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Resumo

O objectivo desta dissertagéo consistiu no estudo do tratamento biolégico de um efluente secundario
da inddstria cervejeira com simultanea producdo de lipidos intracelulares, utilizando a microalga
Scenedesmus obliquus e a levedura Rhodosporidium toruloides, aproveitando a complementaridade

dos seus requisitos nutricionais para melhorar a eficiéncia do tratamento, bem como a producao lipidica.

De forma a promover o crescimento heterotréfico, o efluente foi suplementado com melago de cana-
de-acucar, tendo sido previamente estudadas varias concentracdes de acuUcares totais, de forma a
optimizar o processo para maxima eficiéncia do tratamento do efluente e maxima producéo de lipidos

intracelulares.

O tratamento biolégico do efluente ndo foi eficaz em nenhuma das condi¢des estudadas (diferentes
concentragcdes de acgUcares totais; culturas puras e cultura mista; condi¢cdes de esterilidade/nédo
esterilidade) uma vez que ndo se conseguiu obter, ap6s o tratamento biolégico, o efluente com os
paradmetros estudados dentro dos valores legalmente exigidos para a sua descarga ha natureza ou

para a sua reutilizacao.

No entanto, cumpriu-se o objectivo do trabalho em termos de producao de lipidos intracelulares. Sendo
gue o teor maximo de lipidos intracelulares (19,6 % (p/p)) foi obtido apés o tratamento do efluente com
cultura mista desenvolvida no efluente suplementado com melago de cana-de-acUcar, a uma

concentracdo de 10 g/L de acgUcares totais.

Palavras-chave: Tratamento biolégico; Efluentes da industria cervejeira; Scenedesmus obliquus;

Rhodosporidium toruloides; culturas puras; culturas mistas



Abstract

The objective of this dissertation was the study of the biological treatment of a secondary effluent from
brewing industry with simultaneous production of intracellular lipids, using the microalga Scenedesmus
obliquus and the yeast Rhodosporidium toruloides, in order to take advantage of their nutritional
requirements complementarity, to improve the effluent treatment efficiency, as well as the intracellular

lipids production from these microorganisms.

In order to promote the heterotrophic growth, the effluent was supplemented with sugarcane molasses,
having previously been studied various total sugars concentrations, in order to select the best
concentration that could result in the effluent treatment maximum efficiency, inducing the maximum lipid
production.

The biological treatment of the effluent was not effective under any of the studied conditions (different
total sugars concentrations; pure cultures and mixed culture; sterility/non-sterility conditions), since it
was not possible to obtain, after the biological treatment, the effluent with the studied parameters within

the values legally required for its discharge into nature or its reuse.

However, the objective of the work in terms of intracellular lipid production was fulfilled. Being that, the
maximum lipid content (19,6% (w/w)) was obtained after the effluent treatment with the mixed culture
developed in the effluent supplemented with sugarcane molasses, at a concentration of 10 g/L of total

sugars.

Keywords: Biological treatment; brewing industry effluents; Scenedesmus obliquus; Rhodosporidium

toruloides; pure cultures; mixed cultures
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1. Objectivos

Este trabalho tem como principal objectivo estudar o tratamento biolégico de efluentes secundarios da
industria cervejeira, utilizando culturas puras da microalga Scenedesmus obliquus e da levedura
Rhodosporidium toruloides, bem como de uma cultura mista dos dois microrganismos, tirando partido
da simbiose resultante dos modos nutricionais complementares destes, para melhorar a eficiéncia do
tratamento do efluente e a producao de produtos lipidicos intracelulares (lipidos de reserva e lipidos de

membrana), tendo em conta que ambos 0s microrganismos séo oleaginosos.

Para atingir esse objectivo, o trabalho iniciou-se com a optimizacdo da concentracdo de acUcares totais,
por adicdo de melaco de cana-de-aclcar aos meios das culturas puras e mistas sob condi¢cdes de
esterilidade, de forma a obter-se a maxima eficiéncia do tratamento do efluente, bem como a méaxima
producédo de biomassa e de produtos lipidicos. A suplementa¢do do meio com uma fonte de carbono é
essencial, uma vez que a levedura Rhodosporidium toruloides é um microrganismo heterotréfico
obrigatorio e a carga em carbono do efluente secundario da industria cervejeira ndo é suficiente ao seu
desenvolvimento. Contudo, o melaco de cana-de-aglcar € um substrato complexo, pelo que a
suplementagédo do meio com este tem associado o aumento da carga do efluente em contaminantes,
nomeadamente em carbono organico, em nitrogénio e em fosforo. Assim, este trabalho tem também
como objectivo perceber se o tratamento do efluente e a producéo lipidica por suplementacao do meio

com melago de cana-de-agUcar sdo objectivos compativeis.

Foi também realizado um ensaio de tratamento do efluente utilizando uma cultura mista, mas em
condi¢des ndo estéreis, para comparacao com o ensaio realizado sob condi¢des de esterilidade, tendo

em conta 0s custos energéticos mais baixos desta Ultima condig&o.



2. Introducgao

2.1. Ciclo Hidrolégico Global e Distribuicio da Agua na Terra

Na Terra a agua distribui-se por trés principais reservatdrios: os oceanos, 0s continentes e a atmosfera,
entre os quais circula continuamente, pelo ciclo hidrolégico. Cobre 2/3 da superficie do planeta,
correspondendo aproximadamente a 1360 x 10'°> m3, o equivalente ao volume de uma esfera com
1360 km de diametro (Alves, 2007a).

A quantidade total de agua na Terra é constante, no entanto a sua distribuicdo e qualidade tem sofrido

bastantes alteracdes ao longo do tempo (Alves, 2007a).

E indispensavel preservar e controlar a disponibilidade da agua e a sua qualidade, considerando-a
sempre como um bem precioso que deve ser conservado e utilizado racionalmente. Alterar a qualidade
da agua implica p6ér em causa a vida do Homem e de todos os outros seres vivos que dela dependem.
E, por isto, essencial preservar as aguas, superficiais e subterraneas, de contaminacéo (Derisio, 2012),
nomeadamente evitando descargas de efluentes domésticos, agricolas e industriais no ambiente, que
desencadeiam graves problemas de poluicdo. De facto, a poluicdo da 4gua é um grave problema da
actualidade que levanta questdes de salde publica e que tem levado a procura de tratamentos

adequados dos efluentes que sdo descarregados no meio ambiente (Abdel-Raouf et al., 2012).

2.2. Efluentes Industriais

Efluente é qualquer agua de origem doméstica ou industrial que contenha contaminantes, sendo alguns

bastante prejudiciais para os humanos e para o ambiente (AL-Rajhia et al., 2012).

Muitas sdo as industrias, a nivel mundial, a produzir largas quantidades de efluente. Estes efluentes
provenientes dos processos industriais, em especial da indlstria agroalimentar, contém altas
concentracdes de carbono (C) e nitrogénio (N) (AL-Rajhia et al., 2012; Raposo et al., 2010), na forma
de compostos orgéanicos e inorganicos. O carbono organico esta presente na forma de hidratos de
carbono, acidos gordos, proteinas, aminoacidos e acidos volateis (Abdel-Raouf et al.,, 2012). Os
constituintes inorganicos incluem altas concentragBes de sddio, céalcio, potassio, magnésio, cloro,
enxofre, fosfatos, bicarbonatos, sais de aménio e metais pesados (Abdel-Raouf et al., 2012). Isto obriga
ao tratamento dos efluentes, de forma a que possam ser descarregados sem qualquer impacto

ambiental ou novamente usados nos processos (Raposo et al., 2010).

2.3. Tratamento de Efluentes Industriais

Dependendo da contaminacéo, existem numerosos processos que podem ser utilizados para tratar os
efluentes, de forma a que, no final, se obtenha agua com uma qualidade tal que possa ser reutilizada
ou descarregada no ambiente, sem causar prejuizos. A qualidade de uma agua é aferida através da
quantificacdo de algumas das suas propriedades fisico-quimicas e microbiol6gicas, seguida da
comparacao com valores limite que devem ser respeitados (Alves, 2007b). Sendo que os valores limite

de qualidade de uma agua legalmente exigidos, sd0 a expressdo quantitativa das caracteristicas



minimas dessa agua, quando destinada ao abastecimento publico (Alves, 2007b) ou a descarga na

natureza.

De entre os parametros de qualidade da agua, quando o destino do efluente tratado é a reutilizacdo em
processos industriais e/ou a descarga na natureza, deve-se dar especial destaque aos parametros
relativos a substancias indesejaveis, nomeadamente: o N amoniacal (N — NH;), o N total de Kjeldahl
(NTK), o C organico total (COT) e o P total. Sendo que para que as aguas residuais possam ser
descarregadas na natureza, estes parametros tém de estar dentro de valores limite especificos
legalmente exigidos (Tabela 2.1) (“Decreto-Lei n° 236/98 , de 1 de agosto de 1998,” 1998).

Tabela 2.1: Valores limite de emisséo (VLE) na descarga de aguas residuais (“Decreto-Lei no 236/98 ,1 agosto
1998,” 1998). CBO;s é a Caréncia Bioguimica de Oxigénio ao 5° dia, e a 20°C; CQO é a Caréncia Quimica de
Oxigénio; e SST é Solidos Suspensos Totais.

Valores Limite de Emissao (VLE) na descarga de aguas residuais na natureza

Parametros Expresséo dos Resultados VLE
pH Escala de Sorensen 6,0-9,0
CBOs,20°C mg0,/L 40
cQo mg0,/L 150
SST mg/L 60
10
Fésforo Total mgP/L 3 (em aguas que alimentem

lagoas ou albufeiras)
0,5 (em lagoas ou albufeiras)

Nitrogénio Amoniacal mgNH,/L 10
Nitrogénio Total mgN/L 15

O N — NH; é uma substancia toxica, indicativa de contaminacdo derivada da degradacédo da matéria

orgéanica nitrogenada ou da descarga de efluentes industriais com amoniaco (Alves, 2007c).
NH; + H,0 < NH; - H,0 & NH,* + OH~ (Eq.2.1)

NTK é o conjunto do N organico e do N — NH;, e inclui compostos como: proteinas, péptidos, acidos
nucleicos e ureia. E importante na avaliagdo do N disponivel para as actividades bioldgicas. A
concentracdo de NTK em rios ndo sujeitos a excesso de descargas organicas variade 0,5 —1mg/L, e
0s niveis de N organico variam desde algumas centenas de ug/L em aguas de lagos, até cerca de

20 mg/L em efluentes limpos (Alves, 2007c).

COT é representativo dos compostos organicos presentes nas aguas residuais, ou efluentes, passiveis
de sofrer oxidacao a didxido de carbono (C0,) por processos bioldégicos ou quimicos. Uma vez sendo
a oxidagéo biolégica, entdo a analise € designada por Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBO); se a
oxidacao for quimica, entdo a andlise é designada por Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO). Assim,
COT é correlacionavel com as CBO e CQO (Alves, 2007c).

O P total nas aguas esta relacionado com o desenvolvimento de algas e plantas aquaticas. Pode ter
origem natural, como resultado da decomposi¢do da matéria biologica e da lixiviagao, ou artificial como

constituinte de adubos e detergentes presentes nas aguas (Alves, 2007c).



A Figura 2.1 mostra as varias etapas unitarias que integram o processo convencional de tratamento de
aguas residuais.

Triagem de ~ Caixa de Clarificador Tratamento .., Clarificador
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Figura 2.1: Layout de um tratamento convencional tipico de efluentes (adaptado de Mihelcic & Zimmerman, 2010).

Os passos envolvidos no tratamento convencional de efluentes industriais séo: (i) pré-tratamento, (ii)
tratamento priméario, (iii) tratamento secundario, e (iv) tratamento terciario (Mihelcic & Zimmerman,
2010).

O pré-tratamento prepara as 4guas residuais para o tratamento e é usado com o objectivo de remover
Oleos e particulas flutuantes e/ou suspensas. O pré-tratamento de efluentes industriais pode
adicionalmente requerer a remocdo do N — NH;, dos &cidos e/ou bases presentes e dos metais

pesados, através de um pré-tratamento fisico-quimico (Mihelcic & Zimmerman, 2010).

O objectivo do tratamento primario € a remocéo de sélidos por meio de processos de separacao sdlido-
liquido. Ocorre num tanque de decantacdo, ou tanque de sedimentacdo, no qual os sélidos se
depositam no fundo. Esta etapa do tratamento remove aproximadamente 60% dos soélidos suspensos
totais (SST), 30% da CBO e 20% do P. Na sua maioria, a CBO e o P removidos sdo parte integrante
dos SST. A esta fase do processo podem ser adicionados coagulantes, de forma a tornar a
sedimentagdo mais eficiente. O efluente clarificado que sai do tratamento primério segue para o

tratamento secundario (Mihelcic & Zimmerman, 2010).

Motor e Reductor
Tanque de Floculacédo

Efluente

Transbordame \ e /

>

74

Sélidos
Figura 2.2: Corte transversal de um tanque de sedimentacao circular (adaptado de Mihelcic & Zimmerman, 2010).

O efluente que chega ao tratamento secundario (clarificacao) ja sofreu remocgéo significativa das
particulas suspensas, no entanto, ainda apresenta elevada carga de CBO, devido a abundéancia de
matéria organica dissolvida. O tratamento secundario é um tipo de tratamento bioldgico e, como tal,

utiliza microrganismos. Existe duas formas de tratamento bioldgico, que diferem entre si na forma como



0S microrganismos e os residuos sao postos em contacto: nos reactores de crescimento suspenso, ha
mistura dos microrganismos com o efluente a tratar; nos reactores de crescimento fixo, os
microrganismos estdo ligados a um suporte estatico enquanto o efluente moével passa pelos
microrganismos (Mihelcic & Zimmerman, 2010).

No tratamento secundario ocorre a remoc¢éo do N e do P presentes no efluente.

O N é removido por um processo de nitrificacdo/desnitrificacdo, que ocorre em condicdes de aerobiose
e andxia, respectivamente. A etapa de nitrificagdo ocorre na presenca de oxigénio (0,), na qual
bactérias aerobias convertem a aménia (NH,*) em nitrito (NO,”) e este em nitrato (NO; 7). A reacg&o

geral destes dois processos é apresentada na Eq. 2.2 (Mihelcic & Zimmerman, 2010).
NH,* +20, » NO;~ + 2H* + H,0 (Eq.2.2)

Para que o processo de remoc¢do do N seja completo, € essencial a presenca de vérias bactérias,
nomeadamente bactérias facultativas que fagam a conversdo do NO;~ a gas nitrogénio (N,). No
entanto, algum do gas nitrogénio produzido é sob a forma de 6xidos de nitrogénio, como o N, 0, que é

um gas de efeito de estufa (Mihelcic & Zimmerman, 2010).

Nesta fase anaerobia, o NO;~ produzido no processo de nitrificac@o vai ser reduzido (agindo como
aceitador de electrdes) e a carga organica biodegradavel presente no efluente (CBO e CQO) vai ser
oxidada (dadora de electrées) a CO,, e nova biomassa, de acordo com a Eq. 2.3 (Mihelcic & Zimmerman,
2010).

C10Hy905N + 10NO;~ — 5N, (gas) + 10C0, + 3H,0 + NH; + 10 OH™ (Eq.2.3)

Esta etapa do processo € anoxica, uma vez que a presenca de 0, dissolvido inibe a redugdo do NO;~
(Mihelcic & Zimmerman, 2010).
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clarificador primario

Reactor bioldgico

Figura 2.3: Configuracédo de um reactor biolégico para remogao do nitrogénio (adaptado de Mihelcic & Zimmerman,
2010).

A remocéo do P pode ser feita por processos quimicos ou biolégicos. No tratamento quimico, sédo
adicionados compostos quimicos como aluminio (Al,(50,)5), sulfato férrico (Fe,(50,)5) e cloreto férrico
(FeCl3), para remocéo do P por precipitacdo (Eq.2.4). Esta adicao é efectuada tipicamente durante o

tratamento primario ou secundario (Mihelcic & Zimmerman, 2010)(JR & JB, 2010).
Al** + P0O,*” - AlLPO,(s) (Eq.2.4)

No tratamento biol6gico, a remog¢édo do P ocorre no biorreactor aerébico, no qual o P, na forma de

fosfatos, € armazenado internamente por microrganismos. Daqui resulta a remogédo do P do efluente



por conversao do fosfato dissolvido em P armazenado nas células microbianas. As células sao depois

removidas no clarificador secundario (Mihelcic & Zimmerman, 2010).
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l
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Figura 2.4: Esquema de um reactor biolégico para remocéo do N e do P durante o processo de tratamento
secundario de um efluente (adaptado de Mihelcic & Zimmerman, 2010).

O tratamento terciario, desinfeccao, tem como objectivo a remogéo de organismos patogénicos. Ocorre
por adicdo de agentes quimicos, como o hipoclorito de sédio liquido, o diéxido de cloro, ou gas cloro;

ou por agentes fisico-quimicos, como a radiacéo ultravioleta (Mihelcic & Zimmerman, 2010).

2.4. Industria Cervejeira

De entre as indUstrias alimentares, o sector da industria cervejeira detém uma posicdo econémica
estratégica, com uma producéo mundial anual superior a 1,34 bilides de hl em 2002 (Fillaudeau et al.,
2006). A cerveja é a quinta bebida mais consumida no mundo, com um consumo médio de 9,6 L/capita

(valor que considera apenas a populacdo com idade superior a 15 anos) (Olajire, 2012).

Durante a producdo, a cerveja € sujeita alternadamente a reacgdes quimicas e bioquimicas (puncéo,
fervura, fermentacdo e maturagdo), bem como a separagdes solido-liquido (Figura 2.5).
Consequentemente, o consumo de 4gua, a producao de efluentes e a geragdo de residuos soélidos sdo
grandes problemas da indastria cervejeira, cuja resolucao implica gastos e investimentos acrescidos.
Assim sendo, promissoras alternativas biolégicas a reducdo do consumo de 4gua e de producédo de
residuos sélidos, bem como a diminuigdo dos respectivos custos de tratamento, constituem um desafio

que podera ser uma oportunidade de evolucéo da industria cervejeira (Fillaudeau et al., 2006).
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Figura 2.5: Processo de producéo de cerveja e dos principais residuos (adaptado de Fillaudeau et al., 2006).



O processo de fermentacao da producdo da cerveja, além de requerer intensivos consumos de energia,

requer o uso de grandes quantidades de agua (Olajire, 2012).

A agua, além de constituir 90 — 95% (em massa) da cerveja, € utilizada em quase todas as etapas do
processo de producdo da mesma, homeadamente para lavagens, limpeza, etapas de esterilizagao,
aguecimentos e arrefecimentos de processos, instalagdes sanitarias, etc. (ver Tabela 2.2), sendo um
consumivel muito importante no processo. O consumo de agua depende do tipo e do volume da cerveja,
da existéncia de maquinas de lavagem de garrafas, do tipo de embalamento e pasteurizacdo, do
sistema de limpeza usado e do tipo e idade do equipamento empregado, variando 0 seu consumo entre
0,4 a 1 m3/hL de cerveja produzida (Olajire, 2012).

Tabela 2.2:Consumo de agua pelos diferentes processos da industria cervejeira (Olajire, 2012).

Consumo Especifico de Agua
(m3/hL de cerveja produzida)

Passos — —
Medicado numa industria Literatura 2
cervejeira alema
0,13 —-10,23 0,17 — 0,26
Armazenamen 0,11 - 0,24
Fermentagéo 0,03 —-0,05 0,04 — 0,08
Armazenamen 0,02 — 0,07 0,01 — 0,06
Filtracéo 0,03 -0,11 0,01 —0,08
Engarrafament 0,06 — 0,16 0,09 - 0,10
Barris 0,01 — 0,06 0,01 -0,12
Diversos 0,2 — 0,204 0,03 — 0,40
Total Processo 0,49 — 0,89 0,47 — 1,33
agstimativa

Excluindo a 4gua que é usada no processo como ingrediente da cerveja (como constituinte principal),
toda a restante agua consumida €, em quantidade, muito semelhante a quantidade de efluente que é
produzido, uma vez que a maior parte dessa adgua usada acaba como efluente, em parte devido ao alto
teor de matéria organica que carrega (Olajire, 2012). Geralmente estes efluentes apresentam uma
elevada CQO, devido a presenca de compostos organicos como agucares, amido, etanol e acidos
gordos volateis, assim como uma elevada CBO (Simate et al., 2011). Em contrapartida, os efluentes
da industria cervejeira ndo sao téxicos e, por norma, ndao contém quantidades apreciaveis de metais
pesados (Olajire, 2012).

Estima-se que se produz 3 a 10 litros, aproximadamente, de efluente por cada litro de cerveja que é
produzido. Assim, o0 uso de 4gua nesta indUstria € de consideravel importancia, ndo s6 em termos de

consumo de agua, como de producao de efluentes (Olajire, 2012).

Na Tabela 2.3 estao resumidas as principais caracteristicas fisico-quimicas tipicas de um efluente de

uma industria cervejeira (Simate et al., 2011).



Tabela 2.3: Caracteristicas fisico-quimicas de um efluente de indUstria cervejeira na India, em que CQO € a
caréncia quimica de oxigénio, CBO a caréncia bioquimica de oxigénio, AVG refere-se aos acidos gordos volateis,
NTK ao nitrogénio total de Kjeldahl, ST aos sélidos totais, SST aos sélidos suspensos totais, e SDT aos sélidos
dissolvidos totais (Simate et al., 2011).

Parametro Valor

pH 3-12
Temperatura (°C) 18 — 40
CQO (mg/L) 2000 — 6000
CBO (mg/L) 1200 — 3600
CQO/CBO racio 1,667
AGV (mg/L) 1000 — 2500
Fosfatos (P0,*7) (mg/L) 10 — 50
NTK (mg/L) 25-80
ST (mg/L) 5100 — 8750
SST (mg/L) 2901 — 3000
SDT (mg/L) 2020 — 5940

As caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes da industria cervejeira variam muito, conforme se pode
ver na Tabela 2.3, dependendo de factores como o tipo de cerveja produzida e os processos de onde
derivam (Driessen & Vereijken, 2003). Além disso, por comparacdo das Tabelas 2.1 e 2.3, conclui-se
que estes efluentes requerem tratamento. Nos casos em que os efluentes ndo sdo descarregados em
esgotos municipais para tratamento, é necessério que passem por tratamento priméario e secundario;
nos casos em que sdo descarregados nos esgotos municipais para tratamento, o pré-tratamento pode
ser feito de forma a reduzir a carga de contaminacao do efluente para os niveis exigidos pela estagao
de tratamento municipal (Simate et al., 2011).

O pré-tratamento pode ser feito por métodos fisicos, quimicos, biolégicos, ou por uma combinacéo
destes trés métodos. A Tabela 2.4 mostra as operagdes unitarias incluidas em cada um dos métodos
referidos (Simate et al., 2011).

Tabela 2.4: Processos e operagdes unitarias de tratamento de efluentes industriais (Simate et al., 2011).

Operacdes Unitérias Fisicas Triagem
Fragmentacgéo
Equalizacéo de Fluxo
Sedimentacéo
Flutuagéo
Filtracdo Granular
Operacdes Unitarias Quimicas Precipitagdo Quimica
Adsorcéao
Desinfecao
Cloracéo
Outras Aplicagdes Quimicas
Operacdes Unitarias Biologicas Processos de Lagoas Activadas
Lagoas Arejadas
Filtros de gotejamento
Contactores Biol6gicos Rotativos
Lagoa de Estabilizacéo
Digestao Anaerdbia
Remocéo Bioldgica de Nutrientes




E importante ter em conta que o tratamento e a descarga dos efluentes de uma industria cervejeira tém
associados custos muito elevados e, como tal, sdo aspectos a ter em conta na operacéo de uma fabrica

cervejeira.

2.5. Arazdo de se apostar em tratamentos bioldgicos que envolvam
microalgas

Alguns graves problemas ambientais globais, como as alteragfes climaticas e o agquecimento global,
resultam do aumento das emissdes dos gases de efeito de estufa, como o metano e os 6xidos de
nitrogénio (também libertados pelo tratamento convencional de efluentes); no entanto, o CO, €, sem
davida, um dos gases mais prejudiciais (Bhakta et al., 2015). Varias ac¢des tém sido feitas de forma a
reduzir as emissdes deste gas para a atmosférica, sendo que uma das solu¢des mais promissoras para
a reducdo das emissdes de CO,, consiste na conversdo deste gas em matéria organica através de
processos bioldgicos (Bhakta et al., 2015). A fotossintese tem sido reconhecida como uma forma de
fixacdo do CO, antropogénico, e as algas tém sido identificadas como agentes fotossintéticos com
elevadas velocidades de crescimento e, consequentemente, de fixacdo de C, permitindo obter

resultados muito superiores aos conseguidos com plantas terrestres (Bhakta et al., 2015).

Estes factos tém levado a um crescente interesse por tratamentos biol6gicos de efluentes que envolvam
algas e microalgas, devido as vantagens que estes apresentam em relacdo aos processos de
tratamento fisico-quimicos convencionais e aos tratamentos bioldgicos que ndo envolvam microalgas,

devido a dificuldade em remover eficiente e simultaneamente o N e o P totais (Arbib et al., 2014).

De facto, varios estudos demonstram que os tratamentos bioldgicos de efluentes com microalgas
permitem simultaneamente a remocédo do C orgéanico e dos nutrientes inorgéanicos, tanto do N como do
P total (Arbib et al., 2014). O C orgénico é convertido em componentes celulares, como hidratos de
carbono e lipidos, pelo metabolismo celular das microalgas. O N e o P inorgénicos sdo assimilados
pelas microalgas para crescimento celular. Isto torna a aplicagdo das microalgas no tratamento de
efluentes, um método eficiente e econdmico (Ma et al., 2017).

Tal como ja foi referido, no tratamento convencional de efluentes o N e o P sdo, na grande maioria das
vezes, removidos por duas etapas separadas: numa das etapas o N é convertido a N,, através de
processos de nitrificacdo-desnitrificacéo; o P € removido huma outra etapa, através da sua precipitacédo
sob a forma de sais de metal (Beuckels et al., 2015). Por outro lado, as microalgas absorvem
simultaneamente os dois nutrientes para producdo de biomassa, removendo-os do efluente e
reciclando-os, produzindo compostos intracelulares que podem ser convertidos em energia e/ou em
produtos de alto valor (Beuckels et al.,, 2015). Esta vantagem € muito atractiva quando existe a

necessidade de aumentar a eficiéncia energética dos processos (Beuckels et al., 2015).

As microalgas, além de serem muito robustas e de poderem crescer de forma praticamente ilimitada
sob condi¢cbes adequadas, sdo dos organismos que fornecem mais oxigénio (0,) ao planeta (Santos,
2013) contribuindo para a mitigacdo dos gases de efeito de estufa, pela sua capacidade de realizar a

fotossintese, através da qual convertem o C0O, em glicose e 0,, reduzindo os niveis de C0, na atmosfera



(Figura 2.6) (AL-Rajhia et al., 2012; Defanti et al., 2010; Nelson & Cox, 2011a). Assim, em comparacao

com os tratamentos convencionais de efluentes, a utilizacdo de microalgas nos tratamentos bioldgicos

tem a vantagem de reduzir a emissdo destes gases (Pittman et al., 2011).
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Figura 2.6: Ciclo de Calvin (adaptado de Nelson & Cox, 2011c).

A utilizag@o de microalgas no tratamento de efluentes tém ainda inimeras outras vantagens, como o
baixo custo efectivo do processo, a reduzida necessidade energética associados a sua producao (se
cultivadas em raceways), a remoc¢ao dos metais pesados presentes nos efluentes (especialmente nos
efluentes de origem industrial), o facto de as algas acumularem no seu interior mais de 70% do seu
peso seco em 6leo, e poderem ser cultivadas em meios que ndo podem ser utilizados por culturas
vegetais (AL-Rajhia et al., 2012). Além de todas estas vantagens, o biocombustivel produzido por algas

nao é téxico, nao contém enxofre e é altamente biodegradavel (AL-Rajhia et al., 2012).

A maior dificuldade no tratamento biolégico com microalgas, prende-se com as baixas densidades
celulares, tipicamente entre 0,5 — 5 g/L, e com as reduzidas dimensdes celulares de algumas algas,
tipicamente 2 — 40 um (Brennan & Owende, 2010). O que faz com que ndo se consigam, por exemplo,
produgdes lipidicas tdo satisfatérias, como as que poderiam ser conseguidas se este microrganismo

permitisse obter densidades celulares superiores.

As microalgas podem apresentar varios tipos de metabolismo: fotoautotrofico, heterotrofico,
fotoheterotrofico e mixotréfico (Abinandan & Shanthakumar, 2015; Papone et al., 2015). A fotoautotrofia
envolve o processo de fotossintese, no qual, utilizando a luz como fonte de energia, ocorre a sintese
de moléculas organicas a partir de substancias minerais, como a aménia, o C0,, que € usado como
fonte de C, e a 4gua, que ao ser usada como dadora de electrdes, é oxidada a 0,. A heterotrofia exige
fontes de C organico, como os aglcares, para obtencao de energia e sintese das biomoléculas
essenciais ao metabolismo. O crescimento de microalgas mixotréficas conjuga simultaneamente o
fotoautotrofismo com o heterotrofismo, utilizando como substratos o CO, e compostos organicos

(Abinandan & Shanthakumar, 2015; Papone et al., 2015).
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A grande maioria das microalgas vive em relacao simbidtica com outros organismos (Richmond, 2004).

Numa cultura mista duas ou mais espécies pré-seleccionadas de microrganismos desenvolvem-se em
simultaneo. Na cultura mista de microalgas e leveduras (cultura mixotréfica), as microalgas actuam
como fonte de 0,, essencial as leveduras, e as leveduras libertam €0, necessario ao metabolismo
fotossintético das microalgas (Papone et al., 2015). Isto é possivel em sistemas, como os de tratamento
de efluentes, em que o crescimento das microalgas é predominantemente efectuado por via
fotossintética e, portanto, o CO, € consumido pelas microalgas e convertido em compostos organicos
como fonte de energia quimica (Quiroz et al., 2015), resultando na producéao e libertacédo de 0, (Eq. 2.5).
Paralelamente, as leveduras consomem 0, por via heterotréfica, bem como compostos orgéanicos,
como fonte de C e de energia quimica (CWHXOyNZ) e como fonte de N (HQOhNi), processo do qual
resulta a produgdo de biomassa (de “forma elementar” CH;ON,), produtos (CmHPOQNr), agua e CO,
(Eq.2.6), este Ultimo necessario ao metabolismo das microalgas (Fonseca & Teixeira, 2007a; Nelson &
Cox, 2011a).

aC0, + bH,0 + Energia luminosa - C.H;04 + cH,0 + d0O, (Eq.2.5)
CwH,OyN; + a0, + bH; Oy N; = cCH;OxN; + dCO, + eH,0 + fC, H,Oy N, (Eq.2.6)
’égﬂ‘&’w -
3 ~ Células
— fotossintéticas
244

C0, H,0 0, Hidratos Carbono

Células
heterotrdéficas

Figura 2.7: Relag&o entre células fotossintéticas e heterotréficas (adaptado de Nelson & Cox, 2011c).

Assim, uma forma aparentemente facil de manter a autossubsisténcia de uma cultura num sistema de
tratamento de aguas, tanto a nivel de trocas massicas como de trocas gasosas, € a utilizacdo de uma
cultura mista de microrganismos autotréficos e heterotroficos, como por exemplo, de microalgas e
leveduras. Algumas leveduras sao capazes de acumular lipidos celulares correspondentes a mais de
70% em peso da sua biomassa, que podem ser extraidos e transformados em biodiesel, favorecendo

economicamente o processo de tratamento do efluente (Freitas et al., 2014; Papone et al., 2015).

No caso especifico desta simbiose aplicada ao tratamento de efluentes cuja carga orgénica seja baixa,
0 metabolismo heterotréfico/mixotréfico pode nédo ter disponivel fonte de C suficiente para se
desenvolver. Nestes casos, é necessario ponderar a suplementagéo do efluente com uma fonte de C

organico.

E, contudo, importante ter em conta a viabilidade econémica dos processos que envolvem

microrganismos, que muitas vezes é limitada pelos custos do meio de fermentagdo, que chegam a
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rondar os 30% dos custos totais de producéo (Freitas et al., 2014). Assim, aquando da escolha da fonte
de matéria organica a suplementar o efluente, é relevante ter em conta esta limitacdo. Por exemplo, a
suplementacdo do meio de cultura com glucose como fonte de carbono pode aumentar bastante os

custos do processo.

Uma forma de reduzir os custos associados ao meio de cultura dos microrganismos consiste na
seleccéo de fontes de C organico abundantes e baratas (Yan et al., 2011). Uma op¢éo economicamente
viavel e sustentavel, € o recurso a subprodutos industriais de valor comercial residual, como é exemplo
0 melago de cana-de-agUcar, que € um subproduto da indUstria do agucar. Ainda que economicamente
viavel, a utilizagdo do melaco s6 é possivel quando se utilizam culturas heterotréficas ou mixotréficas
que tém a capacidade de o utilizar como fonte de C, podendo ser consumida para producao de lipidos
intracelulares (Papone et al., 2015). Uma vez que para o crescimento de microrganismos, é necessario
gue o substrato contenha os nutrientes essenciais ao desenvolvimento da cultura, e preferencialmente

que seja simultaneamente economicamente viavel (Feltrin et al., 2000).

O melaco de cana-de-acUcar € um subproduto do processo de producédo do agUcar, resultante da etapa
de centrifugacdo, sendo que cada tonelada de cana produz cerca de 40 a 60 kg de melaco (Feltrin et
al., 2000). Contém na sua composicao 23 — 26% de agua, 47 — 48% de aclcares, 9 — 14% de minerais
(Mg, Mn, Al, Fe e Zn) e 8 — 12% de N (aminoécidos, proteinas, etc.) (Taskin et al., 2016). Quanto & sua
composicdo em acgUcares, 0 agUcar maioritdrio € a sacarose, correspondente a sacarose nao
cristalizada, no entanto apresenta outros acUcares fermentaveis, como a frutose e a glucose, tendo um
rendimento de cerca de 150 kg de acUcares/ton de talos de cana-de-acucar. O melaco de cana-de-
acucar tem sido utilizado fundamentalmente como fonte de C e energia em meios de cultura (Feltrin et
al., 2000).

