicas morfoldgicas, pigmentos que apresentam, entre outros. Relativamente as
classes de microalgas eucaridticas mais preponderantes, estas incluem as microalgas
verdes (Chlorophyceae), as microalgas douradas (Chrysophyceae) e as diatomaceas
(Bacillariophyceae). Por outro lado, a classe de microalgas procaridticas com maior
predominancia é a das microalgas azuis-esverdeadas ou cianobactérias (Cyanophyceae)
(Demirbas and Demirbas, 2010; Barsanti and Gualtieri, 2014).

Estes microrganismos contém na sua composicao bioquimica quatro elementos
basicos (Williams and Laurens, 2010): (i) os hidratos de carbono, que desempenham
funcdes estruturais e metabdlicas; (ii) os acidos nucleicos, que servem de base ao
crescimento e a divisdo celular; (iii) as proteinas que, tal como os hidratos de carbono,
realizam funcdes estruturais e metabdlicas e, para além disso, agem como catalisadores
(enzimas) das rea¢des metabdlicas, ajudando no crescimento celular; e (iv) os lipidos,
que exercem fungdes estruturais e de armazenamento de energia. A nivel morfoldgico,
as microalgas podem ser classificadas como unicelulares (mdveis ou imdveis), coloniais
(mdveis ou imodveis), filamentosas ou sifonadas (Barsanti and Gualtieri, 2014).

As microalgas tém vdrias carateristicas vantajosas como (Buono et al., 2016;
Guccione et al., 2014; Buono et al., 2014; Borowitzka, 2013): (i) elevada eficiéncia
fotossintética; (ii) capacidade para crescer em agua impotavel ou salgada; (iii) rapido
crescimento, mesmo em condicOes desfavoraveis; (iv) elevada percentagem de lipidos;
(v) capacidade para fixar CO3; (vi) capacidade para utilizarem nutrientes em excesso em
efluentes; e (vii) biomassa rica em compostos passiveis de serem utilizados como
matéria-prima de produtos de elevado valor acrescentado.

2.1.1. Microalgas em estudo

As microalgas estudadas neste trabalho sdao a C. vulgaris, T. obliquus e
N. oleoabundans. C. vulgaris é uma microalga verde, unicelular, sem mobilidade e com
reproducdo vegetativa (Wang and Lan, 2018). Esta microalga é utilizada no tratamento
de aguas residuais e pelas industrias alimentar, cosmética e petrolifera, devido a elevada
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taxa de crescimento e alto teor em lipidos, proteinas e hidratos de carbono que podem
ser obtidos da sua biomassa (Niederwieser et al., 2018; Fu et al., 2019). Além disso, esta
microalga tem sido amplamente utilizada, quer a escala laboratorial, quer a escala
industrial, sendo capaz de crescer numa grande variedade de condi¢des ambientais (Safi
et al.,, 2014).

T. obliquus é uma microalga verde de dgua doce, sem mobilidade (Buono et al.,
2016). Tem uma parede celular rigida, composta principalmente por celulose e
hemicelulose, e cresce em colénias de quatro células. Esta microalga tem sido
amplamente utilizada no tratamento de aguas residuais e na producdo de biodiesel
(Shen et al., 2015; Wang and Lan, 2018). Rugnini et al. (2019) estudaram a capacidade
da microalga T. obliquus na remogdo de fosforo e metais de um efluente sintético. O
cultivo da espécie T. obliquus mostrou ser uma boa opgao para o tratamento de aguas
que contém estas substancias, pois 97/50/50% do fdsforo/cobre/niquel foram
removidos, respetivamente. Para além disso, esta microalga consegue remover
poluentes, como o paracetamol e o acido salicilico, com maior eficiacia do que a
microalga C. vulgaris (Escapa et al., 2017).

N. oleoabundans é uma microalga verde com uma parede celular dinamica e
rigida (Rashidi and Trindade, 2018). Devido a elevada producdo de lipidos,
particularmente triglicerideos, esta microalga é considerada uma importante fonte de
Oleos para a producdo de biodiesel (Urreta et al., 2014; Hajar et al., 2017), podendo
também ser utilizada para o tratamento de aguas residuais (Peng et al., 2015; AIMomani
and Ormeci, 2016).

2.2. Modo de crescimento

As microalgas podem adotar diferentes metabolismos, dependendo da fonte de
energia e de carbono utilizada pelas mesmas: foto-autotrofico, heterotroéfico,
mixotréfico e foto-heterotréfico (Chen et al., 2011; Adesanya et al.,, 2014). O
metabolismo foto-autotréfico consiste num metabolismo onde a luz é a Unica fonte de
energia, que é convertida em energia quimica através de reagbes fotossintéticas, e o
carbono inorgénico (por exemplo, CO, e HCO3) é usado como fonte de carbono. O
metabolismo heterotréfico € um metabolismo de crescimento que sé usa compostos
organicos como fontes de energia e carbono através da respiracao celular. O
metabolismo mixotréfico é uma variagdo do sistema heterotréfico, no qual os
compostos organicos e inorganicos sado utilizados como fonte de carbono, dependendo
da luz disponivel e da concentracdo de compostos organicos. O metabolismo foto-
heterotrdfico € um metabolismo no qual a luz é necessdria para o processamento dos
compostos organicos usados como fontes de carbono (Chen et al., 2011; Mata et al.,
2010; Chew et al., 2018).

Em condi¢Oes heterotréficas as microalgas apresentam maior produtividade de
lipidos e biomassa do que em condigdes foto-autotrdéficas (Shu and Tsai, 2016). No
entanto, em condi¢Oes heterotréficas podem ocorrer mais facilmente contaminacoes.
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Outra desvantagem é o facto de o custo do substrato ser elevado. O cultivo em
condigdes foto-autotréficas € o mais comum. Tem como vantagem poder contribuir
para a mitigacdo das emissdes de CO,, pois as microalgas podem utilizar como fonte de
carbono o CO; atmosférico ou o CO; proveniente dos gases de combustdo de fabricas
ou de centrais termoelétricas. No entanto, neste modo de crescimento podem obter-se
baixas taxas de crescimento e baixas produtividades de lipidos, devido ao efeito sombra
que ocorre nas culturas mais densas (Adesanya et al., 2014; Chew et al., 2018). O cultivo
em condi¢des mixotréficas também é benéfico para a diminuicdo da concentragdo de
CO; na atmosfera (tal como acontece nas condi¢des foto-autotréficas). Em comparacao
com as condig¢des heterotroficas, as microalgas que crescem em condigdes mixotroéficas
tém produtividades de lipidos e biomassa maiores (Shu and Tsai, 2016; Moon et al.,
2013). Para além disso, o metabolismo mixotréfico esta associado a custos de energia
mais baixos quando comparado com o metabolismo foto-autotréfico, devido aos baixos
requisitos de intensidade luminosa (Adesanya et al., 2014). Porém, nessas condicdes
pode ser necessdrio operar em condicdes de assepsia, uma vez que o risco de
contaminacgao é elevado. Adicionalmente, como o meio de cultura requer uma fonte de
carbono organico, o processo de producdo de biomassa torna-se mais dispendioso (Zhan
et al., 2017).

2.3. Tecnologias de cultivo

O cultivo de microalgas em condicdes foto-autotréficas pode ser realizado em
sistemas fechados ou abertos. As seccOes seguintes apresentam os dois tipos de
sistemas, focando nas vantagens e desvantagens de cada um (Vuppaladadiyam et al.,
2018).

2.3.1. Sistemas fechados

Nos sistemas fechados, o cultivo de determinada espécie de microalgas pode ser
efetuado com riscos minimos de contaminacdo e os parametros que influenciam o
crescimento (por exemplo pH, temperatura, perdas por evaporagao, entre outros) sdo
mais facilmente controlados do que nos sistemas abertos. Porém os custos de
investimento e operag¢do sdo elevados (Mantzorou and Ververidis, 2018). Os sistemas
fechados incluem os fotobiorreatores tubular vertical, tubular horizontal, painel plano,
entre outros.

Dependendo do escoamento do liquido no interior do reator, existem dois tipos
de reatores tubulares verticais: coluna de borbulhamento e reator tipo airlift. Ambos
tém um dispersor de ar na base do reator para criar bolhas de ar, de forma a aumentar
a transferéncia de massa gas/liquido. As colunas de borbulhamento tém uma forma
cilindrica e um dispersor na zona central. Os reatores airlift tém duas zonas distintas,
separadas por uma estrutura no centro do reator. O ar é borbulhado da zona central
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(zona ascendente) para a zona iluminada exterior (zona descendente), o que faz com
que o fluido percorra todo o reator (Chew et al., 2018).

Os reatores tubulares horizontais sao constituidos por tubos com diametros
pequenos, entre 10 e 60 mm, que podem estar dispostos de varias formas: horizontal,
vertical, inclinado, espiral e helicoidal. Os tubos estdao expostos a uma fonte de luz e o
meio de cultura circula dentro destes, com a ajuda de uma bomba de ar para promover
o movimento do fluido e a mistura (Gupta et al., 2015).

Os fotobiorreatores de painel plano sdo constituidos por dois painéis
retangulares de vidro transparente ou semitransparente. Podem ser colocados
verticalmente ou inclinados, de forma a receberem uma maior quantidade de luz solar.
Tém um dispersor de ar na base, responsavel pela geracao de bolhas, que permitem
melhorar a taxa de mistura, o fornecimento adequado de CO; e a remogao de oxigénio
(O2) (Chew et al., 2018; Vuppaladadiyam et al., 2018).

2.3.2. Sistemas abertos

Nos sistemas abertos, os custos de operagao sao baixos, a iluminagao solar nao
tem custos e a construcdo e operagcdo sdao mais simples. Porém, os riscos de
contaminacdo e de perda de dgua por evaporacdo sao elevados e estes sistemas sdo
dependentes das condicGes ambientais, sendo dificil o controlo de alguns parametros
como a intensidade luminosa fornecida, temperatura, pH, entre outros (Mantzorou and
Ververidis, 2018). Os sistemas abertos incluem lagoas nao agitadas, raceway e circulares
(Vuppaladadiyam et al., 2018).

As lagoas ndo agitadas sdo construidas em sistemas de dgua naturais com uma
profundidade aproximada de 0,5 m para garantir a permeabilidade da luz. Como o
proprio nome indica, sdo reatores isentos de um sistema de mistura. Sdo sistemas muito
econdmicos e de facil operagao. Contudo, a dissolugao do CO; do ar para a dgua pode
limitar o crescimento das microalgas (Chew et al., 2018) .

As lagoas raceway sdao o sistema mais usado para producdo comercial de
microalgas em grande escala. Estes sistemas sao constituidos por um Unico canal ou um
grupo de canais fechados com uma profundidade aproximada de 15-50 cm, de forma a
evitar a limitagdo pela luz e a diminuicdo da atividade fotossintética (Chew et al., 2018).
Dentro dos canais, a mistura e circulagdo sao feitas por uma roda de pas. Desta forma é
possivel aumentar a transferéncia de massa gas/liquido para o CO,, garantir que as
células se movimentam para maior acesso a luz e evitar a sua sedimentacao.

As lagoas circulares sdo reatores com um braco rotativo que mistura o meio de
cultura e as microalgas, o que faz com que as taxas de transferéncia de massa e de
eficiéncia fotossintética aumentem e a sedimentacao diminua. Todavia, a temperatura
é dificil de controlar e os riscos de contaminagao sao elevados, tal como nos restantes
sistemas abertos (Meng et al., 2015).
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2.4. Fatores que afetam o crescimento das microalgas

O crescimento das microalgas pode ser afetado por varios fatores. Em condicdes
foto-autotroficas, os parametros mais importantes a considerar sdo a luz, a
concentracdo de nutrientes, o pH e concentracdo de CO;, a concentracdo de Oy, a
temperatura e, por fim, a salinidade.

2.4.1. Luz (intensidade, fotoperiodo e comprimento de onda)

A luz é um dos fatores mais importantes para o crescimento foto-autotréfico das
microalgas, pois é a fonte de energia utilizada. A fotossintese pode ser representada
pela equacdo quimica seguinte (Falkowski and Raven, 2007):

2H,0 + CO, + Luz = (CH,0) + H,0 + 0, (1)

A fonte de luz (intensidade, comprimento de onda e fotoperiodo) afeta a taxa de
crescimento e a producdo de pigmentos fotossintéticos (Mohsenpour et al., 2012; Singh
and Singh, 2015). De uma forma geral, quanto maior a intensidade luminosa, maior sera
a atividade fotossintética e, por isso, a produtividade de biomassa. Contudo, quando a
luz é fornecida em excesso pode ocorrer stress oxidativo das células e inibicdo de
crescimento (Gris et al., 2014).

