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RESUMO

Um dos maiores problemas da industria de producéo de azeite esta relacionado
com a producao em grandes quantidades de aguas rucas, resultantes do processamento do
azeite. A producdo de azeite a nivel mundial encontra-se centralizada na bacia do
Mediterrdneo, sendo Portugal um dos dez maiores produtores. As aguas rucas
representam um problema ambiental onde a sua descarga direta em ambientes aquaticos
e terrestes pode originar eutrofizacdo dos cursos de agua e solos inférteis, no entanto a
nivel industrial ainda ndo foi estabelecido um sistema de tratamento eficiente e
economicamente vidvel. O problema deste efluente deve-se a sua composicdo quimica,
caracterizada por uma elevada carga organica, associada a elevados teores de compostos
fenolicos e pH acido, assim como um cheiro caracteristico e coloracdo escura.

Neste contexto, este trabalho pretende avaliar o potencial das microalgas na
diminuigdo de compostos fendlicos e aumento do pH, nas aguas rucas. Para tal, testou-se
o efeito da Chlorella vulgaris imobilizada na biorremediacdo de aguas rucas de duas e
trés fases, em culturas batch. A eficdcia do processo foi também avaliada pela
fitotoxicidade, em ensaios de germinacdo e crescimento da Lactuca sativa. Além disso,
otimizou-se o processo pela utilizagdo de 2° ciclo e 2° tratamento, pela utilizacdo de
indculos preadaptados, pela reducdo do tempo de cultura e pela otimizacdo do tipo de
reator.

Em funcdo do screening de crescimento em meio solido, os ensaios em batch
foram efetuados com &guas rugas de duas fases a diluicdo de 35%, 50% e 60% e no caso
das &guas rucas de trés fases a diluigdo de 20%, em meio Walne modificado. Estes ensaios
foram desenvolvidos a temperatura ambiente, com iluminacdo natural e aerificacdo
continua. A otimizacéo do reator foi feita por utilizacdo de uma coluna de bolhas.

Os resultados obtidos permitiram concluir que a C. vulgaris tem a capacidade de
remover os compostos fendlicos e neutralizar o efluente, observando-se uma reducéo do
teor de fendis entre 20% a 43% no efluente de trés fases e de 53% a 73% no efluente duas
fases. Em termos fitotdxicos conclui-se que a microalga consegue reduzir a toxicidade
das aguas rucas, tendo a capacidade de degradar os compostos fenolicos que inibem a
germinacdo e crescimento da L. sativa.

Palavras-chave: &gua ruca, biorremediacdo, Chlorella vulgaris, compostos fendlicos,

fitotoxicidade, Lactuca sativa, indice de germinacao.



ABSTRACT

One of the greatest issues in the industry of olive oil production has to do with the
massive production of olive mill wastewaters which result from the processing of olive
oil. Worldwide production of olive oil is centered in the Mediterranean basin, and
Portugal is one of the world’s 10 largest producers. Olive mill wastewaters represent an
environmental threat as its direct outflow in aquatic and terrestrial environments may
cause the eutrophication of water courses and soils to become infertile. Despite this, an
efficient and economically practicable treatment system hasn’t yet been established in the
industry. The issues brought by this effluent have to do with its chemical composition
which consists of a high organic load, associated with high contents of phenolic
compounds and acid pH, as well as a characteristic smell and dark colour.

Taking the above into consideration, the aim of this assignment is to assess the
potential of microalgae in the decrease of phenolic compounds and increase of pH in olive
mill wastewaters. For this purpose, the effect of immobilized Chlorella vulgaris in the
bioremediation of phase two and phase three olive mill wastewaters has been tested in
batch cultures. The effectiveness of the process has also been assessed by phytotoxicity,
in germination trials and growth of Lactuca sativa. Besides that, the process has been
optimized through the implementation of a second cycle and second treatment with the
usage of preadapted inoculums, with the reduction of culture time and with the
optimization of the type of reactor.

According to the screening of the growth in solid environment, the batch trials
have been performed in two phase olive mill wastewaters on a dilution of 35%, 50% and
60% and for the case of olive mill wastewaters of three phases on a dilution of 20% in
modified Walne medium. These trials have been performed in room environment with
natural light and continuous aerification. The optimization of the reactor has been
accomplished through the use of a bubble column.

The results achieved show that the Chlorella vulgaris has the ability of removing
phenolic compounds and neutralizing the effluent, and a reduction in the content of
phenols from 20% to 43% is observed in the effluent of three phases, while a reduction
of 53% to 73% is observed in the effluent of two phases. In what regards to phytotoxicity,

we can conclude that the microalgae can reduce the toxicity of olive mill wastewaters



having also the ability to degrade the phenolic compounds that inhibit the germination

and growth of Lactuca sativa.

Keywords: olive mill wastewaters, bioremediation, Chlorella vulgaris, phenolic

compounds, phytotoxicity, Lactuca sativa, germination index.



INDICE GERAL

AGRADECIMENTOS ...ttt 1
RESUMO ...ttt s b e e st e e st e e s te e e snre e e nnreeennaeeen i
ABSTRACT oo ettt bbb e b et e et st neare e v
INDICE GERAL ..ottt VI
INDICE DE FIGURAS ......oooieeeeeeeeeeeesees et es st VI
INDICE DE TABELAS ..ottt ettt en st X
1  ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS .....cocoiiiiiice et 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 4
2.1 CARACTERIZAGAO DA PRODUGAO DE AZEITE NO MUNDO .....ooeveiiiieieiisiesieieienns 5
2.1.1 Caracterizacdo da produgdo de azeite em Portugal .........ccccooeiiiiniiinnnnnnn, 5

2.2 SISTEMAS DE EXTRAGAO DE AZEITE ...vvveiieeeitieeeitieessieeeesieeeenteeesnneeesnseeesnneeessneeennns 6
2.2.1 Lagares continuos de trés fasesS .......cccvcveieeiiiic i 7
2.2.2  Lagares continuos de duas faSeS........ccvueivererieieerecie e 7

2.3 AGUASRUCAS ..ottt ettt st n e, 9
2.3.1 Compostos fendlicos presentes NAs AgUAS FUGAS........erveeerervereeerrereerenenes 10

2.4 IMPACTE AMBIENTAL DAS AGUAS RUGAS .....ocveviriereiteierestesieseessssessessssessessesessens 11
2.5 PROCESSOS DE TRATAMENTO DAS AGUAS RUGAS ......voveriiteieriaresieiesessesseseesessns 11

3 MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 13
3.1 AMOSTRAGEM DAS AGUAS RUGAS.......covieeiieeeseeeeeseeeeeeeeeese e eeeenen e, 14
3.2 MICROALGA SELECIONADA .....cuvittterietisteiesestessesaesessessessssessessassssessessssessessasessens 15
3.2.1  Chorella VUIgAriS........ccoviiie e 15
3.2.2 Manutengao das CUlUIaS.........ccvevveiieieiie i 15
3.2.3  AvaliaGio do CreSCIMENTO.......ccceruiririieiieieie e 17

3.3 SCREENING DO CRESCIMENTO ... .utitieitiiaieesieeesteesseeestesssneasseessnesssessnseassesssneessenns 18
3.4 ENSAIOS DE BIORREMEDIAGAOQ ......oeviviiirierisiesieseesessessesassessessassssessessssessessasessens 18
3.4.1 Imobilizacdo de CElUlas...........ccceeveiieii e 18
3.4.2 Desmobilizacdo das CEIUIAS ...........cccuevveeiieie e 19
3.4.3 Desenvolvimento das CUltUras .........cccocveeiieieiieniesc e 20

3.5 QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS ....cvviveieriiierieieresiesierenens 22
351 EXITAGAD ....viiuieiiieieete ettt bbb 22



3.5.2  QUANTITICAGAD ... .cveeeeiiieieeie sttt 22

3.6 AVALIAGAO DA TOXICIDADE FINAL DOS EFLUENTES.....ccccvieieirierieisresieiereneans 23
3.7 OTIMIZAGCAO DO PROCESSO .....ccciiiieiiiieeitieeeitieessieeesstaeesnsaeesseeesseessnsneesneeesnnneans 25
3.8 TRATAMENTO DE DADOS.....ccouiiiiiiiiiiiii ettt 26

4  RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccomeieieeiieeeseiesseesissssesessesessessessesessesensenns 27
4.1 SCREENING DO CRESCIMENTO DAS MICROALGAS .......ceivetirieierisiesieiasessesieeasannes 28
4.2 ENSAIOS DE BIORREMEDIAGAOD .....cuviuiiiieiisiesieieiesie et sesteseessse e seesessesnes 30
4.2.1 Culturas batCh - TréS fases .....c.cccvireiieiiiieseereee e 30
4.2.2 Culturas batCh - DUAS TASES ......cceeiiiieiieieciie e 42

4.3 AVALIAGCAO DA TOXICIDADE FINAL DOS EFLUENTES......ccccoiveieririeieesiesieennennes 53
4.3.1 ENSaios de GErMINAGAD ........cceevveeieirieirieiestee e e e seesre e seeste e snee e eee e 53
4.3.2 ENSaios de CreSCIMENTO.......eiieiieieiierie e siee e e ie e 59

4.4 OTIMIZAGAO DO PROCESSO .....uuiiiiiieiiieeeiiieessteeessteeessteeesteeesnneessnseessnsaessnseeesnneas 62
4.4.1 Tratamento do Efluente sem Conservagao .........cccccccevvveiveeiiiesiiesiinesineane, 62
4.4.2  Otimizagdo dO BIOITEALOr ........c.ccveveiieiiieie e 65

5 CONSIDERAQOES FINAIS ... 68
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 72

VI



INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1 - Producéo de azeite em Portugal (2003-2014). Adaptado de INE (2014).... 6

Figura 2.2 - Diagrama do processo dos sistemas de extracdo continuo de trés e duas

fases. Adaptado de AIreS (2007)....c.eeiiieiieiie et 8
Figura 3.1 - Procedimento experimental geral adotado neste trabalho. ....................... 14
Figura 3.2 - Aspeto das culturas de C. vulgaris em meio solido............ccccoveveevieinennnn 16
Figura 3.3 - Culturas de C. vulgaris em meio liquido. ...........cccevrenniienncicneeee, 17

Figura 3.4 - Camara de Neubauer e detalhe do quadrante considerado nas contagens. 17
Figura 3.5 - Imobilizacéo das células: (A) Processo de imobilizacao; (B) Células
imobilizadas de C. VUIQANIS. .......ccviiiie et 19
Figura 3.6 - Exemplos de ensaios de biorremediacédo: (A) Culturas em batch 3 fases;
(B) Culturas em DatCh 2 FaSES.........coiiiiiiiiieiee e 20
Figura 3.7 - Metodologia implementada nos ensaios de biorremediacao. .................... 21
Figura 3.8 - Sementes de Lactuca sativa utilizadas nos ensaios de fitotoxicidade. ...... 24
Figura 3.9 - Cuvetes agricolas com Lactuca sativa ap6s a sua transplantacéo. ............ 25
Figura 3.10 - Vertentes de otimizacao do processo de biotratamento, com agua ruca de
A i LTRSS 26
Figura 4.1 - Screening do crescimento da C. vulgaris em agua ruca de 2 fases, ao fim
de 14 dias: (A) Placa do controlo e placa do ensaio com dilui¢do de 30%; (B) Placa
do controlo e placa do ensaio com diluiGdo de 40%..........ccccvvvveviienencneiineene 29
Figura 4.2 - Perda de compostos fendlicos, em culturas de biorremediacdo ao longo de
19 dias, PLI (%), SErie 2, 3 faSeS. ...ccviiveiieiecc et 33
Figura 4.3 - Perda de compostos fendlicos ao longo de 19 dias, PLI (%), série 2, 2°
(o] T [0 TG £ 1S 34
Figura 4.4 - Perda de compostos fendlicos ao longo de 18 dias, PLI (%), série 3, 3
FBSES. ettt b bt nee e 36
Figura 4.5 - Perda de compostos fendlicos PLI (%), série 4, 3 fases: (A) Ensaio de
biorremediacdo sem adaptacdo; (B) Ensaio de biorremediacdo com adaptacdo. ... 38
Figura 4.6 - Coloracdo das amostras de agua ruga, 1° ciclo sem adaptacdo, série 4, 3

fases: (A) amostra inicial do efluente; (B) amostra final do efluente..................... 42

VI



Figura 4.7 - Perda liquida de compostos fendlicos ao longo de 18 dias, PLI (%), série 1,
2 BB, ettt et b e bbb 44
Figura 4.8 - Desempenho C. vulgaris na remogéo de fendis, 50% e 60%, 2 fases:....... 48
Figura 4.9 - Remocdo de fendis nas culturas de biorremediagdo 50% e 60% 2 fases: (A)
Comparacdo PLI (%) & PLI Lig.(%); (B) Compara¢do YE (%) & YE Liq.(%). .. 48
Figura 4.10 - Coloracdo das amostras de dgua ruca, 1°ciclo, série 3, 2 fases: (A)
amostra inicial do efluente; (B) amostra final do efluente. ...........cccccoeeveiveinennne. 53
Figura 4.11 - Resultados dos testes de germinagdo com os efluentes finais a 20% de
agua ruca, 3 fases, serie 4: (A): Biotratamento sem adaptacdo; (B): Biotratamento
(010 A 0= 1o =T - o= o USSR 55
Figura 4.12 - Aspeto do desenvolvimento final da L. sativa ao fim de 24 dias de ensaio,
20% de agua ruca, 3 fases: (A) Biotratamento sem adaptacdo; (B) Controlo
NEOALIVO. ...ttt b bbbttt 60
Figura 4.13 - Aspeto do desenvolvimento final da L. sativa ao fim de 24 dias de ensaio,
35% de agua ruca, 2 fases: (A) Biotratamento de 1°ciclo; (B) Biotratamento de
A o [ [ TSRS 61
Figura 4.14 - Aspeto do desenvolvimento final da L. sativa ao fim de 24 dias de ensaio,
50% de &gua ruca, 2 fases: (A) Biotratamento; (B) Controlo negativo.................. 61
Figura 4.15 - Aspeto do desenvolvimento final da L. sativa ao fim de 24 dias de ensaio,
60% de agua ruca, 2 fases: (A) Biotratamento; (B) Controlo negativo.................. 62
Figura 4.16 - Otimizacéo do processo - aspeto das culturas com efluente sem
CONSErvVagan a 5090, 2 TASES. ....cviiiiiie e s 63
Figura 4.17 - Otimizacgdo do processo - aspeto dos fotobiorreatores do tipo coluna de
DOINAS, 2 TASES 8 500, ......eeuierieieiesie e 65



INDICE DE TABELAS

Tabela 2.1 - Caracteristicas fisico-quimicas das dguas rucas de lagares continuos de trés
fases. Adaptado de Ferraz (2012). .....ccooeeeiieieiieseeie e 9
Tabela 4.1 - Perfil de crescimento da C. vulgaris obtido no screening inicial, na presenca
de diferentes diluicBes de aguas rucas de 2 fases. .......ccccceeveevvivevi v e 29

Tabela 4.2 - Caracteristicas iniciais e finais das culturas, pré-ensaio, 3 fases. (A e B

(0 [F o] 1o Lo [0 OSSPSR 30
Tabela 4.3 - Variagdo dos valores de pH ao longo do tempo de fermentacéo, série 2, 3
L2 LTSRS 31

Tabela 4.4 - Teor de compostos fendlicos totais ao longo de 19 dias (ug.mL™Y), série 2, 3
L2 LSS 32
Tabela 4.5 - Desempenho da C. vulgaris através da analise comparativa entre 0 1° e 2°
CICIO, SEIIE 2, 3 TASES. .iviiiiitiiieiee ettt 34

Tabela 4.6 - Variacao dos valores de pH ao longo do tempo de fermentacéo, série 3, 3

L2 ST SR 35
Tabela 4.7 - Teor de compostos fendlicos ao longo de 18 dias (ug.mL™), série 3, 3 fases.
................................................................................................................................ 35
Tabela 4.8 - Variacao dos valores de pH ao longo do tempo de fermentacéo, série 4, 3
L2 ST USSR 37
Tabela 4.9 - Teor de compostos fendlicos ao longo do ensaio (ug.mL™), série 4, 3 fases.
................................................................................................................................ 37
Tabela 4.10 - Tabela resumo dos ensaios de biorremediagcdo com agua ruca de 3 fases.
................................................................................................................................ 39
Tabela 4.11 - Perfil fendlico e respetiva variacdo ap6s biotratamento durante 13 dias, 3
fases @ 2090 dIUIGAD. .........cceiviiiiiiie e 41
Tabela 4.12 - Variacdo dos valores de pH ao longo do tempo de fermentacéo, série 1, 2
GBS, ettt ettt bbb nes 43
Tabela 4.13 - Teor de compostos fendlicos ao longo de 18 dias (ug.mL™), série 1, 2 fases.
................................................................................................................................ 44

Tabela 4.14 - Variacdo dos valores de pH ao longo do tempo de fermentacéo, série 2, 2
LS TSP PSR PP 45



Tabela 4.15 - Teor de compostos fendlicos ao longo de 14 dias (ug.mL™), série 2, 2 fases.

Tabela 4.16 - Comparagéo entre 0 ensaio de 1° ciclo e 2° ciclo a 35%, 2 fases............ 46
Tabela 4.17 - Variacdo dos valores de pH ao longo do tempo de fermentacéo, série 3, 2
LT TSSOSO 47

Tabela 4.18 - Teor de compostos fendlicos ao longo de 8 dias (ug.mL™), série 3, 2 fases.

Tabela 4.19 - Tratamento bioldgico de &guas rucas com diferentes tipos de
microrganismos. Adaptado de Farshad (2012)........ccccceveniiiiiinienienie e 50

Tabela 4.20 - Tabela resumo dos ensaios de biorremediagdo com agua ruca de 2 fases.