E considerado um residuo de facil manipulacéo, de reduzidos custos e com grande potencial de
aplicacdo a nivel industrial. No entanto, embora 0 melago de cana-de-acUcar seja um substrato rico em
aclcares fermentaveis e em alguns minerais, € pobre em N e noutros minerais essenciais ao
crescimento de microrganismos como as microalgas e as leveduras. Neste caso, a sua suplementacao

pode ser necessaria, especialmente com N e P (Feltrin et al., 2000).

2.6. Produtos Intracelulares

Os acidos gordos séo acidos carboxilicos com cadeias de comprimento variado, constituidas por
atomos de C e hidrogénio (H) podendo ter entre 4 a 36 &tomos de C. A cadeia hidrocarbonatada apolar
€ responsavel pela baixa solubilidade dos acidos gordos em agua. Os &cidos gordos séo derivados de
hidratos de carbono, e apresentam um estado de oxidacdo quase tdo baixo quanto os hidratos de

carbono dos combustiveis fosseis (Nelson & Cox, 2011b).

Cada vez mais se sabe que os combustiveis fosseis ndo sdo sustentaveis, quer a nivel ambiental quer

a nivel de mercado, uma vez que além de contribuirem significativamente para a emissao de gases de
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efeito de estufa, a sua extraccao tem custos cada vez mais elevados e as suas fontes sédo esgotaveis
(Freitas et al., 2014).

Uma alternativa aos combustiveis fésseis sdo os biocombustiveis, ou seja, combustiveis de origem
biolégica nao féssil, biodegradaveis e ambientalmente sustentaveis (Defanti et al., 2010). Os &cidos
gordos estdo entre as matérias-primas alternativas mais atraentes para o desenvolvimento de
biocombustiveis (Zhu et al., 2012).

As células microbianas sintetizam acidos gordos sob duas formas: os triglicéridos, acumulados
intracelularmente como materiais de reserva; e os fosfolipidos constituintes das membranas celulares
fosfolipidicas, uma vez que estes apresentam na sua estrutura duas caudas hidrofobicas de acidos
gordos. Os bhiocombustiveis s@o constituidos por uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos,
resultantes da transesterificacdo de um triglicérido com uma molécula de metanol ou etanol,
respectivamente (Figura 2.8) (Defanti et al., 2010).

OCOR OH

Y—OCOR + 3 HC—OH —» )>—OH + 3 RCOO—CHj
/ ? 3

€
\
OCOR OH

Figura 2.8: Reaccdo de transesterificacdo de um triglicérido com uma molécula de metanol. O grupo —R
corresponde as cadeias dos acidos gordos (Defanti et al., 2010).

As tecnologias actualmente usadas para obtencdo de biocombustiveis a partir da producéo de lipidos
por plantas oleaginosas sao limitadas, tanto em termos de capacidade como de taxa de producao (Zhu
etal., 2012). Estas limitagBes podem ser contornadas recorrendo a microrganismos oleaginosos, como
as microalgas e as leveduras, que podem ser usadas como matéria prima para producdo de
biocombustiveis (Freitas et al., 2014). Estes tém-se revelado promissores candidatos a producgédo de
biocombustiveis devido as vantagens que apresentam, designadamente por apresentarem elevadas
taxas de crescimento e maior producdo de biomassa, em comparagdo com as culturas terrestres, e por
apresentarem composi¢des de acidos gordos muito semelhantes aos 6leos vegetais (Papone et al.,
2015).

A acumulacgéo de lipidos por microrganismos ocorre quando hé limitacdo de um nutriente, que ndo o C,
no meio. Deste modo, o crescimento celular é afectado e 0 excesso de C assimilado é usado para
sintese de lipidos de reserva. Os lipidos produzidos sdo acumulados no interior da célula, geralmente

na forma de triglicéridos (Rossi et al., 2011).

Actualmente a producdo de biocombustivel a partir de microrganismos ndo é economicamente viavel,
devido aos elevados custos de producéo (Freitas et al., 2014). Ainda assim, com a subida dos precos
dos combustiveis fosseis, perante o conhecido impacto negativo destes e atendendo a necessidade
cada vez maior de se apostar num desenvolvimento sustentavel, tem havido um interesse acrescido
em reduzir os custos de producao dos biocombustiveis até ao ponto em que estes possam competir no

mercado com os combustiveis fosseis (Mata et al., 2014).
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Contudo, enquanto a producao de biocombustiveis a partir de microrganismos nao for economicamente
viavel, a sua comercializacdo esta longe de ocorrer. Uma alternativa consiste na co-producdo de
produtos de valor acrescentado pelas células, em simultdneo com a sintese de lipidos intracelulares,
como por exemplo, alguns carotendides com interesse comercial produzidos por algumas algas e
leveduras. Neste caso, o valor de mercado dos carotendides pode compensar o elevado custo da
producéo do biodiesel obtido por via microbiana, tornando o processo economicamente sustentavel
(Park et al, 2011).

Geralmente, a producéo de lipidos a partir de leveduras tem vantagens em relacéo a producéo a partir
de bactérias, fungos ou microalgas, uma vez que a taxa especifica de crescimento e as produtividades

em biomassa e em lipidos sdo mais elevadas em leveduras (Freitas et al., 2014).

2.7. Microrganismos utilizados neste trabalho

S. obliquus é uma microalga verde que pertence ao reino Chloroplastida e ao filo Chlorophyta. Embora
também possa ser encontrada no solo, € um microrganismo aquatico. Tem dimensfes microscoépicas,
de didmetro entre 5 — 10 um, € um organismo eucariotico circular unicelular (Becker, 2007) e vive
preferencialmente em aguas doces e/ou marinhas (AL-Rajhia et al., 2012). E comum formar agregados,
normalmente de duas ou quatro células, embora em situacdes de condi¢bes adversas, possa formar
coldnias de oito células (Lirling, 2003; Singh & Singh, 2014). Tem parede celular hemiceluléptica, que
Ihe confere arigidez (Becker, 2007). Por norma apresenta reproducdo assexuada por esporos, em que
a célula-mé&e sofre entre 1 a 4 divisdes sucessivas, resultando em 2 a 16 células-filhas (Lurling, 2003).
O tamanho e o arranjo celulares, a posi¢do, bem como a morfologia da parede celular, ndo sdo estaveis,
podendo apresentar, em resposta as condi¢cdes ambientais, diferentes e variadas morfologias para um
Unico gendtipo — o que faz com que esta microalga apresente plasticidade fenotipica (Figura 2.9)
(Larling, 2003).

Figura 2.9: Diferentes morfologias apresentadas por S. obliquus: unicelular e em colénias de 2,4,6 e 8 células. E
um exemplo de plasticidade fenotipica (adaptado de Liirling, 2003).

O C é o elemento que compde cerca de 54% da biomassa de S. obliquus, pelo que condig8es de cultura
limitadas por € podem influenciar o crescimento e a morfologia celular, resultando em células menores

gue as observadas em condi¢Bes de saturacéo de C (Lurling, 2003).

A producao de S. obliquus ndo necessita de adubos quimicos e, em massa, pode ser duplicada vérias

vezes ao dia. A colheita ndo é sazonal e pode ser diaria, e ainda tem a vantagem de ndo ser uma
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matéria-prima alimenticia (Defanti et al., 2010), o que faz com que a sua aplicagdo em bioprocessos
ndo compita com a alimentacdo humana. Apresenta altas produtividades de biomassa, lipidos e
hidratos de carbono (Singh & Singh, 2014).

Acumula co-produtos intracelulares de alto valor, como pigmentos, aminoacidos e proteinas (Ferreira
et al., 2018). E capaz de acumular, aproximadamente e em % de peso seco, 50 — 56% de proteinas,
10 — 17% de hidratos de carbono e 12 — 14% de lipidos (Becker, 2007; Ferreira et al., 2013), podendo
ser usada como matéria-prima para bioenergia, como por exemplo para produgdo de biocombustiveis,
designadamente bioetanol, biohidrogénio, biogas e biodiesel (Ferreira et al., 2017; Singh & Singh,
2014). S. obliquus é a microalga que apresenta um perfil de acidos gordos mais adequado a producéo
de biodiesel, nomeadamente em termos do acido linolénico e de outros acidos gordos poli-insaturados

(Gouveia & Oliveira, 2009). E ainda usada para biofixacdo de CO,.

E muito versatil, de facil crescimento e pode ser cultivada em diferentes efluentes e sob distintas
condi¢cdes ambientais (Ferreira et al., 2017). A gama de temperaturas favoravel ao crescimento de S.
obliquus é bastante larga (entre 14 e 30°C), no entanto a temperatura a qual se verifica uma maior

produtividade em biomassa é 30°C (Mata et al., 2012; Shamala et al., 1982).

A microalgas S. obliquus tem sido utilizada para tratamento de efluentes da indUstria cervejeira.
Segundo Mata et al. (2012), as condi¢Bes Optimas de crescimento consistem em sujeitar a cultura a
uma elevada disponibilidade de 0,, bem como a elevada intensidade luminosa. Nestas condi¢tes
atinge-se a concentracdo méxima de biomassa de 0,9 g biomassa seca/L, ao 9° dia de
cultura, e uma elevada taxa de remocéo dos contaminantes do efluente (57,5% CQO e 20,8% N total,
ao 14° dia, e 56,9% C total, ao 13° dia). E espectavel que o pH do meio tenda a aumentar, em resultado

do consumo de protdes (H*) durante o processo de fotossintese (Figura 2.6).

Taxonomicamente a espécie R. toruloides classifica-se como pertencendo ao reino Fungi, ao filo

Basidiomycota, a classe Microbotryomycetes, & ordem Sporidiobolales e ao género Rhodosporidium.

A levedura oleaginosa R. toruloides NCYC 921, conhecida por “levedura cor-de-rosa”, € uma fase
anamorfica da espécie Rhodotorula glutinis, € ndo patogénica e tem sido descrita como uma potencial
produtora de 6leos para a producdo de biocombustiveis. E ainda referida como uma promissora
produtora de carotendides de interesse comercial (Zhu et al., 2012; Freitas et al., 2014), podendo
acumular lipidos intracelulares em teores superiores a 70% do seu peso seco (Zhu et al., 2012).
Apresenta ainda a vantagem de ser tolerante a varios compostos inibitérios presentes em hidrolisados
de biomassa, o que lhe confere um elevado potencial biotecnoldgico na utilizacdo desses materiais

para varias aplicacdes (Zhu et al., 2012).

Dias et al. (2016) estudaram o efeito do pH do meio de cultura no crescimento e producéo de lipidos
pela levedura R. toruloides NCYC 921, e reportaram que o pH éptimo de crescimento (em termos de
taxa de crescimento e de producdo de biomassa e lipidos) € 4.0. A producgédo de biomassa e lipidos &

maxima a temperatura de 30°C e a agitacdo de 150 rpm (Silva et al., 2014).
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2.8. Modo de Operacao de um Bioreactor

O modo de alimentagcdo de um reactor bioloégico pode ser feito de trés formas: descontinua, semi-
continua ou continua (Fonseca & Teixeira, 2007a), sendo o modo de operacdo dependente das
necessidades da cultura microbiana e do bioprocesso em causa. Para crescimentos de microalgas, o
método mais usado é a cultura em descontinuo (Richmond, 2004). Na operacdo em descontinuo, o
meio de cultura com todos os nutrientes e o in6culo sdo adicionados ao reactor no arranque do
processo, e a remocado dos produtos ocorre unicamente no fim da fermentacéo (Fonseca & Teixeira,
2007b). Assim, a operacdo em descontinuo tem associado o esgotamento de nutrientes e 0 aumento
da concentragdo dos produtos excretados pelas células ao longo do tempo de cultura, nomeadamente

de produtos toxicos, uma vez que nao existe entradas nem saidas do reactor.

Independente do modo de operacao, a preparacdo de um bioreactor inclui a sua inoculagdo com o
microrganismo que vai executar a reac¢ao bioquimica pretendida. A preparacao do in6culo deve ser tal
que, na altura da inoculacdo, as células estejam totalmente vidveis e perfeitamente adaptadas as
condi¢des do bioreactor. Assim, é importante que, aquando da inoculacdo, as células estejam na fase
exponencial do crescimento, e a composi¢do do meio do pré-indculo ndo difira muito das condi¢bes de

crescimento do reactor (Fonseca & Teixeira, 2007b)

Durante o desenvolvimento de uma cultura microbiana é possivel monitorizar a densidade celular
através de métodos directos (como a contagem de células) ou de métodos indirectos (como a
espectrofotometria), podendo representar-se graficamente o crescimento da cultura ao longo do tempo
(Teles et al., 2013). Assim, uma curva de crescimento representa o crescimento celular de uma cultura
gue pode ser apresentado em ndmero de células ou em concentragdo de massa celular, durante um

determinado intervalo de tempo (Richmond, 2004).

Para uma cultura de microrganismos em descontinuo, a curva de crescimento caracteristica é a
apresentada na Figura 2.10, na qual podemos distinguir 4 principais fases: (1) a fase de laténcia (fase
lag), que corresponde a fase de arranque da cultura, durante a qual ocorre a adaptacdo dos
microrganismos ao hovo meio de cultura, sendo desejavel que seja o mais curta possivel. Nesta fase
as células ndo se dividem mas sintetizam componentes celulares de forma a aumentarem a sua massa,
(2) a fase exponencial (fase log), caracterizada por ndo haver limitagdo do substrato nem acumulacéo
de produtos toxicos do metabolismo celular, e é durante a qual as células adaptadas ao meio se dividem
em intervalos temporais regulares, resultando num crescimento exponencial da populacgéo; (3) a fase
estacionaria, na qual se verifica um equilibrio entre as taxas de divisédo e de morte celular, resultando
numa concentragéo celular total constante, ocorrendo no entanto um aumento da frac¢éo de células
ndo viaveis; e (4) a fase de morte, na qual a taxa de morte celular excede a taxa de diviséo celular,
resultando num declinio do nimero de individuos da populagéo (Fonseca & Teixeira, 2007b; Hu et al.,
2012).
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Figura 2.10: Curva de crescimento de uma cultura em descontinuo (adaptado de Fonseca & Teixeira, 2007).

Existem, no entanto, possiveis alteracbes a esta representacdo do crescimento da populagdo
microbiana com o tempo para operacbes em descontinuo, nomeadamente: reducdo do ndmero de
células viaveis na fase de laténcia, em consequéncia de uma maior dificuldade de adaptacdo das
células do inéculo as novas condi¢fes; diauxia, que corresponde ao consumo sequencial de dois
substratos, ou seja, ap0s 0 esgotamento de um substrato ao qual os microrganismos tenham maior
preferéncia, pode ocorrer uma nova fase de arranque, durante a qual a biomassa se adapta a outro
substrato; entre outros, como a multiplicacao simultanea ou a sobre-avaliacdo da concentragédo celular

a entrada da fase estacionéaria (Fonseca & Teixeira, 2007b).

Nao havendo correntes de entrada e saida nos sistemas descontinuos, a equacao de balangco massico
a biomassa € a apresentada na Eq.2.7, em que X é a concentracdo de biomassa, t o tempo do
desenvolvimento da cultura, u a taxa especifica maxima de crescimento celular e k,; a taxa de morte

celular (Fonseca & Teixeira, 2007b).

dX
E:(M_kd)'x (Eq.2.7)

Para a fase exponencial, tal como referido anteriormente, a taxa de morte celular é desprezavel, ou
seja, k; = 0. E, portanto, a Eq. 2.7 pode ser escrita na Eq. 2.8, em que 0 parametro X correspondente a

concentracdo da biomassa no tempo t (Fonseca & Teixeira, 2007b).

—=u-X (Eq.2.8)

7

A transferéncia de massa em reactores biolégicos € um dos factores mais importantes de uma
conversdo bioguimica, uma vez que afecta as taxas de crescimento celular e de conversdo dos

reagentes em produtos (Fonseca & Teixeira, 2007c).

A agitac@o de um sistema biolégico condiciona as transferéncias de massa solido-liquido e gas-liquido,
vitais aos processos biolégicos. Por outro lado, uma agitacdo eficiente é essencial para garantir a
homogeneidade do sistema. No caso dos reactores bioldgicos, a existéncia de gradientes de pH,
temperatura ou de concentracao de um nutriente, pode impedir a manutencao das condi¢des 6ptimas

de crescimento das células e, consequentemente, diminuir a produtividade do processo. Sendo muitos

17



0S casos nos quais a transferéncia de massa é ineficiente em resultado de heterogeneidade das

concentracdes dos solutos, em resultado de uma agitacéo nao eficiente (Fonseca & Teixeira, 2007c).

Em processos de transferéncia de massa gas-liquido, define-se K;a (s™1) como sendo o coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa, onde K; é o coeficiente global de transferéncia e a é a area
interfacial especifica para a transferéncia de massa. Um dos maiores problemas na transferéncia de
massa gas-liquido, é a transferéncia dos nutrientes gasosos que apresentam baixa solubilidade, que
muito facilmente se tornam limitantes. Em processos aerobios, a transferéncia de massa gas-liquido é
praticamente sindnimo da transferéncia de massa do oxigénio das bolhas de ar para o meio de cultura
liquido que deve estar disponivel no meio enquanto gas dissolvido, o que é um problema devido a sua
baixa solubilidade em meios aquosos. Isto faz com que o continuo e correcto arejamento da cultura,
em associacdo com uma eficiente agitacdo, sejam pontos cruciais em bioprocessos (Fonseca &
Teixeira, 2007c).

Assim, em processos aerébios, o fornecimento de oxigénio é dos principais factores na escolha do
biorreactor, do correspondente sistema de arejamento e na selec¢do da taxa de agitacdo. Por outro
lado, o K, a depende de varios factores, como o tipo e escala do reactor, o tipo de meio de cultura e de
células, a temperatura, o pH, a agitacéo, etc., o que faz com que além da correcta escolha do reactor
e das condicdes de arejamento e de agitacdo, seja essencial manter constantes, dentro do possivel,
as condi¢des operacionais, de forma a tornar os resultados reprodutiveis e comparaveis (Fonseca &
Teixeira, 2007c).

2.9. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo permite detectar células e obter informag¢Bes detalhadas sobre as suas

caracteristicas, estrutura, comportamentos e fung@es (Silva et al., 2004).

Um citdmetro de fluxo é constituido por um sistema 6ptico electrénico e pneumético, e inclui cinco
elementos: uma (ou mais) fonte(s) de radiacdo, que normalmente é um laser (emite radiagcdo num
comprimento de onda muito especifico) mas também pode ser uma lampada de mercurio; uma camara
de fluxo; conjunto de filtros Opticos, que permitem seleccionar intervalos de comprimento de onda
especificos; fotodiodos ou fotomultiplicadores, responsaveis pela deteccdo sensivel de radiagdo
fluorescente, e pelo processamento dos sinais com interesse; e ainda um sistema que faz o

processamento dos dados recolhidos (Figura 2.11(a)) (Silva et al., 2004).

De forma a atravessar o feixe de radiagdo emitido pelo laser, a amostra celular (liquida) a analisar é
injectada no seio de uma solucdo salina (sheath fluid) (Figura 2.11(b)). Os dois fluidos atravessam a
camara de fluxo em regime laminar, em consequéncia da diferenca de velocidades. A velocidade de
escoamento da solugdo salina é ajustavel e superior a da suspenséo celular, o que permite controlar a
passagem individual das células da amostra pelo feixe — fendbmeno que se designa por focagem

hidrodinamica do fluxo de amostra. Podem ser detectados até 10 000 eventos por segundo.
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Figura 2.11: (a) Configuragéo de um citdmetro de fluxo; (b) Representagéo esquematica de uma camara de fluxo
(adaptado de Silva et al., 2004).

Quando o feixe de radiacdo (com um comprimento de onda definido, geralmente 488 nm no caso de
um laser de argon) intercepta uma particula da amostra (célula), sofre disperséo frontal e lateral, sendo
detectado frontalmente por um fotodiodo colocado no mesmo plano que o laser (geralmente designado
por forward scattering light, FSC) e, lateralmente, por um fotomultiplicador colocado a 90° em relacdo
ao plano do laser (geralmente designado por side scattering light, SSC). A radiacdo dispersa que é
detetada em FSC da informacéo sobre a dimenséo/tamanho celular, enquanto a radiacéo dispersa que
€ detetada em SSC da informacao sobre a complexidade interna da célula (da sua granularidade). Se
a célula sintetizar compostos fluorescentes (tais como clorofilas, carotendides, NAD(P)H, etc.) ou
compostos passiveis de se ligarem a corantes fluorescentes, estes poderdo ser detectados por
fotomultiplicadores se a fonte de radiagdo do citbmetro emitir no comprimento de onda de excitagédo
desses compostos (Silva et al., 2004).

No processo de excitagdo/emissdo de uma molécula fluorescente, o comprimento de onda de emissao
€ sempre superior ao comprimento de onda de excitacdo, pelo que os fotomultiplicadores FL1 (detecta
a fluorescéncia verde, 530 + 30 nm), FL2 (detecta a fluorescéncia amarela, 585 + 42 nm), FL3 (detecta
a fluorescéncia laranja-vermelha, > 670 nm) e FL4 (detecta a fluorescéncia vermelha, 660 + 16 nm)
detectam radiagdo com comprimentos de onda superiores ao do laser (Cutzu et al., 2013; Freitas et al.,
2014).

As técnicas tradicionais de monitorizacédo de bioprocessos (densidade Optica, peso seco, capacitancia)
assentam no pressuposto de que as popula¢des microbianas sdo homogéneas, e fornecem resultados
que correspondem a um valor médio de uma grandeza, respeitante a toda a populagéo. Ao invés, a
citometria de fluxo permite a analise individual célula a célula em popula¢cGes microbianas, revelando
heterogeneidades a varios niveis, como por exemplo, em temos de dimenséo celular, complexidade
interna, estados fisiolégicos, etc., 0 que permite distinguir subpopula¢cées com caracteristicas e funcdes
semelhantes, dentro da mesma populacdo. Esta técnica tem sido também utilizada para analisar
culturas mistas de microrganismos, permitindo diferenciar as diferentes popula¢cdes microbianas

presentes, fornecendo informac6es detalhadas sobre cada uma delas, em simultdneo, e em tempo
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quase real (Cellamare et al., 2010; Hyka et al., 2013). Esta informacao, obtida em tempo quase real,
permite tomar decisdes sobre as condi¢cdes operacionais de uma cultura, durante a evolucdo da mesma
(por exemplo, alterando a taxa de agitacdo, a taxa de arejamento, a taxa de alimentac@o, composi¢édo
do meio, etc.), de forma a obter-se o rendimento maximo do processo. Tal ndo é possivel quando se
utilizam algumas técnicas tradicionais de monitorizacéo de bioprocessos, cujos resultados, além de
assentarem em pressupostos incorretos como acima mencionado, apenas estao disponiveis algum
tempo apds a colheita, muitas vezes depois do bioprocesso estar concluido (como por exemplo peso

seco, contagem de células em placa, etc,) (Nebe-Von-Caron et al., 2000).

A citometria de fluxo é assim uma técnica avancada, com elevado potencial para monitorizar
simultaneamente, em tempo quase real e com elevada precisao estatistica, inUmeras caracteristicas e
funcdes celulares, tais como dimenséao/granularidade celular, viabilidade celular (através da detecao
de varias funcdes celulares tais como integridade e potencial da membrana celular, atividade
enzimética, pH intracelular, espécies reativas de oxigénio, etc.), e alguns produtos intracelulares tais
como lipidos (de membrana e de reserva), carotendides e algumas proteinas (Freitas et al., 2014; Hyka
et al., 2013).

A integridade da membrana celular pode ser detectada tanto pela retengéo, como pela exclusédo dos
corantes. Pelo método de retencdo de corantes, as células sdo incubadas com um corante ndo
fluorescente, que penetra a membrana celular e é clivado por enzimas intracelulares, resultando um
produto fluorescente que é retido apenas por células com membrana citoplasmatica intacta. Este tipo
de método nem sempre é fidvel, uma vez que existem factores, como uma ineficiente actividade
enzimatica, um ineficaz transporte do corante para o meio intracelular, ou a expulsdo do produto
fluorescente por bombas de efluxo, que podem induzir em falso a que a célula tenha a integridade
membranar afectada. Isto leva a que se dé preferéncia aos corantes de exclusdo, como o iodeto de
propidio (IP) (Silva et al., 2004) ou o SytoxGreen.

O IP é um corante fluorescente que permite estudar a integridade da membrana celular. E excitado a
488 nm e emite radiacdo fluorescente a comprimentos de onda superiores a 670 nm, pelo que é
detectado, predominantemente, pelo detector vermelho, ou seja, em FL3. O IP liga-se as cadeias de
ADN, mas nao consegue atravessar membranas citoplasmaticas intactas. Assim, quando a célula tem
a membrana intacta, o corante IP ndo consegue penetrar até ao meio intracelular, consequentemente
a célula ndo cora e nao é detectada pelo fotomultiplicador FL3. Por outro lado, quando a célula tem a
membrana comprometida, o corante penetra e a célula é corada, sendo a sua fluorescéncia detectada
pelo detector FL3 (Silva et al., 2004).

O SytoxGreen, a semelhanc¢a do IP, também néo penetra em membranas intactas, mas atravessa muito
facilmente membranas com integridade comprometida. Uma vez dentro da célula, o SytoxGreen liga-
se as cadeias dos acidos nucleicos desta, corando-a. Células coradas com SytoxGreen sao detectadas
por apresentarem um intenso sinal de fluorescéncia verde, com um pico de emissdo a 523 nm quando

excitadas, por um laser de argon que emite radiagdo a 488 nm. A intensidade do sinal emitido pelas

20



células mortas, coradas com SytoxGreen, pode ser lida em FL1, o que torna este corante muito Util
para a determinacdo da viabilidade celular em termos de integridade da membrana, por citometria de
fluxo (Lebaron et al., 1998).

Concluindo, células coradas com IP ou SytoxGreen, indicam que tém a integridade membranar

comprometida.

O corante mais usado para avaliacdo da actividade enzimatica celular, é a carbofluoresceina diacetato,
CFDA. Este composto é excitado a 488 nm e detectado a 525 nm (em FL1). A semelhanca dos corantes
usados para avaliagédo da integridade membranar por métodos de retencdo, a CFDA é um composto
nao fluorescente. Este composto penetra em todas as células por difusdo passiva. Se existirem
esterases intracelulares, estas hidrolisardo a CFDA, resultando um composto fluorescente que é
detectado em FL1. Assim, células que sejam coradas por CFDA revelam a presenca de esterases
intracelulares. No entanto, é preciso ter presente que, quando uma célula ndo é corada com CFDA,
pode ser devido a dois motivos: (i) auséncia de estases; (ii) perda da integridade celular, pelo que a
célula ndo consegue reter o composto fluorescente resultante da actividade de esterases. Por este
motivo, é sempre conveniente utilizar a coloragdo com CFDA em simultdneo com outro corante
revelador da integridade celular, como o IP ou o SytoxGreen, de forma a avaliar, em simultaneo, a

presenca de esterases e da integridade da membrana celular (Silva et al., 2004).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Microrganismos e Pré-Indculos

Os microrganismos usados neste trabalho foram a levedura Rhodosporidium toruloides NCYC 921,
adquirida a National Collection of Yeast Cultures (Norwich, Reino Unido) e a microalga Scenedesmus

obliquus ACOI 204/07 adquirida a coleccao de culturas da Universidade de Coimbra, Portugal.

A levedura R. toruloides NCYC 921 foi mantida em rampas de Malt Extract Agar Base (MEA) a
temperatura de +4°C. De forma a prevenir possiveis contaminacdes, a levedura foi repicada em varias
placas em MEA, tantas vezes quanto as necessarias até se obter garantidamente uma cultura pura
(Figura 3.1). A partir da cultura pura, foram feitas novas rampas (Figura 3.2), as quais foram incubadas
(Incubator, SANYO Electric Co., Ltd., Japdo) a 30°C durante 72 h e armazenadas a +4°C (Freitas et
al., 2014). Para preparagdo do meio de cultura sdlido, pesou-se 25 g de MEA, aos quais se juntou
500 mL de &gua destilada. Apds dissolugdo completa levou-se a solugdo a autoclave (Uniclave 88,
Portugal), durante 15 min a 121°C. Todas as manipulagfes assépticas foram realizadas a chama ou em
camara de fluxo laminar (NUAIRE, Biological Safety Cabinets, CLASS II, Plymouth, USA).

Figura 3.2: Rampa de crescimento de R. toruloides em meio MEA.

A composicao do meio de cultura liquido utilizado na preparacédo do in6culo, foi a seguinte (Yoon &
Rhee, 1983): 0,134 g/L de CaCl, - 2H,0; 0,73 g/L de MgS0,; 2 g/L de Na,HPO,; 7 g/L de KH,PO,;
1g/L de (NH,),S0,; 0,5 g/L de extracto de levedura e 35 g/L de glucose (Freitas et al., 2014a). A
glucose foi esterilizada separadamente do restante meio de cultura contendo os sais e o extracto de
levedura, numa solugdo concentrada de glucose de 500 g/L (Freitas et al., 2014a). A dissolucdo dos
componentes foi feita em agua destilada (ultra-pure water, interlab, PURIST uv), seguida do acerto do
pH a 4,0 das solucdes, tendo estas sido posteriormente esterilizadas durante 20 min a 121°C. Apés
esterilizacdo, as solu¢cbes de glucose e de sais foram misturadas assepticamente obtendo-se assim o
meio de cultura do pré-indculo. Os pré-inéculos foram preparados em duplicado em frascos com
anteparas de 1 L e rolhas de algodao, previamente esterilizados (Uniclave 88, Portugal) durante 20 min
a 121°C, cada pré-inoculo continha 150 mL de meio de cultura e a biomassa de R. toruloides removida,

com auxilio de uma ansa, de 4 rampas de crescimento da levedura em meio solido (Figura 3.3), tendo
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sido incubados numa agitadora (Unitrom Infors, Suica) com luz (lampadas LED, 12 W). As condi¢cfes
de crescimento foram 30°C e a 150 rpm durante 24h, (Freitas et al., 2014), até atingirem a fase

exponencial.

Figura 3.3: Pré-in6culo, em duplicado e em meio liquido, de R. toruloides.

A microalga S. obliquus (ACOI 204/07) foi mantida num banco de algas em meio de cultura apropriado
(Bristol), a temperatura ambiente e sem agita¢do. O meio Bristol é preparado nas seguintes proporc¢des:
0,250 g/L de NaNOs; 0,175 g/L de KH,PO,; 0,075 g/L de K,HPO,; 0,075 g/L de MgSO0, - 7H,0;
0,060 g/L de Fe-EDTA,; 0,033 g/L de CaCl, - 2H,0; 0,025 g/L de NaCl, e 1 mL/L de solucdo elementos
traco de Chu (0,286 g/L de H;B0s; 0,203 g/L de MnSO, - 4H,0; 0,022 g/L de ZnS0,; 0,009 g/L de
CoS0, - 7H,0; 0,006 g/L de Na,MoO, - 2H,0 e 0,005 g/L de CuS0,) (Ferreira et al., 2017).

Os pré-inéculos foram preparados em frascos Erlenmeyer de 500 ml com rolhas de algodao,
previamente esterilizados (Uniclave 88, Portugal) e incubados a temperatura ambiente, a 110 rpm (New
Brunswick Scientific Co. EDISON N.J USA) e sob condi¢des de luz artificial (4 lampadas Philips 36W)
(Figura 3.4), durante 5 dias, de forma a atingirem uma densidade 6ptica de aproximadamente

0,7 (D03 =s40 nm) COrrespondente a fase exponencial.

Figura 3.4: (a) Incubadora com culturas de microalga; (b) Pré-inéculo de S. obliquus.

3.2. Inoculos e Crescimentos

Todos os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer com anteparas de 1 L e rolhas de algodao,
contendo 180 m! de meio liquido e 20 mL de in6culo (10% v/v) (Freitas et al., 2014a). Os ensaios foram
preparados em duplicado, acompanhados por um ensaio controlo (meio de cultura dos duplicados
correspondentes, mas sem indculo). O meio de cultura usado nos ensaios foi efluente secundario de
indUstria cervejeira fornecido pela SCC (Sociedade Central De Cervejas E Bebidas S.A, Vila Franca de
Xira, Portugal) suplementado com melaco de cana-de-aglcar cedido pela empresa Sidul (Alhandra,

Portugal) porque se constatou, em ensaios prévios, que o efluente da indUstria cervejeira nao continha
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carbono (C) suficiente que permitisse crescimento heterotréfico. O efluente ja tinha sido sujeito a pré-

tratamento, a sedimentacdo primaria e a tratamento secundario por digestao anaerdbia.

Foram feitos ensaios inoculados apenas com S. obliquus, nos quais o pH inicial foi ajustado a 7,0 e as
culturas foram incubadas a 30°C (Ferreira et al., 2017; Shamala et al., 1982) e a 110 rpm; e ensaios
inoculados apenas com R. toruloides, nos quais o pH inicial das culturas foi ajustado a 4,0 (Dias et al.,
2015), tendo sido posteriormente incubadas a 30°C e a 150 rpm (Silva et al., 2014). Ambos foram

incubados (Unitrom Infors, Suica) sob condi¢des de luz artificial (lampadas LED, 12 W).

Para os ensaios com S. obliquus foi testado o crescimento apenas em efluente e em efluente
suplementado com 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L, 40 g/L e 60 g/L de ac¢lcares totais por adicdo de melago de
cana-de-acucar. Para os ensaios com R. toruloides foi testado o crescimento apenas em efluente e em
efluente suplementado com 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L de acUcares totais através da
adicao de melago de cana-de-aglcar, porque se constatou que a levedura apresenta maior tolerancia

ao acgucar que a microalga.