Loera-Quezada et al. (2011) avaliaram o efeito da irradidncia na densidade,
tamanho e acumulacdo de lipidos pela microalga N. oleoabundans. Usaram-se trés
intensidades luminosas diferentes (50, 94 e 136 pmol m2 s). A taxa de crescimento
celular foi maior (1,30 d!) quando se usou a intensidade de 136 umol m2 s, Com o
menor nivel de irradidncia, o valor da taxa de crescimento foi de 0,98 d™*. As células com
maior tamanho (12,6 um) foram obtidas quando se usou a luz de menor intensidade e
as de menor tamanho (4,04 um) com a luz de maior intensidade. Gris et al. (2014)
estudaram o efeito da intensidade da luz (10, 50, 150, 200, 350, 1000 umol m2s?) no
crescimento e composicdo bioquimica da microalga T. obliquus num fotobiorreator de
painel plano. A temperatura durante o processo foi de 23 °C, o pH utilizado variou entre
7 e 8. A taxa de crescimento mdxima (0,863 d!) foi obtida com uma intensidade de 150
umol m2 s, Abaixo deste valor ocorreu a limitacdo do crescimento pela luz e com uma
intensidade ainda maior ocorreu foto-inibicdo. A intensidade da luz afetou unicamente
o teor dos pigmentos, sendo que os teores de lipidos e proteinas se mantiveram
constantes. Vo and Tran (2014) avaliaram o efeito da intensidade da luz (50, 100 e 150
umol m2s?) no crescimento da microalga Dunaliella salina. Os ensaios foram realizados
a 25 °C. Os autores reportaram que a maior taxa de crescimento (0,36 d!) foi obtida
para uma intensidade de luz de 50 umol m2s. Sforza et al. (2014) avaliaram os efeitos
da intensidade da luz (10, 50, 150, 200, 350, 1000 pmol m~?s?) no cultivo da microalga
T. obliquus num fotobiorreator plano a operar em modo descontinuo e continuo. Os
autores concluiram que a taxa de crescimento maxima (0,863 d!) foi obtida com uma
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intensidade de 150 umol m2s! e que a microalga em estudo foi capaz de se adaptar a
valores elevados de intensidade luminosa. Nadzir et al. (2018) analisaram o efeito
combinado da temperatura (25, 29, 33, 36 e 40 °C) e da intensidade da luz (4000, 10500,
17000, 23500, e 30000 lux) na producdo de lipidos pela microalga T. obliquus, durante
14 dias. Nestes ensaios, o pH foi mantido a 8,5. A maior produtividade de biomassa (115
mg L! d!) e de lipidos (27 mg L1 d!), assim como o maior teor de lipidos (23% m/m),
foram obtidos a temperatura de 36 °C e intensidade de luz de 23500 lux.

Mohsenpour et al. (2012) estudaram o efeito de condi¢Ges de luz no crescimento
da microalga C. vulgaris. Neste estudo, placas de acrilico luminescente de diferentes
cores (violeta, verde, cor de laranja e vermelho) foram utilizadas e iluminadas por um
simulador de luz solar. A intensidade de luz utilizada foi 250 umol m2 st e a temperatura
foi 23 °C. A maior taxa de crescimento (0,13 d!) foi obtida com a luz cor de laranja e a
maior producgdo de clorofila a (1,29% m/m) foi obtida com a luz vermelha. Atta et al.
(2013) testaram o efeito de diferentes intensidades (100, 200 e 300 pmol m2 s?) e
fotoperiodos luz:escuro (L:E - 12:12, 16:08 e 24:00), a 25 °C, com luz LED azul no
crescimento e produgao de lipidos da C. vulgaris, tendo como controlo luz fluorescente
branca. A maior taxa de crescimento (1,26 d!) e maior teor de lipidos (23,5% m/m)
foram obtidos com a luz azul com intensidade de 200 pmol m=2 s e fotoperiodo 12:12,
em 8 dias de cultivo. Com luz branca, a maior taxa de crescimento (1,20 d!) e o maior
teor de lipidos (20,9% m/m) foram obtidos com uma intensidade de 200 pmol m2ste
fotoperiodo 16:08, em 10 dias de cultivo. Abiusi et al. (2014) avaliaram o crescimento, a
eficiéncia fotossintética e a composicdao bioquimica da microalga Tetraselmis suecica
usando LEDs de diferentes cores (branco neutro, azul, vermelho e verde). Neste estudo
foi testada uma intensidade luminosa de 160 pmol m2 s e a temperatura foi 25 °C. A
produtividade de biomassa foi semelhante entre os LEDs branco e vermelho e entre os
LEDs azul e verde. Os valores mais elevados foram obtidos com os LEDs branco e
vermelho. A maior taxa de crescimento (0,12 d!) foi obtida com o LED vermelho, mas
as células resultantes eram mais pequenas. O teor de hidratos de carbono foi maior (24%
m/m) nas células que cresceram com a luz verde, sendo que o menor teor (15,1% m/m)
foi obtido com a luz vermelha. O teor de lipidos foi maior (21,8 % m/m) com o uso da
luz azul. A luz azul também provocou uma maior acumulagao de clorofila; enquanto
expostas a luz vermelha, as células apresentaram um menor teor de clorofila. Hultberg
et al. (2014) analisaram o impacto da luz na producdo de biomassa utilizando a
microalga C. vulgaris. Utilizaram-se LEDs com seis comprimentos de onda diferentes:
azul (460 nm), verde (525 nm), amarelo (585 nm), vermelho (620 nm), roxo (oito partes
660 nm e duas partes 460 nm) e branco (430-730 nm). A intensidade de luz utilizada foi
100 umol m? st e a temperatura foi 20 °C. Houve um maior crescimento com a utilizacdo
da luz amarela, branca e vermelha, sendo a concentracao de biomassa final de 1596,7
mg L%, 1337,5 mg L e 1263,3 mg L, respetivamente. A maior quantidade de acidos
gordos produzidos (7,12% m/m) foi obtida com a luz roxa. Wong (2016) analisou os
efeitos do comprimento de onda e ciclos de iluminagdo na producdo de biomassa e
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astaxantina utilizando a microalga Haematococcus pluvialis. Neste estudo foram
utilizadas luzes LED de cor vermelha e azul e uma lampada plasma branca. A
temperatura durante o estudo foi de 25 °C e a intensidade da luz foi 40,6 umol m2s™,
No estudo compararam-se os periodos L:E 24:00 e 12:12. Relativamente aos resultados,
verificou-se que houve uma maior taxa de crescimento utilizando fotoperiodo de 24:00
com a luz branca (0,365 d!), seguida pela luz vermelha (0,336 d!) e por fim a luz azul
(0,291 d1). Torres-Carvajal et al. (2017) estudaram o efeito do comprimento de onda da
luz na produgdo de biomassa da microalga H. pluvialis. Neste estudo foram utilizadas
luzes fluorescentes de cores branca (referéncia), vermelha e azul, com fotoperiodo L:E
de 12:12 e com uma temperatura de 24 °C. A taxa de crescimento foi mdxima nas
culturas realizadas com a luz vermelha (0,811 d), seguida das culturas com luz azul
(0,341 d!) e por fim as culturas com luz branca (0,301 d).

2.4.2. Concentragao de nutrientes

A producdo de microalgas necessita de macronutrientes, como o azoto, o fésforo
e o carbono, e de micronutrientes, como o ferro, magnésio, sédio, potassio, entre outros
(Fox and Zimba, 2018). A razdao molar N:P é um parametro importante para o
crescimento das microalgas, sendo que o valor 6timo varia conforme a espécie de
microalga. A razdo Redfield foi estabelecida como 106:16:1 (C:N:P) e consiste numa
razdo estequiométrica da composicdo interna da maioria das células de microalgas
marinhas. Consequentemente, de forma a acelerar o crescimento das microalgas, o
meio de cultura deverad ter estas proporg¢des de carbono, azoto e fosforo. Por outro lado,
as microalgas de agua doce apresentam uma maior taxa de crescimento usando uma
razdo molar N:P entre 8:1 e 45:1 (Whitton et al., 2016).

As microalgas crescem ao assimilar nutrientes como azoto, que usam para
sintetizar proteinas, e fésforo, que é incorporado no acido ribonucleico e utilizado para
a sintese de energia nas células (Whitton et al., 2016). Quando o meio das microalgas
tem deficiéncia de nutrientes como o azoto, fésforo e enxofre, a taxa fotossintética é
afetada, fazendo com que a producdo dos compostos intracelulares seja diferente
(Danesh et al., 2017). Para maximizar a producdo de determinados compostos, como
lipidos, por exemplo, € comum submeter as microalgas a meios com deficiéncias
nutricionais, pois nestas condicbes as microalgas continuam a assimilar carbono,
acumulando-o sob a forma de lipidos. Contudo, nestas condi¢des ha uma diminuicdo da
taxa de crescimento (Srinuanpan et al., 2018; Chen et al., 2017). Em meios com elevada
concentracdo de nutrientes, as microalgas também conseguem acumular nutrientes em
excesso. Diferentes concentracdes de nutrientes no meio de cultura influenciam a
composicdo da biomassa produzida (Whitton et al., 2016; Danesh et al., 2017).

Srinuanpan et al. (2018) estudaram o efeito de meios com deficiéncia de
nutrientes no potencial de utilizacdo de microalgas oleaginosas (T. obliquus e
Micractinium reisseri) para produzir biodiesel. Utilizaram quatro meios diferentes: (i)
sem azoto; (ii) sem fésforo; (iii) sem ferro; e (iv) o meio de controlo. Concluiram que
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apesar de o crescimento celular ter sido menor no meio sem azoto, a produgao de
lipidos foi superior (56,87 e 36,72% m/m para T. obliquus e M. reisseri, respetivamente).
Em condicdes de deficiéncia de azoto, os lipidos produzidos tém maior quantidade de
acidos gordos saturados, sendo adequados para a producdo de biodiesel. A produgdo
de lipidos também aumentou nos meios sem fésforo (40,28 e 30,45% m/m para T.
obliquus e M. reisseri, respetivamente) e sem ferro (39,75 e 29,60% para T. obliquus e
M. reisseri, respetivamente), mas nestas condicdes o crescimento celular ndo foi
afetado. No meio utilizado como controlo, os teores de lipidos obtidos foram 35,54% e
20-25% para T. obliquus e M. reisseri, respetivamente. Danesh et al. (2017) avaliaram a
producdo de compostos bioquimicos de microalgas inseridas em meios deficitarios de
nutrientes. As microalgas foram cultivadas em trés condi¢des de deficiéncia de
nutrientes: um meio sem azoto, outro sem enxofre e, por fim, um meio sem fésforo. Em
meios sem enxofre e sem fdsforo, as microalgas produziram uma menor quantidade de
clorofila e proteinas. Em meios sem azoto a divisdo celular foi muito menor do que nos
outros ensaios, mas a producdo de lipidos foi maior.

2.4.3. pH e concentrag¢ao de CO;

O pH e a concentragdo de CO; sdo fatores que estdo relacionados, na medida em
gue o CO; consumido pelas microalgas faz com que o pH no meio de cultura aumente.
Este fendmeno pode ser explicado pela Figura 1 e pelas seguintes reacoes de equilibrio
(Kirchman, 2018):

CO,(g) = CO,(aq) (2)
CO,(aq) + H,0 (1) 2 H,CO5(aq) 2 H*(aq) + HCO3 (aq) (3)
HCO3 (aq) 2 H*(aq) + CO0%™(aq) (4)
100 ——
g ,1’ \\\
. 80- ,l \‘
2 ; g
-~ — COp ‘ == HCOy N aneme COT
% 60 ! ’ X ’
v ; A
® 40 ks 7y
] ’ 5% N
g 20 ¢ \
=) ’ . \
&
0 -“ r . r - o
4 6 8 10 12
pH

Figura 1 — Diagrama de especiac3o relativa (%) de dioxido de carbono (CO,), bicarbonato (HCO53) e carbonato (COs%)
na agua como fungdo do pH (Adaptado de Pedersen et al. (2013)). No exemplo apresentado a temperatura é 20 °C e

a condutividade elétrica 250 uS cm™.
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O CO; é dissolvido e reage com a agua, formando acido carbdnico (H.COs).
Seguidamente, este 4cido ioniza-se em iGes bicarbonato (HCOs’) e protbes (H*) e, por
sua vez, o bicarbonato também se ioniza em carbonato (CO3%) e protdes (H*). Assim
sendo, quando o CO; e/ou HCO3 sdo consumidos pelas microalgas, o equilibrio desloca-
se no sentido da sua formagao, reduzindo a concentracao de protdes H* presentes no
meio de cultura e, por conseguinte, este fica mais alcalino. Para que o pH ndo aumente
de forma excessiva, pode-se acrescentar CO; a cultura. O pH influencia a acumulagao de
lipidos, o crescimento das microalgas e a possivel contaminagcdo com espécies nao
desejadas (Bartley et al., 2014).

A presenca de CO,/HCOs influencia o crescimento das microalgas também
porque é a fonte de carbono necessdria para a fotossintese (Falkowski and Raven, 2007).
No entanto, se a sua concentracdo for demasiado elevada, o pH do meio diminui
significativamente, inibindo o crescimento das microalgas (Kirchman, 2018). Hodaifa et
al. (2009) avaliaram a influéncia do pH (gama de 5 a 9) no crescimento da microalga T.
obliquus numa 3agua residual. A taxa de crescimento mais elevada foi obtida quando o
pH apresentava o valor de 7. Bartley et al. (2014) estudaram o efeito do pH (gama de 5
a 10) na presenca de organismos invasores, no crescimento e na acumulac¢do de lipidos
da microalga Nannochloropsis salina. A gama de pH entre 8 e 9 corresponde ao valor de
pH onde a taxa de crescimento foi maior (0,19 d) e a presenca de organismos invasores
foi menor. Gongalves et al. (2016b) estudaram o efeito do aumento da concentracdo de
C02 (0,04, 3,5, 7,9 e 10% v/v) no crescimento e produ¢do de biomassa das microalgas
C. vulgaris, Pseudokirchneriella subcapitata, Synechocystis salina e Microcystis
aeruginosa. A concentragao 6tima de CO; obtida para as quatro microalgas foi de
aproximadamente 5% (v/v).