Tabela 4.21 - Resultados da germinacdo das sementes de Lactuca sativa com efluentes
finais a 20% de 4gua ruga, 3 TaSES. ....coviiiireiee e 54
Tabela 4.22 - Crescimento médio (cm) da radicula e caule durante a germinacdo com
efluentes finais a 20% de 4gua ruga, 3 faSeS........cccvvvevveirerieie e 55
Tabela 4.23 - Resultados da germinacdo das sementes de Lactuca sativa com efluentes
finais de 35% de 4gua ruga, 2 faSES. ......ccoereirireee e 56
Tabela 4.24 - Crescimento médio (cm) da radicula e caule durante a germinagdo com
efluentes finais a 35% de &gua ruga, 2 faseS........ccccvveveeiierieie e 57
Tabela 4.25 - Resultados da germinacdo das sementes de Lactuca sativa com efluentes
finais de 50% e 60% de 4gua ruGa, 2 faSeS. ........ccereireriereneneneese e 58
Tabela 4.26 - Crescimento médio (cm) da radicula e caule durante a germinagdo com
efluentes finais a 50% e 60% de dgua ruca, 2 fasesS. .......cccevervreneneviesceesenes 59
Tabela 4.27 - Analise comparativa do efeito do biotratamento da C. vulgaris nos efluentes
de agua ruca, 2 fases, na germinacgao de L. Sativa. .......c.ccccvvveveviereicne e 59
Tabela 4.28 - Comparagéo entre as culturas de biorremediacdo de 50%, 2 fases. ........ 65
Tabela 4.29 - Comparagéo entre as culturas de biorremediagdo de 50% (série 3, 2 fases

e 50% otimizacdo com biorreator coluna de bolhas)..........cccccevvvievecieicince 66

Xl



1 Engquadramento e Objetivos




Nas ultimas décadas a producdo mundial de azeite sofreu um elevado crescimento
associado a mudanca dos habitos alimentar da populacéo, pois 0 consumo desta gordura
vegetal traduz-se em beneficios para a saide humana. No entanto, a industria da extracdo
de azeite gera uma elevada quantidade de subprodutos que tém originado graves
problemas ambientais, nomeadamente as aguas rucas.

As aguas rucas para além de se tratarem do principal subproduto da agroindustria
da extracdo do azeite, at¢é ao momento ndo possuem uma solucdo de tratamento
economicamente viavel. Os problemas ambientais deste efluente estdo relacionados com
o0 elevado teor poluente e com a producdo em grandes quantidades num periodo muito
restrito. Estas aguas sdo caraterizadas pelo pH acido e pela elevada carga organica,
nomeadamente compostos fendlicos que apresentam capacidades fitotoxicas e
antimicrobianas, capazes de inibir a germinacgéo, pelo que a sua eliminagéo direta pode
poluir ambientes terrestres e aquaticos.

Em Portugal o setor oleicola assume uma importancia significativa e a utilizacdo
de aguas rucas para a rega de terrenos agricolas esta estritamente condicionada, existindo
vérias limitacbes e proibicdes no seu uso. A comunidade cientifica tem vindo a
desenvolver estudos sobre os varios tratamentos, onde o objetivo é encontrar uma solugdo
de tratamento eficiente e economicamente viavel de forma de resolver este problema
ambiental.

Este trabalho surge na sequéncia da linha de investigagcdo desenvolvida na Escola
Agréria de Braganca, na qual se avalia o potencial das microalgas na diminuigdo de
compostos fendlicos e aumento do pH, nas &guas rucgas. Assim, neste trabalho testou-se
o efeito da Chlorella vulgaris imobilizada na biorremediacdo de aguas rucas de duas e
trés fases. Uma vez que a linha de investigacdo se prende com a diminuicdo da
fitotoxicidade, foram avaliadas as respostas na germinacdo e crescimento da Lactuca
sativa (alface) em condicGes controladas e em estufa, respetivamente, bem como foram
testadas varias solu¢des de modo a rentabilizar o processo de biorremediacéo.

Para que fosse possivel atingir este objetivo, a presente investigacao integrou as

seguintes etapas:

I. Recolha das &guas rucas resultantes da campanha 2013/2014, cedidas por

olivicultores do nordeste transmontano;



Il. Realizacdo do screening de crescimento da C. vulgaris em meio sélido, para testar
diferentes concentracfes de &gua ruca, de modo a rentabilizar o processo de
biorremediacdo com a microalga;

I1l. Realizagdo dos ensaios de biorremediagdo, em culturas batch (com base nos
resultados obtidos no screening, com a finalidade de avaliar a capacidade de remogéo
dos compostos fenolicos e aumento de pH, utilizando células imobilizadas de C.
vulgaris;

IV. Avaliacdo da fitotoxicidade do efluente apés o biotratamento em ensaios de
germinacdo e crescimento inicial da Lactuca sativa (alface), em condigdes
controladas;

V. Analise do crescimento da L. sativa, em estufa, recorrendo a rega com os efluentes
apos o biotratamento.

VI. Otimizagdo do processo de biorremediacédo, testando diferentes concentragdes de

indculo, reutilizacdo da biomassa, tratamentos sucessivos e tipo de reator.

A presente dissertacdo é constituida por cinco capitulos: O primeiro capitulo
corresponde ao enquadramento onde € apresentada a probleméatica do estudo, os
principais objetivos e a descricdo geral da organizacdo da tese escrita. No segundo
capitulo apresenta-se uma breve revisao bibliografica, no qual se aborda a caracterizacdo
do setor oleicola no Mundo e em Portugal, os sistemas de extracdo usados na producéo
de azeite, os impactos causados pelos efluentes gerados, bem como uma breve descrigéo
dos processos de tratamento aplicados a este tipo de efluentes. No terceiro capitulo
apresentam-se as metodologias utilizadas para a manutencdo dos stocks e
desenvolvimento das culturas de microalgas, do screening do crescimento, da preparacdo
dos ensaios de biorremediacdo, da quantificacdo dos compostos fendlicos, da avaliacdo
da fitotoxicidade e otimizacdo do processo. No quarto capitulo sdo apresentados 0s
resultados obtidos e realizada uma discussdo dos mesmos, comparando nomeadamente
os resultados obtidos com os de outros autores. No Ultimo capitulo sdo feitas as
consideracdes finais, realcando os pontos mais relevantes deste estudo e propostas
sugestdes para trabalhos de investigacdo a realizar no futuro. Finalmente apresenta-se a

listagem da bibliografia utilizada para a realizacdo deste trabalho.
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2.1 Caracterizacao da producao de azeite no Mundo

O cultivo da oliveira (Olea europaea L.) é dos mais antigos do mundo. Estima-se
que este tenha surgido ha 6000 anos na bacia do Mediterraneo, tendo-se difundido pelo
norte de Africa, Peninsula Ibérica e sul da Europa (Bacelar, 2006; Luchetti, 2002).

O fruto da oliveira é a azeitona, este fruto é composto maioritariamente por agua,
acucar, lipidos, proteinas, acidos organicos, acidos gordos, entre outros. Sendo que 0 seu
elevado teor em lipidos permite rendimentos em azeite de 14 a 28% do seu peso
(Monteiro, 1999).

A producdo de azeite a nivel mundial esta limitada por questdes edafo-climaticas,
pois a oliveira tem como habitat preferencial regides com clima de tipo mediterraneo,
caracterizado por verdes quentes e secos (Marinho, 2009). A producdo de azeite
concentra-se essencialmente na regido da Bacia Mediterrancia, representando 95% da
superficie oleicola. Contudo nos Gltimos 500 anos a producéo estendeu-se a outras regides
com clima Mediterraneo, como América do Norte e Sul, Africa do Sul, Australia, China
e Japdo (Monteiro, 1999; Connor, 2005).

Os paises da Unido Europeia sdo os maiores produtores de azeite, segundo
estimativas da campanha de 2013/2014 séo reponsaveis por 76% da producdo mundial,
num total de 3.104.000 toneladas de azeite. O maior produtor mundial na campanha de
2013/2014 foi a Espanha com 57,02%, seguido da Italia com 11,28%, Grécia 4,35% e por
fim Portugal com 2,90% (10C, 2014).

2.1.1 Caracterizacdo da producao de azeite em Portugal

O facto de Portugal se encontrar entre os principais produtores mundiais de azeite,
origina ndo s6 um desenvolvimento a nivel econémico, como também a nivel social nas
regides produtoras, pois 0s olivais sd0 uma mais-valia patrimonial, paisagistica e cultural
(Marinho, 2009).

O olival portugués destina-se essencialmente a producao de azeite, de acordo com
dados da campanha de 2013/2014, cerca de 98,9% da producao de azeitona destinou-se a
producéo de azeite e apenas 1,1% deriva para a producdo de azeitona de mesa (INE,
2014). De acordo com dados preliminares da Ultima campanha, a producdo de azeitona
registou um recorde 627 mil toneladas, tendo a producdo de azeite superado as 85 mil

toneladas.



A cultura do olival encontra-se distribuida por todas as RegiGes Agrérias do
Continente, com a regido de Entre Douro e Minho apresentando a menor producdo, e em
contrapartida o Alentejo com maior producdo, respetivamente 0,46% e 66,84% (INE,
2014).
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Figura 2.1 - Producéo de azeite em Portugal (2003-2014). Adaptado de INE (2014).

Segundo o INE (2014), estima-se que os lagares portugueses tenham atingido a
producdo de 81,3 milhdes de toneladas de azeite (Figura 2.1), na campanha de 2013/2014,
0 que resulta num incremento na producdo de azeite de 50% em relacdo a campanha
anterior. Este aumento resulta das condi¢6es meteoroldgicas favoraveis e da producgdo

intensiva de novos olivais.

2.2 Sistemas de extracdo de azeite

Atualmente existem quatro tipos de lagares sendo eles: descontinuos (tradicional
de prensas), continuos de trés fases, continuos de duas fases e lagares mistos, sendo que
0 processo de laboracdo sé difere na etapa de separacdo das fases (Peres, 2001). Tendo
em conta os efluentes tratados neste trabalho, apenas serdo detalhados os sistemas de
extracdo continuos.

A maior parte dos produtores de azeite dos paises mediterraneos utilizam o
sistema de centrifugacdo continua, cerca de 90% na Grécia, Itilia e Espanha (Marinho,
2009). Em Portugal predominam os sistemas continuos de duas fases, com cerca de
40,28%, tendo estes mais relevo nas regides de Tras-os-Montes e Alentejo com 13,89%
e 12,30% respetivamente. Os lagares tradicionais de prensas representam 37,90% dos
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sistemas de extracdo, tendo mais relevancia na Beira Interior, por sua vez os lagares
continuos de trés fases representam 21,83% com mais importancia na Beira Litoral (INE,
2014).

Em todos os processos de extracdo a fase inicial € comum, a azeitona ao chegar
ao lagar é submetida a uma operacéo de limpeza e lavagem de modo a remover objetos
grosseiros e terra (Garcia, 2004). Sendo de seguida preparada uma massa de azeitona,

onde os frutos sdo dilacerados e reduzidos a pasta.

2.2.1  Lagares continuos de trés fases

Os lagares continuos de trés fases surgiram no final dos anos 60 e tinham como
objetivo substituir os lagares tradicionais (Aires, 2007). Neste sistema s&o produzidos trés
fracBes, sendo eles: o azeite, 0 bagaco (massa com pouca dgua com residuos de polpa e
caroco de azeitona) e a agua ruca (Marinho, 2009), conforme esquema da figura 2.2

Neste sistema de trés fases, a extracdo do azeite ocorre por forca centrifuga que
acentua a diferenca entre 0s pesos especificos resultantes da separacdo da fase sélida da
liquida, sendo a separacao facilitada com a adigdo de agua quente. Com uma tonelada de
azeitona laborada obtém-se aproximadamente um volume de &gua ruca de 1 a 1,2 m®
(Aires, 2007). Este tipo de lagar apresenta vantagens comparativamente com o sistema
de prensas tais como: possibilidade de automatizagdo, ocupa menos superficie e necessita
de menos méao-de-obra, por fim possui elevada capacidade de laboragdo. Em
contrapartida apresentam maior custo de investimento que o lagar tradicional, maior
consumo de &gua, maior producdo de agua ruca e consequente maior perigo de
contaminacdo ambiental (Di Giovacchino, 1991; Leone, 1993; Civantos, 1999;
Niaounakis e Halvadakis, 2006).

2.2.2  Lagares continuos de duas fases

Com o intuito de reduzir a producdo de agua ruca e por conseguinte reduzir o
impacto ambiental por elas provocado, na década de 90 foi desenvolvido um novo sistema
de extracdo por centrifugacdo, denominado por lagar de duas fases (Borja et al., 2002;
Fernandez-Bolafios et al., 2002; Albuquerque et al., 2004; Giannoutsou et al., 2004;
Pelillo et.al., 2006).

Nos lagares de duas fases, 0 processo de extracdo é semelhante ao processo de
extracdo de trés fases, no entanto ndo apresenta necessidade de acrescentar dgua ao

processo reduzindo a geracao de aguas residuais até 80%. Neste sistema sdo obtidos dois
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produtos, o azeite e 0 bagago (formado por cascas, carogos e polpa da azeitona) com agua
da constituicdo da azeitona (agua ruca), sendo designado habitualmente em Portugal por
bagago humido (Aires, 2007), conforme esquema da figura 2.2. O baga¢o himido possui
um elevado teor de humidade na ordem dos 55 a 70% (Di Giovacchino, 1998). Por cada
tonelada de azeitona laborada s&o produzidos 0,12 m? de &gua ruca (Aires, 2007). Este
processo apresenta vantagens como a diminuicdo das aguas rucas produzidas visto que o
consumo de agua é reduzido, assim como um menor consumo de energia (Albuquerque
et al., 2004; Borja et al., 2006; Giannoutsou et al., 2004). A maior desvantagem deste
processo esta associada ao tratamento do bagaco humido ser pouco rentavel, devido a
grande quantidade de agua na sua constituicdo. A pouca rentabilidade do bagaco humido
esta relacionada com o transporte desde os lagares até as refinarias, assim como o seu
armazenamento deve ser realizado em grandes bacias por longos periodos de tempo (Balis
etal., 1996; Arjona et al., 1999).

Azeitona (1000 kg)

Sistemas Continuos de 3 fases Sistemas Continuos de 2 fases

[ Agua ) [ Mosto oleoso ] [ Bagaco ] Bagaco Humido Mosto oleoso
ruga ] | (Azeite + Agua) ] | (500-600 kg) (800-950 kg) (Azeite + Agua)
Centrifugagéo Centrifugagéo
Vertical Vertical
| |
| | | |
Agua Ruca Azeite Agua Ruca Azeite
(1-1,2 m3) (200 kg) (0,12 md) (200 kg)

Figura 2.2 - Diagrama do processo dos sistemas de extragdo continuo de trés e duas fases. Adaptado de
Aires (2007).
Para além dos sistemas continuos de duas fases existem o0s sistemas mistos. Estes
sistemas relnem as vantagens dos sistemas continuos, jA que se torna necessario

acrescentar uma quantidade de 4agua inferior (0-30L/100 kg de azeitona)



comparativamente com os lagares de trés fases. No final do processo obtém-se trés fluxos,
ou seja, 0 azeite, o bagaco com 50 a 60% de humidade e agua ruca (5-30L) (Di
Giovacchino et al., 2002).

2.3 Aguas rucas

A &gua ruca é um efluente agroindustrial resultante do processo de extracdo do
azeite. Este efluente apresenta uma coloracdo (cor vermelha, escura ou preta) muito
caracteristica que se deve essencialmente a presenca de compostos fendlicos poliméricos
(Tsioulpas et al.,2002).

A composic¢do qualitativa e quantitativa das &guas rucas € muito variavel, variando
de acordo com a composicdo da agua da vegetacdo, do processo de extracdo do azeite,
das condic¢bes edafo-climaticas, da variedade da cultivar de azeitona utilizada, do grau de
maturacdo do fruto, da duracdo e caracteristicas do armazenamento (Cabrera, 1995;
Marinho, 2009).

A nivel mundial a producdo de agua ruca encontra-se concentrada na regido do
Mediterraneo, estimando-se que a sua producdo seja superior a 30 milhdes de metros
cubicos anuais (Jaouani et al., 2003; D’ Annibale et al., 2006; De Marco et al., 2007).

Os lagares continuos de trés fases apresentam como subprodutos o bagaco e um
efluente liquido com elevada carga organica, que € obtido por separagdo do azeite através
de centrifugacdo (Marinho, 2009).

O efluente recém-produzido é caracterizado pela sua cor acastanhada e pelo seu
odor semelhante ao do azeite, no entanto com o armazenamento este fermenta e liberta
um odor desagradavel e a sua incorporacdo direta no ambiente acarreta elevados riscos

ambientais devido a sua elevada carga poluente (Cabrera, 1995).

Tabela 2.1 - Caracteristicas fisico-quimicas das aguas rucas de lagares continuos de trés fases. Adaptado
de Ferraz (2012).

Parametros
oH Lipidos Polifendis Acucares Referéncias
QL (@@L (gL
51 9,8 6,2 - Andreozzi et al.,1998
5,17 3,1 1,6 8,79 Paredes et al., 1999

53 7 41 4.3 El-Abbassi et al., 2011



De acordo com Asses et al. (2009), a agua ruca de trés fases € constituida
essencialmente por dgua (83-96%), matéria organica (3,5-15%) e por fim sais minerais
(0,5-2%). Este efluente contém elevadas quantidades de lipidos, aclcares (Tabela 2.1) e
compostos com propriedades fitotoxicas e antimicrobianas, como 0S compostos
fendlicos, que inibem a germinacdo e o crescimento de plantas (Capasso et al., 1995;
Paixdo et al., 1999; Casa et al., 2003).

As aguas rugas resultantes do processo misto de lagares continuos de duas e trés
fases apresentam menor carga organica, traduzindo-se num efluente com menor teor de
compostos fendlicos. No que respeita aos compostos organicos, 0s mais abundantes sao
0s acucares (3%), acidos gordos volateis (1%), polialcoois (0,2%), proteinas (1,05%),

polifendis (0,2%), entre outros (Borja et al., 2002).

2.3.1  Compostos fendlicos presentes nas dguas rucas

Os compostos fenodlicos estdo presentes nos carocos e na polpa da azeitona, a
quantidade destes nas aguas rucas depende do cultivo e maturagdo do fruto, condi¢des
climéticas, tempo de armazenamento e processo de extracdo (Allouche et al., 2004; Roig
et al., 2006; Kallel et al., 2009). Posto isto, a concentracdo de fenois nas 4guas rucas pode
variar entre 0,5 e 249.L™! (Borja-Padilha et al., 1990).

Segundo Niaounakis e Halvadakis (2006) e Aires (2007) os compostos fenolicos
presentes nas aguas rucas possuem um elevado poder antioxidante, sendo 0s mais
abundantes o hidroxitirosol, tirosol e p-cumarico, entre outros como o acido cafeico.

De acordo com a literatura, a fracdo fendlica divide-se em compostos fendlicos
monoméricos, compostos de baixo peso molecular, e em compostos fenolicos poliméricos
designados vulgarmente por compostos de elevado peso molecular. De acordo com
Ramos-Cormenzana et al. (1996), Sayadi et al. (2000), Casa et al. (2003), Sampedro et
al. (2004) e Ergul et al. (2009), aos compostos fenolicos de baixo peso molecular é
atribuida a atividade fitotoxica e antimicrobiana, no entanto estes compostos sao
considerados como biodegradaveis (Assas et al., 2000). Por sua vez, 0os compostos de
elevado peso molecular sdo responsaveis pela coloracdo escura do efluente (Tsioulpas et
al., 2002), tém um carater mais recalcitrante e sdo mais dificeis de degradar, apesar de

apresentarem menor toxicidade (Assas et al., 2000).
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2.4 Impacte ambiental das aguas rucas

A sazonalidade da producdo de azeite e a dispersdo geografica dos lagares
associadas a composicéo das aguas rucas, contribuem para a natureza recalcitrante deste
efluente (Oliveira, 2013). De acordo com Rozzi et al. (1996), apesar das aguas rucas
resultarem do processamento da azeitona e 0s seus constituintes serem biodegradaveis,
0s compostos fendlicos e lipidos presentes decompdem-se muito mais lentamente que 0s
restantes constituintes do fruto.