Depois de estudadas as culturas puras, foram realizados ensaios com culturas mistas, inoculados
simultaneamente com S. obliquus e R. toruloides, nos quais se tentou que o nimero de células dos
dois microrganismos fosse aproximadamente 0 mesmo no momento da inocula¢éo (t = 0 h). Recorreu-
se a uma camara de Neubauer (Zuzi), também conhecida como hemocitdmetro, para contagem de
células. Em 20 ml de in6culo, a propor¢cdo entre os volumes dos dois pré-inéculos foi variavel e
dependente das correspondentes densidades celulares. Nestes ensaios com culturas mistas, o pH foi
inicialmente ajustado a 6,0 e, apds inocula¢éo, as culturas foram incubadas (Unitrom Infors, Suica) a
30°C e a 150 rpm.

Para os ensaios com cultura mista foi testado o crescimento apenas em efluente e em efluente
suplementado com 10 g/L, 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L de acUcares totais através da

adicao de melaco de cana-de-agucar.

Apés optimizacdo da concentragdo em acucares totais (10 g/L), foram realizados dois ensaios, um em
condicao de esterilidade e outro em condicao de nao esterilidade a fim de se compararem os resultados,

e para os quais todas as analises referidas abaixo foram feitas diariamente.

Acertos de pH foram feitos apos a preparacdo dos meios (a cada solu¢do de concentracdo conhecida
de efluente e melago individualmente) com solugbdes 5M NaOH e 5M HCL. ApOs acerto do pH e uma
vez colocado o volume pré-estabelecido de meio de cultura em cada frasco de ensaio, colocaram-se

as rolhas de algodao (devidamente protegidas com papel de aluminio) e levou-se a autoclavar.

Os ensaios decorreram durante 7 a 9 dias, até as células atingirem a fase estacionéaria. No Ultimo dia
de ensaio, as culturas foram centrifugadas (Sigma 2-16K, Sartorius, Alemanha), a 9000 rpm e a 5°C
durante 10 min. O pellet foi congelado para posterior liofilizagdo (Heto PowerDry LL3000 Freeze Dryer,
Thermo Scientific, USA, com uma bomba de vacuo Vacuubrand, Alemanha) e analise de acidos gordos
por cromatografia gas-liquido (Bruker SCION 436-GC, Alemanha), e o sobrenadante usado para

andlise do N — NH;, do NTK, do CQO, do P (P0,*> e P,05) e andlise de aglicares por cromatografia
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liquida de alta eficiéncia, HPLC (Merck-Hitachi LaChrom L-7200 series, USA). Estas Ultimas analises
também foram realizadas nos sobrenadantes das amostras colhidas a t = 0 h, de forma a calcular-se

0 consumo de agucares totais e as taxas de remogdo de CQO, N — NH;, NTK e P.

3.3. Monitorizacao dos Crescimentos

As culturas foram observadas ao microscépio éptico (Olympus Bx60, Japdo), de 48 em 48 h, com as
objectivas de ampliacdo 40x e 100x (lente de emerséo), de forma a acompanhar a evolucdo da cultura

e controlar o aparecimento de possiveis contaminagoes.

As leituras de densidade éptica (DO) foram feitas em duplicado, 1 a 2 vezes por dia, contra agua
destilada, com 1000 uL de amostra na couvette, e de forma a que os valores estivessem incluidos na
gama 0,3 —0,8, diluindo sempre que necessario. Antes de qualquer leitura, a couvette era
convenientemente lavada com 4gua destilada e as amostras devidamente agitadas, com uso do vortex
(MS2 Minishaker, IKA, Alemanha), para correcta homogeneizacao e a fim de desintegrar possiveis
agregados celulares. A DO foi lida a 540 nm para S. obliquus e a 600 nm para R. toruloides e culturas
mistas (espectrofotémetro ThermoSpectronic Genesys 20, Portugal). Para cada ensaio, foram tracadas

as curvas de crescimento, de absorvancia em fung¢édo do tempo de incubacgéo.

As leituras de pH (potenciémetro Consor C3021, Bélgica) foram também feitas em duplicado e 1 a 2

vezes por dia.

ApoOs a representacdo das curvas de crescimento, determinaram-se as correspondentes taxas
especificas de crescimento, u (tempo~?), através da Eq.3.1, que expressa o balangco massico a
biomassa para uma cultura operada em modo descontinuo (Eq.2.7). Ao longo do trabalho foram
apresentadas e discutidas as u correspondentes a fase exponencial de cada crescimento, ou seja,
apenas referente ao periodo de maior crescimento (que ndo foram chamadas de u,,;, pela elevada
limitacdo e inibicdo verificadas nas condicbes deste trabalho). Os valores do parédmetro X,
correspondente a concentracdo de biomassa no tempo t, podem ser absorvancias (adimensional),
concentragao massica (g/l) ou nimero de células (Hu et al., 2012).
dXx Xdx

t
—=uX © —=J-,u-dt o In(X) =u-t+nXy) (Eq.3.1)
dt xo X o

O tempo de duplicagdo da cultura (t;) € calculado pela Eq.3.2 (Hu et al., 2012).
tg =In(2) /u (Eq.3.2)

A produtividade maxima volumetrica de biomassa, Py, .. g/(L-d), é calculada pela Eq.3.3 (Hu et al.,

2012), com o pardmetro X expresso em g/L e o parAmetro t em dias.
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Xe — Xo)

Pese === (Eq.3.3)

Em que X, é a concentragdo maxima de biomassa (X,,,;,), atingida ao instante t, e X, € a concentragéo

de biomassa logo apds a inoculacdo da cultura (t,).

3.4. Citometria de Fluxo

Aviabilidade celular e a actividade enzimatica das culturas dos ensaios realizados neste trabalho, foram
avaliadas por citometria de fluxo (CF), (FACSCalibur Flow Cytometer, Becton-Dickinson biosciences,
CA, USA), tendo sido os citogramas analisados pelo software CellQuestPro e pelo programa Flowing
Software.

As amostras foram previamente sonicadas (Transsonic T 660/H, Elma, Alemanha) durante 10 s, de
forma a destruir possiveis agregados celulares, mas sem interferir com a integridade celular. Para os
ensaios de culturas puras de microalgas, as amostras foram diluidas em tamp&o (PBS ou Mcllvain) de
forma a analisarem-se 400 eventos - s~* no citdmetro e, para os ensaios de culturas puras de levedura
e de culturas mistas de microalga e levedura, as amostras foram diluidas em tampao de forma a
analisarem-se 1000 eventos - s~! (Freitas et al., 2014). Os tampdes foram filtrados com membranas de

filtracdo de 0,22 um (Syringe-Filter, TPP Techno Plastic Products AG, Suica).

A integridade da membrana foi avaliada recorrendo ao corante SytoxGreen. As amostras foram diluidas
com solucéo salina tampao de fosfato (PBS) de forma a obter-se o nimero de eventos por segundo
pré-definido, como acima indicado, e incubadas no escuro com 5 ul de SytoxGreen 30 uM, durante 25
min. O SytoxGreen 30 uM foi obtido por diluicdo do corante SytoxGreen 5 mM (invitrogen by Thermo
Fisher Scientific, USA) em dimetilsulféxido (DMSO). O tampé&o PBS usado, foi preparado a partir de
pastilhas comerciais (pH 7,4; VWR International, LLC, Ohio, Estados Unidos da America).

A fluorescéncia do SytoxGreen é detectada em FL1, quando excitado por radiacéo a 488 nm.

A actividade enzimatica foi analisada recorrendo ao corante CFDA, sendo que para o efeito, e a
semelhan¢a do que foi feito para a analise com SytoxGreen, as amostras tém de ser previamente
diluidas de forma a obter-se o niumero de eventos por segundo pré-estabelecido. Neste caso, a diluigao
é feita com solucdo tampao Mcllvaine e as amostras diluidas s@o incubadas com 20 uL de CFDA
10 mg/mL durante 50 min. O tamp&o Mcllvaine é preparado juntando volumes iguais de 4cido citrico
100 mM e Na,HPO, 200 mM, sendo o pH ajustado a 4,0 e levado a autoclave a esterilizar (Freitas et
al.,, 2014). A preparacao da solucao de CFDA 10mg/mL é feita por diluicdo de 10 mg de CFDA
(Molecular Probes, Carlsbad, USA) em 1 mL de acetona (Freitas et al., 2014).

A semelhanca do SytoxGreen, também a fluorescéncia da CFDA ¢ detectada em FL1 quando excitada
com radiacao a 488 nm (Freitas et al., 2014), o que inviabiliza a analise citométrica da amostra corada

em simultaneo com os dois corantes.
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A clorofila, caracteristica das células vegetais, pode ser monitorizada por CF, uma vez que é detectada
em FL3. Isto permite distinguir e seleccionar a populacdo das microalgas dos restantes eventos

analisados pelo citbmetro.

3.5. Contagem de Células

A camara de Neubauer, Figura 3.5(a), € uma lamina de microscopia mais alta que uma lamina normal

e com marcacgdes em quadrantes de varias medidas conhecidas (Figura 3.5(b)) (Perez, 2006).

(a)
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Figura 3.5: a) Camara de Neubauer ou hemocitometro, com representacdo da camara de contagem e da lamela
de vidro e respectivo suporte. b) Representacdo das marcagbes em quadriculas da cadmara de contagem (Perez,
2006).

3

=

A escolha do quadrante onde se faz a contagem é baseada na dimensdo do microrganismo em
questdo. No total a cAmara tem 9 quadrantes, cada um com 1 X 1 mm. Ao ser colocada a lamela, a
distancia desta até a lamina (profundidade) é de 0,1 mm, o que faz com que cada quadrante suporte
um volume de suspensé&o celular de 0,1 mm3. O nimero de quadriculas a que corresponde este volume
€ dependente do quadrante em causa e, como tal, para saber o volume de suspenséao celular em cada
quadricula, divide-se o volume total do quadrante pelo correspondente nimero de quadriculas. Apés

contagem celular, a densidade celular é determinada pela Eq.3.4 (BTI, 2015).

células> Média N2 de Células por Quadricula X Factor diluicao

— )= (Eq.3.4)

Densidade Celul (
ensiaaae Letular Volume de uma quadricula

Este método de contagem foi usado para os ensaios com culturas puras de S. obliquus devido as baixas
densidades celulares caracteristicas das suspensfes de microalgas. Este facto, acrescido as elevadas
dimensd@es celulares da microalga, determinou que se optasse por fazer a contagem nos quadrantes
de maiores dimensdes. Foi sempre feita a contagem de 16 quadriculas e a correspondente média, de

forma a determinar a densidade celular pela Eq.3.4.

Os ensaios com R. toruloides apresentavam densidades celulares muito elevadas, devido as altas taxas
de crescimento destes microrganismos, o que dificultou a contagem celular diria por este método.
Para estes ensaios e para 0os ensaios com culturas mistas, a contagem celular foi feita com recurso a

citometria de fluxo.

A contagem celular dos pré-inéculos foi feita por hemocitémetro, tanto para as culturas de S. obliquus,
como de R. toruloides (para os pré-indculos de R. toruloides, a contagem foi feita pelo quadrante com

as quadriculas menores, quadrante central).
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Tal como ja foi referido, foram realizados ensaios em branco para cada condicdo estudada (contendo
0 mesmo meio de cultura, incubados nas mesmas condi¢cbes e durante 0 mesmo tempo, mas sem
indculo), que foram utilizados para contagem de células por citometria, do seguinte modo: acertou-se
a diluicdo da amostra com o tamp&o (PBS), afim de se obter aproximadamente 1000 eventos - s™* e
registou-se o valor; posteriormente, utilizou-se a mesma diluicAo para o ensaio em branco
correspondente, analisando-se as solucdes no citdbmetro e registou-se o nimero de eventos por
segundo. Considerou-se que o branco continha 0 mesmo ndmero de eventos que as amostras, com
excepcao das células. Logo, por subtraccdo do nimero de eventos/s registados na amostra e no

branco, obtém-se o nimero aproximado de células/s nas amostras (Eq. 3.5).

N@ Total de Células _ (NQ Total de Event05> <N9Total de Eventos
Amostra

) (Eq.3.5)
Branco

S S S

Através do numero de células/s, foi possivel obter informacéo aproximada sobre a evolugdo da
proporcao de cada populacdo ao longo do tempo dos ensaios. Dividindo o numero de células/s pelo

caudal de aspiracéo do citdbmetro de fluxo (mL/s), pode determinar-se a concentracao celular.

Este método foi usado para os ensaios de culturas puras de R. toruloides e de culturas mistas. No
entanto, para 0s ensaios com culturas mistas foi necessario acrescentar um passo ao protocolo, relativo
a diferenciacéo entre as populac¢des das células de S. obliquus e R. toruloides. Para estes casos, foram
identificadas duas regifes correspondentes as duas populagbes dos dois microrganismos, cuja
distincdo se baseou na diferenca de dimensdes e complexidade interna entre os dois microrganismos.
O citébmetro de fluxo fornece informacgé&o sobre o nimero total de eventos analisados, em cada uma das
duas regifes, o que permite determinar a percentagem de células de S. obliquus e R. toruloides (Eq. 3.6)
e, consequentemente, 0s correspondentes valores em numero de células/s (Eq.3.7 e Eq.3.8). As

analises foram sempre feitas em duplicado.

N2 Eentos R;
X
N¢ Eentos R; + N°Eentos R;

%Células R.toruloides = 100 (Eq.3.6)

) Células %Células R.toruloides N°Total de Células
R.toruloides ( ) = X (Eq.3.7)
100 s
Células NeTotal de Células Células
S.obliquus ( ) = S — R.toruloides (T) (Eq.3.8)

R; representa a regido relativa a populagéo de R. toruloides; R; representa a regido relativa a populagéo

de S. obliquus.

3.6. Determinacdo da Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)

O procedimento usado na determinacao de CQO (Horwitz & Latimer, 2005) é baseado na oxidagdo da
matéria organica pelo dicromato de potassio, na presenca de acido sulfarico e ides de prata como
catalisador. A medicao é feita pela quantificacdo do dicromato que ndo reage, por titulagdo com uma

solucéo de ferro (I1).
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3.6.1. Reagentes
Solugdo de Digestdo de Dicromato de Potassio (Solugdo A): Secar 10,216 g de K,Cr,0,, a 103°C e
durante 2 h; adicionar ao K,Cr,0, seco 167 mL de H,S0, concentrado; colocar em agitagdo magnética;
adicionar 33,3 g de MgSO0,; prefazer o volume de 1L com &gua destilada (ultra-pure water, interlab,
PURIST uv).

Solugdo H,S0, com AgSO, (Solugédo B): Dissolver 10,12 g de AgS0O, em acido sulfdrico (H,S0,)

concentrado; prefazer o volume de 1 L com H,S0, concentrado.

Solucao de Sulfato de Ferro (II) Amoniacal 0,0125 M (Solu¢éo D): Dissolver 49,01 g de Fe(NH,),(S0,), *
6H,0 em cerca de 500 mL de agua destilada (ultra-pure water, interlab, PURIST uv); adicionar
aproximadamente 20 mL de H,S0, concentrado; deixar arrefecer e prefazer o volume de 1 L com agua
destilada; Diluir 100 mL da solugdo preparada (0,125 M) em &gua destilada (ultra-pure water, interlab,

PURIST uv), prefazendo o volume de 1 L.

Solugéo de Ferroina (Solucdo F): Solugdo comercial (0,025 mol/L; VWR International, LLC, Ohio,

Estados Unidos da America).

Solucgéo de lavagem Cromo-Sulfirico (Solucéo G): Dissolver 20 g de K,Cr,0, em 54 mL de H,SO,, num
copo, em agitacdo e adicionando lentamente; prefazer o volume de 1 L com agua destilada (ultra-pure
water, interlab, PURIST uv).

Solugéo de Lavagem de H,SO, (Solugdo H): Colocar 20 mL de H,S0, concentrado num baldo

volumétrico de 100 mL e prefazer o volume com agua destilada (ultra-pure water, interlab, PURIST uv).

3.6.2. Procedimento

Colocou-se em cada tudo de digestdo (HACH COD REACTOR): 1,5mL de amostra (diluida, se
necessario), 1 mL de solucdo A e 2 mL de solugdo B. Tapou-se devidamente os tubos, misturou-se
vigorosamente e levou-se ao digestor a 150 + 2°C durante 2 h. Apé6s as 2 h de digestdo, as amostras
foram retiradas e deixadas a arrefecer até que se encontrassem a temperatura da sala, para que o
contelido dos tubos fosse entdo transferido para Erlenmeyers de 50 mL. Lavou-se 0s tubos com agua
destilada e colocou-se a 4gua de lavagem também para dentro dos Erlenmeyers. Adicionou-se 1 a 2
gotas de solucéo F e titulou-se com a solucdo D, sendo o fim da titulacéo registado pela passagem da
cor da solucéo de azul palido para laranja/vermelho. Para lavagem dos tubos: adicionou-se um pequeno
volume de solucéo G e deixou-se ficar durante aproximadamente 1 h; lavou-se com solucdo H, com

auxilio de uma pipeta; e por fim lavou-se com agua destilada.

Casos em que a solucdo de titulado, antes da adicdo do indicador (solucdo F), era esverdeada, eram
indicativos da incorreta diluicdo da amostra e que, consequentemente, a titulagdo ndo era possivel (o
ponto de viragem ocorre imediatamente com a adi¢cdo do indicador). Nestes casos aumentou-se a

diluicéo.
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As andlises de CQO foram feitas em duplicado e por cada digestao foi feito um branco. Para o branco
o procedimento foi em tudo igual ao descrito, substituindo-se a amostra por agua destilada (ultra-pure
water, interlab, PURIST uv).

As diluicdes feitas dependeram da concentracéo de aglcar da amostra: apenas efluente (1:1); 5 g/!
(1:50); 10g/L e 15 g/L (1:100); 20 g/L (1:150); 40 g/L (1:300); 60 g/L (1:450); 80 g/L (1:600) e
100 g/L (1:750).

3.6.3. Calculos

A reaccdo que ocorre durante a titulagdo € a apresentada na Eq.3.9, em que A e B sao,
respectivamente, o volume de titulante (solucdo D), em ml, gasto na titulagdo do branco e da amostra.
M é a molaridade do titulante.

Cr,0,%"(aq) + 14H*(aq) + 6Fe?* (aq) — 2Cr3*(aq) + 6Fe3*(aq) + 7H,0(1) (Eq.3.9)

E, portanto: (A — B) corresponde ao volume de titulante gasto na titulacdo do dicromato em excesso, e
(A — B) x M corresponde ao nimero de moles de Fe(II) consumido. Sendo a relagdo entre o nimero

de moles de Fe(II) consumido e o oxigénio dissolvido, dada pela Eq.3.10.
1
EOZ(aq) + 2H%(aq) + 2Fe?*(aq) < 2Fe3*(aq) + H,0(1) (Eq.3.10)

O numero de moles de 0, necessérias a oxidacéo do Fe(II) a Fe(lll), € dado pela Eq.3.11. Como 0s
valores de CQO séo expressos em mg0, /L, comecga-se por fazer a conversdo de mol para mg0, pela

Eq.3.12, e determina-se entéo, pela Eq.3.13, o valor de CQO, em que Vs é o volume de amostra.

M
mol = (A — B) X T (Eq.3.11)
M
mg0, = (A—B) % 7 X 32000 (Eq.3.12)
M
mg0,/L = (A—B) X v x 8000 (Eq.3.13)
s

3.7. Determinacao de Nitrogénio

Neste trabalho foram feitas analises do nitrogénio total (orgéanico e amoniacal) e apenas do nitrogénio
amoniacal. Para o efeito, e entre outros equipamentos, recorreu-se a um eléctrodo selectivo a amaénia
(Multimeter MM 41, CRISON INSTRUMENTS, S.A., Espanha).

A calibracdo do equipamento com eléctrodo selectivo de amoénia (Multimeter MM 41, CRISON
INSTRUMENTS, S.A., Espanha), necessario as analises de nitrogénio total e amoniacal, foi essencial
e realizada a partir de uma solugdo padrdo “méae” de NH,Cl 1 g/L feita em laboratdrio. Foi também

necesséaria uma solucéo de ajuste de forca ionica, ISA, MgS0, 1M.
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3.7.1.1. Reagentes

Solugdo-mé&e de amoénia (1 g/L NH,"): reagente analitico NH,Cl seco durante 2 h a 120°C; 2,965 g de
NH,Cl seco dissolvido em agua destilada (ultra-pure water, interlab, PURIST uv), prefazendo o volume
de 1000 mL.

Solugdes de diferentes concentragdes preparadas a partir da solugdo-mae (1 g/L NH,*), de forma a

estabelecer as curvas de calibracao.

Solucao ajustadora de forga iénica, ISA, MgS0, 1M: 24,67 g de MgS0, - 7H,0 dissolvidos em agua

destilada (ultra-pure water, interlab, PURIST uv), prefazendo o volume de 100 mL.

3.7.1.2. Procedimento

Seleccionou-se o Canal 2 — ISE MEASURE (amdnio); seleccionaram-se as curvas 1 (0 — 5 mgNH,* /L),
2 (5—-50 mgNH,"/L) ou 3 (100 — 1000 mgNH," /L), correspondentes as diferentes gamas de
concentracdo; carregou-se em Start Calibration e calibrou-se por ordem crescente de concentragéo.
Para efectuar a leitura, colocou-se num copo de plastico de 50 mL, 10 mL de amostra e 1 mL de solugéo
ISA; colocou-se um agitador magnético; lavou-se bem o eléctrodo com &gua destilada e secou-se
cuidadosamente com papel absorvente, sempre com cuidado para ndo riscar a membrana; mergulhou-

se o eléctrodo na solucao e selecionou-se Start measurement ISE, de forma a fazer a leitura.

Foram assim tracadas as 3 curvas de calibragcéo: curva 1, curva 2 e curva 3.

3.7.2.1. Reagentes
Solucao de CuS0, (10% m/v): 15,642 g de CuS0, - 5H,0 dissolvido em 100 mL de agua destilada.

Solugdo de NaOH (40% m/v): 40 g de NaOH solido dissolvido em 100 mL de 4gua destilada. A reacgéo

(Eq.3.14) é altamente exotérmica e, portanto, a dissolugéo foi feita em agitagdo e num copo com gelo.
NaOH(s) + H,0(l) » Na*(aq) + OH (aq) + H;0% (aq) (Eq.3.14)
Solugédo ajustador de forga ibnica, ISA, MgS0, 1M.

3.7.2.2. Procedimento

Para determinacdo do NTK foi utilizado um procedimento recolhido do Grupo Solvay, anunciado de

seguida.

Transferiu-se, com o auxilio de uma pipeta volumétrica de 25 mL, 25 mL da amostra para um balédo de
Kjeldahl (DURAN Flasks, Kjeldahl 500 mL), colocado num suporte metalico apropriado. Adicionou-
se 3 ml de H,50, concentrado e 3 ml de solugéo de CuS0, (10% m/v). Colocou-se na hotte em camisa
de aguecimento a 120 — 130°C, durante 1 h. Durante o aquecimento o N organico reagiu e converteu-

se em N — NH5, Eq.3.15, ficando todo o N da amostra nesta forma.

A, CuSo,
CHNO(aq) + H,50,(aq) &== C0,(g) T +H,0(l) + SO,(g) + NH,*(aq) (Eq.3.15)
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Retirou-se os balGes de Kjeldahl do aquecimento com auxilio de uma luva de resisténcia térmica,
colocou-se no suporte metalico e esperou-se até arrefecer. Casos em que a amostra apresentasse
colorac@o amarelada ap6s o aguecimento, adicionou-se 4 mL de perdxido de hidrogénio (H,0, (30%))
e retornou-se ao aquecimento até a libertacdo de fumos brancos; se ainda assim permanecesse

amarela, colocou-se mais 1 — 2 mL de H,0, (30%) e retornou-se ao aguecimento.

Apés arrefecimento, adicionou-se aproximadamente 100 mL de agua destilada (ultra-pure water,
interlab, PURIST uv) ao baldo de Kjeldahl e homogeneizou-se. Transferiu-se o contetido do balédo de
Kjeldahl para um baléo volumétrico de 200 mL. Lavou-se o balédo de Kjeldahl com agua destilada (ultra-
pure water, interlab, PURIST uv) e foi-se transferindo as dguas de lavagem para o baldo volumétrico
de 200 mL. No final, perfez-se os 200 mL e homogeneizou-se. Transferiu-se, com auxilio de uma pipeta
volumétrica de 10 mL, 10 mL da soluc¢éo para um copo e adicionou-se 15 mL de dgua destilada (ultra-
pure water, interlab, PURIST uv). Adicionou-se ao copo 2mlL da solucdo de NaOH (40% m/v).
Aguardou-se 8-10 min para estabiliza¢do, Eq.3.16, e fez-se a leitura com o eléctrodo especifico de
amonia sob agitagdo (Multimeter MM 41, CRISON INSTRUMENTS, S.A., Espanha). Para fazer a
leitura: colocou-se num copo de plastico de 50 mL os 25mL de amostra; colocou-se um agitador
magnético; selecionou-se o Canal 2 — ISE MEASURE (aménio) e a curva de concentracdes mais
adequada; lavou-se bem o eléctrodo com agua destilada e secou-se cuidadosamente com papel

absorvente; mergulhou-se o eléctrodo na solucéo e fez-se a leitura.
NH,*(aq) + OH (aq) < NH; + H,0(l) (Eq.3.16)

Todas as medicdes foram realizadas nas mesmas condi¢des de agitacao (velocidade igual, barras de

agitacao similares e distancia idéntica entre o eléctrodo e a barra de agitacao).

Para as andlises feitas neste trabalho fez-se uma alteragcdo no procedimento: o tempo de aquecimento
foi aumentado para 3 h, até ao fim da libertagédo de fumos brancos. Isto foi necessério apenas para as
amostras suplementadas com melaco, uma vez que para as amostras s6 com efluente (nédo

suplementadas), 1 h de aquecimento foi suficiente. As andlises foram sempre feitas em duplicado.

3.7.2.3. Calculos

mgNH," . mgNH," o .
NTK pmostra —1 )= Valor dado pelo eléctrodo —I X factor dilui¢ao (Eq.3.17)
factor de diluigdo = ﬁx—lo =216 (Eq.3.18)
200 " 2542

3.7.3.1. Reagentes
Solucao ajustadora de forga idnica, ISA, MgS0, 1M.
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3.7.3.2. Procedimento
Para andlise do N — NH; recorreu-se ao equipamento com eléctrodo selectivo a amonia, CRISON-
Multimeter MM 41. As medicdes foram realizadas em duplicado e nas mesmas condicfes de agitacao
(velocidade igual, barras de agitacdo similares e distancia idéntica entre o eléctrodo e a barra de

agitacao).

Colocou-se num copo de plastico de 50 mL, 10 mL de amostra e 1 mL de solugéo ISA e um agitador
magnético. Selecionou-se o Canal 2 — ISE MEASURE (amonia) e a curva de concentragdes mais
adequada. Lavou-se bem o eléctrodo com agua destilada e secou-se cuidadosamente com papel

absorvente. Mergulhou-se o eléctrodo na solucéo e fez-se a leitura.

3.8. Determinacao do Fosforo
Para determinacao do fosforo foi usado um kit comercial (PhosVer 3 Phosphate Reagent, HACH), que
permite quantificar (em mg/L): P0,>~ (fosfatos), P — P0,>~ (fésforo presente nos fosfatos) e P,0,
(pentodxido de fosforo). O kit contém: molibdato de sddio (7631-95-0) e potassio dissulfato (7790-62-7).
Por este método a quantificacdo foi realizada por espectrofotometria (Spectrophotometer HACH
DR/2010).

Para fazer a andlise, transferiu-se 25 mL de amostra para um frasco apropriado (especifico para o
equipamento) que foi colocado no espectrofotometro como branco. Adicionou-se uma bolsa do kit
comercial, agitou-se vigorosamente e deixou-se em repouso/espera durante 2 min. Ao fim dos 2 min
fez-se a leitura. Uma vez que as amostras deste trabalho apresentavam elevadas concentragdes de P,
foi necessario dilui-las, de forma a estarem dentro das curvas de calibragcao do aparelho (que converte
absorvancias em concentragfes massicas). As leituras ndo poderam ser feitas em duplicado em

consequéncia do elevado custo do kit comercial e do elevado nimero de amostras.

3.9. Eficiéncias de Remoc¢ao de Nutrientes do Efluentes

A partir dos valores obtidos das analises de CQO, N e P, para os pontos inicial e final de cada ensaio,
determinaram-se as eficiéncias de remocao (ER) dos nutrientes do efluente, como forma de se avaliar
a eficiéncia do tratamento aplicado ao efluente estudado. Utilizou-se a Eq.3.19, em que C, e Cr séo as

concentracdes inicial e final, respectivamente.

CO - Cf
ER (%) = =" x 100 (Eq.3.19)

0

3.10. Acidos Gordos

Os acidos gordos da biomassa colhida no final de cada ensaio foram determinados por cromatografia
gas-liquido. Depois de liofilizada, a biomassa foi sujeita a uma reacéo de transesterificagéo (Figura 2.8),
de forma a converter os lipidos saponificaveis intracelulares em esteres metilicos dos acidos gordos,

sendo estes quantificaveis por cromatografia gas-liquido.
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3.10.1. Procedimento

A amostra liofilizada foi transferida para um almofariz e moida até ficar em pé, a fim de facilitar as trocas
massicas durante a reac¢do de transesterificagdo. Para cada amostra pesou-se, em duplicado, cerca
de 100 mg da biomassa liofilizada, dentro dos tubos de reaccéo, previamente cheios com gés inerte
(N) de forma a evitar a oxidagdo dos lipidos da biomassa. Adicionaram-se 2mlL de solucéo
metanol/cloreto de acetil (95: 5, v/v) (solucao feita em gelo e com adi¢do gota a gota) e 0,2 mL de acido
heptadecandico (5mg/mL, Nu-Check-Prep, Elysian, USA), C17:0, como padrdo interno. Os tubos
foram revestidos com papel de aluminio, de forma a proteger as amostras da luz, e colocados em
aguecimento, a 80°C durante 1 h, para que ocorresse a reaccdo de transesterificacdo (Figura 2.8). Apés
um passo de arrefecimento, adicionou-se a cada tubo 1 mL de agua (ultra-pure water, interlab, PURIST
uv) e 2mL de n-hexano. Nas amostras em que a separacdo entre as fases aquosa e organica néo
ocorreu espontaneamente, adicionou-se 1 mL de n-hexano. A fase organica, com os esteres metilicos,
foi finalmente extraida, filtrada por um leito de sulfacto de sodio anidro, e analisada por cromatografia

gas-liquido.

Os ésteres metilicos foram analisados num cromatografo gas-liquido GC BRUCKER SCION 436-SC
(Billerica, Massachusetts, EUA), equipado com um detector de ionizacdo de chama. A separacdo dos
compostos foi feita numa coluna capilar de silica com 0,32 mm x 30 mm (filme de 0,32 um) Supelcowax
10 (Supelco, Bellafonte, Palo Alto, CA, USA), que opera com hélio como gas de arrasto, com um caudal
de 3,5 mL/min, e a uma pressao de 13,5 psi. A coluna esta programada para uma temperatura inicial
de 200°C, durante 8 min, e depois aumentada 4°C/min até aos 240°C, temperatura a qual operou
durante 16 min. O injector e o detector estdo, respectivamente, a 250°C e 280°C, e a uma proporcdo de

1:20 durante 5 min e 1:10 no restante tempo de corrida.

A identificacdo dos picos foi feita por comparacdo com padrées de misturas de ésteres metilicos (Nu-
Chek-Prep, Minesota, EUA).

3.10.2. Calculos

Da andlise no cromatografo gas-liquido, resulta um cromatograma, no qual a area de cada pico é
proporcional & massa/concentracdo de uma molécula especifica. Com base nos tempos de retencéo é
possivel fazer corresponder a cada pico um éster metilico especifico, e por comparagéo da area de
cada pico com a area do pico correspondente ao padrao interno (cuja massa na amostra é conhecida)

€ possivel determinar a massa na amostra de cada éster metilico identificado (Eq. 3.20).

Ap Mpy

1
ek

Eq.3.20
m; (Eq )

Em que f,, € o factor resposta do éster metilico i, Ap; € a area do pico do padrdo interno, 4; € a area
do pico do éster metilico i, mp; @ massa do padréo interno adicionada a amostra, e m; € a massa do

éster metilico i. O f,, foi calculado atraves do declive da recta dada pela Eq.3.21, obtida através da

andlise de um conjunto de amostras com massa do éster metilico i conhecida. Por definigdo, o f, do
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padrdo interno é considerado 1. Sabe-se que, por amostra, € adicionado 0,2mL de &cido
heptadecandico (5 mg/mL), ou seja: m(C17:0) = 1 mg/amostra. Assim, da Eq.3.21 vem que:

APico i

m;(mg) = X fri (Eq.3.21)

APico C17:0

A massa total de acidos gordos na amostra, é dada pela soma das massas dos varios ésteres metilicos,
Eq.3.22.

Mye (mg) = Z Mgster Metl’licoi(mg) (Eq 322)

O teor (mg/mg peso seco) de cada um dos ésteres metilicos identificados, correspondentes as massas

dos respectivos acidos gordos, € calculado com os valores da toma inicial da amostra (peso seco).

3.11. Quantificacdo da Sacarose, Frutose e Glucose por HPLC

A quantificacdo dos principais aglcares presentes nas amostras em estudo (efluente suplementado
com melago de cana-de-agucar, contendo sacarose, frutose e glucose) foi feita por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) (LaChrom Merck/Hitachi, Alemanha), utilizando um detector diferencial
de indice de refraccéo (IR). A andlise foi realizada utilizando uma coluna Waters SugarPak 1 (Bio-Rad
Laboratories, CA, EUA), que permite a quantificacdo simultanea dos trés agucares, estando

enunciadas, na Tabela 3.1, as caracteristicas da coluna e as condi¢ges operacionais.

Tabela 3.1: Principais caracteristicas da coluna Waters SugarPak 1 e condi¢gbes operacionais.