2.4.4. Concentragao de O;

Como as microalgas sdao organismos fotossintéticos, estas produzem O,. Logo,
com o aumento da atividade fotossintética, O, acumula-se no meio de cultura,
aumentando a sua concentracdo. Elevadas concentracdes de oxigénio dissolvido afetam
a taxa de fotorrespiracdo, aumentando-a. Ao mesmo tempo, elevadas concentracdes de
O, podem causar inibicdo do crescimento das microalgas, pois com o aumento da
concentracdo de O; e com a presenca de luz pode ocorrer a acumulacdo de espécies
reativas de oxigénio, que inibem a fotossintese, provocam danos nas moléculas
bioldgicas e stress oxidativo das células, podendo mesmo levar a morte celular (Kazbar
et al., 2019; Sun et al., 2018). Para evitar um aumento excessivo da concentracdo de O,,
é importante que os sistemas de cultivo possibilitem a libertacdo deste gas para a
atmosfera.

Raso et al. (2012) estudaram o efeito da concentragdao de O; no crescimento da
microalga Nannochloropsis sp., variando as concentracdes oxigénio na corrente gasosa
entre 20 e 50% (v/v). Estes ensaios foram desenvolvidos num fotobiorreator de painel
plano, a pH de 7,8, temperatura de 25 °C e intensidade de luz de 100 pmol m?2 s™. Para
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os ensaios realizados com 20% (v/v) de O, obteve-se uma taxa de crescimento de 0,48
d*. Por outro lado, com o aumento da percentagem de O, na corrente gasosa, houve
uma diminuicdo significativa da taxa de crescimento (de 0,48 para 0,18 d!). Kazbar et
al. (2019) avaliaram o efeito da concentracdo de O, dissolvido no crescimento da
microalga C. vulgaris, concluindo que para valores superiores a 30 mg L (3,75 vezes
superior a concentracdo de saturacdo do oxigénio na fase liquida — 8,74 mgL?), a
produtividade de biomassa diminuiu em 30%.

2.4.5. Temperatura

A temperatura é um dos fatores que influencia o crescimento celular. No geral,
as microalgas desenvolvem-se numa gama de temperaturas entre 15 e 35 °C, sendo que
a nivel de espécies este valor varia. Temperaturas superiores ao valor étimo podem
causar a degradacdo proteica, levando a morte celular. Uma redugdo na atividade
metabdlica é observada para temperaturas inferiores a gama 6tima, com influéncia
significativa no crescimento e produtividade de biomassa (Serra-Maia et al., 2016).

Goncgalves et al. (2016a) estudaram o efeito da luz e da temperatura no
crescimento de quatro espécies microalgas (C. vulgaris, P. subcapitata, S. salina e
M. aeruginosa) e consequente remoc¢do de nutrientes, tendo determinado que as
condicbes de temperatura étimas para o crescimento destas microalgas é 25 °C. No
estudo desenvolvido por Chokshi et al. (2015), a microalga Acutodesmus dimorphus
(cultivada com uma intensidade de luz de 60 umol m2 s e o fotoperiodo L:E de 12:12)
teve uma taxa de crescimento maior a 35 °C, sendo menor para as temperaturas de 25
e 38 °C. Porém, a maior concentragdo de lipidos foi obtida a 38 °C.

2.4.6. Salinidade

A salinidade é um parametro que influencia as microalgas, sendo que cada
espécie tem o seu valor 6timo. O efeito da salinidade nas microalgas tem sido estudado
principalmente em microalgas marinhas. A salinidade pode ser utilizada para causar
stress nas microalgas, com o objetivo de produzir maior quantidade de lipidos (Pancha
et al.,, 2015; Zhang et al.,, 2018; Chen et al., 2017), havendo ja alguns estudos a
comprovar esse facto para as microalgas Chlamydomonas sp. JSC4 (Ho et al.,, 2017) e
Chlorella sorokiniana HS1 (Kim et al., 2016), por exemplo. O stress causado pela
salinidade provoca alteracdes fisioldgicas e na composicao bioquimica das microalgas
(BenMoussa-Dahmen et al., 2016). Pandit et al. (2017) avaliaram o efeito do stress salino
(concentracgdes de NaCl de 0,06, 0,08, 0,1, 0,3 e 0,4 M) no crescimento e produgao de
lipidos em duas microalgas, Acutodesmus obliquus e C. vulgaris. Neste estudo a
temperatura foi 25 °C, o pH de 7,4, o periodo L:E de 16:08 e a intensidade de luz de 4000
lux. Ambas as espécies apresentaram uma taxa de crescimento maior no meio com
concentracdo de NaCl de 0,06 M do que nas condi¢Ges de controlo (sem adi¢cdo de NaCl).
O maior teor de lipidos foi 49% (m/m) para a microalga C. vulgaris e 43% (m/m) para a
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microalga A. obliquus, valores obtidos no meio de cultura com concentragdao de NaCl de
0,4 M. Ji et al. (2018) analisaram o efeito do stress salino (utilizando concentra¢des de
NaCl de 0, 0,01, 0,10, 0,15, 0,20 M) na eficiéncia fotossintética e na producdo de lipidos
pela microalga de agua doce T. obliquus. Neste estudo a microalga foi cultivada a
temperatura de 25 °C, intensidade luminosa de 4800 lux e fotoperiodo L:E de 14:10. Os
autores concluiram que com o aumento da concentra¢ao de NaCl no meio de cultura, a
produtividade de biomassa e os teores de clorofila a e b e carotenoides diminuiram. Ja
o teor de lipidos foi maximo (32% m/m) no meio com maior salinidade (0,20 M de NaCl).
Vo and Tran (2014) estudaram o efeito da salinidade (concentracdes de NaClde 1, 1,5 e
2 M) no crescimento da microalga D. salina a 25 °C, tendo obtido maiores valores de
taxa de crescimento para as concentragdes de NaCl superiores (1,5 e 2 M).

2.5. Aplicagdes das microalgas

As microalgas sdo consideradas microrganismos com elevado potencial
comercial e econdmico, pois tém aplicacdes em varios setores como farmacéutico,
cosmético, alimentar e aquacultura. Podem ser utilizadas como uma fonte de
biocombustiveis, pigmentos, antioxidantes e proteinas ou para o tratamento de aguas
residuais e captura de CO; (Buono et al., 2016; Borowitzka, 2013).

Biocombustiveis sdo combustiveis produzidos a partir de biomassa (Saladini et
al., 2016). Os biocombustiveis possiveis de se produzir a partir das microalgas sdo o
biodiesel, o biometano e o bioetanol (Simas-Rodrigues et al., 2015; Barata, 2016). O
biodiesel é produzido através dos lipidos presentes nas microalgas. Os lipidos sdo
extraidos da biomassa através de um solvente de extracdo e, seguidamente, sdo
convertidos em biodiesel por uma reacdo de transesterificacdo. O tipo de lipido
maioritariamente usado para a producdo de biodiesel sdo os triglicerideos pois tém
elevado teor de acidos gordos (Goh et al., 2019; Barata, 2016). As microalgas podem
também ser consideradas uma fonte de biomassa para a producdo de bioetanol, devido
aos seus elevados teores de hidratos de carbono. O bioetanol pode ser obtido através
da fermentag¢do da biomassa produzida pelas microalgas e pode ser adicionado nos
combustiveis como aditivo (Simas-Rodrigues et al., 2015). Através da digestdo anaerdbia
de residuos de biomassa pode-se ainda produzir o biometano (também designado por
biogds) que, por sua vez, pode ser utilizado na producdo de eletricidade. E possivel
combinar este processo com a producado de biodiesel pois apds extracdo dos lipidos, os
residuos de biomassa podem ser utilizados para a producao de biometano (Saratale et
al., 2018).

Para além da producdo de biocombustiveis através das microalgas, é também
possivel aproveitar outras substancias quimicas com interesse econdmico e comercial
geradas através da producdo de biomassa. Os varios produtos e subprodutos que se
podem obter da biomassa de microalgas sao apresentados na Figura 2.
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Figura 2 — Subprodutos obtidos da biomassa de microalgas.

A biomassa das microalgas é utilizada como alimento na Asia e no norte da
América, especialmente pelos povos mais antigos. Visto que a maioria das espécies de
microalgas tem um teor de proteinas acima dos 50% (m/m), estas foram consideradas
um suplemento proteico com beneficios nutricionais para os seres humanos (Jacob-
Lopes et al.,, 2018). Quando as microalgas sdo cultivadas em condi¢cOes de stress,
também sdo capazes de acumular outras substancias com valor acrescentado, tais como
os pigmentos. Os carotenoides sdo um exemplo desses pigmentos, sendo os mais
importantes a astaxantina, o B-caroteno e a luteina (Panis and Carreon, 2016; Hu et al.,
2018). Astaxantina é usada na aquacultura para colorir os musculos dos peixes e é
considerada um dos antioxidantes mais fortes da natureza, com propriedades anti-
inflamatdrias e com capacidade de protecdo contra o stress oxidativo (Mobin and Alam,
2017; Panis and Carreon, 2016). Para além disso, a astaxantina é considerada um
alimento com elevada densidade nutricional e com beneficios para a saude, sendo capaz
de aumentar a estamina e reduzir o tempo de recuperagao muscular, levando a uma
melhoria no desempenho dos atletas (Capelli et al., 2013). Nos seres humanos, o B-
caroteno é convertido em vitamina A, que permite que o sistema imunitario funcione
de forma eficiente. B-caroteno é também um corante alimentar e tem funcdes de
prevencao contra a fibrose hepatica (Mobin and Alam, 2017; Sathasivam et al., 2017). A
luteina tem propriedades protetoras contra a degeneragao macular do olho e, como os
humanos ndo conseguem sintetizar esta substancia, é considerada importante (Hu et
al., 2018). As ficobiliproteinas sdo proteinas fotossintéticas suplementares, também
incluidas na categoria dos pigmentos. As principais aplicacdes desta substancia sdo na
industria alimentar, como corante natural, e na industria farmacéutica (Manirafasha et
al., 2016; Chew et al., 2017). As microalgas sdo também consideradas uma fonte de
vitaminas B, C e E (Khan et al., 2018). Podem, por isso, ser utilizadas como aditivo
alimentar, por exemplo em paes, biscoitos, doces e gelados, para melhorar os seus
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valores nutricionais (Mobin and Alam, 2017). Para além de todas as aplicacdes referidas
acima, as microalgas podem ser usadas pela industria dos cosméticos, onde os extratos
das microalgas sao utilizados em cremes regeneradores para a face, lo¢des corporais,
protetores solares e shamp6s (Mobin and Alam, 2017; Varfolomeev and Wasserman,
2011).

Outra aplicacdo importante das microalgas é a captura de CO; da atmosfera e de
gases de combustdo, visto que estas sdao organismos fotossintéticos que conseguem
transformar CO; e 4gua em matéria organica (producdo dos subprodutos mencionados
acima) e libertar oxigénio para a atmosfera (Klinthong et al., 2015). A capacidade das
microalgas em fixar CO, é 10 a 50 vezes maior do que a capacidade das plantas
terrestres, sendo que em cada quilograma de biomassa de microalgas produzida,
aproximadamente 1,83 kg de CO; sdo fixados (Cheah et al., 2015; Jiang et al., 2013). As
microalgas tém a capacidade de capturar o CO; atmosférico, o CO;, proveniente da
industria (gases de combustdo) e CO, na forma de carbonatos soluveis (Wang et al.,
2008). A assimilacdo de CO, depende das carateristicas da espécie de microalga (uma
vez que cada microalga tem diferentes tolerancias a concentragao de CO;), do sistema
de cultivo, da concentracao de CO; utilizada, de condi¢cdes operacionais e de fatores
ambientais (Cheah et al., 2015). Quando a biomassa produzida é utilizada para a
producdo de biocombustiveis, é possivel criar um ciclo de carbono sustentavel (Figura
3), pois o CO; emitido na queima dos biocombustiveis é capturado novamente pelas
microalgas para o seu crescimento que, por sua vez, vao produzir mais biomassa para
posteriormente ser utilizada para a producdo de biocombustiveis (Lam et al., 2012). De
forma a ser um processo economicamente vidvel e sustentavel ambientalmente, o
processo de captura de CO; pode ser combinado com o tratamento de aguas residuais:
as microalgas obteriam nutrientes (azoto e fosforo) do efluente e a fonte de carbono
seria o CO2 (Wang et al., 2008). Jiang et al. (2013) utilizaram um gds de combustado
simulado e testaram os efeitos de diferentes concentra¢des de CO; (2 a 20% v/v) no

Cultivo de
C02 microalgas

¢ Assimilagdo do CO,

Refinaria de
Biocombustiveis biomassa
*Produgdo de ¢ Produgdo de
energia biocombustiveis e

outros produtos

Figura 3 — Ciclo de carbono durante o cultivo de microalgas e produgao de biocombustiveis.
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cultivo da microalga Scenedesmus dimorphus. A microalga atingiu a concentragdo de
4,51 e 3,82 g L' quando a concentracdo utilizada foi 10 e 20% (v/v) de CO,,
respetivamente. Porém o valor maximo de concentracdo de biomassa (5,17 g L) foi
obtido com 2% (v/v) CO,. Este estudo mostrou que a espécie em estudo tem uma
tolerancia elevada a concentragdes de CO;, pois cresceu na presenca de elevadas
concentragdes (10 e 20% v/v de CO;), mas a sua atividade fotossintética € maxima para
concentragdes mais baixas (2% v/v CO3).

