RESUMO

Este trabalho, desenvolvido no contexto de estagio curricular nos laboratorios de
Engenharia Quimica e Ambiente do Instituto Politécnico de Tomar, teve como principal
objectivo estudar a potencialidade de produzir biomassa algal, de forma integrada no
processo de tratamento de aguas residuais através de zonas himidas construidas. Neste
ambito, desenvolveram-se actividades predominantemente de foro experimental segundo
trés vertentes: a implementacdo ou validacdo de técnicas analiticas, tais como a
determinacdo da concentracdo de nutrientes na fase aquosa, o teor de biomassa em termos
secos e o teor de agucares totais e redutores; o estudo da potencialidade de utilizagdo de
lixiviados, ricos em nutrientes, obtidos de argilas expandidas usadas como enchimento de
zonas humidas construidas, como meio de crescimento de micro e de macroalgas; a

avaliacdo e tentativa de optimizacao do crescimento das microalgas e das macroalgas.

Escolheu-se a macroalga Cladophora aegagropila atendendo a estar referenciada pela sua
capacidade de clarificacdo das &guas. Estudou-se o crescimento da macroalga em
substratos tradicionais, e na argila expandida sem qualquer tratamento, verificando-se uma
aparente boa adequacdo das algas a este diferente substrato. Ndo existindo dados na
literatura sobre o teor de aglcares ou amidos nesta alga, determinou-se por analise que o

teor em acucares totais € de 38,8%, dos quais 22,4% sdo acUcares redutores.

Foram também estudadas duas microalgas, Anabaena sp. e Spirogyra sp. Avaliou-se a
cinética de crescimento em diferentes meios de crescimento, determinando-se a taxa
especifica de crescimento e o tempo de duplicacdo. A concentracdo maxima obtida foi de
0,21 g/L para a Anabaena sp., sendo de salientar que 0 meio liquido obtido por lixiviagdo
da argila expandida comprovou ser apropriado para o crescimento das microalgas, apesar
de conduzir a taxas especificas de crescimento inferiores. A utilizacdo dos lixiviados pode
representar uma reducdo de custos na producdo de algas, e uma forma de regenerar 0s

materiais de enchimento usados nas zonas humidas construidas.



Palavras-chave: Algas, Cladophora aegagropila, Spirogyra sp., Anabaena sp., agucares,

nutrientes.



ABSTRACT

This work, developed in the context of curricular internship in the Chemical Engineering
and Environment laboratories of the Polytechnic Institute of Tomar, had as main objective
to study the capability of producing algal biomass integrated with the process of
wastewater treatment through constructed wetlands. In this context, experimental activities
have been developed in three main areas: the implementation and validation of analytical
techniques, such as determining the nutrient concentration in the aqueous phase, the
content of biomass in dry terms and total and reducing sugars; study of the potential use of
leachates, rich in nutrients, obtained from expanded clays used as fillers in constructed
wetlands, as growth medium for micro- and macro-algae; evaluation and attempt to

optimize the growth of micro- and macro-algae.

The macroalgae Cladophora aegagropila was chosen to assess its composition in starch
since its capacity for removing organic matter and compounds of phosphorus and nitrogen,
water clarification and odors is already widely known. The growth experiments in
expanded clay show a favorable adaptation of the macroalgae to that media. On analysis it

was found that their content of total sugar is 38,8% of which 22,4% are reducing sugars.

For the microalgae Anabaena sp. and Spirogyra sp. the growth kinetics has been studied
for different growth media by determining the specific growth rate and doubling time. The
maximum concentration obtained was 0,21 g/L for the Anabaena sp. being observed that
the medium obtained from expanded clay, although leading to lower growth rates, proved
to be appropriate with the added value of regenerating these constructed wetlands filling
materials. The use of leachates may represent a reduction in algae production costs and a

way of regenerating filling materials used in constructed wetlands.

Keywords: Algae, Cladophora aegagropila, Spirogyra sp., Anabaena sp., sugars, nutrients.
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Introducéo

1.Introducao

O recurso a algas para satisfazer as necessidades da sociedade ja é antigo e razoavelmente
estudado e explorado. Certo tipo de algas podem ser utilizadas como fertilizantes ou para
tratamento de solos, sdo utilizadas na industria alimentar ou na inddstria farmacéutica e
naturalmente promovem a mitigacdo de CO,. Acompanhando o desenvolvimento, a
aplicacdo de algas também evolui e tém utilizacdo no tratamento de efluentes, sdo fonte de
matéria-prima sustentavel com potencial para fins energéticos dependendo do seu tipo e
quantidade o que influencia a escolha do processo de conversdo (térmica, quimica e/ou

biologica).

Algumas das vantagens que as algas apresentam em relacdo a outro tipo de matérias-
primas utilizadas para a producdo de biocombustiveis sdo por exemplo apresentarem uma
producdo ndo sazonal,manuseamento facil por serem cultivadas em meio liquido e
possibilidade de cultivo em terrenos improprios para crescimento de culturas alimentares.
Sao versateis em relacdo a utilizacdo de agua, podendo crescer em &gua doce e salgada,
mas também em efluentes e aguas residuais o que permite reduzir custos no fornecimento

de nutrientes e/ou despoluir cursos de agua

—> biodiesel
Agua e nutrientes

H,O/mutrientes

Produgio de Colheita da Processamento da
Luz —> | biomassa algal biomassa biomassa

CO,

Biogis

Pmdl}g?[o de H Digestdo anaerébia | F’
electricidade =
‘L v

Efluente: Alimentagio animal

FCfTiliZ acao Outros produtos
. Irrigacao

Figura 1.1 - Processo conceptual para a produgdo de biocombustiveis a partir de biomassa microalgal [1].
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1.1 Bioetanol como Biocombustivel

A estratégia 20 — 20 — 20, fixa como metas, a serem alcangados em 2020, a substitui¢do de
20% dos combustiveis convencionais por combustiveis alternativos no sector dos
transportes, 20% reducdo minima das emissdes de gases com efeito de estufa (comparacéo
com os niveis de 1990) e 20% de aumento da eficiéncia energética. Este objectivo esta
descrito no livro verde da Comissdo das Comunidades Europeiasde 29 de Novembro de

2000, intitulado "Para uma estratégia europeia de seguranca do abastecimento energético".

A Comissdo aborda as principais questbes associadas ao crescimento continuo da
dependéncia energética europeia. As necessidades energéticas da Unido Europeia (UE) séo
cobertas em 50% com produtos importados e, se nada se fizer até 2020 ou 2030, este
nimero aumentara para 70%. Tal dependéncia externa implica riscos econémicos, sociais,

ecoldgicos e fisicos para a UE [2].

Com base no Decreto-Lei n® 62/2006 de 21 de Margo de 2006 que transpOe para a ordem
juridica nacional a Directiva n® 2003/30/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 8
de Maio, relativa a promocao da utilizacdo de biocombustiveis ou de outros combustiveis
renovaveis nos transportes, as percentagens de consumo de biocombustiveis em Portugal

estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1.1 — Percentagem de biocombustiveis face ao total de gasolina e gasoleo utilizados para efeito de
transportes em Portugal [3].

2005 2006 2007 2008 2009 2010

0,00% 2,75% 3,50% 4,25% 5,00% 5,75%
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Em Portugalaté ao momento néo se produz etanol, no contexto dos biocombustiveis, como
mostra a Figura 1.2 que se pode explicar com base de que o mercado € excedentario em

gasolina logo ndo existe interesse economico.

Mt W'

2 {; 2
) 2 -

o \ .:':.:.: b o WO R :

) 4'.’ e i ‘ u.oC)‘

Figura 1.2 - Consumo de biocombustiveis, em ktep (kilo-toneladas equivalentes de petréleo), no sector dos
transportes na Unido Europeia em 2010, (Bioetanol (), Biodiesel (.), Outros (M))[4].

Outra razdo para ndo se ter investido na producdo de etanol, em Portugal, é que consumo

de gasolina é decrescente como se pode observar na Figura 1.3.



Introducéo

200000000+

270000000
240000000}
210000000
180000000
150000000
120000000

90000000

€0000000 W

20000000

1995 199€¢ 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 20
10

Figura 1.3 - Consumo de gasoleo e de gasolina em Portugal entre 1995 e 2010 em Gigajoule,
(Gasoleo (< ), Gasolina ( == )) [5].

O mercado portugués e a semelhanca do Europeu € caracterizado por um elevado nimero
de veiculos a gaséleo (29% do consumo é em gasolina e 62% de gasoleo), ficando assim

limitado o uso de bioetanol e havendo apenas procura de biodiesel [6].

Apesar de ndo se investir em etanol, 0 mercado de combustiveis € um mercado atractivo:

v Representa 39% do consumo de energia;

<\

No segmento de transportes, a UE depende actualmente 98% do petréleo;

v/ Estima-se que a procura de combustiveis cres¢ca cerca de 2% / ano durante as
préximas décadas (estimativa conservadora que ndo incorpora ainda o alargamento
da UE);

v' As emissdes de CO,derivadas dos transportes aumentam diariamente, pelo que o

esforgo para que se utilizem biocombustiveis, mais “limpos” que o petroleo, sao

uma constante em todos os governos da EU [7].



Introducéo

25000

20000

21575

15000

ktoe

10000

10951

5000

2368

0

2005 2010 2020

Figura 1.4 — Projecc¢do para 2020 da contribuigdo de bioetanol e biodiesel no sector dos
transportes na UE27, (Bioetanol (), Biodiesel (®))[8].

O bioetanol tem como vantagens poder ser produzido a partir de diferentes culturas o que o
torna disponivel e sustentavel, é uma fonte renovavel logo néo contribui para o aumento de
emissdes de CO,, diminui a dependéncia energética e como tem um indice de octanas
superior a gasolina aumenta a eficiéncia.

Tabela 1.2 - Propriedades da gasolina e do etanol [9].

Parametro Unidade Gasolina Etanol
- kJ/kg 43500 28225
Poder calorifico _
kJ/litro 32180 22350
Densidade Kgl/litro 0,72-0,78 0,792
indice de octano RON (Research
Octane Number) | 77777 90 - 100 102 -130
indice de octano MON
(Motor Octane Number) | 777777 80 -92 89 -96
Calorlatente de vaporizacao kJ/kg 330 - 400 842 - 930
Relacdoar/combustivel | = -----—-- 14,5 9,0
Pressdo de vapor kPa 40 - 65 15-17
Temperatura de ignigéo °C 220 420
Solubilidadeemagua % volume ~0 100
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No entanto a utilizagdo de etanol ainda apresenta problemas como por exemplo na
necessidade de conversdo de alguns veiculos, armazenamento e transporte pois o etanol é
muito sollvel em agua e no caso de existir humidade o combustivel pode-se degradar. Na
tabela 1.3 estdo descritas as caracteristicas dos componentes presentes nas misturas E5 e

E85 no Brasil, na ASTM (American Society for Testing and Materials) e na Europa.

Tabela 1.3 - Componentes presentes na mistura de combustivel, em mg/L [10].

ES E85
5L /100L 85L /100L
Caracteristicas Brasil ASTM Europa Brasil ASTM Europa
% Etanol 5 5 5 85 85 85
Teor em agua
Método de Karl-
( Fisher (KF)) 250 500 120 4250 8500 2040
Acidez total 15 2,8 2,8 26 48 48
Cobre 0,003 0,004 0,004 0,05 0,07 0,07
Cloreto | --------- 1,6 10 | - 27,2 17,0
Gomas lavadas | = --------- A e s 425 | e
Metanol | --------- 250 395 | - 4250 6715
C3-C5 | e | e 790 13430
Enxofre | - 1,2 04 | - 20,2 6,7
Sulfato | -----e-- 02 | - | - 27 | -
Fosforo | - | e 0,03 0,43
Mat. Ndo-volatil | --------- | oo 5,0 85
Total (mg) 252 758 1314 4276 12890 22342

O Bioetanol, etanol produzido a partir de biomassa e/ou da frac¢do biodegradavel de
residuos, para utilizacdo como biocombustivel, para que seja economicamente viavel é
necessario considerar-se 0 seu volume e custo de producdo e o seu rendimento industrial.
As suas matérias-primas podem ser classificadas em matérias acucaradas, em matérias
amilaceas eem matérias celulosicas.No Brasil produz-se etanol a partir da cana-de-agucar,
nos Estados Unidos usa-se o milho, em Africa usa-se o sorgo sacarino e a Unido Europeia

a beterraba (Alemanha) e o trigo [11].

A producdo de Etanol envolve processos de hidrélise (acordo com o tipo de matéria-prima

como se pode ver na Figura 1.5), fermentacéo dos agucares e destilagdo. Existem variantes
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que podem incluir sistemas de fermentacdo e sacarificacdo simultaneas (SSF) ou em

separado.

Hidrolise Fermentag3o % Etanol

Agua

Figura 1.5 - Representacdo de um processo de produgdo de Etanol. [12]

As algas sdo uma fonte promissora de biocombustivel, existindo um esforco relevante de
investigacdo neste campo, em particular na producgéo a partir de microalgas [1]. As algas
tanto podem representar uma fonte de lipidos como de hidratos de carbono. Os lipidos,
Oleo das algaspodem ser convertidosem biodiesel e oshidratos de carbonopodem ser
convertidos emetanol. E possivel produzir bioetanol a partir de algas através da converséo

doamido (o componente de armazenamento) e celulose (ocomponente da parede celular).

Tabela 1.4 - Produtividade em etanol de diferentes matérias-primas [1].

Matéria-prima | Produtividade em etanol (L.ha™)

Trigo 2 590

Mandioca 3310

Sorgo sacarino 3050-4070

Milho 3460 — 4 020

Beterraba sacarina 5010 -6 680
Cana-de-agUcar 6 190 -7 500
Microalgas 46 760 — 140 290
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Produzir etanol a partir de algas é facil,0 verdadeiro problemaé que existem muitos
produtosmaisvaliosospara produzira partir delas, como agar e outros produtosvaliosos em

comparagdo como alcool que € umproduto de baixo prego.

BIODIESEL

Figura 1.6 — Vias metabdlicas em microalgas verdes relacionadas
com a producéo de biocombustiveis [13].

O processo de producéo de etanol a partir de algas envolve: as fases de acumulacdo de
amido através do crescimento e formacédo de filamentos, ou de coldnias, num ambiente de
aquicultura; a colheita e secagem da biomassa algal, ruptura das paredes celulares e
extraccdo de acucares que pode ser obtida por tratamentos fisicos (sonicacdo, abrasao por
esferas de vidro, homogeneizacdo e temperatura) ou por associacdo de tratamentos
quimicos e fisicos (ataque &cido e alcalino sob pressdo e temperatura); sacarificacdo do

amido, fermentacéo e finalmente separacéo do etanolresultante.
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Figura 1.7 - Producéo de Bioetanol ou de Biodiesel a partir de Algas [14].

A capacidade de algumas espécies acumularem elevados teores de agucares, torna este tipo
de biomassa muito apelativo para servir como matéria-prima para a produgdo de bioetanol.
Esta area de investigacdo em microalgas ainda & embrionaria, no entanto ja se
identificaram algumas espécies com teores elevados de aclcares (Tabela 1.5). E ainda
necessario proceder a seleccdo de novas espécies capazes de acumular naturalmente teores
elevados de acucares, identificar processos de inducdo de aglUcares e determinar 0s

melhores métodos para sacarificar a biomassa.

Tabela 1.5 - Composi¢do bioguimica de diferentes espécies de microalgas [1].

Espécie Acucares (% m.m-1)
Anabaenacylindrica 25-30
Chlamydomonasrheinhardii 21
Chlorellavulgaris 12 -17
Dunaliella salina 32
Porphyridiumcruentum 40 - 57
Scenedesmusobliquus 10-17
Spirulina méxima 13-16
Synechococcussp. 15
Chlorellapyrenoidosa 26
Spirogirasp 33-64
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1.2 Colheita e processamento da biomassa algal

A colheita da biomassa algal consiste em separar as algas do seu meio de cultura, cujo
método depende principalmente do tipo de algas. Para que a colheita seja energeticamente
eficiente e pouco dispendiosa € importante seleccionar linhagens de facil colheita. Os
processos de recolha mais comuns sdo sedimentacdo gravitica, a centrifugacdo, a

floculacéo, a filtracdo e a flotacao.