Caracteristicas Coluna Sugar-Pak
Dimensfes 6,5 x 300 mm
Fase Movel Ca-EDTA, 50 mg/L
Caudal Fase Movel 0,5 ml/min
Temperatura da Coluna 75°C
Temperatura Detector RI 30°C
Tempo de Corrida 20 min

Antes da analise HPLC, as amostras foram centrifugadas (BECKMAN COULTER TM 18 Microfuge) em
eppendorfs de 1,5mL, a 10 000 rpm durante 10 min, para remog¢do de eventuais particulas ou de

biomassa residual. O sobrenadante foi recuperado, colocado em vials e analisado.

Por cada andlise foram corridos padrdes de sacarose, frutose e glucose de concentracdes conhecidas
(1g/L,5g/L, 10 g/L e 25 g/L), de forma a estabelecer, com base nas areas dos picos obtidas por
integrac@o dos respectivos cromatogramas, as correspondentes curvas de calibracéo. Por integraco
dos cromatogramas das amostras e com as curvas de calibracdo previamente estabelecidas,
obtiveram-se as concentragbes nos trés acglcares. Amostras com concentracfes de agucares
superiores a 25 g/L, foram devidamente diluidas.

Os cromatogramas foram analisados com o software ChromeleonTM SP6 build 783 (1994-2003,

Dionex, Thermo Fischer Scientific Inc., USA).
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4. Resultados e Discussao

Este trabalho iniciou-se com a realizac8o de ensaios utilizando culturas puras dos microrganismos (S.
obliquus e R. toruloides), em condicfes de esterilidade. De forma a verificar os requisitos nutricionais
de cada microrganismo, as culturas puras foram desenvolvidas em meio contendo exclusivamente
efluente e em efluente suplementado com melaco de cana-de-aclcar a diferentes concentracdes, de
forma a seleccionar a concentracéo Optima de aclcares totais que induzisse a maxima concentracao
de biomassa e de produtos lipidicos e, se possivel, a maxima eficiéncia de remocao de contaminantes
do efluente. De seguida, realizaram-se ensaios utilizando culturas mistas com ambos o0s
microrganismos, em condi¢c6es de assepsia, de forma a confirmar que os dois microrganismos crescem
na presenca um do outro e, uma vez mais, a fim de seleccionar a concentragdo Optima de aglcares
totais a adicionar ao efluente. Por fim, e para a concentragéo 6ptima selecionada, realizaram-se ensaios
com culturas mistas em condi¢ces de esterilidade e de néo esterilidade, para comparacéo, tendo em
conta as diferencas de custos associados aos dois processos. Todos os ensaios foram concluidos

quando as culturas atingiram a fase estacionaria.

Todos os resultados obtidos neste trabalho, relativos aos varios crescimentos, estdo resumidos nas

Tabelas 4.7 e 4.8 (com os respectivos desvios padréo), Capitulo 4.9.

4.1. Caracterizacao do Efluente

Para o desenvolvimento deste projecto, foi usado efluente secundéario fornecido pela SCC de Vila
Franca de Xira de trés colheitas diferentes (j& sujeito a pré-tratamento, sedimentagdo primaria e
tratamento secundéario por digestdo anaerdbia), estando as suas caracterizagdes apresentada na
Tabela 4.1. A diferenca entre a composicao dos efluentes esta relacionada com a altura do ano em que
a colheita é feita, em consequéncia das distintas qualidades de cerveja produzida ao longo do ano. O
efluente Ill tem uma carga em contaminantes muito superior, 0 que muito provavelmente estd associado
a um incompleto tratamento na estacéo de tratamento da fabrica. O efluente foi armazenado em cdmara

de refrigeracéo a 10°C e foi caracterizado no momento da utilizagao.

Tabela 4.1: Caracterizagdo dos 3 efluentes usados ao longo deste trabalho, em que: CQO-caréncia quimica de
oxigénio; N-NHs-nitrogénio amoniacal; NTK-nitrogénio total de Kjeldahl; PO4®)-fosfatos; P-PO4(3)-fosforo presente
em fosfatos; P2Os-pentéxido de fésforo.

Efluente CQO ‘ N-NH3 ‘ NTK ‘ Po,*~ ‘ P - PO, ‘ P,0s ‘ Aclcares
(902/L) (mgNH,/L) (gN/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (9/1)
I 0,44 £ 0,01 23,210,0 3,17 £ 0,07 41,0 13,0 31,0 0,63 +£0,01
Il 0,15+ 0,03 73,41 0,0 Na&o analisado 45,8 15,0 34,3 0,13+ 0,00
1] 17,83 + 0,05 208,4+ 0,1 5,52+ 0,00 52,0 17,0 39,0 12,40 £ 0,02

O efluente | foi usado no ensaio estéril de S. obliquus até 20 g/L de aclcares totais. O efluente Il foi
usado nos ensaios estéreis de S. obliquus até 60 g/L, de R. toruloides até 100 g/L e de cultura mista
até 60 g/L. O efluente Il foi usado nos ensaios estéril e ndo estéril com cultura mista suplementado

com 10 g/L de agUcares totais.

36



4.2. Ensaios Preliminares de Citometria de Fluxo

De forma a seleccionar os corantes a utilizar nas analises de citometria de fluxo, durante os ensaios
das culturas puras e mistas com efluente da inddstria cervejeira, com e sem suplementacédo de melaco
de cana-de-acUcar, foram realizados testes preliminares nos quais se testaram varios corantes para
optimizacao das condic8es de coloracao. Este estudo foi realizado para a microalga S. obliquus, uma

vez que esses testes ja foram feitos para a levedura R. toruloides (Freitas et al., 2014a).

4.2.1.1. Avaliacao da Actividade Enzimatica
De forma a avaliar a eficiéncia da CFDA na deteccdo da actividade enzimatica das células de S.
obliquus, foram testadas trés culturas da microalga em diferentes condi¢cdes fisiol6gicas que induziram
nas células diferentes niveis de actividade enzimética. Para tal, adicionaram-se 5 ulL de CFDA
10 mg/mL a uma suspensdo de células com 13 dias de crescimento em meio Bristol (designada por
cultura com células novas), a uma suspenséo de células com 5 meses de crescimento em efluente
secundario (designada por cultura com células velhas) e a uma suspensao de células tratadas num
banho-maria a 100°C durante 20 min (designada por cultura com células mortas), tendo sido incubadas

a temperatura ambiente, durante 40 min, e na auséncia de luz.
A CFDA é detectada em FL1 e os gréaficos obtidos sdo os apresentados na Figura 4.1.
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Figura 4.1: (a), (c) e (e) sdo os citogramas relativos as autofluorescéncias das células novas, velhas e mortas de
S. obliquus, respectivamente. (b), (d) e (f) correspondem aos citogramas obtidos para as mesmas amostras, apds
0s 20 min de incubagédo no escuro com 5 uL de CFDA 10 mg/mL. R15, R17 e R19 correspondem as populacoes
de células néo coradas; R16, R18 e R20 correspondem as populacdes de células coradas com a CFDA.

Através dos citogramas da Figura 4.1 pode verificar-se que o corante CFDA néo corou as células
mortas (%Célulasg,, = 6,21) e corou as células vivas (%Célulasg,c = 54,3 e %Célulasg,g = 97,7,
correspondente as células novas e velhas, respectivamente). Este resultado esta de acordo com o
esperado, uma vez que, ao contrario das células mortas, as células vivas tém actividade enzimatica e,
como tal, as esterases hidrolisam a CFDA formando o composto fluorescente detectado em FL1.

Percebe-se também que as culturas das células velhas (provavelmente em fase estacionaria)
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apresentam uma propor¢éo maior de células coradas com CFDA do que a cultura de células novas
(provavelmente em fase exponencial), revelando a actividade enzimatica de S. obliquus quando em

crescimento no efluente.

Conclui-se, que a CFDA pode ser usada para avaliacdo da actividade enzimatica de células de S.

obliquus.

4.2.1.2. Avaliacao da Integridade Membranar
Inicialmente testou-se o corante IP, para avaliacdo da integridade membranar das células de S.
obliquus, pelo facto de poder ser usado simultaneamente com a CFDA. A dupla coloracéo IP/CFDA
permite avaliar o estado da célula, simultaneamente, em termos de actividade enziméatica e integridade
da membrana (Papadimitriou et al., 2006). Assim, de forma a verificar se o IP podia, ou néo, ser utilizado
com a CFDA (dupla colorac¢éo), incubaram-se, durante 40 min, no escuro, as trés suspensdes celulares
ja referidas (células novas com 13 d de crescimento em meio Bristol; células velhas em crescimento
em efluente secundario ha 5 meses; e células mortas tratadas em banho-maria durante 20 min) com
5 uL de CFDA 10 mg/mL; ap6s incubac¢édo, adicionou-se 2 ulL de IP 1 mg/mlL, seguindo-se 1 min de
incubacéo; e procedeu-se de seguida & andlise das amostras no citometro de fluxo. Constatou-se que,
no caso das células de S. obliquus, a fluorescéncia do IP apresentou um sinal mais forte em FL2, sendo
praticamente inexistente em FL3. A dupla coloracédo das células com IP/CFDA (Figura 4.2) mostra a
distribuicao de uma populacdo em posigdo diagonal, o que significa que a fluorescéncia do IP é lida em
FL2, e a fluorescéncia da CFDA ¢ lida em FL1, ndo sendo assim possivel o método da dupla coloracao

IP/CFDA com células de S. obliquus.

E (@) E (b) E (c)
T T ) T
TRlzn | mm T TRz am T Rz

Figura 4.2: Citogramas obtidos por coloracédo simultanea com CFDA e IP, das células de S. obliquus (a) novas, (b)
velhas e (c) mortas.

De seguida, foram testados individualmente dois corantes de deteccdo da integridade da membrana
das células de S. obliquus: o IP e 0 SytoxGreen. A cada uma das trés amostras de S. obliquus acima
referidas (células novas, velhas e mortas) adicionou-se 2 uL de uma solugao de IP 1 mg/mlL, sendo de
seguida incubadas durante 1 min no escuro. Os citogramas obtidos apés a corrida das amostras no
citometro de fluxo, estdo apresentados na Figura 4.3. Para avaliacdo da coloracdo das células de S.
obliqguus com o corante SytoxGreen, adicionou-se 5 uL de SytoxGreen 30 uM, a cada uma das trés
amostras de células, seguindo-se 1 min de incubacg&o no escuro, procedendo-se de seguida a corrida

das amostras no citémetro de fluxo. Os citogramas obtidos estédo apresentados na Figura 4.4.
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Figura 4.3: (a), (c) e (e) correspondem aos citogramas das autofluorescéncias das células novas, velhas e mortas
de S. obliquus, respectivamente, ressuspendidas em tampéo PBS. (b), (d) e (f) correspondem aos citogramas das
amostras coradas com 2 uL de IP 1 mg/mL. R22, R25 e R28 correspondem as populag8es de células néo coradas;
R23, R26 e R29 correspondem as popula¢des de células coradas com IP.
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Figura 4.4: (a), (c) e (e) correspondem aos citogramas das autofluorescéncias das células novas, velhas e mortas
de S. obliquus, respectivamente, ressuspendidas em tampdo PBS. (b), (d) e (f) correspondem aos citogramas das
amostras coradas com 5 uL de SytoxGreen 30 uM. R31, R34 e R37 correspondem as populagfes de células ndo
coradas; R32, R35 e R38 correspondem as populagdes de células coradas com SytoxGreen.

Da analise dos citogramas da Figura 4.3 observou-se que, tal como se esperava, a propor¢do das
células marcadas com IP (regido R26, R23 e R29, respectivamente para as culturas novas, velhas e
mortas) aumentou da cultura de células novas de S. obliquus (42,4%, Figura 4.3(b)) para a cultura de
células velhas de S. obliquus (72,2%, Figura 4.3(d)), tendo sido mé&xima para a amostra de células de
S. obliquus mortas (99,3%, Figura 4.3(f)). Estes resultados confirmam que a integridade da membrana
da microalga foi afectada com a idade das culturas e com o tratamento térmico, tendo esta ultima
condicdo destruido a membrana de praticamente todas as células de S. obliquus, uma vez que

praticamente todas elas foram coradas pelo IP.

A coloracado das trés culturas de células de S. obliquus (novas, R32(12,9%); velhas, R35(12,2%); e

mortas, R38(98,4%) com o corante SytoxGreen (Figura 4.4) revelou os mesmos resultados que o IP.
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Uma vez que tanto o IP como o SytoxGreen coram células mortas de S. obliquus, incubou-se uma
suspensao celular contendo uma mistura de células novas e células mortas na mesma proporcao, com
cada um dos corantes, de forma a perceber qual dos dois permitia uma melhor diferenciacéo entre
células vivas e mortas. Aproveitou-se ainda para perceber, para cada um dos corantes, se essa
separacdo de populagdes era mais nitida em FL1 ou em FL2. Os citogramas obtidos estdo

apresentados na Figura 4.5 (e na Tabela apresentada em Anexo Il).
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Figura 4.5: Citogramas correspondentes & analise de uma cultura com mistura de células novas e mortas de S.
obliquus. (a) e (b) correspondem a autofluorescéncia da amostra em tamp&o PBS; (c) e (d) sdo o resultado da
adicdo de 2 uL de IP 1 mg/mL & amostra; e (e) e (f) sdo o resultado da adi¢cdo de 5 uL de SytoxGreen 30 uM. R39
e R44 correspondem as populagdes de células novas e velhas, respectivamente, ndo coradas para leitura em FL1;
R41 e R45 as populacdes de células novas e velhas, respectivamente, ndo coradas para leitura em FL2; R42 e
R43 correspondem as células novas coradas com IP; R46 as células velhas coradas com IP; R47 e R49 as células
novas coradas com SytoxGreen; e R48 e R50 as células velhas coradas com SytoxGreen.

Da analise dos citogramas da Figura 4.5, conclui-se que o SytoxGreen permite uma melhor separacao
entre as sub-populacdes constituidas por células novas e mortas, assegurando assim, uma melhor
distingéo entre células mortas e células vivas, razdo pela qual se escolheu o SytoxGreen para avaliagao

da integridade membranar, por leitra em FL1 nos ensaios realizados posteriormente (Anexo ).

4.2.1.3. Identificacao das populac¢des de R. toruloides e S. obliquus nas

culturas mistas
Para que pudesse ser determinada a propor¢édo entre células de S. obliquus e de R. toruloides em

cultura mista, as amostras foram corridas no citbmetro de fluxo. A partir dos citogramas
correspondentes as autofluorescéncias, foram identificadas as duas regides correspondentes a cada
uma das duas populagdes, cuja distin¢cdo se baseou na diferenca de dimensdes e complexidade interna
dos dois microrganismos, conforme ja referido no Capitulo 3.5.2. Foram pré-estabelecidas as definicdes
para S. obliquus e para R. toruloides, e a identificacdo das pupolacdes foi feita segundo cada uma das

definicdes, sendo os resultados apresentados o correspondente a média dos dois valores.

Na Figura 4.6 € apresentado um exemplo de identificagdo das popula¢des de S. obliquus e de R.
toruloides numa cultura mista, na qual sdo perfeitamente diferenciaveis as popula¢fes da microalga
(R2 e R3) e da levedura (R1 e R4). Foi este o raciocinio seguido, ao longo de todo o trabalho, para

identificacdo das duas populacfes nas amostras com culturas mistas.
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Figura 4.6: Identificacdo das regides correspondentes as populagées de S. obliquus (R2 e R3) e de R. toruloides
(R1 e R4), com base na diferenga de dimensdes e complexidade interna entre os dois microrganismos e segundo
as defini¢cbes da (a) microalga S. obliquus e (b) da levedura R. toruloides.

4.2.2.1. CFDA

Para optimizacao do tempo de incubacéo das células de S. obliquus com CFDA, fixou-se o volume de
CFDA 10 mg/mlL adicionado em 5 uL por cada 500 uL. de amostra diluida em tampé&o Mcllvain, e
registaram-se os valores de sinal em FL1 das células coradas, obtidos para cada tempo de incubacgéo.

Da Figura 4.7(a) percebe-se que o melhor tempo de incubagdo é 50 min no escuro.
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Figura 4.7: (a) Optimizacao do tempo de incubacéo de S. obliquus com CFDA, no escuro e fixando 5 ul de volume
adicionado de CFDA 10 mg/mlL por cada 500 uL; (b) optimizacdo do volume de CFDA 10 mg/mL a adicionar a
suspenséo celular de S. obliquus, para um total de 500 uL e para 50 min de incubacao.

FL1

Para optimizag&o do volume de corante a adicionar, fixou-se o tempo de incubacéo optimizado e variou-
se 0 volume de CFDA 10 mg/mL a adicionar a amostra. Tracou-se a curva apresentada na Figura

4.7(b), da qual se concluiu que o volume 6ptimo corresponde a 20 uL de CFDA 10 mg/mlL.

4.2.2.2. SytoxGreen
Comecou por se optimizar o volume de SytoxGreen 30 uM a adicionar, fixando o tempo de incubacéo
em 1 min (Figura 4.8(a)). Uma vez optimizado o volume de corante a adicionar, fez-se variar o tempo

de incubagéo, de forma a que também este fosse optimizado (Figura 4.8(b)).

As curvas da Figura 4.8 foram tracadas com base nos valores do sinal em FL1 das células coradas, e
€ a partir das quais se conclui que o tempo 6ptimo de incubagdo da amostra com SytoxGreen (ao
escuro) é 25 min, e que o ideal é usar 5 uL de SytoxGreen 30 uM por cada 500 uL de amostra diluida

em tampdao PBS, ou seja, o correspondente a 0,3 uM.
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Figura 4.8: (a) optimizacéo do volume de SytoxGreen 30 uM a adicionar as amostras de S. obliquus diluidas em
PBS, para um total de 500 uL, e fixando 1 min de tempo de incubagéo; (b) Optimiza¢do do tempo de incubacéo de
S. obliquus no escuro e com 5 uL de SytoxGreen 30 uM por cada 500 uL.

4.2.3.1. CFDA

Amostras de células colhidas de uma cultura em fase exponencial (designadas por vivas) e de células
incubadas a 100°C durante 20 min (designadas por mortas) de R. toruloides, foram diluidas com tampao
Mcllvain e incubadas durante 50 min no escuro, com 20 uL de CFDA 10 mg/mL, para um total de
500 uL, tal como se procedeu com as células de S. obliquus. Apds o tempo de incubac¢éo, as amostras
foram analisadas no citometro de fluxo, estando os citogramas correspondentes apresentados na
Figura 4.9. Conclui-se que o aumento de sinal em FL1 para as células vivas foi superior ao das mortas,
0 que revela que a coloragdo é superior para estas células (foram coradas 95,1% das células vivas e
10,3% das células mortas, correspondente as regibes R52 e R10, respectivamente) e, portanto, o
resultado é o esperado, uma vez que a CFDA cora células com actividade enzimética. Confirma-se

assim, a aplicabilidade em células de R. toruloides das condi¢des optimizadas para a CFDA com células

de S. obliquus.
B @ B ) B © B C)

F5C-H 1 F5C-H s fIImm FSC-H 1

Figura 4.9: (a) e (c) Citogramas correspondentes as autofluorescéncias das amostras de células vivas e de células
mortas de R. toruloides, respectivamente, diluidas em tampao Mcllvain; (b) e (d) sdo as correspondentes leituras
apods 50 min de incubagéo com 20 uL de CFDA 10 mg/mlL, para um total de 500 uL de amostra. R51 e R52 séo,
respectivamente, correspondentes as células vivas ndo coradas e coradas; R53 e R10, as células mortas ndo
coradas e coradas, respectivamente.

4.2.3.2. SytoxGreen
De forma a verificar se também se pode aplicar a R. toruloides as condi¢cbes optimizadas para o
SytoxGreen feitas com a microalga S. obliquus, incubaram-se células vivas e células mortas da

levedura com 5 uL de SytoxGreen 30 uM, por cada 500 uL de amostra diluida em tampao PBS, durante

25 min no escuro. Os citogramas obtidos sdo apresentados na Figura 4.10.
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Figura 4.10: (a) e (c) Citogramas correspondentes as autofluorescéncias das amostras de células vivas e de
células mortas de R. toruloides, respectivamente, diluidas em tamp&o PBS; (b) e (d) sdo as correspondentes
leituras apds 25 minutos de incubag&o com 5 uL de SytoxGreen 30 uM, para um total de 500 uL de amostra. R55
e R58 sdo, respectivamente, correspondentes as células vivas ndo coradas e coradas; R56 e R57, as células
mortas ndo coradas e coradas, respectivamente.

Confirma-se que as células mortas de R. toruloides apresentam sinal em FL1 muito superior ao obtido
para as células vivas quando coradas com SytoxGreen nas condi¢des optimizadas para a microalga S.
obliquus (foram coradas 21,1% das células vivas e 86,1% das células mortas, correspondente as
regibes R58 e R57, respectivamente). E assim, confirma-se que também o SytoxGreen pode ser
utilizado para detectar a integridade membranar das células de R. toruloides nas condi¢des optimizadas

para as células de S. obliquus.

4.3. Crescimento de S. obliquus em Efluente e em Efluente Suplementado
com Baixas Concentracgoes de Acguicares Totais

Neste estudo, a microalga S. obliquus foi incubada durante 8 d em efluente e nas seguintes

concentracdes de agucares totais: 5 g/L, 10 g/L e 20 g/L.

O crescimento das microalgas foi seguido por leitura diaria da densidade oOptica a 540 nm (DOs40 nm)s
sendo as curvas correspondentes aos crescimentos em cada concentracdo as apresentadas na Figura
4.11. O melago de cana-de-acucar é fortemente &cido e castanho escuro (Yan et al., 2011), e em
consequéncia da cor caracteristica que apresenta, a adicdo de melago ao meio interfere com a DOg,g nm
da cultura. Assim, ensaios com maior concentracdo de acUcares totais no meio e, portanto, com
maiores adicdes de melago, tém a partida valores superiores de DO, ,m- De forma a eliminar a

interferéncia do melago, as curvas foram normalizadas, subtraindo a cada leitura X, a leitura inicial X,,.

Foram atingidas as maximas concentracdes de biomassa, X4, (D0s40 »m), NA cultura desenvolvida em
efluente suplementado com 5 g/L de acglcares totais. Este resultado é concordante com o estudo
realizado por EI-Sheekh et al. (2013), desenvolvido com S. obliguus também em diferentes
concentragdes de melacgo de cana-de-agucar, com o qual também concluiram que as maiores DO eram
obtidas com o crescimento em 5 g/L de agUcares totais. Foram ainda verificados valores elevados
Xnax (D0s40 nm) Para os crescimentos apenas em efluente e em efluente suplementado com 10 g/L de
acucares totais. Verifica-se ainda, que aumentando a quantidade de melaco no meio, aumentou o
periodo de fase de laténcia e reduziu o0 X,,4,, 0 que pode ser devido a compostos inibitérios presentes

no melago (Freitas et al., 2014b).
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Figura 4.11: Variacdo de (a) DO(540 nm) e (b) In DO(540nm) durante o tempo de crescimento (em d), nas
condicdes de ensaio e para cada condi¢cdo em estudo. “B.” representa o Branco de cada condigao.
A partir das curvas da Figura 4.11 foram determinadas as u e os t; das culturas, estando os valores

obtidos resumidos na Tabela 4.2.

No fim do ensaio, foram tracadas as curvas de calibracdo do peso seco com a DOg4 nm (Figura 4.12),
de forma a que as leituras de D0Os,, »m (lidas usando dgua como branco) pudessem ser convertidas em
concentragcdo de biomassa (g/L), com as quais se determinou X,..(g/L) e Pxms para cada

concentracdo em estudo, estando os valores obtidos também resumidos na Tabela 4.2.
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Figura 4.12: Rectas de calibragdo de peso seco em fungdo DO(540 nm), tracadas no Ultimo dia de ensaio.

Tabela 4.2: Valores de concentragdo maxima de biomassa (X,s,), produtividade volumétrica maxima (Py max),
tempo de duplicacéo (t;), e de taxa especifica de crescimento maxima (u), para cada concentragdo de agucar.

Efluente 59/L 10 g/L 20g/L
Xmax (9/L) 0,37 £0,15 1,49 £ 0,08 1,60+ 0,07 | 4,00+ 0,15
Py max (g/(L-d)) | 0,0240,15 0,17+0,04 | 0,14+0,03 0,25+ 0,13
tq (d) 4,03+0,88 | 0,95+ 0,04 1,19+ 0,03 1,85+ 0,27
p@™h 0,17 £ 0,03 0,73 £ 0,02 0,58 + 0,01 0,38 £ 0,04

A concentracéo para a qual se verificou um p superior e um t; menor, foi 5 g/L. No entanto o maior
valor de Py .4, fOi verificado para 20 g/L, o que levanta algumas dividas devido & eventual contribui¢éo
do melaco nas medi¢des de peso seco. Este resultado sugere que o branco (respectivo a cada amostra)
deveria ter sido filtrado em separado, para que no final, ao peso do meio com biomassa, pudesse ser

subtraido o peso do meio. Com esta aproximacao seria possivel obter apenas 0 peso em biomassa.

O crescimento foi também seguido através da contagem de células ao microscopio (Figura 4.13).
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Figura 4.13: Curvas de densidade celular em fungéo do tempo de incubagéo, para as concentra¢es de aclUcares

totais em estudo. A contagem de células foi feita por microscopia 6ptica, com ampliacdo de 400x.

As maiores densidades celulares sdo verificadas para os crescimentos em efluente e em 20 g/L de
aclcares totais (Figura 4.13). Para o crescimento apenas em efluente, os resultados obtidos da
contagem de células e das leituras da DOs,, ,,» S80 concordantes; no entanto, para 5 g/L e 20 g/L nao
0 sdo, uma vez que 20 g/L é a concentragdo com menores valores de DOg4g ., Mas com maior
densidade celular e, 5g/L é a concentracdo com maiores g € Xpix(DOssonm) Mas uma das

concentracdes com menor densidade celular.
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Figura 4.14: (a) Sinal em FSC e (b) sinal SSC, em fun¢do do tempo de incubagdo (em d).

Figura 4.15: Fotografias obtidas ao 7° dia de incubacéo, com ampliacdo de 400x. (a) Efluente, (b) 5 g/L, (c) 10 g/L
e (d) 20 g/L de agucares totais.

Foi feita a analise de FSC e SSC (Figura 4.14), pela qual se percebe que as células em crescimento
em 5 g/L s&o maiores (maiores valores de FSC) e mais complexas (maiores valores de SSC), o que
justifica o facto do crescimento a 5 g/L apresentar valores de u e X4, (D0s40 »n) Maiores apesar da
menor densidade celular. Por outro lado, para o crescimento em 20 g/L, verificam-se sinais de FSC e
de SSC superiores aos obtidos para os restantes crescimentos, com excepgado de 5 g/L de aglcares
totais, 0 que sugere a presenca de agregados celulares, em consequéncia destes emitirem sinais
elevados de FSC e SSC (os agregados celulares emitem sinais em FSC e SSC mais elevados, devido

a sua dimensédo e complexidade).
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Da andlise ao microscoépio (Figura 4.15) verificou-se que as células em crescimento em 20 g/L de
acuUcares totais eram menores e formavam agregados celulares maiores, justificando as maiores
densidades celulares apesar das menores py € X, (D0s40nm)- A formacéo dos agregados celulares a

20 g/L sugere a existéncia de condi¢bes adversas a microalga (Lurling, 2003).

Tendo em conta a incoeréncia dos resultados obtidos para X5, (g/L) € Pxmasx @ partir das curvas de
calibracdo de peso seco tragadas, optou-se por monitorizar o crescimento das culturas com base nos

valores de DOs4g nm @0 invés de X(g/L).

A produtividade lipidica mais elevada foi observada para o crescimento em 20 g/L de agUcares totais
(2,6% (p/p)) (Figura 4.16). No entanto, a producdo de &cidos gordos foi muito baixa para todas as
concentracdes estudadas (1,8 —2,6% (p/p)), uma vez que segundo Becker (2007), a microalga S.
obliquus é capaz de acumular 12,0 — 14,0% (p/p) de lipidos, tendo sido, assim, os teores em lipidos

conseguidos com os crescimentos muito reduzidos.
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Figura 4.16: Teor de &cidos gordos da biomassa de S. obliquus colhida a t=8 d (n=4).

A variacdo de pH das culturas esta apresentada na Figura 4.17. Antes de se colocar os frascos com o
meio a esterilizar, o pH inicial foi acertado a 7,0 e, portanto, as diferencas de pH verificadas para o
tempo inicial de crescimento, entre as varias culturas, sdo o resultado das mudancas de pH resultantes
do processo de autoclavagem (mais notorio em soluges autoclavadas com pH entre 3-9, como é o
caso) (Vacin & Went, 1949).
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Figura 4.17: Variagdes do pH das culturas e respectivos brancos (B.), partindo de pH inicial 7,0.

Em regime autotrofico, e ao contrario do que acontece em heterotrofia, a remoc¢éo do €0, do meio tem
associado um consumo de ides H*, resultando no aumento do pH do meio (Holanda & Vinicius, 2010).

Assim, por andlise da Figura 4.17, percebe-se, pelo menos para o crescimento em 20 g/L de agUcares
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totais em que ndo se regista um aumento de pH, que a microalga ndo seguiu a via autotréfica, tendo
seguido, muito provavelmente, um comportamento mixotréfico. Shamala et al. (1982) tinha ja chegado
a esta conclusédo, quando ao sujeitar a microalga a meios suplementados com agucar, nomeadamente

por adicdo de melago de cana-de-acgUcar, esta optou pelo mixotrofismo

Para 5g/L de acUcares totais, a percentagem de células em actividade enzimética aumenta
progressivamente ao longo do crescimento (Figura 4.18(a)). Nos restantes crescimentos, a actividade
enzimatica diminui até ao inicio da fase estacionaria. Isto é justificado pelo facto da cultura em
crescimento em 5 g/L apresentar um g e um X,.s, superiores, revelando que a cultura ndo sofreu

significativas limitagdes nutricionais ou inibi¢des.
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Figura 4.18: Curvas tracadas com base na informacgé&o obtida por citometria de fluxo, tendo sido a analise feita para
um volume final de 500 uL e aproximadamente 400 eventos/s. (a) A diluigdo das amostras foi feita com tampao
Mcllvain e a incubacéo feita com 20 uL de corante CFDA 10 mg/mL, no escuro, durante 50 min; (b) A dilui¢do foi
feita com tamp&o PBS e a incubacéo feita com 5 uL de corante SytoxGreen 30 uM , no escuro, durante 20 min.

Observou-se diferenca na percentagem de células com actividade enzimatica no inicio das culturas
(Figura 4.18(a)). A maior percentagem de células com actividade enzimatica no inicio do crescimento
apenas em efluente, deve-se a diferenca de pH inicial verificada neste ensaio (o pH inicial foi 7,3
enquanto o pH inicial das culturas suplementadas foi muito mais acido, pH inicial 5,5), pois as células
sujeitas a pH mais &cido tiveram de adaptar o seu metabolismo a essa condi¢do que lhes é adversa,
canalizando C para essa adaptacdo em vez de o utilizarem para crescimento. Isto explica o porqué das
células em crescimento apenas em efluente (que ndo necessitaram desse processo de adaptacao)
apresentarem no inicio do crescimento valores de actividade enzimatica muito superiores as células
em crescimento em 5 g/L e em 10 g/L de agUcares totais. A elevada percentagem de células coradas
com CFDA na cultura desenvolvida a 20 g/L de agUcares totais, face aos restantes crescimentos em
meio suplementado, pode ser consequéncia da predominancia da microalga pelo mixotrofismo. Esta
caracteristica pode ter levado a que o pH &cido inicial do meio néo se tenha traduzido numa condigcéo

tdo adversa ao seu metabolismo como nos crescimentos em concentracdes de acUcares totais no meio

menores.

No inicio do ensaio a percentagem de células com membrana danificada variou de 4 — 14% (Figura
4.18(b)) e, no final da cultura, de 1,5 — 6%, de onde se conclui que houve um ligeiro aumento da

integridade membranar com o tempo de crescimento para todos 0s ensaios. A concentracdo para a
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qual se verificou, no final da cultura, uma fragilidade membranar superior, mas ainda assim bastante
baixa, foi a de 10 g/L de aclcares totais, que atingiu os 6%. O que revela, que mais ou menos

adaptada, a microalga se desenvolveu em todas as concentracdes de aclcares totais estudadas.

4.3.3.1. Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)
O melaco de cana-de-acucar é uma fonte de C orgéanico (Cheng et al., 2009), motivo pelo qual, ensaios

com concentragcées maiores de acucares totais, correspondentes a maiores adic6es de melaco, tém
valores iniciais de CQO superiores (Figura 4.20(a)).
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Figura 4.19: (a) Caréncia quimica de oxigénio (CQO) correspondente aos tempos inicial e final dos ensaios apenas
em efluente e com concentra¢des de acUcares totais de 5 g/L, 10 g/L, 15 g/L e 20 g/L, para cada amostra e
respectivo branco; e (b) eficiéncias de remocao (ER) de CQO dos meios, para cada uma das concentracdes
estudadas e para os correspondentes brancos (B.).

A remogdo de CQO e mais eficiente nos crescimentos apenas em efluente (ER = 54,0%; C; =
0,20 g0,/L) e em 5 g/L (ER = 52,9%; Cr = 7,54 g0, /L) (Figura 4.19), com 0s quais se conseguiram
ER muito semelhantes as reportadas por Ferreira (2016) e por Mata et al. (2012) cujos trabalhos
também utilizaram S. obliquus para tratamento de efluente da industria cervejeira (61,9% e 57,5%,
respectivamente). Nas restantes condi¢Bes registaram-se discrepancias elevadas entre a carga final
de CQO e o limite maximo legalmente exigido a descarga dos efluentes tratados ou a sua reutilizacéo
nos processos (0,15 g0,/L), afastando-se muito do resultado esperado para um efluente tratado.
Conclui-se ainda, que a fermentagdo de S. obliquus ndo é suficiente para remover a carga organica
adicionada com a suplementacdo, fazendo com que a carga final de CQO, em qualquer ensaio
suplementado, seja superior a inicial para o ensaio apenas com efluente. Considerando a baixa
capacidade das microalgas de remocdo do CQO, mesmo quando se desenvolvem em mixotrofia.
Assim, as remocdes de CQO mais eficiéntes pela S. obliquus, foram obtidas com o crescimento apenas
em efluente e, ndo tao eficiente, mas também satisfatorio, com o crescimento em 5 g/L. As positivas
eficiencias de remocdo observadas nos brancos sdo, provavelmente, consequencia das perdas de

carbono sob a forma de acidos volateis e de CO0,.
4.3.3.2. Nitrogénio Amoniacal

Foi feita a analise ao N — NH;, para as amostras e respectivos brancos, estando os resultados obtidos

apresentados na Figura 4.20(a), bem como as correspondentes ER (Figura 4.20(b)).
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Figura 4.20: (a) Concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) correspondente aos tempos inicial e final dos
ensaios apenas em efluente e com concentracdes de agUcares totais de 5 g/L, 10 g/L, 15 g/L e 20 g/L, sendo B.
correspondente ao branco de cada ensaio; e respectivas (b) ER (%), para as amostras e para o0s brancos.