Por ultimo, as microalgas podem ser utilizadas para tratar efluentes através do
processo de biorremediacdo, visto que conseguem capturar espécies de azoto e fésforo
e também metais pesados (Hodaifa et al., 2013). O tratamento de aguas residuais é
composto por quatro fases: o tratamento preliminar, primario, secundario e terciario. O
tratamento preliminar tem como objetivo remover os sdlidos grosseiros, 6leos e
gorduras. No tratamento primdrio, os sélidos suspensos sdao removidos através de
processos fisicos como a sedimentacdo ou flotacdo. O tratamento secundario é utilizado
para remover a matéria organica dissolvida com recurso a processos bioldgicos. Por fim,
o tratamento tercidrio tem como objetivos (Gongalves et al., 2017; Rawat et al., 2011):
(i) remover os nutrientes em excesso (homeadamente azoto e fosforo) do efluente,
através de digestdo anaerdbia e nitrificacdo e desnitrificacdo; e (ii) remover os agentes
patogénicos, através de desinfecdo. Tendo em conta os passos convencionais do
tratamento de efluentes, bem como os requisitos nutricionais das microalgas em termos
de azoto e fdsforo, estas podem desempenhar um papel relevante no tratamento
tercidrio. Hernandez-Garcia et al. (2019) avaliaram a remoc¢do de nutrientes de uma
agua residual real durante 28 dias. As microalgas utilizadas neste estudo foram
T. obliquus e Desmodesmus spp.. A microalga T. obliquus teve uma taxa de remocdo de
ortofosfatos de 60%, de carbono de 86% e de azoto total de 90%. Por outro lado, a
microalga Desmodesmus spp. obteve eficiéncias de remoc¢do de ortofosfatos, caréncia
quimica de oxigénio (CQO) e azoto total de 57, 86 e 94%, respetivamente. Huo et al.
(2019) avaliaram a eficiéncia da microalga Tribonema sp. no tratamento de dguas
residuais petroquimicas. A cultura da microalga Tribonema sp. foi feita diretamente num
fotobiorreator utilizando um efluente proveniente do digestor anaerdbio. As taxas de
remocdao de CQO, de azoto total e a concentracdo final de biomassa foram
respetivamente, 98,4%, 96,8% e 4,4 g L. A utilizacdo de aguas residuais no cultivo de
microalgas tem vantagens econdmicas e ambientais. Sob o ponto de vista econdmico,
verifica-se que os custos de producdo podem ser reduzidos significativamente, uma vez
gue os custos associados a aquisicdo dos nutrientes podem ser eliminados. A nivel
ambiental, a utilizacdo de aguas residuais permite reduzir o consumo de agua doce no
cultivo das microalgas. Além disso, as microalgas podem contribuir para a
biorremediacdo destes efluentes, através da reducdo de nutrientes em excesso.
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3.1. Meio de cultura e microalgas

Neste estudo, as trés espécies diferentes de microalgas verdes que foram
testadas foram obtidas da Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP, Reino Unido)
e da University of Texas Culture Collection of Algae (UTEX, EUA): C. vulgaris CCAP
211/11B, T. obliquus CCAP 276/34 e N. oleoabundans UTEX 1185. A selecdo destas
espécies teve em conta os seguintes fatores (Safi et al., 2014; Urreta et al., 2014; Hajar
etal., 2017): (i) a C. vulgaris é capaz de crescer em diversas condicdes ambientais, sendo
utilizada em varias areas da industria; (ii) a T. obliquus é amplamente utilizada no
tratamento de efluentes; e (iii) a N. oleoabundans pode ser usada para a produgao de
biodiesel. As microalgas foram inoculadas em meio de cultura teste da OCDE modificado
com a seguinte composicao (por litro): 250 mg NaNOs; 12 mg MgCl,-6H,0; 18 mg
CaCly-2H;0; 15 mg MgS04-7H,0; 45 mg KHPOs; 0,08 mg FeCl3-6H,0; 0,1 mg
Na,EDTA-2H,0; 0,185 mg H3BOs; 0,415 mg MnCl,-4H,0; 3 ug ZnCly; 1,5 pug CoCly-6H,0;
0,01 pg CuCly-2H20; 7 ug NazMo04:2H,0; e 50 mg NaHCOs. Relativamente a receita
original, foram aumentadas as concentragdes de NaNOs e KH,PO4, por forma a que estas
concentragdes se assemelhassem as concentracdes de azoto sob a forma de nitrato
(N-NO3) e fésforo sob a forma de fosfato (P-PQa) tipicamente encontradas em diferentes
aguas residuais (Goncalves et al., 2017) e de forma a manter razdes molares e massicas
de N:P adequadas ao crescimento das microalgas (9:1 e 4:1, respetivamente)

As solucGes stock de microalgas foram preparadas em matrazes de 100 mL
(volume operacional de 50 mL) utilizando o meio de cultura acima referido, em
condi¢des asséticas. Os matrazes foram mantidos numa incubadora (Lovibond®, Reino
Unido) a temperatura constante de 25 °C, com fornecimento de luz continuo, a uma
intensidade de aproximadamente 6,50 umol m? s A agitacdo dos indculos foi
promovida recorrendo a um agitador orbital (Unimax 1010, Heidolph, Alemanha)
regulado para uma agitacdo de 100 rpm (rotacdes por minuto).

3.2. Instalagdao experimental

Neste estudo foram avaliados os efeitos do comprimento de onda da luz e do
modo de operacdo em semi-continuo na producdao das microalgas referidas na Seccao
3.1 e respetiva remocdo de nutrientes do meio de cultura. Estes ensaios foram
realizados em duplicado em frascos de borossilicato com um volume operacional de 900
mL, sem recurso a condi¢Oes asséticas. Estes decorreram numa instalacdo com uma
fonte luminosa composta por um painel LED com comprimento de onda regulavel. A
superficie onde as culturas se encontravam estava a uma distancia de 49,0 cm da fonte
luminosa. De forma a manter a temperatura das culturas entre 20 e 22 °C, nos dias mais
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frios, esta foi controlada através de fitas de aquecimento (Heating tapes 265 W, J. P.
Selecta, Espanha) e monitorizada diariamente (ver Anexo A.1). A agitacdo das culturas
foi promovida através da injecdo de ar atmosférico a um caudal de 1.5 L min’?,
recorrendo a bombas de ar (Trixie AP 180, Tarp, Alemanha). O ar injetado nas culturas
era previamente filtrado através de filtros de membrana de acetato de celulose
(0,22 um). De forma a controlar a perda de agua por evaporacdo, foi efetuada
diariamente uma marcacao do nivel superficial, que era restituido no dia seguinte. A
Tabela 1 apresenta um resumo das principais condicdes utilizadas nos ensaios de
avaliacdo do efeito do comprimento de onda e do modo de operagdo em semi-continuo.

3.2.1. Avaliacao do efeito do comprimento de onda

Os ensaios de avaliacao do efeito do comprimento de onda no crescimento das
microalgas em estudo e na remocdo de nutrientes foram realizados na instalacdo
experimental descrita anteriormente (ver Figura 4), em modo descontinuo, por um
periodo de 12 dias. As culturas comegaram com uma concentracdo inicial de: (i) 54+4
mg L para a C. vulgaris; (ii) 33,120,4 mg L para a T. obliquus; e (iii) 181 mg L' para a
N. oleoabundans. As concentragdes iniciais em cada ensaio e a sua duragdo estdo
apresentadas na Tabela 1. As cores/comprimentos de onda (A) testados nestes ensaios
foram as seguintes: (i) branco (B, 380-750 nm); (ii) vermelho (V, 620-750 nm); e (iii) azul
(A, 450-495 nm). A luz foi fornecida continuamente (fotoperiodo L:E=24:00), com
valores de intensidade luminosa varidveis, de acordo com o comprimento de onda
utilizado (ver Tabela 2). A intensidade luminosa foi medida ao nivel da superficie liquida
utilizando um radidmetro (HD 2102.2, Delta OHM, Italia).

Tabela 1 — Condicdes utilizadas nos diferentes ensaios

. Concentracao .
Modo de Comprimento L. . . Duragdo
- Espécies inicial de biomassa
operagao de onda (nm) 1 (d)
(mg L7)

C. vulgaris 50,9

380-750 (B) T. obliquus 33,0 12
N. oleoabundans 17,6
C. vulgaris 53,6

Descontinuo 620-750 (V) T. obliquus 32,7 12
N. oleoabundans 19,4
C. vulgaris 58,3

450-495 (A) T. obliquus 33,5 12
N. oleoabundans 17,0

C. vulgaris 52,4 39

Semi-continuo 380-750 (B) -
T. obliquus 32,5 32
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Figura 4 — Instalagdo experimental usada para o crescimento das microalgas com LEDs de diferentes cores: A. LED
branco (380-750 nm); B. LED vermelho (620-750 nm); C. LED azul (450-495 nm).

Tabela 2 — Intensidade luminosa média (umol m2 s) utilizada nos ensaios de crescimento em descontinuo para cada
espécie e comprimento de onda

Espécie A (nm) Intensidade luminosa média (umol m2s?)
380-750 (B) 30£1
C. vulgaris 620-750 (V) 8,0+0,2
450-495 (A) 6,1+0,1
380-750 (B) 38+1
T. obliquus 620-750 (V) 9304
450-495 (A) 6,7x0,5
380-750 (B) 34+4
N. oleoabundans 620-750 (V) 81
450-495 (A) 6,4 +0,9

3.2.2. Avaliagao do efeito do modo de operagao em semi-continuo

Devido as maiores produtividades de biomassa e taxas de consumo de nutrientes
obtidas utilizando luz branca, foi avaliado o crescimento das espécies C. vulgaris e T.
obliquus nestas condi¢ées de luz, em modo semi-continuo. Estes ensaios foram
realizados na mesma instalacdo experimental, com fornecimento de luz continuo
(comprimento de onda de 380-750 nm, intensidade de 31,8+0,8 pmol m=2 s para o caso

! no ensaio da T. obliquus). Os ensaios com a

da C. vulgaris e 34,5+0,5 pmol m? s
microalga C. vulgaris decorreram durante 39 d, enquanto os ensaios com a microalga T.
obliquus tiveram uma duracdo de 32 d. As culturas iniciaram com uma concentracdo de
52,4 e 32,5 mg L para a C. vulgaris e T. obliquus, respetivamente. Apds 14 d de
crescimento (estado estacionario), um volume de 50% da cultura foi removido, tendo
sido substituido por meio fresco. Seguiu-se mais uma etapa de crescimento até a fase
estaciondria, com nova diluicdo de 50% (no dia 28) e crescimento até ao tempo final do
ensaio. No total completaram-se 3 ciclos/fases de crescimento para a C. vulgaris e 2
ciclos para a T. obliquus, uma vez que apds a segunda diluicdo esta microalga diminuiu

consideravelmente a sua concentragao.
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3.3. Métodos analiticos

Diariamente foram efetuadas medicoes de temperatura e pH através de um
medidor de pH (SympHony SB9OMS5, VWR). O crescimento das culturas de microalgas,
também monitorizado diariamente, foi avaliado pela medicdo da densidade dtica a 680
nm, DOesop, com recurso a um espetrofotémetro (UV-6300PC Double Beam
Spectrophotometer, VWR, Portugal). A selecdo deste comprimento de onda para a
monitorizagdo do crescimento foi feita com base no pico de absorvancia maximo
observado a este comprimento de onda, aquando da realizagdo do varrimento de
absorvancia para cada uma das espécies. Posteriormente, a concentracdo de biomassa
foi obtida indiretamente a partir de retas de calibracdo (previamente determinadas) que
relacionam a concentracdo de biomassa em termos de peso seco com a DOgso (ver Anexo
A.2).

Nos dias 0, 1, 2,4, 7,9 e 11 de cada ensaio em descontinuo e nos mesmos dias
de cada ciclo do ensaio em semi-continuo foram recolhidas amostras para analise dos
nutrientes presentes no meio de cultura. As amostras foram centrifugadas (Himac CT6E
Centrifuge, VWR, Portugal) a uma velocidade de 4000 rpm durante 10 min e
posteriormente filtradas com filtros de seringa com membrana de nylon de 0,45 um
(Specanalitica). As concentragées de nutrientes nas amostras filtradas foram analisadas
por cromatografia iénica (ICS-2100, Dionex). Neste caso, apenas foram analisados os
anides (Cl, PO4*, SO4%, NO3 e NOy'), com recurso a uma coluna AS9-HC e ao supressor
ASRS®300. Os resultados obtidos através do cromatdgrafo ficaram registados num
programa informdatico Chromeleon®, que faz a aquisicdo e conversao de dados de forma
simplificada, convertendo o sinal obtido em valores de concentragdo através de retas
de calibracdo pré-estabelecidas para cada anido (ver Anexo A.3).