O método de colheita das macroalgas depende do local onde estas cresceram, que pode ser
em substratos sélidos ou flutuacdo livre em &dgua. No primeiro caso é necessario cortar as
algas o que eleva ligeiramente o consumo de energia. Nas macroalgas flutuantes a colheita
pode ser feita simplesmente por aumentar o liquido instalado no tanque o que induz uma
grande poupanca de energia principalmente em relacdo as microalgas que ainda necessitam

de ser filtradas.

Antigamente a colheita das macroalgas era uma a uma, em redes, 0 que era um trabalho
lento. Hoje em dia existem cortadores rotativos, idénticos a cortadores comuns de relva,
que podem ter uma bomba de vécuo incorporada. As colheitas sdo feitas em zonas
escolhidas de modo a fazer como que zonas diferentes de colheita permitindo ter sempre
macroalgas em diferentes fases de crescimento. No final de cada periodo de colheita as
redes sdo cuidadosamente limpas com &gua doce, secas e armazenadas para a proxima

estacdo. As macroalgas sédo transportadas para terra a secas ao sol.

A colheita de microalgas refere-se a concentracdo da suspensdo diluida da biomassa algal
até se obter uma pasta espessa. A colheita é dificultada devida as reduzidas dimensdes da
biomassa e pode ser feito num Unico passo ou em dois passos em separado de colheita e
desidratacdo. A escolha para efectuar este processo depende da estirpe, do tamanho, e de
propriedades de tensdo das algas.As técnicas de colheita incluem filtracdo, centrifugacao,
floculagcdo e sedimentacdo. A sedimentacdo, ou gravitagdo, consiste na concentragdo da
biomassa pelo simples assentamento das células. Este processo € lento e o produto final
contém um elevado teor de agua. Estes processos sdo auxiliados por floculacdo celular, que
pode ser feita por adicdo de floculantes quimicos ou por autofloculagdo da cultura. A
interrupgdo do fornecimento de didxido de carbono pode causar a autofloculagdo. A

floculagdo faz com que as células se agrupem em aglomerados de maiores dimensoes
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facilitando a sua colheita [14].Este processo consiste na agregacdo de células das

microalgas quer por neutralizacdo ou inversdo das cargas eléctricas das paredes celulares

(coagulacdo), quer pela formacdo de ligacbes entre as microalgas. Entre 0os compostos

quimicos capazes de induzir a coagulacdo de microrganismos encontram-se o célcio (na

forma de carbonato, éxido ou hidréxido), o sulfato de aluminio, o cloreto de ferro (l11) e 0

sulfato de ferro (111).0Os floculantes organicos usados incluem os polielectrolitoscationicos

e/ou anionicos e polimeros como os derivados de amido, alginato, quitosano, entre

outros[1].

Tabela 1.6 — Resumo das principais caracteristicas dos métodos de recolha da biomassa microalgal [13].

Caracteristicas

Método Vantagens Desvantagens
Relevantes
e Limitado a
microalgas
coloniais ou
. ~ filamentosas.
Filtracdo

Pode funcionar sob pressao
ou Vacuo.

Factor de concentracdo

elevado

e  Possivel
colmatacéo.

. Processo moroso.

Centrifugacdo

A recuperacgdo depende das
caracteristicas de
sedimentacdo das células, do
tempo de permanéncia na
centrifuga, da temperatura e
da profundidade de

e Paraamaioria
das microalgas

é eficaz.

e A biomassa
fica bastante

Processo moroso e ndo é
energeticamente eficiente,
0 que se reflecte no
aumento dos custos.

Floculacgéo

decantacéo. concentrada.
e O processo pode
Ser moroso e
carece de muito
- . x espaco.
A adicdo de agentes quimicos A floculacéo pag

induz a agregacdo das células
das microalgas por
neutralizacdo, inversdo das
cargas eléctricas das paredes
celulares ou por formacéo de
ligagBes entre as microalgas.

proporciona o aumento

do tamanho das

particulas, o que torna a

sedimentacdo mais
rapida.

o Autilizacdo de
floculantes pode
tornar o processo
dispendioso a
escala industrial.

o Possivel alteragao
do produto final.

(Continuacéo da tabela 1.6)
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. P_rocclasso Processo lento e
A concentragéo da zlun;t%: sede produito final C,O m
_ ) biomassa ocorre pelo reduzidos. elevado tegr de agua.
Sedimentacéo simples assentamento das Em ambientes de
células e Ausénciade temperatura eleva}da 8
agentes blomassa_ pode ficar
quimicos. deteriorada.

1.3Tipos de algas

O termo alga, usado a partir de 1753 e introduzido por Lineu € aplicado a uma grande
variedade de organismos e o seu estudo é designado de Ficologia. A organizacao celular de
todas as algas é eucaridtica, com excep¢do das cianoficeas. Algas unicelulares maéveis
possuem um ou mais flagelos. Apresentam cloroplastos, que variam em forma e
pigmentacdo nas diversas divisdes. O nucleo muitas vezes pode estar mascarado pelos
plastos [15]. Estes podem ser separados em duas categorias. Numa categoria temos 0s
cromoplastos (do grego chromos, cor), que apresentam pigmentos no seu interior. O
cromoplasto mais frequente nas plantas é o cloroplasto, cujo principal componente é a
clorofila, de cor verde. Existem também plastos vermelhos, os eritroplastos (do grego
eritros, vermelho. Noutra categoria temos os leucoplastos(do grego leukos, branco), que

ndo contém pigmentos.

Os plastos surgem, basicamente, a partir de estruturas citoplasmaticas denominadas
proplastos, pequenas bolsas esféricas, com cerca de 0,2 um de diametro, delimitadas por
duas membranas. No interior dos proplastos existem DNA, enzimas e ribossomos, mas nao
existe tilacoides nem clorofila. Os proplastos sdo capazes de se dividir e sdo herdados de

geracdo em geracgéo celular, transmitindo-se de pais para filhos pelas gametas.
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Proplastideo
—
%
1
|~ Etioplasto

i I

Leucoplasto CIun;cp-lasm Cromoplasto
(estocagem) (fotossintese) (Cor)
Amiloplasta
Oleoplasto l I

Proteoplasto .

Figura 1.8 — Origem dos plastos.

Os cloroplastos ou os leucoplastos podem acumular grandes quantidades de amido,

polissacarideo sintetizado a partir da glicose. O amido pode ocupar totalmente o interior da

organela, que se transforma em uma estrutura conhecida como amiloplasto ou gréo de

amido. Os amiloplastos sdo grandes reservatorios de amido, que em momentos de

necessidade (se faltar glicose) pode se reconvertida em glicose e utilizadopela alga.

Figura 1.9 - Amiloplastosou gréos de amido.

A capacidade de multiplicacdo dos plastos e suas semelhancas bioquimicas com os seres

procariontes atuais sugerem que essas organelas tiveram como ancestrais bactérias
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fotossintetizantes primitivas, que ha centenas de milhdes de anos estabeleceram uma

relacdo de cooperacdo com células eucariontes [16].

O numero de divisdes e classes que incluem as algas variam de um sistema de classificacao
para outro, de autor para autor, depende se é baseada no tipo de habitat, abundéncia, no
conteddo em clorofila e tipo de pigmentos, natureza quimica dos produtos de

armazenamento e constituintes da parede celular.

Utilizaremos a classificacdo que engloba as algas em 8 divisoes:
Divisdo 1 : Cianophyta

Constituida pelas algas azuis ou cianobactérias que diferem de todas as demais algas na sua
organizacdo celular e assemelham-se as bactérias. Sdo procaridticas (as suas células nao
possuem um nucleo organizado) unicelulares, filamentosas ou coloniais. Apresentam uma
variedade de cores, que inclui o verde, azul, vermelho, castanho, amarelo e até mesmo o
preto, devido as diferentes combinacbes dos pigmentos fotossintéticos: clorofila a,

carotenoides e ficobiliproteinas [15].

(@) (by) (b2) (c1) (C2)
Figura 1.10 - Algumas espécies de Cianobactérias. (a) Spirulinasp.;(b;) e (b,) Anabaenasp.; (c1) e (c2)
Oscillatoriasp. [17].

Habitam em agua doce ou salgada, bem como em ambientes terrestres e fontes termais ou
em associacdo com fungos (formando os liquenes), vegetais ou certos animais, ndo

possuem nucleo diferenciado nem organelas citoplasmaticas (procariontes) e 0s pigmentos
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localizam-se em lamelas citoplasmaticas (tilacGides) e ndo chegam a constituir um

cloroplasto.

Ribossomo

Material
gendlico N

_~Parede celular

.
L = Inclusdes
Lamela
Cam/adn \ fotossintetizante
. \ \
QAANNARA  anuiode Menbiana

pigmentos plasmatica

Figura 1.11 — Organizagao celular das algas azuis ou cianobactérias [18].

Algas azuis unicelulares como Chrorococcus, multiplicam- se por divisdes celulares
sucessivas, seguidas da separacdo dos produtos das divisdes como células individuais. A
reproducdo por fragmentacdo também pode ocorrer em Oscillatoria, Nostoce Anabaena,
que séo filamentosas. Os filamentos de muitas espécies de Oscillatoria sdo méveis, bem
como seus hormogénios. Células especializadas com paredes espessas e maiores que as
células vegetativas aparecem em certas cianofitas filamentosas e sdo chamadas de acinetos
(esporos de resisténcia). Muitas espécies também produzem heterocistos, que sdo
estruturas especializadas para a fixacdo de N, (possuem nitrogenase) [15].
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Figura 1.12 — Exemplo de cianobactériasheterocisticas [18].

Nestes encontra-se, protegida do oxigénio, a enzima nitrogenase, cuja principal funcédo € a
fixacdo de azoto atmosférico (fonte de azoto para as células), reduzindo-o0 a amoniaco com

consumo de moléculas de ATP.

N, +8H" +8¢e + 16 ATP — 2 NH;3 + H, + 16 ADP + 16 Pi

A aménia (NH;") é posteriormente convertida em glutamina, através da glutamina

sintetase, que passa entdo para as células vegetativas adjacentes.

N>

t

NH;

o00, coooc00e, cooe00eee. 00e

————> < --—--- - --- > <----=- - =—- > - - - - -
Glucidos Glucidos

A 4

Cco, co,

Figura 1.13 - Fornecimento de azoto, pelos heterocistos, sob a forma de glutamina as células vegetativas
vizinhas, enquanto estas fornecem glacidos.

As cianobactérias heterocisticas como a Anabaena sp. Sdo raras em zonas oceanicas
oligotréficas (o termo aplicado a &gua que apresenta muito baixas concentracdes de
nutrientes, especialmente compostos de fosfato e azoto), desenvolvendo-se
preferencialmente em &guas de baixa temperatura, doces ou salobras (evitando zonas
tropicais, de aguas quentes), onde existe uma maior concentracdo de nutrientes, tal como o

ferro, Gteis ao seu desenvolvimento [19].
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Algumas cianoficeas vivem em associa¢do com outros vegetais. Casos bem conhecidos s&o
0s que vivem em cavidades especiais no talo de Anthoceros (Bri6fita) e em cavidades nas
folhas flutuantes de Azolla (Pteriddfita aquatica). A associacdo com fungos para formar os
liqguenes é muito comum. As algas azuis classificam-se numa classe uUnica: Cyanophyceae
subdivididas em quatro ordens: Chroococcales, Pleurocapsales, Chamaesiphonales e
Hormogonales (cuja reproducdo sexuada ndo é conhecida) [15].

Divisdo 2 : Chlorophyta

As algas verdes quanto a sua morfologia podem ser Unicelulares como por exemplo
Closteriumsp. , Volvoxsp .e Spirogyra ou Pluricelulares como as Oedogonium, Cladophora
aegagropila, Caulerparacemosa, Caulerpataxifolia, Alimeda, Chara globulares, Nitella,

Nitella, Ulva ou alface do mar [20].

Incluem-se nesta divisdo as algas verdes. Contém clorofila a, b, carotendides e vérias
xantofilas (principalmente luteina). As células conttm de um a muitos nucleos
(cenociticas) e desde um até muitos cloroplastos com as formas mais diversas. Apresentam
amido como material de reserva (nos pirendides) e a composicdo da parede celular é
pectina e celulose.

Sao de distribuicdo tdo ampla quanto as algas azuis, porém tém predominancia nas
formacdes de agua doce. Ha muitas formas tubulares e membranosas marinhas. Existem

representantes unicelulares, coloniais, filamentosos, membranosos e tubulares.

A reproducdo sexuada vai desde a isogamia (gametas que se produzem e se fecundam sdo
semelhantes em tamanho e estrutura) até oogamia (formacdo e subsequente fusdo de um
gameta feminino, grande e geralmente pouco mobil, com um gameta masculino pequeno,

geralmente, de grande mobilidade).

Além disso, em muitos generos ocorre reproducdo assexuada por zoOsporos, por ex.:
Chlamydomonas. A reproducdo assexuada pode-se fazer por simples divisdo, pela
dissociacdo de filamentos ou pela formacdo de zodsporos, aplanosporos ou autdosporos
[15].

17


http://www.nies.go.jp/biology/mcc/images/PCD4211/0235L.jpg
http://www.exploratorium.edu/imaging_station/wallpapers/volvox_wallpaper.jpg
http://www.bio.utexas.edu/research/utex/photogallery/Spirogyra_pratensis_928.jpg
http://reflex.at/~biolab/Fotos/Algen_im_Wassertropfen/400px/oedogonium2_400px.jpg
http://www.aqua-daho.cz/aqua-daho/obrazky/C20+.jpg
http://www.aqua-daho.cz/aqua-daho/obrazky/C20+.jpg
http://zubi.merseine.nu/student/broschi/Pictures/Zubi/Pflanzen/Caulerpa-racemosa.jpg
http://calag.ucop.edu/images/0304OND/Caulerpa.jpg
http://www.fishandreef.com/reefmar/alimeda.jpg
http://www.broadwaters.fsnet.co.uk/images/chara11.jpg
http://www.broadwaters.fsnet.co.uk/images/nitconfe.JPG
http://aquaplant.tamu.edu/images/plant_photos/algae/index/nitella_index.jpg
http://www.solaster-mb.org/mb/images/dyrynda-engl-ulva-rigida-wl.JPG

Introducéo

A Spirogyra sp. apresenta dois modos de reproducdo distintos. A reprodugdo vegetativa
(assexuada) ocorre devido a fragmentacdo, isto é, pode ocorrer lesdo mecéanica do
filamento ou dissolucdo da lamela média e este da origem a pequenos fragmentos que, por
sua vez, se transformam em filamentos novos por divisdo celular. A reproducdo sexuada
(Figura 1.14) ocorre por conjugacao entre uma célula feminina (que recebe o gameta) e
uma masculina (que doa) e, da fusdo dos gdmetas resulta um zigdsporo que permanece no
interior da célula feminina até a sua morte, altura em que é libertado. Em condicdes
favoraveis o zigosporo divide-se por meiose produzindo quatro nucleos hapléides, dos
quais trés degeneram e apenas um continua funcional. Durante a germinag¢do rompem-se as
paredes do zigdsporo e surge um pequeno fragmento que, por repetidas divisdes mitéticas

se torna num filamento novo [13].

cim.o DE SPIROGYRA (dioica). (Zigmmutoﬁuoas. allgas verdn)
MONOGENETICO HAPLOFASICO HAPLOB!

GAMETOFITO MASCULING GAMETOFITO FEMENINO

/ .
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cintiforme e :
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GAMETANGIO
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Figura 1.14 - Reproducdo sexuada na Spirogyra sp. - Dois filamentos colocam-se lado a lado; Desenvolvem-
se protuberancias em cada filamento; O conteldo da célula doadora (esq) migra através do tubo de
conjugacdo para a célula receptora; Divisdo meiética; Degeneram 3 dos 4 nlcleos; O zigésporo forma
filamento novo [21].
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Em certas espécies ndo ha, basicamente, paredes transversais ou septos dividindo as células
ao longo de toda a fase vegetativa do ciclo vital. Tais células ndo divididas e
multinucleadas sdo chamadas cenociticas e resultam de repetidas divisGes nucleares sem a
formacdo de paredes celulares. Codiummagnum, a maior cloroficea conhecida, € um

membro desta linha evolutiva e pode atingir até 8 metros de comprimento.