A descarga de aguas rucas em cursos de dguas provoca a alteracdo da cor destes
devido a presenca de compostos fenolicos (Kapellakis et al., 2008), estes compostos tém
a capacidade de causar intoxicacdo em algumas espécies aquaticas. Podendo resultar em
fendmenos de eutrofizacdo dos sistemas aquaticos, como o desenvolvimento excessivo
de algas devido a elevada concentracdo de nutrientes (fésforo e potassio), assim como a
libertacdo de odores desagradaveis e emissdo de gases com efeito estufa, metano e acido
sulfidrico (Kapellakis et al., 2008;Sampaio, 2011). Por sua vez, a aplicacdo descontrolada
de agua ruca nos solos torna-os inférteis, interferindo com a atividade dos
microrganismos, causando desequilibrios nas trocas gasosas e na humidade do solo,

reduzindo a fertilidade (Niaounakis e Halvadakis, 2006).

2.5 Processos de tratamento das aguas rucas

Tendo em conta os problemas ambientais apresentados pelas aguas rucas, o
tratamento destes efluentes tem sido estudado intensamente nos ultimos 50 anos
(Sampaio, 2011), contudo a escala industrial ainda ndo foi encontrada uma solucédo de
tratamento eficiente e economicamente viadvel, jA que sdo produzidos em elevadas
quantidades num periodo de tempo muito restrito, sendo caracterizados pelo seu elevado
teor de compostos fenolicos e acidos gordos (Marinho, 2009).

Os processos de tratamento das aguas rucas dividem-se em quatro metodos de
tratamento, sendo eles: processos fisicos, processos térmicos, processos fisico-quimicos
e processos bioldgicos. Apesar do elevado nimero de estudos focalizados em métodos de
tratamento fisico-quimicos e bioldgicos (Khoufi et al., 2007), na maioria ndo existe
registo de ensaios para determinar a toxicidade das aguas rucas antes e ap6s o tratamento,

designados por ensaios ecotoxicoldgicos (Justino et al., 2012).
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Na Europa a utilizacdo de lagoas de evaporacéo (processos térmicos) e a descarga
direta nos solos e em cursos de agua sdo técnicas bastante utilizadas, contudo a
evaporacdo em lagoas ndo reduz nem a carga organica, nem a toxicidade do efluente,
podendo mesmo originar odores, a emissdo de gases com efeito estufa, a proliferacéo de
insetos e a producéo de grandes quantidades de lamas (McNamara et al., 2008; Khoufi et
al., 2009). Em Portugal, como em outros paises da bacia Mediterranea é muito utilizada
a aplicacdo direta do efluente no solo ap0s a correcao prévia do pH, esta pratica tem como
vantagem a utilizacdo deste recurso para rega de culturas arboreas ou arbustivas de forma
a economizar agua potavel. Contudo a sua aplicacdo no solo deve ser efetuada entre 0s
meses de Marco e Novembro, ndo excedendo anualmente os 80m®/ha (Pinto, 2003).

Os processos fisico-quimicos estdo relacionados com a adicdo de substancias
quimicas, que em conjunto com 0s processos fisicos originam a coagulacao, precipitagdo
ou destruicdo da matéria organica (Azbar et al., 2004; Roig et al., 2006). Este tipo de
processos na generalidade sdo muito dispendiosos e néo resolvem o problema ambiental
causado pelo efluente, visto que sdo produzidas lamas que necessitam de tratamento
(Paredes et al., 2002).

Os processos bioldgicos sdo considerados os mais vantajosos a nivel ambiental e
com maior viabilidade econémica (Mantzavinos e Kalogerakis, 2005). Os tratamentos
aerobios utilizam microrganismos e sdo aplicados em efluentes com baixa carga organica
e/ou concentracdo de nutrientes, requerendo elevados consumos energéticos. Os
tratamentos anaerdbios sdo utilizados em efluentes com elevada carga organica
(Niaounakis e Halvadakis, 2004), este apresenta maior rentabilidade pois produz menor
quantidade de lamas, apresenta uma reducdo consideravel da carga orgéanica e por fim
atendendo a sazonalidade da atividade oleicola este processo pode ser reativado apds o

periodo de pausa entre as campanhas (Mantzavinos e Kalogerakis, 2005).
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3 Material e Métodos
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O trabalho experimental foi dividido em varias etapas que de um modo geral
podem ser descritas como: (i) recolha e conservacdo dos efluentes de aguas rucas; (ii)
screening do efeito de diferentes concentracBes de &gua ruca no crescimento das
microalgas — utilizando culturas em meio sélido; (iii) em funcdo dos resultados anteriores
procederam-se aos ensaios de biorremediacdo — utilizando culturas batch; (iv)
quantificacdo dos compostos fenolicos durante o processo de biorremediacdo; (v)
avaliacdo da eficacia do processo de biorremediacdo; (vi) e por fim a otimizagdo do

processo. O esquema de trabalho adotado encontra-se esquematizado na figura 3.1.

Recolha e . . Quantificacdo L L
3 Screening Ensaios de d Avaliacédo Otimizacéo
conservagéo . . L 0s
das & |:> em meio |:> biorremediacéo |:> . |:> da |:> do
as aguas . compostos .
solido em batch . toxicidade processo
rugas fenolicos

Figura 3.1 - Procedimento experimental geral adotado neste trabalho.

3.1 Amostragem das Aguas Rucas

As amostras de aguas rucas utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas
por olivicultores do nordeste transmontano. A amostragem foi efetuada durante janeiro
de 2014, préximo do final da campanha da azeitona. Foram obtidas aguas rucas de lagares
continuos de trés fases e de misto de trés e duas fases (referido no ambito deste trabalho
como de duas fases), tendo sido as primeiras recolhidas no final do processo e as segundas
a saida da centrifuga.

A preparacdo das amostras teve como objetivo evitar a degradacdo natural dos
compostos fendlicos das &guas rucas. No laboratorio as amostras foram filtradas para
remover possiveis particulas em suspensdo e acidificadas até pH 2 (HANNA Instruments
HI1 8417) usando acido cloridrico. Apo6s a acidificacdo as amostras foram distribuidas por
garrafas de plastico de 0,5L e congeladas. De referir que o pH foi reposto antes da
utilizacdo do efluente nos ensaios em batch, utilizando uma solucdo de hidroxido de

sodio.

14



3.2 Microalga Selecionada

Para o presente estudo foi escolhida a estirpe Chlorella vulgaris (CBSC 15-2075),
esta microalga foi gentilmente cedida pela Escola Superior de Biotecnologia da
Universidade Catolica do Porto. A escolha desta microalga para este trabalho, tratamento
de &guas rucas, justifica-se por se tratar de uma espécie amplamente estudada, existindo
na literatura muitos estudos referentes as condicdes de cultivo de forma a maximizar a
producdo de biomassa, assim como estudos com processos de tratamento de outros

efluentes.

3.2.1  Chorella vulgaris

A espécie Chlorella vulgaris pertence a classe das Trebouxiophyceae, ordem
Chlorellales, familia Chlorellaceae e ao género Chlorella (AlgaeBase, 1996). A C.
vulgaris € uma alga unicelular de 4gua doce e as suas células possuem didametros entre 0s
5 e 6 um. Esta microalga pode acumular pigmentos como clorofila a e b, 3-caroteno e
xantofilas. A sua principal forma de reserva é o amido, mas possui um elevado potencial
de producao de lipidos, chegando até 20% do seu peso seco. Esta microalga é altamente
adaptéavel as mais variadas condi¢cGes ambientais, multiplicando-se por divisdo binaria,

esporos assexuais e reproducdo sexual (Russo, 2011; Marinho et al., 2009).

3.2.2  Manutencéo das Culturas

A manutencdo das culturas de microalgas é de elevado interesse neste trabalho,
para tal as culturas sdo mantidas em meio solido e em meio liquido. De seguida ¢ feita a

descricdo detalhada destas formas de manutencéo.

3.2.2.1 Culturas em Meio Sélido

As culturas em meio sélido tém como objetivo a manutencéo de stocks viaveis de
culturas puras. Os meios séo previamente esterilizados em autoclave durante 20 minutos
a121°C (Uniclave 88) assim como todo o material utilizado. Estas culturas sao preparadas
em placas de Petri com agar solido (1%) em Bold’s Basal Medium (BB) e inoculadas C.
vulgaris em fase exponencial de crescimento. A inoculacao é feita com 160 L de cultura
e semeada com o espalhador devidamente esterilizado a chama. Por fim, as placas de Petri
sdo seladas com parafilme e colocadas em camara com condi¢cdes de humidade e
temperatura controladas (18+1°C), intensidade luminosa de 4500 lux (lampadas
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fluorescentes Grolux) e fotoperiodo de 12:12h (luz:escuro). Estas culturas sdo mantidas

através de repicagens periodicas, figura 3.2.

Figura 3.2 — Aspeto das culturas de C. vulgaris em meio sélido.

Para o desenvolvimento das culturas em maiores volumes, as culturas em meio
solido sdo repicadas mensalmente para tubos de ensaio rolhados, com cerca de 20 mL de
meio BB liquido, sempre em condic¢des axénicas. Estas culturas sdo mantidas nas mesmas
condi¢bes e agitadas manualmente uma vez por dia. As culturas em tubos séo
posteriormente transferidas para volumes maiores, quando a densidade celular aumenta,

sendo depois tratadas como no subcapitulo seguinte.

3.2.2.2 Culturas em Meio Liquido

As culturas em meio liquido tém como funcionalidade o desenvolvimento da
biomassa algal em fase exponencial. Estas culturas desenvolvem-se maioritariamente em
pequenos e médios volumes, figura 3.3.

A manutencdo das culturas em meio liquido é efetuada com meios de cultura
inteiramente sintéticos, meio Walne modificado ou meio BB, previamente esterilizados,
bem como todo o material utilizado. Estas culturas sdo desenvolvidas em balGes ou
Erlenmeyers de vidro DURAN de 50 a 2000 mL e mantidas em agitacdo. A agitacdo é
imprescindivel para a homogeneizacdo dos nutrientes e para evitar o depdsito da
biomassa, sendo realizada por aerificadores, do tipo bombas de aquério. O arejamento
inclui um sistema de filtracdo do ar que vai entrar em contato com as culturas, composto
por unidades de filtracdo estéreis de 22 um e com area de 50 mm (Millex™). Os baldes
e Erlenmeyers tém rolhas de borracha perfuradas onde sdo introduzidos dois tubos de
vidro de comprimentos diferentes. Um dos tubos néo entra em contacto com a cultura,
permitindo a saida do ar introduzido pelo segundo tubo do arejamento, este mergulhado
na cultura.
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Figura 3.3 - Culturas de C. vulgaris em meio liquido.

As culturas sdo mantidas numa sala com condic¢bes de humidade e temperatura
controladas (22+1°C), com iluminagdo artificial (lampadas fluorescentes Grolux),
intensidade luminosa de 4500 a 5000 lux, fotoperiodo de 16:8h (luz:escuro) e repicadas
quinzenalmente. Para a obtencdo de biomassa suficiente para este trabalho,
periodicamente (dependendo do desenvolvimento das culturas) era adicionado meio novo

até ao volume final de 2L.

3.2.3  Avaliacao do Crescimento

A densidade celular das culturas em meio liquido é acompanhada por contagens
do numero de células ao microscopio 6tico, utilizando um hemacitometro, camara de
Neubauer. Para a contagem de células foram considerados os cinco quadrados existentes
na diagonal do quadrado central (Figura 3.4) e tido em conta o volume para o célculo da

densidade celular. Os resultados vém expressos em nimero de células.mL™.

—

Figura 3.4 - Camara de Neubauer e detalhe do quadrante considerado nas contagens.
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3.3 Screening do Crescimento

O efeito das aguas rucas nas microalgas foi avaliado pela resposta do seu
crescimento na presenca de diferentes diluigdes, utilizando culturas em meio solido.
Neste screening inicial, as aguas rucas foram testadas em sete dilui¢des sucessivas (10-
70% v/v, em agua destilada), posteriormente preparadas em agar solido (1% m/v) e
distribuidas por placas de Petri, em condi¢des axénicas. Estes ensaios foram realizados
com os efluentes logo a chegada ao laboratério, portanto sem serem congelados. Por cada
set experimental, foram também preparadas placas de Petri para os controlos de
esterilizacdo (ndo sujeitas a inoculagéo) e para o controlo de crescimento placas de Petri
com meio BB.

De modo a normalizar os ensaios, todas as placas foram inoculadas com 80 uL de
cultura de C. vulgaris na fase exponencial de crescimento. Por fim, as placas de Petri
foram seladas com parafilme e incubadas na sala controlada com condigdes idénticas as
dos ensaios liquidos (22+1°C, intensidade luminosa de 4500 lux e fotoperiodo de 16:8h
luz:escuro). Os ensaios foram realizados em triplicado e a avaliacdo foi feita pela
observacdo do desenvolvimento das microalgas na presenca do efluente,

comparativamente ao controlo de crescimento ao 5°, 12° e 14° dia apés a inoculagao.

3.4 Ensaios de Biorremediacéo

A avaliacdo da remocéo dos compostos fenolicos das aguas rucas foi realizada em
culturas batch, utilizando células imobilizadas de Chlorella vulgaris. Estas culturas foram

desenvolvidas tendo em conta os resultados do screening prévio.

3.4.1 Imobilizacédo de Células

As células de C. vulgaris foram imobilizadas em alginato de sédio, a 1,5% (p/v),
sendo o método de imobilizacdo empregue sempre 0 mesmo. A cultura de microalgas a
imobilizar estava sempre na fase exponencial de crescimento e a biomassa concentrada
através de decantacdo, sendo sujeita a uma contagem de células e a uma medicédo do pH.

A solucéo de alginato de sodio foi preparada em agua destilada e esterilizada em
autoclave. Posteriormente foi adicionada cultura algal de forma a obter uma solugéo final
de alginato de sédio a 1,5 % (p/v). De modo a poder comparar as microalgas imobilizadas

de forma mais precisa, foi ainda efetuada uma contagem de células na solugéo final de
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alginato de sodio. A solucéo final de alginato de sodio foi colocada numa bureta e deixada
gotejar num gobelé com uma solucdo de cloreto de calcio a 2% (p/v), sob agitacao suave
com o auxilio de um magneto, para facilitar a formagéo das esferas (Figura 3.5). As

esferas permaneceram em solugdo durante 30 minutos até endurecerem por completo.

Figura 3.5 — Imobilizagdo das células: (A) Processo de imobilizacdo; (B) Células imobilizadas de C.
vulgaris.

No final as esferas foram lavadas abundantemente com agua destilada e colocadas
em meio BB durante a noite. Antes de iniciar os ensaios, as células imobilizadas foram
novamente lavadas com agua destilada. Para o controlo, foram preparadas esferas de
alginato de s6dio a mesma concentracdao, usando &gua destilada em substituicdo do

volume de microalgas.

3.4.2 Desmobilizacéo das Células

A desmobilizacdo das células de C. vulgaris foi efetuada na biomassa resultante
de alguns dos ensaios de biorremediacdo - caso do 1° ciclo do pré-ensaio, sendo
posteriormente utilizada essa biomassa para 2°ciclo da série 2. Para a desmobilizacdo das
células preparou-se uma solucgéo de citrato de trisodio a 3% (v/v) e colocou-se a solugédo
e as celulas numa placa de agitacdo até dissolver, sendo no fim filtrado o contetdo de
forma a reter eventuais residuos de alginato de sodio e sujidade. De seguida o preparado

foi a centrifuga (Hettich Universal modelo 30F) durante 5 minutos a 3000 rpm a
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temperatura ambiente, descartou-se o solvente e adicionou-se meio Walne modificado e
foi novamente centrifugado. Ap6s a remocdo do sobrenadante, as células foram re-
suspensas em meio Walne. Antes de imobilizar novamente as células de C. vulgaris (para
inoculacdo no 2° ciclo de biotratamento) efetuou-se uma nova contagem da densidade
celular.

3.4.3 Desenvolvimento das Culturas

Como referido, os ensaios foram preparados de acordo com os resultados do
screening em meio solido, pelo que foram testadas concentracdes de efluente entre os
20% e 0s 60% de diluicdo. A preparacao das culturas batch dependeu do tipo de efluente
a tratar, ou seja, 0 meio de diluicdo da cultura variou consoante o efluente. Nas &guas
rucas de duas fases a dilui¢do foi efetuada com agua destilada e nas aguas rucas de trés
fases a diluigéo foi feita com meio Walne modificado. Esta distin¢do deveu-se a diferenca
na resposta do crescimento das microalgas.

As culturas batch foram desenvolvidas em Erlenmeyers de 1L e realizadas sempre
em triplicado (Figura 3.6). De salientar que os preparados foram esterilizados antes de
iniciar as culturas, assim como foi medido o seu pH. Todas as culturas foram iniciadas
com a mesma razao de volume de cultura por volume de células imobilizadas, neste caso
a razdo adotada foi de 20 (v/v). Foram também realizadas culturas controlo com esferas
de alginato de sédio sem microalgas.

Figura 3.6 — Exemplos de ensaios de biorremediacao: (A) Culturas em batch 3 fases; (B) Culturas em
batch 2 fases.

A incubacdo das culturas decorreu sob condi¢fes naturais de iluminagdo, a

temperatura ambiente e com aerificacdo continua, em condi¢fes ndo axénicas. Todos 0s
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ensaios foram realizados em triplicado. Durante o tempo de fermentagdo das culturas
foram retiradas periodicamente amostras dos ensaios e dos controlos, para monitorizacao.
O esquema da metodologia implementado nestes ensaios batch encontra-se resumido na

figura 3.7.

Série 1- Pré-ensaio
1°Ciclo

Série 2
1°Ciclo & 2°Ciclo

3 Fases

(20% &gua ruca Série 3

em meio Walne) 1°Ciclo (repeti¢do) & 2°Tratamento

4 N

Série 4
Biorremediacdo —1 1°Ciclo (repeticdo) & 1° Ciclo com
\ preadaptacédo 2,5% )
Culturas em
batch Série 1 (35% éagua ruga)
1° Ciclo
- o 2
|| 2 Fases Série 2 (35/(-) agua ruca)
2° Ciclo
4 N

Série 3 (50% e 60% agua ruca)

1°Ciclo com preadaptacao 10%
\ J

Figura 3.7 - Metodologia implementada nos ensaios de biorremediag&o.

