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RESUMO
RESUMO

As implicagdes ambientais dos plasticos convencionais, produzidos através de combustiveis
fosseis, nao permitem a sua utilizacdo de forma sustentavel pela sociedade devido aos seus
problemas de degradabilidade e a sua dependéncia de matérias-primas n&o renovaveis. Surgem
entdo os polihidroxialcanoatos (PHA) como uma alternativa ambientalmente sustentavel, j& que
conseguem reproduzir grande parte das aplicagbes dos plasticos ditos normais, tendo as grandes
vantagens de serem biodegradaveis e produzidos a partir de uma fonte de carbono renovavel. Mais
recentemente, de forma a tornar a produgcdo do PHA mais sustentavel, tem-se desenvolvido o
conceito de associar a produgido destes polimeros ao tratamento de efluentes liquidos através do
processo de lamas ativadas. Apesar destas vantagens todo o processo que envolve a produgéo do

PHA ¢é ainda dispendioso.

Esta dissertagdo insere-se na estratégia de tentar minorar esses custos. Uma das formas de o
fazer sera na otimizagéo de técnicas de quantificagdo do PHA em culturas mistas. Neste trabalho o
principal objetivo reside na avaliagdo da capacidade da metodologia de analise de imagem, acoplada
a microscopia de fluorescéncia, como método de quantificagcdo de PHA. Pretende-se também
explorar a produgédo de PHA a partir da simulagao de um sistema de tratamento de aguas residuais
implementado num reator descontinuo sequencial (SBR) em regimes ciclicos de feast/famine, aliando
assim a fungdo de tratamento de efluentes liquidos com a produgdo de um produto de valor

acrescentado como é o PHA.

Deste modo, foi montada uma instalagdo com um sistema de lamas ativadas num SBR cujo
principal objetivo era produzir PHA. Este objetivo de produzir PHA através do regime de alimentagao
dindmica aerébia com uma alimentagédo com acetato como fonte de carbono, e sem controlo do pH foi
conseguido, atingindo-se um maximo de concentracdo massica de 0,37 mg PHA/mg SST e de
concentragao volumétrica de 1785 mg PHA/L. Em relagéo a capacidade de tratamento, comprovou-se
a adequabilidade do sistema utilizado para a remogédo da carga organica devido a uma elevada

captagao de nutrientes do afluente pela biomassa.

Foram encontradas algumas limitagdes na metodologia de andlise de imagem ao nivel da
transformacdo da bidimensionalidade da area projetada dos granulos de PHA nas imagens para a
sua tridimensionalidade real, na gama de concentragdo de PHA na qual a metodologia é valida e na
amostragem relativamente curta. Contudo, foi possivel comprovar a potencialidade deste método
obtendo-se um R? de 0,80 para o modelo de previsdo da concentragdo massica de PHA. Deste modo,
pode-se concluir que esta € uma metodologia promissora para quantificar PHA em amostras de licor

misto.

Palavras-chave: Lamas ativadas, polihidroxialcanoatos (PHA), reator descontinuo sequencial,

regime ciclico feast/famine, analise de imagem.
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ABSTRACT
ABSTRACT

The environmental implications of conventional plastics, produced through the use of fossil fuels,
doesn’t allow their use in a sustainable manner as a result of their low degradability and dependence
of non-renewable raw materials. Polyhydroxyalkanoates (PHA) appear as an environmentally
sustainable alternative, since they can reproduce most of the applications of so-called normal plastics,
with the advantage of being biodegradable and produced from a renewable carbon source. More
recently, and in order to allow for a more sustainable PHA production, it has arisen the concept of
associating the production of these polymers with waste treatment by activated sludge processes.

Although the afore mentioned advantages, the process involving PHA production is still expensive.

This thesis falls within the strategy of cost reduction. One way to do this is to optimize PHA
quantification techniques on mixed cultures. In this work the main aim relies on assessing the ability of
image analysis methodologies, coupled with fluorescence microscopy, as a PHA quantification
method. It is also intended to explore PHA production through the simulation of a waste water

treatment system implemented on a sequencing batch reactor (SBR) on cyclic feast/famine regime.

Thus, a facility was set up with an activated sludge system in a SBR whose main objective was to
produce PHA. The goal of producing PHA by an aerobic dynamic feeding regime, with acetate as a
carbon source, and without pH control was achieved, reaching a maximum mass concentration of 0.37
mg PHA/mg TSS and volumetric concentration of 1785 mg PHA/L. Regarding the treatment ability, the
suitability of the used system for organic load removal has been proved, given the effluent high

nutrient uptake by the activated sludge.

A few limitations were apparent regarding the image analysis methodology concerning the
translation of the 2D dimensionality of the projected PHA granules area to their real 3D dimensionality,
in the PHA concentration range in which the method is valid, and in the short sampling. However, it
was possible to demonstrate the potential of this method with a R? of 0.80 for the PHA mass
concentration prediction model. Thus, it can be concluded that this is a promising methodology for

quantifying PHA in mixed liquor samples.

Keywords: Activated sludge, polyhydroxyalkanoates (PHA), sequencing batch reactor, cyclic

feast/famine regime, image analysis.
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ADE
AFM
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cQo
C/N
EBPR

EPS

ETAR
FIM

IVL
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HDPE
HPLC
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LDPE
LVs
MLRA

NDIR
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PHA
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PHV
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Analise dos componentes principais

Alimentacéo dindmica aerdbia

Atomic force microscopy, microscopia de forca atémica
American Society for Testing and Materials

Caréncia quimica de oxigénio

Razao entre carbono e azoto

Enhanced biological phosphorus removal (system), sistema
biolégico de remogdo aumentada de fésforo

Extracellular polymeric substances, substancias extracelulares
poliméricas

Estacao de tratamento de aguas residuais

Food to microorganisms (ratio), razao alimento/microrganismos
indice volumétrico de lamas

Gas chromatograph — flame ionization detector, cromatografo de
gas com detetor de ionizagdo de chama

High density polyethylene, polietileno de elevada densidade
High performance liquid chromatograph, cromatégrafo liquido de
elevada eficiéncia

Hidroxivalerato

Low density polyethylene, polietileno de baixa densidade
Latent variables, variaveis latentes

Multiple linear regression analysis, analise de regressao linear
multivariada

Non-dispersive infrared, infravermelho n&o dispersivo

Nuclear magnetic resonance, ressonancia magnética nuclear
Polyphosphate-accumulating organisms, organismos acumuladores
de polifosfatos

Phosphate buffered saline (solution), solugao salina de tampao
fosfato

Polihidroxialcanoato

Poli(3-hidroxibutirato)

Poli(3-hidroxivalerato)

Padréo interno

Partial least squares, método dos minimos quadrados parciais
Coeficiente de determinagéo

Red, green and blue, modelo de cores composto por canais
vermelho, verde e azul

Sequencing batch reactor, reator descontinuo sequencial
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1. INTRODUCAO

1.1.Enquadramento do tema

Nas sociedades do inicio do século XXI, cresce a cada dia uma consciéncia ambiental cada vez
maior e mais abrangente. Assim, as instituicbes e empresas tentam adequar e otimizar os seus
produtos e processos no sentido destes serem menos prejudiciais ao meio envolvente e
ambientalmente mais sustentaveis, nunca desprezando a viabilidade econdmica. Dessas premissas
pode depender o sucesso de um produto ou de uma empresa junto do seu publico. E neste contexto
que surgem os polihidroxialcanoatos (PHA) como uma alternativa ambientalmente mais eficiente aos
plasticos de utilizagdo quotidiana. Em termos ambientais, a principal mais-valia dos PHAs face aos
plasticos convencionais é o facto de serem biodegradaveis (Johnson et al., 2009; Serafim et al., 2004;
Qu & Liu, 2009; Chua et al., 2003; Coats et al., 2011).