Cloroficeas multicelulares: um dos passos mais criticos na histéria dos vegetais foi a
transicdo da condicdo de célula solitaria, tal como Chlamydomonas, para de multiplicidade
celular. Encontram-se varios tipos de multiplicidade celular entre as cloroficeas,
dependendo do plano no qual as divisGes ocorrem. Nas divisdes que se restringem a um
unico plano, resultardo filamentos, as divisdes em dois planos, podem originar filamentos
ramificados ou laminas planas e as divisdes a formarem trés planos, havera a formacao de

um corpo tridimensional como ocorre em Ulva (alface do mar) [14].

Figura 1.15 - Representacdo esquematica de algumas clorofitas. 1-5: Oedogonium(1.filamento vegetativo; 2.
filamento formando zodsporo; 3. dois oogonios; 4. formagdo de zodsporos; 5. oogbnios de outra espécie). 6-
Zygnemay(filamento vegetativo). 7- Spirogyra, célula vegetativa e 8- zigotos. 9 a 11- Mesotaenium(individous
vegetativos, inicio da copulagdo, zigoto jovem e mais velho, respectivamente). 13- Micrasterias(individuo).
14- Closterium(individuo). 15 Bryopsis(parte superior de um individuo).

Diviséo 3 : Euglenophyta

Os euglendides, como sdo chamados, sdo unicelularesflagelados e conhecidos através de

exemplos como Euglena, Phacuse Trachelomonas. N&o apresentam parede celular, mas
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sim uma pelicula ou lérica (em Trachelomonas). Vivem em &gua doce, mas podem habitar

agua salgada, geralmente sdo mixotroficos e alguns heterotroficos.

Possuem clorofila a e b e carotendides. Armazenam carboidratos na forma de
paramido(carboidrato de reserva, que corresponde a agregacoes lineares de glicose (beta-1-

3-glucano), que se forma fora do cloroplasto.

A reproducdo da-se por divisao celular. As células se dividem longitudinalmente formando
duas células novas idénticas. Nd8o ha reproducdo sexuada conhecida. As formas sdo
flageladas, sendo um flagelo longo emergente com pélos muito finos num dos lados e um

outro flagelo pequeno, ndo emergente.

Divisdo 4 : Chrysophyta

E constituida por trés grandes classes: Chrysophyceae, Xanthophyceae eBacillariophyceae.

Classe Chrysophyceae

Apresentam uma coloragdo "marrom dourada” e apresentam clorofila a, ¢ -caroteno e
xantofilas (luteina e fucoxantina). Efrequente a impregnacdo das paredes celulares com
carbonato de calcio (CaCOj3). Ocorre nesta classe a formacao de estatdsporos.

A maioria € unicelular e colonial, flagelada (2 flagelos diferentes). Seu material de reserva
é a crisolaminarina e 6leo. Ex: Synura, Mallomonas, Dinobryom.

Classe Xanthophyceae

Algas verde-amarelas, com clorofila ¢, na maioria unicelular, flagelada (2 flagelos lisos de
tamanhos diferentes), algumas filamentosas, cenociticas e coloniais. Vivem
preferencialmente em dgua doce. Material de reserva: crisolaminarina e 6leo.

Classe Bacillariophyceae (Diatomaceas)

As diatoméceas diferem das demais Crisofitas pela auséncia de flagelos (presentes apenas
em alguns gametas masculinos) e pela parede celular peculiar (dividida em duas partes) de

compostos pécticos com material silicioso.
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Divisédo 5 : Phaeophyta (cerca de 1.500 sp)

Composta pelas algas pardas ou marrons, um grupo quase totalmente marinho.
Compreendem a maior parte das algas nas aguas salgadas. Podem atingir de 20 a 30 metros
de profundidade. S&o0 menos comuns nos tropicos, mas aparecem como Sargassum, por

exemplo, atingindo enormes dimensdes [15].

Figura 1.16 — Sargassum, exemplo de algas pardas [22].

Ndo ha nessa divisdo organismos unicelulares nem gregarios. Varias feofitas sdo
filamentosas ou ramificadas e algumas formam delgadas laminas. Apresentam além da
clorofila a, a clorofila ¢ como pigmento acessério. Possuem varios carotenoides, inclusive
a fucoxantina (abundante), que é responsavel pela cor marrom-escuro ou verde-oliva

caracteristica do grupo.

Os materiais de reserva sdo a laminarinae 0 manitol, mas podem também acumular
lipidios. A parede celular assemelha-se muito as cloroficeas e aos vegetais superiores,
formada por celulose, &cidos alginicos e uma camada externa bem desenvolvida de
compostos mucilaginosos. A parede celular ainda apresenta algina, que é uma substancia
viscosa de consideravel importancia como estabilizador, emulsificador e na industria de
papel. A reproducdo sexuada pode ser por iso, aniso ou oogamia. Os ciclos vitais da
maioria das feoficeas apresentam alternéncia de geracoes (heteromorficas).
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Divisédo 6 : Rhodophyta (cerca de 4000 sp)

Sdo as algas vermelhas de agua salgada na maioria, mas ocorrem alguns poucos géneros de

agua doce também (pouco mais de 100 sp).

As ficobilinas mascaram a clorofila a, dando-lhes a cor caracteristica. As rodoficeas se
encontram em profundidades maiores do que quaisquer dos outros grupos, ja tendo sido
observadas em profundidades de até 175 m. Apresentam além, das ficobilinas como
pigmento acessorio, a clorofila d. Denomina-se amido florideo o material de reserva
(carboidrato). As paredes celulares de celulose e pectina, apresentam uma série de
substancias mucilaginosas cujas moléculas baseiam-se na galactose (p.e., 0 agar e 0
carragenano ou carragenina). O talo pode ser unicelular (apenas 3 géneros), filamentoso,
pseudo-parenquimatoso de origem filamentosa e alguns folidceos.

Figura 1.17 - Representacdo esquematica do aspecto geral do talo de algumas roddéfitas. A) Rhodymenia; B e
C) Champia. Em C é possivel observar os tetrasporangios.

Reproducgdo sexuada por oogamia. Meiose esporica (alternancia de geragdes). Nao existem
formas flageladas. Produzem agar e carrageninas. Numa parte das Rodoficeas formam-se
bastantes incrustacdes de carbonato de célcio, recebendo 0 nome de algas coraligenas. Tais
algas sdo extremamente importantes na formacao de recifes de corais, algumas vezes até

substituindo os animais na formacao do recife.

22



Introducéo

Divisédo 7 : Pyrrophyta

Também chamados de Dinoflagelados, a maior parte dos membros dessa divisdo sdo
organismos unicelulares, biflagelados, muitos dos quais sdo marinhos e outros de agua
doce. Sdo conhecidas cerca de 2100 sp, muitas abundantes e de alta produtividade no

plancton marinho.

Os dinoflagelados apresentam 2 flagelos que se movem no interior de dois sulcos, um dos
quais circunda a célula como um cinto e o outro mostra-se perpendicular aquele. A
oscilacdo dos flagelos nos respectivos sulcos faz com que o organismo gire como um piao
grande se movimenta. Uma grande parte dos dinoflagelados apresenta placas de celulose
duras que formam uma parede (teca) como se fosse uma armadura. As placas encontram-se
no interior da membrana plasmaética e ndo no seu exterior como a parede celular da maioria
das algas. A maior parte dos dinoflagelados contém clorofilas a e ¢, mascaradas por
carotenoides. Ha algumas espécies heterotroficas desprovidas de pigmentos e a substancia

de reserva é o amido.

Muitos dinoflagelados s&o bioluminescentes, capazes de converter a energia

quimica em energia luminosa, fluorescendo as aguas a noite como por exemplo, Noctiluca
scintillans. O dinoflagelado Gymnodinium breve € o responsavel pela maioria das marés
vermelhas e suas consequéncias no Golfo do México. OBS: O mar vermelho,
aparentemente, recebeu esse nome gragas aos “blooms” de Trichodesmium, uma

cianobactéria vermelha.

Os dinoflagelados simbiontes ndo possuem tecas e ocorrem como células esféricas
douradas, chamadas zooxantelas. Essas Sdo responsaveis principalmente pela
produtividade fotossintética que possibilita o desenvolvimento de recifes de coral em aguas
tropicais, notoriamente pobres em nutrientes. Os tecidos dos corais podem conter cerca de
30.000 dinoflagelados / ml. Neste caso, os dinoflagelados produzem ao invés de amido

glicerol, que é directamente usado na nutrigdo dos corais.
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Diviséo 8 : Haptophyta

Principalmente agua salgada, mas com algumas espécies de agua doce geralmente
unicelulares, com dois flagelos lisos iguais ou ndo no tamanho. Se caracterizam por
apresentarem o haptonemaque é um tipo de flagelo geralmente em espiral pelo qual o
organismo pode se fixar em substratos. Podem ter o corpo coberto por escamas organicas
(celulose) ou inorganicas (CaCOs; os cocolitoforideos). O material de reserva é

crisolaminarina e os pigmentos séo Clorofila e fucoxantina [15].

1.4 Reproducéo, metabolismo, regime e sistemas de cultivo

A reproducdo no cultivo de microalgas é predominantemente vegetativa, em que a célula
mée se divide em duas células filhas, levando ao aumento exponencial do ndmero de

individuos presentes em funcdo do tempo.

A massa celular pode ser avaliada por métodos directos, envolvendo a pesagem ou
contagem, e por métodos indirectos que podem ser relacionados com a densidade Optica,
fluorescéncia in vivo, concentracdo de pigmentos (principalmente clorofila a) e

concentracdo de carbono.

A utilizacdo de medidas de densidade Optica para avaliar o crescimento de microalgas
baseia-se na obstrucdo fisica a passagem da luz pelas células seguindo a Lei de Lambert-
Beer que relaciona o aumento da concentragdo de células com o aumento da absorvancia
[23].

O crescimento dos seres vivos € um processo dindmico que requer energia e nutrientes para
a sintese dos componentes celulares e manutencdo da célula. A utilizagdo das algas pelo
homem é antiga e os primeiros registros de cultivo de algas sdo encontrados na China
(2.700 a.C). Ao longo do tempo optimzou-se as potencialidades do cultivo de algas e
diferentes possibilidades de utilizacao.
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Tradicionalmente os paises que cultivam algas — Algacultura — sdo os Asiaticos, como
Japdo, China e Coréia. No inicio estes cultivos eram voltados para a producédo de
alimentos, especializando-se apenas em cultivo de algas comestiveis. Nas ultimas décadas
por incentivo de industrias de processamento de algas, muitos paises se especializaram
nesta forma de cultivo, como Chile, Peru, Brasil, Japdo, China, Espanha, Namibia,
Venezuela, Franga, Estados Unidos e Cuba, dentre outros.

O cultivo de macroalgas realiza-se, tradicionalmente, em bancos naturais. Para que nédo
ocorra destruicdo desse bancos naturais 0 manejo deve de odedecer a um conhecimento da
sua biologia, do método de coleta, da quantidade e qualidadade sazonais dos ficocoldides

(polissacarideos coloidais extraidos de algas).

As macroalgas podem ser cultivadas em baias e estuarios, onde ocorre um aporte de dgua
fluvial, no entanto séo dificeis de serem cultivadas em locais com alto indice de turbidez.
Este método de cultivo de algas funciona através da sua coleta em bancos naturais e
posteriormente fixando-as em redes em locais onde exista variacdo de maré. Sdo fixas
geralmente em redes horizontais na coluna de &gua, onde possui luminosidade adequada

para o crescimento, pois um excesso de luz pode causar fotoinibigéo [14].

Figura 1.18 - Producdo de macroalgas [14].

O cultivo de microalgas apresenta elevada produtividade em biomassa seca, representando

menor gasto de area de cultivo em relacdo a macroalgas. O cultivo de microalgas pode ser
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realizado em diversos terrenos, como &reas desérticas, inclusive com solo degradado. Esse
cultivo pode gerar diversas colheitas ao longo do ano o que tem dado origem ao
desenvolvimento de diversas metodologias para o seu cultivo. Os sistemas mais comuns

sdo as lagoas fotossintéticas e os fotobioreactores fechados [1].

Figura 1.19 - Exemplos de sistemas de cultivo de microalgas [24].

A producdo de microalgas é um processo muito versatil, quer em relacdo a fonte de energia
utilizada quer em relacdo ao método de producdo. Embora a maior parte das microalgas
cresca fotoautotroficamente, pela conversao da energia solar em energia quimica através da
fotossintese, com consumo de carbono inorganico, (homeadamente didxido de carbono)
varias espécies apresentam também metabolismo heterotréfico e mixotréfico. No
metabolismo heterotr6fico, a fonte de energia é exclusivamente carbono organico,
geralmente sob a forma de glucose e/ou acetato ndo existindo necessidade de energia

luminosa. Algumas espécies de microalgas apresentam um metabolismo mixotréfico e
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conseguem simultaneamente realizar a fotossintese e consumir carbono inorgéanico e

organico, o que permite aumentar a sua produtividade.

A producdo de microalgas heterotroficas é realizada em fermentadores e a producdo de
microalgas autotroficas e mixotroficas é realizada em sistemas iluminados como 0s

fotobiorreactores e as lagoas fotossintéticas [1].

Tabela 1.7 - Categorias nutricionais de organismos [25].

Fonte de carbono

Fonte de energia Autotroficos Heterotroficos
(para produzir matéria organica) (utilizam CO2 ou CO) - (utilizam compostos orgéanicos) -
produtores consumidores

Fotoautotroficos Fotoheterotroficos

Fototroficos

(CO2) (compostos organicos como

utilizam luz solar .
( ) alcool)

Ex: plantas e algas

Quimioautotroficos Quimioeterotroéficos(compostos

Quimiotroficos A
(CO) organicos)

(utilizam a energia de compostos
quimicos) Ex: algumas bactérias (como as
bactérias nitrificantes)

Ex: animais, fungos e a maioria
das bactérias.

Tradicionalmente para estuda-se o crescimento dos organismos em descontinuo e em
sistema fechado (batch). Quando se inocula uma populacdo viavel num meio de cultura
com adequada fonte de energia, o0 crescimento dessa populagdo tem varias fases tipicas de
crescimento, descritas na Figura 1.19. A fase de crescimento corresponde a um aumento
exponencial da densidade populacional em que todos os constituintes da biomassa presente

aumentam com a mesma taxa especifica (l).

Quando se representa graficamente o logaritmo natural da densidade populacional em
funcdo do tempo, deste crescimento exponencial, obtém-se uma relagdo linear em que o
seu declive corresponde ao valor da taxa especifica de crescimento. Esta taxa € um

parametro muito importante porque o seu uso, além de prever como vai evoluir a
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concentracdo da populacdo também é um indicador da resposta dessa populagdo as

condigGes e ao meio de crescimento [26].

| Lag { Exponencial l’ Estacionaria { Morte

- 5 H

|
Turbidez \
(densidade optica)

Tempo

Figura 1.20 - Ciclo de crescimento em sistema fechado. (1) Fase de laténcia ou lag, L = O; (2) Fase de
aceleracdo, U <Hmax; (3) Fase exponencial, [l =Hmax; (4) Fase de desaceleracdo, I <Hmax; (5) Fase
estacionaria, L = 0; (6) Fase de morte [26].

As diferentes fases de crescimento tém as seguintes caracteristicas:

s Fase de laténcia (fase Lag) — € a fase que se segue a inoculacdo da estirpe
numnovo meio nutritivo. E uma fase relativamente curta, caracterizada por nio
ocorrer crescimento ou mesmo decorrer um declinio da cultura. As condigdes em
que se encontra o indculo inicial tém uma forte influéncia na duragdo desta fase.
Uma cultura iniciada a partir de um in6culo retirado de em fase exponencial de
crescimento tera uma fase de laténcia muito curta, ou esta podera nem se verificar
se a transferéncia para o novo meio se verificar nas mesmas condicdes de luz,

temperatura e salinidade.