A biomassa resultante de cada ensaio realizado em descontinuo e de cada ciclo
de crescimento em modo semi-continuo foi analisada em termos do teor de acgucares
totais utilizando um método colorimétrico. Para isso, centrifugou-se 200 mL de amostra
de cada espécie (em duplicado) e efetuou-se a lavagem das células com agua destilada
duas vezes. Apds este processo, a biomassa foi seca a 70 °C durante 48 h.
Posteriormente, a biomassa foi submetida a um tratamento mecéanico de maceracao
(utilizando um almofariz), até obtencdo de um pd fino, que foi pesado (0,01 g) e
transferido para tubos de ensaio para o processo de hidrdlise acida, de acordo com o
método descrito por Hoebler et al. (1989), com algumas modifica¢cGes. Este processo
consistiu na adicdo de acido sulfurico a 95% (v/v), e posterior hidrélise durante 1 h, num
banho termostatico a temperatura de 30 °C. Apds a hidrélise, foi adicionada agua
ultrapura (Millipore) de forma a obter uma concentracdo de acido sulfurico de 4% (v/v),
e a solucdo resultante foi filtrada utilizando filtros de seringa de politetrafluoretileno
(PTFE, 0,45 um). Por fim, foi feita a quantificacdo dos acucares totais através do método
colorimétrico que envolve a reagao de fenol com acido sulfurico, proposto por Dubois
et al. (1956). Resumidamente, o método consiste na desidratacdo dos agucares
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presentes na amostra em meio 4cido que, quando em contacto com o fenol,
estabelecem ligagdes, resultando numa solugdao de cor alaranjada que pode ser
detetada através da medicdao da absorvancia a 490 nm. A concentracdo de acucares
totais foi determinada com base na reta de calibracdo obtida para padrdes de glicose
com diferentes concentra¢des (10-100 mg L?) submetidos ao mesmo tratamento com
acido sulfurico e fenol que as amostras (ver Anexo A.4).

3.4. Parametros cinéticos de crescimento e remog¢ao de nutrientes

A partir dos dados recolhidos durante os ensaios determinou-se a taxa especifica
de crescimento (u, em d!) para cada ensaio através de uma cinética de 12 ordem

(Equacdo 5):
dX In(X;/X,)
— =uX = 5

onde X, e X, representam a concentragdo de biomassa (g L'!) no instante final (t;) e no
instante inicial (ty) da fase exponencial de crescimento. Com os dados recolhidos foi
possivel fazer uma representacgdo grafica de In(X) em funcdo do tempo (t, em d), de
forma a selecionar o grupo de pontos representativos da fase de crescimento
exponencial e assim determinar a taxa especifica de crescimento (correspondente ao
declive da reta nessa mesma fase) (ver Anexo A.5).

Com os valores de concentracdao de biomassa, foram também calculadas a
produtividade (P,, mg L™ d') entre duas amostras consecutivas (X, e X, , ver Equagcdo
6), a produtividade maxima (P, 4 ), que consiste no valor mais elevado do conjunto de
valores de P,, e a produtividade média (P, 1,04), calculada através da Equagdo 7, onde
X corresponde a concentragdo de biomassa no final do ensaio (mg L), tr o tempo final

do ensaio (d) e X; corresponde a concentragio de biomassa inicial (mg L):

— XZ+1 - XZ
* tze1 — 1 (6)
_ X¢ — X
Px,med - tf (7)

De forma a ser possivel avaliar o desempenho das microalgas em estudo na
remog¢do de nutrientes, determinou-se a eficiéncia de remogao (ER, %) e a taxa de
remoc¢3do média (TR, mg L't d?) através das Equacdes 8 e 9, respetivamente:

Si — S¢

ER (%) = x 100 (8)

1
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Si — S¢
ot

TR (9)

onde §; e Sy representam a concentragdo de um dado nutriente (mg L'Y) no tempo inicial
(t;) e final (tf) da cultura (em d), respetivamente.

Também foi possivel calcular o rendimento especifico de biomassa (Yy /s, em g
gs!) através dos valores anteriormente calculados de produtividade média e taxa de
remocdo média de nutrientes (Equacdo 10). Este parametro representa a quantidade de
biomassa produzida (b) por quantidade de substrato consumido (S).

P
Yx/s = XJFLRed (10)

A Equacdo 11 permite calcular a quantidade de fotdes acumulada por volume de
cultura (Nacym, z» HMOlfotzes L™) no intervalo de tempo At (s). Com os resultados obtidos
foi possivel fazer uma representacdo grafica de [n(X) em fung¢do da quantidade de
fotdes acumulada por volume de cultura (Nacym z» HMOlfotses L), de forma a selecionar
o grupo de pontos representativos da fase de crescimento exponencial e assim
determinar a taxa especifica de crescimento (ver Anexo A.6).

IAtA
Nacum,z—l + T (11)

Nacum,z

onde I é a intensidade luminosa média (umolfotses M2 s1), At é periodo de tempo entre
medicGes (s), V é o volume de cultura (L) e A corresponde a area superficial iluminada
(m?).
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4. Resultados e discussao

4.1. Avaliagao do efeito do comprimento de onda da luz
4.1.1. Crescimento de biomassa

A evolugdo da concentragao de biomassa ao longo do tempo para cada uma das
espécies de microalgas nas diferentes condicdes de luz testadas é apresentada na Figura
5.
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Figura 5 — Curvas de crescimento obtidas para as diferentes condigdes de luz (LED branco, LED vermelho e LED
azul) para as espécies C. vulgaris (A), T. obliquus (B) e N. oleoabundans (C).
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Pela andlise da Figura 5 é possivel verificar que as espécies de microalgas
selecionadas cresceram nas diferentes condicbes de luz testadas, a excecdo da
microalga N. oleoabundans quando cultivada com luz azul. Para além disso, verifica-se
um crescimento significativamente maior nas condi¢cdes de luz branca, para todas as
espécies. Relativamente as luzes vermelha e azul, verifica-se que em condig¢des de luz
vermelha foi favorecido o crescimento das microalgas C. vulgaris e N. oleoabundans. Ja
para a microalga T. obliquus, o crescimento foi ligeiramente superior nos ensaios
realizados com luz azul. Verificou-se ainda que, nestas condi¢des (luz vermelha e azul),
as trés espécies testadas apresentaram uma fase de adaptacdo mais longa, o que se
traduziu num menor crescimento. A maior fase de adaptacdo observada nestas
condi¢des poderd estar relacionada com os baixos valores de intensidade luminosa
utilizados neste estudo, com o fornecimento de luz numa gama mais estreita do espetro
da radiacao visivel e também com o facto de os indculos terem sido preparados em
condicOes de luz branca, o que fez com que as microalgas ndo estivessem previamente
acondicionadas a estas condicdes.

De maneira a ser possivel efetuar uma analise mais detalhada do efeito das
diferentes condig¢des de luz testadas, a Tabela 3 apresenta um resumo dos parametros
cinéticos do crescimento determinados para cada microalga em cada condicdo. As
concentracdes maximas de biomassa obtidas com a luz branca variaram entre 197 e 254
mg L', sendo que a espécie N. oleoabundans foi a que obteve valores superiores (25143
mg L'!) em comparacdo com a C. vulgaris e com a T. obliquus, que alcangcaram 230+5 e
20043 mg L, respetivamente. Com a luz vermelha, a concentracdo méaxima de biomassa
mais elevada foi obtida pela C. vulgaris (1162 mg L) e a mais baixa pela T. obliquus
(6612 mg L1). Por fim, com a luz azul a espécie C. vulgaris foi a que conseguiu alcancar
um valor mais alto de concentracdo maxima de biomassa (111+2 mg L?%) e a
N. oleoabundans a mais baixa (34+4 mg L). Tendo em conta os resultados da Tabela 3,
pode-se também confirmar que as concentracdes mais elevadas foram obtidas com a
luz branca para todas as espécies.

De forma a se poder analisar em que condicdes a cultura alcancou uma
velocidade de crescimento maior, determinou-se a taxa especifica de crescimento para
cada uma das espécies nas diferentes condi¢des de luz. As taxas de crescimento mais
elevadas foram obtidas com luz branca. A C. vulgaris obteve a taxa de crescimento mais
baixa com a luz azul (0,0657+0,0008 d!) e a mais elevada com a luz branca (0,18+0,03
d?). A taxa de crescimento obtida com a luz branca para a microalga C. vulgaris esta
abaixo da gama reportada na literatura (0,55-1,20 d!) (Atta et al., 2013; Silva et al.,
2015). O valor da taxa de crescimento com a luz vermelha (0,090+0,007 d!) encontra-se
dentro da gama obtida noutros estudos (0,07-0,43 d!) (Mohsenpour et al., 2012; Mejia
Rendon, 2014). No caso da luz azul, o valor da taxa de crescimento esta abaixo dos
resultados reportados em alguns estudos (0,64-1,22 d?) (Atta et al., 2013; Das et al.,
2011). Os menores valores de taxa especifica de crescimento obtidos para a luz branca
(em comparagdo com os valores reportados na literatura) poderdo ser resultado da
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menor intensidade luminosa utilizada neste estudo (=30+1 pmol m?2s?). Kiss and
Németh (2019) utilizaram LEDs branco, vermelho, azul e verde para o crescimento da
microalga C. vulgaris, obtendo valores de taxa especifica de crescimento seguindo a
mesma tendéncia do que a que foi obtida neste trabalho (LED branco > LED vermelho >
LED azul). A T. obliquus teve uma taxa especifica de crescimento menor com a luz
vermelha (0,08+0,01 d!) e maior com a luz branca (0,205+0,003 d). Zhao et al. (2015)
reportaram taxas especificas de crescimento para esta espécie mais elevadas para todos
os comprimentos de onda utilizados, o que poderd também estar relacionado com as
menores intensidades luminosas fornecidas as culturas neste trabalho (entre 6,7+0,5 e
38+1 umol m2s?, respetivamente). Por Ultimo, a taxa especifica de crescimento obtida
pela N. oleoabundans com luz branca (0,405+0,004 d!) foi a mais elevada. Usando luz
vermelha, conseguiu-se alcancar uma taxa de crescimento de 0,17+0,03 d!, sendo que
com luz azul esta microalga nao foi capaz de crescer, ndo tendo sido possivel calcular a
taxa especifica de crescimento nestas condi¢des. No estudo de Zhao et al. (2015), esta
microalga obteve uma taxa especifica de crescimento mais baixa para a luz branca
(0,216 d?!) e semelhante para a luz vermelha (0,179 d). Porém, neste estudo a
N. oleoabundans conseguiu crescer com luz azul, com uma taxa especifica de
crescimento de 0,134 d. Comparando os resultados obtidos entre as diferentes
espécies, é possivel verificar-se que no ensaio com luz branca a espécie que obteve
maior taxa especifica de crescimento foi a N. oleoabundans, seguida pela T. obliquus e
por fim a C. vulgaris. Nestas condi¢Bes, a N. oleoabundans apresentou uma fase
exponencial de crescimento mais curta, atingindo a fase estaciondria mais cedo do que
as restantes espécies, que cresceram continuamente até ao final do tempo de cultura
(ver Figura 5).

Relativamente aos valores de produtividade maxima de biomassa obtidos,
verifica-se que estes seguem a tendéncia dos valores da taxa especifica de crescimento.

Tabela 3 — Parametros de analise do crescimento das diferentes espécies de microalgas obtidos para os diferentes
comprimentos de onda da luz utilizados

Espécie A(nm) (rr:(;il).x'l) u(d?) (mgpr.ixd.1) (mgP r;_‘-idda)
380-750 (B) 2305 0,18 £0,03 255 16,3+0,3

C. vulgaris 620-750 (V) 116 +2 0,090 £ 0,007 10,1+0,4 46+0,5
450-495 (A) 1112 0,0657 £ 0,0008 11+£3 4,53 +0,07

380-750 (B) 2003 0,205 £ 0,003 25+1 15,2+0,1

T. obliquus 620-750 (V) 66%2 0,08 +£0,01 8+1 3,0+£0,2

450-495 (A) 75+1 0,106 + 0,007 59+0,2 3,70+0,08

380-750 (B) 251+3 0,405 + 0,004 45+ 8 21,3+0,1
N. oleoabundans ~ 620-750 (V) 73+8 0,17 +0,03 10+1 4,2+0,3

450-495 (A) 34+4 ND ND ND

A - comprimento de onda da luz fornecido as culturas (nm); Xmax - concentragdo maxima de biomassa (mg L™?); Pmax -

produtividade méaxima de biomassa (mg L d!); Pyeq - produtividade média de biomassa (mg L d); ND - valor ndo
determinado.
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Ou seja, para as microalgas C. vulgaris e N. oleoabundans, os valores de produtividade
maxima de biomassa seguiram a tendéncia LED branco > LED vermelho > LED azul. No
caso da T. obliquus a tendéncia foi a mesma, sendo que em estudos da literatura a
tendéncia para esta espécie foi semelhante (LED branco > LED vermelho > LED azul) (Kim
et al., 2013; Zhao et al., 2015). A produtividade mdaxima mais elevada foi obtida pela
espécie N. oleoabundans com a luz branca (458 mg L't d!). A produtividade maxima é
um parametro importante a analisar, pois fornece informagdes sobre quais s3o as
condicbes 6timas para a cultura resultando num crescimento mais eficiente.
Relativamente aos valores de produtividade média obtidos, verifica-se que estes
seguem a mesma tendéncia que os restantes parametros cinéticos de crescimento,
sendo os valores obtidos para os ensaios realizados com luz branca significativamente
superiores aos valores obtidos nas restantes condi¢des de luz. Estes valores variaram
entre 15,2+0,1 mg L' d! (para a microalga T. obliquus) e 21,3+0,1 mg L'* d! (para a
microalga N. oleoabundans). Os resultados relativos ao crescimento foram maiores para
a luz vermelha do que para a luz azul, o que estd de acordo com outros estudos da
literatura, onde C. vulgaris obteve valores de crescimento seguindo a tendéncia LED
vermelho > LED branco > LED azul (Yan et al., 2013b; Yan et al., 2013a). O facto de a luz
vermelha ter obtido melhores resultados do que a branca neste caso é devido ao valor
das intensidades luminosas desses estudos serem iguais para todos os comprimentos
de onda e serem superiores as utilizadas neste trabalho, onde a luz branca tem maior
intensidade luminosa do que a vermelha (ver Tabela 2).