Os PHAs, conhecidos também como bioplasticos (Johnson et al., 2009), tém outra caracteristica
que lhes confere bastante sustentabilidade. Ao contrario dos plasticos convencionais, que s&o
produzidos a partir de derivados do petréleo, um combustivel féssil ndo renovavel causador de
grande dano ao ambiente devido a sua toxicidade e persisténcia no tempo, os polihidroxialcanoatos
sdo produzidos a partir de um recurso renovavel. Isso acontece porque sao sintetizados por
microrganismos através da degradagdo de compostos bastante ricos em percursores de PHA e
resultantes da atividade humana, agucares e acidos gordos (Johnson et al., 2009; Serafim et al,,
2004; Qu & Liu, 2009; Chua et al., 2003; Coats et al., 2007). Tais fontes de carbono poderdo provir da
agricultura ou de residuos industriais (Chua et al., 2003; Albuquerque et al., 2007), como residuos de
unidades de produgao de azeite, de melago ou de papel (Johnson et al., 2009). De facto, a produgéo
de PHA possui essa outra vantagem: pode ser concomitante aos sistemas de tratamento de efluentes
como os sistemas de tratamento de aguas residuais por lamas ativadas (Johnson et al., 2009; Chua
et al.,, 2003; Coats et al., 2011; Qu & Liu, 2009). Desta forma, é possivel aliar um tratamento de

efluentes com a produgao de um produto de valor acrescentado e de elevado valor ambiental.

Atualmente, os PHAs sao produzidos e comercializados, nao a partir de sistemas de tratamento
por lamas ativadas, mas a partir de culturas de microrganismos puras selecionadas ou recombinantes
de modo a atingir um rendimento mais elevado (Coats et al., 2007; Coats et al., 2011). Este tipo de
produgédo de PHA nao usufrui das mesmas vantagens ambientais que o referido anteriormente, uma
vez que usa substratos refinados e opera em condigbes de assepsia (Coats et al., 2011), nao

podendo, por isso, ser associado a um sistema de tratamento por lamas ativadas.

Apesar de todas as vantagens dos PHAs referidas anteriormente, ainda existem alguns
inconvenientes associados, nomeadamente no que toca aos seus custos de producgdo. Estes custos
sdo atualmente muito superiores aos custos atribuidos aos plasticos sintéticos (Johnson et al., 2009;
Qu & Liu, 2009; Serafim et al., 2004; Chua et al., 2003). Estima-se que o preco por quilograma do
PHA é de 9€ enquanto que o plastico convencional custa sensivelmente 1€ por quilograma (Serafim

et al., 2004). Para este elevado custo contribui o elevado preco dos substratos até hoje utilizados, o
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baixo rendimento de produgédo de PHA e o custo do processo de extragdo e purificagdo do polimero
do interior celular (Serafim et al., 2004; Lee, 1996; Reis et al., 2003).

Outro fator que incrementa o custo de produgdo de PHA é a morosidade e complexidade das
metodologias de quantificacdo deste polimero. Normalmente esta quantificacdo & obtida através de
técnicas cromatograficas como a cromatografia gasosa (GC) ou liquida de alta performance (HPLC).
No entanto, estas técnicas sdo morosas e tém custos elevados em relagdo a outras técnicas de
analise. Mesquita et al. (2013) provou que as técnicas de analise de imagem poderdo ser uma

alternativa viavel na quantificacdo do conteldo celular de PHA.

1.2. Objetivos

Esta tese pretende comprovar a capacidade e potencial de quantificacdo de PHA a partir do
processamento e analise de imagens provenientes de microscopia de fluorescéncia, usando a
metodologia de coloragéo Nile Blue, e de um modelo de previsdo da concentragdo de PHA, baseado
na metodologia dos minimos quadrados parciais. Para isso, comparar-se-d0 os resultados dessa

analise com uma metodologia de quantificagdo convencional, a cromatografia de gas.

Outro objetivo é estudar a produgao de PHA através da simulagdo de um sistema de tratamento
por lamas ativadas executado num reator descontinuo sequencial. Concomitantemente, pretende-se
demonstrar que este tipo de sistema nao é afetado na sua eficacia como sistema de tratamento de

aguas residuais.

1.3.Estrutura da dissertacao

Esta tese de mestrado esta estruturada em sete capitulos, nos quais se apresenta a revisao
bibliografica efetuada, se descreve o trabalho experimental realizado e se apresenta e discute os
resultados provenientes da operagado do reator e das analises efetuadas. Neste primeiro capitulo é
feito um pequeno enquadramento do tema e sdo apresentados os objetivos propostos. O conteudo

dos capitulos seguintes é descrito de seguida.

Capitulo 2. Revisao bibliografica. Na revisdo bibliogréfica é feita a apresentagédo e caracterizacao
dos polihidroxialcanoatos. Comega-se por referir alguma da sua histéria e apresenta-se as suas
metodologias de sintese. E entdo brevemente descrita a sua biossintese, as suas propriedades, bem
como algumas das suas vantagens, e explica-se o que s&o granulos intracelulares de PHA. De
seguida é feita a discussdo entre as vantagens e desvantagens da produgcdo de PHA a partir de
culturas puras ou de culturas mistas. Aproveita-se este tema para introduzir a produgdo de PHA
associada ao tratamento de efluentes. No subcapitulo seguinte, esse assunto & aprofundado.
Finalmente efetua-se uma revisdo bibliografica ao topico da determinagdo quantitativa de PHA

através de metodologias de analise de imagem.

Capitulo 3. Sec¢ao experimental. Neste capitulo é descrita e apresentada a instalagao laboratorial

utilizada para a produgédo de PHA e tratamento do efluente, a origem do inéculo e a composigdo da
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alimentagdo. O modo de operacgdo do reator, as alteragdes no seu funcionamento e a estratégia de
amostragem também s&o apresentados. No final deste capitulo sdo descritas todas as técnicas e
metodologias analiticas utilizadas no ambito desta tese, desde a analise a caréncia quimica de
oxigénio até a determinacdo da concentragdo de PHA, passando pela determinagdo dos sélidos,

entre outras.

Capitulo 4. Resultados e Discussdo. Aqui é feita a apresentagcdo e discussdo dos principais
resultados provenientes das anélises realizadas. E discutido o desempenho do reator e as principais
ocorréncias que influenciaram o mesmo, com base nos parametros fisico-quimicos determinados.
Neste capitulo também se apresentam os principais resultados da monitorizagdo da produgédo de
PHA no reator. No final é apresentada e discutida a analise estatistica efetuada através de duas
técnicas principais: analise dos componentes principais € método dos minimos quadrados parciais

multivariado.

Capitulo 5. Conclusées. Neste capitulo sdo apresentadas as principais conclusdes patentes no
capitulo anterior e sdo dadas algumas sugestdes de eventuais melhorias ou procedimentos adicionais

a adotar no futuro.

Capitulo 6. Referéncias bibliograficas. Sao apresentadas as referéncias bibliograficas usadas para

a realizagao deste trabalho experimental e para a redagao desta dissertagao.