Foram também executados varios tipos de processos, para além do ensaio de
biorremediacdo (1°ciclo), nomeadamente 2° ciclo e 2° tratamento. No 2° ciclo foi
realizado o tratamento de um novo efluente recorrendo a biomassa algal resultante de
ensaios de 1°ciclo, no 2° tratamento fez-se o tratamento sucessivo do mesmo efluente,
com a inoculacdo de novas células imobilizadas.

No tratamento do efluente de trés fases foram realizadas quatro séries, sendo que
a primeira se tratou de um pré-ensaio. O 2° ciclo foi realizado com a reutilizacdo da
biomassa, sendo que neste caso esta foi sujeita a um processo de desmobilizacdo e
posteriormente nova imobilizacdo antes do inicio do novo ciclo (2° ciclo). Por fim, na
série 4 foram realizados dois ensaios de 1° ciclo, onde foi comparada a eficcia da

biorremediagdo com indculo com preadaptacao e sem adaptacéo.

21



No tratamento do efluente de duas fases foram testadas diferentes concentracgdes
de agua ruca de forma otimizar o processo. Para além das culturas de 1° ciclo foi também

realizado um 2° ciclo da biomassa, mas aqui a biomassa ndo foi desmobilizada.

3.5 Quantificagdo dos Compostos Fenolicos Totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi efetuada a partir das amostras
retiradas das culturas batch, durante o periodo de fermentacdo dos ensaios. Este
procedimento foi realizado em duas etapas: a extracdo de compostos fendlicos e a

quantificacdo de fendis totais.

3.5.1 Extracéo

A extracdo dos compostos fenolicos das amostras dos ensaios de biorremediacdo
foi realizada através de uma extracdo liquido-liquido. A extracdo dividiu-se em duas
etapas, numa ocorreu a lavagem das amostras e posteriormente foi realizada a extracéo
propriamente dita dos compostos fendlicos.

A lavagem das amostras teve como funcéo a remocao dos lipidos presentes, neste
caso foram realizadas duas lavagens sucessivas. O solvente utilizado nas lavagens foi o
n-hexano a 95% (v/v), a razdo de 1 hexano:1,2 amostra (v/v). O n-hexano foi adicionado
a amostra, de seguida o conteudo foi agitado e deixado em repouso, de modo a observar-
se a separacdo das fases e o solvente descartado. Posteriormente o conteudo foi
centrifugado (Labofuge 300, Heraeus), a 3000 rpm durante 5 minutos e o solvente
remanescente foi descartado. Este processo foi repetido duas vezes.

A extracdo dos compostos fenodlicos foi executada com metanol a 99,9% (v/v) a
razdo de 1 metanol:1,25 amostra (v/v). Apds a adicdo do metanol as amostras sao
homogeneizadas, mantidas 10 minutos e posteriormente centrifugadas durante 5 minutos

a 3500 rpm. No final, o sobrenadante foi recolhido para doseamento dos fenais totais.

3.5.2 Quantificacao
O contetdo dos fendis totais nos extratos anteriores foi determinado
colorimetricamente pelo método de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999), usando
acido galico como padrédo. A reta padrdo é composta por diferentes concentracfes de
acido galico consoante a tonalidade da amostra a analisar (concentracao de fendis totais),

desta forma o volume de acido galico e agua destilada que perfazem as diferentes
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concentragcOes da reta devem ser iguais ao volume de amostra. O volume da toma da
amostra depende do tipo de efluente, assim de acordo com o volume da toma € adicionada
a mesma quantidade de reagente Folin-Ciocalteau e de solugéo saturada de carbonato de
sodio (Na2COs3), sendo depois preenchido com agua destilada.

Apos a preparacdo da reta padrdo e das amostras, os tubos foram homogeneizados
no vortex e colocados no escuro a temperatura ambiente, durante 90 minutos.
Posteriormente procedeu-se a leitura da absorvancia a 725 nm (Genesis 10UV,
ThermoScientific), contra um branco composto por agua destilada em volume igual ao da
amostra e pelos restantes reagentes. Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

A eficacia de remocao dos compostos fendlicos foi avaliada pelo indice de Perda

de Fenolicos (PLI) e pelo Rendimento de Remocédo (YE), de acordo com as seguintes

equacoes:
Phn; — Phn
PLI (%) = ———— x 100
Phni
Phn; — Phn
YE (%) = —————x 100
n? dias
Em que:

Phni - Concentragio inicial de fendlicos (ug.mL™); Phn¢ - Concentracéo final de fendlicos

(ng.mL1); Ne dias - Nimero de dias do ensaio.

3.6 Avaliagdo da Toxicidade Final dos Efluentes

A avaliacdo da toxicidade dos efluentes, apds o processo de biorremediacdo com
C. vulgaris, foi divida em duas componentes: avaliagdo quantitativa e avaliacdo
qualitativa.

Para a avaliacdo quantitativa da toxicidade dos efluentes foram utilizadas amostras
finais dos ensaios batch para testes de germinacdo. Os testes de germinacdo foram
realizados com sementes de alface (Lactuca sativa), incubadas em cdmara controlada a
26 °C+1, durante sete dias, no escuro. As sementes utilizadas eram de origem comercial
(Vita - Figura 3.8) e foram inicialmente mergulhadas numa solucéo de lixivia (UltraPro)

a 50% durante 7 minutos, sendo de seguida lavadas abundantemente com agua destilada.
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Os ensaios foram efetuados em placas de Petri, previamente esterilizadas, forradas com
circulos de papel de filtro. Com o auxilio de uma pipeta, o papel de filtro foi

homogeneamente humedecido com 5 mL do efluente a testar.

LATTUGA
LECHUGA

ATTRACTION

Figura 3.8 - Sementes de Lactuca sativa utilizadas nos ensaios de fitotoxicidade.

Em cada placa foram colocadas dez sementes, igualmente distanciadas entre si, de
forma a néo interferirem com o crescimento umas das outras. Foram preparadas placas
para o controlo positivo usando agua destilada e um controlo negativo utilizando o
efluente dos ensaios controlo, portanto sem tratamento de microalgas. Foi também
realizado um controlo negativo com agua ruca descongelada e com pH retificado, sem
qualquer outro tipo de tratamento, designado por “branco sujo do momento”. Para cada
ensaio foram consideradas 4 placas, num total de 40 sementes. Por fim, as placas foram
vedadas com parafilme e postas a incubar. As amostras e os controlos foram realizados
em quadruplicado.

Foi verificado o nimero de sementes germinadas durante as primeiras 24 e 48
horas e ap6s o periodo total de incubagdo foram medidos o tamanho da radicula (radicula>
0,3 cm) e caule de cada semente. As medi¢cOes foram expressas em centimetros (cm).

A atividade fitotoxica das aguas rucgas apds os ensaios de biorremediacdo foi

analisada pelo Indice de Resposta (IR),através da equac&o:

_ Test
~ Control
Em que:

Test - numero total de sementes germinadas nos ensaios de biorremediacgao ou no controlo
negativo; Control - nimero total de sementes germinadas em agua destilada.
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De acordo com Williamson e Richardson (1988), se -1 <IR> 0, entdo o efeito é
classificado como inibitorio; se 0 <IR> 1, entdo o efeito € de estimulacao.

Na andlise qualitativa fez-se a avaliacdo comparativa do crescimento da alface,
utilizando o mesmo tipo de sementes. Aqui 0 processo de germinacdo foi realizado da
mesma forma (em placas de Petri) mas sob condi¢des ndo controladas, isto é a
temperatura ambiente. Foram testados os efluentes finais dos processos de
biorremediacdo e para efeitos comparativos foi usado o efluente dos ensaios controlo.

Apos sete dias as mudas de alface foram transferidas, de forma separada, para
cuvetes com terra (Figura 3.9) e regadas diariamente com os efluentes. O crescimento
decorreu numa estufa durante vinte e quatro dias, onde a temperatura esteve sujeita as
condi¢des atmosféricas presentes no més de agosto do corrente ano. Para cada ensaio
foram testadas dez sementes. Neste ensaio verificou-se 0 comportamento do crescimento
da alface, assim como as caracteristicas relacionadas com a sua textura e tamanho no final

dos vinte e quatro dias.

Figura 3.9 - Cuvetes agricolas com Lactuca sativa ap06s a sua transplantacéo.

3.7 Otimizagao do Processo

A otimizacdo do processo foi avaliada no decurso dos ensaios em batch,
nomeadamente pela utilizacdo de 2° ciclo e 2° tratamento, pela utilizacdo de indculos
preadaptados e pela reducdo do tempo de cultura. Para além disso, a otimizacdo do
processo foi realizada em duas vertentes: numa foi analisada a capacidade de

biotratamento quando o efluente praticamente ndo é sujeito a conservacao (em oposicao
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a acidificacdo e posterior congelacao), na outra foi otimizado o tipo de reator (Figura
3.10). Estes ensaios foram realizados durante seis e oito dias, respetivamente,
rentabilizando também o periodo de duragéo dos ensaios.

Para esse efeito foram construidos fotobiorreatores de colunas de bolhas que
foram operados em regime permanente de luz. Na otimizag&o do processo foi utilizado o
efluente de duas fases, dada a existéncia em maior escala deste tipo de lagares, e testada

a concentracao de 50%.

Efluente ndo conservado

1° ciclo com preadaptacdo 10%
Otimizacdo do Processo - <

2 Fases (50% &gua ruca)

Fotobioreator colunas de bolhas
1° ciclo com preadaptacdo 10%

Figura 3.10 — Vertentes de otimizacdo do processo de biotratamento, com agua ruca de 2 fases.

3.8 Tratamento de Dados

O tratamento de dados foi efetuado utilizando o software estatistico SPSS 22.0 e
um nivel de significancia de 5%. Os dados dos compostos fendlicos foram
analisados usando ANOVA e o teste de Tukey para compara¢des multiplas (Post-Hoc)
e recorrendo ao teste de Mann-Whitney quando comparados em paralelo. Os resultados
dos ensaios de germinacdo foram comparados através de um teste T de Student e
usando ANOVA e o teste de Tukey para compara¢fes mdultiplas. Os resultados foram

expressos como valores médios + DP (Desvio Padrao da média).
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4 Resultados e Discussao
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4.1 Screening do Crescimento das Microalgas

A capacidade de crescimento da microalga Chlorella vulgaris na presenca de
efluentes com elevado teor de compostos fenélicos foi avaliada a partir de varias diluices
de aguas rucas em agar solido. As diluicdes testadas estavam compreendidas entre 10 e
70% (v/v), sendo os efluentes de aguas rucas caracterizados como duas e trés fases.

O screening inicial das &guas rucas de trés fases mostrou auséncia total de
crescimento da C. vulgaris para todas as diluicOes testadas. Apesar de ter sido usado
in6culo numa concentracao elevada, 80 uL de cultura na fase exponencial com densidade
de 15x10° células.mL?, ndo foram observadas células, mesmo ap6s os 15 dias de
incubacdo. De facto, as placas do controlo de crescimento mostraram a formacao de
colonias ao fim dos primeiros dias de incubacédo. Estes ensaios foram repetidos mais uma
vez, utilizando o mesmo protocolo, verificando-se na mesma auséncia de crescimento em
todas as dilui¢cOes. Estes resultados sugerem que estas aguas rucas, mesmo quando muito
diluidas, tém efeitos toxicos que inibem o crescimento das microalgas. De facto, as &guas
rucas de trés fases apresentam elevada carga orgénica, bem como a presenca de
substancias com capacidades fitotoxicas e antimicrobianas, tais como compostos
fenolicos (Capasso et al., 1995; Paix&o et al., 1999; Casa et al., 2003).

Para o screening das aguas rucas de duas fases foram usados como in6culo os 80
UL de uma cultura, na fase exponencial e com densidade de 18x10° células.mL™. Os
resultados mostraram que a C. vulgaris apresentou capacidade de crescer praticamente
em todas as dilui¢cOes testadas. Foram observadas maior densidade de células, bem como
maior velocidade de crescimento, nas placas entre 20-40% dilui¢cbes (Figura 4.1), sendo
dependente do tempo para ficarem bastante semelhantes as placas de controlo de
crescimento. Comparativamente, as mais baixas densidades de células foram observadas
nas placas a 10% e a partir das diluicbes de 50% (Tabela 4.1). No primeiro caso 0s
resultados sugerem uma limitacdo do crescimento das microalgas por baixa quantidade
de nutrientes, visto que as diluicdes foram feitas com agua destilada. No segundo caso,
para as diluigdes entre 50-70%, os resultados apontam para uma limitagdo do crescimento
pela presenca de substancias toxicas. De facto, estas dguas rucas contém também um
elevado teor de compostos organicos toxicos, tais como compostos fendlicos e acidos

gordos livres, capazes de inibir o crescimento da biomassa algal (Stom e Roth, 1981;
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Aruoja et al., 2011, Shao et al.,2013), no entanto em menores concentragdes

comparativamente as aguas rucas de trés fases (Borja et al., 2002, 2006).

Tabela 4.1 - Perfil de crescimento da C. vulgaris obtido no screening inicial, na presenca de diferentes

dilui¢cdes de aguas rucas de 2 fases.

A Tempo
Parametros ) _ )
Dia 5 Dia 12 Dia 14
Controlo de
. +++ +++++ +++++++
crescimento
10% + ++/- +4/-
20% + ++++ +++++/-
30% ++ +++++ ++++++
Diluicdes 40% + +++ FH+4++
50% + ++ +++/-
60% + +/- +/-
70% - +/-- +/---

(-) Auséncia de crescimento, (+) Crescimento

Figura 4.1 - Screening do crescimento da C. vulgaris em agua ruca de 2 fases, ao fim de 14 dias: (A)
Placa do controlo e placa do ensaio com dilui¢do de 30%; (B) Placa do controlo e placa do ensaio com
diluicdo de 40%.

Face a estes resultados, os ensaios de biorremediacédo em batch foram efetuados
com aguas rucas de duas fases a diluicdo de 35% e posteriormente a dilui¢do de 50% e
60%. No caso das aguas rucas de trés fases, apesar da auséncia de crescimento verificada,
procederam-se a ensaios de biorremediacdo com o efluente diluido a 20%, mas utilizando

o meio Walne modificado, por substituicdo da agua destilada.
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4.2 Ensaios de Biorremediacéo

Dado que os ensaios de biorremediacdo foram desenvolvidos em diferentes
condigbes, os resultados serdo apresentados para cada série. Por outro lado, a
biorremediacdo € um processo que utiliza organismos vivos tais como: fungos, plantas,
microalgas ou bactérias com a finalidade de reduzir ou remover contamina¢fes no
ambiente. Uma caracteristica importante desta tecnologia é o facto de ocorrer em
ambientes abertos e ndo esterilizados (Silva, 2009). No caso em estudo, apesar destas
culturas terem sido realizadas em condic¢des ndo axénicas, o preparado inicial foi sujeito
a uma breve esterilizacdo, de modo a tentar obviar possiveis efeitos de outras populagdes

microbianas presentes nos efluentes.

4.2.1 Culturas batch - Trés fases

= Série 1- Pré-ensaio

Inicialmente foi efetuado um pré-ensaio de forma a testar a capacidade de
crescimento da microalga na presenca do efluente diluido a 20%, em meio Walne
modificado. Este pré-ensaio foi efetuado em duplicado, cultura A e cultura B, em volumes
de 1000 mL e inoculado com esferas de alginato de sodio & concentracio de 24x10°
células.mL?, e com uma relagdo de volume de efluente por volume de microalgas
aproximadamente de 20 (v/v). Estas culturas foram colocadas em aerificacdo na sala de
cultura, com as condigdes ja referidas anteriormente, durante um periodo de 13 dias. No
final do periodo de fermentacao foi medido o pH das culturas e o volume final das células
imobilizadas de C. vulgaris. Na tabela 4.2 sdo apresentadas as caracteristicas iniciais e

finais destas culturas.

Tabela 4.2 - Caracteristicas iniciais e finais das culturas, pré-ensaio, 3 fases. (A e B duplicados).

Cultura A Cultura B

pH inicial 4,11 4,12
pH final 5,01 6,19
Volume Incrementado microalgas (%6) 60 88

De acordo com os resultados, observou-se um ligeiro aumento do pH das culturas

e um aumento no volume total das esferas com microalgas imobilizadas. Dado que ndo
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houve adicdo de mais esferas de microalgas imobilizadas, durante a fermentacdo, o
aumento relativo do seu volume podera indicar um aumento da biomassa algal dentro das
esferas. De facto, as células imobilizadas sdo mais resistentes a condi¢des adversas, uma
vez que a matriz (alginato de sodio) de imobilizacdo geralmente resulta em maior

protecdo a estas células (Canilha et al., 2006).
= Série 2

Com base nos resultados anteriores, procederam-se a ensaios de biorremediagéo,
mantendo o efluente diluido a 20%, em meio Walne modificado. Nesta série foram
também desenvolvidos os controlos que incluiram culturas inoculadas com esferas de
alginato de sédio sem microalgas. Esta série incluiu também um 2°ciclo, no qual se
procedeu a um novo tratamento utilizando C. vulgaris resultante do pré-ensaio. De
salientar que as microalgas utilizadas foram desmobilizadas previamente, lavadas, re-
suspensas em meio por uma noite e novamente imobilizadas.

Em todos os ensaios a relacdo de volume de efluente por volume de microalgas
foi 20 (v/v) e todos os ensaios foram realizados em triplicado. O 1° ciclo (biorremediacéo
a 20%) foi inoculado com esferas de alginato de sodio & concentracdo de 6,7 x10°
células.mL e o0 2° ciclo com esferas a concentragdo de 3,4x10%élulas.mL™. Ambos os
ensaios tiveram a duracao de 19 dias.

Ao longo do periodo de fermentacdo foram realizadas medicdes de pH das
culturas, de modo a verificar se o tratamento do efluente tinha capacidade de transformar
uma cultura acida numa cultura de pH neutro. Na tabela 4.3 apresentam-se os valores de
pH da biorremediacéo de 1°ciclo e 2° ciclo ao longo do tempo de ensaio. Os resultados
mostram um ligeiro aumento do pH para todas as culturas, de um modo geral de pH 4,50
para pH 5,80. O maior incremento de pH ocorreu no 2°ciclo, o que pode traduzir o efeito

da preadaptacdo das células de C. vulgaris.