Visto que as intensidades luminosas variavam conforme as gamas de
comprimento de onda utilizadas, calculou-se a taxa especifica de crescimento em funcao
da quantidade de fotdes acumulada. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 4. Pela sua analise, verifica-se que em todas as espécies as menores taxas de
crescimento foram obtidas com a luz branca, quando comparado com os resultados
obtidos por outras cores. Estes resultados estdo de acordo com a literatura (Katsuda et
al.,, 2004; Teo et al., 2014; Atta et al.,, 2013). No caso da C. vulgaris, esta obteve
valores mais elevados de taxa especifica de crescimento com a luz vermelha.

Tabela 4 — Taxa especifica de crescimento determinada em fung¢do da quantidade de fotdes acumulados pelas
diferentes espécies de microalgas nos diferentes comprimentos de onda da luz utilizados

Espécie A (nm) B X 107 (L pmolsetses™)
380-750 (B) 108,6 £ 0,2
C. vulgaris 620-750 (V) 207,1+0,2
450-495 (A) 198 £ 5
380-750 (B) 100+1
T. obliquus 620-750 (V) 159,9+0,3
450-495 (A) 289,7+0,2
380-750 (B) 230+2
N. oleoabundans 620-750 (V) 370,7+0,7
450-495 (A) ND

A - comprimento de onda da luz fornecida as culturas (nm); ND - valor ndo determinado.
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A T. obliquus obteve os melhores resultados com luz azul. A N. oleoabundans foi a
espécie que obteve o valor mais elevado de taxa de crescimento, sendo que esse valor
foi obtido nas condigdes de luz vermelha. De uma forma geral, a luz vermelha esta
relacionada com um maior crescimento e menor consumo de nutrientes, ja a luz azul
provoca um menor crescimento mas um maior consumo de nutrientes (Schulze et al.,
2016).

4.1.2. Remogao de nutrientes

A evolucdo da concentracdo de nutrientes no meio de cultura ao longo do tempo
é apresentada na Figura 6. Pela analise destes resultados, verifica-se que o consumo de
dois dos macronutrientes essenciais ao crescimento das microalgas (nitratos e fosfatos,
como fontes de azoto e fésforo, respetivamente) nao foi significativo, uma vez que nao
houve uma reducao significativa na sua concentra¢do ao longo do tempo. Tal podera
estar relacionado com as baixas produtividades de biomassa e taxas especificas de
crescimento obtidas nestes ensaios. De facto, verifica-se que nas culturas onde o
crescimento foi menor (ensaios realizados com luz vermelha e azul, por exemplo),
também o consumo destes nutrientes foi menor. Esta tendéncia foi ainda mais notdria
na cultura da microalga N. oleoabundans com luz azul. Nestas condi¢Bes praticamente
ndo houve crescimento da microalga e o mesmo se verificou relativamente ao consumo
de nitratos e fosfatos presentes no meio de cultura. Apesar dos baixos consumos de
nutrientes obtidos nos ensaios realizados com luz vermelha e azul, no caso dos ensaios
com luz branca o consumo destes nutrientes foi superior. Contudo, também nestes
ensaios se verificou um consumo abaixo do que seria esperado, que podera estar
relacionado com uma limitacdo pela luz. Por exemplo, analisando a curva de
crescimento da microalga C. vulgaris (Figura 5-A), verifica-se que esta atinge a fase
estacionaria nos dois ultimos dias de cultura. Uma vez que se trata do crescimento em
modo descontinuo, seria de esperar que houvesse crescimento até o esgotamento de
algum nutriente essencial, o que ndo se verificou nestes ensaios (Barsanti and Gualtieri,
2014). Assim sendo, tendo em conta a intensidade luminosa fornecida as culturas
(30+1 pmol m=2 s?), pode-se atribuir a cessacdo do crescimento e a baixa remoc3o de
nutrientes do meio de cultura a limitagao pela luz.

Os resultados relativos aos cdlculos da eficiéncia de remocdo, da taxa de
remocao média e dos rendimentos especificos de biomassa estdo apresentados na
Tabela 5. Os resultados apresentados referem-se apenas a remocao de azoto e fésforo
do meio de cultura, dois macronutrientes indispensaveis ao crescimento das microalgas.
No caso do azoto, os calculos basearam-se na concentracdo de nitratos presentes no
meio de cultura, enquanto que no caso do fésforo, estes resultados tiveram por base a
concentracdo de fosfatos no meio de cultura. As eficiéncias de remocao de nitratos pela
microalga C. vulgaris variaram de 19,7 a 43,0% e as taxas médias de remogao variaram
entre 4,25 e 8,92 mg L't d%, sendo que os valores mais elevados foram obtidos com luz
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Figura 6 — Variagdao da concentragao de nitratos e fosfatos para as diferentes condig¢Ges: LED branco (A, D, G), LED
vermelho (B, E, H) e LED azul (C, F, ) para as espécies C. vulgaris (A, B, C), T. obliquus (D, E, F) e N. oleoabundans
(G, H, 1).

branca e os menores com luz vermelha. A microalga T. obliquus obteve valores de
eficiéncias de remocdo de nitratos entre 20,4 e 42,6% e taxas médias de remoc¢do dentro
da gama de 3,39 e 8,96 mg L't dL. Os valores de eficiéncia de remocdo e taxa média de
remogao de nitratos obtidos para a microalga N. oleoabundans com luz branca foram
semelhantes aos valores obtidos para as outras espécies em estudo. Por outro lado, os
valores obtidos com luz vermelha e azul foram mais baixos que os obtidos para as
microalgas C. vulgaris e T. obliquus.

As eficiéncias de remocao de fosfatos obtidas pela C. vulgaris variaram entre 7,44
e 25,2%, onde o valor mais elevado foi obtido com luz branca e o mais baixo com luz
vermelha, tal como para a remocado de nitratos. Também as taxas médias de remocao
seguiram a mesma tendéncia, com o menor valor obtido com a luz vermelha (0,284
mg L'*d!) e o maior valor obtido com a luz branca (1,04 mg L2 d!). Apesar de a taxa de
crescimento da C. vulgaris ter sido maior nos ensaios realizados com luz vermelha do
que com luz azul, as eficiéncias e as taxas médias de remocgdo de nitratos e fosfatos
obtidas para a luz azul foram superiores as obtidas para a luz vermelha. Este desvio
observado entre o consumo de nutrientes e o crescimento poderd estar relacionado
com a capacidade que alguns microrganismos tém para acumular nutrientes, como é o
caso dos nitratos e fosfatos, mesmo que ndo esteja diretamente relacionado com o
crescimento (Lomas and Glibert, 2000; Tarayre et al., 2016). A T. obliquus obteve os
valores mais baixos de eficiéncia de remogao (13,2%) e taxa média de remogdo de
fosfatos (0,508 mg L't d'!) com a luz vermelha e os mais altos com a luz branca (19,1% e
0,722 mg L1 d?, respetivamente). A N. oleoabundans foi a espécie que obteve valores
de eficiéncia de remocdo e taxa média de remocao de fosfatos mais elevados para a luz
branca (52,8% e 2,06 mg L1 d%, respetivamente).

Varios estudos reportaram valores de eficiéncia e taxa média de remocao destes
nutrientes na mesma ordem de grandeza. Kim et al. (2013) utilizaram LEDs brancos,
vermelhos e azuis para o crescimento da microalga T. obliquus e obtiveram taxas de
remoc3o de azoto dentro do intervalo 5-7 mg L1 d, ao fim de 6 dias, para todos os
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comprimentos de onda. Na remocao de fosfatos, a taxa de remocao esteve dentro da
gama 1-2 mg L't d?, sendo que a taxa mais elevada foi obtida com a luz azul, seguida
pela luz vermelha e, por ultimo, a luz branca. Schulze et al. (2016) obtiveram resultados
semelhantes: as microalgas consumiram mais nitratos com a luz azul do que com a luz
vermelha, pois em crescimento com luz azul, as microalgas ficam mais dependentes da
utilizacdo de nutrientes para o seu crescimento. Isto acontece, pois, neste comprimento
de onda ocorre a ativagao oxirredutases de nitrato e fésforo, o que origina um aumento
na absorc¢do de nutrientes (Kamiya and Saitoh, 2002; Kim et al., 2013).

O rendimento especifico da biomassa (também apresentado na Tabela 5)
relaciona a quantidade de biomassa produzida com a quantidade de substrato
consumido. Os valores do rendimento especifico relativos ao consumo de nitratos da
C. vulgaris foram mais elevados nos ensaios com a luz branca (1,82 gnb gn) e mais baixos
com a luz vermelha (1,08 g, gn't). No caso dos valores deste parametro relativos ao
consumo de fosfatos, o valor mais elevado foi obtido com a luz azul (16,0 grgr) e 0
menor com a luz vermelha (13,3 g»gr!). A T. obliquus obteve os valores mais elevados
do rendimento especifico relativos ao consumo de nitrato e de fosfato com a luz branca
(1,69 ghgnte 21,0 g» gert) e os valores mais baixos com a luz vermelha (0,897 ghgnt e
4,95 g, gpl). Por ultimo, a N. oleoabundans obteve os valores mais elevados com a luz
branca e os menores com a luz vermelha, tanto para o rendimento relativo ao consumo
de nitratos como para o relativo ao consumo de fosfatos. Quanto ao rendimento é
possivel verificar-se que, no caso da T. obliquus, este variou de 4,95 a 21,0 g»grt. No
caso da C. vulgaris, o rendimento variou de 13,3 para 16,0 gb gr't, mostrando que a
composi¢ao bioquimica da T. obliquus apresenta maior variabilidade para diferentes
comprimentos de onda, sendo assim uma espécie mais sensivel para este parametro de
crescimento. De uma forma geral, os maiores valores de rendimento especifico obtidos

Tabela 5 — Parametros cinéticos de remocao de azoto e fésforo calculados para cada ensaio

Espécie A (nm) ERN-no, TFSN ' YX/N_ FRe-ro, TR_P ; YX/P.
(%) (mgL'd?) (gogn) (%) (mgL'd?) (gvge™)

380-750 (B) 43,0 8,92 1,82 252 1,04 15,6

C.vulgaris ~ 620-750 (V) 19,7 3,60 1,08 7,44 0,284 13,3

450-495 (A) 22,9 4,25 1,26 9,40 0,345 16,0

380-750 (B) 42,6 8,96 1,69 191 0,722 21,0

T. obliquus ~ 620-750 (V) 20,1 3,67 0,897 13,2 0,508 4,95

450-495 (A) 20,4 3,39 1,01 17,8 0,614 7,29

380-750 (B) 40,5 8,51 2,50 52,8 2,06 10,3

N. 620-750 (V) 17,4 2,95 1,42 138 048 869

oleoabundans
450-495 (A)  ND ND ND ND ND ND

A - comprimento de onda de luz fornecida as culturas (nm); ERn-no, - eficiéncia de remog&o de nitratos (%); TRy - taxa
de remocdo média de nitratos (mg L™ d%); Yy/n - rendimento especifico da biomassa relativamente ao consumo de
nitratos (gp gnl); ERe-po, - eficiéncia de remocdo de fosfatos (%); TRp - taxa de remogdo média de fosfatos (mg L1d?);

Yy - rendimento especifico da biomassa relativamente ao consumo de fosfatos (gp gr) (%); ND - valor ndo
determinado.
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para as condi¢des de luz branca estao relacionados com as maiores produtividades de
biomassa observadas nestas condi¢cdes. Por outro lado, os maiores valores do
rendimento especifico relativos ao consumo de fosfatos obtidos indicam que, para obter
a mesma produtividade de biomassa, todas as espécies estudadas consomem mais
nitratos do que fosfatos, o que esta de acordo com a composicao tipica descrita para as
microalgas (COo.48H1.83No.11Po.01) (Chisti, 2007). Os resultados obtidos para o rendimento
especifico constituem também evidéncia da capacidade das microalgas para
acumularem nutrientes, mesmo que ndo seja para o seu crescimento, e também das
condicbes limitantes (ao nivel da luz) a que as microalgas foram submetidas nestes
ensaios. Isto porque, os valores obtidos neste estudo foram bastante inferiores aos
reportados por Pereira et al. (2016): 4,1-46 g, gn?, relativamente ao consumo de
nitratos, e 20-150 g, gp}, relativamente ao consumo de fosfatos.