% Fase de aceleragdo — curto periodo em que a populagdo entra numa fase de

crescimento mais rapido.
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Fase exponencial—- é a fase em que ocorre um aumento constante do nimero de
organismos na cultura. O ritmo de crescimento da populacdo é uma medida do
aumento da biomassa ao longo do tempo. A duracdo da fase exponencial em
culturas depende do tamanho do indculo, do ritmo de crescimento, do meio

utilizado e das condigdes fisicas de crescimento nomeadamente luz e temperatura.

Fase de desaceleracdo — ocorre um declinio no crescimento da cultura.
Normalmente este declinio acontece quando um requisito para a divisao celular se
torna limitante ou alguma coisa inibe a reproducdo. Nesta fase a concentracéo
celular é geralmente muito alta e uma exaustdo em termos de nutrientes, limitacéo
de didxido de carbono e luz (cria-se o fendbmeno de sombreamento entre as células)

tornam-se as principais causas do declinio do crescimento.

Fase estacionéria — € caracterizada por auséncia de crescimento e em pouco tempo
as células comecam a sofrer alteraces bioguimicas. Uma limitacdo em azoto pode
resultar numa reducdo do contetdo proteico, alteracdes no conteddo lipidico e de

carboidratos. Uma limitagdo em termos de luz resulta num aumento de pigmentos.

Fase de morte — ocorre quando o metabolismo celular ja ndo pode ser mantido. As
culturas de algumas estirpes, cianobactérias por exemplo, perdem a pigmentacédo

enguanto outras podem rebentar mantendo no entanto a coloracéo.

Uma vez determinada a curva de crescimento para cada estirpe e para determinadas
condicdes, é possivel estimara a densidade a qual uma cultura deve de estar antes de ser

transferida para novo meio [27].

Em meios mais complexos, contendo por exemplo dois substratos como fonte de carbono e
energia, 0s organismos podem controlar a utilizagdo destes, de modo a que um seja
consumido primeiro e s6 depois o outro. As fontes de energia rapidamente metabolizaveis
reprimem a formacdo de enzimas necessarias ao catabolismo dos substratos energéticos
mais dificilmente utilizaveis, fendmeno conhecido por repressdo catabdlica. Nestas

condices, o declive da recta ndo é constante e surgem breves intervalos (fases de laténcia)
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que correspondem a adaptagdo das células ao novo substrato. Este tipo de crescimento é

designado por crescimento diauxico.

In [ Células viaveis]

Tempo

Figura 1.21 - Curva de crescimento diduxico.

A concentracdo de um dos nutrientes pode tornar-se limitante e existe declinio da taxa de
crescimento (fase de desaceleracdo). Posteriormente, o esgotamento de nutrientes e/ou
acumulacdo de produtos inibitorios do metabolismo, levam a que os organismos deixem de
se dividir (fase estacionaria). Alguns organismos podem sobreviver longos periodos de
tempo sem perda de viabilidade, usando reservas enddgenas, enquanto que outros
comecam a morrer, logo que entram em fase estaciondria, levando a que a taxa de
crescimento se anule. A fase de morte (perda de capacidade de divisdo celular) ocorre

devido a efeitos de metabolitos tdxicos, ou a autdlise das células por enzimas liticas [26].

1.5 Influéncia dos factores ambientais

A produtividade em biomassa de algas e a taxa fotossintética sdo dependentes de factores
ambientais como a luz, temperatura, salinidade e nutrientes. Estes afectam também os
padrdes e metabolismo celular e consequentemente a composicdo dindmica das células.
Para se poder atingir a produtividade méaxima as necessidades nutricionais devem ser

satisfeitas assim como a temperatura, por exemplo, deve de estar numa regido 6ptima.

No processo de carboxilagdo as moléculas de CO, sdo fixadas e é na fase escura da
fotossintese que este processo é favorecido devido a baixas razbes de O,/CO,. Este
processo estd em competicdo com a fotorrespiracéo e o carbono organico € convertido em

CO, sem nenhum ganho metabdlico. Para melhorar os rendimentos nos cultivos em massa
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de microalgas € necessdrio minimizar os efeitos da fotorrespiracdo atraveés do
enriquecimento com CO, além do que estd presente no ar. Na fotossintese utiliza-se
COjatmosférico, agua e sais minerais e produz-se complexas moléculas organicas e

oxigénio molecular, que é utilizado no processo de respiracao.
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Y

Figura 1.22- Fotossintese e respiragdo celular - processos distintos e ambos realizados por vegetais,
algas e também por algumas bactérias [28].
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Para que a fotossintese ocorra, 0s pigmentos fotossintéticos devem absorver a energia de
um fotdo de dado comprimento de onda e, entdo, utilizar essa energia para iniciar uma

cadeia de eventos da fase fotoquimica da fotossintese.

- Espectro visivel -|

Taxa de Fotossintese
(determinada pela libertacao de O,)

Luz absorvida —
o

0 S
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
uw Violeta Azul Verde Amarelo Laranja Vermelho IV
Comprimento de onda (mm)

Figura 1.23- Comprimentos de onda do espectro da luz visivel mais eficazes na realiza¢do da
fotossintese.

O que chamamos de luz visivel (ou luz branca) corresponde a uma faixa do espectro da

radiacdo solar cujo comprimento de onda situa-se entre 400 e 750nm [29].

Os nutrientes, substancias presentes no ambiente que participam do anabolismo e
catabolismo celular, estdo divididos em dois grandes grupos em funcdo da disponibilidade:
os macronutrientes (Carbono, Oxigénio, Azoto, Hidrogénio, Fdsforo, Enxofre, Potassio,
Sodio e Caélcio) e os micronutrientes (Cloro, Crémio, Cobalto, Cobre, Manganés,
Molibdénio, Niquel, Selénio, Tungsténio, Vanadio, Zinco e Ferro). O carbono corresponde
a base de todas as moléculas organicas. Entre os procariotas melhor estudados até ao
momento, a maioria requer algum tipo de composto organico como fonte de carbono, o
qual pode ser de diferentes variedades (aminoacidos, acidos organicos, agUcares, bases
nitrogenadas, etc.).O hidrogénio é um elemento que esta presente em proteinas, actcares e

demais moléculas orgénicas [30].
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Os nutrientes podem também estar classificados quanto a sua func¢ao bioquimica:

Grupo 1 — Nutrientes que fazem parte dos compostos de carbono — N e S — Este grupo de

elementos essenciais € formado pelos compostos organicos das plantas, assimilando-os por

meio de reacgdes bioquimicas envolvendo oxidagdes e redugoes.

e Grupo 2 — Nutrientes importantes para o armazenamento de energia e integridade

estrutural — P, Si e B - Os elementos deste grupo encontram-se comumente

presentes nos tecidos vegetais sob a forma de fosfato, borato e ésteres silicato, em

que o grupo elementar esta ligado ao grupo hidroxilo de uma molécula organica.

e Grupo 3 — Nutrientes que permanecem no vegetal na sua forma idnica — K, Ca,

Mg, CI, Mn e Na — Presentes nos tecidos vegetais na forma de ides livres ou ligados

a substancias tais como acidos pépticos, presentes na parede celular do vegetal. De

especial importancia sdo seus papéis como cofactores enzimaticos na regulacdo dos

potenciais osmaticos.

e Grupo 4 — Nutrientes que estdo envolvidos nas reaccGes de reducdo-oxidacao

(redox) — Fe, Zn, Cu, Ni e Mo — Os elementos deste grupo desempenham

importantes fungdes em reacgdes envolvendo transporte de electrdes [31].

Tabela 1.8 - Os elementos essenciais a nutri¢cao vegetal, as suas funcdes e identificacdo de sintomas de

deficiéncia [31].

Elementos essenciais

Funcbes

Possiveis sintomas
de deficiéncia

N (Nitrogénio)

e Componente essencial do
protoplasma e de enzimas

Inibe o crescimento
vegetal - enfezamento
ou nanismo.

S (Enxofre)

Macronutrientes

e Componente do
protoplasma e de enzimas

Os sintomas da
deficiéncia de
enxofre sdo similares
aos da deficiéncia de
nitrogénio, incluindo
clorose, e reducdo do
crescimento.

(Continuacdo da tabela 1.8)
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P (Fdésforo)

Metabolismo basal;

Sintese (fosforilacdo)

Perturbacéo dos
processos
reprodutores
(floragdo e
maturacéo
retardada),
enfezamento

K (Potéssio)

Efeito coloidal
(promove hidratac&o);

Sinergismo com NH," e
Na®;

Antagonismo com Ca™”
Activagdo de enzimas

(fotossintese, nitrato-
redutase);

Osmorregulacdo
(estbmatos)

Balanco hidrico
perturbado,
extremidades secas,
enrugamento das
margens das folhas
mais velhas e
apodrecimento da
raiz

Mg (Magnésio)

Regulacgéo da
hidratacéo
(antagonismo com
Ca++);

Metabolismo basal
(fotossintese,
transferéncia de
fosfatos);

Sinergismo com Mn e
Zn.

Crescimento
enfezado e clorose
(ndo é produzido
suficiente
clorofila).

Ca (Caélcio)

Regulacgéo da
hidratacao
(antagonismo com Ca“ e
Mg"™);

Activador de enzimas

(amilase, ATPase);

Regulador do
crescimento em
extensao basal.

Perturbagéo no
crescimento por
divisao (células
pequenas).
Extremidades
secas.
Deformacéo das
folhas e
crescimento das
raizes prejudicado.

(Continuacdo da tabela 1.8)
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Micronutrientes

Transporte e
metabolismo de

B (Boro) carboidratos: Perturbacgéo do
crescimento e
Metabolismo do fenol; reduzida
ramificacdo das

ACtianéO de raizes.
reguladores do
crescimento
(crescimento de tubos
polinicos).
Efeito coloidal
(aumenta a hidratacao);

Cl (Cloro) Enrolamento das
Aumenta a folhas e
activacgdo de enzimas engrossamento das
(fotossintese). raizes
Metabolismo basal Sob condi¢bes de
(reacgdes redox); deficiéncia extrema

Fe (Ferro)

Metabolismo do N;

Sintese da clorofila

ou prolongada, as
nervuras podem
tornar-se clordticas
também, fazendo
com que toda a
folha se torne

branca.
Metabolismo basal
. (oxidases, fotossintese, —
Mn (Manganés) transferéncia de Inibicdo do

fosfatos);

Estabiliza a estrutura
dos cloroplastos;

Metabolismo do N;

Sintese do acido
nucleico;

Sinergismo com Mg e
Zn.

crescimento.
Clorose e necroses
em folhas jovens.

(Continuacéo da tabela 1.8)
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Formacao de clorofila;

Zn (Zinco) Activador de enzimas; Descoloragdo das
folhas mais velhas
Metabolismo basal;
Degradacéo de
proteinas;
Biossintese de
reguladores de
crescimento
Metabolismo basal
(fotossintese, oxidases); )
Cu (Cobre) Extremidades
Metabolismo do N; Secas.
Enrolamento das
Metabolismo folhas e clorose em
secundario folhas jovens
Fixacdo do N
(redutases);
Mo Perturbacgéo do
(Molibdénio) Metabolismo do P; crescimento.
Escurecimento das
Absorcao e margens das folhas
translocacéo de Fe
Componente da urease
o (mobilizacdo do N
Ni (Niquel) durante a germinac4o); Sintomas de
deficiéncia pouco
Catalisa a hidrélise da documentados.

ureiaem NH;z e CO,
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Dos macronutrientes primarios, o fosforo é absorvido em menores quantidades que 0s
demais, sua presenca € indispensavel para o crescimento e producdo vegetal. Interfere nos
processos de fotossintese, respiracdo, armazenamento e transferéncia de energia, divisao
celular, crescimento das células. Por interferir em varios processos vitais deve haver um
suplemento adequado de fosforo desde a germinacédo, principalmente em plantas de ciclo

curto.

organicos

A Mineral primrio’

" Fésforo orglnico /4 (spatita)
shlicrobiologic o Absorcio o ;
sResiduo de planta ' larnts B4 — 7
S aumus : el {/ : — E‘-‘a'r-;lb, xidos de
4 G of Y - - : F‘-: e N}
carbonatos) 4

Figura 1.24 - Ciclo do Fdsforo, (1) Imobilizacéo; (2) Mineralizacéo; (3) Intemperismo; (4) Adsorcao; (5)
Desorcdo; (6) Dissolucéo; (7) Precipitagdo, (componente (@), entrada (S48 ) saida(EE)) [32].

O fésforo presente nos sistemas aquaticos pode ter origem a partir de diversas fontes por
exemplo pela erosdo das rochas, deposicdo de poeiras e gases vulcanicos, aerosséis
marinhos, pela fertilizacdo de solos agricolas e por descargas de &guas residuais contendo
P. Sob a forma de fosfato dissolvido, o fésforo é facilmento absorvido pelas plantas,
incorporado no seu material organico e passado através da cadeia alimentar, desdes os

produtores até aos consumidores e decompositores. A decomposicdo da matéria organica
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morta, pela ac¢do das bactérias, € uma das fontes de libertacdo do fosforo que pode ser

reutilizado por outros organismos em desenvolvimento.

O nitrogénio é um elemento abundante e esta presente no ar atmosférico em precentagens
aproximadas de 70%. Este elemento estd constantemente a entrar e a sair da atmosfera, o
seu reservatorio [33].

Nitrogenio
atmoshérico

' Nitrogénio
organico

> = : Nitrato
Amonio — NO:
NH,* i ) >

Figura 1.25 - Ciclo do nitrogénio, (1) Imobilizagdo; (2) Mineralizagdo, (componente (@), entrada (),
saida(EE)) [34].

A forma elementar do nitrogénio é captado pelos organismos fixadores (de nitrogénio) que

o transformam em nitrogénio inorgénico ou seja nitrogénio na forma de amonia (NH,) e

nitrato (NO3). Tal como acontece com o fosforo, a morte e decomposi¢do dos organismos

devolvem o nitrogénio ao ambiente.

Dos varios nutrientes que podem afectar a taxa de produtividade primario, o fosforo é, em
aguas doces, o factor limitante mais frequente, especialmente na forma de ortofosfato
idnico (PO,*). Apds o fosforo o factor quimico limitante é o nitrogénio e para um
crescimento éptimo a razdo dos compostos de fosforo para os de nitrogénio deve de ser de
cerca de 1:10 [33].
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1.6 Obijectivos do estagio e estrutura da tese

O trabalho desenvolvido teve como principais objectivos: a implementacdo e criagdo de
condicdes, e conhecimentos que permitam optimizar a producdo de biomassa algal de
forma integrada no processo de tratamento de aguas residuais, atraves de zonas humidas
construidas; a validacdo de técnicas analiticas, tais como a determina¢cdo da concentragdo
de nutrientes na fase aquosa, o teor de biomassa em termos secos e o teor de aglcares totais
e redutores; o estudo da potencialidade de utilizacdo de lixiviados, ricos em nutrientes,
obtidos de argilas expandidas usadas como enchimento de zonas humidas construidas,
como meio de crescimento de micro e de macroalgas; a avaliagdo e tentativa de

optimizacgéo do crescimento das microalgas e das macroalgas.

Esta tese apresenta-se dividida em quatro capitulos. O Capitulo 1 apresenta uma breve
introducdo ao tema abordado. No Capitulo 2 descreve-se 0s materiais utilizados incluindo
a concepcao em laboratorio dos fotobioreactores e as metodologias realizadas para as
analises. O Capitulo 3 apresenta e discute os varios resultados obtidos. No Capitulo 4 estdo
descritas as principais conclusdes e sugestdes de trabalhos futuros nesta area. E também
apresentado um Anexo com informac@es relativas aos reagentes quimicos utilizados ao

longo deste trabalho.