A maior ER de N — NH; foi conseguida para o crescimento em 10 g/L de aguUcares totais (ER =
43,7%; Cr = 33,0mgNH,/L), seguida do crescimento apenas em efluente (ER = 25,9%; C; =
17,2 mgNH,/L). Para estas concentracGes e para 5 g /L (Cr = 30,4 mgNH, /L), acarga finalde N — NH;
aproxima-se bastante do limite méximo legal para um efluente tratado (10,0 mgNH,/L). No entanto,
para 20 g/L é bastante superior & esperada apos tratamento (68,8 mgNH, /L), e superior a carga inicial
do efluente ndo suplementado, sem tratamento. O que € justificado pela comparacdo das ER obtidas
com as amostras e com 0s respectivos brancos, que sao praticamente iguais, levando a concluséo de
que as microalgas ndo removem o N — NH;. As positivas ER sao, provavelmente, o resultado da perda
deste sob a forma de NH; gasoso, em resultado do pH basico do meio (Cassini, 2012), evidenciada
pelo cheiro caracteristico detectado ao longo dos ensaios. A excepcao verificada para o branco apenas
com efluente, no qual houve acumulacéo de N — NH;, pode ser o resultado de alguma evaporacao do
meio ou, pelo contrario, de uma ineficiente transferéncia de massa através das rolhas de algodao (que

tenha impedido a perda de N — NH; sob a forma de NH;(g)).

4.3.3.3. Fosforo

Da analise da Figura 4.21(d), conclui-se que a remog¢é&o do P, nas 3 formas analisadas, é mais eficiente
para as concentracbes de 5 g/L e 10 g/L de agUcares totais. No entanto, para estas concentracdes, a
remocao do P nos brancos é ainda mais significativa do que na amostra, revelando que a remocéo do
P ndo é feita pelas microalgas e que, pelo contrario, estas contribuem para que a remocao nao seja tao
eficiente, talvez devido a fenédmenos de lise celular (o P esté presente nos fosfolipidos da membrana,
€ constituinte dos nucledticos, etc. (Nicolau, 2014)). Isto ndo vai ao encontro do esperado, uma vez que
as microalgas, enquanto agentes fotossintéticos, deveriam remover o P e o N do efluente. Estes
resultados sugerem que S. obliquus ter-se-a desenvolvido em mixotrofia e ndo apenas em autotrofia,
tendo em conta a presenca de C organico proveniente do melaco (o que é confirmado pelo consumo
de CQO, Figura 4.20). Daqui, conclui-se que este tipo de tratamento bioldgico, com a microalga S.
obliquus, nédo é eficiénte na remocéao deste nutriente, o que também j& tinha sido concluido por Ferreira
(2016). Ainda assim, e apesar da remocao ndo ser feita pelas microalgas, para os crescimentos em

5g/L e 10 g/L de acUcares totais, conseguem-se ER (ver Tabela 4.7) superiores as obtidas por Ferreira
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(2016) com S. obliquus apenas em efluente (exactamente no mesmo efluente, mas em

fotobiorreactores do tipo coluna de bolhas) (22,4%).
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Figura 4.21: Concentracéo das trés espécies de fosforo: (a) PO4®), (b) P-PO4®) e (c) P20s, para os tempos inicial
e final de cada um dos ensaios, apenas em efluente e com concentracdes de acUcares totais de 5 g/L, 10 g/L e 20
g/L, para cada amostra e respectivo branco (B.); e correspondentes (d) ER (%).

4.3.3.4. Remocao dos Ac¢ucares Totais
Da analise aos principais aglcares presentes nas amostras (sacarose, glucose e frutose) (Figura 4.22),
vérias sdo as conclus@es a tirar dos crescimentos de S. obliquus apenas em efluente e em efluente
suplementado com 5 g/L, 10 g/L e 20 g/L de agUcares totais, inclusivamente das vias metabdlicas

seguidas pela microalga em cada uma das concentracdes.

Para o crescimento apenas em efluente, verifica-se que a remoc¢ao dos aglcares totais no branco (sem
microrganismo) e nas amostras (com microalga S. obliquus) é semelhante, donde se conclui que a
microalga ndo utilizou aglcares no seu metabolismo e crescimento, apresentando um comportamento
autotroéfico. Para o crescimento em 5 g/L a remogédo de aglcares é mais elevada no branco do que nas
amostras, o que também revela a predominancia pelo autotrofismo, sendo a reducdo dos agucares
observada, provavelmente, o resultado da perda de aglcares totais por decomposi¢éo espontanea do
melaco, pela qual, segundo Browne (1929), ha a conversao espontanea dos aglcares em compostos

como o acido férmico, o acido acético, acidos volateis, etc.

Para os crescimentos em 10 g/L e em 20 g/L, a remogdo dos acUcares totais € muito maior nas
amostras do que nos brancos, o que revela o consumo de agUcares pela microalga e, portanto, a
predominancia do metabolismo mixotréfico. Isto faz com que os crescimentos nestas concentracdes

apresentem ER superiores as obtidas para menores concentracfes de aglcares no meio, para as quais
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a microalga se desenvolva em autotrofia. De facto, segundo Yang et al., (2015), S. obliquus quando em
condicdes de mixotrofia/heterotrofia desenvolve uma resposta muito mais rapida de transporte e

utilizacdo de acglcares, que é cerca de cinco vezes mais eficiente que a existente em autotrofia.

Em todos os ensaios com melaco, as células consomem preferencialmente a glucose e a frutose,
deixando o substrato mais complexo, a sacarose (dimero). O que esta coerente com o estudo
desenvolvido por Shamala et al., (1982), também com microalgas Scenedesmus, no qual estudaram o
seu crescimento em diferentes aglcares (glucose, manose, sacarose, frutose e galactose) e pelo qual
concluiram que estas tém preferéncia pela glucose.
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Figura 4.22: Concentragdo dos trés agUcares principais: S-Sacarose; G-Glucose; F-Frutose e AT-AgUcares Totais,
para os tempos inicial e final de ensaio, para cada amostra e respectivo branco (B.). (a) Crescimento em efluente,
(b) em 5 g/L, (c) em 10 g/L e (d) em 20 g/L. (e) Respectivas ER (%).

Das concentracdes estudadas, 5 g/L foi a que mais favoreceu o crescimento de S. obliquus. O
crescimento apenas em efluente foi o que assegurou um tratamento mais eficaz, permitindo que no
final o efluente se aproximasse mais dos limites maximos legalmente exigidos a um efluente tratado,
apesar de ainda assim ter ficado acima destes. Por outro lado, e ainda que bastante insignificante, o
crescimento em 20 g/L foi o que garantiu a maior produgédo de &cidos gordos. Assim, optou-se por
avaliar o crescimento da microalga S. obliquus em concentra¢des de aglcares totais no meio superiores
a20g/L.
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4.4. Crescimento de S. obliquus em Efluente Suplementado com Elevadas
Concentracoes de A¢ucares Totais

Neste ensaio, a microalga S. obliquus foi incubada durante 7 d nas seguintes concentracdes de
acucares totais: 40 g/L e 60 g/L. O branco do ensaio a 60 g/L de agUcares totais, assim como um dos
duplicados, contaminaram ao 4° dia de ensaio, motivo pelo qual deixaram de ser seguidos a partir deste

dia. Na Figura 4.23, estdo imagens conseguidas por microscopia Optica de dois tipos distintos de

Figura 4.23: Imagens microscopicas, com ampliacdo de 400x, de duas contaminacdes obtidas. (a) Fungo
filamentoso, que forma na cultura um género de pompons em suspensao; (b) Fungo filamentoso ou levedura.

contaminag¢@es obtidas.

O crescimento foi seguido indirectamente por leitura diaria da DOs4, ., €Stando as curvas obtidas, para

cada concentracdo e respectivos brancos, apresentadas na Figura 4.24.
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Figura 4.24: Curvas normalizadas de (a) DO(540 nm) e (b) In DO(540 nm), em funcé@o do tempo de incubagéo.
Sendo que B. representa o branco de cada condigao.

Foi determinado as u e os t, para cada crescimento, estando os valores resumidos na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Valores de taxa especifica de crescimento maxima, y, e de tempo de duplicacdo, t;, para cada
concentragdo de agucar testada.

40 g/L 60 g/L
p(@™h 0,09 + 0,01 0,07 + 0,00
ty (d) 7,38 + 0,97 10,70 + 0,88

Pelas curvas da Figura 4.24, pelos resultados da Tabela 4.3, e por comparacdo destes com 0s
resultados obtidos do ensaio de S.obliquus até 20 g/L de agUcares totais, confirma-se que a producéo
de biomassa é menor para altas concentracfes de acUcares totais no meio, de onde resultam valores
de u muito inferiores e de t; muito superiores. Yang et al., (2015) do estudo que desenvolveram com
S. obliquus a diferentes concentra¢des de aglcar (utilizando xilose), concluiram que a 6 g/L ja houve

inibicdo do crescimento da microalga, pelo que j& era espectavel que a 40g/L e 60g/L de agUcares
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totais no meio ndo se conseguissem significativas producdes de biomassa. Além disso, é muito
provavelmente que também tenha havido inibicdo do crescimento da microalga a estas concentracdes
de acUcares totais (correspondentes a maiores concentragfes de melago), devido a presenca de
compostos inibitérios do crescimento microbiano existentes no melago de cana-de-agucar, conforme

reportado por Freitas et al. (2014b).

Constata-se também que para os ensaios em 40 g/L e 60 g/L de agUcares totais, as culturas ao 7° dia
de ensaio ainda ndo tinham atingido a fase estacionaria, o que se justifica pelo facto do tempo
necessario para uma cultura atingir a fase estacionaria aumentar com a concentragcao de substrato
(Yang et al., 2015). Ainda assim, os valores de D0Og,q .., Obtidos sdo muito baixos, quando comparados

com os obtidos para concentracdes de aclcares totais no meio menores.

O crescimento foi ainda seguido por observagéo ao microscopio (Figura 4.25). E, uma vez comparando
as imagens das Figuras 4.15 e 4.25, facilmente se percebe as menores densidades celulares nos
ensaios em maiores concentracdes de aglcares totais, o que justifica os reduzidos valores de DOs,o nm
obtidos para estas concentragfes quando comparados com 0s obtidos para concentragdes menores

de acucares totais (Figuras 4.11 e 4.23).

Figura 4.25: Imagens microscépicas, obtidas ao 4° dia de incubacédo, com ampliagdo de 400x, correspondentes
aos crescimentos de S. obliquus em (a) 40 g/L e (b) 60 g/L de agUcares totais.

Foi acompanhado diariamente o pH das culturas, estando as curvas obtidas mostradas na Figura 4.26.
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Figura 4.26: Variacdo do pH das culturas com o tempo de incubagéo, para as condi¢des operatérias (30°C, 110
rpm e condic¢des de esterilidade).

Através da diminuicdo do pH do meio, observa-se a preferéncia da microalga pela mixotrofia, para
gualquer uma das trés concentracdes de agUcares totais, uma vez que a via autotrofica é caracterizada
por um aumento do pH do meio, em resultado do consumo de ides H* durante o processo de fixacdo
de €0, (Holanda & Vinicius, 2010).
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As percentagens de células com actividade enzimética para os ensaios em 40g/L e 60 g/L de
acUcares totais apds os 7 d de crescimento, séo, respectivamente, 13% e 3% (Figura 4.27(a)). Com
base nestes resultados e por comparacdo destes com os obtidos para concentragbes de acglcares
totais no meio menores (% de células coradas > 55%, Figura 4.18(a)), conclui-se que quando culturas
puras de S. obliquus crescem em condi¢des de concentragdes de aglicares totais no meio elevadas, a
proporcao de células com actividade enzimatica € menor. Sendo que a CFDA detecta especificamente
a actividade das enzimas esterases, que sdo associadas a atividade metabdlica de células saudaveis.
Assim, menores percentagens de células de S. obliquus coradas com CFDA, sugerem menores

actividades metabdlicas da microalga quando desenvolvida em altas concentracdes de agUcares totais.
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Figura 4.27: Curvas tracadas para 0s ensaios com 40 g/L e 60 g/L de agUcares totais, com base na informagéo
obtida por citometria de fluxo. A analise foi feita para um volume final de 500 pl e aproximadamente 400 eventos/s.
(2) A diluicao das amostras foi feita com tampé&o Mcllvain e a incubacgao feita com 20 pl de corante CFDA 10 mg/ml,
no escuro, durante 50 min; (b) A diluicdo das amostras foi feita com tamp&o PBS e a incubagéo feita com 5 pl de
corante SytoxGreen 30 uM, no escuro, durante 20 min.

A perda de integridade celular aumenta com o aumento da concentracdo em agucares totais, conforme
demonstrado pelo progressivo aumento da percentagem de células coradas pelo SytoxGreen com o
aumento da concentracdo de agucares totais (7,6% de células com membrana permeabilizada para
40 g/L de agucares totais; e 9,2% de células com membrana permeabilizada para 60 g/L de agUcares
totais), o que é corroborado pela Figura 4.18(b), a qual mostra que para concentracdes inferiores de
acUcares totais, a percentagem de células coradas com SytoxGreen ndo superou 0s 6%. Além disso,
da Figura 4.18(b) concluimos que a integridade membranar das células de S. obliquus aumentou ao
longo de todos os crescimentos em concentracdes inferiores de agucares totais; da Figura 4.27(b)
concluimos que a integridade membranar das células de S. obliquus diminuiu ao longo dos

crescimentos em concentra¢des elevadas de acUcares totais no meio.

Ainda assim, as percentagens de células coradas com CFDA foram baixas, o que sugere que condi¢des
de elevadas concentracfes de acglcares totais, afectaram a atividade enzimética das células de S.
obliquus (impedindo o crescimento celular), mas ndo danificaram significativamente a membrana

celular.
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4.4.3.1. Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)
Com os resultados da andlise ao CQO para este ensaio (Figura 4.28), e por comparacdo destes com
0s obtidos para o ensaio realizado a concentracdes menores de aclcares totais no meio (Figura 4.19),
percebe-se a ineficiente remoc¢é&o da carga organica pelas microalgas S. obliquus quando em condi¢fes

de concentragBes de aglcares totais no meio elevadas.
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Figura 4.28: (a) Caréncia quimica de oxigénio (CQO) correspondente aos tempos inicial e final do ensaio, com
concentragfes de 40 g/L e 60 g/L de aglcares totais, para as amostras e para os correspondentes brancos (B.),
com o limite maximo de CQO legalmente exigido para descarga do efluente tratado, e (b) Eficiéncias de remocédo
(ER) de CQO dos meios, para cada ensaio.

O aumento da carga de CQO verificada para as amostras em 40 g/L e 60 g/L, por um lado é resultado
do baixo metabolismo celular (confirmado pelas reduzidas percentagens de células com actividade
enzimatica), provavelmente por inibicdo por substrato, resultando num baixo consumo de matéria
organica. Além disso, é resultado da evaporacdo do meio, 0 que também justifica a acumulagdo de
CQO verificada nos brancos (e as diferencas observadas entre 0s 2 ensaios em branco), uma vez que
0s ensaios foram desenvolvidos em frascos agitados sem controlo das trocas massicas através das

rolhas de algodao.

4.4.3.2. Nitrogénio Amoniacal
Na Figura 4.29 sao apresentados os resultados da analise feita ao N — NH;, em termos de

concentracdes massicas deste contaminante e de ER, obtidas com cada ensaio e respectivo branco.
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Figura 4.29: (a) Concentracéo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) correspondente aos tempos inicial e final de ensaio
para cada uma das concentragdes estudadas (40 g/L, 60 g/L e 80 g/L de agucares totais), para as amostras e para
os correspondentes brancos (B.); e respectivas (b) Eficiéncias de Remocéao (ER) (%).
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Percebe-se que da elevada suplementacdo com melaco de cana-de-acUcar, resulta a adicdo de
elevadas cargas de N — NH; ao efluente, o que, associado as baixas ER pelas microalgas (conforme
ja foi concluido acima), impede que no final do tratamento as cargas em N — NH; (134,0 mgNH, /L para
40 g/L e 202,7 mgNH,/L para 60 g/L de acUcares totais) se aproximem da legalmente exigida
(10,0 mgNH, /L).

4.4.3.3. Fosforo

Através das curvas apresentadas na Figura 4.30, conclui-se que para a concentragao de 60 g/L de
acucares totais, ocorre um aumento da concentracéo das trés espécies de P no final do ensaio. O que
pode ser explicado como consequéncia da ineficiente remocdo do P pelas microalgas, como ja foi
concluido no Capitulo 4.3.3.3, em associacdo a fendbmenos de evaporacdo. Para 0 crescimento em
40 g/L de acucares totais, as ER das trés espécies de P do meio sdo positivas (ERpy43- = 7,5%,
ERp_pos3- =7,7% € ERp,o. =78%), no entanto bastante inferiores as conseguidas com os
crescimentos apenas em efluente (ERpp,3- = 22,0%, ERp_pps3- = 23,1% € ERp,o, = 22,6%), € em
59/L (ERposs- =37,5%, ERp_ppss- =385% € ERp,p =367%) € 10g/L (ERpys- = 38,9%,
ERp_poq3- = 41,7% € ERp,o, = 38,9%) de acgUcares totais. As concentragdes finais das trés espécies
de P, conseguidas com os ensaios a 40 g/L (55,5 g/L de P0O43~, 18,0 g/L de P — PO43~ e 41,5 g/L de
P,05) e a 60 g/L (72,0 g/L de P043~, 23,5 g/L de P — PO4®~ e 54,0 g/L de P,0s) de aclcares totais,
sdo também superiores as conseguidas com o crescimento sé em efluente (32,0 g/L de P043",
10,0 g/L de P — PO4%~ e 24,0 g/L de P,05) e em 5 g/L (25,0 g/L de PO43~, 8,0 g/L de P — PO4*>~ e
19,0 g/L de P,05) e 10 g/L (22,0 g/L de P043~,7,0 g/L de P — PO43~ e 16,5 g/L de P,0:) de aglicares

totais, conforme se encontra resumido na Tabela 4.7.
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Figura 4.30: Concentracéo das trés espécies de fosforo: (a) PO4®), (b) P-PO4®) e (c) P20s, para os tempos inicial
e final de cada um dos ensaios (em 40 g/L, 60 g/L e 80 g/L de acgUcares totais) e respectivos brancos (B.); (d)
correspondentes Eficiéncias de remocéao (ER) (%).
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Apesar das superiores ER obtidas com os crescimentos em concentrages de agUcares totais menores,
as ER do P foram, para todos os crescimentos com excepcdo do apenas em efluente, inferiores as
conseguidas com 0s ensaios em branco correspondentes, o que comprova que as microalgas S.
obliquus ndo removem o P presente no efluente suplementado com melaco. O que esta completamente
de acordo com os resultados obtidos por Raposo et al., (2010), no estudo que desenvolveram também
com aplicacéo de microalgas ao tratamento de efluentes da indUstria cervejeira, com o qual concluiram
a ineficiéncia de remocao de P por estes microrganismos, e no qual também obtiveram eficiéncias de

remocao superiores no ensaio controlo.

4.4.3.4. Remocao dos Ac¢ucares Totais

A remocao de agUcares é muito ineficiente em crescimentos em 40 g/L e 60 g/L de acUcares totais
(Figura 4.31). Tal como ja foi referido acima, isto pode ser explicado pela reduzida actividade metabdlica
das microalgas S. obliquus quando sujeitas a elevadas concentra¢des de aglcares totais no meio, a
inibicdo do crescimento da microalga pelo substrato e/ou pelos compostos tdxicos/inibidores presentes
no melaco (Freitas et al.,, 2014b). O aumento da concentracdo de acUcares registado para alguns

ensaios, inclusive para os brancos, é o resultado simultdneo do ndo consumo destes e da evaporagéo

do meio.
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Figura 4.31: Concentracédo dos trés aglcares principais: S-Sacarose; G-Glucose e F-Frutose, e ainda dos AT-
AcUcares Totais, para os tempos inicial e final dos ensaios a (a) 40 g/L e (b) 60 g/L de acUcares totais. (c)
Respectivas Eficiéncias de remocéo (ER) (%). B. corresponde ao banco de cada amostra.

Percebeu-se que o crescimento e a viabilidade celulares de S. obliquus, séo afectados quando sujeitas
a condi¢bes de aclcares totais no meio em concentra¢des superiores a 20 g/L, pelo menos para
condig¢des de cultura pura. Motivo pelo qual n&o foi feito, no Ultimo dia de ensaio, a anélise aos acidos

gordos, uma vez que por muito satisfatoria que esta pudesse ser, o processo de tratamento nestas
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condicdes nunca seria viavel, atendendo a ineficiente remocdo dos contaminantes, as baixas

densidades celulares e as reduzidas actividades celulares.

4.5. Crescimento de R. toruloides em Efluente e em Efluente
Suplementado com Melago de Cana-de-Acgucar

Este ensaio estudou o crescimento da levedura R. toruloides em efluente e em efluente suplementado
a 20g/L, 40g/L, 60g/L, 80 g/L e 100 g/L de agUcares totais. Os crescimentos foram seguidos
durante 8 d, até que as culturas atingissem a fase estacionéaria, com excep¢éo do ensaio em 20 g/L
que decorreu durante 10 d (uma vez que ao 8° dia parecia ainda néo ter atingido a fase estacionaria).
As culturas foram acompanhadas indirectamente por leitura diaria da DOy nm, €Stando as curvas

obtidas apresentadas na Figura 4.32.

Efluente —a— Efluente

=
i

B. Efluente B. Efluente

. =—20¢g/I —==20gA

T — B.20 g/l E B.20 g/l

c [

o 4 / 40¢g/l =] 40g/l

e / 3

L 3 B.40 g/ E; B.40 g/

8 J e 60g/l 2 —a—60¢g/l
2 g : M B.60 g/l = B.60 g/l
i p / /A i Ny —=—380¢g/l —a—380g/l

'j\//v " B.80 g/l B.80 g/l

e == 4 —=—100g/| —=—100g/|
a ! i 1 7 i 1 8.100g/! g 8.100g/!

(@ Tempo de Incubagéo [d} (b) Tempo de Incubagao {d}

Figura 4.32: Curvas normalizadas, de forma a nao ter interferéncia do melaco, da variagdo de (a) DO(600 nm) e
(b) In DO(600 nm) durante os crescimentos, nas condi¢des de ensaio (pH inicial 4,0; 30°C e 150 rpm) e para 0s
ensaios apenas em efluente, 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L de agUcares totais, e respectivos brancos
Conforme observavel na Figura 4.32, a levedura ndo cresce em meio apenas de efluente. Este
resultado é espectavel, ja que se trata de um microrganismo heterotréfico e, como tal, necessita de ter
como substrato compostos organicos, praticamente ausentes no efluente ndo suplementado. A
concentracao de agUcares totais para a qual o crescimento foi mais significativo, foi 20 g/L, obtendo-
se valores de X4, (D0g00 nm) SUPeEriores, chegando a atingir os 6,27. Para as restantes concentra¢des
estudadas, quanto maior a concentragdo de aglcares totais no meio, menores os valores de DOy nm
conseguidos. Tal observacdo ndo deve ser consequéncia de inibicdo pela excessiva disponibilidade de
aclcar no meio, uma vez que segundo Li et al. (2007), s6 hé inibicdo do crescimento de R. toruloides
por excesso de acUcares totais no meio para concentragGes superiores a 100 g/L. E, portanto, sugere
inibicao por inibidores de crescimento e/ou limitacdo de 0, ou de outro nutriente que ndo o C. De facto,
Taskin et al. (2016) reportaram que os compostos nhitrogenados do melaco ndo garantem o crescimento
de leveduras nem a producdao de lipidos por estas (sendo necessaria a suplementagdo com uma fonte
de N adicional), e concluiram ainda, que concentragfes superiores de melago implicam concentracbes
menores de biomassa. Isto pode ser a justificacdo para o menor crescimento de R. toruloides em
concentracdes de aclcares totais superiores, as quais correspondem maiores adicdes de melaco, e
ainda pelo facto de néo ter sido adicionado N ao meio e a carga do efluente em N n&o ser significativa.

Além disso, o melaco de cana-de-agUcar contém outros inibidores do crescimento microbiano,
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conforme reportado por Freitas et al. (2014b), como compostos fendlicos que actuam sobre as
membranas biol6gicas provocando a desintegridade da membrana, e ainda compostos fendlicos acidos
gue destroem o gradiente electroquimico das membranas mitocondriais e citoplasmaticas, o que
também pode ser a causa da diminuicdo do crescimento de R. toruloides com o aumento da
suplementacéo.

Para o ultimo dia de ensaio, foram tracadas as curvas de calibracdo de peso seco em funcédo da
DOgo0nm, de forma a que pudessem ser determinadas as produtividades para cada concentracdo
estudada (Figura 4.33). Foram ainda determinados os valores de u e t; para cada um dos crescimentos,
estando os resultados obtidos resumidos na Tabela 4.4.
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Figura 4.33: Curvas de calibragédo de peso seco em funcéo da DO (600 nm), tracadas no ultimo dia de ensaio para
cada um dos crescimentos: apenas em efluente, 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L de acUcares totais..

Tabela 4.4: Valores de produtividade volumétrica maxima, Py s, de tempo de duplicagéo, ¢4, e de taxa especifica
de crescimento maxima, p, para cada concentracao de aglcar testada.

Efluente 20 g/L 40 g/L 60 g/L 80 g/L 100 g/L
Xomax (9/1) 0,26 + 0,03 | 3,32+0,05 | 239+0,05 | 811+0,05 | 10,05+ 0,18 | 591 + 0,23
Pymax ((9/L)/d) | 0,00 40,01 | 0,23+0,03 | 0,15+ 0,01 | 0,24+ 0,01 | 0,24+0,01 | 0,20 + 0,05
tq (d) 0,00 +0,39 | 1,67 +0,06 | 2,76 +0,07 | 1,95+0,36 | 3,09+059 | 7,37 +0,17
w(d™h 0,00 + 0,03 | 0,42+0,01 | 0,25+ 0,00 | 0,36+ 0,00 | 0,23+0,03 | 0,09+ 0,00

A concentracdo para a qual se obteve um u superior e um t; menor (Tabela 4.4), foi 20 g/L, o que esta
coerente com as curvas da Figura 4.32. No entanto, ndo foi a concentragédo para a qual se registou a
maior Py ax ((g/L)/d). Contudo, € necessario ter em conta a provavel contribuicdo do melago nas
determinacdes de peso seco, aquando do tracar das rectas de calibragdo para as amostras com
concentracdes em aculcares totais superiores (também verificado para os ensaios com S. obliquus), o
gue também justifica os maiores valores de X,.;, (g/L) obtidos para as concentracdes de 60 g/L e
80 g/L de agucares totais, as quais correspondem (juntamente com o crescimento a 100 g/L) as
menores densidades celulares. Isto é suportado pelo estudo desenvolvido por Tanaka et al. (1994), no
qgual concluiram que durante a filtracdo as particulas do melago sao depositadas e retidas na
membrana, como num “dead-end”, interferindo na filtragdo (sendo, inclusivamente, responsavel pela
diminuicdo do fluxo de filtrado). Consequentemente, vai interferir na pesagem do filtro, motivo pelo qual
se optou por dar especial atencdo aos valores de DO face aos valores de X(g/L) determinados a partir
das curvas de calibracdo tracadas. Conclui-se que as células deveriam ter sido sujeitas a sucessivas

lavagens (a fim de eliminar o melaco) antes de serem filtradas para determinacao do peso seco.
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Na Figura 4.34 sdo apresentadas algumas imagens obtidas por microscopia no final do crescimento.

Figura 4.34: Imagens obtidas por microscopia Optica, com ampliagdo 1000x (lente de imersédo), no Ultimo dia de
ensaio: 10° dia para a cultura em crescimento em 20 g/L de aglcares totais (b); e 8° dia paras as restantes
culturas: (a) em efluente, (c) em 40 g/L, (d) em 60 g/L, (¢) em 80 g/L e (f) em 100 g/L.

As maiores densidades celulares foram obtidas para o crescimento em 20 g/L de aglcares totais. As
células de R. toruloides, uma vez na presenca de concentracdes de aguUcares totais superiores a
20 g/L, tornaram-se menos arredondadas, mais amareladas e apresentam-se na forma de agregados
celulares maiores, podendo esta alteragdo morfoldgica ser uma resposta de stresse as elevadas
concentracdes de melaco. Esta resposta pode ser explicada pelos motivos anteriormente referidos, ou
por limitagdes nutricionais que ocorrem frequentemente em culturas desenvolvidas em frascos
agitados, justificando que para concentracdes mais elevadas de aglcares totais no meio, as células

apresentem niveis de stresse mais elevados.

Foi realizada a contagem de células por citometria de fluxo (Figura 4.35).

3E+5

3845 —#—Effluent
w 2E+5 —=-20g/l
=
R ~=-40 g/l
3 2E45 ¢
3 —=-60 g/l
ol
2 1E+5 —=-80g/l

SE+4 —=-100g/!

OE+0

3 4 5 6 7

Tempo de Incubaggo (d}

Figura 4.35: Contagem de células (em numero de células/s) feita por citometria de fluxo, com diluicdo dos amostras
e dos brancos em tampé&o PBS, e com acerto a aproximadamente 1000 eventos/s para as amostras, durante os
ensaios com R. toruloides em efluente e em efluente suplementado com 20-100 g/L de aglcares totais.

A maior densidade celular é verificada para o crescimento em 20 g/L de agUcares totais, a partir da
gual, guanto maior a concentragdo de aguUcares totais no meio, menor a densidade celular das culturas,
confirmando que a concentracdo que mais favorece a producdo de biomassa, de entre as estudadas,
€ 20 g/L. Além disso, é perceptivel que para 20 g/L a densidade celular tem tendéncia a aumentar,
enquanto que para concentracdes superiores diminui com o tempo de crescimento, atingindo-se, no

final dos ensaios, a 80 g/L e 100 g/L de agUcares totais, densidades celulares praticamente nulas.
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A informacéo obtida da contagem de células, confirma as conclus@es tiradas das curvas de DOggg nm €
das observacdes ao microscopio, o que corrobora a teoria de que o melaco interferiu nas determinacfes
de peso seco feitas, uma vez que os Unicos valores ndo coerentes sdo os valores de X(g/L)

determinados a partir das rectas de calibracao (peso seco versus DO).

Foi acompanhado, também por citometria de fluxo, o tamanho e complexidade das células de R.

toruloides, dados pelos sinais em FSC e SSC, respectivamente (Figura 4.36).

300 160

A 140
»o 1 Efluente f_“‘n,______ . _7_____L_hﬁ‘:% Efluente
120 ¢ "“_—;,.L-:_—j_'_h 7__’_,/'
200 ¢ 20g/1 i i 20g/1
S - 100 [ e
A B — - . :
g i . eaogl e F i c a0g/!
o 150 g s
£ 60 g/1 @ 60 g/1
60
100 y o
—=—30 S
a0
% —=—100 g/ 20 --=--100 g/l
0 0
2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 5 7 8
@) Tempo de Incubagio [d} (b) Tempo de Incubacio {d]

Figura 4.36: Curvas tracadas com base em informacéo obtida por citometria de fluxo para os ensaios apenas em
efluente e em efluente suplementado com 20-100 g/L de aglcares totais. As amostras foram diluidas em tampé&o
PBS, de forma a acertar, aproximadamente, a 1000 eventos/s, e as leituras s@o correspondentes a
autofluorescéncia das amostras. (a) Sinal em FSC, indicativo do tamanho celular, e (b) sinal em SSC, indicativo
da complexidade celular, em fung¢éo do tempo de incubacéo.

Quanto maior a concentracdo em acgulcares totais no meio, maiores 0s sinais de FSC e SSC emitidos
pela populagéo de R. toruloides, o que é justificado pela presenca de maiores agregados celulares para
estas concentragfes, uma vez que os agregados celulares emitem valores elevados dos sinais de FSC
e SSC (Figura 4.36).

Foi feita a analise aos acidos gordos para cada um dos crescimentos deste ensaio, estando os
resultados obtidos apresentados na Figura 4.37.
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Figura 4.37: Resultado da andlise aos acidos gordos, para cada concentragdo, feita no ultimo dia de ensaio.

A concentracdo que assegura a maior producado de acidos gordos é 20 g/L (16,5% (p/p)), sugerindo
que para esta concentracao é significativa a assimilacao do C disponivel para sintese lipidica. De facto,
Freitas et al., (2014a) reportaram que, para esta mesma estirpe de levedura, a acumulacdo dos

triglicéridos acompanha a evolucdo da producdo da biomassa, concluindo que a sintese destes
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compostos esta associada ao crescimento celular. Assim sendo, era espectavel que a acumulacao de
acidos gordos tenha sido superior para 0s ensaios com maior producdo de biomassa. Comparando
estes resultados com os obtidos com S. obliquus (Figura 4.16), verifica-se que a produgédo de acidos
gordos é substancialmente superior em R. toruloides. Comparando com os valores obtidos por Freitas
et al., (2014b), em meio de cultura suplementado com xarope de alfarroba, percebe-se que a producéo
de &cidos gordos é equivalente (obtiveram, aproximadamente, 17,0% (p/p)). No entanto, verifica-se
ser bastante inferior aos valores obtidos por Ling et al., (2013) (30,1% (p/p)), com crescimento em
efluente de destilaria sem suplementacdo com melaco de cana-de-acUcar, o que corrobora a teoria de
gue a presenca de melaco de cana-de-agUcar inibe a producdo de biomassa e de lipidos pelas
leveduras, tal como foi reportado por Taskin et al., (2016). Foi ainda inferior a obtida por Freitas et al.,
(2014a) com crescimento em meio de cultura definido ao crescimento de leveduras (33,0% (p/p))
também em frascos agitados. Contudo, apesar da menor producao de acidos gordos, esta € conseguida
com custos de meio de cultura praticamente nulos (apenas efluente e melaco), o que € uma grande

vantagem do processo.