4.1.3. Teor de agucares

A concentracdo de aclcares totais presentes em solucdo ap6s hidrdlise acida da
biomassa resultante de cada ensaio é apresentada na Tabela 6. Podemos verificar que a
espécie que apresenta maior concentracdo de aglcares em todas as gamas de
comprimentos de onda utilizados é a C. vulgaris, sendo que o valor mais elevado foi
obtido com a luz branca (17,0+0,5 mg L). O valor mais baixo de concentra¢do de
aclcares obtido por esta espécie foi com a luz azul (12+1 mg L). A T. obliquus obteve a
maior concentracdo no ensaio com a luz vermelha (15+1 mg L), seguida pelo ensaio
com luz branca (14+3 mg L) e por fim da luz azul (10,0+0,2 mg L). As concentracdes
mais baixas foram obtidas com a luz azul para todas as espécies. No caso da microalga
N. oleoabundans, o teor de aglcares nestas condi¢des nao foi determinado porque nao
houve crescimento da microalga. Para esta microalga, a concentracdo de acucares foi
maior com a luz branca (14+3 mg L) do que com a luz vermelha (8,0+0,6 mg L%). As
concentracdes de hidratos de carbono foram mais baixas com o LED azul do que com o
vermelho, o que pode estar relacionado com o facto dos fotdes azuis libertados por

Tabela 6 — Concentracdo de agucares totais (mg L) determinados em solug¢do apds hidrdlise acida da biomassa
resultante de cada ensaio

.. Concentracao de acucares totais em solucao
Espécie A (nm) § H ¢

(mgL”)
380-750 (B) 17,005
C. vulgaris 620-750 (V) 16,0+ 0,6
450-495 (A) 12+1
380-750 (B) 14+3
T. obliquus 620-750 (V) 15+ 1
450-495 (A) 10,0+0,2
380-750 (B) 14 + 2
N. oleoabundans 620-750 (V) 8,0+0,6
450-495 (A) ND

A - comprimento de onda da luz fornecida as culturas (nm); ND - valor ndo determinado.
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essas luzes induzirem a reducdo das reservas de hidratos de carbono nas células (Kamiya
and Saitoh, 2002).

4.2. Avaliagao do efeito do modo de operagao em semi-continuo
4.2.1. Crescimento de biomassa

A evolucdo da concentracdo de biomassa ao longo do tempo para as duas
espécies de microalgas é apresentada na Figura 7. Pela andlise destes resultados, pode-
se verificar um crescimento significativamente maior da C. vulgaris relativamente a T.
obliquus. Relativamente a C. vulgaris verifica-se que na primeira fase o crescimento foi
maior comparando com as restantes fases, sendo que esta espécie cresceu em todas as
fases. No caso da T. obliquus, verifica-se que: (i) a microalga cresceu na primeira fase;
(ii) na segunda fase o crescimento ndo foi tdo acentuado; e (iii) na terceira fase a
microalga ndo cresceu. Sendo assim, esta espécie ndo é adequada para
crescimento/produg¢do em semi-continuo.

De forma a efetuar uma analise mais detalhada de cada uma das espécies, a
Tabela 7 apresenta um resumo dos parametros cinéticos do crescimento determinados
para cada microalga. Para ambas as espécies, tanto as concentracdes de biomassa como
a taxa de crescimento e as produtividades foram mais elevadas na primeira fase do
ensaio. A gama de concentragdes de biomassa maxima obtidas pela C. vulgaris (256-347
mg L) sdo um pouco inferiores as obtidas noutros estudos (460-2300 mg L) (Chang et
al., 2016; Pires et al., 2014). As taxas de crescimento obtidas para a C. vulgaris
(0,056-0,23 d!) estdo abaixo da gama reportada pela literatura (0,550-1,20 d*?) (Atta et
al., 2013; Silva et al., 2015). As produtividades maximas obtidas variaram entre 13 e 35
mg L'? d'! e encontram-se dentro dos valores reportados na literatura (16-162 mg L™ d-
1) (Griffiths et al., 2014; Pires et al., 2014). No caso da C. vulgaris, comparando a segunda
e terceira fase, pode-se verificar que, apesar de a concentracdo de biomassa maxima ser
superior na segunda fase, a taxa especifica de crescimento e as produtividades sdo
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Figura 7 — Curvas de crescimento obtidas para as espécies C. vulgaris (A) e T. obliquus (B) nos ensaios em
semi-continuo.
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Tabela 7 — Parametros de andlise do crescimento das diferentes espécies de microalgas obtidos nos ensaios de
crescimento em semi-continuo

Espécie Fase do Xmax (Mg L?) u(d?) Prmx Pmes
ensaio (mgLld?) (mgL1d?)
12 fase 339+8 0,20+ 0,03 34,5+0,6 23,9+0,5
C. vulgaris 22 fase 2797 0,061 + 0,005 17 +4 9,5+0,3
32 fase 266 £ 10 0,114 £ 0,003 294 11,7+0,6
12 fase 128 +5 0,15+0,01 12+1 7,1+0,6
T. obliquus 22 fase 83,5+0,9 0,07 £ 0,01 9+4 1,7+0,5
32 fase 3216 ND ND ND

A - comprimento de onda da luz fornecida as culturas (nm); Xmax - concentracdo maxima de biomassa (mg L™2); Prmax -
produtividade maxima de biomassa (mg L d); Pmeq - produtividade média de biomassa (mg L d); ND - valor ndo
determinado.

inferiores aos valores obtidos na terceira fase. Este facto pode ser explicado pela maior
concentracdo celular presente na cultura no inicio da segunda fase de crescimento
(168+4 mg L1), quando comparado com a concentracdo de biomassa presente no inicio
da terceira fase (138+3 mg L), o que leva a que haja um maior sombreamento e,
consequentemente, as microalgas ficam com menor capacidade de captar a luz
incidente. A C. vulgaris apresenta uma concentracdao de biomassa mdxima e uma
produtividade maxima muito superior a obtida pela T. obliquus no mesmo intervalo de
tempo (t =25 d) apesar de terem uma taxa de crescimento similar (0,061+0,005 e
0,07+0,01 d para a C. vulgaris e T. obliquus, respetivamente).

No caso da T. obliquus, as concentragcées maximas de biomassa encontram-se no
intervalo de 26 a 133 mg L%, sendo que o valor deste pardmetro foi decrescendo a cada
fase do ensaio. A taxa especifica de crescimento e as produtividades ndao foram
determinadas na terceira fase porque a microalga deixou de crescer. As taxas de
crescimento variaram de 0,06 até 0,16 d?, encontrando-se assim dentro da gama
encontrada na literatura 0,10-1,19 d*! (Thiansathit et al., 2015; Barbera et al., 2016). No
caso das produtividades maximas, estas mantiveram-se dentro do intervalo de 5 a 13
mg L't d%, sendo que estes valores estdo muito abaixo da gama reportada na literatura
(45-293 mg L1 d?) (Thiansathit et al., 2015; Nadzir et al., 2018).

4.2.2. Remogao de nutrientes

A variagdo da concentragao de nutrientes no meio de cultura ao longo do tempo
é apresentada na Figura 8. Pela andlise destes resultados, verifica-se que a C. vulgaris
consumiu uma maior concentracdo de nitratos e fosfatos, comparando com a T.
obliquus, visto que a sua taxa de crescimento foi superior a da T. obliquus. Verifica-se
também que nas culturas onde o crescimento foi menor (na segunda fase da T.
obliquus), o consumo destes nutrientes foi menor. Na terceira fase de crescimento desta
espécie, onde ndo houve crescimento da microalga, as concentracdes de fosfato
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Figura 8 —Variagdo da concentragao de nitratos e fosfatos nos ensaios realizados em semi-continuo para as espécies
C. vulgaris (A), T. obliquus (B).

mantiveram-se constantes. No caso da C. vulgaris, as concentragdes dos nutrientes
diminuiram consideravelmente em cada fase, mostrando ser uma boa opg¢do no
tratamento de efluentes com estes nutrientes em modo semi-continuo.

Os resultados relativos aos cdlculos da eficiéncia de remocdo, da taxa de
remocdao média e dos rendimentos especificos de biomassa estdo apresentados na
Tabela 8. Os resultados apresentados referem-se apenas a remocao de azoto e fésforo
do meio de cultura.As eficiéncias de remoc¢do de nitratos obtidas pela C. vulgaris
variaram de 65,8 a 97,1%, sendo que o valor mais elevado foi obtido na terceira fase,
assim como no caso das taxas de remocdo onde os valores variaram entre 6,66 e 13,5
mg L™ dX. Outros estudos encontrados na literatura reportaram eficiéncias de remoc¢3o
de nitratos que variam de 21-100% e taxas de remocdo na gama dos 0,82-4,22 mg L1 d-

L porém estes
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Tabela 8 — Parametros cinéticos de remoc¢do de azoto e fosforo calculados nos ensaios em semi-continuo para cada
microalga

Espécie Fase do ERn-no4 TRn Yx/n ERp-ro, TRp Yx/p
ensaio (%) (mgL'd?) (gegn') (%) (mgL'd?) (gnge?)

12 fase 71,7 13,5 1,78 62,6 2,28 10,5

C. vulgaris 22 fase 65,8 6,66 1,43 41,9 0,974 9,77

32 fase 97,1 9,85 1,32 >93,6 2,11 ND

12 fase 37,1 6,31 1,12 30,5 1,01 6,96

T. obliquus 22 fase 17,3 2,22 0,769 16,5 0,492 3,46

32 fase 6,98 2,68 ND 2,10 0,180 ND

ERn-no; - eficiéncia de remog&o de nitratos (%); TRy - taxa de remog&o média de nitratos (mg L'*d?); Yyn - rendimento
especifico da biomassa relativamente ao consumo de nitratos (g, gn?); ERp-po, - eficiéncia de remocgdo de fosfatos (%);

TRp - taxa de remocdo média de fosfatos (mg L d?); Yy - rendimento especifico da biomassa relativamente ao
consumo de fosfatos (gp ge?) (%); ND - valor ndo determinado.

estudos foram desenvolvidos em modo descontinuo (Pereira et al., 2016; Silva et al.,
2015). O valor de eficiéncia de remogdo de fosfatos mais baixo foi 41,9% e o mais
elevado foi superior a 93,6%, sendo que este ultimo valor foi obtido na terceira fase. A
taxa de remoc3o foi mais elevada na primeira fase (2,28 mg L2 d!) e menor na segunda
(0,974 mg L1 d?). Os valores da literatura para eficiéncias de remoc¢do de fosfatos de
ensaios em descontinuo estdo entre 54-100% e para as taxas de remocado encontram-se
dentro da gama 0,38-1,4 mg L' d™! (Pereira et al., 2016; Silva et al., 2015). Comparando
com a primeira fase, os valores de eficiéncias remoc¢ao de nitratos e fosfatos na terceira
fase foram muito mais elevados evidenciando que a C. vulgaris é uma espécie adequada
para a produgdo/cultivo em semi-continuo para a remogdo destes nutrientes. Pode-se
verificar que, como na segunda fase a taxa de crescimento da C. vulgaris foi menor
comparativamente com as outras fases, as eficiéncias e as taxas de remocdo, tanto de
nitrato como de fosfato, também foram mais baixas nessa fase. Os rendimentos
especificos obtidos relativos ao consumo de nitrato variaram entre 6,66 e 13,5 gp gn'?,
estando dentro da gama reportada por Silva et al. (2015) de 13,2-71,0 g» gn't, num
estudo onde o modo de operacdo era descontinuo. Os rendimentos especificos relativos
ao consumo de fosfato variaram entre 9,77 e 28,7 g» gy}, estando também de acordo
com a gama reportada pela literatura para ensaios em descontinuo (20,0-150 gy gp%)
(Pereira et al., 2016).

As eficiéncias de remocao de nitratos da T. obliquus decresceram ao longo das
fases, sendo o valor mais alto 37,1% e o mais baixo 6,98%. As taxas de remocdo relativas
aos nitratos apresentaram valores entre os 2,22 e 6,31 mg L d. As eficiéncias de
remocgao de fosfatos foram menores do que as de remogdo de nitratos e variaram de
2,10 a 30,5%. As taxas de remog¢ao diminuiram a cada fase, sendo o valor mais elevado
obtido na primeira fase (1,01 mg L'* d!) e o mais baixo na terceira fase (0,180 mg L™ d%).
Os rendimentos especificos obtidos relativos ao consumo de nitratos variaram entre
0,769 e 1,12 gy gn'Y, sendo que o valor mais elevado foi obtido durante a primeira fase.
Os rendimentos relativos ao consumo de fosfatos variaram entre 6,96 e 3,46 g, gp!. Os
rendimentos especificos de biomassa da T. obliquus nao foram determinados na terceira
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fase pois a curva de crescimento comecou a decrescer nao tendo sido possivel calcular
a produtividade média (sendo este um parametro necessdrio para o cdlculo dos
rendimentos especificos). Comparando as duas espécies, pode-se verificar que os
valores de eficiéncia e de taxa de remocao obtidos para a C. vulgaris foram superiores
aos resultados obtidos pela T. obliquus em todas as fases.

4.2.3. Teor de aglicares

Na Tabela 9 estdo apresentadas as concentragdes de agUcares totais presentes
em solugdo apds hidroélise acida da biomassa resultante de cada fase de crescimento
para cada espécie. Pela sua andlise pode-se verificar que, de um modo geral, a C. vulgaris
apresenta maior concentragao de agucares em todas as fases, comparativamente com
a T. obliquus. Em ambas as espécies a concentracdo de agucares totais em solucdo foi
maior na segunda fase, pois nesta fase houve uma maior acumulac¢do, em detrimento
do aumento de concentracdao de biomassa. No caso da C. vulgaris as concentragdes de
aclcares totais em solugdo variaram entre os valores 9,4 e 27 mg L}, sendo que o valor
mais alto corresponde a segunda fase e o mais baixo a primeira fase. No caso da T.
obliquus, esta obteve a maior concentracdo na segunda fase (21+2 mg L'!) e a mais baixa
na terceira fase (10+2 mg L?), o que faz sentido pois na terceira fase a T. obliquus
praticamente n3do cresceu.