Durante a realizacdo deste trabalho compararam-se diferentes meios de crescimento com
vista a optimizar a producdo de biomassa, determinou-se o teor em agucares da macroalga
e 0 seu consumo de nutrientes. Para as microalgas estudou-se a cinética de crescimento, em
funcdo do meio de crescimento, determinando-se a taxa especifica de crescimento e o

tempo de duplicacéo.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

2.1.1 Algas

Neste trabalho foram utilizadas trés espécies de algas, uma cianobactéria (anabaenasp.)
e duas algas pertencentes a divisdo chlorophyta: a macroalga Cladophoraaegagropila
(pluricelular) e a microalga spirogyrasp. (unicelular).

A macroalga foi adquirida numa loja de artigos para aquérios e foi escolhida pelo
interesse em determinar 0s seus teores em acucares, visto que a sua capacidade de
remocdo de matéria organica, compostos de fésforo e azoto, clarificacdo da agua e

reducdo de odores ja estava referenciada [35].

(b) ©)

Figura 2.1 - Macroalga Cladophora aegagropila — “MossBall”; (a) macroalga em tamanho

natural; (b) e (c) observagéo ao microscopio numa ampliacéo x400.

Esta macroalga pertence ao género Aegagropila, familia Cladophoraceae e filo (diviséo)
Chlorophyta. Pode ser encontrada em lagos pouco profundos, requer areas bem
iluminadas e apresenta aspectos similares com as plantas superiores. Pode apresentar
uma forma plana tipo tapete mas o mais comum é apresentar uma forma
aproximadamente esférica devida as correntes de agua, que no caso de apresentar muita

turbuléncia divide em pedacos mais pequenos e molda a macroalga. E protegida em
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certas zonas do Japao onde foi declarada como “Especial Tesouro Nacional Japonés”. E

também possivel encontra-las no Reino Unido, Islandia e Suécia [36].

As duas microalgas foram seleccionadas principalmente pelos seus conhecidos teores
em agucares [1]. No critério de escolha também contou o facto de que os pré-indculos
usarem o mesmo meio de cultura (L-M7) e serem filamentosas, o que teoricamente

facilita o processo de colheita da biomassa.

.:4}/;';%
W/ ¢ FILONRE R TR R
8/ i
——=—(b,) (b,)
L ? w L” —= "3
> *@iicconn”
(ca) (c2)

Figura 2.2 — Microalgas (a) Pré-indculo das microalgas; (b,) e (b,) Spirogyra sp.[37]; (c1) e (c,)
Anabaena sp. [38].

Estas microalgas foram obtidas na Algoteca do Departamento de Boténica (ACOI) da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra. Segundo informacao
disponibilizada pela ACOI, a Spirogyra (pertencente ao género spirogyra, familia
Zygnemataceae, filo (divisdo) Chlorophyta e reino Protista), foi colhida em Portugal,
entre Marvicais e Moncorvo [37]. A microalga Anabaena (pertencente ao género
anabaena, familia Nostocaceae, filo (divisdo) Cyanobacteria e reino Monera),foi
também colhida Portugal, na regido de S. Silvestre [38].

2.1.2 Meios de crescimento das algas

2.1.2.1 Meio de crescimento da macroalga

O crescimento das macroalgas Cladophoraa egagropila foi realizado em aquéarios com
arejamento, tendo-se acompanhado a variagdo do peso de cada macroalga, o pH e o teor
de nutrientes no meio liquido. Usaram-se dois aquarios, inicialmente com 2 litros de

4gua destilada em cada. Num deles colocou-se 1 kg de argila expandida (Filtralite® MR,
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doravante designado por substrato A), supostamente rica em nutrientes por ser
proveniente de uma instalacdo piloto de tratamento de efluentes liquidos por Zonas
Humidas Construidas, ZHC (instalacdo existente na ESTT e j& descrita na literatura
[39]). No outro aquério colocou-se 600 g de substrato “Sera Floredepot” ¢ 500 g de
aredo vulcanico (substrato S). O substrato foi adquirido junto com a macroalga, sendo

indicado pelo fornecedor. Os aquarios referidos estédo representados na Figura 2.3.

(b)

Figura 2.3 - Aquéarios com macroalgas instalados no laboratério: (a) o substrato utilizado é a argila
expandida rica em nutrientes (substrato A); (b) fundo constituido por duas camadas separadas (substrato
S): no fundo o substrato Sera Floredepot (camada fértil), coberto por aredo vulcanico (camada inerte).

O substrato “SeraFloredepot” (substrato S) é composto por turfa tratada, areia limpa,
oligo-elementos e sais nutritivos indispensaveis para o crescimento das plantas
aquaticas. Este substrato esta isento de nitratos e fosfatos, para inibir o desenvolvimento
nos aquarios de algas, o que no neste trabalho pode funcionar como factor limitante.
Este substrato tem como funcdo, ndo sé ser o sistema de fertilizagdo mas também o

substrato de fixacao [40].

O material poroso (camada inerte), é a area de fixacdo de microrganismos que realizam
diversas fungdes, tais como decompor a matéria orgéanica e libertar os nutrientes
convertidos em formas disponiveis para as macroalgas. Estas funcdes devem também
ser conseguidas quando se utiliza a argila expandia. Cré-se que durante a utilizacdo
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deste material como enchimento das ZHC se tera desenvolvido um biofilme (meio

biologicamente activo que permitiu a degradacdo dos poluentes das aguas residuais
tratadas nas ZHC, Figura 2.4).

- g _‘;'Eﬁi(a)

Figura 2.4 - (a) Instalagéo piloto de uma zona himida existente no departamento de Engenharia Quimica,

desde 2005, no Instituto Politécnico de Tomar em que o enchimento dos tanques € a argila expandida; (b)
Andlise microscopica da argila expandida;(c)Superficie da argila expandida com bactérias produzindo

uma area de biofilme.

Utilizou-se a argila da expandida no aquéario, como alternativa ao substrato S, por se
supor que fora das ZHC, e em contacto com a agua no aquario das macroalgas, se
verificaria a libertagdo dos nutrientes para o meio liquido, servindo para alimentar as
algas.

O aproveitamento da argila, apés a sua funcdo nas ZHC, representa uma via de
valorizacdo deste material, que, livre dos nutrientes, podera voltar a ser usado nas
mesmas ou noutras ZHC. O Processo, em ciclo quase fechado, estd representado na
Figura 2.5: as macroalgas crescem assimilando os nutrientes presentes na argila, e a
biomassa pode ser convertida em biocombustiveis; a argila, apds liberta dos nutrientes

pode voltar a ser usada como enchimento nas ZHC.
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Figura 2.5 - Utilizacdo da argila expandida e sua regeneragdo. (A) utilizacdo comum em construcéo civil
como,por exemplo, isolante térmico e acustico, em agregados de betdo leve, enchimento, projectos de
jardinagem, aterros, entre outros; (B) Enchimento de zonas himidas (wetlands) construidas para o
tratamento de A&guas residuais; (C)Utilizacdo dos materiais minerais ricos em nutrientes para o
crescimento de macroalgas; (D) producdo de bioetanol; (E) material regenerado ap6s a extrac¢do de
nutrientes.

Na ZHC piloto de onde se retirou a argila expandida usada neste estudo, utiliza-se um
afluente composto por metanol, como fonte de carbono, e fertilizante Nitrofoska Azul
Especial 12-12-17s (+2), como fonte de nutrientes, para simular a composicdo de

efluentes a tratar. A composicao do fertilizante consta na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 - Teores dos elementos nutritivos da Nitrofoska Azul Especial 12-12-17s (+2) [41].

12% Azoto (N) total
6,5% Azoto (N) amoniacal
5,5% Azoto (N) nitrico
12% Pentéxido de Fosforo (P,Os) soltvel em citrato de amoénio neutro e em agua
6% soltvel em agua
17% Oxido de Potéssio (K,0)
2% Oxido de Magnésio (MgO) totall
15% Triéxido de enxofre (SO5) total
5% Oxido de Calcio (CaO) total
0,02% | Boro (B) total
0,01% | Zinco (Zn) total

*Pobre em cloro

2.1.2.2 Meio de crescimento das microalgas

Para o estudo do crescimento das microalgas, comparou-se 0 crescimento no meio de

cultura de manutencdo M7 com outros 0s meios de crescimento:

um meio com a mesma composi¢cdo do meio M7, mas 4 vezes mais concentrado
— meio M7-4x;

um meio aquoso proveniente da extraccdo de nutrientes da argila expandida —
meio A;

uma solucdo aquosa obtida por diluicdo de um adubo liquido universal KB
(NPK 6-3-6).

A preparacdo do meio de cultura M7 seguiu o procedimento descrito pela Algoteca do

Departamento de Boténica (ACOI) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da

Universidade de Coimbra. Inicialmente prepararam-se cada uma das solugbes-mée em

baldes de Erlenmeyr conforme indicado na Tabela 2.2, de seguida preparou-se 1 litro de

meio M7 com os volumes indicados. A preparacdo dos extractos indicados na tabela é

descrita no seguimento.
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Tabela 2.2 - Composi¢do do meio liquido M7.

Solugio-mée ]
(%) V (ml) |Concentragéo final (mg/L)

KNO; 1 10 100

MgS0O,7H,0 0.1 10 10

(NH,),HPO, 0.2 5 10
CaSO, Solugdo saturada 10 -
Extracto de solo - 20 -

Extracto

deSphagnum - 10 -
Agua destilada - 930 -
Micronutrientes - 5 -

Para preparar o “Extracto de solo”, pesou-se 200g de solo com baixo teor em
fertilizantes ao qual se adicionou 1 litro de agua destilada e esterilizou-se fervendo
durante 1 h. Apds decantacdo, filtrou-se 0 meio aquoso e autoclavou-se uma hora a uma
atmosfera em trés dias consecutivos, e, apds arrefecer guardou-se no frigorifico. Para
obter o “Extracto de Sphagnum” pesou-se 50g de Sphagnum seco, adicionou-se 1,5
litros de agua destilada e esterilizou-se fervendo durante 1 h. Apds decantacao, filtrou-
se 0 meio aquoso e autoclavou-se uma hora a uma atmosfera em trés dias consecutivos,
e, apos arrefecer guardou-se no frigorifico. Adicionou-se vitamina By, (5x10° g) a
solucdo final esterilizada ap6s autoclavagem. A composicdo da solucdo de
micronutrientes referida na Tabela 2.2 consta da Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 - Composi¢do da solugdo dos micronutrientes.

Solucé@o-mée Solucéo de Concentracéo
(%) micronutrientes final (mg/L)

ZnSO, 7H,0 0.1 1.0 ml 1

MnSO, 4H,0 0.1 2.0 ml 2

HsBo3 0.2 5.0ml 1

Co(NOy), 6H,0 0.02 5.0 ml 1

Na,MoO, 2H,0 0.02 5.0ml 1

CuSQ, 5H,0 0.0005 1.0ml 0,005

Agua destilada - 981 ml
FeSO, 7H,0 - 0.7¢9
EDTA (Titriplex 111, Merck) - 08¢

Autoclavou-se em separado as solucdes I e Il, ejuntaram-se apos arrefecerem, sendo:

e Solucdo I: 881mL de agua destilada e solugdo stock dos sais sem FeSO,4 e 0,49
de EDTA,

e Solucédo I1: 100mL de agua destilada e 0,7g de FeSO,4 com 0,4g de EDTA [42].

O meio NPK foi obtido a partir do Adubo liquido universal KB [43]. Segundo o

fornecedor do adubo, a composicédo é dada por:

e 6% de Azoto (N) total, sendo 3,3% nitrico e 2,7% amoniacal;

e 3% de Anidrico de Fosforo (P,Os) sollivel em &gua;

e 6% de Oxido de Potassio (K,0) soltvel em &gua.

¢ Oligo-elementos soltveis em agua — 0,01% de Boro (B); 0,002% de Cobre (Cu)
total quelatado por DTPA; 0,03% de Ferro (Fe) total quelatado por DTPA,
0,01% de Manganés (Mn) total quelatado por DTPA; 0,001% de Molibdénio
(Mo) total; 0,002% de Zinco (Zn) total quelatado por DTPA.
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2.2 Métodos experimentais

2.2.1 Crescimento da macroalga

Os ensaios de crescimento da macroalga decorreram no laboratério, sobre bancadas
junto a janelas onde receberam luz natural. A sala ndo era climatizada e a temperatura
oscilou em torno do valor de 24°C * 4°C. As culturas estdo sujeitas a arejamento por
pequenos periodos intermitentes ao longo do dia, este arejamento assegura também a

agitacdo do meio liquido.

Conforme referido na seccdo 2.1.2.1, testou-se o crescimento da macroalga nos

substratos A e S.

Os ensaios com 0 substratoA tiveram o objectivo de testar o poder “adubante” da argila
expandida através da quantificacdo do consumo de nutrientes pelas macroalgas.Esta
quantificacdo centrou-se no fésforo visto que ele é o nutriente que mais frequentemente
é o factor limitante para produtividade de algas e plantas [33]. Os compostos de fésforo
tendem a formarsais de baixa solubilidade, por exemplo Oxidos de ferro e de aluminio
ou de carbonato de calcio em meios alcalinos. A formacdo destes sais deve ser uma das
principais razdes da contribuicdo da argila expandida na remogdo de compostos de
fosforo pelas ZHC. Em contacto com agua, é expectavel que parte destes sais se
dissolvam, retornando o fésforo ao meio aquoso. Para determinar a quantidade de
fosforo que se hidrolisa na dgua em funcdo do tempo realizaram-se alguns ensaios

seguidamente descritos.

Num baldo de Erlenmeyr colocou-se 25 g de argila Filtralite® MR (retirada de uma das
ZHC piloto, com nutrientes adsorvidos) em 250 mL de agua destilada. Passados 14 dias
retirou-se amostra de liquido para realizar a analise do fésforo total. De seguida retirou-
se todo o liquido e substituiu-se por novos 250 mL de agua destilada. Passados outros

14 dias voltou-se a retirar nova amostra.

Em paralelo também se retirou amostras do tanque com as macroalgas para analisar o
fosforo aqui existente e por diferenca encontrar o valor do fosforo consumido pelas

macroalgas.
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2.2.2 Crescimento das microalgas

Os ensaios de crescimento decorreram no laboratdrio, nas mesmas condi¢Ges ambientais
que os estudos de crescimento das macroalgas, utilizando-se baldes de Erlenmayer

como fotobioreactores (Figura 2.6.)

Figura 2.6 - Configuragdo do fotobioreactor.

As culturas foram também sujeitas a arejamento por pequenos periodos intermitentes ao
longo do dia. Este arejamento assegura também a mistura do meio de cultura. A
iluminac&o artificial é garantida por ldmpadas fluorescentes GLO T8 Linear Fluorescent
Bulbs, com fotoperiodo de 12 h (ciclo luz/escuro), cujos espectros fotossintéticos
abrangem a zona do espectro fotossintético ideal para aquarios com plantas. Neste
trabalho as lampadas escolhidas foram a Flora-Glo e a Sun-Glo. A primeira porgue tem
0 pico na zona azul do espectro e a Sun-Glo que vai complementar com radiacdo na
zona vermelha. Ambas as lampadas sdo de 61 cm, 20 Watts e 25 mm de didmetro, da

marca Hagen e fabricadas no Japéo.
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Figura 2.7 — Diferentes espectros fotossintéticos que as lampadas fluorescentes GLO T8 Linear
FluorescentBulbs reproduzem. (a) Sun-Glo: Temperatura de cor 4200 K, 1300 Lumen e 125 Lux; (b)
Flora-Glo: Temperatura de cor 2800 K, 650 LUmen e 90 Lux [44].

O crescimento das microalgas foi quantificado pelométodo indirecto, usando medicdes
da absorvénciapara um comprimento de onda de 570 nm, seguindo a Lei de Lambert-
Beer em que avalia a obstrucdo a passagem da luz, e por quantificacdo de peso seco e
medicdo de pH sabendo que este é funcdo do CO, dissolvido e que decresce com a

respiracdo aumentando proporcionalmente com o aumento da fotossintese.