Os crescimentos foram acompanhados por leitura diaria do pH (Figura 4.38). Este factor manteve-se
aproximadamente constante em todos os crescimentos excepto em efluente e em 20 g/L de agUcares
totais, provavelmente porque o efluente suplementado com melaco de cana-de-aglcar a > 20 g/L de
agucares totais, formam um meio tamponado. Para os crescimentos apenas em efluente e em 20 g/L
de acuUcares totais, o pH do meio aumenta. No entanto, era de esperar que este diminuisse, pois
segundo Dias et al., (2016), do trabalho que desenvolveram com a levedura R. toruloides, também em
frascos agitados, a 30°C e a 150 rpm, concluiram que o crescimento desta tem associado uma
diminuic&o do pH do meio.
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Figura 4.38: Curvas de pH, para cada crescimento, em funcao do tempo de incubagdo. O pH de cada meio foi
acertado a 4,0 antes de esterilizacao. B. corresponde ao branco de cada amostra.

As maiores percentagens de células com actividade enzimética, foram observadas para os
crescimentos da levedura apenas em efluente e a 20 g/L de agUcares totais (Figura 4.39(a)). A maior
proporgdo de células com actividade enzimatica no crescimento em 20 g/L é coerente com a maior

producéo de biomassa e de &cidos gordos registada nesta cultura, o que revela que as células se terdo
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desenvolvido em condi¢des que favoreciam o crescimento celular. Por outro lado, para o crescimento
em efluente, existe a contradicdo dos resultados obtidos com a CFDA e com o SytoxGreen (Figura
4.39(b)), provavelmente em consequéncia da falta de C e de N no efluente, que tera induzido danos na
membrana das células (o que explica a elevada percentagem de células coradas com SytoxGreen). No
entanto, as células preservaram a sua actividade enzimatica em termos das esterases (uma vez que a
CFDA detecta a actividade das enzimas esterases, associadas a actividade metabdlica). Para os
crescimentos em concentracdes superiores a 20 g/L de acUcares totais, as reduzidas percentagens de
células coradas com CFDA (inferiores a 50%), reveladoras de baixas actividades enzimaticas, estéo

em concordancia com as menores taxas de crescimento e de producéo lipidica verificadas para estas

concentragoes.
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Figura 4.39: Actividade enzimatica e integridade da membrana da levedura R. toruloides durante o ensaio apenas
em efluente e em efluente suplementado com 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L de agucares totais, e para
um volume final de 500 uL e aproximadamente 1000 eventos/s. (a) A diluicdo das amostras foi feita com tampao
Mcllvain e a incubacgao feita com 20 uL de corante CFDA 10 mg/mL, no escuro, durante 50 min. (b) A diluigdo foi
feita com tamp&o PBS e a incubacéo feita com 5 pL de corante SytoxGreen 30 uM , no escuro, durante 20 min.

A informacdao obtida pela analise com SytoxGreen (Figura 4.39(b)) é coerente com as conclusdes feitas
da analise com CFDA. Percebe-se que a concentracdo para a qual a propor¢do de células com
membrana permeabilizada € menor (47,4%), € 20 g/L, e que para 0s crescimentos em concentracdes
superiores de aglcares totais, se registam percentagens de células coradas com SytoxGreen muito
superiores (acima de 75,0%). Corroborando as teorias de inibicdo/limitacdo do crescimento de R.
obliquus para concentracfes de melaco mais elevadas, fazendo com que as células apresentem niveis
de stresse superiores, resultando num aumento da fragilidade membranar e, consequentemente, na

percentagem de células coradas com SytoxGreen.

4.5.3.1. Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)
Na Figura 4.40 s&o apresentados os resultados da analise ao CQO para os tempos inicial e final do

ensaio (a), bem como as respectivas ER (b), para as amostras e respectivos brancos.

O Unico crescimento para o qual se verificou remog¢éo da carga de CQO do meio, foi em 20 g/L de
acUcares totais, com uma ER de 30,2%. O aumento de CQO verificado para todos os outros
crescimentos, podera ter resultado do reduzido metabolismo celular (em consequéncia de qualquer

uma das causas ja referidas), das elevadas taxas de lise celular, e/ou de fendmenos de evaporagéo.
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No trabalho que desenvolveram com R. toruloides em efluente de uma destilaria, também em frascos
agitados, mas sem suplementacdo com mela¢o de cana-de-acUcar, Ling et al. (2013) obtiveram uma
ER de CQO de 62,5%, aproximadamente o dobro do obtido neste trabalho, o que corrobora a teoria de
que a levedura quando cresce na presenca de melaco de cana-de-aclcar se encontra sob condicdes
de inibicdo/limitacdo. Além disso, as elevadas acumulacdes de CQO neste ensaio, revelam que as

taxas de evaporacédo neste trabalho foram, provavelmente, realmente significativas e determinantes.
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Figura 4.40: (a) Caréncia quimica de oxigénio (CQO) correspondente aos tempos inicial e final dos ensaios apenas
em efluente e em efluente suplementado com 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L de agUcares totais, para as
amostras e respectivos brancos, com o limite maximo de CQO legalmente exigido para descarga do efluente
tratado e (b) ER de CQO, para cada amostra e respectivo branco. B. corresponde ao branco de cada amostra.

4.5.3.2. Nitrogénio Amoniacal
A Figura 4.41 mostra os perfis da concentracédo residual de N — NH; durante o desenvolvimento das
culturas de R. toruloides em efluente e efluente suplementado com melaco a concentrag6es de 20 g/L,
40 g/L, 60 g/L,80 g/L e 100 g/L de acgUcares totais (a), bem como as respectivas ER (b).
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Figura 4.41: (a) Concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) correspondente aos tempos inicial e final dos
ensaios de R. toruloides desenvolvidos em efluente e em efluente suplementado com 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80
g/L e 100 g/L de agUcares totais e correspondentes brancos (B.), e respectivas (b) ER (%).

E também para o crescimento em 20 g/L que se verifica a maior ER do N — NH; (ER = 66,2%), e para
a qual a concentracgdo final deste (43,2 gNH; /L) se aproxima mais do limite maximo legalmente exigido
a descarga do efluente tratado (10,0 gNH;/L), compensando, inclusivamente, o aumento da carga
inicial deste contaminante em resultado da suplementacdo com melago. Por outro lado, com o aumento

da concentracao de acglcares totais no meio, e com a correspondente diminuicdo da producdo de
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biomassa e de acidos gordos, ha uma diminuicdo do consumo de N — NH; e, consequentemente, das
ER deste contaminante. Ebeling et al. (2006), referem que o N — NH; pode ser usado pelas células em
heterotrofia como fonte de N, para incorporacdo na biomassa celular e para sintese proteica, 0 que
justifica o facto deste consumo ser superior para as concentragdes com maiores producdes de

biomassa e lipidicas, ou seja, a 20 g/L.

Para o crescimento apenas em efluente hd um aumento da carga de N — NH;, 0 que é coerente com o
comentado para as restantes concentracdes, uma vez que no ensaio apenas em efluente ndo houve
producdo de biomassa (Tabela 4.4) e, consequentemente houve auséncia de consumo deste
contaminante; por outro lado, os fendbmenos de evaporacdo contribuiram para o aumento das
concentracdes dos solutos presentes no meio de cultura.

Os consumos de N — NH; nos brancos pode ser, tal como j& foi referido acima, devido a perda deste
sob a forma de NH;(g).

4.5.3.3. Fosforo

A Figura 4.42 mostra os resultados obtidos da analise ao P, para os tempos inicial e final dos ensaios
feitos com culturas puras de R. toruloides em efluente e efluente suplementado com melago de cana-
de-aclcar a concentrag6es de 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L de acUcares totais, bem como
as respectivas ER.
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Figura 4.42: Concentragéo das trés espécies de fosforo: (a) PO4®), (b) P-PO43) e (c) P20s, para os tempos inicial
e final dos ensaios feitos com R. toruloides em efluente e em efluente suplementado com 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L,
80 g/L e 100 g/L de aguUcares totais, e correspondentes brancos (B.); e (d) ER (%).
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Apenas houve remogédo das trés espécies de P analisadas para o crescimento em 20 g/L, com as
seguintes ER: ERpy43- = 18,1%, ERp_pp,3- = 17,6% € ERp,o, = 67,2%. O P € consumido pelas células
para crescimento celular e producéo de produtos lipidicos (Nicolau, 2014). E entdo coerente que as
superiores remoc¢des de P se tenham verificado para o ensaio no qual o crescimento, a actividade
celular, e a producéo de acidos gordos tenham sido superiores. Para os restantes crescimentos néo
houve remocéao de P, provavelmente em resultado das superiores taxas de morte celular (demonstrado
através das elevadas percentagens de células coradas com SytoxGreen conforme mostrado na Figura
4.39(b)) e consequente libertacdo do P para o meio de cultura e, provavelmente, devido a fenémenos
de evaporacao, o que também justifica a acumulacdo de P nos brancos (embora ndo téo significativa

como nas amostras).

4.5.3.4. Remocao dos Ac¢ucares Totais
Nas Figura 4.43 e 4.44 s@o apresentados, respectivamente, os resultados da analise dos aglcares
totais para os ensaios com R. toruloides em efluente e efluente suplementado com melaco a
concentracdes de 20 g/L, 40 g/L, 60 g/L, 80 g/L e 100 g/L de agUcares totais, e as respectivas ER.
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Figura 4.43: Concentracdo dos 3 aguUcares principais: S-Sacarose; G-Glucose e F-Frutose, e ainda dos AT-
AcUcares Totais, para os tempos inicial e final de ensaio, e para cada uma das concentra¢des estudadas. (a)
Crescimento em efluente, (b) em 20 g/L e (c) em 40 g/L, (d) em 60 g/L, (e) em 80 g/L e (f) em 100 g/L. B.
corresponde ao branco de cada amostra.
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Figura 4.44: ER (%) dos trés principais acUcares do melaco (S-sacarose, G-glucose e F-frutose) e dos agUcares
totais (AT), para as amostras e para os correspondentes brancos.

Dos resultados da andlise aos trés principais agucares existentes nas amostras (sacarose, glucose e
frutose), apresentados na Figura 4.43 e, com base nas correspondentes ER calculadas (Figura 4.44),
percebe-se que o Unico crescimento para 0 qual houve remocdo dos trés aguUcares e,
consequentemente, para o qual a ER dos agucares totais foi positiva e significativa, foi 20 g/L: ER(S) =
100,0%; ER(G) = 76,7%; ER(F) = 2,1%; ER(AT) = 55,0% (para o crescimento apenas em efluente a
ER(AT) foi de 100%, no entanto foi desprezivel, uma vez que este inicialmente apenas continha glucose

e numa concentragdo praticamente nula, 0,14 g/L).

O consumo de acUcares totais para concentracdes de agUcares totais no meio superiores a 20 g/L foi
praticamente nulo, tendo-se observado que a sacarose (dissacérido) se decompés em glucose e frutose
(monossacaridos). De facto, Freitas et al. (2014b) reportaram que a levedura R. toruloides NCYC 921
tem capacidade para hidrolisar a sacarose em glucose e frutose. O mesmo terd ocorrido no ensaio a
20 g/L de acgUcares totais, mas enquanto que nos ensaios a concentracées superiores de aclcares
totais, a glucose e a frutose ndo foram consumidas durante o tempo de dura¢do do ensaio, no
crescimento a 20 g/L, estes aglUcares foram consumidos. Estes resultados s&do coerentes com o0s
obtidos da andlise ao CQO (Figura 4.40). Os consumos de acgucares verificados para alguns dos
ensaios em branco, podem ser o resultado da degradacdo espontanea dos aclUcares do melaco,
conforme o estudo feito por Browne (1929).

Comparando os baixos consumos de agUcares obtidos neste trabalho com os do projecto desenvolvido
por Coelho (2015) com R. toruloides em meio de cultura definido a levedura e suplementado com
glucose (35 g/L), com o qual conseguiu que ao fim de 19,7 h a glucose tivesse sido completamente
consumida, verifica-se mais uma vez a inibi¢cdo do crescimento de R. toruloides na presenca de efluente
e melaco de cana-de-acUcar. Ainda assim, as menores ER poderiam ser compensadas pelos menores
custos associados a utilizacado de fontes de carbono baratas, o que teria de ser avaliado através de

uma andlise da sustentabilidade ambiental e econdmica de todo o processo.

De entre as concentragdes de agUcares totais utilizadas no crescimento da levedura R. toruloides em
efluente e efluente suplementado com melago, a que possibilitou a producdo mais elevada de produtos

lipidicos e o tratamento mais eficaz do efluente (ainda assim insuficiente), foi o ensaio a 20 g/L de
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acucares totais. Conclui-se, que a concentracdo 6ptima de aclcares totais para o crescimento da
levedura em efluente secundario de indUstria cervejeira suplementado com melaco de cana-de-acucar,

€ 20 g/L de agucares totais, para as condi¢cdes operatdrias definidas (150 rpm, 30°C e com luz).

4.6. Crescimento da Cultura Mista de S. obliquus e R. toruloides em
Efluente Suplementado com Melago de Cana-de-A¢ucar

O crescimento da cultura mista foi estudado apenas em efluente e nas seguintes concentracées de
acucares totais: 5g/L, 10 g/L, 20 g/L, 40 g/L e 60 g/L. O crescimento foi seguido até ao 9° dia de
incubacéo, ao fim do qual se atingiu o patamar correspondente a fase estacionaria, com excepcgédo do

crescimento em 60 g/L que contaminou ao 7° dia de ensaio, apds o qual deixou de ser acompanhado.

Este ensaio nao foi seguido por citometria de fluxo, pelo que ndo foram feitas as andlises de actividade
enzimatica nem de integridade membranar, tendo sido feita, somente, a contagem de células.
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Figura 4.45: Curvas normalizadas, de forma a eliminar a interferéncia do melago, de variagdo de (a) DO(600 nm)
e (b) In DO(600nm), durante o tempo de crescimento, nas condi¢cdes de ensaio (pH inicial 6,0; 30°C e 150 rpm) e
para cada crescimento: apenas em efluente, em 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L, 40 g/L e 60 g/L e respectivos brancos (B.).

Tempo de Incubacdo [d}

Tempo de Incubagdo [d}

Tabela 4.5: Valores de tempo de duplicacao, t;, e de taxa especifica de crescimento maxima, yu, para cada
concentragdo de acgucar testada.

Efluente 59/L 10 g/L 20 g/L 40 g/L 60 g/L
ty (d) 7,81 +0,95 | 0,68 +0,02 | 0,58 +0,05 | 0,71 +0,01 | 0,84 +0,07 | 1,09 + 0,01
u(d™) 0,09 +0,01 | 1,02+0,02 | 1,20+ 0,07 | 0,98+ 0,01 | 0,83 +0,05 | 0,64 + 0,01

Das curvas de DOgq nmy Obtidas por leitura diaria (Figura 4.45), conclui-se que a concentracao de agucar
no meio para a qual se consegue valores de X,,4, (DOgoo nm) € de u maiores, é 10 g/L. E também com

10 g/L de aglcares totais no meio que se assegura o crescimento da cultura com menor t,.

As culturas foram acompanhadas por observagdo ao microscopio Optico, de onde se foi percebendo
gue as concentragfes de acUcares totais no meio, para as quais a densidade celular era maior, foram
5g/L e 10 g/L, tendo sido também para estas concentragdes que se verificou a presenca de maiores
aglomerados celulares com populagdo mista (visiveis a olho nu), demonstrando serem estas as
concentragdes de agUcares totais que asseguraram uma relacdo simbidtica entre S. obliquus e R.

toruloides mais notéria (muito provavelmente porque a microalga ter-se-a desenvolvido em autotrofia).
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A Figura 4.46, mostra as fotografias obtidas por microscopia éptica ao 6° dia de ensaio. Embora nao
se possa retirar daqui qualquer fundamento quantitativo em resultado da aleatéria distribuicdo das
células na lamina do microscépio, observa-se a presenca destes agregados para 0s crescimentos em
5g/L e 10 g/L de agUcares totais. Para 60 g/L, a populacdo da microalga S. obliquus é praticamente
inexistente. Pelos ensaios anteriores, feitos com culturas puras dos dois microrganismos, estes
resultados ja eram espectaveis, uma vez que para concentracdes de agucares totais no meio superiores
a 20 g/L, ambas as culturas puras apresentavam valores de DO e u inferiores, e de t; superiores, aos

obtidos para esta concentracdo de aglcares totais.

Figura 4.46: Fotografias obtidas por microscopia éptica, com ampliagdo 1000x (lente de imerséo), no 6° dia de
ensaio para os crescimentos em: (a) 5 g/L; (b) 10 g/L; (c) 20 g/L; (d) 40 g/L e (e) 60 g/L.

Foi feita a contagem do numero de células/s para cada uma das culturas, por citometria de fluxo,

estando as curvas obtidas apresentadas na Figura 4.47.

Este ensaio foi efectuado com o objectivo de escolher a concentracdo de aglcares totais no meio que
&, efectivamente, mais propicia ao crescimento da cultura mista de S. obliquus e R. toruloides. Como
tal, € importante que essa concentracdo assegure ndo s6 o tratamento do efluente, como a maior
producéo de biomassa e lipidos possivel, preferencialmente sem que haja dominancia de uma espécie
sobre a outra, de forma a que a relacéo simbidtica seja vidvel. Assim, a contagem do nimero de células

de cada uma das populagdes, forneceu informagfes muito importantes.

Da Figura 4.47, percebe-se que as concentragdes para as quais se consegue assegurar o crescimento
de S. obliquus, séo: apenas em efluente, que nao é opgdo uma vez que ndo é propicio ao crescimento
da levedura, como foi visto no Capitulo 4.5; em 5 g/L; e em 10 g/L de ac¢Ucares totais no meio. As
concentracdes de 40g/L e 60g/L de agUcares totais ndo asseguram o crescimento da microalga S.
obliquus, como também j& tinha sido concluido no Capitulo 4.4, e para 20 g/L de agUcares totais, ha

crescimento de S. obliquus, no entanto ha nitidamente dominio da populacéo de R. toruloides.

Quanto ao crescimento de R. toruloides: a concentragdo de aguUcares totais no meio mais propicia é
20 g/L, o que é consistente com os resultados descritos no Capitulo 4.5; seguida das concentracbes
de 40 g/L, que como ja foi referido ndo é op¢éo ao crescimento da cultura mista em virtude de néo

assegurar o crescimento de S. obliquus; e 10 g/L.
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Figura 4.47: Contagem de células, de microalga (a continuo) e de levedura (a tracejado), para os crescimentos
em: (a) Efluente; (b) 5 g/L; (c) 10 g/L; (d) 20 g/L; (e) 40 g/L e (f) 60 g/L de acUcares totais no meio.

Assim sendo, com base na producdo de biomassa e na relacéo de densidades celulares conseguida

entre as duas populagbes, as Unicas hipéteses de concentracdo de acUcares totais no meio a

considerar para o tratamento biol6gico com cultura mista, sdo: 5 g/L, 10 g/L e 20 g/L. No entanto,

associando os factos de 5 g/L comprometer o crescimento de R. toruloides (a biomassa de levedura

gue se consegue obter na concentracédo de 10 g/L, é cerca de 2,5 vezes superior a obtidaem 5 g/L, 0

gue favorece muito o processo em termos de produgéo de produtos lipidicos); de 20 g/L comprometer

o crescimento de S. obliquus; e de 10 g/L ser a concentra¢do que assegura um maior X,,sx (DO0e00 nm)

e i, e um menor tg, 10 g/L parece ser a hipétese mais vantajosa. No entanto, € necessario que ndo so

favoreca o desenvolvimento das populagfes, mas que assegure o tratamento do efluente e, idealmente,

que também permita uma satisfatéria producao de produtos lipidicos.

Foi feita a andlise aos acidos gordos, estando os resultados apresentados na Figura 4.48.
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Figura 4.48: Teor em acidos gordos da biomassa colhida no dltimo dia de ensaio, para cada uma das
concentragfes de aglcar no meio.

A concentragdo de acUcares totais no meio de cultura que assegura a maior producéo de lipidos pela
cultura mista, € 10 g/L, tendo atingido um teor de 19,6%(p/p), sendo este facto uma vantagem adicional
ao desenvolvimento da cultura mista a esta concentracéo. E de notar que a producéo de acidos gordos
pela cultura mista a 10 g/L foi ndo sé a que garantiu uma superior producdo de produtos lipidicos de
entre os Vvarios crescimentos feitos com cultura mista, mas também de todos os crescimentos feitos

com culturas puras, tendo correspondido ao maior teor em acidos gordos obtido neste trabalho.

Os crescimentos foram seguidos também por leitura de pH (Figura 4.49) sendo que o pH dos meios foi
ajustado a 6,0 (a fim de tentar o equilibrio entre o pH éptimo a levedura: 4,0; e o pH 6ptimo a microalga:
7,0) antes de esterilizacdo. Como tal, as discrepancias de valores de pH iniciais séo o resultado do
processo de esterilizacdo dos meios (efluente e melago, sendo que cada concentracao foi esterilizada
em separado) (Vacin & Went, 1949).
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Figura 4.49: Curvas de pH, para cada crescimento, em funcéo do tempo de incubacao.

Para cada ensaio, o pH do meio tende a aumentar ligeiramente com o tempo de crescimento, o que
nao era de esperar, uma vez que, por um lado, a microalga muito provavelmente se desenvolveu em
mixotrofia (consoante os resultados obtidos dos ensaios com culturas puras deste microrganismo), o
gue se viu ter associadas diminuiges de pH; e, por outro lado, como também ja foi referido, a levedura
R. toruloides tem associado ao seu crescimento diminui¢cdes do pH do meio (Dias et al., 2016). Assim,

era de esperar que o pH dos meios para 0s ensaios com cultura mista tivesse diminuido.
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4.6.2.1. Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)
Os Unicos crescimentos das culturas mistas que possibilitaram remogédo da carga de CQO, foram os
efectuados apenas em efluente (ERgpence = 51,9%), € em 5 g/L € 10 g/L de aglcares totais (ERs 4/, ~
ERyg g/ ~ 37,6%).
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, DN wiom
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Figura 4.50: (a) Caréncia quimica de oxigénio (CQO) correspondente aos tempos inicial e final dos ensaios com
cultura mista desenvolvida em apenas em efluente e em efluente suplementado com 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L, 40 g/L
e 60 g/L, mostrando o limite maximo de CQO legalmente exigido para descarga do efluente tratado, e (b) ER de
CQO dos meios, para cada uma das concentra¢des estudadas e respectivos brancos (B.).

Para as concentra¢gbes de 40 g/L e 60 g/L ndo se verifica qualquer remocédo da carga orgénica do
dos dois microrganismos para estas concentragfes, ou a limitagdes nutricionais (nomeadamente de N
e 0,), conforme foi analisado nos capitulos 4.4 e 4.5. Para a concentracdo de 20 g/L a carga organica
também nao é removida (ER =~ 0%).

O crescimento apenas em efluente (C; = 0,17 g0, /L) foi 0 tnico que permitiu que o efluente no final do
processo se aproximasse mais do legalmente exigido a um efluente tratado (0,15 g0, /L), em resultado
da baixa carga organica inicial deste por se tratar de um efluente secundario, ou seja, ja parcialmente
tratado. No entanto, e tal como j& foi visto, este meio ndo permite o desenvolvimento de R. toruloides.
Em 5 g/Le 10 g/L, as concentracGes finais de CQO nado sdo muito elevadas (C; = 4,42 g0, /L e Cr =
8,83 g0, /L, respectivamente), sendo, no entanto, superiores ao limite maximo permitido. O que revela
gue, a semelhanc¢a do tratamento com culturas puras de S. obliquus e R. toruloides, o tratamento
biolégico com cultura mista também néo € eficaz na remocgéo da carga de CQO.

Ainda assim, é interessante reparar que as ER de CQO pela cultura mista sdo superiores as obtidas

com cultura pura de R. toruloides (a maior ER obtida foi de 30,2%, em 20 g/L de agUcares totais).

4.6.2.2. Nitrogénio Amoniacal

Os crescimentos que asseguraram maiores ER e que permitiram que a concentracao final de N — NH,4
se aproxime mais do limite maximo legalmente exigido para descarga do efluente tratado
(10,0 mgNH, /L), com excepgao do crescimento apenas em efluente (C; = 8,1 mgNH,/L), sdo os que
foram realizados nas concentragdes de agucares totais de 5 g/L e 10 g/L (C; = 13,7 mgNH,/L e C; =

22,2mgNH, /L, respectivamente), apresentando valores de ER de 78,6% e 70,6%, respectivamente,
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como se pode ver pela Figura 4.51. Mais uma vez, o consumo de N — NH; nos brancos podera ser

resultante da perda deste na forma de NH;(g).
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Figura 4.51: (a) Concentra¢@o de nitrogénio amoniacal (N-NH3) correspondente aos tempos inicial e final dos
ensaios com cultura mista apenas em efluente e em efluente suplementado com 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L, 40 g/L e 60
g/L,, e dos correspondentes brancos (B.); e respectivas (b) ER (%), para as amostras e brancos.

4.6.2.3. Fosforo

Da Figura 4.52, conclui-se que a concentragdo de aglcares totais que resulta na maxima ER para as

trés espécies de P (P0,°", P — P0,°” e P,05) é 10 g/l, tendo atingido as seguintes ER: ERp, s- =

74,7%, ERp_pp,3- = 74,1% € ERp,o, = 74,2%. Acresce ainda que esta concentragdo permite obter, no

final do crescimento, menores concentragdes destes contaminantes (ver Tabela 4.8).
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Figura 4.52: Concentraco das trés espécies de fosforo: (a) PO4®), (b) P-PO4®) e (c) P20s, para os tempos inicial
e final dos ensaios com cultura mista apenas em efluente e em efluente suplementado com 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L,
40 g/L e 60 g/L, e correspondentes (d) ER (%). B. corresponde aos brancos de cada amostra.
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Por comparacédo destes resultados com os obtidos para as culturas puras de S. obliquus e R. toruloides
nas mesmas condi¢des (ver Tabela 4.7), € nitida a vantagem que existe na remoc¢édo de P pela cultura
mista, talvez pela simbiose entre as duas espécies, que contribua para a reducdo da morte celular e
para o aumento da producéo de biomassa e de produtos lipidicos, que de facto é confirmado pelas
curvas de DO (Figura 4.45) e da andlise aos acidos gordos (Figura 4.48), respectivamente.

4.6.2.4. Remocado dos Agucares Totais

Com excepcao do crescimento apenas em efluente, para o qual a ER de acgUcares totais € de 100,0%
(sendo a concentragéo inicial destes praticamente nula), o crescimento em 5 g/L foi 0 que assegurou
uma remocéo de acUcares totais mais eficaz, tendo atingido um valor de ER de 72,9% (Figura 4.53). A

ER para o crescimento em 10 g/L também foi satisfatoria (ER(AT) = 54,8%) (Tabela 4.8).
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Figura 4.53: Concentragdo dos 3 acgUcares principais: S-Sacarose; G-Glucose e F-Frutose, e ainda dos AT-
Acucares Totais, para os tempos inicial e final de ensaio, para cada crescimento e respectivo branco (B.): (a) em
efluente, (b) em 5 g/L e (c) em 10 g/L, (d) em 20 g/L, (e) e em 40 g/L. (f) Correspondentes ER das 3 espécies de
acuUcares, assim como dos agUcares totais, também para as amostras e respectivos brancos.

A concentragdo de agucares totais no ensaio em branco a 40 g/L, aumentou no final do ensaio (ER =
—21,5%), 0 que sugere a ocorréncia de evaporacdo ao longo do mesmo. Observa-se ainda, que para
a cultura mista conduzida & mesma concentracdo de agucares totais (40 g/L), a ER atingiu 0s 9,9%,

tendo sido o crescimento com menor ER de agUcares totais, sugerindo, uma vez mais, um mecanismo
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de inibicdo pelos compostos toxicos presentes no melaco (Freitas et al., 2014b), ou por limitacédo de
um nutriente que ndo o C, por exemplo o N (Taskin et al., 2016) ou o 0,, podendo ter ocorrido

simultaneamente alguma evaporacao.

Ao contréario do que foi verificado para os crescimentos com cultura pura de R. toruloides, para a cultura
mista de R. toruloides e S. obliquus n&o houve hidrolise da sacarose em glucose e frutose ou, se houve,
foi insignificante. Por outro lado, por comparacéo das ER das amostras e dos respectivos brancos,

parece ter havido preferéncia pelo consumo de frutose, face a sacarose e glucose.

Tendo em conta a producéo de biomassa, a simbiose entre S. obliquus e de R. toruloides, a producao
de acidos gordos e o tratamento do efluente, conclui-se que 10 g/L é a concentracdo de aglcar no

meio mais favoravel.

4.7. Crescimento da Cultura Mista de S. obliquus e R. toruloides em
Efluente Suplementado com Melago de Cana-de-Ag¢ucar: Esterilidade
e Nao Esterilidade

Os crescimentos, em condicdes de esterilidade e de ndo esterilidade, foram seguidos diariamente por
leitura da DOgg nm € do pH, utilizando a concentracdo de aglcares totais seleccionada nos ensaios
anteriores (10 g/L), estando as curvas obtidas apresentadas na Figura 4.54. Os crescimentos foram
seguidos até que fosse atingida a fase estacionéria, ou seja, até ao 8° dia de incubagéo para a cultura

em condi¢cdes de esterilidade, e até ao 6° dia para a cultura em condi¢des de néo esterilidade.
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Figura 4.54: (a) Curvas de In DO(600 nm) normalizadas, de forma a eliminar a interferéncia do melaco de cana-
de-acUcar, para condicdes de esterilidade e de nao esterilidade. (b) Curvas de pH para o tempo de incubacao,
também para condi¢8es de esterilidade e de nado esterilidade, partindo do pH inicial 6,0.

A cultura conduzida em condi¢cdes de esterilidade atingiu valores de concentracdo de biomassa
superiores (Figura 4.54(a)), comparando com a curva da DO nm COnduzida em condi¢cdes de néo
esterilidade. Contudo, para condi¢cdes de néo esterilidade observou-se uma p maior € um menor tg,
como se pode ver pela Tabela 4.6. Percebe-se ainda que a cultura sob condi¢des de ndo esterilidade
atingiu a fase estacionaria mais cedo (t = 1 d), do que a cultura em condic¢des de esterilidade, o que ja

era de esperar, uma vez que, tratando-se de um meio ndo estéril, a populacéo microbiana é muito mais
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densa e variada do que na cultura realizada em condi¢des de esterilidade, por todos os microrganismos
presentes no efluente, incluindo microrganismos de varios géneros, tais como as bactérias que se
dividem mais rapidamente do que as leveduras e as microalgas. Tal facto explica que o consumo dos
nutrientes tenha ocorrido muito mais rapidamente na cultura desenvolvida em condi¢cdes ndo estéreis

do que na cultura sob condi¢6es de esterilidade, como adiante se demonstrara.

Na curva de crescimento da cultura mista em condi¢cdes de esterilidade (Figura 4.54(a)), percebe-se a
existéncia de dois declives diferentes: o primeiro corresponde a fase exponencial sem limitagdes e o
segundo, provavelmente, corresponde a continuagéo da fase exponencial embora sob condi¢des de
limitacdo, por exemplo, de N (Taskin et al., 2016) ou de 0, (Odds et al., 1995). Segundo um estudo
desenvolvido por Schultz (1964), ensaios realizados em frascos agitados com rolhas de algodéo,
podem limitar significativamente a transferéncia de oxigénio, que associado a baixa solubilidade do

oxigénio no meio, pode resultar na limitagdo do crescimento microbiano.

Tabela 4.6: Valores de t; e u, para os crescimentos em condi¢cdes de esterilidade e de nao esterilidade.

Esterilidade Nao Esterilidade
ty (d) 1,33+ 0,03 0,88 + 0,01
u (d‘l) 0,52 + 0,01 0,79 £ 0,01

Os crescimentos foram seguidos por observacdo ao microscopio optico, com lente de imersédo. Na
Figura 4.55 estdo imagens do 5° e do 8° dia de crescimento da cultura em esterilidade. Ao 8° dia de
crescimento a populagéo de R. toruloides parecia estar a diminuir, havendo uma redugdo da densidade
celular, muito provavelmente em resultado da inibicdo do crescimento por limitagdo nutricional ou pela
presenca de inibidores de crescimento (como ja foi referido); por outro lado, observou-se que a
populagdo de microalgas nao s6 nao estava afectada, como as células se tornaram maiores e mais
verdes (razdo pela qual o crescimento em esterilidade ndo foi interrompido ao 8° dia, 0 que sera

desenvolvido no Capitulo 4.8).

Figura 4.55: Imagens obtidas por microscopia 6ptica, com lente de imerséo (1000x), nos (a) 5° e (b) 8° dias de
crescimento da cultura em condicdes de esterilidade.

A cultura em condicbes de ndo esterilidade foi seguida diariamente por microscopia, a fim de
monitorizar o desenvolvimento da populagédo microbiana, bem como os crescimentos de S. obliquus e

de R. toruloides nesta condi¢éo (Figura 4.56).
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Figura 4.56: Imagens de Microscopia 6ptica, com lente de imersao (1000x), nos dias: (a) 1°; (b) 2°; (c) 3°; (d) 4° e
(e) 6° de crescimento em condi¢Bes de néo esterilidade. (f) Contaminacéo, detectada ao 2° dia de crescimento.