Capitulo 7. Anexos. Apresentam-se alguns procedimentos adicionais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos (PHA) foram descobertos entre 1923 e 1927, quando o bacteridlogo
francés Lemoigne observou inclusdes no citoplasma de uma bactéria, a Azotobacter chroococcum
(Borges, 2010; Laycock et al., 2013). Essas inclusées ndo eram mais do que granulos de poli(3-
hidroxibutirato) (PHB ou P(3HB)), um dos mais abundantes, e consequentemente mais estudados,
polihidroxialcanoatos (Johnson et al., 2009; Serafim et al., 2004; Qu & Liu, 2009; Coats et al., 2011).
Outros PHAs comuns séo o poli(3-hidroxivalerato) (PHV), o poli(3-hidroxihexanoato) (PHHXx) (Serafim
et al., 2004) e o poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)) (Laycock et al., 2013).
Em 1959, a empresa W. R. Grace & Co patenteou um processo de produgdo de PHB através de
bactérias (Baptist & Ziegler, 1965) apesar das suas limitagées ao nivel da eficiéncia de produgao, da
estabilidade térmica e das tecnologias de extragdo (Laycock et al., 2013). Em 1970, a Imperial
Chemical Industries Ltd. comercializou efetivamente o P(3HB-co-3HV) sob o nome comercial de
Biopol™ (Holmes, 1985). Desde ai, a tecnologia foi vendida a Monsanto, em 1998, e depois a
Metabolix, em 2001. Recentemente, no ambito na producdo de PHA através de culturas puras de
microrganismos, tem-se apostado na sintese de copolimeros alternativos como o poli(3-

hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) (P(3HB-co-3HHXx)) sob o nome comercial de Nodax™ (Noda et
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Figura 2.1. Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos. Adaptado de (Borges, 2010).

Os PHAs (cuja estrutura geral é apresentada na Figura 2.1) sdo poliésteres de hidroxialcanoatos
sintetizados por diversos microrganismos, principalmente bactérias, como forma de acumular
reservas de energia e carbono intracelular no seu citoplasma, quando em condigdes de excesso da
fonte de carbono (Johnson et al., 2009; Qu & Liu, 2009; Changli et al., 2010; Chua & Yu, 1999; Lee,
1996; Coats et al., 2011). Algumas bactérias podem acumular de 70% a 90% do seu peso seco em
PHA (Johnson et al., 2009; Laycock et al., 2013). Estas elevadas concentracdes sdo permitidas
devido ao PHA nao alterar substancialmente o estado osmoético do citoplasma (Anderson & Dawes,
1990). Nao so bactérias produzem PHA, alids, até 2003, tinham sido descobertos mais de 300 tipos
de microrganismos com a capacidade de sintetizar este polimero (Chua et al., 2003; Coats et al.,
2011). Alguns exemplos desses microrganismos sdo o Ralstonia eutropha, o Alcaligenes latus, o
Azotobacter vinelandii, a Escherichia coli recombinante e varias estirpes de metilotréficos. Estes
microrganismos tém sido intensivamente estudados devido a sua elevada produtividade em PHA
(Lee, 1996).
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2.1.1. Sintese de PHA

Ao nivel molecular, a biossintese de PHA pode ser descrita em quatro vias metabdlicas principais.
A primeira foi bastante estudada no organismo modelo Ralstonia eutropha e envolve as enzimas B-
cetotiolase, a redutase acetoacetil-CoA dependente do NADPH e a PHA sintase (Doi, 1990; Anderson
& Dawes, 1990; Laycock et al., 2013). A fonte de carbono é inicialmente convertida em tioésteres da
coenzima A do acido (R)-hidroxialcandico. Ocorre entdo a condensagdo de dois mondémeros de
tioésteres da coenzima A, como uma molécula de acetil-CoA e outra de propionil-CoA, consoante a
fonte de carbono presente, através da catalise da B-cetotiolase. Segue-se uma redugédo da qual
resulta a (R)-3-hidroxibutiril-CoA (ou (R)-3-hidroxivaleril-CoA), catalisada pela redutase acetoacetil-
CoA, que é convertida em PHA através da agdo da PHA sintase (Lawrence et al., 2005). Na reacao
de despolimerizagdo o PHA acumulado é hidrolisado em 3-hidroxibutirato pela despolimerase e

convertido de novo em acetoacetil-CoA.

A segunda via metabdlica estda associada a captacido de acidos gordos por parte de
microrganismos. Esses acidos gordos sdo B-oxidados em acil-CoA e o percursor € entdo convertido
em 3-hidroxiacil-CoA que pode resultar em PHA através da atividade catalitica da sintase. Nesta
reacdo estdo envolvidas as enzimas redutase 3-cetoacil-CoA, uma epimerase e a (R)-enoil-CoA
hidratase. Pensa-se que a oxidase acil-CoA e a enoil-CoA hidratase também estdo envolvidas
(Laycock et al., 2013).

A terceira via metabolica ndo é mais que a conversao dos substratos em 3-hydroxiacil-ACP do
qual depois pode resultar a 3-hidroxiacil-CoA e consequentemente PHA. Este caminho é realizado
por acdo da transferase 3-hidroxiacil-ACP-CoA e pela malonil-CoA-ACP transcilase (Laycock et al.,
2013).

A quarta via metabdlica envolve a oxidagao da (S)-(+)-3-hidroxibutiril-CoA através da redutase
acetoacetil-CoA dependente do NADPH. Existem outras vias metabdlicas que estdo associadas a
sintese de outros copolimeros. Por exemplo, a quinta e a sétima vias metabdlicas estao referenciadas

na sintese do poli(4-hidroxibutirato) (Laycock et al., 2013).

A regulacdo do metabolismo do PHA pode ocorrer a diferentes niveis: na ativacdo da expressao
génica devido a condicdes externas especificas, como a falta de algum nutriente; na regulagcéo das
enzimas que sintetizam o PHA por parte de metabolitos ou determinados componentes celulares; na
inibicdo por parte de enzimas provenientes de vias metabdlicas competidoras, o que resulta no
aumento dos metabolitos intermédios necessarios a sintese do PHA; ou na combinagdo dos
anteriores (Kessler & Witholt, 1998).

Na Figura 2.2 estda representada uma visdo global e simplificada da sintese dos
polihidroxialcanoatos, que vai da sua polimerizagdo catalisada por enzimas até ao fabrico de

utensilios formados a partir de PHA.
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Figura 2.2. Sintese e utilizagdo de PHA. A — Reacgdo de polimerizagdo. B — Granulo de PHA com as
proteinas associadas. C — Formas a e B de uma cadeia de PHB. F — Estrutura polimérica semi-
cristalina. E — Imagem de microscopia de for¢a atémica (AFM) de um filme de PHBV. D — Produtos
concebidos com bioplastico. Adaptado de (Laycock et al., 2013).