Tabela 4.3 - Variacao dos valores de pH ao longo do tempo de fermentagdo, série 2, 3 fases.
(n=3,M = DP)

Dial Dia 13 Dia 19

1° Ciclo 470+0,04 5,03+006 513+0,15

2°Ciclo 427+0,02 537+001 6,46+0,56
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Fenois totais
As culturas de 1° ciclo foram iniciadas com um teor médio de fenois totais de 24
ug.mL? + 0,35 e no final do periodo de fermentagdo verificou-se que a microalga
imobilizada teve a capacidade de reduzir o contetido para 16 pg.mL*+ 0,80, como se
pode analisar na tabela 4.4. A eficacia de remocéao dos compostos fendlicos, avaliada pelo
indice de Perda de Fendlicos (PLI) e pelo Rendimento de Remocao (YE), mostrou no fim
da fermentagdo que as culturas alcancaram um PLI de 33 % + 2,37 e um YE de 45% +
2,53.
Tabela 4.4 - Teor de compostos fenolicos totais ao longo de 19 dias (ug.mL™), série 2, 3 fases.
(n=3, M = DP)
Dia 1 Dia 13 Dia 19
1°Ciclo 24,04+£0,35 21,97+105 16,00+0,80
2°Ciclo 27,26 +2,09 27,13+0,43 19,71 +0,99

No entanto, as culturas controlo mostraram também perda de fenélicos, tendo sido
iniciadas com um teor médio de 20 pg.mL™ + 0,95 e chegando aos 10 pg.mL? + 1,34 no
final da fermentagcdo. Comparativamente, as culturas controlo apresentaram maior
capacidade de remocdo dos compostos fendlicos, alcangando um PLI de 48% + 8,38 e
um YE de 54% £ 11,57. O facto das culturas controlo possuirem maior capacidade de
remocdo de compostos fendlicos podera estar associada a presenca de consorcios de
microrganismos, ou seja, as aguas rugas em termos microbioldgicos possuem um nimero
consideravel de fungos e bactérias capazes de contribuir para a diminui¢do da toxicidade
deste efluente. Segundo Marinho (2009), as aguas residuais de lagares de azeite
apresentam uma elevada abundancia de microrganismos que incluem bactérias, fungos
filamentosos e leveduras. Tendo em conta as propriedades antimicrobianas das aguas
rugas, muitas bactérias, fungos filamentosos e leveduras séo resistentes aos fendis e
conseguem crescer e desenvolver-se na sua presenca (Deschamps, 1989; Scalbert, 1991;
Bhat et al., 1998). Assim conclui-se que apesar do efluente ter sido sujeito a esterilizacao
breve, parte destes microrganismos podem ter resistido e podem contribuir para a
degradacdo dos compostos fendlicos. Por outro lado, a diferenca de remocdo de
compostos fendlicos nas culturas com C. vulgaris, pode ser associada a fendbmenos de
predacdo/competicdo. Ou seja, nas culturas com C. vulgaris a capacidade de remogéo €

menor provavelmente porque a microalga pode competir com 0s microrganismos pelos
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substratos existentes no meio, e/ou podem ocorrer fendmenos de predacdo dos

microrganismos em relacédo a microalga.

7/ 33,46

1/ 27,06
7/ 8,63

Dia 1-13 Dia 13-19 TOTAL
Figura 4.2 - Perda de compostos fendlicos, em culturas de biorremediacao ao longo de 19 dias, PLI (%),

série 2, 3 fases.

A eficécia de remocédo dos compostos fenolicos variou ao longo do tempo para as
culturas com C. vulgaris. De acordo com a figura 4.2 verifica-se que nos primeiros treze
dias de ensaio o indice de Perda de Fendlicos (PLI) é menor, comparativamente aos dias
subsequentes. Este resultado pode estar associado a uma fase de adaptacdo da microalga,
visto que esta se encontrava antes de inoculada num meio favoravel em nutrientes e foi
inserida num meio com uma elevada carga de compostos organicos toxicos. Contudo nos
ultimos dias de ensaio, entre 0 13° dia e 0 19° dia, o PLI j& se encontrava muito proximo
do valor total (PLI total de 33% + 2,37) o0 que reforca a fase de adaptacéo da microalga.

As culturas de 2° ciclo foram iniciadas com um teor médio de fendis totais de 27
ug.mLt + 2,09 e no final do periodo de fermentacdo verificou-se que este valor foi
reduzido para 20 pug.mL* + 0,99 (Tabela 4.4). O objetivo deste ensaio era verificar se as
microalgas apresentavam capacidade para remover os compostos fendlicos quando
usadas em mais do que um tratamento sucessivo.

A eficécia de remocédo dos compostos fendlicos mostrou alguma variabilidade ao
fim de 19 dias de fermentacdo, com um PLI de 27% + 8,01 e um YE de 42% + 16,63.
Tendo em conta os resultados do 1° ciclo pode-se concluir que o facto de a microalga ter
sido sujeita a um segundo ciclo ndo afetou a sua capacidade de remover 0s compostos
fendlicos, como se pode verificar na tabela 4.5. Contudo é de salientar que a concentragao
do indculo nas esferas das culturas de 1° e 2° ciclo foi diferente, ja que no 1° ciclo foram
6,7x10° células.mL? e no 2° ciclo 3,4x10° células.mL™. Estes resultados sugerem que
apesar da menor concentracdo de indculo, a eficacia de remocgéo dos compostos fenolicos
foi mantida a custa de um fenémeno de preadaptacéo.
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Tabela 4.5 - Desempenho da C. vulgaris através da analise comparativa entre 0 1° e 2° ciclo, série 2, 3

fases.
1° Ciclo 2°Ciclo
PLI (%) 33,46 + 2,37 27,27 + 8,01
YE (%) 44,67 + 2,53 41,97 £+ 16,63

Também aqui a eficacia de remoc¢édo dos compostos fendlicos variou ao longo do
tempo (Figura 4.3). O PLI no inicio foi muito baixo, o que pode dever-se a baixa
densidade celular do in6culo e a possiveis efeitos resultantes da desmobilizago do 1°ciclo

e imobilizacéo para o 2°ciclo.

27,34 27,27

] 0,06
Dia 1-13 Dia 13-19 TOTAL

Figura 4.3 - Perda de compostos fendlicos ao longo de 19 dias, PLI (%), série 2, 2° ciclo, 3 fases.

= Série 3

Com base nestes resultados repetiram-se 0s ensaios de biorremediagcdo, mas com
avaliacdo de teor de fendis totais em quatro momentos. Alem disso, esta série incluiu
também um 2° tratamento, ou seja o efluente tratado na série 2 foi novamente submetido
a processo de biorremediacdo. Para este ensaio, foi escolhido aleatoriamente o efluente
final resultante do ensaio E3 do 1°ciclo, realizado na série anterior.

Tanto o 1° ciclo (repeti¢do a 20%), como o 2° tratamento, foram inoculados com
esferas de alginato de sddio a concentracdo de 5,5x10° células.mL™. Ambos os ensaios
tiveram a duracdo de 18 dias. Apds o periodo de fermentacdo verificou-se um aumento
do pH, chegando no 1° ciclo a valores de 6,77 £ 1,33. No entanto no 2° tratamento, o valor

do pH apresentou uma variacdo muito reduzida (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6 - Variacao dos valores de pH ao longo do tempo de fermentag&o, série 3, 3 fases.
(n=3, M = DP)

Dia 1 Dia 11 Dia 14 Dia 18
1° Ciclo (repeticio) 4,18 +0,01 581+0,75 6,03+100 6,77 1,33

2°tratamento 495+0,02 496+006 509+001 5,060,557

Fendis totais

Os ensaios de 1° ciclo tinham como objetivo confirmar os resultados anteriores,
ou seja, se as células imobilizadas de C. vulgaris tinham uma capacidade de remocéo de
compostos fendlicos constante, nas mesmas condi¢Bes. Por outro lado, foi também
objetivo comparar a eficacia de um segundo tratamento do efluente. As culturas de 1°
ciclo foram iniciadas com um teor de fendis totais de 22 pg.mL™ + 1,52 e no final o teor
de fendis foi reduzido para 15 + 1,04 pg.mL™ (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 - Teor de compostos fendlicos ao longo de 18 dias (ug.mL™?), série 3, 3 fases.
(n=3, M £ DP)
Dia 1 Dia 11 Dia 14 Dia 18
1° Ciclo (repeticdo) 22,12+152 21,41+0,79 19,36+0,79 14,67 1,04

2°Tratamento 21,22+0,79 21,74+1,12 1927+154 1758+1,29

A eficacia de remocdo dos compostos fendlicos mostrou que as culturas
alcancaram um PLI de 33% £ 8,02 e um YE de 44 % + 12,69. Comparativamente a
eficacia de remocao obtida na série anterior conclui-se que estes valores sdo semelhantes
e que aparentemente as diferentes concentracdes de indculo nas esferas de alginato de
sodio ndo influenciam a perda de fendis. Tal como nos ensaios de 1° ciclo anteriores, a
perda de fendis dependeu do tempo de cultura, provavelmente por adaptacdo do inéculo
(Figura 4.4).
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33,38

14,66
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9,58
2,90 -
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Dia 1-11 Dia 11-14 Dia 14-18 TOTAL

Figura 4.4 - Perda de compostos fenélicos ao longo de 18 dias, PLI (%), série 3, 3 fases.

O 2° tratamento foi iniciado com um teor de fendis totais de 21 pg.mL* +0,79 e
ap6s 18 dias de cultura verificou-se uma reducéo para 18 pg.mL™* + 1,29 (Tabela 4.7).
Tendo em conta que o 2° tratamento foi realizado com o efluente do ensaio E3 do 1° ciclo
da série 2, verifica-se uma discrepancia no teor inicial de fendis totais, ou seja, seria de
esperar que os valores iniciais fossem a volta de 16 pg.mL* (Tabela 4.4). Dado que o
efluente resultante do ensaio E3 foi sujeito a esterilizagdo, antes do inicio deste 2°
tratamento, a evaporagdo ocorrida provavelmente contribuiu para o aumento da
concentracdo em fenais totais.

Aqui a eficacia de remoc¢édo dos compostos fendlicos, mostrou ao fim de 18 dias
de ensaio, um PLI de 17% + 8,87 e um YE de 21% + 11,91. Comparando com os 1%
ciclos das séries anteriores (série 2 e série 3) verificou-se uma redugdo para cerca de
metade da eficacia de remocéao dos compostos fendlicos. Este facto podera estar associado
a degradacdo inicial de compostos fendlicos simples, ocorrida no 1° ciclo, e a presenca
de fracdo fenodlica de elevado peso molecular remanescente e mais dificil de degradar
pelas microalgas (Tsagaraki et al., 2007; Justino et al.,2012). Assim, os resultados obtidos
sugerem uma diminuicdo da eficicia para biotratamentos sucessivos e por isso de baixa

aplicabilidade.
= Série4

Na série 4 foram executados dois tipos de ensaios de biorremediacdo em paralelo:
com e sem preadaptacéo do in6culo. As culturas em batch foram realizadas nas mesmas
condigOes, durante 14 dias para as culturas sem adaptacdo e durante 15 dias para as
culturas com adaptacdo. As culturas sem adaptacdo foram inoculadas com esferas de
alginato de sddio & concentragdo de 3,9x10° células.mL™. A preadaptacéo de C. vulgaris

foi realizada durante trés dias em culturas com 2,5% (v/v) de &gua ruca de trés fases em
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meio de Walne, apds o periodo de preadaptacdo a cultura foi imobilizada, obtendo-se
esferas de alginato de sodio a concentragéo de 4,3x10° células.mL™.

No decorrer do periodo de fermentacdo, um dos triplicados das culturas sem
adaptacéo partiu (E1), pelo que se passou a trabalhar com duplicados. De um modo geral,
0 pH de todas as culturas aumentou, respetivamente 6,94 + 0,76 e 6,87 = 0,09 (Tabela
4.8).

Tabela 4.8 - Variacao dos valores de pH ao longo do tempo de fermentagdo, série 4, 3 fases.

(n=3, M + DP)
Dial Dia 1l Dia 14
Sem adaptacao 4,20 + 0,02 5,69* 0,21 6,94* + 0,76
Dial Dia 9 Dia 12 Dia 15
Com adaptacdo 4,16 +0,01 595+1,04 7,00+0,38 6,87 +0,09

(*) n=2

Fendis totais

Esta série foi realizada com o intuito de comparar a eficécia da biorremediagédo
em culturas com as mesmas condicdes, na presenca de células imobilizadas de C. vulgaris
sem adaptacdo e com adaptacdo prévia ao meio. As culturas sem adaptacdo foram
iniciadas com um teor de fendis totais de 26 pg.mL™ + 0,69 e apds 14 dias de ensaio 0
teor foi reduzido para 20 + 0,05 pg.mL™, por sua vez as culturas com adaptagio foram
iniciadas com uma concentragdo de fendlicos totais de 28 pg.mL™? + 0,29 e no final do

periodo de ensaio apresentavam um teor médio de 16 pg.mL™* + 2,5 (Tabela 4.9).

Tabela 4.9 - Teor de compostos fenélicos ao longo do ensaio (ug.mL™), série 4, 3 fases.

(n=3, M + DP)
Dia 1 Dia 11 Dia 14
Sem adaptacéao 25,69 + 0,69 21,86+ 1,14 20,45*%+ 0,05
Dial Dia9 Dia 12 Dia 15
Com adaptacao 2789+0,29 2353+13 2162+121 1590250

() n=2

Em termos da eficacia de remocdo dos compostos fendlicos, a cultura sem
adaptacdo apresentava um PLI de 20% + 3,22 e um YE de 40% + 7,84, por sua vez a

cultura com preadaptacéo apresentava um PLI de 43% + 8,43 e um YE de 71% + 13,12
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(Figura 4.5). Verifica-se que a eficicia de remocdo dos compostos fenolicos nas culturas
com adaptacdo da microalga é significativamente superior, comparativamente com as
culturas sem preadaptacdo. De facto este aspeto ndo é de estranhar pois a fase lag
correspondente a fase de adaptacédo fisiologica as condi¢cdes do novo meio de cultura,
pode ser encurtada tendo em conta a concentracao e o estado fisioldgico do indculo.

43,06

w 26,35
20,36

J
14,78 [/ 1559
i 6,33 I [/ 805

Dial-11 Dia 11-14 ToTAL A Dia1-9 Dia9-12 Dia 12 - 15 tota. B

Figura 4.5 — Perda de compostos fendlicos PLI (%), série 4, 3 fases: (A) Ensaio de biorremediagdo sem

adaptacdo; (B) Ensaio de biorremediacdo com adaptagéo.

Neste ensaio mais uma vez, nas culturas controlo foi observado uma diminuigédo
do teor em fenais, apresentando estas um PLI de 32% + 3,75 e um YE de 69% +10,48.

Na tabela 4.10 encontra-se o resumo dos ensaios de biorremediacdo com agua
ruca de trés fases. Analisando os resultados da série 2 verifica-se que a capacidade de
remocao dos compostos fenolicos néo é afetada pelo facto de a microalga ter sido sujeita
a um segundo ciclo. Na série 3 onde foi analisada a viabilidade de dois biotratamentos
sucessivos, verifica-se que a eficiéncia na remocdo de compostos fenolicos sofre um
decréscimo, provavelmente associado a presenca de compostos de elevado peso
molecular que possuem um caracter mais recalcitrante na degradacgéo. Por fim, analisando
a série 4 verifica-se uma maior eficiéncia na remocao de compostos fendlicos quando se
usa C. wvulgaris preadaptada. Assim pode-se concluir que no tratamento por

biorremediacdo do efluente de trés fases, a preadaptacdo do indculo é uma mais-valia.
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Tabela 4.10 - Tabela resumo dos ensaios de biorremediagdo com agua ruca de 3 fases.

(M £ DP)
Tg:;;:'g;jl In6culo Duragédo PLI YE
: (cél.mL?t) (dias) (%) %
(ugmL?) %)

1°Ciclo 24,04+0,35 6,7x10° 19 33+£2,37% 45+253°

N
2 2°Ciclo 27,26 £2,09 3,4x10° 19 27 +8,012 42 + 16,632
&
Controlo 20,23 + 0,95 - 19 48 +838" 54+11572
o
PCiclo oo 194152 55x10° 18 33+£802° 44+ 12,60°
@ (repeticéo)
fu
Ne)
n 2° 6 c b
21,22+0,79 5,5x10 18 17 + 8,87 21 +1191
Tratamento
Sem 5 c a
. 2569+069 3,9x10 14 20+ 3,22 40 + 7,84
preadaptacdo
<
'&’ Com 6 b c
O . 2789+0,29 4,3x10 15 43 + 8,43 71+ 13,12
o preadaptacao
Controlo 27,90 + 1,26 - 14 32+3,75* 69+ 10,48°

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias estatisticamente diferentes.

Comparando a capacidade de remocdao dos fendis pela C. vulgaris, com as culturas
controlo, verificou-se que para 19 dias de fermentacgdo, estas Gltimas apresentavam uma
maior reducdo, podendo este fendmeno estar associado a presenca de microrganismos,
por sua vez nas culturas com C. vulgaris este efeito ndo é acumulativo e pode estar
associado a fendémenos de predacdo dos microrganismos pelas microalgas e/ou
fendbmenos de competicdo por parte das microalgas e dos microrganismos pelos
substratos existentes no meio.

No que respeita a concentracdo do indculo verificou-se que esta ndo interfere com
a capacidade de remocdo dos compostos fendlicos, na gama testada. De acordo com a

literatura, 0 aumento da concentracdo celular ndo interfere linearmente com a taxa
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fermentativa, por outras palavras 0 aumento da densidade celular ndo simboliza uma
maior eficadcia na remocdo/reducdo dos compostos fendlicos. Assim o aumento da
concentracdo pode acarretar efeitos nefastos para as células mais internas das esferas, ou
seja, devido a saturacdo das esferas a viabilidade das células sera reduzida, podendo até
produzir um efeito contrario ao pretendido (Garcez, 2014).