Ao 2° dia de incubagédo, detectou-se o aparecimento de agregados celulares, com S. obliquus e R.
toruloides (entre outros microrganismos), e a presenca de um microrganismo eucariota de elevadas
dimensdes (Figura 4.56(f)), que fagocitava os microrganismos menores (visivel ao microscépio),
inclusive a levedura R. toruloides. A formacao dos agregados celulares, correspondente a um tipico

comportamento de stresse celular, deve ter estado associada a presenca destes contaminantes.

Do 4° para o 6° dia de incubacao, a populacéo de R. toruloides praticamente desapareceu e surgiu
outra populacdo de microrganismos que se supds serem leveduras (células circulares, visiveis na
Figura 4.56(e)), que formou grandes e densos agregados celulares com a populagdo de S. obliquus.
Com a formacéo dos agregados, a microalga cresceu significativamente, em nimero de células e em
tamanho celular, além de se tornar muito mais verde, revelando a forte simbiose estabelecida entre
este microrganismo, supostamente uma levedura, e a microalga S. obliquus, que parece ter-se
desenvolvido nesta fase por metabolismo autotréfico, a avaliar pela coloracdo verde das células que

revela altas composic6es em clorofila.
Concluiu-se, assim, que a cultura mista de S. obliquus e R. toruloides é mantida apenas em esterilidade.

Foi feita, diariamente, a andlise aos acidos gordos para ambos 0s ensaios, e o0s resultados obtidos sdo
apresentados na Figura 4.57.
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Figura 4.57: Teor de acidos gordos para os ensaios das culturas mistas com 10 g/L de acUcares totais, em
condicdes de esterilidade e em condi¢des de néo esterilidade.
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Confirma-se que a producao de lipidos intracelulares é muito superior em condic8es de esterilidade
(17,6% (p/p)) do que em néo esterilidade (1,6% (p/p)), 0 que ja era de esperar, em parte devido a
superior capacidade das leveduras oleaginosas, e em particular R. toruloides, para producao de lipidos

face a culturas de outros microrganismos (Qiang et al., 2008; Freitas et al., 2014a).

Os resultados de producao de lipidos pela cultura mista em condic8es de esterilidade séo satisfatérios,
tendo em conta que os mesmos foram obtidos em culturas descontinuas desenvolvidas em frascos
agitados, onde se sabe que ocorrem limitagdes nutricionais, em particular pelo oxigénio (Freitas et al.,
2014a). Segundo Zhu et al., (2012), R. toruloides é capaz de acumular lipidos intracelulares em teores
superiores a 70% do seu peso seco, mas geralmente esses elevados teores de lipidos s6 sdo obtidos
em biorreactores com sistema de controlo do pH da cultura e das taxas de agitacdo e de arejamento,
0 que evita que as células sejam expostas a pH baixos e/ou a condi¢cdes de limitagdo nutricional, que
baixam o rendimento do processo.

Hassan et al., (1996) reportaram que o aumento da razdo C/N de 25 para 70 induziu 0 aumento do teor
de 6leo acumulado de 18% para 46% na levedura Cryptococcus curvatus. Para as condi¢cbes de
crescimento em efluente suplementado com melaco de cana-de-acucar a 10 g/L de agUcares totais, a
razdo C/N no arranque do crescimento foi de aproximadamente 4, em consequéncia da elevada carga
de N no meio resultante da suplementagéo, o que podera ter contribuido para que a producéo lipidica
pela cultura ndo tenha excedido os 18%. Assim, com base no estudo desenvolvido pelos referidos
autores, a acumulacdo de 17,6% (p/p) em produtos lipidicos obtida foi bastante satisfatéria. Tal como
ja foi referido acima, apesar da elevada carga em N do melago de cana-de-agUcar, este ndo garante o
crescimento de leveduras, tendo, muito provavelmente, contribuido para a limitagdo nutricional e,
segundo Rossi et al., (2011) a acumulacgéo significativa de lipidos ocorre quando ha limitacdo de um
nutriente que ndo o C. Assim, a limitagdo por N pode estar na origem da satisfatoria acumulacéo de

acidos gordos neste ensaio.

4.7.2.1. Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)
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Figura 4.58: Curvas de variagéo de (a) CQO e de (b) ER de CQO, para os crescimentos mistos em condi¢des de
esterilidade e de ndo esterilidade.
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Da Figura 4.58, percebe-se que a remocdo de CQO é muito mais eficiente em condicdes de nao
esterilidade do que em esterilidade (ERgsteritidaze = 35,1% € ERyso gsteritidzade = 90,7%), 0 que ja era de
esperar, uma vez que a proporcédo de microrganismos em heterotrofia a desenvolver-se no meio nao
estéril era muito superior. Assim, a concentracdo final de CQO para condi¢c6es de nao esterilidade
(1,67 g0, /L), aproxima-se muito mais do limite maximo legalmente exigido a descarga do efluente

tratado (0,15 g0, /L), face ao conseguido em condi¢Bes de esterilidade (9,50 g0, /L).

4.7.2.2. Nitrogénio Amoniacal e NTK
Da Figura 4.59, percebe-se que em condic¢des de esterilidade, durante o decorrer do ensaio, ocorreu
acumulacdo de N — NH, e de NTK, tendo-se obtido, no final do ensaio, as ER: ERy_yys = —96,0% €
ERyrx = —34,5%. Para condi¢bes de néo esterilidade ha remocéo tanto de N — NH,, como de NTK,
ainda que ndo muito significativa para 0 NTK: ERy_yua = 71,0% € ERyrx = 8,1%. O baixo consumo de
N pode resultar do facto de os compostos nitrogenados presentes no melago ndo serem assimilaveis
pelos microrganismos deste trabalho (como j& foi referido anteriormente).
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Figura 4.59: (a) e (b) correspondem as curvas de variacdo das concentracdes de nitrogénio amoniacal e total,
respectivamente; (c) e (d) as correspondentes ER, para as condi¢Bes de esterilidade e de ndo esterilidade.

Percebe-se ainda, claramente, que a esterilizacdo do meio reduz drasticamente as cargas iniciais de
N — NH, e NTK, o que é visivel pela discrepancia entre os valores iniciais destes dois pardmetros, entre
0s dois ensaios. Se compararmos os valores finais de N — NH, e de NTK para o ensaio em condi¢es
de esterilidade, com os valores iniciais para o ensaio em condi¢cdes de ndo esterilidade (iguais aos
valores iniciais do ensaio em condic8es de esterilidade antes de esterilizacéo), percebe-se que para o
ensaio em esterilidade também ha remocéo das cargas de N — NH, e de NTK, sendo a remocao de
NTK até mais significativa que a obtida em condi¢Bes de nao esterilidade, no entanto, devido ao passo
de esterilizacdo e ndo pelo tratamento bioldgico, pelo que tem a desvantagem de ter associados 0s
custos de esterilizacao.
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4.7.2.3. Fosforo
Pela Figura 4.60, conclui-se que a remogédo do P é mais eficaz em condi¢6es de nao esterilidade, com
ER muito superiores (ERpg,3- gsreris = —13,9% € ERpg,3- nao gsterit = 88,5%; ERp_pg,3- pseern = —8,3% €
ERpo,3- nio Esterin = 88,2%; ERp,o, pseerii = —11,1% € ERp,o, nio esteru = 88,5%). Verifica-se ainda, a

semelhanca do que acontece com as cargas de N — NH, e NTK, que a etapa de esterilizacdo também

reduz significativamente as cargas das 3 espécies de P.
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Figura 4.60: (a) Curvas de variagdo da concentracdo das 3 espécies de fosforo analisadas: PO4®), P-PO4®)) e
P20s no meio, e correspondentes (b) ER (%), para condi¢Bes de esterilidade e de néo esterilidade.

Em condi¢Bes de ndo esterilidade, as concentracbes de P no meio chegam a ser nulas, e a t=4 d,
quando a cultura atinge a fase de morte, come¢am a aumentar. Isto pode significar que a fase de morte
comecou em consequéncia do esgotamento do P no meio, e que houve libertacdo de P para o meio
resultante da lise celular. Ainda assim, o facto de ao 2° dia o P ja ter sido todo removido, € uma grande
vantagem face ao tratamento em condi¢6es de esterilidade.

4.7.2.4. Remocao de Ac¢ucares

Os resultados da andlise aos acglcares (sacarose, glucose, frutose e agUcares totais), bem como os
correspondentes valores de ER determinados, estdo apresentados na Figura 4.61.
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Figura 4.61: (a) Concentragdo dos 3 aguUcares principais: S-Sacarose; G-Glucose e F-Frutose, e ainda dos AT-
AcUcares Totais, ao longo do tempo de ensaio, para condigdes de esterilidade e de néo esterilidade. (b)
Correspondentes ER dos 3 aglcares, assim como dos aglcares totais.
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A remocao de acUcares foi muito mais eficiente em condi¢des de ndo esterilidade, tendo-se esgotado,
ao 4° dia de crescimento, todos os aclcares disponiveis no meio, razao pela qual, a cultura a partir dai
entra em fase de morte. Para o ensaio em esterilidade, verifica-se, pela Figura 4.61(b), que a glucose
€ 0 acucar com maior ER, o que ja era de esperar, uma vez que S. obliquus e R. toruloides tém
preferéncia por este agucar, consoante ja foi referido em capitulos anteriores. A ER dos agUcares totais

para o ensaio em condi¢g6es de esterilidade atingiu apenas 29,8%.

Atendendo a elevada densidade das populacdes microbianas, bem como dos variadissimos tamanhos
e complexidades celulares observadas durante o crescimento em condicbes de nao esterilidade,
tornou-se muito dificil acompanhar as culturas por citometria de fluxo. Na Figura 4.62 estdo os
citogramas obtidos para a cultura ndo estéril ao 1° dia de ensaio, da qual se percebe como é dificil fazer

uma separacéo légica e correcta das populagBes da microalga e da levedura.
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Figura 4.62: Citogramas correspondentes a autofluorescéncia das células colhidas durante o ensaio suplementado
com 10 g/L de acgUcares totais, em condi¢cdes de ndo esterilidade: (a) e (b) com diluicdo da amostra em tampao
Mcllvain, e sdo correspondentes as definicbes para S. obliquus e R. toruloides, respectivamente; (c) e (d) sédo
também correspondentes as definicdes para S. obliquus e R. toruloides, respectivamente, mas com diluicao da
amostra em tampao PBS. O numero de eventos foi acertado a aproximadamente 400 eventos/s para as definigcbes
Assim sendo, foi feita por citometria de fluxo a contagem de células e analisada a actividade enzimética
e a integridade membranar, apenas para o ensaio em condi¢c8es de esterilidade. No entanto, para este
ensaio também néo foi possivel fazer a andlise da actividade enzimética de R. toruloides, pois apés
incubacéo das células com os 20 uL de CFDA 10 mg/mL no escuro durante 50 min, deixava de se

conseguir identificar a populacéo de R. toruloides nos citogramas, Figura 4.63(b).
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Figura 4.63: Citogramas segundo as definicdes de R. toruloides, e com dluicdo da amostra em tampao Mcllvain,
obtidos por (a) autofluorescéncia (onde é possivel identificar a populacédo de R. toruloides, R1); e (b) apés os 50
min de incubac&@o com 20 uL de CFDA 10 mg/mL (a populacdo de R. toruloides deixa de ser identificavel).

Na Figura 4.64 estdo apresentadas as curvas de variacdo (em %) das células de S. obliquus e R.
toruloides na populacéo celular total da cultura, sendo que ndo se converteu em nimero de células/s,

por ndo ter sido feito um branco para este ensaio. Percebe-se que a populacéo de R. toruloides dominou
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a cultura mista (a populagéo de S. obliquus rondou os 15,0% e a populag¢éo de R. toruloides os 85,0%

da populacéo total), embora as proporcdes entre estas se tenham mantido constantes ao longo do

ensalo.
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Figura 4.64: Contagem do numero de células de S. obliquus e R. toruloides, por acerto a aproximadamente 400
eventos/s para as definicbes de S. obliquus e a 1000 eventos/s para as definicbes de R. toruloides, durante o
desenvolvimento da cultura mista conduzida em condi¢des de esterilidade. Os resultados apresentados séo a
média dos obtidos para cada defini¢do (sendo que se determinou um valor para cada definicdo).
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Figura 4.65: (a) Analise da integridade membranar de S. obliquus e de R. toruloides, durante o desenvolvimento
da cultura mista conduzida em condi¢des de esterilidade. Cada amostra foi diluida em tamp&do PBS para um
volume final de 500 uL e aproximadamente 400/1000 eventos/s, respectivamente, e incubac¢éo com 5 uL de corante
SytoxGreen 30 uM , no escuro, durante 20 min. (b) Andlise da actividade enzimatica de S. obliquus, por diluigdo
da amostra em tampao Mcllvain, para um volume final de 500 uL e aproximadamente 400 eventos/s, e incubagdo
com 20 uL de corante CFDA 10 mg/mlL, no escuro, durante 50 min.

Por analise da Figura 4.65(a), percebe-se que os perfis das percentagens de células com a membrana
permeabilizada (células coradas com SytoxGreen) observados para as populacdes de S. obliquus e R.
toruloides, ao longo do ensaio da cultura mista em condi¢cdes de esterilidade, séo diferentes,
apresentando méaximos e minimos a tempos diferentes. Tendo em conta que a limitagdo nutricional é
uma das causas de permeabilizacdo da membrana (Martins et al., 2018), estes perfis de percentagens
de células permeabilizadas para cada um dos microrganismos eram esperaveis, uma vez que a
levedura e a microalga, quando esta Ultima se desenvolve em autotrofia, ndo competem pelos mesmos

substratos.

Da analise da actividade enzimatica da microalga S. obliquus (Figura 4.65(b)), percebe-se que a
percentagem de células coradas aumenta do 6° para o 7° dia de crescimento, diminuindo ao 8° dia, o

gue corresponde a entrada da cultura na fase estacionaria.
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Apenas em condi¢Bes de esterilidade é possivel manter as culturas de S. obliquus e de R. toruloides,
e inclusivamente a simbiose entre estas. No entanto, o tratamento do efluente é muito mais eficaz em
condic¢des de néo esterilidade, ao contrario da produc¢édo de lipidos intracelulares, que € desprezavel no
crescimento em néo esterilidade e bastante significativa no crescimento em esterilidade. Ainda assim,
0 processo em condi¢cdes ndo assépticas, € mais simples e barato, e portanto a sua aplicagcéo a escala

industrial pode diminuir o consumo de energia e de tempo (Taskin et al., 2016).

4.8. Tratamento Sequencial do Efluente

Dos Capitulos 4.3 e 4.4, conclui-se que uma vez na presenca de compostos organicos no meio, a
microalga S. obliquus opta por seguir a via mixotréfica, o que pde em causa o objectivo inicial da
microalga remover compostos como 0 N — NH;, o NTK e o P, por autotrofia. Assim, pensou-se na
hipétese de se fazer um tratamento por etapas, em que numa fase inicial tanto S. obliquus como R.
toruloides contribuem para a remocao da carga organica do meio e, numa segunda fase, quando houver
limitagdo de substrato, R. toruloides, microrganismo heterotréfico obrigatério, entra em fase de morte,
e S. obliquus segue pela via autotrofica, através da qual ira remover as cargas de N — NH;, de NTK e
de P do meio. Assim, de forma a que esta teoria pudesse ser testada, o ensaio efectuado em condi¢des
de esterilidade com 10 g/L de acUcares totais no meio, ndo foi interrompido ao 8° dia de crescimento,
guando a cultura entrou em fase estacionaria, e deixou-se ficar em crescimento até ao 14° dia de
incubacéo. Neste capitulo vai ser apresentado a continuacéo dos resultados deste ensaio, até ao 14°

dia de crescimento.

Uma vez atingida a fase estacionaria, o nimero de células da levedura caiu significativamente. No
entanto, as células de S. obliquus ficaram mais verdes e maiores (Figura 4.66), sugerindo que a partir
do momento em que comegou a haver limitagdo do C, a microalga seguiu a via autotréfica (através das
Figuras 4.68 e 4.70(b) verifica-se que, para t=13 d, as concentracdes de CQO e de aglcares atingiram
praticamente 50% das concentragdes iniciais). S0 assim se explica que a levedura tivesse entrado em

fase de morte e a microalga, pelo contrario, tivesse permanecido aparentemente saudavel.

Na Figura 4.66 sdo apresentadas as imagens obtidas por microscopia 6ptica, com lente de imersao,

correspondentes aos 8°, 9° e 13° dias de incubacéo.

Figura 4.66: Imagens obtidas por microscopia Optica, com ampliacédo 1000x, ou seja, com lente de imersao, para
os (a) 89, (b) 9° e (c)13° d de crescimento.

Na Figura 4.67 s@o apresentados alguns dos citogramas, obtidos ao 1°, 6°, 9° e 13° dias de incubac&o.
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Figura 4.67: Citogramas correspondentes a andlise das amostras colhidas no: (a) 1°, (b) 6°, (c) 9° e (d) 13° dias
de crescimento, para os quais a regido correspondente a R. toruloides é, respectivamente: R4, R20, R32 e ausente
para o 13° dia de incubagéo.

Da Figura 4.67, vemos que a partir do 6° dia de incubacao (inicio da fase estacionaria), a mancha
correspondente a populacédo de R. toruloides vai tomando valores de FSC cada vez menores. Ao 13°
dia, j& ndo se detecta qualquer mancha correspondente a levedura, embora da observacdo ao
microscépio se tivessem observado algumas leveduras na cultura, ainda que muito poucas e de

menores dimensoes.

Posto isto, por comparacéo dos resultados obtidos por analise ao microscépio e por citometria de fluxo,
comprova-se que o prolongamento do crescimento induziu o desaparecimento da populacdo de R.
toruloides mas manteve a populacéo de S. obliquus, que aparentemente continuou a desenvolver-se

em autotrofia.

Ao 8° dia de crescimento, assiste-se a um aumento do CQO (Figura 4.68) talvez em consequéncia da
morte e subsequente lise celular de R. toruloides, uma vez que as membranas plasmaticas contém
muitas proteinas, além das inimeras biomoléculas intracelulares (compostas maioritariamente por C);

no entanto, ao 9° dia a carga de CQO volta a diminuir.
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Figura 4.68: Varia¢des das cargas de CQO, e respectivas eficiéncias de remo¢édo, com o tempo de incubacéo,
prolongando o crescimento 6 d apés a cultura atingir a fase estacionéria.

Em relacdo ao N, observou-se uma nitida reducéo das cargas tanto de N — NH; como de NTK, apés
0 8° dia, tendo este atingido as concentragbes de 40,6 mgNH,/L e 2,74 gN /L, respectivamente (Figura
4.69). Ainda assim, para que o tratamento fosse satisfatdrio, seria necessario que as concentracdes
finais destes contaminantes se aproximassem ainda mais dos correspondentes limites maximos
legalmente exigidos (10,0 mgNH, /L e 15,0 mgN /L, respectivamente). Contudo, prolongando o ensaio,

as ER obtidas ao 14° dia de crescimento para o N — NH; e NTK foram, respectivamente, —7,5% e
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10,0%, bastante superiores as conseguidas apenas com 8 d de crescimento (—96,0% e —34,5%,

respectivamente) (ver Tabela 4.8).

90 60 5 20
— 80 1 40 4,5 10
= 60 0 = —
£ 50 ‘)\! -0 § _@22‘\/ N0
;I' 40 + \+ 40 g =2 12 -20 ;
Z 30 : . e ¥ £ w
: s 15 -30
Z 20 a -80 1

10 L -100 05 -40

0 -120 0 -50

0123456 7 8 91011121314 0123456 7 8 91011121314
Tempo de Incubagéo (d) Tempo de Incubagao (d)

(@) —m—Estéril o Lim Max N-NH4 ER(%) Esteril (b) —m—Estéril e Lim Méx NTK ER (%) Estéril

Figura 4.69: Variagdes das cargas de (a) N-NH4 e correspondentes ER; e de (b) NTK e as respectivas ER, com o
tempo de incubagéo, prolongando o crescimento 6 d ap6s a cultura atingir a fase estacionaria.

Quanto a carga do meio nos trés tipos de P e de agulcares (Figura 4.69), a remocao a partir do 8° dia
de incubacdo ndo € muito notdria, tendo atingido as concentragbes de: Cf(P043‘) =16,5g/L,
Ce(P - P0,*")=5,5g/L, Cr(P,0s5) =125 g/L, Cp(Sacarose) = 4,37 g/L, Cy(Glucose) = 0,63 g/L,
C¢(Frutose) = 2,85 g/L e Cr(Aglcares Totais) = 7,86 g/L. Relativamente aos aglcares totais, ja era
de esperar a reduzida remocéo destes a partir do 8° dia de crescimento, uma vez que a microalga
segue a via autotréfica, tendo sido as ER obtidas do 8° para o 14° dia de 19,2%, 0,1%, —3,9% e 10,6%,

para a sacarose, glucose, frutose e agucares totais, respectivamente.
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Figura 4.70: Variagdes das cargas (a) dos 3 tipos de fosforo analisados: PO4®3), P-PO43) e P20s e das
correspondentes ER; e (b) dos 3 aglcares principais e dos agUcares totais, bem como das correspondentes ER,
com o tempo de incubacéo, prolongando o crescimento 6 d apds a cultura atingir a fase estacionaria.

Em termos de remocdo de CQO e de P ndo parece haver vantagem em prolongar o ensaio do 8° ao
14° dia de crescimento. Para a remocao dos agucares, embora ndo se verifique uma grande melhoria
com o prolongamento do ensaio, conseguem-se resultados melhores que os obtidos ao 8° dia de
crescimento. No entanto, em termos de remocédo das cargas de N — NH; e NTK, ha uma significativa
melhoria com o prolongamento do ensaio até ao 14° dia de incubacdo. Talvez a solucdo passe por

prolongar ainda mais o crescimento.
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4.9. Comparacao dos Resultados Obtidos Para Todos os Ensaios

As Tabelas 4.7 e 4.8 mostram os resultados obtidos ao longo deste trabalho, para todas as condi¢cdes
estudadas.

A cultura pura da microalga S. obliquus desenvolvida no meio constituido pelo efluente da inddstria
cervejeira e melago de cana-de-agUcar, com a concentracdo de agucares totais de 5 g/L, resultou na
maxima DOsg,.o.m (1,43), tendo-se observado para esta cultura a maxima taxa especifica de
crescimento (1 = 0,73 d~1), em relagéo as restantes culturas puras da microalga estudadas. Também
se verificou, através da citometria de fluxo, que as células de S. obliquus nesta cultura se apresentaram
maiores e mais complexas, tendo sido observadas as percentagens mais elevadas de células
metabolicamente activas (com actividade enzimatica e com a membrana integra) em relacdo as
restantes culturas puras da microalga estudadas. Embora a esta concentracdo de acUcares totais ndo
se tenham observado as maiores eficiéncias de remocdo do N — NH; e das trés espécies de P
analisadas (principal interesse na utilizacdo de microalgas), foi a que permitiu que os parametros
estudados do efluente tratado se aproximassem mais dos limites maximos legalmente exigidos para
descarga no ambiente, ou para a sua reutilizagcdo para outros fins. No entanto, a producéo de lipidos

intracelulares nesta cultura foi baixa (2,1% (p/p)).

Observou-se que a viabilidade e o crescimento celulares para a microalga S. obliquus foram
significativamente afectados pela presenc¢a de concentracdes de acUcares totais no meio superiores a
20 g/L. Observou-se ainda, que o teor de lipidos totais foi inferior a 2,6% (p/p) para todos 0s ensaios

estudados com a cultura pura da microalga.

Relativamente as culturas puras da levedura R. toruloides, observou-se que a mesma sé se
desenvolveu no efluente industrial quando este foi suplementado com uma fonte de carbono (melaco
de cana-de-acUcar). De entre as concentra¢gdes de agUcares totais nas culturas puras da levedura que
se estudaram, a que favoreceu mais o crescimento celular e o tratamento do efluente foi 20 g/L.
Também foi a esta concentracdo que se obtiveram os maiores valores de DOgygnm (6,30) €
u (0,42 dias™?1) da cultura, o maior teor em acidos gordos (16,5% p/p), € que se observaram as mais
elevadas percentagens de células metabolicamente activas (através da deteccdo da actividade
enzimatica e da integridade da membrana), acrescido do facto de ter sido esta concentragdo que
assegurou as maiores eficiéncias de remocao de CQO, de N — NH4, de P e de aglcares totais, e que
permitiu concentracdes finais destes contaminantes no efluente mais proximas dos limites maximos

legalmente exigidos para um efluente tratado.

Por comparacéo dos resultados obtidos dos crescimentos das culturas puras de S. obliquus e de R.
toruloides, conclui-se que, para as condi¢cdes operacionais utilizadas e, por comparagéo apenas dos
crescimentos correspondentes as condigdes mais favoraveis a cada um dos microrganismos (5 g/L de
acucares totais para S. obliqguus e 20 g/L de agucares totais para R. toruloides), o crescimento da
microalga S. obliquus apresenta valores de u superiores em relagao a levedura R. toruloides, o que
revela a melhor adaptacdo da microalga ao efluente industrial estudado e a suplementagéo deste com
melaco de cana-de-agucar.
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Da analise de todos os ensaios realizados com cultura mista de S. obliquus e R. toruloides e, tendo em
conta a producdo de biomassa, a producédo de lipidos intracelulares, e o tratamento do efluente,
concluiu-se que a suplementacdo do efluente com melaco de cana-de-aglcar a fim de obter a

concentracdo de 10 g/L de acUcares totais, é a op¢do mais favoravel.

O desenvolvimento da cultura mista no meio contento efluente e melaco de cana-de-aglcar, com uma
concentracao de acgUcares totais de 10 g/L, conduzida em condigGes de esterilidade permitiu obter a
maxima DO0gyonm (1,20), em relagdo ao ensaio conduzido nas mesmas condi¢des, mas em néo
esterilidade (DOgg nm = 0,93); NO entanto, a taxa especifica de crescimento no primeiro ensaio foi mais
baixa do que no segundo (ugswsry = 0,52 dias™; Uyzo psteri = 0,79 dias™).  Verificou-se que o
tratamento do efluente foi mais eficiente em condicdo de nédo esterilidade do que em esterilidade. No
entanto, a maior producéo de acidos gordos em esterilidade (teor de &cidos gordos obtido no ensaio
em condicdes de esterilidade: 17,6% (p/p); teor de acidos gordos obtido no ensaio em condi¢des de
ndo esterilidade: 1,6% (p/p)), leva a que a escolha entre esterilidade e ndo esterilidade ndo seja
imediata, sendo necessario um estudo sobre a viabilidade ambiental e econdmica do processo em

ambas as condicdes, para se poder concluir qual delas é a mais viavel.

Ao longo do trabalho foram-se percebendo algumas limitacdes, nomeadamente: elevadas taxas de
evaporacdo do meio; limitag6es nutricionais, tendo sido as mais significativas, provavelmente, a
limitacdo por 0,, em resultado dos ensaios terem sido realizados em frascos agitados, e a limitacéo por
N, uma vez que a carga do efluente em N é muito baixa e que 0os compostos nitrogenados do melago
de cana-de-aglcar ndo garantem o crescimento de leveduras; e ainda a presenca de compostos
inibitorios existentes no melaco de cana-de-aclcar. E certo que estes factores condicionaram o0s
crescimentos e impediram que se obtivessem maiores producdes de biomassa, assim como

tratamentos mais eficazes.

E ainda necessario ter em conta que na sua constituicdo, o melaco de cana-de-aglicar tem compostos
organicos, entre 0s quais compostos organicos nitrogenados, que ndo sdo assimilaveis pelos
microrganismos utilizados neste trabalho. S&o exemplo, 0s compostos orgéanicos complexos, como as
melanoidinas (estao presentes no melaco e resultam da reac¢ao entre o grupo carbonilo de um agucar
com o grupo amino de um aminoécido a cerca de 100°C, durante o processo de fervura do caldo da
cana-de-acUcar para extraccdo do acuUcar) e outros compostos aromaticos. Assim sendo, a
suplementac¢éo do efluente com melago de cana-de-agUcar condiciona, logo a priori, o tratamento do
efluente, pelo menos em termos de remogé&o do carbono e do nitrogénio organicos. E por isto, que em
nenhum dos crescimentos se conseguiu assegurar uma eficiente remocéo da carga organica nem do

nitrogénio.
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Tabela 4.7: Resumo dos resultados obtidos com o crescimento da microalga S. obliquus e da levedura R. toruloides, enquanto culturas puras e em condi¢8es de esterilidade, em efluente e em
efluente suplementado com melago de cana-de-acgucar. Desvio Lim s, = |Cf — Limméx|/Limméx, e corresponde ao desvio em relagdo ao limite maximo legal. Os resultados s&o apresentados na
forma: Média + Desvio Padréo.

Tratamento com Cultura pura de S. obliquus Tratamento com Cultura pura de R. toruloides
Eflu. 5g/L 10 g/L 20g/L 40 g/L 60 g/L Eflu. 20g/L 40 g/L 60 g/L 80g/L 100 g/L
Xmax (DO) 0,42+0,05|1,80+0,14|1,66 +0,01|1,08+0,04|0,26 +0,01|0,42+0,00f 0+0,01 |6,27+0,21(2,43+0,05| 2,66+0,18 |2,25+0,09|1,94+ 0,07
w(d?) 0,17 + 0,03 0,73 + 0,02 | 0,58 +0,01| 0,38 + 0,04 | 0,09 +0,01|0,07 £ 0,00 |-0,28 + 0,03| 0,42 + 0,01 | 0,25 + 0,00 | 0,36 + 0,00 | 0,23 + 0,03 | 0,09 + 0,00
tq (d) 4,03+088(095+0,04(1,19+0,03(1,85+0,27|7,38+ 0,97 (10,70 + 0,88|-2,51 + 0,39| 1,67 + 0,06 | 2,76 + 0,07 | 1,95+ 0,36 | 3,09+ 0,59 | 7,37 £ 0,17
Px s ((g/L)/d) 0,02 +0,15|0,17 £ 0,04 | 0,14 + 0,03 | 0,25 £ 0,13 - - -0,03 +£0,01| 0,23 +£0,03|0,15+0,01| 0,24+ 0,01 | 0,24 +£0,01| 0,20 + 0,05
Ac'd(f)’/ospc;gdos 23405 | 21+03 | 20+03 | 26+0,1 - - 19402 | 165+02 | 78+01 | 1,6+01 | 07400 | 06400
Limupmsx (CQO) (g05/L) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Cr (g0,/L) 2,20 + 0,00 | 7,54 + 0,40 |19,75 + 0,58/|39,88 + 4,38| 112,5 + 2,0 | 138,8 + 0,0 | 0,24 + 0,00 |21,63 + 0,63| 101,5+9,5| 168,8 +9,8 | 276,0 + 2,0 | 483,8 £ 5,3
ER (%) 54,0+08 | 529+23 | 323+20 |2580+81|-364+24|-172,1+0,0{ -2866+0,5| 30,2+2,0 |-381+7,9|-33,10+5,7|-165+0,8|-59,9+5,3
Desvio Limpy, s 13,7 49,3 130,7 2649 749 924,3 0,6 143,2 675,7 1124 1839 3224
Limumax (N = NH;) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
(mgNH,/L)
Cr (mgNH,/L) 17,2+26 | 304+19 | 330+13 | 688+14 |134,0+£0,0|202,7+0,0| 828+53 | 43,2+48 |{1109+7,0| 1487+ 4,8 | 1959+ 6,2|252,1+5,9
ER (%) 259+53 | 203+40 | 43,7+2,1 | 232+16 | 328+1,1 | 197+00 |-163+0,7| 662+0,4 | 373+0,1 | 325+00 | 27,3+0,2 | 19,6 +1,3
Desvio Limpy, 4, 0,72 2,04 2,3 5,88 12,4 19,27 7,28 3,32 10,09 13,87 18,59 24,21
Limy,;(NTK) (gN/L) 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Cr (gN/L) - - - - - - - - - - - -
ER (%) - - - - - - - - — — — -
Desvio Limp, 4 — — - - - — - - - — — -
Cy (P0,*7) (mg/L) 32 25 22 88,5 55,5 72 75 43 81,5 81,5 87,5 114,5
ER (P0,%7) (%) 22,0 37,5 38,9 -121,3 7,5 -7,5 -76,5 18,1 —44,2 -38,1 -27,7 —65,9
Cr (P — P0,*) (mg/L) 10 8 7 29 18 23,5 24,5 14 26,5 26,5 28,5 37,5
ER (P — P0,%7)(%) 23,1 38,5 41,7 -123,1 7,7 —-6,8 -75 17,6 —43,2 —-359 —26,7 —66,7
Cr (P,05) (mg/L) 24 19 16,5 66 41,5 54 56 12,8 61 61 65,5 85,5
ER (P,05) (%) 22,6 36,7 38,9 -120 7,8 -8 -75 67,2 —45,2 —-38,6 —28,4 —66,0
Cr (AT) (g/L) 0,39 +0,01|2,49+0,05|4,58+0,15|16,07 + 0,06/43,56 + 0,01| 67,32 + 5,1 | 0,00 + 0,00 {11,50 + 0,11|44,37 + 0,7872,03 £+ 0,65(98,14 + 1,92| 133,3 £ 0,0
ER (AT) (%) 389+0,1 | 595+06 | 59,1+19 | 26,7+0,7 |-103,9+0,0| -3,1+0,1 |100,0+0,0| 550+0,0 | 9,2+0,0 0,1+0,0 0,5+ 0,0 -1,6 £ 0,0
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Tabela 4.8: Tabela 4.8: Resumo dos resultados obtidos com o crescimento da microalga S. obliquus e da levedura R. toruloides, enquanto cultura mista, em efluente e em efluente suplementado
com melago de cana-de-agucar. Correspondentes aos ensaios até 60 g/L de aglcares totais no meio, a 10 g/L de agucares totais em condi¢gbes de esterilidade e de nao esterilidade, e ao estudo
do tratamento sequencial. Desvio Lim,,s, = |Cf — Limméx|/Limméx, e corresponde ao desvio em relacdo ao limite maximo legal. Os resultados s@o apresentados na forma: Média + Desvio