2.1.2. Propriedades

Os PHAs tém propriedades mecanicas semelhantes as do polipropileno e polietileno (Qu & Liu,
2009; Mesquita et al., 2013), nomeadamente no que toca a temperatura de fusdo e a sua elevada
cristalinidade, que pode ir dos 55% aos 80% (Coats et al., 2007; Coats et al., 2011; Laycock et al.,
2013; Reis et al., 2003). Outras propriedades mecanicas interessantes dos PHAs é o facto de serem
termoplasticos (Serafim et al., 2004; Coats et al., 2011) e terem propriedades elastomeras (Johnson
et al., 2009; Laycock et al., 2013). No entanto, a sua caracteristica mais interessante e mais
diferenciadora enquanto polimero é a sua completa biodegradabilidade. Por serem um produto
proveniente do metabolismo celular, as bactérias tém grande facilidade em degrada-lo em compostos
mais simples. Estes polimeros sdo também piezoelétricos, oticamente ativos (Holmes, 1985),
hidrofébicos e insoluveis em agua (Laycock et al., 2013). Os PHAs sdo menos passiveis de serem
degradados pelos raios UV do que o polipropileno ainda que tenham menor resisténcia a solventes
(Laycock et al., 2013). Além disso podem ser usados na industria alimentar e biomédica uma vez que
sd0 nao toéxicos e sdo biocompativeis (Johnson et al., 2009; Borges, 2010; Coats et al., 2011). Mais
especificamente, estes poliésteres podem ser usados como fonte de centros quirais para a sintese de
alguns antibiéticos, no sistema de libertagdo controlada de farmacos ou em aplicagdes na reposi¢cao
de osso (Brandl et al., 1990; Doi, 1990). As suas aplicacées também se estendem a utilizacdo no

fabrico de utensilios (ver Figura 2.3) e peliculas biodegradaveis (Coats et al., 2011). Na sua forma
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menos refinada, os PHAs poderdo ser potencialmente incorporados na producdo de compdsitos de

fibra de madeira e termoplasticos.

Apesar das suas ja favoraveis propriedades, € ainda
possivel melhorar as suas capacidades poliméricas
através de uma reagéo de copolimerizagdo do PHB com
o PHV. Esta reagdo resulta num composto de
melhorada ductilidade, resisténcia ao impacto e
flexibilidade, e diminui a sua temperatura de fusao e de
transicdo vitrea (Coats et al., 2007; Coats et al., 2011;
Borges, 2010; Laycock et al, 2013) sem afetar a

temperatura de degradacdo, o que permite melhores

Wi

condi¢des de processamento (Reis et al., 2003). Alids, 0 Figura 2.3. Utensilios de casa de banho

fabricados em PolyOne, um composto

baseado em PHBV. Retirado de (PolyOne,
€ um dos fatores com relevancia nas propriedades 2008).

tipo de mondmeros presentes na estrutura do polimero

finais do PHA. Por exemplo, o poli(3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)), um copolimero
constituido pelo mondémero apresentado na Figura 2.4, dependendo do seu conteddo em
hidroxivalerato (HV), pode ter propriedades diferentes. Com 10% de HV, as propriedades do P(3HB-
co-3HV) assemelham-se as do polietileno de elevada densidade (HDPE). Ja se essa percentagem

atingir os 20%, o copolimero tende a aproximar-se do polietileno de baixa densidade (LDPE).

Outras metodologias para aperfeigoar as capacidades mecanicas dos PHAs s&do a adigdo de
aditivos ou a mistura com outros materiais poliméricos. Esta ultima melhoria pode até aumentar a
eficiéncia econémica do processo de produgédo e é relativamente facil de adotar (Laycock et al.,
2013).

R 0 R’ 0
1 Ded, o[, |  “cH, o~

Figura 2.4. Estrutura do monémero do (P(3HB-co-3HV)). R: metilo; R’: etilo (Borges, 2010).

*

A distribuicdo do peso molecular € também responsavel por algumas das propriedades finais do
PHA (Laycock et al., 2013; Reis et al., 2003). As propriedades mecanicas degradam-se quando o
peso molecular médio & inferior a 0,4x10° Da (Cox, 1995) e em aplicagbes termoplasticas esse valor
devera ser superior a ~0,6x10° Da (Luzier, 1992). Este par&metro podera ser controlado ja que é
sabido que diferentes bactérias sintetizam polimeros P(3HB) de diferentes pesos moleculares (Dionisi
et al., 2005) e que o PHA produzido por microrganismos tem um peso molecular muito mais elevado

que o PHA sintetizado quimicamente (Chen, 2010).
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Na estimulagdo da produgdo de PHA, a escolha da composi¢do da alimentagédo fornecida as
culturas mistas tem consequéncias na composigdgo do PHA acumulado pelos microrganismos
(Laycock et al., 2013; Dionisi et al., 2004; Oehmen et al., 2007). Por exemplo, ha registos que
diferentes razdes entre as concentragdes de acetato e propionato na alimentagcdo inferem na
quantidade de mondmero hidroxivalerato no copolimero P(3HB-co-3HV), podendo ir dos 17% aos
85% em percentagem molar (Lemos et al., 2006; Takabatake et al., 2000). Ja as culturas puras
precisam de grandes quantidades de outros substratos, em conjunto com a principal fonte de
carbono, para produzirem pequenas fragbes de mondémeros que nao o principal. Isto podera dever-se
a diversidade de microrganismos existentes nas culturas mistas (Laycock et al., 2013). Os acidos
gordos volateis, como os acetatos, os propionatos ou os butiratos, sdo as fontes de carbono mais
comummente utilizadas quando se pretende produzir PHA uma vez que sao rapidamente

armazenados como polimeros de reserva por partes das culturas mistas (Laycock et al., 2013).

Mesmo dentro das culturas mistas, diferentes composi¢cées da populagdo microbiana podem ter
influéncia direta na composigdo de PHA armazenado. E o caso dos organismos acumuladores de
polifosfatos (PAOs), usados nos sistemas bioldgicos de remogdo aumentada de fosforo (EBPR). Se a
alimentagéo for constituida por propionato, os PAOs armazenam muito pouco PHB e uma grande
percentagem de poli-B-hidroxi-2-metilvalerato (PH2MV, um isémero do PHV), dado que o propionil-
CoA, produto da metabolizagdo do propionato, condensa seletivamente formando PH2MV. Essa
condensagao pode ainda ser aleatdria, resultando na produgdo de uma grande fragdo de PH2MV e
PHB e numa menor quantidade de PHV (Oehmen et al., 2007).

2.1.3. Granulos de PHA

No interior no citoplasma celular, os polihidroxialcanoatos sio sintetizados sob a forma de
inclusdes insollveis denominadas granulos de PHA, visiveis na Figura 2.5. Estes granulos foram
observados pela primeira vez por Beijerinck em 1888 (Laycock et al., 2013). Esta estrutura tem um
nucleo amorfo constituido por poliésteres de hidroxialcanoatos (PHA). Com a utilizagdo de um
microscopio eletrénico, é possivel observar a superficie dos granulos uma fina monocamada, que
podera ir dos 3 nm aos 14 nm de espessura, constituida por fosfolipidos e com proteinas
incorporadas (Grage et al., 2009; Jendrossek et al., 2007; Mayer & Hoppert, 1997), como esta

representado na Figura 2.2 — B.
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Figura 2.5. Micrografia em microscopia eletrénica de transmissdo de uma secgédo celular da
Azotobacter chroococcum tratada com acido fenilacético, onde s&o visiveis os granulos de PHA.
Retirada de (Nuti et al., 1972).