2.2.2.1 Preparacédo do material utilizado no cultivo

Todos os materiais e meios usados no cultivo foram autoclavados a 120°C por 20
minutos. Os balGes de Erlenmeyer receberam tampdes de algodéo e gaze envolvidos por
papel de aluminio antes da esterilizacdo. O material de vidro foi previamente lavado
com agua destilada e seco em estufa. Para a preparacdo dos meios de cultivo, manuseio
de materiais esterilizados, repicagem do banco de células e de in6culos adoptaram-se
procedimentos de seguranca estabelecidos para laboratorios de microbiologia, com o
objectivo de se evitar contaminacOes, tais como desinfectar a bancada de trabalho no
inicio e téermino de cada utilizacdo e trabalhar na zona de esterilidade garantida pelo

bico de gas (Busen).

51



Materiais e Métodos

2.2.2.2 Manutencéo do banco de células

Para a manuten¢do do banco de células foram adoptados dois procedimentos:

1) Repicagens na proporcao de 1:10 (1 mL da cultura antecessora para 9 mL de
meio de cultura, M7, novo). Foram mantidas trés geragdes em que as repicagens
tinham periodos entre 10 a 15 dias. Estes meios foram agitados suavemente de

forma manual uma vez ao dia.

2) Repicagem em balGes de Erlenmeyer — fotobioreatores com fotoperiodo de 12
h (ciclo luz/escuro), agitacdo e arejamento por ar comprimido - em que a
diluicdo prevista para a realizagdo dos ensaios era 1:10 (1 mL da cultura
antecessora para 9 mL de meio de cultura novo ou 40 mL da cultura antecessora
para 360 mL de meio de cultura novo) mas como se retirou regularmente
amostras para o controlo de crescimento (medindo o pH e a Absorvancia)
resultou que as diluicbes foram sendo diferentes de modo a maximizar a

quantidade de biomassa disponivel para a repicagem seguinte [23].

2.2.3 Metodologias Analiticas para as Macroalgas

2.2.3.1 Determinacéo do Peso Seco

Pesou-se uma macroalga e foi seca em estufa a 80°C durante 24 h num cadinho

previamente seco e tarado. O conjunto foi seco até se registar peso constante.
2.2.3.2 Hidrolise Acida Quantitativa

A hidrolise acida quantitativa (HAQ) permite determinar a concentragdo total de
acucares. Para garantir a hidrolise total da biomassa seca ela foi primeiro reduzida a

fragmentos de pequenas dimensdes, num almofariz, facilitando o ataque do acido.
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Figura 2.8 — Preparacéo da macroalga para a hidrolise acida quantitativa.

Num tubo de ensaio largo, com 0,5 g de biomassa seca (ou quantidade equivalente de
biomassa htmida), foram adicionados 5 mL de &cido sulfarico 72% (m.m™). Foi
seguidamente colocado num banho termostatizado a 30 °C durante 1 h. O contetddo do
tubo foi entéo transferido para um frasco rolhado de 250 mL e foram adicionados 139
mL de &gua destilada. O frasco, devidamente fechado, foi colocado na autoclave
durante 1 h a temperatura de 120 °C. Este procedimento foi realizado em triplicado e
guardado no frigorifico até posterior utilizagdo. Quando se hidrolisou a biomassa,

apenas se procedeu a separacdo fisica das 2 fases por filtracéo.

2.2.3.3 Determinacgédo Colorimétrica do Teor em Agucares Totais

O teor em acUcares totais foi determinado pelo “método do reagente fenol-sulfdrico”
(FS).Inicialmente foi preparada uma solucdo de fenol 5 % (m.v-1), dissolvendo 50 g de

fenol e diluindo a 1 litro, que se conservou em frasco escuro.

A 1 mL de amostra, devidamente diluida, foi adicionado igual volume da solucdo de
fenol e 5 mL de acido sulfarico concentrado. A mistura foi, posteriormente,
homogeneizada em agitador de vortice. A reacc¢do ocorreu durante 10 minutos, tendo o
tubo de ensaio sido, no fim, colocado num banho de agua fria durante 15 minutos. A
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densidade oOptica de cada mistura foi lida num espectrofotometro a 490 nm contra um

ensaio branco em que a amostra foi substituida por agua destilada.

A concentracdo em acucares totais da amostra foi obtida a partir de uma recta de

calibracdo com concentracdes entre 10 e 100 mg/L de glucose [1].

2.2.3.4 Determinacgdo Colorimétrica do Teor em Acucares Redutores

O teor em agucares redutores foi determinado pelo “método do reagente de acido 3,5-
dinitrossalicilico” (DNS).Para a preparacdo do reagente DNS dissolveu-se, a
temperatura ambiente, 5 g de acido 3,5-dinitrossalicilico em 100 mL de NaOH 2 N e
250 mL de &gua destilada. Juntou-se 150 g de tartarato duplo de sdédio e potéssio e
perfez-se a 500 mL com &gua desmineralizada. Guardou-se num frasco escuro.

Em tubos de ensaio, misturou-se 0,5 mL do reagente de DNS com 0,5 mL de amostra.
Mergulharam-se os tubos hum banho de dgua a 100°C durante 5minutos, apds a mistura
arrefecer adicionou-se 5 mL de &gua destilada. A absorvancia da solucéao final foi lida
ao comprimento de onda de 540nm, contra um branco de &gua destilada que sofreu o

mesmo tratamento.

A concentracdo em agUcares redutores da amostra foi obtida a partir de uma recta de
calibragcdo com concentragdes entre 100 e 1000 mg/L de glucose[45].

2.2.3.5 Determinacédo do Teor em Fosforo Total

O teor em fosforo total foi determinado segundo o “método do acido ascorbico”.O
processo de determinacgdo do teor em fdsforo total passa por transformar todo o fésforo
presente em ortofosfatos (s&o os compostos de fosforo mais comuns) por oxidacdo. Este
método baseia-se na reac¢do em meio acido do molibdato de amonio e do tartarato de
potassio e antiménio com o ortofostato formando o &cido molibdatofosforico que é
reduzido pelo acido ascérbico, dando origem a uma cor azul intensa se estivermos na

presenca do ido fosfato. Foi utilizado o espectrofotometro Cadas 100 sendo as leituras
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da cor realizadas contra o branco (apenas dgua destilada) a um comprimento de onda de

880 nm em células de vidro.

Para a preparacdo do reagente combinado misturou-se as solucdes de &cido sulfurico
5N, tartarato de potéssio e antimonio, molibdato de amonio e &cido ascorbico nas
propor¢oes de 100:10:30:60 respectivamente.

Foram efectuadas as rectas de calibragdo para solugdes padrdo de fosfato de sodio de
teor igual a 1000 mg fosfato/L que por diluicbes prepararam-se solucdes de

concentracdes compreendidas entre 1 e 10 mg/L.

Pipetaram-se para frascos autoclavaveis 50,0mL de amostra e adicionou-se 0,05mL de
indicador de fenolftaleina. Caso a amostra obtenha a cor rdsea, adiciona-se acido
sulfarico 5,4 M gota a gota até a cor desaparecer. Seguidamente adicionaram-se 1,0mL
de &cido sulfirico 5,4 M e 0,4 g de persulfato de amonio. A mistura foi levada a
autoclave durante 30 minutos a temperatura de 120 °C. Apos arrefecer voltou-se a
adicionar 0,05mL de indicador de fenolftaleina e adicionou-se hidréxido de sodio 1M
gota a gota até aparecimento de uma coloracdo rosa ténue. Transferiram-se as amostras
para bal6es de 100mL, aferindo o volume com &agua destilada. Pipetaram-se 50,0mL
para baldes de Erlenmeyere adicionou-se 0,05mL de indicador de fenolftaleina.
Adicionou-se acido sulfdrico 5N gota a gota, até a cor rosea (caso apareca) desaparecer.
De seguida adicionaram-se 8,0mL de reagente combinado e misturou-se bem. Passados
10 minutos mediu-se a absorvancia contra o branco a um comprimento de onda de
880nm [46].

2.2.3.6 Determinacéo do Teor em Azoto Total

A determinacdo do teor total em azoto é semelhante a determinacdo do fosforo total
uma vez que se usa a oxidacdo das diferentes formas de azoto (nitritos, nitratos, azoto
amoniacal e as formas organicas). Este ensaio é normalmente dificultado por diversas
interferéncias e ndo existe nenhum método completamente isento de erro. Neste caso
determinou-se o azoto total usando o“método espectrofotométricodo 2,6-
dimetilfenol”.Este processo tem por base a formacdo do 4-nitro-2,6-dimetilfenol
resultante da reaccdo dos nitratos com 2,6-dimetilfenol em presenca dos acidos

sulfurico, ortofosforico e amidossulfonico.
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Foram efectuadas as rectas de calibracdo para as solucdes padrdo de nitrato de sodio de
teor 1000 mg nitrato/L, que por diluicdo se prepararam as solucbes de concentracdes

compreendidas entre 5 e 50 mg/L.

Pipetaram-se para frascos autoclavaveis10,0mL de amostra e adicionou-se 05,0mL de
reagente de digestdo, agitando-se bem os frascos depois de rolhados. Levou-se a
autoclave durante 30 minutos a 120°C. Apo6s arrefecer adicionou-se 1mL de tampéo
borato (preparada pela dissolucdo em agua destilada de 6,2g de &cido boérico e de 0,89

de hidroxido de s6dio num volume final de 1000 mL).

Transferiu-se para um baldo de 50mL perfazendo com agua destilada. Para um baldo de
Erlenmeyerde 100mL dispensaram-se 35,0mL de mistura acida (1000mL de é&cido
sulfurico concentrado, 1000mL de acido ortofosférico concentrado e 0,08g de acido
amidossulfonico).De seguida pipetaram-se 5,0mL de amostra e adicionaram-se 5,0mL
da solucdo de 2,6-dimetilfenol e misturou-se bem. Passados 10 minutos mediu-se a

absorvancia contra o branco ao comprimento de onda de 324nm [47].

2.2.3.7 Determinacéo da Concentragéo de Fosfatos

A concentragdo de fosfatos foi determinada segundo o “método do
acidoascorbico”.Foram efectuadas as rectas de calibragcdo para solugbes padrdo de
fosfato de sodio de teor igual a 1000 mg fosfato/L que por diluicbes prepararam-se
solugdes de concentragcdes compreendidas entre 1 e 10 mg/L. Pipetaram-se 50,0mL para
bal6es de Erlenmeyere adicionou-se 0,05mL de indicador de fenolftaleina. Adicionou-
se acido sulfarico 5N gota a gota, até a cor rosea (caso apareca) desaparecer. De seguida
adicionaram-se 8,0mL de reagente combinado e misturou-se bem. Passados 10 minutos,
mas antes de passar 30 minutos, mediu-se a absorvancia contra o branco a um

comprimento de onda de 880nm [46].

2.2.3.8 Determinacédo da Concentracdo de Nitratos

A concentragdo de nitratos foi determinada segundo o “metodo espectofotométrico do
2,6-dimetilfenol”.Foram efectuadas as rectas de calibragéo para as solugdes padrdo de

nitrato de sédio de teor 1000 mg nitrato/L, que por diluicdo se prepararam as solucGes
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de concentragBes compreendidas entre 5 e 50 mg/L. Para um baldo de Erlenmeyerde
100mL dispensaram-se 35,0mL de mistura acida (1000mL de &cido sulfarico
concentrado, 1000mL de 4&cido ortofosforico concentrado e 0,08g de &cido
amidossulfonico).De seguida pipetaram-se 5,0mL de amostra e adicionaram-se 5,0mL
da solucdo de 2,6-dimetilfenol e misturou-se bem. Passados 10 minutos mediu-se a

absorvancia contra o branco ao comprimento de onda de 324 nm [47].

2.2.4 Metodologias Analiticas para as Microalgas

Para a realizacdo dos ensaios de analise dos crescimentos das microalga, foi
interrompido o arejamento durante 24 h para promover a sedimentacdo da biomassa
microalgal, visto este tipo de cultura ser muito diluida. No final desse periodo foi

removido o sobrenadante e aproveitada a biomassa sedimentada.

2.2.4.1 Determinacdo da Biomassa Seca

A determinacdo da biomassa seca das amostras de cultura foi realizada filtrando um
volume conhecido de cultura sob vacuo, depois de homogeneizada num agitador de
vortice, utilizando filtros secos de membrana de celulose com porosidade de 45 um, e
diametro 47 mm da Whatman GmbH, fabricado na Alemanha. Apos a filtracdo, os
filtros foram secos a 105 °C durante 24 h até peso constante. Foram realizadas dilui¢fes
com valores entre 0,1 e 1 para elaborar a recta de calibragdo com pelo menos cinco
pontos [23]. Para a toma de ensaio usou-se um volume de 55 mL. Evitou-se volumes
superiores devido a colmatacdo do filtro durante o processo de filtracdo. Verificou-se
erros associados a colheita de cada amostra devido a dificuldade de homogeneizar
correctamente visto que estas algas s@o filamentosas e dificeis de desagregar. Apds
determinada a massa algal mediu-se a densidade Optica, num espectrofotometro Cadas
100, para a elaboracdo da curva de calibracdo (densidade Optica versus biomassa seca).

A absorvancia, que é proporcional a obstrucéo a passagem de luz, foi lida a 570 nm.
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Figura 2.9 - Filtracdo a vacuo usando um baldo kitasato e funil, ligado por mangueiras a um frasco de
seguranga (). Filtros com os residuos das microalgas das diferentes dilui¢cBes (valores entre 0,1 e 1)

usadas na construcdo das respectivas rectas de calibracdo; (b;) Anabaenasp; (b,) Spirogyrasp..

2.2.4.2 Elaboracéo de Curvas de Crescimento

Ao longo do crescimento foram retiradas amostras para avaliar o crescimento celular
pelo metodo espectrofotométrico a 570 nm, determinou-se a taxa especifica
decrescimento () e o tempo de duplicacéo (tg) ou geracdo para as vérias condicdes.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Rectas de calibracdo dos varios metodos

3.1.1 Acucares Totais e Redutores

A determinagdo colorimétrica do teor de agucares na macroalga foi realizada, como ja
foi descrito, por dois métodos: o do reagente FS e o do reagente de DNS. Apresentam-
se nas Figuras 3.1 e 3.2 as rectas de calibracdo para os métodos de avaliacdo do teor em

acucares totais e acucares redutores em termos de glucose.
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Absorvancia a 490 nm

Figura 3.1 - Recta de calibracdo para avaliar o teor em agUcares totais, em termos de glucose, com o
reagente FS.
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Figura 3.2 - Recta de calibracdo para avaliar o teor em agucares redutores, em termos de glucose, com o
reagente DNS.
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Em ambos os métodos obteve-se um bom ajuste linear como se pode verificar a partir
dos coeficientes de correlagdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Parametros das rectas de calibragdo para os diferentes métodos de determinagéo dos

aclcares.
Método de Analise Declive da Recta | Ordenada na Origem r?
Método do reagente
fenol-sulfarico
(Aglicares Totais) 110,7 3,426 0,9955
Método do reagente de
acido 3,5-
dinitrossalicilico 2059 50,33 0,9983
(Acucares Redutores)

3.1.2 Teor em fosforo total, azoto total, fosfatos e nitratos.

Foram efectuadas as rectas de calibracdo para os meétodos: “do acido ascorbico” para

avaliar o teor em fosforo total e fosfatos, ¢ “do 2,6-dimetilfenol” para avaliar o teor em
azoto total e nitratos.

Concentracdo P (mg/L)
N W W
v o 1 o u

2

O O R BN
[}

=)

(S

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Absorvancia a 880 nm

Figura 3.3 - Recta de calibragdo para avaliar o teor em fosforo total.
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Figura 3.4 - Recta de calibragéo para avaliar o teor em azoto total.
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Figura 3.5 - Recta de calibracéo para avaliar o teor em fosfatos.
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Figura 3.6 - Recta de calibragdo para avaliar o teor em nitratos.
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Obteve-se um bom ajuste linear para todos os métodos, como se pode verificar na

Tabela 3.2. O azoto total apresenta o pior coeficiente de correlacdo possivelmente por se

ter trabalhado no limite inferior de validade da lei de Lambert-Beer.