De forma a verificar a variacdo no perfil dos compostos fenélicos foram realizadas
analises de cromatografiaao T1 e T13, para estas culturas (resultados obtidos em trabalho
realizado pela equipa de investigacdo). Do perfil de compostos fendlicos destacam-se seis
compostos, como acido galico, acido p-hidroxibenzdéico, acido siringico, rutina,
quercetina e acido protocatecuico, tendo-se verificado que este Ultimo surge com maior
concentracdo (Tabela 4.11). De facto, nas aguas rucas ja foram identificados mais de
trinta compostos fendlicos, no entanto 0s mais representativos sao o hidroxitirosol,
tirosol, verbascosideo, &cido vanilico, acido cafeico, rutina, luteolina-7-O-glicosideo,
catecol, entre outros (Obied et al., 2005). A partir da analise comparativa entre as culturas
de 1° ciclo com a cultura controlo verificou-se que a Ultima apresenta maior reducao na
concentracdo dos fenodis totais, tendo-se observado a degradacdo total da quercetina.
Além disso, para todos os tipos de culturas observou-se a degradacdo total da rutina e
acido protocatecuico. Variages no perfil de fenolicos foram também encontradas por
outros investigadores, durante processos de biotratamento (Daéssi et al., 2014). No
entanto verificou-se nas amostras do 1° ciclo que a concentracdo do &cido p-
hidroxibenzbico se manteve e aumentou nas culturas de 2° ciclo e principalmente nas
culturas controlo. O acido siringico aumentou para todos os tipos de culturas, apesar do
menor incremento ter sido observado nas culturas de 1°ciclo. Esta variacdo podera ser
devida eventualmente a compostos intermediarios resultantes das vias de degradacéo.
Comparando as amostras de 1° e 2°ciclo observou-se que as Ultimas apenas apresentam
vantagens na degradacdo total da quercetina e que analisando o comportamento das
resultantes substancias se verificou um aumento de acido galico, acido p-hidroxibenzoico
e acido siringico. Assim conclui-se que a C. vulgaris no ensaio de 2°ciclo ndo apresenta

a capacidade de remocéo destes fendis.
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Tabela 4.11 - Perfil fendlico e respetiva variagdo ap6s biotratamento durante 13 dias, 3 fases a 20% dilui¢do. (n=3, M + DP)

Teor Inicial (ug.g™* Peso seco)

Percentagem de Variacéo (%)*

1°Ciclo 2°Ciclo Controlo 1°Ciclo 2°Ciclo Controlo
Acido galico 89 +1,41 90,74 + 1,41 59 + 0,34 -10+0,91 9+3,15 -8+2,13
Acido p-hidroxibenzéico 30+0,57 33,26 + 1,56 7+0,47 -0,9+1,83 18 £ 2,65 421 + 18,39
Acido protocatecuico 923197 + 16652 805042 + 12130,04 687380 + 2268,33 -100 -100 -100
Acido siringico 18 + 0,36 13,43 £ 0,30 80,14 13+ 2,37 110+ 3,24 225+6,71
Rutina 4+0,28 4,76 + 0,54 210,04 -100 -100 -100
Quercetina 8+0,23 6,62 + 0,08 5+0,08 -24 + 0,88 -100 -100

*(teor t13-teor t1) /teor t1*100; (-) reducao
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Por altimo, importa também referir que foram observadas alteragfes na cor dos
efluentes ao longo dos ensaios. De facto, foi notdrio que inicialmente a coloracdo das
amostras era mais clara comparativamente com a tonalidade no final do periodo de
fermentacgdo, conforme exemplo da figura 4.6. Este facto pode ser atribuido a oxidagéo
dos compostos fenolicos devido ao arejamento das culturas, ocorrendo a polimerizagdo
em compostos fendlicos de elevada massa molecular que para além de dificil degradacao,

esta relacionada com a tonalidade escura destes efluentes (Marinho, 2009).

Figura 4.6 - Coloragdo das amostras de agua ruca, 1° ciclo sem adaptacdo, série 4, 3 fases: (A) amostra
inicial do efluente; (B) amostra final do efluente.

4.2.2  Culturas batch - Duas fases

De acordo com os resultados obtidos no screening do crescimento de C. vulgaris
na presenca de aguas rugas de duas fases, verificou-se que a maior capacidade de
desenvolvimento da microalga ocorria nas diluicdes entre 20 a 40% (v/v). Assim, nas
culturas batch foi testada a capacidade de remocdo de compostos fenolicos pela C.
vulgaris em diluigdes de 35%, no entanto também foram analisadas as dilui¢ces de 50%
e 60% de forma a verificar o comportamento da biomassa inoculada na presenga de maior

carga poluente.
= Sériel

Na série 1 foi analisado o comportamento da biomassa de C. vulgaris na presenca
de 35% de efluente diluido em agua destilada. Estes ensaios de biorremediagao incluiram
também os controlos, com culturas com esferas de alginato de s6dio sem microalgas. Em
todos os ensaios a relagcdo de volume de efluente por volume de microalgas foi 20 (v/v) e

todos os ensaios foram realizados em triplicado, tendo tido a duracdo de 18 dias. Estes
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ensaios foram iniciados com culturas inoculadas com esferas de alginato de sédio a
concentragéo de 5,35x10° células.mL™.

Na tabela 4.12 esta representada a variacdo do pH ao longo dos 18 dias de
fermentacgdo. Verifica-se que no 1° dia de ensaio os valores de pH s&o muito préximos, o
mesmo nao se verifica ao 18° dia de cultura onde se registou uma grande diferenca entre
culturas. Nas culturas de biorremediacédo, onde foram inoculadas células imobilizadas de
C. vulgaris, ocorreu um aumento significativo de pH, no entanto a cultura controlo sofreu
pouca variacdo de pH, continuando com valores reduzidos, ou seja, pH acido. Atendendo
a estes resultados conclui-se que a presencga de C. vulgaris no tratamento do efluente de
duas fases neutraliza o pH da cultura, o que por sua vez pode estar associada a remocao

de compostos fenolicos.
Tabela 4.12 - Variagao dos valores de pH ao longo do tempo de fermentacéo, série 1, 2 fases.
(n=3, M + DP)
Dial Dia 1l Dia 14 Dia 18
Série 1 - 35% 436+003 738+010 7,18+0,12 7,33%£0,15

Controlo 438+0,01 4,61+023 4,72+0,34 4,83+0,23

Fenois totais

As culturas foram iniciadas com um teor médio de fenois totais de 6 pg.mL™ +
0,34 e ap6s o periodo de ensaio verificou-se que a microalga imobilizada teve a
capacidade de diminuir os fendis totais para 1,64 ug.mL™*+ 0,10 (Tabela 4.13). Os valores
do PLI e do YE obtidos foram 73% + 2,82 e 26% + 2,46, respetivamente. No entanto a
cultura controlo viu o seu teor de compostos fendlicos ser ligeiramente reduzido para 4,96
+ 0,42 pug.mL* (Tabela 4.13). Este aspeto pode ser justificado por reacdes de oxidagao-
reducdo da fracdo fenodlica dos efluentes, promovidas pelo arejamento das culturas
(Justino et al.,2012; Komilis et al., 2005). Este efluente, tal como o efluente de 3 fases,
apresenta microrganismos contudo neste caso talvez devido a menor concentracdo de
carga organica, 0 seu numero seja mais reduzido. Assim, atendendo que estas culturas
também foram sujeitas a esterilizacdo os microrganismos presentes terdo sido destruidos,

n&o contribuindo para a remogao dos compostos fendlicos.
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Tabela 4.13 - Teor de compostos fendlicos ao longo de 18 dias (pg.mL™?), série 1, 2 fases.
(n=3, M + DP)

Dia 1l Dia 11 Dia 14 Dia 18
Serie 1 - 35% 6,11+034 391+052 261+042 1,64+0,10

Controlo 6,34+0,13 586+036 581+050 4,96=+0,42

Para determinar o efeito exato da C. vulgaris imobilizada na reducdo dos
polifendis, os valores do PLI e do YE foram calculados tendo em conta os valores das
culturas controlo. Assim, ao fim de 18 dias de fermentagdo, verificou-se um PLI liquido
de 51% + 2,82 e um YE liquido de 18% * 2,46 (Figura 4.7).

51,19

28,10 1 28,10
] 21,71

Dia 1-11 Dia11-14 Dia 14-18 TOTAL*

Figura 4.7 - Perda liquida de compostos fendlicos ao longo de 18 dias, PLI (%), série 1, 2 fases.
(*p <0,05)

Considerando a variacdo do valor de PLI ao longo do tempo de tratamento,
verifica-se que os valores foram bastante constantes, cerca de 28% (Figura 4.7). No
entanto, considerado o periodo sé até aos 14 dias de fermentacédo, obtém-se um PLI global
de 49% =+ 6,28, e um YE global de 23% = 3,05, estatisticamente idénticos aos resultados
obtidos apds 18 dias (51% + 2,82 e 18% = 2,46, respetivamente). Assim, fermentacdes

futuras foram desenvolvidas com menor tempo de tratamento.

= Série 2
Nesta série foi realizado um 2°ciclo no qual se procedeu a um novo tratamento,
em condigdes idénticas as anteriores, utilizando a C. vulgaris dos ensaios de
biorremediacdo anteriores. Aqui, as esferas resultantes dos ensaios E1 a E3 foram
homogeneizadas, lavadas e re-suspensas durante a noite em meio Walne modificado,

portanto ndo foram desmobilizadas. Posteriormente foram inoculadas nas culturas de 2°
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ciclo. Os ensaios foram realizados em duplicado e com base nos resultados anteriores
estas culturas tiveram a duracao de 14 dias.

Estas culturas sofreram um aumento dos valores médios de pH de 4,12 + 0,01 para
7,02 £ 0,01 (Tabela 4.14). Comparativamente, para 0 mesmo tempo de fermentagéo, os
ensaios da série 1 apresentaram valores de pH idénticos (pH =7,18 £ 0,12). Assim pode-
se concluir que pelo facto de ser utilizada a mesma biomassa imobilizada em dois

tratamentos sucessivos, a capacidade de neutralizar o pH néo é colocada em causa.

Tabela 4.14 - Variacdo dos valores de pH ao longo do tempo de fermentacdo, série 2, 2 fases.

(n=3, M = DP)
Dia 1l Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 14
2°Ciclo
350 412+001 7,20+006 7,11+0,04 6,98+0,09 7,02+0,01
0

Fendis Totais

Mais uma vez o objetivo deste ensaio foi verificar se as microalgas apresentavam
capacidade para remover os compostos fendlicos quando usadas em mais do que um
tratamento sucessivo. Estas culturas foram iniciadas com um teor médio de fendis totais
de 7,19 pg.mL* + 0,02 que, apds 14 dias, foi reduzido para 2,16 pug.mL™+ 0,51 (Tabela
4.15).

Tabela 4.15 - Teor de compostos fenélicos ao longo de 14 dias (ug.mL™), série 2, 2 fases.

(=2, M = DP)
Dial Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 14
2°Ciclo
350 719+0,02 495+0,81 3,09+151 2,12+059 2,16+0,551
(0]

Aqui os valores do PLI e do YE obtidos foram 70% + 7,19 e 39% = 4,07,
respetivamente. Tal como anteriormente, para a determinacdo do efeito exato da C.
vulgaris na reducdo do teor de compostos fendlicos do efluente, é utilizada a cultura
controlo da série 1, neste caso considerando os valores do dia 14. Assim, foram obtidos
um PLI liquido de 62% * 7,19 e um YE liquido de 35 % + 4,07 (Tabela 4.16).
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Tabela 4.16 - Comparagdo entre o ensaio de 1° ciclo e 2° ciclo a 35%, 2 fases

(M + DP).
1° Ciclo 35% 2° Ciclo 35%
Dia 18 Dia 14
Phni (pg.mL"Y) 6,11 + 0,34 7,19 0,02
Phnf (ug.mL™) 1,64 +0,10 2,16 + 0,51
PLI (%) 73,03+ 2,82 69,95+ 7,19
YE (%) 26,30 + 2,46 38,70 4,07
PLI*-liquido (%) 51,19 + 2,82 61,64 £ 7,197
YE*- liquido (%) 18,18 + 2,46 34,68 + 4,07°

Phni - Concentragdo inicial de fendlicos; Phnf — Concentracéo final de fendlicos; * tendo em conta a

cultura controlo; letras diferentes na mesma linha correspondem a médias significativamente diferentes

Os resultados sugerem que a utilizacdo das microalgas em 2° ciclo mantem a
eficacia na reducdo dos compostos fendlicos, ou seja os valores de PLI foram idénticos
comparativamente aos obtidos no 1° ciclo. Por outro lado, as diferencas obtidas no

rendimento poderao ser justificadas pela reducdo do tempo de tratamento.
= Série 3

Nesta série foram testadas as dilui¢ces de 50% e 60% (v/v) em &gua destilada. De
forma a otimizar estes biotratamentos a cultura algal utilizada foi sujeita a uma
preadaptacdo a 10% de agua ruca em meio de cultura durante trés dias, até se encontrar
em fase exponencial de crescimento. Também a concentracdo de indculo foi aumentada,
ou seja a relagdo volume de efluente por volume de microalgas foi 20 (v/v), mas com
esferas a concentragdo de 14,6x10° células.mL™. O periodo de fermentacio destas
culturas foi de 8 dias. Nos primeiros dias de ensaio, devido a questfes relacionadas com
evaporacao excessiva, verificou-se a perda de trés culturas. Deste modo a cultura a 50%
e 0s respetivos controlos sé foram analisados em duplicado.

Para todas as culturas foi observado um aumento do pH, de um modo geral de
valores a volta de 4,12 + 0,14 para valores de 6,43 + 0,34 (Tabela 4.17).

46



Tabela 4.17 - Variagao dos valores de pH ao longo do tempo de fermentacéo, série 3, 2 fases.

(n=3, M £ DP)
Dial Dia5 Dia 8
1° Ciclo 50% 4,30 £ 0,03 7,06* £ 0,04 6,91* £ 0,05
Controlo 50% 4,20 + 0,05 6,59* + 0,16 6,62* £ 0,04
1° Ciclo 60% 4,00 + 0,05 7,16 + 0,09 6,74 £ 0,15
Controlo 60% 4,00 6,47* £ 0,09 6,07* £ 0,35

(*) Cultura partida, n=2.

Fendis Totais

O objetivo desta série foi analisar a capacidade de remocdo de fendis por parte da
C. vulgaris, na presenca de maior quantidade destes compostos, em aguas rucas de duas
fases. As culturas (50% e 60%) foram iniciadas com a mesma quantidade de biomassa
imobilizada 14,6x108 células.mL™, no entanto comparativamente aos outros ensaios a
concentracdo celular foi maior. As culturas de 50% foram iniciadas com um teor de fendis
totais de 7,73 pg.mL+ 0,10 e as de 60% com um teor de fendis totais de 10,04 pg.mL™*
+0,20. Apds 8 dias de ensaio verificou-se que o teor final de fendis foi reduzido para 3,36
ug.mL* + 0,16 e para 5,18 pg.mL? + 1,00, respetivamente. Tal como nos ensaios
anteriores, as culturas controlo apresentaram também um decréscimo no teor dos fendis
totais (Tabela.4.18).

Tabela 4.18 - Teor de compostos fendlicos ao longo de 8 dias (ug.mL™), série 3, 2 fases.
(n=3, M + DP)

Dial Dia 5 Dia 8

1° Ciclo 50% 7,73+0,10 4,39*+0,78 3,36**0,16

Controlo 50% 7,54+017 6,63*+069 457*+1,09

1° Ciclo 60% 10,04 +0,20 6,73+1,44 5,18 +1,00

Controlo 60% 10,33+0,34 897*+0,29 7,33*+0,47
(*) n=2

Para as culturas de biorremediacdo com 50% de efluente, os valores do PLI e do
YE obtidos respetivamente, foram 56% + 2,13 e 62% + 2,48. Por outro lado, para as
culturas de 60% de efluente, obteve-se respetivamente 53% + 7,41 e 63% + 6,62. (Figura
4.8).
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M 1°Ciclo 50% M 19Ciclo 60%

81,97
64,74 61,66 /63,44
56,25 -
22,72
— 34,58 36,8
25,5 [ 277
' I B

Dial-5 Dia5-8 TOTAL A Dial-5 Dia5-8 TOTAL B

Figura 4.8 - Desempenho C. vulgaris na remocéo de fendis, 50% e 60%, 2 fases:
(A) PLI (%); (B) YE (%).

Tendo em conta as perdas ocorridas no controlo, obteve-se para as culturas de
biorremediacdo a 50% de efluente, um PLI liquido de 17% + 2,13 e um YE liquido de
20% + 2,48. Por outro lado, para as culturas de biorremediacdo a 60% de efluente, o PLI
liquido obtido foi de 24% + 7,41 e o YE liquido de 21% + 6,62, ndo se observando
diferencas entre diluicdes (Figura 4.9).

WPLI(%) mPL Liq.(%) WYE (%) W YE Liq.(%)

61,66 63,44

56,25
52,67

23,78 20 . 20,98
17 27

1°Ciclo 50% 1°Ciclo 60% 12Ciclo 50% 12Ciclo 60%

Figura 4.9 - Remocao de fendis nas culturas de biorremediagdo 50% e 60% 2 fases: (A) Comparagdo PLI
(%) & PLI Lig.(%); (B) Comparacdo YE (%) & YE Liq.(%).

Na tabela 4.20 encontra-se o resumo dos ensaios de biorremediacdo com agua
ruca de duas fases. Analisando os resultados da série 1 e série 2, e tal como para as aguas
rucas de trés fases, verifica-se que a capacidade de remogéo dos compostos fendlicos ndo
¢ afetada pelo facto de a microalga ter sido sujeita a um segundo ciclo. Segundo Hamdy
et al. (1990), um dos motivos basicos para a aceitacdo das imobilizacdo das células,

encontra-se associada a reutilizacdo do biocatalisador por mais de que um ciclo
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fermentativo. Por outro lado, analisando os 1% ciclos de todas as séries, observa-se que
com o0 aumento da concentracao de fendis no efluente a tratar, ou seja com a diminuicao
da diluicdo, como seria de esperar a capacidade de remocao dos fendlicos é reduzida. De
facto, na série 3 a eficicia de remoc¢do dos compostos fendlicos foi a menor, no entanto
estes valores também podem estar relacionados com o aumento da concentracdo do
inoculo, j& que de acordo com Garcez (2014) a perda da viabilidade das células internas
pode ter afetado a rentabilidade das células da periferia. Assim, de acordo com 0s
resultados obtidos nesta série, os ensaios de otimizacdo foram realizados com 50% de
efluente e com uma reducdo da concentracdo do inéculo. Verificou-se também que o
rendimento de remocdo de fendlicos é incrementado com a reducdo dos dias de
fermentacdo, nas gamas testadas.

Analisando o trabalho similar realizado por Pinto et al. (2003), onde foi testada a
capacidade de remoc¢do de fendlicos em &guas rucas utilizando duas estirpes de
microalgas resistentes a fenois, verificam-se rendimentos distintos. De facto, estes autores
em fermentacGes de cinco dias, em condicGes de auséncia de luz, observaram que a
Scenesdesmus quadricauda e a Ankistrodesmus braunii conseguiam percentagens de
remocdo do teor de fenolicos entre 5 a 12%, para concentracdes iniciais de 1,5 g fenois
totais/L, diluido a 1:10. Comparativamente, os resultados apresentados no presente
trabalho mostraram que no tratamento das aguas rucas de trés fases, as percentagens
brutas de remocéo dos fendis nos 1% ciclos variaram entre 20 a 43%, para concentracdes
iniciais de fendlicos de 22-28 pg.mL? (Tabela 4.10). Por outro lado, considerando o
tratamento das aguas rucas de duas fases as percentagens brutas de remocgédo dos fenois
nos 1% ciclos variaram entre 53 a 73%, para concentra¢des iniciais de fendlicos de 6-10
ug.mL* (Tabela 4.20). Ensaios com C. vulgaris planctonica, desenvolvidos pela equipa
de investigacdo, mostraram percentagens brutas de remocao dos fenois (PLI pg/célula)
até cerca de 66%, em aguas rugas diluidas, no entanto para concentragdes iniciais de
fenais totais no meio superiores, comparativamente a este trabalho.