Uma das mais abundantes proteinas na superficie dos granulos € a proteina PhaP, que pode
cobrir entre 14% e 54 % da superficie do granulo (Neumann et al., 2001; Tian et al., 2005). Esta
proteina tem uma fungao regulatéria, sendo a sua expressao induzida pelos niveis de acumulagao de
PHA (Tian et al., 2005). Tém a capacidade de controlar a quantidade (York et al., 2001), o tamanho e
até o numero de granulos de tal forma que, na auséncia destas proteinas, o PHA é acumulado sob a
forma de um unico granulo de grandes dimensdes (Wieczorek et al., 1995). Pelo contrario, caso a
concentragao da proteina PhaP seja elevada, resultara dai a formagdo de um maior nimero de
granulos de menor volume (Potter et al., 2002). Esta capacidade de regulagdo é fornecida pelas suas
propriedades quimicas. As proteinas PhaP sao anfifilicas, sendo que a sua parte hidrofébica
encontra-se em contacto com o PHA, enquanto a sua parte hidrofilica € exposta ao citoplasma (Potter
& Steinbuchel, 2005). Quando as condi¢des para a acumulacdo de polihidroxialcanoatos ndo séo as
melhores, as proteinas PhaP ligam-se as PHA sintases, outra das proteinas que constitui a superficie
dos granulos. Chegando ao maximo de conteudo celular de PHA (90% do peso seco celular),
mostrou-se que a concentragdo de PHA sintases continua elevada, pelo que é provavel que o
constrangimento fisico seja também um dos fatores que condicionam a acumulagédo deste polimero
(McCool et al., 1996).
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2.2.Producao de PHA: culturas puras versus culturas mistas

A producéo biolégica de PHA pode ser efetuada através de dois tipos de biomassa: culturas
puras ou culturas mistas de microrganismos. A produgao através de culturas puras compreende dois
processos descontinuos de produgao. No primeiro € introduzido um inéculo de uma estirpe de um
microrganismo, normalmente uma bactéria, numa solugéo estéril composta por uma fonte de carbono
adequada e por outros macronutrientes e micronutrientes metalicos. Numa segunda etapa, um dos
macronutrientes essenciais, como o azoto, o fosforo ou o oxigénio, & propositadamente limitado, o
que estimula a acumulagdo de polimeros de reserva como o PHA. As propriedades do polimero
produzido irdo depender da composicao da fonte de carbono proveniente da alimentagao durante a
acumulagao, das vias metabdlicas utilizadas pela bactéria na conversdo e das especificagcbes do

substrato em relagdo as enzimas envolvidas (Byrom, 1994).

A producédo de PHA por culturas mistas tem atraido muita atengdo devido as suas vantagens face
as culturas puras. A producgado de PHA a partir de culturas puras, baseadas apenas numa estirpe de
microrganismo, €, em regra, muito cara uma vez que tém que se assegurar determinados requisitos
para o bom funcionamento do processo. Para a sintese de compostos de acumulagdo de carbono, as
culturas puras necessitam de alimentagbes bem definidas e de rigorosas condigbes de assepsia
(Johnson et al., 2009; Qu & Liu, 2009; Coats et al., 2007). E fundamental que ndo haja
contaminagbes do meio fermentativo que ponham em causa o processo produtivo. Para assegurar
tais condi¢cdes sao exigidas elevadas quantidades de substrato altamente refinado, equipamento que
assegure as condigdes de assepsia (por norma equipamento dispendioso) e elevado consumo de
energia para assegurar as condi¢des otimas de temperatura para um microrganismo especifico (Qu &
Liu, 2009). Como se pode verificar na Tabela 2.1, os substratos utilizados para culturas puras séo
essencialmente agucares (glucose e sucrose) e acidos gordos, com um processo de refinamento de
custo elevado. Em relagao a fonte de carbono existe ainda outra condicionante, derivada do facto de
atualmente estarem a ser usadas, para produgéo e posterior comercializagdo de PHA, correntes de
alimentagdo baseadas em substratos refinados provenientes de produtos agricolas (Coats et al.,
2011). O milho e o d6leo de soja (Tabela 2.1) sdo dois exemplos que motivam preocupacdes
semelhantes ao uso de produtos alimentares para produgao de biocombustiveis. O uso de colheitas
de produtos essenciais para a alimentagdo humana na produgdo de bioplasticos resulta em
problemas a longo prazo, ja que aumenta o valor desses produtos nos mercados e direciona a
produgao para outras industrias que nao a alimentar. Todos estes fatores fazem com que a produgao
em larga escala de PHAs a partir destas culturas seja economicamente inviavel, principalmente face

aos custos de producédo dos plasticos convencionais.
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Tabela 2.1. Conteudo maximo atingido de PHB, em percentagem do peso seco celular, em varios
estudos realizados para diversos microrganismos e fontes de carbono. Adaptado de (Qu & Liu, 2009).

Cultura de

PHA ou

microrganismos Fonte de carbono Processo PHB (%) Referéncia
A. latus Sucrose Limitacdo de azoto 50 (Yamane et al., 1996)
A. eutrophus Glucose Limitacéo de fésforo 82 (Ryu et al., 1997)
R. eutropha Acidos gordos volateis Limitacdo de azoto 60 (Du & Yu, 2002)
R. eutropha Oleo de soja Sem limitagédo 57 (Taguchi et al., 2003)
recombinante
E. coli recombinante Glucose Sem limitagédo 77 (Wang & Lee, 1997)
Lamas ativadas Acetato Limitacdo de azoto 78 (Lemos et al., 2006)
Lamas ativadas Acetato Limitacdo de azoto 89 (Johnson et al., 2009)
Lamas ativadas Acetato Limitagdo de acetato 68
(Serafim et al., 2004)
Alimentagdo em 3
Lamas ativadas Acetato pulsos, limitagao de 79
azoto
Lamas ativadas Acetato Sem limitagédo 64 (Qu & Liu, 2009)
Lamas ativadas Acetato Limitagdo de oxigénio 62 (Satoh et al., 1998)
Lamas ativadas Acidos gordos volateis Sem limitagdo 50 (Dionisi et al., 2004)
Lamas ativadas Aguas residuais Sem limitagéo 30 (Chua & Yu, 1999)
enriquecidas com acetato
Aguas residuais da Limitagéo de varios
Lamas ativadas industria do papel tag 85
- . nutrientes
enriquecidas com metanol
: Aguas residuais Limitagdo de varios (Coats et al., 2007)
Lamas ativadas provenientes de : 53
N nutrientes
tratamento primario
Lamas ativadas quas .reS|due_1|s Fia L|m|.tagao de varios 10
industria do biodiesel nutrientes
Lamas ativadas Melaco previamente Alimentagao em 58 (Oehmen et al., 2014)
fermentado pulsos, sem limitagéo
Lamas ativadas (PAOs) Acetato Sem limitagéo 87 (Carv;(l)t(m)(;)et al.
Lamas ativadas (PAOs Lo . (Oehmen et al.,
ou GAOS) Acetato Sem limitagao 55 2005a)

*percentagem de PH2MV.

Dentro das culturas puras destacam-se ainda as culturas com microrganismos geneticamente

modificados. Este tipo de microrganismos tem rendimentos de produgéo elevados, superiores aos

das estirpes selvagens. Algumas bactérias recombinantes, por exemplo de E. coli, conseguem

produzir cerca de 100 g/L de PHA em 40 horas (Johnson et al., 2009). No entanto, este tipo de

microrganismos, até prova em contrario, tem as mesmas limitagdes que as culturas puras, com o
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inconveniente adicional da necessidade de haver um grande investimento em investigagdo e

desenvolvimento para o processo ser otimizado.