Tabela 9 — Concentracdo de aglcares totais (mg L) determinados em solucdo apds hidrélise acida da biomassa
resultante de cada ciclo de crescimento em modo semi-continuo

Concentracao de agticares totais em solugdo

Espécie Fase do ensaio

(mgL?)
12 fase 10,1+0,7
C. vulgaris 22 fase 25+2
32 fase 14 +1
12 fase 12,7+0,7
T. obliquus 22 fase 21+2

32 fase 10+2
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5.Conclusoes

5.1. Consideragoes finais

Nos ensaios desenvolvidos em descontinuo foram avaliados parametros
cinéticos, nomeadamente a taxa especifica de crescimento e as produtividades de
biomassa nas diferentes gamas de comprimentos de onda da luz testados. Os resultados
demonstraram que a luz branca foi a gama de comprimentos de onda na qual as trés
espécies em estudo apresentaram maior crescimento. Nestas condi¢des, o valor
maximo de taxa especifica de crescimento foi 0,405+0,004 d! e a produtividade de
biomassa maxima foi de 458 mg L'* d'!, ambos obtidos pela espécie N. oleoabundans.
No caso das taxas especificas de crescimento em funcdo da quantidade de fotdes
acumulada, as menores taxas de crescimento foram obtidas com a luz branca
relativamente aos resultados obtidos pela luz vermelha e azul, em todas as espécies. O
maior valor foi obtido pela N. oleoabundans com a luz vermelha, (370,7+0,7) X 10~7
L umolfotses *. A remocdo de nutrientes (nitrato e fosfato) do meio de cultura foi avaliada
em termos de eficiéncias de remocdo e taxas de remocdao médias. As eficiéncias de
remocao de nitratos obtidas nos ensaios da luz branca foram as mais elevadas para as
trés microalgas, sendo que variaram dos 40,5 aos 43,0%. Neste comprimento de onda
da luz, o valor mais elevado foi obtido pela C. vulgaris e o mais baixo pela N.
oleoabundans. As menores eficiéncias de remocao de nitrato foram obtidas com a luz
vermelha, atingindo valores de 17,4 a 20,1%. No caso do fosfato, os ensaios com luz
branca apresentaram os valores mais elevados de eficiéncia de remocgdo (19,1 a 52,8%)
e 0s ensaios com luz vermelha obtiveram os valores mais baixos deste mesmo
parametro (7,44 a 13,8%). A N. oleoabundans apresenta o valor mais elevado de
eficiéncia de remocao de fosfatos relativamente as outras microalgas em estudo para
todos os comprimentos de onda da luz (exceto na luz azul, pois a microalga ndo cresceu
nesta condicdo de luz). A composicdo da biomassa produzida foi analisada em termos
de teor de aglcares. Concluiu-se que a espécie que apresenta maior concentragdo de
acucares em todos os comprimentos de onda da luz é a C. vulgaris. A concentragdo de
acucares foi maior com luz branca para a C. vulgaris e N. oleoabundans. No caso da T.
obliquus, esta obteve a maior concentracdo de aglcares com a luz vermelha. De um
modo geral, as concentracdes mais baixas foram obtidas com a luz azul para todas as
espécies.

Nos ensaios desenvolvidos em semi-continuo também foram avaliados os
parametros de crescimento e remocdo de nutrientes, assim como a concentragdo de
acucares na biomassa. Através dos resultados obtidos concluiu-se que, para ambas as
espécies, a taxa de crescimento e as produtividades foram mais elevadas na primeira
fase do ensaio. A C. vulgaris apresentou valores de concentracao de biomassa maxima
e de produtividade muito superiores as obtidas pela T. obliquus em todas as fases do
ensaio. Na primeira fase do ensaio, o crescimento da C. vulgaris foi maior comparando
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com o resto das fases, sendo que esta espécie cresceu em todas as fases. No caso da
T. obliquus, verifica-se que a microalga cresceu nas primeira e segunda fases, porém
praticamente ndo cresceu na terceira fase, evidenciando que esta espécie de microalga
nao é apropriada para produgao em semi-continuo. Tanto as eficiéncias de remogao de
nitrato como as eficiéncias de remocao de fosfato foram mais elevadas nos ensaios onde
a C. vulgaris foi utilizada, chegando a valores maximos de 97,1%, no caso dos nitratos, e
93,6%, no caso dos fosfatos, mostrando que esta espécie é adequada para o
cultivo/produgdo em semi-continuo. As duas microalgas obtiveram valores semelhantes
de concentracdo de aglcares em cada fase, sendo que a segunda fase apresentou
concentragdes de aglcares maiores, devido a uma maior acumulagdo nesta fase.

5.2. Trabalhos futuros

Visto que a intensidade luminosa tem uma grande influéncia nas taxas de
crescimento e, consequentemente, na remog¢dao dos nutrientes do efluente, era
importante testar intensidades luminosas de maior grandeza com a luz branca, mas
especialmente com os outros comprimentos de onda utilizados neste estudo, pois foram
muito baixos. Além disso, para melhor comparacdo entre as diferentes condicdes era
importante testar todos os comprimentos de onda da luz na mesma intensidade
luminosa.

Outro parametro importante de ser avaliado seria o teor de lipidos contidos na
biomassa, pois as microalgas sdo capazes de acumular diferentes quantidades de lipidos
dependendo do comprimento de onda utilizado. Além disso, visto que uma das
aplicacdes das microalgas é a producdo de biocombustiveis, seria interessante averiguar
qgual o melhor comprimento de onda para obter a maior concentracdo destes
constituintes. As microalgas também s3o capazes de produzir varios tipos de pigmentos,
sendo pertinente fazer-se uma analise a varia¢cdo da concentracdo desses compostos
com a variacdo do comprimento de onda da luz.

Por fim, seria interessante avaliar o crescimento e a remocdo de nutrientes das
microalgas utilizando uma combinacdo de diferentes comprimentos de onda da luz,
visto que em diferentes estudos encontrados na literatura esta condi¢dao de cultivo
apresenta resultados superiores aos obtidos quando é utilizado unicamente um
comprimento de onda (Katsuda et al., 2004; Zhao et al., 2015).

Por fim, seria importante utilizar efluentes reais de forma a validar os resultados
obtidos neste estudo, pois as condicbes em ensaios com efluentes reais sdo mais
proximas das condigdes dos processos em grande escala.
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Anexo A.1. Valores de temperatura e pH para os
ensaios com diferentes comprimentos de onda

Os valores de temperatura e pH medidos ao longo dos ensaios estao

apresentados seguintes tabelas:

Tabela A.1: 1 — Valores de temperatura e pH da C. vulgaris para os ensaios com diferentes comprimentos de onda

Tempo Luz branca Luz vermelha Luz azul
(d) pH T pH T pH T
0 6,89+0,01 176+0,1 7,3+0,1 241+0,1 7,28+0,01 20,8%0,2
1 7,96 £ 0,07 19+1 7,89+0,01 208+0,1 7,66x0,01 25+1
2 8,1+0,1 20+1 7,88+0,01 196+0,1 7,78+0,01 252
3 8,00+0,02 21+1 7,97+0,04 182+0,1 7,74+0,01 22,3+0,1
4 8,1+0,1 20,7+0,1 8,00zx0,06 17,2+0,1 7,72+0,01 23,7+0,2
7 8,2+0,2 21,9+0,1 7,9+0,2 204+0,7 7,900,022 21,1%0,1
8 8,3+0,2 20,6+0,1 8,09+005 21401 7,75+0,04 21,1%0,1
9 8,2+0,1 20,3+0,3 8,08+001 225+03 7,84+007 21,7+04
10 8,2+0,1 19,4+0,5 8,10+0,01 22,3+0,3 7,78+0,04 22,2+0,3
11 8,3+0,2 19,4+0,1 8,16+0,02 21,9+0,1 7,90+0,04 21,1+0,1

Tabela A.1: 2 — Valores de temperatura e pH da T. obliquus para os ensaios com diferentes comprimentos de onda

Tempo Luz branca Luz vermelha Luz azul

(d) pH T pH T pH T

0 7,0+0,1 21,1+0,2 6,88+0,08 239+0,1 7,25+0,02 209+0,2
1 7,80+ 0,03 202 7,66+0,08 209+0,2 7,58%0,01 251

2 7,72 £ 0,04 21+2 7,60+004 19,7%+0,1 7,77+0,08 2512

3 7,84+001 20,1+04 7,6%0,2 18,3+0,1 7,70+x0,04 22,2+0,2
4 8,11+0,09 21,604 7,7+0,1 17,2+0,1 7,70+0,07 23,1+0,1
7 8510,2 21,3+0,1 7,5%0,1 204+05 7,81+001 21,1+0,2
8 8,5+0,3 20,7+0,3 8,79+0,04 21,1+0,1 7,870,006 21,1+0,9
9 8,6+0,4 18,3+0,1 7,80+0,06 223+0,1 7,82+0,09 21,2%0,1
10 8,6+0,6 17,3+0,1 7,86+009 22,1+0,1 7,82+0,07 21,6x04
11 8,9+0,7 164+0,3 787+002 21,6%+0,1 7,73+0,04 21,0%x0,1
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Tabela A.1: 3 — Valores de temperatura e pH da N. oleoabundans para os ensaios com diferentes comprimentos de
onda

Tempo Luz branca Luz vermelha Luz azul
(d) pH T pH T pH T
0 6,87 21,4 6,9+0,1 18,1+0,1 6,79+0,08 18,1+0,2
1 7,85 21,1 7,57+0,03 209+0,1 7,6+0,2 17,5+0,1
2 7,82 21,0 7,63+0,01 22,1+0,2 7,7+0,2 22+1
3 8,00 21,0 7,67+0,01 21,8%0,1 7,8+0,2 20,6 0,7
4 8,29 22,6 7,64+0,06 21,3+0,1 7,8+0,1 21,1+0,8
7 8,25 21,0 7,67+0,08 23,7+0,1 7,7+0,2 21,5+0,4
8 8,24 20,4 7,61+0,08 22,8+0,2 7,6+0,2 21,2+0,2
9 8,26 18,1 7,64+0,03 243+0,1 7,7+0,2 18,9+0,1
10 8,28 17,7 7,61+£0,03 256104 7,7+0,1 17,9+0,1
11 8,48 17,6 7,6+0,2 23,4104 7,6+0,2 18,8 0,1
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Anexo A.2. Reta de calibragao da densidade otica
versus concentracao de biomassa

As retas de calibracdo de DOeso versus concentracdo de biomassa para

C. vulgaris, T. obliquus e N. oleoabundans estdo representadas na Figura A.2: 1.
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Figura A.2: 1 — Retas de calibragdo da concentracdo da biomassa para as espécies C. vulgaris (A), T. obliquus (B) e

N. oleoabundans (C).
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Anexo A.3. Retas de calibracdo usadas nas
medicoes de cromatografia idnica
Tabela A.3: 1 — Curvas de calibragdo usadas para calculo da concentragdo dos ides analisados
lao Gama de aplica¢do (US min) Reta de calibragdo R?
NOs 0-0,07 y =0,0685x + 0,0013 0,9976
0,01-4,63 y =0,0933x - 0,0934 0,9989
PO 0-0,15 y =0,0334x-0,0144 0,9971
0-2,50 y =0,0507x - 0,0966 0,9967
o 0-0,11 y =0,1085x - 0,0003 0,9973
0,11-38,40 y=0,1701x - 0,1555 0,9995
50.2 0-0,08 y =0,0796x - 0,0053 0,9969
0,08 -6,10 y=0,1234x-0,1379 0,9992
NO; 0,03-0,11 y =0,0910x + 0,0220 0,9970
0,06 -5,25 y =0,1061x + 0,0021 0,9997
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Anexo A.4. Reta de calibracao da concentracao de

acuca

res

Na Figura A.4: 1 esta apresentada a reta de calibracao de absorvancia a 490 nm

versus concentragao de glicose.
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Figura A.4: 1 — Reta de calibragdo de absorvancia a 490 nm versus concentragdo de glicose.
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Anexo A.5. Representacao grafica de In(X) em
funcao do tempo para as diferentes condi¢coes de
luz
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Figura A.5: 1 — Representacdo grafica de In(X) em fungdo do tempo para as diferentes condigdes: LED branco (A,
D, G), LED vermelho (B, E, H) e LED azul (C e F) para as espécies C. vulgaris (A, B, C), T. obliquus (D, E, F) e N.
oleoabundans (G e H). O grafico relativo a N. oleoabundans nas condigdes de luz azul ndo estd representado porque
a microalga ndo cresceu nessas condigdes. Os pontos a laranja representam a fase exponencial de crescimento.
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Anexo A.6. Representacao grafica de In(X) em
funcao da quantidade de fotoes acumulada para as
diferentes condi¢oes de luz
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Figura A.6: 1— Representacdo grafica de In(X) em fun¢do da quantidade de fotées acumulada para as diferentes
condigdes: LED branco (A, D, G), LED vermelho (B, E, H) e LED azul (C e F) para as espécies C. vulgaris (A, B, C), T.
obliquus (D, E, F) e N. oleoabundans (G e H). O grafico relativo a N. oleoabundans nas condi¢es de luz azul ndo
esta representado porque a microalga ndo cresceu nessas condigdes. Os pontos a laranja representam a fase

exponencial de crescimento.
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