Outros trabalhos mostraram valores de remog¢do dos fenois bastante variavel.
Diferentes processos biologicos e varios microrganismos foram testados (Tabela 4.19)
com o intuito de tratar as &guas rugas, principalmente para remover a colora¢do escura e
reduzir a carga organica. Diferentes bactérias foram testadas, tanto em processos
aerobios, como anaerobios, incluindo Azotobacter vinelandii (Piperidou et al., 2000),

Pseudomonas putida e Ralstonia spp. (Di Gioia et al., 2001), Lactobacillus plantarum,
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isolado a partir da fermentacdo de salmoura de azeitona (Lourengo et al., 2003), de um
modo geral variando muito a sua eficcia na reducdo da fitotoxicidade das aguas rucas.
Uma variedade de fungos tem sido também usado para a biorremediacéo das aguas rucas,
tais como Pleutorus ostreatus (Aggelis et al, 2003), Geotrichum candidum (Assas et al.,
2009a), de Ganoderma applanatum (Matos et al., 2007). Verifica-se que para além da
reducdo do COD (demanda quimica de oxigénio) e a remocdo de fendis simples, 0s
fungos também sdo eficazes na reducdo da coloracdo das aguas rucgas. Tal como 0s
fungos, as leveduras apresentam maior resisténcia as condigdes desfavoraveis
apresentadas pelas aguas rugas, assim foram desenvolvidos varios estudos com géneros
de Candida (Giannoutsou et al., 2004; Gongcalves et al., 2009; Ben Sassi et al., 2008;
Fadil et al., 2003), Yarrowia (Lanciotti et al., 2005; Wu et al., 2009), Saccharomyces
(Giannoutsou et al., 2004) e Trichosporon (Chtourou et al., 2004), estas apresentam uma
significativa redugdo do COD, no teor de compostos fendlicos e também na coloragédo do

efluente.

Tabela 4.19 - Tratamento biologico de aguas rucas com diferentes tipos de microrganismos. Adaptado de
Farshad (2012).

Microrganismos Resultado Referéncia
Azotobacter vinelandii Reducédo 70% COD Piperidou et al., 2000
Pseudomonas putida e Biodegradacéo dos o

) o Di Gioia et al., 2001
Ralstonia spp. compostos aromaticos
Lactobacillus plantarum Reducéo gradual da cor Lourenco et al., 2003

Pleutorus ostreatus Reducao de fendis (= 100%) Aggelis et al, 2003

Geotrichum candidum Reducédo 60% COD Assas et al., 2009a
Ganoderma applanatum Reducdo de fendis e cor Matos et al., 2007
Candida boidinii Reducdo de fendis e cor Giannoutsou et al., 2004
Candida cylindracea Reducdo fendis e COD Gongalves et al., 2009
Candida holstii Reducédo 39% de fenois Ben Sassi et al., 2008
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Tabela 4.19 - Tratamento bioldgico de &guas rucas com diferentes tipos de microrganismos. Adaptado de
Farshad (2012). (Continuacéo)

) o Reducéo 62,8% COD; )
Candida tropicalis . Fadil et al., 2003
Reducéo 51,7% de fendis
o ) Reducéo 20-40% COD; o
Yarrowia lipolytica . Lanciotti et al., 2005
<30% fenois

Yarrowia lipolytica W29 Reducéo 67-82% COD Wu et al., 2009

Saccharomyces spp. Reducdo 61% de fendis Giannoutsou et al., 2004

) Remocdo dos
Trichosporon cutaneum o Chtourou et al., 2004
mono/polifendis
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Tabela 4.20 - Tabela resumo dos ensaios de biorremediagdo com agua ruga de 2 fases. (M £ DP)

Teor Inicial ) i i
B Duragéo In6culo PLI YE PLI Liq. YE Ligq.
de Fenois . )
4 (dias) (células.mL?) (%) (%) (%) (%)
(Hg-mL™)
— 1°Ciclo35% 6,11 +0,34 18 5,35%10° 73 +2,82° 26 +2,46%° 51+282° 18+246%
2
3 Controlo 6,34 £ 0,13 18 - 22 +5,55° 8+ 1,99 - -
N
2 2°Ciclo 35% 7,19+ 0,02 14 5,35%10° 70 £ 7,19 39+4,07° 62+7,19° 351407
o
1°Ciclo50%  7,73+0,10 8 14,6 x 10° 56 + 2,13¢ 62+248% 17+2,13° 20+248°
@ Controlo 50% 7,54 £ 0,17 8 - 39+13,17° 41+13,13° - -
:é 1°Ciclo 60% 10,04 + 0,20 8 14,6 x 10° 53+7,41° 63+6,62¢ 24+741° 21+6,62°
Controlo 60% 10,33 + 0,34 8 - 29 +1,27° 42 +0,06° - -

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes



A B

Figura 4.10 - Coloracdo das amostras de agua ruga, 1°ciclo, série 3, 2 fases: (A) amostra inicial do
efluente; (B) amostra final do efluente.

Também aqui foram observadas alteragBes na cor dos efluentes ao longo dos
ensaios, com a tonalidade no final do periodo de fermentacdo mais clara,
comparativamente ao inicio, conforme exemplo da figura 4.10. Apesar de eventualmente
existir a probabilidade de oxida¢do dos compostos fendlicos devido ao arejamento das
culturas, ocorrendo a polimerizacdo em compostos fenolicos de elevado peso molecular
associados a coloracdo escura (Tsagaraki et al., 2007), as microalgas aparentemente tém

capacidade para os degradar, contrariamente ao que se conservou nos efluentes de 3 fases.

4.3 Avaliacdo da Toxicidade Final dos Efluentes

4.3.1 Ensaios de Germinacéo
A andlise quantitativa da fitotoxicidade dos efluentes foi avaliada pelos testes de
germinacdo, tendo em conta a inibicdo da germinacdo e do crescimento da radicula e
caule da Lactuca sativa. Os resultados sdo apresentados (a semelhanga dos ensaios de

biorremediacéo) por tipo de efluente.

= Culturas com 20% de agua ruca trés fases

Para estes ensaios foram considerados os efluentes obtidos dos biotratamentos da
série 4, com preadaptacdo e sem adaptacdo do indculo, bem os efluentes finais do 2° ciclo
da série 2. Para o controlo negativo foi utilizado o efluente dos ensaios controlo da série
4. Para todos os ensaios foi escolhido aleatoriamente um dos triplicados.

Os resultados das sementes germinadas encontram-se na tabela 4.21. Como seria

de esperar as sementes do controlo positivo germinaram quase todas, pelo contrario das
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sementes do controlo negativo, bem como do branco sujo do momento, nenhuma
germinou. Analisando os ensaios com agua ruca resultante dos biotratamentos, verifica-
se maior capacidade de germinagdo no ensaio sem adaptacdo do inoculo, contrariamente
ao que se verificou na quantificacdo dos fenois finais, jA& que a maior reducdo foi
observada quando se fez a preadaptacao do indculo de C. vulgaris. Também a capacidade
de germinacdo no ensaio de 2° ciclo foi muito baixa.

Com base nos resultados da analise de cromatografia os compostos fenolicos
monomeéricos (&cido p-hidroxibenzdico e acido siringico), caracterizados pela sua
atividade fitotdxica e antimicrobiana (Ramos-Cormenzana et al., 1996; Sayadi et al,
2000; Casa et al., 2003, Sampedro et al., 2004; Ergul et al., 2009),encontravam-se em
maior concentracdo nas amostras finais do 2° ciclo e controlo (Tabela 4.11). De facto, a
toxicidade destes compostos fendlicos foi comprovada pelos ensaios de germinagéo
(Tabela 4.21), onde se verificou auséncia de crescimento no controlo negativo (cultura de
controlo), sendo esta a amostra que apresentou também maior concentracdo destes

compostos fendlicos, bem como baixa capacidade de germinacdo no ensaio de 2° ciclo.
Tabela 4.21 - Resultados da germinacdo das sementes de Lactuca sativa com efluentes finais a 20% de

dgua ruga, 3 fases.

N°sementes NO°ementes N°ementes Germinagao

germinadas germinadas germinadas final IR
(24h) (48h) (7 dias) (%)
Controllo positivo 38 38 38 95 ]
(agua)
Controlo negativo 0 0 0 0 1
(sem tratamento)
Branco sujo do 0 0 0 0 1
momento
Biotratamento
1°ciclo sem 1 7 9 22,5 -0,76
adaptacéo
Biotratamento
1°ciclo com 3 4 5 12,5 -0,87
adaptacéo
Biotratamento
2Ciclo 1 1 1 2,5 -0,97

Segundo o critério de Williamson e Richardson (1988), se o indice de Resposta

(IR) se encontrar entre -1 e 0 considera-se que existe efeito inibitorio. Neste caso (Tabela
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4.21) verifica-se um efeito inibitorio por parte dos efluentes de trés fases na germinacéo
da L. sativa, sendo ele justificado eventualmente pela presenca de substancias com
capacidades fitotoxicas e antimicrobianas (Capasso et al., 1995; Paixdo et al., 1999; Casa
et al., 2003). Apesar disso, observa-se uma tendéncia de diminuicdo do efeito inibitorio,
quando é aplicado o biotratamento com C. vulgaris.

Tendo em conta os resultados da germinacéo, o crescimento médio da radicula e
caule foi calculado para alguns dos ensaios (Tabela 4.22 e Figura 4.11). Verifica-se que
0 comprimento das radiculas entre ensaios de &guas rugas resultante dos biotratamentos,
ndo é diferente, no entanto é menor comparativamente ao controlo positivo, 0 que
evidencia o caracter toxico destes efluentes. Por outro lado ndo se observaram diferencas
entre os comprimentos dos caules dos biotratamentos, comparativamente ao controlo, o
que sugere que o tratamento das aguas rucas de trés fases com microalgas tem algum

efeito benéfico na toxicidade final deste efluente.

Tabela 4.22 - Crescimento médio (cm) da radicula e caule durante a germinacdo com efluentes finais a
20% de &gua ruga, 3 fases. (n=40, M + DP)

Radicula Caule

Controlo positivo - agua 4,14 +£1,09° 3,33+0,82°

In6culo sem adaptacéo 1,70+ 0,54° 3,98 +1,28°

In6culo com adaptagio 1,70+0,88° 3,60 +0,88°

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes.

Figura 4.11 - Resultados dos testes de germinacdo com os efluentes finais a 20% de agua ruca, 3 fases,

série 4: (A): Biotratamento sem adaptacéo; (B): Biotratamento com preadaptacéo.
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= Culturas com 35% de agua ruca duas fases

Para estes ensaios foram considerados os efluentes obtidos dos biotratamentos de
agua ruca de duas fases, a 35%, 1° ciclo e 2° ciclo. Para o controlo negativo foi utilizado
o efluente dos ensaios controlo da série 1. Para todos os ensaios foi escolhido
aleatoriamente um dos triplicados. Os resultados das sementes germinadas encontram-se
na tabela 4.23. De um modo geral os resultados mostraram que estas aguas rucas,
comparativamente as de trés fases, sdo muito menos toxicas, ja que todos os controlos
tiveram percentagens de germinacdo elevadas. Contudo analisando o perfil de
germinacdo, verifica-se no controlo negativo e no branco sujo do momento uma menor
capacidade de germinacdo nas primeiras 24 horas, no entanto no final do periodo de

ensaio esses valores aproximaram-se ligeiramente dos restantes ensaios.

Tabela 4.23 - Resultados da germinacéo das sementes de Lactuca sativa com efluentes finais de 35% de

&gua ruca, 2 fases.

N°sementes N°%ementes NC°sementes Germinacgao

germinadas germinadas germinadas final IR
(24h) (48h) (7 dias) (%0)
Controlo positivo
N 38 38 38 95 -
Controlo negativo 32 36 37 925 0.03
(sem tratamento) ’ -
B|0I£aéa;ggnto 36 38 38 95 0

O 1°ciclo de tratamento mostrou reducgéo da toxicidade, obtendo-se resultados de
IR idénticos a germinacdo com agua, e superiores aos restantes controlos, o que é
classificado como efeito de estimulacéo.

O crescimento médio da radicula e caule para estes ensaios encontra-se na tabela
4.24 e figura 4.12. Aqui o comprimento das radiculas entre ensaios ndo mostrou
diferencas, exceto para o controlo negativo. O comprimento do caule do biotratamento
de 1° ciclo foi maior, comparativamente aos controlos negativos e ao controlo positivo, o
que reforca a diminuicdo da toxicidade deste efluente, devido ao tratamento com a C.
vulgaris. Estes resultados confirmam que as microalgas em estudo tém a capacidade de
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degradar compostos fenolicos, capazes de inibir a germinacdo das sementes, e que essa

capacidade € mantida, mesmo quando utilizadas em 2° ciclo, embora com acdo mais fraca.

Tabela 4.24 - Crescimento médio (cm) da radicula e caule durante a germinagdo com efluentes finais a
35% de &gua ruca, 2 fases. (n=40, M + DP)

Radicula Caule

Controlo positivo - agua 4,14+1,09° 3,33+0,82°

Controlo negativo — sem tratamento 6,60 + 2,12° 3,25 + 0,86°

Branco sujo do momento 4,33+1,04*° 3,68+0,81°
Biotratamento de 1° Ciclo 4,76 +0,65% 6,15+ 1,169
Biotratamento de 2°Ciclo 573+1,61* 4,48 +0,94°

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes.

Figura 4.12 - Resultados dos testes de germinacdo com efluentes finais a 35% de agua ruca, 2 fases:
(A): Biotratamento de 1° Ciclo; (B): Controlo negativo

= Culturas com 50% e 60% de agua ruca duas fases

Os resultados das sementes germinadas com os efluentes obtidos dos
biotratamentos de agua ruca de duas fases a 50% e 60% encontram-se na tabela 4.25.
Aqui os controlos negativos apresentados referem-se a 60% de diluicdo. Verifica-se que
a percentagem de germinacgdo na cultura de biorremediacdo a 50% € igual a do controlo
positivo e maior comparativamente com 0s controlos negativos, obtendo-se um IR
idéntico a germinagcdo com agua, portanto de estimulacdo. Por outro lado, os resultados
dos ensaios de germinacdo com &gua ruca a 60% mostraram maior percentagem de
germinacao comparativamente a todos os controlos (positivo e negativos). Neste caso foi

obtido um maior efeito de estimulacdo, com valor de IR=0,03. Estes resultados
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confirmam a ideia de que a C. vulgaris apresenta capacidade para reduzir 0s compostos
fitotoxicos que inibem a germinacao da L. sativa, demonstrando igualmente o potencial

do biotratamento.

Tabela 4.25 - Resultados da germinacdo das sementes de Lactuca sativa com efluentes finais de 50% e

60% de agua ruca, 2 fases.

N°sementes N°%ementes N°ementes Germinacao

germinadas germinadas germinadas final IR
(24h) (48h) (7 dias) (%)
Controlo positivo
. 38 38 38 95 -
(agua)
Controlo negativo
sem tratamento 32 34 37 92,5 -0,03
(60%)
Branco sujo
do momento 36 36 36 90 -0,05
(60%)
Biotratamento
500 37 38 38 95 0
Biotratamento
60% 39 39 39 97,5 0,03

O crescimento médio da radicula e caule para estes ensaios encontra-se na tabela
4.26. O comprimento das radiculas entre ensaios ndo mostrou diferencas, exceto no caso
do biotratamento a 60%, em que os valores médios obtidos foram superiores. Este efeito
poderd estar mais uma vez associado a maior percentagem de carga organica com
capacidade nutritiva, nomeadamente acUcares que estimulam o desenvolvimento da raiz.

Por outro lado, ambos os controlos negativos apresentam maior comprimento do
caule do que o controlo positivo. Este facto pode ser justificado pela presenca de agucares
nas aguas rugas (Borja et al., 2002) que estimulam o crescimento da semente, ou seja um
aumento de nutrientes comparativamente com a dgua. No entanto ndo significa que estes
efluentes (controlo negativo e branco sujo do momento) sejam menos fitotdxicos, como
alias se verifica pelo valor de IR obtido (Tabela 4.25). Comparativamente, 0 comprimento
dos caules dos biotratamentos a 50% e 60% nao mostrou diferencas com os controlos

negativos, apesar do efeito de estimulacdo observado.
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Tabela 4.26 - Crescimento médio (cm) da radicula e caule durante a germinacéo com efluentes finais a

50% e 60% de &gua ruca, 2 fases. (=40, M = DP)

Radicula Caule
Controlo positivo - agua 4,14 +1,09° 3,33+0,82°
Controlo negativo — sem tratamento (60%) 4,22 + 1,05° 5,69 + 1,75¢
Branco sujo do momento (60%) 420+0,73 522 + 0,65
Biotratamento 50% 429+0,76° 6,53+1,11¢
Biotratamento 60% 7,01+ lloob 5,08 + 0’74d

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes.

Em sintese, os resultados sugerem que para as aguas rucas de duas fases a C.
vulgaris apresenta uma relagdo positiva entre a capacidade para reduzir os compostos
fitotoxicos que inibem a germinacdo da L. sativa e a concentracdo do efluente (pela
analise do valor de IR), refletindo-se também num maior crescimento do caule (Tabela

4.27), 0 que podera ser uma mais-valia.

Tabela 4.27 - Analise comparativa do efeito do biotratamento da C. vulgaris nos efluentes de agua ruca,

2 fases, na germinagdo de L. sativa. (n=40, M = DP)

IR Caule
Controlo positivo - agua - 3,33+0,82%
Biotratamento 35% 0 6,15+ 1,16"
Biotratamento 50% 0 6,53 +1,11°
Biotratamento 60% 0,03 5,08 + 0,74

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes.

4.3.2 Ensaios de Crescimento

A anélise qualitativa da fitotoxicidade dos efluentes foi avaliada pelo crescimento
da Lactuca sativa, tendo em conta as caracteristicas finais do desenvolvimento da planta,
tais como textura das folhas/raiz e tamanho. Para estes ensaios foram considerados 0s

mesmos efluentes (biotratamento e controlo) que na analise quantitativa.

= Culturas com 20% de agua ruca trés fases

Aqui o efluente testado foi o obtido das culturas de biotratamento a 20%, com

indculo sem preadaptagdo. De um modo geral, verifica-se maior capacidade de
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germinacdo e maior desenvolvimento das alfaces submetidas ao efluente resultante da
cultura de biotratamento, quando comparadas com as alfaces submetidas ao efluente do
controlo (Figura 4.12), confirmando a ac¢do positiva das microalgas. Comparando com 0s
ensaios de germinacdo anteriores (avaliagdo quantitativa) onde ndo se verificou
germinacdo das sementes no controlo negativo, aqui o crescimento observado podera
estar associado a possivel oxidacdo dos compostos fenolicos, ocorrida no tempo de espera

para a preparacdo destes ensaios, resultando assim num efluente menos téxico.

Figura 4.12- Aspeto do desenvolvimento final da L. sativa ao fim de 24 dias de ensaio, 20% de agua

ruga, 3 fases: (A) Biotratamento sem adaptacéo; (B) Controlo negativo.