A sintese de polihidroxialcanoatos por culturas mistas foi observada pela primeira vez numa
unidade de tratamento aguas residuais em 1974 quando se detetaram heteropolimeros de PHA em
extratos de cloroférmio provenientes de lamas ativadas (Laycock et al., 2013). As culturas mistas,
constituidas por uma variedade ndo controlada de microrganismos (como bactérias, fungos,
protozoarios, etc.), parecem ser a alternativa de futuro no que toca a producédo de PHA. Ao contrario
das culturas puras, as culturas mistas ndo necessitam de rigorosas condigbes de assepsia e 0s
substratos utilizados podem ser menos refinados que os acidos gordos volateis sintéticos,
englobando residuos organicos, e sendo portanto menos dispendiosos ou até gratuitos (Qu & Liu,
2009; Coats et al., 2011; Laycock et al., 2013; Reis et al., 2003). Alias tem sido bastante estudada a
aplicagéo da produgéo de PHA ao processo de tratamento de aguas residuais por lamas ativadas (Qu
& Liu, 2009; Satoh et al., 1998), até porque muitas das correntes com aguas residuais sao ricas em
percursores de PHA, como acetatos, azoto e fésforo (Coats et al., 2011). A ideia de produzir PHA
através de lamas ativadas surgiu em resultado de o PHA ser um produto metabdlico intermédio nesse
processo. De facto, os polihidroxialcanoatos sdo um dos mais importantes componentes de
armazenamento de carbono, especialmente no processo aerobio por lamas ativadas (Chua et al.,
2003; Tchobanoglous et al., 2003). Existe também, neste momento, um vasto conhecimento e
abrangéncia de aplicagdo destas culturas mistas ja que tém sido aplicadas, para além do tratamento

de efluentes, na producao de bioenergia e na biometalurgia.

Em relagédo ao rendimento de produgéo, no inicio, quando se implementou o processo de lamas
ativadas a producgdo de PHA, verificou-se que a capacidade de produgédo e armazenamento do PHA
era inferior a das culturas puras (Reis et al., 2003). No entanto, esse hiato entre os dois processos
comega a desaparecer, com alguns estudos recentes que ddo um conteudo celular em PHB de 89%
em peso seco (ver Tabela 2.1). Apesar da diferenga de rendimento, existem ja alguns estudos que
confirmam a viabilidade econémica do processo de produgdo de PHA por culturas mistas, aliado ao
tratamento de aguas residuais, face ao processo de produgdo por culturas puras (Gurieff & Lant,
2007). Este artigo refere inclusivamente que existem vantagens econdmicas no processo de
producdo de PHA por culturas mistas relativamente a producdo de biogas (por metanogénese
anaerébia) para o tratamento de um mesmo efluente. Outro estudo de projeto e de avaliagédo
econdmica (Meeters, 1998) mostrou que € possivel reduzir o custo dos PHA para 4€/kg através da
produgcdo de PHB e PHV a partir de residuos organicos. Apesar de todas estas vantagens, ainda
existem duvidas quanto a competitividade econdémica dos PHAs em relagdo aos plasticos
convencionais. Deste modo, torna-se necessario otimizar o processo com uma dada fonte de carbono

para que se torne economicamente viavel.

Existem ainda outros métodos de producdo de polihidroxialcanoatos que nao através do
metabolismo quimioorganoheterotréfico de culturas de microrganismos. Em 1992, demonstrou-se que
era viavel a produgdo deste polimero através de um sistema autotréfico baseado em plantas
geneticamente modificadas (Poirier et al., 1992). Usando uma planta geneticamente modificada do

género Arabidopsis, foi possivel obter a expressdo da redutase da acetoacetil-CoA e
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consequentemente a sintese de PHA pela bactéria Ralstonia eutropha. Este mecanismo também tem
sido desenvolvido noutras plantas geneticamente modificadas, como a planta do tabaco (Nicotiana
tabacum) (Bohmert-Tatarev et al., 2011), a erva Panicum virgatum (Somleva et al., 2008) ou em
microalgas (Hempel et al.,, 2011). Quimicamente, também & possivel sintetizar PHA através
propiolactonas usando, por exemplo, catalisadores de aluminio ou de zinco com a dgua como co-
catalisador. No entanto, este processo ndo é economicamente viavel em producgéo de larga escala e

envolve o uso de reagentes toxicos (Laycock et al., 2013).

2.3.Producao de PHA a partir de processos de tratamento de efluentes

A producao de PHA combinada com um processo de tratamento de efluentes ganha uma nova
dimenséo pelo facto de se poder aliar um dever social e ambiental necessario para reduzir a pegada
ecoldgica antropogénica a producdo de um produto de valor acrescentado. E neste contexto que foi
proposto (Majone et al., 1999) um processo produgédo de polihidroxialcanoatos a partir de residuos
organicos que envolve trés fases, uma anaerdbica e as outras aerdbicas (Figura 2.6). A primeira
etapa (anaerdbica) passa por uma fermentagdo acidogénica, que tem o objetivo de converter um
residuo biodegradavel numa mistura constituida por acetatos e outros acidos gordos volateis. Estes
compostos, utilizados como alimentagdo, mostraram ser adequados para o armazenamento de PHA
em culturas mistas (Dionisi et al., 2004; Johnson et al., 2009; Serafim et al., 2004). Na segunda fase,
0 processo em aerobiose é operado com uma carga organica média a elevada através de uma
alimentagdo faseada, num reator sequencial descontinuo (SBR). O objetivo & proporcionar as
condigdes para o crescimento de biomassa com capacidade de armazenar PHA. Nesta segunda fase,
este tipo de condigdes propicia uma das metodologias de alimentagao ao reator mais utilizadas para
promover a produgédo de PHA, a alimentagéo dindmica aerdbia (ADE). A cultura de microrganismos é
submetida a varios ciclos aerébios feast/famine (abundancia/esgotamento), que consequentemente
induz uma pressdo ecolégica seletiva favorecendo organismos com elevada capacidade de
armazenar PHA (Laycock et al., 2013; Dionisi et al., 2004). No estagio feast (que se traduz por
abundancia), o meio de crescimento é bastante rico em carbono, o que leva os microrganismos a
acumular reservas sobe a forma de inclusdes poliméricas. Ja durante a fase famine (que se traduz
por esgotamento ou escassez), o carbono existente esgota-se e apenas a comunidade microbiana
que acumulou polimeros de reserva consegue continuar a crescer. A terceira e Ultima etapa do
processo de produgdo de PHA envolve um consideravel aumento da carga orgénica com o objetivo
de maximizar o contetudo de PHA. Por fim, as lamas ricas em polihidroxialcanoatos seguem para um

processo de extracdo e purificagcao a jusante com o objetivo de isolar o bioplastico.

Outro método de producdo de PHA, a partir de culturas mistas, utiliza uma abordagem
semelhante ao processo de produgdo de PHA com culturas puras (Punrattanasin, 2001). Este
processo consiste numa fase de crescimento da biomassa seguida de um periodo de limitagdo de um
outro macronutriente que nao o carbono, como, o azoto e/ou o fésforo. Vérios estudos (Punrattanasin,

2001; Coats et al., 2007) conseguiram, a partir deste método, produzir PHA com sucesso.
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Figura 2.6. Diagrama do processo de produgao de PHA a partir de residuos organicos. As setas com
contorno solido referem-se a fluxos de substrato enquanto as com contorno tracejado referem-se a
fluxos de biomassa. Adaptado de (Dionisi et al., 2004).