Padréo.
Tratamento com Cultura Mista Tratamento com Cultura Mistaem 10 g/L
Eflu. 5g/L 10 g/L 20g/L 40g/L 60g/L Estéril Nao Estéril Por Etapas (142 dia)
Xmax (DO) 0,28+0,09 | 2334003 | 573+0,08 | 490+0,04 | 409+0,08 | 4,43 +0,02 1,20 £ 0,00 0,93 + 0,03 1,87 £ 0,00
p(d™m) 0,09+0,01 | 1024002 | 1,20+0,07 | 098+0,01 | 0,83+0,05 | 0,64+0,01 0,52+ 0,01 0,79 £ 0,01 0,52 +£0,01
tq (d) 781+095 | 0,68+0,02 | 058+0,05 | 071+0,01 | 0,84+0,07 | 1,09+0,01 1,33+£0,03 0,88 +£ 0,01 1,33 +£0,03
Pxmax ((9/L)/d) - - - - - - - - -
Acidos Gordos (%p/p) 2,6 +0,2 14,4 £ 0,3 19,6 £ 0,1 18,1 £ 0,2 7,51 0,2 - 17,6 £ 0,2 1,61 £0,1 13,2+£0,1
Lim,,.,(€CQO) (g0, /L) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Cr (g0;/L) 0,17 +£0,01 | 4424058 | 883+0,50 | 32,00+1,00 | 109,3+0,8 | 498,0+1,3 9,50 £ 0,83 1,67 £ 1,67 10,17 £ 0,50
ER (%) 51,9+ 3,6 37,6 £8,2 37,6 £3,5 08+31 -583+11 | -312,4+0,0 351+17 90,7+ 0,3 30,5+1,0
Desvio Lim sy 0,13 28,50 57,90 212,30 727,30 3319,00 62,30 10,13 66,80
Lmz’;f;](vl\;]:/iv)m) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Cr (mgNH,/L) 8,1+2,5 13,7+0,2 22,2+0,2 44,24+ 0,3 97,5+ 0,4 - 74,1 +5,3 60,4+ 18 40,6 + 4,8
ER (%) 83,0+5,3 78,6 £ 0,4 70,6 £0,2 48,4+ 04 28,41 0,3 - -96,0 + 3,1 71,0 £ 2,8 -7,5+04
Desvio Lim, 4 0,19 0,37 1,22 3,42 8,75 13,48 6,41 5,04 3,06
Limps,(NTK) (gN /L) 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Cr (gN/L) - - - - - - 4,09+ 0,01 507 £0,16 2,74 £ 0,00
ER (%) - - - - - - -34,50 + 0,01 8,10 + 0,53 10,00 £+ 0,00
Desvio Lim,y - - - - - - 271,7 337 181,7
Cr (P0O,*7) (mg/L) 19,5 15,0 10,5 16,5 23,0 31,0 20,5 6,0 16,5
ER (P0,*7) (%) 50,0 63,0 74,7 63,3 52,1 38,6 -13,9 88,5 8,3
C; (P—P0,*") (mg/L) 6,5 5,0 3,5 5,5 7,5 10,0 6,5 2,0 5,5
ER (P — P0,*7)(%) 48,0 62,0 74,1 62,1 51,6 37,5 -83 88,2 8,3
Cr (P,05) (mg/L) 14,5 11,0 8,0 12,0 17,0 23,0 15,0 4,5 12,5
ER (P,05) (%) 50,0 63,3 74,2 64,7 52,1 38,7 -11,1 88,5 7,4
Cr (AT) (g/L) 0,00+ 0,00 | 1,25+0,09 | 460+0,10 | 13,60+ 0,30 | 33,30 + 1,30 - 8,79 + 0,03 0,06 + 0,00 7,86 + 0,03
ER (AT) (%) 100,0 +£ 0,0 729+0,2 54,8+0,1 374 £ 0,1 99104 - 99,5+ 0,2 29,8 +£0,0 37,3+£01
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5. Conclusoes e Trabalho Futuro

Conclui-se que o tratamento do efluente utilizando a cultura mista apresenta vantagens face ao
tratamento com culturas puras de R. toruloides; no entanto, ndo apresenta vantagens face ao
tratamento com culturas puras de S. obliquus. A suplementacéo do efluente com melaco de cana-de-
acucar, para que o crescimento de R. toruloides seja possivel, e 0 consequente aumento da carga de
contaminantes (CQO, N — NH;, NTK e P), leva a que o resultado final do tratamento com cultura pura
de R. toruloides e com cultura mista tenham cargas destes contaminantes muito superiores as
conseguidas com o tratamento com cultura pura de S. obliqguus sem suplementacéo, permitindo que no
final o efluente esteja praticamente tratado, ao passo que uma vez suplementado, as concentracfes
dos contaminantes no final do tratamento ainda se afastam bastante das concentracdes maximas
legalmente exigidas para a descarga do efluente tratado na natureza, ou para a sua reutilizagdo nos
processos. Daqui, resulta que de entre todos os tratamentos biol6gicos analisadas, o que assegura um
melhor tratamento do efluente, é o tratamento biolégico com cultura pura de S. obliquus apenas em
efluente, seguido do tratamento com cultura pura de S.obliquus em efluente suplementado com 5 g/L
de agucares totais. No entanto, uma vez que o objectivo deste trabalho consistiu no tratamento biolégico
do efluente industrial com a producéo simultdnea de produtos lipidicos intracelulares, conclui-se que o
tratamento do efluente apenas com a cultura pura de S. obliquus, ou em meio suplementado com 5 g/L
de acUcares totais, ndo atingiu esse objectivo, uma vez que o teor de lipidos obtido nesse ensaio foi

muito baixo (Tabela 4.7).

Por outro lado, a producéo de acidos gordos pelas culturas puras de S. obliquus e R. toruloides, para
0os crescimentos em 5g/L (ou mesmo apenas em efluente) e 20g/L, respectivamente,
correspondentes as condi¢des mais favoraveis para cada um destes microrganismos (2,1% e 16,5% (p/
p), respectivamente), € inferior a producdo conseguida pela cultura mista, também para a condi¢éo
mais favoravel, 10 g/L (19,6% (p/p)), 0 que é uma grande vantagem do processo de tratamento com

cultura mista, face aos tratamentos enquanto culturas puras.

Em concluséo, o tratamento bioldgico do efluente da indUstria cervejeira ndo foi eficaz em nenhuma
das condicdes estudadas (entre as varias concentracdes de agucar analisadas, entre culturas puras e
cultura mista, e independentemente das condi¢des de esterilidade), uma vez que, apds o tratamento,
nao se conseguiu, para nenhuma das condi¢cbes, um efluente tratado a cumprir os limites maximos
legalmente exigidos para a sua descarga na natureza ou & sua reutilizacdo em processos industriais.
No entanto, conseguiu obter-se um teor de lipidos intracelulares de cerca de 20,0% (p/p) com o
tratamento utilizando a cultura mista em meio suplementado com 10 g/L de aclcares totais, 0 que
economicamente podera favorecer o processo. Estes resultados sugerem que o tratamento bioldgico
com cultura mista de S. obliquus e R. toruloides podera ter futuro, necessitando, no entanto, de ser

optimizado.

O ensaio em que se testou o tratamento sequencial, prolongando o tempo de incubacdo mostrou que,
efectivamente, ha melhorias dos resultados, especialmente em termos de remocao de N. Assim, como

trabalho futuro, ha que desenvolver este trabalho em modo sequencial, ao invés de se utilizar a cultura
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mista para tratamento simultaneo do efluente, em que numa primeira etapa o efluente suplementado
(20 g/L) é tratado pela levedura R. toruloides, de forma a que seja removida a carga organica (CQO) e
de P, e possa haver valorizagdo do processo por produgédo de produtos lipidicos; numa segunda fase,
quando a carga orgéanica for vestigial, as leveduras sdo removidas do meio por processos de separagéo
e é adicionada ao efluente, ja parcialmente tratado, a populacdo de microalgas S. obliquus, para

remocéo das cargas de N — NH; e de NTK.

Também seria interessante realizar o processo desenvolvido neste trabalho, utilizando as culturas
puras e mista que melhores resultados forneceram em termos de tratamento biolégico e de producéo
de lipidos, nas condi¢des Optimas seleccionadas, utilizando um reactor (inicialmente & escala de
bancada, tendo em vista o posterior aumento de escala) com sistema de controlo de pH, de arejamento
e de agitacdo, de forma a evitar alteragdes no meio de cultura do pH 6ptimo dos microrganismos, bem
como as baixas transferéncias de massa que frequentemente se observam nas culturas desenvolvidas

em frascos agitados, e que sdo responsaveis pela reducéo do rendimento dos bioprocessos.

Seria ainda interessante desenvolver este trabalho utilizando efluente primario, visto o efluente
secundario apresentar um grau de contaminacao ja bastante baixo, o que pode ter condicionado os
crescimentos, especialmente pela reduzida carga de nitrogénio que apresenta e a qual ndo é
compensada pela suplementacdo com melaco de cana-de-acUcar. Em trabalhos futuros nos quais se
vise o crescimento de leveduras em efluentes secundéarios da indUstria cervejeira com suplementagéo

de melago-de-cana de acgucar, é essencial a suplementacdo do meio com uma fonte de nitrogénio.

91



Bibliografia

Abdel-Raouf, N., Al-Homaidan, A. A, & Ibraheem, |. B. M. (2012). Microalgae and wastewater treatment.
Saudi Journal of Biological Sciences, 19(3), 257-275. https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2012.04.005

Abinandan, S., & Shanthakumar, S. (2015). Challenges and opportunities in application of microalgae
(Chlorophyta) for wastewater treatment: A review. Renewable and Sustainable Energy Reviews,
52, 123-132. https://doi.org/10.1016/j.rser.2015.07.086

AL-Rajhia, S., Raut, N., AL-Qasmi, F., Qasmi, M., & Saadi, A. Al. (2012). Treatments of Industrials
Wastewater by Using Microalgae. 2012 International Conference on Environmental, Biomedical
and Biotechnology, 41, 217-221.

Alves, C. (2007a). Tratamento de Aguas de Abastecimento (22 Edic&o). Aveiro-Portugal.
Alves, C. (2007b). Tratamento de Aguas de Abastecimento (22 Edic&o). Aveiro-Portugal.
Alves, C. (2007c). Tratamento de Aguas de Abastecimento (22 Edi¢&0). Aveiro-Portugal.

Arbib, Z., Ruiz, J., Alvarez-Diaz, P., Garrido-Pérez, C., & Perales, J. A. (2014). Capability of different
microalgae species for phytoremediation processes: Wastewater tertiary treatment, CO2 bio-
fixation and low cost biofuels production. Water Research, 49, 465-474.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2013.10.036

Becker, E. (2007). Micro-algae as a source of protein. Biotechnology Advances, 25, 207-210.

Beuckels, A., Smolders, E., & Muylaert, K. (2015). Nitrogen availability influences phosphorus removal
in  microalgae-based  wastewater  treatment. = Water  Research, 77, 98-106.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2015.03.018

Bhakta, J. N., Lahiri, S., Pittman, J. K., & Jana, B. B. (2015). Carbon dioxide sequestration in wastewater
by a consortium of elevated carbon dioxide-tolerant microalgae. Journal of CO2 Utilization, 10,
105-112. https://doi.org/10.1016/j.jcou.2015.02.001

Brennan, L., & Owende, P. (2010). Biofuels from microalgae—A review of technologies for production,
processing, and extractions of biofuels and co-products. ELSEVIER, 14(2), 557-577. Retrieved
from https://doi.org/10.1016/j.rser.2009.10.009

Browne, C. A. (1929). The Spontaneous Decomposition of Sugar-Cane Molasses. Chemistry, I-vd
Ustrial A N D Engineering, 21(6), 600—-606.

BTI, C. D. P. in P. B. (2015). Algae to Energy - Using and Re-using a Hemocytometer to Count Algae
Cells.

Cellamare, M., Rolland, A., & Jacquet, S. (2010). Flow cytometry sorting of freshwater phytoplankton.
Journal of Applied Phycology, 22(1), 87-100. https://doi.org/10.1007/s10811-009-9439-4

Cheng, Y., Lu, Y., Gao, C., & Wu, Q. (2009). Alga-Based Biodiesel Production and Optimization Using
Sugar Cane as the Feedstock. Energy &  Fuels, 23(8), 4166-4173.
https://doi.org/10.1021/ef9003818

Cutzu, R., Clemente, A., Reis, A., Nobre, B., Mannazzu, |., Roseiro, J., & Lopes Da Silva, T. (2013).
Assessment of ??-carotene content, cell physiology and morphology of the yellow yeast
Rhodotorula glutinis mutant 400A15 using flow cytometry. Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, 40(8), 865—875. https://doi.org/10.1007/s10295-013-1278-2

Decreto-Lei n° 236/98 , de 1 de agosto de 1998. (1998). In Assembleia da Republica (Vol. 176, pp.
3676-3722).

Defanti, L. S., Siqueira, N. S., & Linhares, P. C. (2010). Producado de biocombustiveis a partir de algas
fotossintetizantes. Bolsista de Valor - Revista de Divulgacdo Do Projeto Universidade Petrobras
e IF Fluminense, 1, 11-21. Retrieved from
http://essentiaeditora.iff.edu.br/index.php/BolsistaDeValor/article/view/1786/963

Derisio, J. C. (2012). Introducdo ao controle de poluicdo ambiental. In O. de Textos (Ed.) (42 Edicéo,
pp. 9-11). Séo Paulo.

92



Dias, C., Silva, C., Freitas, C., Reis, A., & da Silva, T. L. (2016). Effect of Medium pH on Rhodosporidium
toruloides NCYC 921 Carotenoid and Lipid Production Evaluated by Flow Cytometry. Applied
Biochemistry and Biotechnology, 179(5), 776—787. https://doi.org/10.1007/s12010-016-2030-y

Dias, C., Sousa, S., Caldeira, J., Reis, A., & Lopes da Silva, T. (2015). New dual-stage pH control fed-
batch cultivation strategy for the improvement of lipids and carotenoids production by the red yeast
Rhodosporidium  toruloides NCYC 921. Bioresource Technology, 189, 309-318.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.04.009

Driessen, W., & Vereijken, T. (2003). Recent developments in biological treatment of brewery effluent.
The Institute and Guild of Brewing Convention, Livingstone, Zambia, March 2-7, 10.
https://doi.org/10.1263/jbb.103.105

Ebeling, J. M., Timmons, M. B., & Bisogni, J. J. (2006). Engineering analysis of the stoichiometry of
photoautotrophic, autotrophic, and heterotrophic removal of ammonia-nitrogen in aquaculture
systems. Aquaculture, 257(1-4), 346—358. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2006.03.019

El-Sheekh, M., Abomohra, A. E. F., & Hanelt, D. (2013). Optimization of biomass and fatty acid
productivity of Scenedesmus obliquus as a promising microalga for biodiesel production. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, 29(5), 915-922. https://doi.org/10.1007/s11274-012-
1248-2

Feltrin, V. P., Sant'Anna, E. S., Porto, A. C. S., & Torres, R. C. O. (2000). Produgao de lactobacillus
plantarum em melaco de cana-de-ag(car. Brazilian Archives of Biology and Technology, 43(1),
119-124. https://doi.org/10.1590/S1516-89132000000100015

Ferreira, A. F., Ortigueira, J., Alves, L., Gouveia, L., Moura, P., & Silva, C. M. (2013). Energy requirement
and CO2 emissions of bioH2 production from microalgal biomass. Biomass and Bioenergy, 49,
249-259. Retrieved from https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2012.12.033

Ferreira, A., Marques, P., Ribeiro, B., Assemany, P., de Mendonga, H. V., Barata, A., ... Gouveia, L.
(2018). Combining biotechnology with circular bioeconomy: From poultry, swine, cattle, brewery,
dairy and urban wastewaters to biohydrogen. Environmental Research, 164(December 2017), 32—
38. https://doi.org/10.1016/j.envres.2018.02.007

Ferreira, A., Ribeiro, B., Marques, P. A. S. S., Ferreira, A. F., Dias, A. P., Pinheiro, H. M., ... Gouveia,
L. (2017). Scenedesmus obliqguus mediated brewery wastewater remediation and CO2biofixation
for green energy purposes. Journal of Cleaner Production, 165, 1316-1327.
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2017.07.232

Fillaudeau, L., Blanpain-Avet, P., & Daufin, G. (2006). Water, wastewater and waste management in
brewing industries. Journal of Cleaner Production, 14(5), 463-471.
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2005.01.002

Fonseca, M. M., & Teixeira, J. A. (2007a). Fundamentos e Aplicagdes. In Reactores Biologicos (12
Edicdo, pp. 1-26). Lidel - edi¢bes técnicas, Ida.

Fonseca, M. M., & Teixeira, J. A. (2007b). Fundamentos e Aplicacdesb. In Reactores Bioldgicos (12
Edicdo, pp. 27-68). Lidel - edi¢cbes técnicas, Ida.

Fonseca, M. M., & Teixeira, J. A. (2007c). Fundamentos e Aplicacdesc. In Reactores Bioldgicos (12
Edicéo, pp. 69-115). Lidel - edi¢des técnicas, Ida.

Freitas, C., Nobre, B., Gouveia, L., Roseiro, J., Reis, A., & Lopes Da Silva, T. (2014). New at-line flow
cytometric protocols for determining carotenoid content and cell viability during Rhodosporidium
toruloides NCYC 921 batch growth. Process Biochemistry, 49(4), 554-562.
https://doi.org/10.1016/j.prochio.2014.01.022

Freitas, C., Parreira, T. M., Roseiro, J., Reis, A., & Da Silva, T. L. (2014). Selecting low-cost carbon
sources for carotenoid and lipid production by the pink yeast Rhodosporidium toruloides NCYC
921 using flow cytometry. Bioresource Technology, 158, 355—-359.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.02.071

Gouveia, L., & Oliveira, A. C. (2009). Microalgae as a raw material for biofuels production. Journal of
Industrial Microbiology and Biotechnology, 36(2), 269-274. https://doi.org/10.1007/s10295-008-

93



0495-6

Hassan, M., Blanc, P. J., Granger, L.-M., Pareilleux, A., & Goma, G. (1996). Influence of nitrogen and
iron limitations on lipid production by Cryptococcus curvatus grown in batch and fed-batch culture.
Process Biochemistry, 31(4), 355-361. https://doi.org/10.1016/0032-9592(95)00077-1

Holanda, D. De, & Vinicius, M. (2010). Efeito da fotossintese na alcalinidade da agua de cultivo da
tilapia do Introducdo Material e métodos. Ciéncia Agronémica, 41, 67-72.

Horwitz, W., & Latimer, G. (2005). Official methods of analysis. ISBN-13:978-0935584783. Gaithersburg
MD, USA: Association of the Official Analytical Chemists (A.O.A.C.) International.

Hu, W.-S., Zhou, W., Seth, G., Ozturk, S., & Zhang, C. (2012). Cell Culture Bioprocess Engineering.

Hyka, P., Lickova, S., Pfibyl, P., Melzoch, K., & Kovar, K. (2013). Flow cytometry for the development
of biotechnological processes with microalgae. Biotechnology Advances, 31(1), 2-16.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2012.04.007

José, A., & Coelho, F. (2015). Producéo e extracao de lipidos e carotenoides a partir da levedura
Rhodosporidium toruloides NCYC 921 e produc¢édo de biogas por digestdo anaerdbia dos residuos
. Engenharia Biologica.

JR, M., & JB, Z. (2010). Fundamentals, Sustainability, Design. In Copyright (Ed.), Environmental
Engineering: (pp. 5-39). USA: John Wiley & Sons.

Lebaron, P., Catala, P., & Parthuisot, N. (1998). Effectiveness of SYTOX green stain for bacterial
viability assessment. Applied and Environmental Microbiology, 64(7), 2697-2700.
https://doi.org/0099-2240/98/$04.00?0

Li, Y., Zhao, Z. (Kent), & Bai, F. (2007). High-density cultivation of oleaginous yeast Rhodosporidium
toruloides Y4 in fed-batch culture. Enzyme and Microbial Technology, 41(3), 312-317.
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2007.02.008

Ling, J., Nip, S., & Shim, H. (2013). Enhancement of lipid productivity of Rhodosporidium toruloides in
distillery wastewater by increasing cell density. Bioresource Technology, 146, 301-309.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.07.023

Ldrling, M. (2003). Phenotypic plasticity in the green algae Desmodesmus and Scenedesmus with
special reference to the induction of defensive morphology. Annales de Limnologie - International
Journal of Limnology, 39(2), 85-101. https://doi.org/10.1051/limn/2003014

Ma, C., Wen, H., Xing, D., Pei, X., Zhu, J., Ren, N., & Liu, B. (2017). Molasses wastewater treatment
and lipid production at low temperature conditions by a microalgal mutant Scenedesmus sp. Z-4.
Biotechnology for Biofuels, 10(1), 1-13. https://doi.org/10.1186/s13068-017-0797-x

Maria, A., & Ferreira, G. (2016). CO 2 -supplemented brewery wastewater treatment by microalgae and
biomass upgrading for bioenergy production.

Martins, V., Dias, C., Caldeira, J., Duarte, L. C., Reis, A., & Lopes da Silva, T. (2018). Carob pulp syrup:
A potential Mediterranean carbon source for carotenoids production by Rhodosporidium toruloides
NCYC 921. Bioresource Technology Reports, 3, 177-184.
https://doi.org/10.1016/j.biteb.2018.07.008

Mata, T. M., Melo, A. C., Simbes, M., & Caetano, N. S. (2012). Parametric study of a brewery effluent
treatment by microalgae Scenedesmus obliquus. Bioresource Technology, 107, 151-158.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.12.109

Mata, T. M., Santos, J., Mendes, A. M., Caetano, N. S., & Martins, A. a. (2014). Sustainability evaluation
of biodiesel produced from microalgae chlamydomonas sp grown in brewery wastewater.
Chemical Engineering Transactions, 37, 823—-828. https://doi.org/10.3303/CET1437138

Mihelcic, J. R., & Zimmerman, J. B. (2015). Otimizacdo das condi¢cdes de cultivo da levedura
Rhodosporidium toruloides NCYC 921 para producdo de lipidos e carotenéides , em frascos
agitados. Tese de Dissertacao de Mestrado, Instituto Superior de Agronomia.

Nebe-Von-Caron, G., Stephens, P. J., Hewitt, C. J., Powell, J. R., & Badley, R. A. (2000). Analysis of

94



bacterial function by multi-colour fluorescence flow cytometry and single cell sorting. Journal of
Microbiological Methods, 42(1), 97-114. https://doi.org/10.1016/S0167-7012(00)00181-0

Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2011a). PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER (52 Edic&o, pp.
742-775). artmed, sarvier.

Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2011b). PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER (52 Edic&o, pp.
343-345). artmed, sarvier.

Nicolau, P. B. (2014). Microorganismos e Crescimento Microbiano. Retrieved from
https://repositorioaberto.uab.pt/bitstream/10400.2/6137/1/UT2_Microrganismos e crescimento
microbiano_PBN.pdf

Odds, F. C., De Backer, T., Dams, G., Vranckx, L., & Woestenborghs, F. (1995). Oxygen as limiting
nutrient for growth of Cryptococcus neoformans. Journal of Clinical Microbiology, 33(4), 995-997.

Olajire, A. A. (2012). The brewing industry and environmental challenges. Journal of Cleaner Production,
1-21. https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2012.03.003

Papadimitriou, K., Pratsinis, H., Nebe-von-Caron, G., Kletsas, D., & Tsakalidou, E. (2006). Rapid
assessment of the physiological status of Streptococcus macedonicus by flow cytometry and
fluorescence probes. International Journal of Food Microbiology, 111(3), 197-205.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2006.04.042

Papone, T., Kookkhunthod, S., Paungbut, M., & Leesing, R. (2015). Producing of Microbial Oil by Mixed
Culture of Microalgae and Oleaginous Yeast Using Sugarcane Molasses as Carbon Substrate.
Journal of Clean Energy Technologies, 4(4), 253-256.
https://doi.org/10.7763/JOCET.2016.V4.292

Park, J. B. K., Craggs, R. J., & Shilton, A. N. (2011). Wastewater treatment high rate algal ponds for
biofuel  production.  Bioresource  Technology, 102(1), 35-42. Retrieved from
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2010.06.158

Perez, S. (2006). Cell counts using Improved Neubauer haemocytometer, Laboratory Guide. Oregon
State University.

Pittman, J. K., Dean, A. P., & Osundeko, O. (2011). The potential of sustainable algal biofuel production
using wastewater resources. Bioresource Technology, 102(1), 17-25.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2010.06.035

Quiroz Arita, C. E., Peebles, C., & Bradley, T. H. (2015). Scalability of combining microalgae-based
biofuels with  wastewater facilities: A review. Algal Research, 9, 160-169.
https://doi.org/10.1016/j.algal.2015.03.001

Raposo, M. F. D. J., Oliveira, S. E., Castro, P. M., Bandarra, N. M., Morais, R. M., & Brew, J. |. (2010).
On the Utilization of Microalgae for Brewery Effluent Treatment and Possible Applications of the
Produced Biomass. Journal Of The Institute Of Brewing, 116(3), 285-292.
https://doi.org/10.1002/j.2050-0416.2010.tb00433.x

Richmond, A. (2004). Handbook of Microalgal Culture: Biotechnology and Applied Phycology. In A.
Richmond (Ed.) (First Publ, pp. 3—10). Oxford: Blackwell Science Ltd.

Rossi, M., Amaretti, A., Raimondi, S., & Leonardi, A. (2011). Getting Lipids for Biodiesel Production from
Oleaginous Fungi. University of Modena and Reggio Emilia, Italy.

Santos, M. M. do. (2013). Novas tecnologias de colheita de microalgas para a producéo de biodiesel
Novas tecnologias de colheita de microalgas para a producéo de biodiesel, 60.

Schultz, J. S. (1964). Cotton Closure As an Aeration Barrier in Shaken Flask Fermentations. Applied
Microbiology, 12(4), 305-310.

Shamala, T. R., Drawert, F., & Leupold, G. (1982). Studies on Scenedesmus acutus growth. | effect of
autotrophic and mixotrophic conditions on the growth of Scenedesmus acutus. Biotechnology and
Bioengineering, 24(6), 1287-1299. https://doi.org/10.1002/bit.260240605

Silva, T. L., Reis, a, Hewitt, C., & Roseiro, J. C. (2004). Citometria de fluxo: funcionalidade celular on-

95



line em bioprocessos. Boletim de Biotecnologia, 77, 32—-40.

Simate, G. S., Cluett, J., lyuke, S. E., Musapatika, E. T., Ndlovu, S., Walubita, L. F., & Alvarez, A. E.
(2011). The treatment of brewery wastewater for reuse: State of the art. Desalination, 273(2-3),
235-247. https://doi.org/10.1016/j.desal.2011.02.035

Singh, S. P., & Singh, P. (2014). Effect of CO2concentration on algal growth: A review. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, 38, 172—179. https://doi.org/10.1016/j.rser.2014.05.043

Tanaka, T., Kamimura, R., Fujiwara, R., & Nakanishi, K. (1994). Crossflow filtration of yeast broth
cultivated in molasses. Biotechnology and Bioengineering, 43(11), 1094-1101.
https://doi.org/10.1002/bit.260431113

Taskin, M., Ortucu, S., Aydogan, M. N., & Arslan, N. P. (2016). Lipid production from sugar beet
molasses under non-aseptic culture conditions using the oleaginous yeast Rhodotorula glutinis
TR29. Renewable Energy, 99, 198-204. https://doi.org/10.1016/j.renene.2016.06.060

Teles, C., Soares Cunha, J., & Castro, N. (2013). RELATORIO EXPERIMENTO DA CURVA DE
CRESCIMENTO. Universidade Federal Do Reconcavo Da Bahia.

Vacin, F., & Went, F. W. (1949). Some pH changes in the nutrient solutions. Bot. Gaz., 110, 605-613.

Yan, D., Lu, Y., Chen, Y. F., & Wu, Q. (2011). Waste molasses alone displaces glucose-based medium
for microalgal fermentation towards cost-saving biodiesel production. Bioresource Technology,
102(11), 6487-6493. https://doi.org/10.1016/].biortech.2011.03.036

Yang, S., Liu, G., Meng, Y., Wang, P., Zhou, S., & Shang, H. (2015). Utilization of xylose as a carbon
source for mixotrophic growth of Scenedesmus obliquus. Bioresource Technology, 172, 180-185.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.08.122

Zhu, Z., Zhang, S., Liu, H., Shen, H., Lin, X., Yang, F., ... Zhao, Z. K. (2012). A multi-omic map of the
lipid-producing yeast Rhodosporidium toruloides. Nature Communications, 3, 1111-1112.
https://doi.org/10.1038/ncomms2112

96



Anexos

Anexo I - Curvas de Calibracao Peso Seco Vs Absorvancia

De forma a obter-se uma correlacao entre a densidade Optica das amostras, lida por espectrofotometria,
durante o decurso dos ensaios, e a respectiva concentragdo de biomassa, seguiu-se o seguinte
protocolo: colocaram-se os filtros (para as culturas puras da microalga foram usados filtros de microfibra
de vidro do tipo MFV3047 45 um de 47 mm de didmetro; para as culturas puras da levedura e culturas
mistas, foram usados filtros estéreis MCE 45 um de 47 mm de didmetro) em cadinhos de porcelana e,
levaram-se a mufla (Nabertherm, Alemanha) a 550°C durante 1 h para secagem e por fim pesaram-se.
Para cada amostra/cultura foram feitas quatro diluicGes (1:1; 1:2; 1:4; e 1:8) e lidas as correspondentes
densidades opticas (ThermoSpectronic Genesys 20, Portugal), a 540 nm para as culturas puras de
microalgas e a 600 nm para as culturas puras de levedura e para as culturas mistas. Cada uma das
dilui¢c@es foi filtrada sob-vacuo (Edwards High Vaccum Pump E2M8 BOC Ltd., Inglaterra), tendo sido o
volume de amostra filtrada dependente da concentragdo desta em agUcar (tendo variado entre 2 mL
para as mais concentradas e 10 mlL para as de concentra¢cdo menor/maior diluigdo). Apos filtracéo, os
filtros foram incubados a 100°C (Memmert UM 80, Memmert GmbH+Co0.KG, Alemanha) durante a noite,
arrefecidos num exsicador até a temperatura ambiente, e novamente pesados, repetindo-se este ciclo
até peso constante dos filtros.

O peso seco de biomassa (PSB, g/L) é calculado por divisdo da biomassa seca retida no filtro pelo

volume de amostra filtrado, sendo dado pela Eq.3.1.

- (mfiltro pré filtragéo)

(mfiltro apoés filtra(;io) seco (Eq. I 1)

PSB — seco

Vamostra filtrada

Para determinacdo do peso seco isento de cinzas (PSIC, g/L), exclusivamente feito para as culturas
das microalgas devido a fragilidade dos filtros usados para as culturas das leveduras, é necessario
acrescentar um passo ao protocolo acima descrito: depois de pesados, os filtros sdo colocados na
mufla (Nabertherm, Alemanha) a 550°C durante 2 h para incineracao da matéria organica, e novamente
pesados. O PSIC é calculado através da Eq. 3.2.

— Mgiitro apés incineragio

- (mfiltro pré filtragéo)seco
(Eq.1.2)

PSIC = (mfiltro apo6s filtragﬁo)seco

Vamostra filtrada
ApOs os calculos, tragcaram-se as curvas de peso seco em fungdo da absorvancia.

Anexo II - Integridade Membranar IP Vs SytoxGreen

Tabela 0.1: Percentagens de células coradas com IP e SytoxGreen, por leitura em FL1 e FL2, para uma amostra
com células novas (vivas) e mortas de S. obliquus.

IP(FL1) | IP(FL2) | Sytoxgreen (FL1) | SytoxGreen (FL2)
Células Novas 6,8% 19,3% 10,0% 62,1%
Células Mortas 0,0% 96,4% 97,5% 96,6%
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Anexo III - Lista de Reagentes

Tabela 0.2; Lista de Reagentes utilizados neste trabalho, com respectivas massas molares (MM), férmulas
guimicas, graus de pureza e marca.

MM

Grau de

Nome Férmula Quimica Marca
(g/mol) Pureza
Acetona 58,08 CH3COCHz3 99,5% Merck
Cloreto de Etilo 78,50 C2H3CIlO 98,5% Panreac
Sulfato de Amoénio 132,14 (NH4)2S04 99,0% Panreac
Glucose 180,16 CeH1206 99,5% Pronolab
Hidrogeno Fosfato de | 141,96 NazHPO4 99,0% Panreac
sodio
Etanoato de Etilo 88,00 C4HsgO2 - Carlo Erba
Frutose 180,16 CeH1206 99,5% Fagron
Acido Cloridrico 36,45 HCI 37,0% Merck
Sulfato de Magnésio 246,48 MgSOa4-7H20 99,5% Merck
Heptahidratado
Malt Extract Agar - - - Himedia
Metanol 32,04 CH30OH 99,8% Merck
Dihidrogeno fosfato de | 136,09 KH2PO4 99,0% Panreac
potassio
n-Hexano 86,18 CeHu1a 99,5% Fisher Chemical
lodeto de Propidio 668,4 Ca27H3al2N4 - Invitrogen
Cloreto de sédio 58,44 NaCl 99,5% Pronolab
Hidroxido de Sodio 39,99 NaOH - José M. Vaz
Pereira
Sulfato de s6dio anidro 142,04 Na2S04 99,0% Merck
Sacarose 342,3 C12H22011 99,5% Mikrobiologie
Acido Sulfarico 98,08 H2S04 97,0% Merck
Extracto de levedura - - - BD
Cloreto de Calcio 147,02 CaCl>-2H.0 99,5% Merck
dihidratado
Sulfato de ferro )
hexahidratado
Cloreto de amoénio 53,49 NH4CI 99,8% Merck
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