= Culturas com 35% de aqua ruca duas fases

Aqui o efluente testado foi o obtido das culturas de biotratamento a 35%, de 1°
ciclo e de 2°cciclo. Verifica-se que as alfaces submetidas ao efluente de 1° ciclo, para além
de possuirem maior nimero de plantas germinadas, o tamanho destas é maior,
comparativamente com as alfaces submetidas a 2° ciclo (Figura 4.13). Assim conclui-se
que apesar da microalga reutilizada possuir capacidade para remover 0 mesmo teor de
compostos fendlicos num menor periodo de tempo, ndo consegue reduzir a fitotoxidade
do efluente da mesma forma. De um modo geral, observou-se maior capacidade de
germinacao e maior desenvolvimento das alfaces submetidas aos efluentes resultantes dos
biotratamentos (1° e 2° ciclo), quando comparadas com as alfaces submetidas ao efluente

do controlo, confirmando os resultados anteriores.
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Figura 4.13 — Aspeto do desenvolvimento final da L. sativa ao fim de 24 dias de ensaio, 35% de agua

ruga, 2 fases: (A) Biotratamento de 1°ciclo; (B) Biotratamento de 2°ciclo.

= Culturas com 50% e 60% de aqua ruca duas fases

Os ensaios com efluentes dos biotratamentos com 50% de &gua ruca, mostraram
uma elevada diferenca entre 0 nimero de plantas que resistiram apds o periodo de ensaio.
Inicialmente germinaram nove sementes com o efluente resultante da cultura de
biotratamento, j& no que diz respeito a cultura controlo verificou-se inicialmente a
germinacdo de oito sementes. No entanto para ambos 0s casos, 0 crescimento foi
observado em menor numero, ndo se verificando diferencas significativas no seu
desenvolvimento (Figura 4.14). O facto de maior nimero de plantas terem resistido, no
ensaio com efluente resultante da cultura de biotratamento, comparativamente ao
controlo, reforca a acdo positiva da C. vulgaris na diminui¢do da toxicidade das aguas

rucas.

A

Figura 4.14 - Aspeto do desenvolvimento final da L. sativa ao fim de 24 dias de ensaio, 50% de &gua
ruca, 2 fases: (A) Biotratamento; (B) Controlo negativo.

Os ensaios com efluentes dos biotratamentos com 60% de agua ruca foram
surpreendentes, ja que apesar de se terem obtido maior nimero de plantas,
comparativamente ao controlo, estas apresentavam fraco aspeto (Figura 4.15). Tal como
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ja foi mencionado, o desenvolvimento das plantas pode estar associado & presenca em
maior quantidade de agucares, comparativamente com as restantes dilui¢ces, no entanto
a consisténcia mole e fraco aspeto das folhas pode estar relacionado com a toxicidade que
embora néo tenha inibido a germinacdo, afetou o seu crescimento.

Estes resultados sugerem, tal como os resultados anteriormente obtidos nos
ensaios de germinacdo, que a C. vulgaris apresenta a capacidade para reduzir os
compostos fitotoxicos que inibem a germinacdo da L. sativa, no entanto, a medida que
aumenta a concentracdo do efluente a acdo das microalgas ndo é o suficiente para prevenir

efeitos negativos no crescimento da planta.

Figura 4.15 - Aspeto do desenvolvimento final da L. sativa ao fim de 24 dias de ensaio, 60% de &gua

ruca, 2 fases: (A) Biotratamento; (B) Controlo negativo.

4.4 Otimizacéo do Processo

No processo de otimizacdo foi utilizado o efluente de duas fases, visto que
apresentam uma mais-valia para o0 ecossistema, ja que apresentam menor carga organica
comparativamente com os lagares de trés fases. Todos 0s ensaios foram realizados com
diluicdes de 50% do efluente em &gua destilada e tal como ja foi referido a otimizacao do
processo foi realizada em duas etapas, numa foi analisada a capacidade de tratamento de

um efluente praticamente sem conservagdo, na outra foi otimizado o biorreator.

44.1 Tratamento do Efluente sem Conservacéo

Neste tratamento o efluente utilizado ndo foi sujeito ao processo de conservagdo
através da congelacdo, ou seja, usou-se agua ruca de duas fases mantida no frigorifico
desde o seu periodo de recolha. Este procedimento teve como objetivo comparar 0s
resultados anteriores, obtidos em condicdes laboratoriais controladas, com aqueles que

serdo mais proximos dos obtidos a escala piloto. De facto, tal como acontece no
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tratamento em grande escala, o efluente a tratar ndo sofreu nenhum processo de
conservacao, estando neste caso sujeito ao processo natural de degradacao dos compostos
fenolicos e ao desenvolvimento de microrganismos. Apesar disso, foi feita manutencéo
no frigorifico de forma a evitar uma proliferacdo excessiva da microbiota, pois o periodo
decorrido entre a recolha das amostras e estes ensaios foi de cerca 5 meses.

Estes ensaios foram realizados em duplicado e considerando os resultados
anteriores, durante um periodo de fermentacdo de 8 dias, para efluente de duas fases
diluido a 50% e previamente autoclavado. De salientar que a cultura de microalgas
utilizada nestes ensaios foi sujeita a uma preadaptagdo de 10% (v/v) de agua ruga de duas
fases em meio de Walne modificado, durante 3 dias. As culturas controlo foram realizadas
com esferas de alginato de sodio sem microalgas. Todas as culturas foram desenvolvidas
em Erlenmeyers de 3L, invertidos, em volumes de cultura de cerca de 2,5 L (Figura 4.16).

Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente (20°C+2) e com iluminacéo natural.

Figura 4.16 - Otimizac&o do processo - aspeto das culturas com efluente sem conservagao a 50%, 2 fases.

Os ensaios de biorremediacdo foram inoculados com esferas a concentracdo de
5,85 x10° células.mL, mantendo a relagdo de efluente:esferas igual a 20 (v/v). A
concentracdo escolhida prendeu-se com aspetos praticos de obtencdo de indculo no
volume necessario, tendo em vista um aumento de escala. Apos o periodo de fermentacéo
verificou-se um aumento dos valores de pH das culturas, de 5,81 + 0,16 para 7,31 + 0,28,

nédo havendo diferencas entre culturas de biorremediagéo e culturas controlo.
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Fenois totais

Estas culturas foram iniciadas com um teor médio de fenois totais de 6,47 pg.mL
1 + 0,38 e no fim do periodo de ensaio o teor de compostos fendlicos foi reduzido para
3,88 ug.mL* £ 0,10, o que se traduziu num Indice de Perda de Fendlicos (PLI) de 40% +
1,93 e num Rendimento de Remog&o (YE) de 37% * 3,93. Também aqui foram tidos em
conta as varia¢6es do teor de fendlicos totais das culturas controlo, levando a valores de
PLI liquido de 5% + 1,93. Estes valores baixos sugerem que o contributo das microalgas
na diminuicdo dos fenolicos nestas condic¢Bes teve pouco peso. Comparativamente com
os resultados obtidos nas culturas de 50%, apresentados anteriormente, verificaram-se
valores pouco satisfatorios (Tabela 4.28), contudo estes podem estar associados as
condigdes iniciais da cultura, ou seja, o efluente ndo sofreu qualquer tipo de conservacgédo
de forma a evitar a degradacdo dos fendis, tendo sido guardado no frigorifico até ao
momento de utilizagdo, verificando-se a existéncia de fungos, assim como de odor
desagradavel. Por outro lado a densidade celular do in6culo nestes ensaios era bastante
menor. De acordo com o estudo realizado por Justino et al. (2009), no qual foi avaliada a
degradacdo de compostos fenolicos deste tipo de efluente por fungos, foi verificado que
para a mesma diluicdo um ano ap6s a producdo se registou uma menor reducao do teor
de fendis, contrariamente ao verificado no efluente tratado inicialmente. Assim, neste
trabalho com C. vulgaris verificou-se de forma analoga ao estudo anterior com fungos
que para a mesma diluicdo um periodo alargado de espera apés a producéo leva a menor
reducdo do teor de fendis, contrariamente ao verificado no efluente tratado inicialmente.
De facto, durante o periodo de armazenamento os compostos fenolicos tém tendéncia a
se converterem, por acdo de polimerases, em polimeros de elevado peso molecular que
sdo mais dificeis de se degradarem por tratamento bioldgico (Ayed et al., 2005; Crognale
et al., 2006; Justino et al., 2009).
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Tabela 4.28 - Comparagdo entre as culturas de biorremediacdo de 50%, 2 fases. (=3, M + DP)

Biorremediacéo Otimizacao

50% biorremediacédo 50%
PLI (%) 56,25 + 2,13 40,00 +1,93
YE (%) 61,66 + 2,48 37,00 + 3,93
PLI*-liquido (%) 17,27 + 2,132 4,69+1,93"
YE*- liquido (%) 20,23 +£ 2,482 3,97+3,93°

(*) Tendo em conta culturas controlo; Letras diferentes na mesma linha correspondem a médias

estatisticamente diferentes.

4.4.2  Otimizagéo do Biorreator

Nesta etapa de otimizacdo optou-se por um reator do tipo coluna de bolhas. Este
tipo de reatores permite uma transferéncia eficaz entre as fases gasosas e liquidas
(Teixeira, 2002; Kantarci et al., 2005; Lau et al., 2010) e apresentam uma constituicdo
muito simples. Para esse efeito foram construidos trés fotobiorreatores que consistiram
em cilindros de vidro com entrada de ar na seccao inferior. O ar passava por uma placa
perfurada finamente, de modo a formar bolhas de didmetro reduzido, originando assim
um regime homogéneo.

Nos biorreatores construidos, o volume de cultura assumiu uma relacdo
altura/diametro duas vezes superior ao didametro do fermentador, com um volume total de
200 mL (Figura 4.17). Estes ensaios foram realizados em triplicado, em regime
permanente de luz (3800 lux) e a temperatura ambiente (20°C + 2).

Figura 4.17 - Otimizacdo do processo - aspeto dos fotobiorreatores do tipo coluna de bolhas, 2 fases a
50%.
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Neste caso também foi otimizado o periodo do ciclo fermentativo, sendo este
reduzido para seis dias. Tal como anteriormente, foi testado o efluente de duas fases
diluido a 50% e previamente autoclavado, o inoculo foi sujeito a uma preadaptacéo de
10% e as culturas controlo foram realizadas com esferas de alginato de sédio sem
microalgas. A concentracdo de C. vulgaris neste ensaio tambeém foi otimizada visto que
os resultados anteriores com igual diluicdo do efluente sugeriram que o aumento da
densidade celular do indculo pode ter efeitos negativos, ndo se traduzindo num aumento
da remog&o de fenois. Assim, as culturas de biorremediagéo foram inoculadas com uma
concentragéo de 6,05x10° células.mL™, mantendo a relacio de efluente:esferas igual a 20
(VIV).

Com base na recolha das amostras dos efluentes testados, verificou-se um
aumento dos valores de pH das culturas, de 4,08 + 0,01 para 7,30 + 0,50, ndo havendo

diferenga entre as culturas de biorremediacdo e as culturas controlo.

Fenois totais

Estas culturas foram iniciadas com um teor médio de fendis totais de 9,14
ug.mL* + 0,13 e no final do periodo de ensaio o teor de compostos fendlicos foi reduzido
para 5,14 pg.mL* + 0,08, obtendo-se uma eficécia de remocéo dos compostos fendlicos
que se traduziu, ao fim de 6 dias de fermentacdo, num PLI de 43% + 0,90 e num YE de
79% * 1,63. Tendo em conta as culturas controlo observaram-se valores liquidos de PLI
e YE, respetivamente 19% * 0,90 e 32% + 1,63 (Tabela 4.29).

Tabela 4.29 - Comparacdo entre as culturas de biorremediacao de 50% (série 3, 2 fases e 50% otimizagéo

com biorreator coluna de bolhas). (n=3, M + DP)

Biorremediagéo Otimizagéo coluna de bolhas

50% 50%
Teor inicial fendlicos

B 7,730,107 9,14 0,13

(Hg-mL™)
PLI (%) 56,25 + 2,13 43,33+0,90
YE (%) 61,66 + 2,48 78,62 1,63
PLI*-liquido (%) 17,27 £2,13° 19,38 +0,90°
YE*- liquido (%) 20,23 + 2,48¢ 32,30 +1,63°

(*) Tendo em conta culturas controlo; Letras diferentes na mesma linha correspondem a médias

estatisticamente diferentes.
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Comparativamente com as culturas de biorremediagdo anteriormente realizadas
com igual diluicdo do efluente (série 3), verifica-se que ndo existem diferencas no PLI-
liquido. Mais uma vez a reducdo do tempo de fermentacao, no uso da coluna de bolhas,
levou ao aumento do rendimento. Apesar disso, os resultados obtidos sugerem que podem
existir vantagens no uso deste tipo de fotobiorreator, ja que permitem rentabilizar a perda
de fendis (aumento do YE-liquido) e aumentar a concentracao inicial de fendis a tratar,
mantendo a eficacia da sua remocédo (manter PLI-liquido). Uma transferéncia eficaz entre
as diferentes fases neste tipo de reatores, podera contribuir para estes resultados. Por outro
lado, estas fermentacBes ocorreram em regime permanente de luz, o que podera ter
contribuido para os valores de PLI-liquido obtidos. De facto, fermentacdes com as
microalgas S. quadricauda e A. braunii mostraram maior rendimento de perda de
fendlicos quando as culturas ocorreram no escuro, comparativamente a presenca de luz
(Pinto et al., 2003). Nesse contexto, seria nosso objetivo repetir estes ensaios com a
coluna de bolhas sob regime de fotoperiodo, de forma a otimizar o processo de

biorremediacéo.
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5 Consideracoes Finais

68



O trabalho desenvolvido tinha como principal linha de investigagdo avaliar o
potencial da Chlorella vulgaris na diminuicdo de compostos fenolicos e aumento de pH,
de modo a resultar numa diminuicdo da fitotoxicidade do efluente sujeito ao
biotratamento. De acordo com o0s dados obtidos podemos concluir que os objetivos
inicialmente propostos foram atingidos, tendo-se verificado uma melhoria na qualidade
final das aguas rucas tratadas com recurso a microalga.

A partir dos ensaios de biorremediacdo conclui-se que a presenca das microalgas
imobilizadas em esferas de alginato de sédio influencia o valor final de pH, tendo-se
registado a diminuicdo da acidez das culturas. Por sua vez, no que respeita a carga
organica destes efluentes, nomeadamente os compostos fendlicos, verificou-se um
decréscimo na sua concentracdo, no entanto estes resultados ndo simbolizam uma
diminuicdo da fitotoxicidade. Dos resultados obtidos € possivel inferir as seguintes

conclusdes:

Aqua ruca de trés fases:

= No tratamento destas guas rucas, as percentagens brutas de remocéo dos fendis
nos 1% ciclos variaram entre 20% a 43%, para concentrac@es iniciais de fenolicos de 22-
28 pug.mL™. Além disso, verificou-se um aumento do pH, registando-se uma cultura
neutra no final do biotratamento. No entanto, so se verificou uma reducéo efetiva do teor
de compostos fenolicos nos ensaios de biorremediacdo onde foi utilizada C. vulgaris
adaptada. Apesar disso, os ensaios de germinacdo com alface mostraram que a toxicidade
destes efluentes persiste, mesmo ap0s o biotratamento, embora se observasse uma
tendéncia de diminuicdo do efeito inibitorio. A comprovar esta tendéncia foi o facto de
se ter observado maior desenvolvimento das alfaces submetidas ao efluente resultante da
cultura de biotratamento, quando comparadas com as alfaces submetidas ao efluente sem
tratamento.

= Nas culturas de 2° ciclo onde foi analisada a capacidade da C. vulgaris efetuar um
novo tratamento de efluente, verificou-se que esta apresenta ainda alguma aptiddo na
remocao dos compostos fendlicos, neste caso apesar da concentracao inicial do inéculo
ser inferior a capacidade de remogé&o foi mantida a custa de um fenémeno de preadaptacéao
ocorrido no 1°ciclo. Em termos de fitotoxicidade, apds o biotratamento o efluente destas
culturas apresenta ainda assim caracter mais toxico comparativamente ao efluente das

culturas de 1° ciclo.
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= O efluente sujeito ao 2° tratamento ndo apresenta vantagens, nas condicOes
testadas, visto que a degradacdo dos fenois totais foi muito baixa, eventualmente pela
presenca de compostos de elevado peso molecular (dificilmente biodegradaveis). Posto
isto, aconselha-se em trabalhos futuros a utilizagdo de microalgas e posteriormente de
outros microrganismos capazes de degradarem estes compostos, como por exemplo

bactérias.

Aqua ruca de duas fases:

= Por outro lado, considerando o tratamento destas aguas rucas, as percentagens
brutas de remocdo dos fendis nos 1 ° ciclos variaram entre 53% a 73%, para
concentragdes iniciais de fenolicos de 6-10 pg.mL™. Nestes ensaios de biorremediacéo,
analisando as diferentes diluicOes testadas, conclui-se que a que apresenta maior
capacidade de satisfazer os objetivos inicialmente propostos sdo as culturas com 35% de
efluente (1° e 2°ciclo). Examinando os ensaios executados com esta diluicdo verificaram-
se maiores perdas de compostos fendlicos para o 2° ciclo, concluindo-se que a C. vulgaris
apresenta capacidade de realizar um novo tratamento de efluente, com aumento da sua
rentabilidade. Contudo em termos de fitotoxicidade os resultados foram contraditorios.

= Nas culturas de 50 e 60% de efluente, apesar da concentragdo do indculo ter sido
aumentada, verificou-se que, como seria de esperar, a capacidade de remocdo dos
fenolicos e reduzida. Apesar disso, em termos de resultados dos ensaios de germinagédo
com estes efluentes, apds o biotratamento observou-se um efeito de estimulagdo. No
entanto, com este aumento da concentragdo do efluente, a agcdo das microalgas néo foi
suficiente para prevenir os efeitos negativos observados no crescimento da planta.

=Por fim, com base no processo de otimizacdo do efluente sem conservacao
conclui-se que a rentabilidade deste tratamento € baixa visto que durante o periodo de
armazenamento os compostos fenolicos converteram-se em polimeros de elevado peso
molecular que sdo dificeis de se degradarem, dificultando assim o papel desempenhado
pela C. vulgaris.

= No processo de otimizacdo com o fotobiorreator de colunas de bolhas, apesar de
ndo se observarem diferencas na reducdo efetiva de fendlicos, comparativamente com
anteriores processos de biorremediacdo a igual diluicdo do efluente, a reducdo do tempo

de fermentacdo levou ao aumento do rendimento. Além disso, apresenta também a
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vantagem de rentabilizar a perda de fenois, pelo aumento da concentragdo inicial a tratar,
mantendo a eficacia da sua remogéo.
= Tal como j& foi mencionado com base nos resultados obtidos, propde-se em

investigacOes futuras realizar estes ensaios, nos reatores de colunas de bolhas, sob o
regime de fotoperiodo.
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