2.4.Determinacgao quantitativa de PHA através de analise de imagem

Até a data de realizagao desta tese, poucos trabalhos publicados exploraram técnicas de analise
de imagem com o objetivo de prever ou determinar a concentragdo de PHA em culturas mistas.
Existem algumas publicagdes que utilizam tais técnicas para efetuar determinagdes qualitativas (Ostle
& Holt, 1982; Johnson et al., 2009; Carvalho et al., 2007) ou para estudar aspetos da morfologia da
biomassa no licor misto (Jenné et al., 2007; Da Motta et al., 2001; Amaral et al., 2013), mas séo
poucas as que se focam na determinagéo quantitativa deste polimero de reserva no conteudo celular.
Uma das técnicas comuns, ndo s6 de quantificagdo do PHA, mas também da identificagao dos seus
constituintes e respetivas estruturas quimicas, é a ressonancia magnética nuclear (NMR) (Oehmen et
al., 2005b). Porém, o principal método de determinacado quantitativa dos polihidroxialcanoatos, devido
a sua maior exatidao face 8 NMR (Oehmen et al., 2005b), quer em culturas mistas quer em culturas
puras, parecem ser, quase exclusivamente, as técnicas cromatograficas, nomeadamente a
cromatografia de géas-liquido (GLC) (Chua et al., 2003; Coats et al., 2011; Dionisi et al., 2004;
Johnson et al., 2009; Lemos et al., 2006; Qu & Liu, 2009; Ryu et al., 1997; Serafim et al., 2004; Wang
& Lee, 1997; Yamane et al.,, 1996). Esta técnica analitica, apesar de muito fiavel e rigorosa, é
bastante morosa e dispendiosa, para além de ndo poder ser implementada na linha de producgéo (on-
line) (Mesquita et al., 2013). Estes fatores contribuem para que a sua aplicagdo massificada seja

inviavel ao nivel industrial. Assim, torna-se necessario o estudo e desenvolvimento de outras técnicas
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mais expeditas, econdmicas e nao invasivas, sem ceder demasiado no rigor € na qualidade dos

resultados experimentais.

E neste contexto que surge a ideia de aplicar metodologias de analise de imagem acoplados a
técnicas de microscopia para determinar a concentracdo de PHA no conteudo celular numa dada
amostra de licor misto. Neste sentido duas possibilidades distintas poderiam ser abordadas,
nomeadamente a utilizacdo de coloragdes classicas em microscopia de campo claro ou a utilizagao
de fluorocromos em microscopia de fluorescéncia. Esta ultima possui a vantagem de, teoricamente,
se poder obter imagens com menor interferéncia dos agregados microbianos na visualizagdo dos
granulos de PHA. Assim, esta analise incidiu na utilizagdo de uma metodologia de coloragdo com o
fluorocromo Nile Blue para a visualizagdo de granulos de PHA, que fluorescem a um comprimento de
onda compreendido entre 625 nm a 675 nm, correspondente ao espectro de cor vermelha (Mesquita
et al., 2013). Para a correta determinagao da concentracdo de PHA foi efetuada a assungao de que,
dentro de certos limites, a intensidade de fluorescéncia aumenta diretamente com a concentracao de

polimero presente na amostra (Ostle & Holt, 1982).

Mesquita et al. (2013) mostrou que a utilizagdo de técnicas de analise de imagem, acopladas a
microscopia de fluorescéncia e coloracdo Nile Blue, € uma técnica promissora. A metodologia
utilizada baseou-se na identificagdo e quantificagdo dos granulos de PHA, pela obtencdo das suas
areas projetadas e intensidades de fluorescéncia. Posteriormente os dados obtidos por esta
metodologia foram processados por técnicas de estatistica multivariavel de modo a prever a
concentragao do PHA intracelular. Assim, foi utilizado o método dos minimos quadrados parciais,
tendo sido obtidos coeficientes de correlagdo maximos de 0,64, 0,42 e 0,65 entre os valores preditos
e observados para a concentracdo de PHB, PHV e PHA, respetivamente. Estes coeficientes de
correlagdo foram determinados analisando os valores obtidos a partir das amostras retiradas quer na
fase aerdbica quer na anaerébica (Mesquita et al., 2013). Apesar dos coeficientes de correlacao
serem pouco satisfatérios, refira-se ser este apenas o primeiro trabalho do género e os autores
apontarem algumas modificagbes para melhorar a robustez e a capacidade de previsdo do método de
analise, nomeadamente otimizando a metodologia de coloragcédo e trabalhando com uma base de

dados mais ampla (Mesquita et al., 2013).
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3. SECGCAO EXPERIMENTAL

3.1.Instalagcao laboratorial

A instalagdo laboratorial utilizada para produzir polihidroxialcanoatos baseia-se num reator
sequencial por partidas (SBR — sequencing batch reactor) contendo uma suspenséo celular. O reator
utilizado (Figura 3.1 - 1) € uma estrutura cilindrica de 17 cm de didmetro construida em acrilico com
um volume de cerca de 6 L. No presente trabalho experimental o volume util foi normalmente de 3,8
L. Este reator esta equipado com uma camisa de aquecimento e com um sistema de borbulhamento
ligado a uma bomba de vacuo (VWR International, LLC, E.U.A.) (Figura 3.1 - 6), que permite o
arejamento forgcado e a mistura da suspensido. Uma solugdo de nutrientes foi alimentada ao reator
(Figura 3.1 - 9) por meio de uma bomba peristaltica (modelo Minipuls Evolution, Gilson, Inc., E.U.A.)
(Figura 3.1 - 8). No final da fase de sedimentagdo, o sobrenadante resultante de cada ciclo é
descarregado por gravidade através de uma electrovalvula (Blirkert Fluid Control Systems, Alemanha)
(Figura 3.1 - 4) sendo recolhido para posterior analise. A medi¢do do pH do licor misto é feita através
de uma sonda de pH (modelo Blueline 18 pH, Schott, Alemanha) (Figura 3.1 - 3). A temperatura foi
medida com um termémetro de mercurio. As amostras do reator foram retiradas com o auxilio de uma
seringa com 100 mL de capacidade. Um conjunto de temporizadores permitia controlar o ciclo de

funcionamento do SBR, atuando sobre as bombas de arejamento e de alimentacao e a eletrovalvula.
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Figura 3.1. Instalacédo laboratorial. 1 — Reator cilindrico em arejamento; 2 — Dispersor de ar; 3 —
Sensor de pH; 4 — Eletrovalvula que permite a libertagdo do sobrenadante; 5 — Tubo que conduz a
alimentacao até ao reator; 6 — Bomba de ar; 7 — Mangueira que conduz o sobrenadante do reator até
ao recipiente de recolha (ndo apresentado na figura); 8 — Bomba peristaltica que introduz a
alimentagao no reator; 9 — Alimentagao.
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3.2.Inéculo e alimentagao

O indculo utilizado no inicio da operacgao foi uma suspensao de 260 mL de licor misto proveniente

de um reator onde ja havia acumulagado de PHA, em operagéo na Universidade Nova de Lisboa.

A alimentacéo introduzida no reator foi um meio nutritivo complexo, composto essencialmente por
acetato de sédio cuja composigdo, apresentada na Tabela 3.1, ndo foi alterada durante toda a
operagao do reator. A solugao de micronutrientes, adicionada a alimentagdo com uma concentragao
de 2 mL/L, possuia a composi¢do apresentada na Tabela 3.2. Este tipo de meio ja foi utilizado com
sucesso na producao de polihidroxialcanoatos em diversos estudos (Dias, 2008; Lemos et al., 2006;
Serafim et al., 2004). No entanto, para este trabalho experimental, alterou-se o procedimento, ndo se
tendo controlado o pH da solugao no valor de 7,2, dado que alguma bibliografia também o fizera com
resultados semelhantes (Bengtsson, 2009). Esta solugdo pretende também simular um efluente

liquido no sentido de ser tratado em termos de remogao de carbono, azoto e carga organica.

Tabela 3.1. Composi¢do do meio nutritivo que constitui a alimentagdo para 1 L de solugao.