Tabela 3.2 — Parametros das rectas de calibracdo para os diferentes métodos de determinacdo dos

nutrientes.
Declive da Ordenada na
Método de Anélise Recta Origem r?
Método do acido
ascérbico(Fdsforo
Total) 4,778 -0,129 0,9931
Métododo 2,6-
dimetilfenol(Azoto
Total) 56,98 5,713 0,9702
Método do acido
ascorbico(Fosfatos) 5,068 -0.287 0,9947
Método do 2,6-
dimetilfenol(Nitratos) 71,07 -0,075 0,9993

3.2 Estudos efectuados com a macroalga Cladophora aegagropila

3.2.1 Ensaios de crescimento

Inicialmente colocara-se as macroalgas num aquario com substrato substrato Sera

Floredepot e aredo vulcanico (substrato S) para simular as condigdes em que estas se

encontravam quando foram adquiridas permitindo uma adaptacdo gradual as novas

condigBes existentes no laboratério. Pesaram-se no dia em que chegaram e novamente
passados 13 dias registando 8,94 + 0,98 g e 9,03 + 1,34 respectivamente (Tabela 3.3).

O diametro médio de cada macroalga € de 4,2 + 0,2 cm.
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Tabela 3.3 - Variacdo do peso de cada uma das 10 macroalgas.

Peso (g) 1°dia 13° dia
Macroalga; 7,01 6,82
Macroalga, 8,08 7,62
Macroalgas 8,48 8,23
Macroalga, 8,75 8,32
Macroalgas 8,82 8,84
Macroalgag 9,07 9,43
Macroalga; 9,09 9,48
Macroalgag 9,73 9,73
Macroalgag 10,13 10,55
Macroalgay, 10,28 11,27

Média 8,94+ 0,98 9,03+1,34

Apds este periodo de adaptacdo usou-se uma das macroalgas para determinar o teor em
acucares e quatro foram colocadas noutro aquério mas agora no substrato A em que se
controlou o seu peso e pH. Para a referida macroalga obteve-se 38,82% de acgUcares
totais dos quais 22,39% sdo acUcares redutores. As outras macroalgas foram mantidas
em substrato e aredo e testou-se a sua reproducdo dividindo duas macroalgas em quatro
pedacos aproximadamente iguais como se pode observar na Figura 3.7. Este corte foi
feito sem grande rigor tentando apenas cortar pelo centro onde se encontra uma zona
mais aspera semelhante a raizes entrelacadas. Cada um dos pedacos foi enrolado sem
grande aperto com linhas comuns para tentar obrigar as macroalgas a crescerem numa
forma esférica, um destes pedacos ndo se enrolou para verificar se 0 seu crescimento
pode ser sob a forma de tapete pois na natureza estas macroalgas podem ser encontradas
na forma de tapetes ou com forma esférica, em zonas em que as correntes as arrastam e

as quebram e moldam. Estas ultimas despertam mais interesse mas é puramente estética.

63



Resultados e Discussao

Figura 3.7 — Ensaios de reproducdo das macroalgas.

Fizeram-se pesagens regulares das quatro macroalgas que foram transferidas para o
substrato A e observou-se que estas apresentam um aumento de peso gradual mas muito
lento 0 que pode ser um problema para a sua exploracdo a escala industrial. O substrato
A consiste em argila expandida, retirada de zonas humidas construidas em
funcionamento nas instalacfes da ESTT. Na tabela 3.4 indica-se a evolucdo ao longo do

tempo do peso das quatro macroalgas.

Tabela 3.4 - Variacdo do peso das macroalgas no meio A.

Peso (g) 1° dia 21° dia 42° dia 65° dia 95° dia
Macroalga; 8,84 9,20 9,11 9,37 9,59
Macroalga, 10,38 10,20 10,34 10,10 10,24
Macroalgas 10,55 10,51 10,60 10,73 10,81
Macroalga, 11,27 11,41 11,36 11,43 11,56

Média 10,26 10,33 10,35 10,41 10,55

Fizeram-se seis medicGes ao pH, a amostras colhidas no substrato A e no substrato S,
com inicio no dia 07-05-2012 e a dltima medicdo foi no dia 26-09-2012 representadas
na Figura 3.8. Verificou-se alcalinizacdo do meio de cultura o que é indicador que as
macroalgas estdo a assimilar o diéxido de carbono dissolvido no meio aquoso e logo a

realizar fotossintese.
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Figura 3.8 - Variacao do valor do pH em funcdo do tempo.

3.2.2 Estimativa do consumo de nutrientes pela macroalga

O crescimento das macroalgas no substrato A foi acompanhado por ensaios em branco,
com o mesmo periodo de tempo. Nos ensaios em branco, avaliou-se a libertacdo dos
nutrientes (compostos de azoto e de fosforo) pela argila para a agua. Durante o
crescimento das algas, é expectavel que os nutrientes necessarios sejam obtidos da
argila, pelo que pelos ensaios em branco se tentou avaliar a disponibilidade destes

nutrientes, e por comparacao, tentar avaliar o consumo pelas algas.

De trabalhos anteriores conhece-se que a argila adsorve os compostos de fésforo, por
processos fisico-quimicos, mas ndo interage de forma significativa com os compostos
de azoto [39]. Assim, no caso dos compostos de azoto a avaliacdo do consumo é mais
simples, por comparagdo directa com o0s ensaios em branco. Mas, no caso dos
compostos de fésforo, é necessario ter em conta o equilibrio entre a fase liquida e a fase

solida.

Admitindo que a libertacdo dos compostos de fdésforo pela argila segue a mesma

isotérmica de adsorcdo, obtida em estudos anteriores e dada pela equacdo (1) [39],
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tentou-se estimar a quantidade de compostos de fosforo existentes na argila, a partir da

andlise da concentracdo na fase liquida e procedendo a um balan¢o de massa.

mgP | _ kXCeq
) =Wmax 1+kxC
g eq

W( 1)

Dados: Wax = 0,669512 mgP/g
e k=0,00511
Em que:
Ceq = concentragdo de equilibrio de fosforo na solugéo (mg/L);
W = quantidade de fosforo adsorvido (mg/gssiido);
K = constante que descreve a afinidade entre o fosforo e o solido (L/mg);

Constante W= adsor¢do maxima.

Na Figura 3.9 representa-se de forma esquematica os resultados obtidos apos o0s
primeiros 14 dias de crescimento das algas no substrato A, e os resultados obtidos no
ensaio em branco. No caso do sistema com as algas, a concentracdo de compostos de
fosforo obtida por analise é de 2,67 mg/L. Por aplicacdo da equacdo (1), a concentracdo
na fase sélida é estimada como sendo de 9,01x10°mg/g. Tendo em conta que o volume
da fase liquida é de 2 L e a massa de argila é de 1000 g, os valores anteriores permitem
calcular que existe 5,34 mg de fosforo na fase liquida (Piiq), € 9,01 mg de fésforo no
substrato (Ps).

Na mesma figura indicam-se os resultados obtidos no ensaio em branco efectuado em
paralelo, em que a quantidade de argila é de 25 g, e de agua de 250 mL. Neste caso
verifica-se que a quantidade de fosforo no global (soma da fase liquida com a solida), é
de 0,79 mg.

Com estes resultados é possivel estimar o consumo aparente de fosforo pelas quatro
macroalgas. A partir do ensaio em branco, e considerando a razdo entre a massa de
argila de 1000:25, ou seja, quarenta vezes superior no tanque das algas, calcula-se a

quantidade de fosforo que deveria existir no tanque das macroalgas:
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Pgiobal = 0,79 mg x 40 = 31,6 mg
A diferenca entre este valor e o estimado pela analise permite obter o consumo aparente:

Consumo = 31,6 — 14,35 mg = 17,25 mg
Considerando apenas a composi¢do na fase liquida, o valor do consumo é obtido por:

Consumo = 0,59 mg x 40 — 5,34 mg = 18,26 mg

Tanque com Ensaio em
macroalgas branco
Massa Massa argila =
argila=1000 g; 25 g; Volume
Volume liquido = 0,25
liquido=2 L Ceq =2,67 mg/L L Ceq = 2,36 mg/L
W =0,00901 mg/g W =0,00797 mg/g
Fosforo no liquido Fésforo no liquido
(Piig) = 5,34 mg (Piig) = 0,59 mg
Fosforo na argila Fésforo na argila
(Psor) = 9,01 mg (P, = 0,20 mg
Fosforo global Fésforo global
(Pgiopar) = 14,35 mg (Pgiobat) = 0,79 mg

Figura 3.9 — Distribuicdo méssica do fosforo entre as fases liquida e sélida ap6s 14 dias de contacto.

Os valores de consumo estimados pelas duas alternativas, sdo suficientemente
semelhantes, o que permite optar por se calcular apenas o consumo em funcdo da

analise da fase liquida, ndo se estando dependente da utilizacdo da isotérmica.

Apbs os primeiros 14 dias de crescimento, procedeu-se a substituicdo da fase liquida
por agua destilada, tanto no tanque das algas como no baldo com a argila usada para o
ensaio em branco. Passados 15 dias, voltou a analisar-se o teor de fésforo na fase
liquida, cujos resultados se indicam na Figura 3.10, em tudo semelhante a Figura 3.9.
Fazendo os mesmos calculos j& descritos, 0 consumo aparente neste periodo é de 9,91
mg de fosforo, ao se usar a isotérmica, ou de 10,6 mg caso se considera a composi¢ao

apenas da fase liquida.
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Tanque com Ensaio em
macroalgas branco
Massa Massa argila =
argila=1000 g; 25 g; Volume
Volume liquido = 0,25
liquido=2 L ~ Ceq =0,15 mg/L L Ceq = 1,34 mg/L

W = 0,00509 mg/g W = 0,00455 mg/g

Faésforo no liquido
(Plig) = 3,00 mg
Faésforo na argila
(Ps) = 5,09 mg
Fésforo global
(Pgionar) = 8,09 mg

Fésforo no liquido
(Plig) = 0,34 mg
Fdsforo na argila
(Pso) = 0,11 mg
Faésforo global
(Pgiobar) = 0,45 mg

Figura 3.10 - Distribuicdo méssica do fosforo entre as fases liquida e solida apds mais 15 dias
(em que se retirou todo o liquido mas manteve-se a mesma argila).

Novamente os valores obtidos sdo bastante aproximados, o que confirma que se pode
optar por calcular o consumo apenas em funcéo do fosforo na fase liquida e desprezar a

contribuicdo do fosforo no sélido obtidos pela isotérmica de Langmuir.

Apbs este periodo de tempo verifica-se que ainda existe fosforo na solucdo o que

assegura as necessidades deste nutriente das macroalgas.

Nos dois periodos descritos, também se procedeu a determinacdo do teor de azoto no
meio liquido, tanto no tanque como no baldo que corresponde ao ensaio em branco. Os

resultados estdo indicados nas Figuras 3.11 e 3.12.
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Tanque com Ensaio em
macroalgas branco
Massa Massa argila =
argila=1000 g; 25 g; Volume
gVqume ’ Ceq = --- * mg/L liquido=0,25 ~ Ceq = 7,65 mg/L
liquido=2 L L
Azoto no liquido Azoto no liquido
(Al,y) = ---* mg (Alig) = 1,91 mg

Figura 3.11 - Quantidade de azoto na fase liquida ap6s 14 dias de contacto.

Tanque com Ensaio em
macroalgas branco
Massa Massa argila =
argila=1000 g; 25 g; Volume
gVqume ’ Ceq =--- *mg/L liquido=0,25  Ceq = ---* mg/L
liquido=2 L L
Azoto no liquido Azoto no liquido
— *
(Al,,) = ---* mg (Al,g) = ---*mg

Figura 3.12 — Quantidade de azoto na fase liquida ap6s mais 15 dias (em que se retirou todo o liquido mas
manteve-se a mesma argila).

*Nas analises efectuadas ao contetdo do tanque com as macroalgas, tanto no primeiro
periodo de tempo como no segundo, bem como no caso da fase liquida referente ao

segundo ensaio em branco, ndo foi possivel determinar o teor de azoto, visto que se

69



Resultados e Discussao

verificaram valores inferiores ao limiar do método de analise. Apenas se pode inferir
que a concentragdo em Azoto Total é inferior a 5,7 mg/L, que corresponde ao valor

minimo da curva de calibracdo usada.

Ao se admitir que os valores de teor de azoto indicados nas figuras com “--- ** sdo

nulos, o consumo estimado no primeiro periodo de 14 dias é de 76,4 mg (1,91 mgx 40).

Considerando que para um crescimento Optimo a razdo entre fosforo e azoto sera de
1:10 [33] ent&o neste sistema verifica-se que o azoto é o factor limitante ao crescimento.

Em estudos futuros, dever-se-a estudar a melhor solucéo para corrigir esta assimetria.

3.3 Estudos efectuados com as microalgas Spirogyra sp. e Anabaena sp.

3.3.1 Caracterizagdo das microalgas

No dia seguinte a recepcdo dos indculos realizaram-se observacfes ao microscopio em

que se verificou ndo existirem contaminagdes, Figura 3.13.

(@) (b)

Figura 3.13 - Observacao ao microscépio, numa ampliacdo x400, das espécies:

(a) Anabaenasp; (b) Spirogyrasp.
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A caracterizacdo das microalgas foi feita no microscépio usando uma escala especifica
para cada ampliagdo em que a correspondéncia é:

e 26 pixel (em média) corresponde a 10um na ampliacdo 100x;

e 104 pixel (em média) corresponde a 10pm na ampliagédo 400x;

e 254 pixel (em média) corresponde a 10pum na ampliagdo 1000x.

Ao caracterizar a microalga Anabaenasp. verificou-se que, em média, 0 eixo maior do
heterocisto mede 6,55um e o eixo menor 5,66pum. O comprimento total de cada
filamento ronda os 190,5um e o comprimento de cada célula é em média 3,6+0,4umem

que o seu didmetro é 3,7+0,4um.

Eixo maior

Figura 3.14 — Observacdo ao microscopio, numa ampliacdo 400X, da espécie Anabaena sp..

Durante as observacGes ao microscOpio para a caracterizacdo da Spirogyra sp.
verificou-se que estes filamentos eram demasiado longos e emaranhados para se
determinar correctamente o seu comprimento pelo que se caracterizou apenas o

comprimento médio de cada septo e do seu diametro.
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e T e i R L S
B S I Dl e

X

Figura 3.15 — Observacdo ao microscopio, numa ampliacdo 400X, da espécie Spirogyra sp..

Para o comprimento de cada septo verificou-se em média 127+13 pum para uma
ampliacdo de 100x e 108 +12 um para uma ampliacdo de 400x. O didametro médio é de
1842 pm para uma ampliacdo de 100x e para a ampliacdo de 400x os valores obtidos
foram 12,44+0,7 pm.

3.3.2 Rectas de calibracdo para acompanhar o crescimento pelo método

espectrofotométrico

O objectivo destes ensaios foi: estabelecer a curva de calibracdo, com base no método
espectrofotométrico, de forma a relacionar a absorvancia com o peso seco da biomassa
algal. Apds o crescimento da biomassa foi feita uma decantacdo, preparados padrdes
prodrocedendo-se de seguida a medicdo da sua absorvancia e determinacdo do

respectivo peso seco, de acordo com o explicado no capitulo de materiais e métodos.

Nas Figuras 3.16 e 3.17 apresentam-se as rectas de calibracdo obtidas para a Anabaena

sp. e_Spirogyra sp. respectivamente e na tabela 4.5 os parametros das linearizacdes.

As rectas de calibracdo deveriam comtemplar valores de absorvancia superiores aos
ensaiados, no entanto por simples decantacdo ndo foi possivel obter valores de

concentragcdo mais elevados.

No caso da microalga Siprogyra sp o coeficiente de correlagdo obtido é bastante baixo o
que pode ser explicado pelo facto desta microalga formar colonias muito longas
originando filamentos dificeis de quebrar por agitacdo, o que dificulta grandemente a
aplicacdo do método espectrofotometrico, bem como a recolha de amostras

homogéneas.
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Figura 3.16 - Recta de calibracéo para a Anabaenasp..
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Figura 3.17 — Recta de calibraco para a Siprogyra sp..

Tabela 3.5 - ParAmetros das rectas de calibracdo para as microalgas Anabaena sp. e Siprogyra sp..

Delgllve da Ordenada na Origem r?
ecta

Anabaenasp. 0,811 -0,0262 0,987
Spirogyrasp. 0,298 0,0024 0,933

3.3.3 Estudos de crescimento

Os ensaios de crescimento das microalgas foram realizados em balGes de Erlenmeyer

tapados com rolhas de gaze e com uma pipeta incorporada para promover o arejamento.
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O objectivo destes ensaios foi avaliar o crescimento em meios com diferente

composicao
Conforme descrito na seccéo 2, foram utilizados os seguintes meios de crescimento:

e O meio de nutrientes indicado para a manutencao da microalgas (M7);

e O mesmo meio, mas com concentragdo dos seus constituintes quatro vezes
superior (M7-4X);

e O meio NPK, que consiste na diluicdo de um adubo liquido composto;

e O meio A, que resultou da lixiviacdo da argila expandida.

Visto que ndo se conhecia a composicdo do meio A, procedeu-se a ensaios para
determinar o teor de fosforo e de azoto neste meio. Para o efeito, simulou-se o equilibrio
entre os nutrientes na fase sélida e na fase liquida, deixando 25¢g do s6lido em 250mL
de agua destilada em agitacdo lenta no agitador orbital durante os periodos de 24 h e 48

h. Os resultados obtidos estdo indicados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Determinagdo em mg/L dos teores libertados, em equilibrio, no meio A.

24 h 48 h
Fdsforo total (mg/L) 1,67 1,99
Azoto total (mg/L) 8,45 7,25
Fosfatos (mg/L) 3,20 3,53
Nitratos (mg/L) 5,18 5,75

Por observacéo dos resultados optou-se por considerar que o equilibrio se atingiu ao fim
de 48 horas, considerando-se como aproximacao razoavel os valores de 2 mg/L para a
concentracdo em fosforo total e 8 mg/L para a concentracdo em azoto total.
Considerando que para um crescimento optimo a razéo entre fosforo e azoto sera de

1:10 [33] ent&o neste meio 0 azoto vai ser o factor limitante.

Na Figura 3.18 apresentam-se as curvas de crescimento obtidas para a Anabaena sp. O
meio que permitiu a obtencdo da taxa especifica de crescimento mais elevada foi o M7,
tendo-se registado uma maior concentracdo final de biomassa para 0 meio M7-4x. No

entanto estes valores ndo séo substancialmente superiores aos meio M7 simples. De
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realcar que apesar no meio A conduzir a valores ligeiramente inferiores aos dos meios
M7-4x (maximo de concentracdo obtido foi de 0,21 g/L correspondente ao 49° dia para
M7-4x e de 0,17 g/L correspondente ao 46° dia para 0 meio A) trata-se do

aproveitamento de um subproduto o que constitui uma grande mais valia.

O meio NPK foi 0 que conduziu a piores resultados tendo-se obtido apenas 0,031 g/L de
biomassa, registou-se ainda uma morte prematura neste meio, mesmo ap0s Varios

ensaios com correccdo do pH.

0,25
0,2
0,15
M7
-
> 01 B NPK
© M7-4x
0.05 @ meio A
0
10 20 30 40 50 60
-0,05
tempo

Figura 3.18 - Crescimento da Anabaenasp. em diferentes meios de cultura. (M7 (®), fertilizante

comercial NPK 6-3-6 ( L ), meio M7 4x mais concentrado ( #* ), meio aquoso proveniente da
desabsorcéo da argila expandida ( L ).

Na Tabela 3.7 apresentam-se 0s resultados da taxa especifica de crescimento (i) e do
tempo de duplicacdo (tg) para as varias condi¢fes. O termo de duplicacdo ou geragéo €
usado como medida de tempo que leva a populacdo a duplicar. A taxa especifica de

crescimento relaciona-se com o tempo médio de duplicagdo através da equacéo:

1
td :n_Z: 0’693 (2)
u i
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O valor de p depende da estirpe e é fortemente influenciado pelas condi¢gdes do meio de

cultura sendo tanto maior quanto mais favoraveis elas forem para a actividade celular

[26].

Tabela 3.7 - Taxa especifica de crescimento da.Anabaena sp.

Periodo

correspondente a Taxa especifica Tempo de
Meio de P . de crescimento duplicacéo
crescimento fase exponencial (dh (d)
(1° dia — altimo dia)
M7 1-17 0,130 53
M7-4x 1-23 0,062 11,2
Meio A 4-21 0,099 7,0

Na Figura 3.19 apresenta-se a evolucdo do pH nos varios meios de crescimento ao

longo do tempo de crescimento, em todos 0s casos a a registar um aumento do pH

durante a fase de crescimento. No caso do meio NPK, foi efectuado controlo do pH

apos se ter verificado em ensaios anteriores caso do meio NPK, foi efectuado controlo

do pH apos se ter verificado em ensaios anteriores morte prematura associada a valores

muito elevados de pH. Contudo, como ja foi anteriormente referido, ndo se conseguiu

obter concentragcfes superiores.
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Figura 3.19 - Evolugéo do pH nos diferentes meios de cultura da Anabaena sp.

A alcalinizacdo do meio de cultura ocorre em vérias algas, e esta relacionado com a
dissociacdo do dioxido de carbono na agua e sua assimilacdo pelo microrganismo.
Quando o dioxido de carbono atmosférico se solubiliza em &gua, origina bicarbonato,
que se dissocia em carbonato. O carbonato por sua vez é convertido a didxido de
carbono pela microalga durante a fase escura, ocorrendo a libertacdo de um i&o
hidroxido. As algas, que realizam fotossintese, sdo capazes de utilizar a energia
fotossintética para forcar a bomba de dioxido de carbono (caso esta exista, neste
trabalho a adicdo de CO, foi feito apenas incorporado no arejamento de ar comprimido)
a produzir mais i6es hidroxido, o que facilita a solubilizacdo e aumento da concentragdo
deste gas no meio de cultura, tornando a fotossintese mais eficiente. Quando os
microrganismos iniciam a fase de morte, a libertacdo de ibes hidroxido diminui e o

valor de pH desce, como resultado da dissolucdo do dioxido de carbono na agua [1].

Na Figura 3.20 apresentam-se os resultados obtidos para o crescimento da Spirogyra sp.
nos meios testados. Em relacdo ao meio M7 verificou-se que 0 maximo da concentracdo
de 0,12 g/L correspondente ao 25° dia, em relacdo ao meio KPK o maximo de

concentracgéo foi de 0,02 g/L correspondente ao 15° dia.

Para esta microalga os melhores resultados obtiveram-se com o meio M7, onde se
atingiu um méaximo de concentracdo de 0,12 g/l no 25° dia. Os resultados mais fracos
foram obtidos com os meios A e NPK onde a concentracdo maxima atingida foi de
cerca de 0,02 g/L.
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0,14

0,12

C(g/L)

*M7
ENPK
A M7-4x

® meio A

20 25 30

35

Figura 3.20 - Crescimento da Spirogyrasp. em diferentes meios de cultura. (M7 (®), fertilizante

comercial NPK 6-3-6 ( M), meio M7 4x mais concentrado (

desabsorcéo da argila expandida ( ®)).

Tabela 3.8 - Taxa especifica de crescimento da Spirogyra sp.

Periodo -
N Taxa especifica Tempo de
. correspondente a ; S

Meio de P ial de crescimento duplicacao

crescimento ase exponencla (d™) (d)
(1° dia — altimo dia)

M7 1-17 0,137 51
M7-4x 1-14 0,113 6,1
Meio A 4-15 0,186 3,7

), meio aquoso proveniente da

Os resultados das medicdes ao pH mostram a mesma tendéncia dos ensaios anteriores,

ou seja acompanham o crescimento celular, verificando-se os valores mais elevados nos

meios em que houve maior crescimento. No caso do meio NPK o comportamento em

termos de pH é mais uma vez anémalo.
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B NPK
A M7-4x
® meio A
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Figura 3.21 - Evolugéo do pH nos diferentes meios de cultura da Spirogyra sp.
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4. Conclusodes

Neste trabalho estudou-se a viabilidade da utilizacdo de algas como matéria-prima para
a producéo de bioetanol, avaliou-se o crescimento em diferentes meios e determinou-se
0s acgucares totais e redutores da macroalga. Para trabalhos futuros seria interessante
optimizar os métodos de quantificar os diversos acUcares produzidos pelas algas e
realizar a fermentacdo alcoolica. Sugere-se também enriquecer 0s meios com injecgao
de CO,, estudar os efeitos das varidveis temperatura, intensidade luminosa e
concentracdo de azoto no substrato A (a argila expandida) e no meio A (o lixiviado da

argila expandida).

Nos ensaios de crescimento em que se usou 0 substrato A ou 0 meio A, deduziu-se que
0 azoto deve ser um dos factores limitantes ao crescimento das macro e das microalgas.
Esta observacao resulta de se ter verificado que as concentracdes no equilibrio entre a
argila expandida e a fase liquida sdo de 2 mg/L para a concentracdo em fosforo total e 8
mg/L para a concentracdo em azoto total, o que representa uma razéo de 1:4. Para um
crescimento Optimo a razdo entre fésforo e azoto deveria ser de 1:10 [33].

Verificou-se que o teor em agucares totais, para a macroalga Cladophora aegagropila, é
de 38,8% dos quais 22,4% sao agUcares redutores, o que leva a concluir que esta espécie
pode ser adequada para a producdo de bioetanol, mas que dependerd da etapa de
fermentacdo. Se o teor de agucares da boas perspectivas para o uso desta macroalga, por
outro lado, o seu crescimento € lento, o que pode representar um obstaculo para a

viabilidade da producdo a escala industrial.

Estudou-se a cinética de crescimento das microalgas Anabaena sp. e Spirogyra sp., com
diferentes meios de crescimento, tendo-se determinado a taxa especifica de crescimento
e o tempo de duplicacdo. A concentragdo méxima obtida foi de 0,21 g/L para a
Anabaena sp., quando o meio de crescimento usado € 0 M7-4x (meio cuja composicao é
quatro vezes superior a composi¢do do meio de manutengdo, M7, recomendado para as
microalgas utilizadas). Com o meio A, obteve-se uma concentracdo maxima de 0,17
o/L. No caso da Spirogyra sp., os melhores resultados foram respectivamente de 0,12

g/L e de 0,08 g/L para 0 meio M7 e M7-4x. Esta alga cresceu, mas de forma muito
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lenta, no meio A, obtendo-se uma concentracdo méaxima de 0,03 g/L. Porém, os
resultados do crescimento da Spirogyra sp., no meio A ndo sdo conclusivos, e sera

importante tentar verificar no futuro o efeito de um ensaio de crescimento mais longo.

N&o houve tempo para analisar a composi¢do em aculcares nas microalgas. Neste caso,
existem dados disponiveis na literatura, mas sera interessante proceder a essas analises

no futuro.

O trabalho desenvolvido, além de pretender criar uma linha de investigacdo de producéo
de algas para a obtencdo de bioetanol, tinha como objectivo avaliar a potencialidade de
se usar a matriz de enchimento de zonas himidas construidas como fonte de nutrientes
para as algas. Nos laboratorios de Engenharia Quimica e Ambiente, da Escola Superior
de Tecnologia de Tomar, existem varias zonas humidas construidas a escala piloto.
Nestas instalacdes usam-se diferentes matrizes, que servem para suportar o crescimento
de plantas macrdfitas, e que podem também participar nos processos de depuragdo dos
efluentes liquidos. Com o tempo, essas matrizes ficam saturadas com os poluentes
existentes nos efluentes, em particular compostos de fosforo e de azoto. Comprovou-se
que € possivel usar directamente essa matriz rica em nutrientes, no caso trata de uma
argila expandida, para utilizagéo directa como substrato no crescimento das macroalgas.
Ou, apés lixiviagdo com agua, no crescimento das microalgas. No caso das macroalgas,
ndo se garantiu que aguele substrato potenciasse o crescimento, mas verificou-se que
ndo prejudica a subsisténcia das macroalgas. No caso do lixiviado, referido como meio
A, apesar de conduzir a menores produtividades, ndo obsta a continuacdo de testes
futuros, visto que existe sempre uma mais-valia pelo facto de evitar-se o gasto de

materiais de crescimento das microalgas, e permitir regenerar a matriz.
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ANEXO | - REAGENTES QUIMICOS

Os reagentes quimicos utilizados ao longo do trabalho experimental encontram-se
discriminados na Tabela I.1.

Tabela 1.1 — Lista dos reagentes quimicos utilizados ao longo do trabalho experimental

Nome PM Formula Pureza Outras Marca Utilizacéo
caracteristicas
Acido 3,5- 228,12 | C;Hg0s.H,0 puro Merck AR
dinitrossalicilico
Acido acético 60,05 | C,H,0, 99,5% Panreac AzT
glacial
Acido ascorbico | 176,13 | CgHgOs p.a >99% Fluka F FT
Acido 97,09 NH,SOsH 99,5% Riedel- N; AzT
amidossulfonico deHaén
Acido borico 61,83 H3;BO; p.a. >99% Pronalab N; AzT;
CA
Acido 98,00 HsPO, d=1,71 Pronalab N; AzT
ortofosfdrico
Acido sulfdrico | 98,08 H,SO, p.a. 95% Panreac AT; RC; F;
d=1,84 FT: N;
AzT
D(+)- Glucose 198,17 | CgH1206.H,0 Para > 99% Fluka AT; AR
monoidratado microbiologia
EDTA 372,24 | CyoHaN,OgNay. | --- 98,5% May&Baker CA
2H,0
Fenol 94,11 CeHeO 99% Pronalys AT
Fosfato de 132,06 | (NH,),HPO, > 96% Panrerac CA
amonio
Fosfato de sodio
monobéasico 119,98 | H,NaO,P p.a. > 99% Fluka F: FT
Hidréxido de
sodio 40,00 NaOH 98,7% IMGS AR; FT
JAZT
Nitrato de Riedel-
cobalto 237,98 | CaCl,.6H,0 deHaén CA
hexahidratado
Nitrato de 101,11 | KNO; - 99% Panreac CA
potéssio
Nitrato de sédio | 84,99 NaNO, p.a. 99,5% Sigma- N; AzT
Aldrich
Molibdato de
amonio 1235,8 | (NHy)sM070y. | --- > 99% Pronalab F,FT
tetrahidratado 6 4H,0
Molibdato de 241,95 | Na;M00O4.2H,0 | --- 99% May&Baker CA
s6dio
Persulfato de 228,20 | (NH4),S,0q > 98% Riedel-
aménio deHaén FT

Continuacéo da tabela I.1.
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Nome PM Férmula Pureza Outras Marca Utilizacéo
caracteristicas

Persulfato de 270,33 | K,S,0g -—- 98% Panreac AzT

potassio

Sulfato de calcio | 136,14 | CaO.,S Fisher CA

Chemical

Sulfato de cobre

pentahidratado | 249,69 | CuS0O,.5H,0 > 99% Pronalab CA

Sulfato de

magnésio 246,49 | MgS0,.7H,0 p.a. 99,5% Pronalab CA

heptahidratado

Sulfato ferroso 278,02 | FeSO,.7H,0 p.a. >98% Fluka CA

heptahidratado

Sulfato de

manganés 169,02 | MnS04.H,0 > 99% Riedel- CA

hidratado deHaén

Sulfato de zinco

heptahidratado 287,54 | ZnSQO,.7H,0 > 99% Panreac CA

Solugéo

indicadora de 318,33 | CyH1404 Himedia F: FT

fenolftaleina

Tartarato duplo C,H,KNaOg.4H

de sddio e 282,22 | ,0 > 99% Analar AR

potassio

AR — aculcares redutores
AT — acUcares totais

Az T — azoto total

N — nitratos (NOs)

CA — crescimento de algas (M7)
RC — ensaios de ruptura celular
FT — fosforo total

F — fosfatos (POy,)
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