Reagente Foérmula quimica Massa (g) ou Gral,’ (.ie pu:'eza Laboratoério
volume (mL) minimo (%)
Acetato de sodio tri-hidratado CH3COONa.3H,0 4,000 100,00 VWR BDH
Prolabo
Sulfato de magnésio hepta-
hidratado MgS04.7H,0 0,600 99,50 Merck
Cloreto de aménio NH4CI 0,160 99,00 Himedia
EDTA C1oH14N20gNaz.2H,0 0,100 99,50 Himedia
Hidrogenofosfato de di- K:HPO, 0,092 99,00 Panreac
potassio anidro
Di-hidrogenofosfato de KH2PO4 0,045 99,50 Merck
potassio
Cloreto de calcio di-hidratado CaCl,.2H,0 0,070 99,00 Panreac
. . VWR BDH
Tioureia CH4N2S 0,010 99,00 Prolabo
Solugdo de micronutrientes 2,00 mL

A concentragao desta solugao é de aproximadamente 30 mmol C/L e 1,4 mmol N/L, pelo que a
razao C/N é de 21,43 mol/mol. Com esta composicao, a alimentagao apresenta um valor tedrico de
caréncia quimica de oxigénio de aproximadamente 1773 mg O,/L e uma concentracdo tedrica em
carbono total (TC) e em azoto total (TN) de 740 mg TC/L e 53 mg TN/L, respetivamente. A
concentracao de tioureia (10 mg/L) utilizada nesta solugdo pretende evitar fendmenos de nitrificagdo
no reator (Serafim et al., 2004; Lemos et al., 2006; Carvalho et al., 2007).
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Tabela 3.2. Composi¢cdo massica da solugao de micronutrientes para 1 L de solugao.

Grau de pureza

Reagente Formula quimica Massa (g) Laboratério

minimo (%)
Cloreto ?I?dt'zrtg)dg”) hexa- FeCl;.6H,0 1,500 * Panreac
Acido bérico H3BO3 0,150 99,50 Pronalab
Cloreto de cobalto ([l) hexa- CoCl2.6H;0 0,150 98,00 Panreac
idratado
Cloreto de r:?:rr;%:g(?s (Il) tetra- MnCly.4H,0 0,120 100,07 nglaBbEc))H
S“'fatoh‘fgr;iggg hepta- ZnS04.7H;0 0,120 99,50 Vg’:, j)g”
M°"bdﬁit§r:; jg’dio di- NazMoO4.2H,0 0,060 99,50 Merck
Sulfato de cobre (Il) penta- CuS04.5H;0 0,030 99,00 Panreac
idratado
lodeto de potassio Kl 0,030 99,50 VggaBb%H

Legenda: (*) Dados nao disponiveis.

3.3.Modo de operacao do reator

A operagao do reator foi realizada nas instalagbes do Departamento de Engenharia Quimica e
Biologica desde o dia 20 de Novembro de 2012, as 11 horas, até ao dia 26 de Agosto de 2013, as 12

horas e 30 minutos, perfazendo, assim, mais de 6400 horas de operagéo.

O periodo de operacgao foi dividido em fases de acordo com o modo de funcionamento pretendido

para o SBR, cuja explicacédo se apresenta de seguida:

Fase A1: esta fase comecou no dia 20 de Novembro de 2012, as 11 horas, e terminou no dia 28
de Novembro, as 6 horas. Foi marcada pelo comego de operagéo e pela ambientagao do indculo ao
regime de operagdo. O principal objetivo desta fase foi o incremento da concentragcdo de biomassa
dentro do reator e a sua adequacgéo as condigdes envolventes. Nesta fase ndo se efetuou o controlo
do pH e da temperatura. O tempo de retengéo hidraulico desta fase foi de 3,8 dia. A Figura 3.2

apresenta um diagrama de Gantt representativo da operagao diaria na fase A1.
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Tempo de duragao (h)

Alimentagéao (10:45-11:00)

Arejamento (11:00-07:00) 20,00

Sedimentacgao (07:00-10:15) 3,25

Descarga (10:15-10:45)

Figura 3.2. Diagrama de Gantt representativo do modo de funcionamento do reator na fase A1.

Fase A2: esta fase comecgou no dia 28 de Novembro de 2012, as 6 horas, e terminou no dia 8 de
Janeiro de 2013, as 10 horas e 45 minutos. O principal objetivo desta fase era aumentar a
concentragdo em solidos no licor misto, uma vez que ainda nao se tinha atingido o valor pretendido
de aproximadamente 3 g SST/L. Esta concentracdo de sélidos suspensos totais encontra-se na gama
de valores recomendados para tanques de arejamento em regime SBR (Gerardi, 2010) e permite
assim uma maior concentracdo de PHA. Relativamente a fase anterior, aumentou-se o tempo de
sedimentagdo em uma hora (como se pode verificar na Figura 3.3), retirada ao tempo de arejamento,
com vista a melhorar o processo de sedimentagado e evitar que o sobrenadante retirado do reator
apresentasse alguma biomassa, como estava a ocorrer numa grande parte dos ciclos anteriores a

esta fase, obtendo-se, assim, um clarificado de maior qualidade.

Tempo de duragéo (h)

Alimentacgao (10:45-11:00)

Arejamento (11:00-06:00) 19,00

Sedimentacgao (06:00-10:15) 4,25

Descarga (10:15-10:45)

Figura 3.3. Diagrama de Gantt representativo do modo de funcionamento do reator na fase A2.

Fase B1: esta fase teve inicio no dia 8 de Janeiro de 2013; as 10 horas e 45 minutos, e foi
cessada no dia 4 de Fevereiro, as 14 horas e 30 minutos. Tendo-se considerado que a concentragao
de biomassa no reator ja era satisfatoria, procedeu-se a uma significativa mudancga na rotina diaria do
reator, passando-se a operar em dois ciclos diarios em vez de apenas um. O objetivo era aumentar a
exposicao do sistema ao regime feast/famine e assim fomentar a produgédo de polihidroxialcanoatos
para cumprir 0os objetivos inicialmente estabelecidos neste trabalho experimental. Na Figura 3.4,
pode-se constatar que, por dia, passaram a existir dois momentos de feast, ja que é introduzida
alimentagdo duas vezes no reator, e dois momentos famine. Esta modificacdo na rotina diaria

provocou uma redugao no tempo de retengao hidraulico para 1,9 dia.
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Tempo de duragao (h)

Alimentacgao (10:45-11:00 e
22:45-23:00)
Arejamento (11:00-21:30 e
23:00-09:30)
Sedimentagao (21:30-22:30
e 09:30-10:30)
Descarga (22:30-22:45 e
10:30-10:45)

10,50 10,50

Figura 3.4. Diagrama de Gantt representativo do modo de funcionamento de operacdo do reator na
fase B1.

Fase B2: esta fase iniciou-se no dia 4 de Fevereiro de 2013, as 14 horas e 30 minutos, e teve o
seu termino dia 19 de Abril, as 9 horas e 30 minutos. Neste periodo do ano a temperatura ambiente
em Coimbra situa-se abaixo da gama de temperaturas considerada étima para a produgdo de PHA,
que é de 20 a 23 °C (Coats et al., 2011; Albuquerque et al., 2007; Serafim et al., 2004; Lemos et al.,
2006; Krishna & Van Loodsdrecht, 1999). Assim, acrescentou-se a instalagao laboratorial um banho
de aquecimento (modelo 5, Julabo, Alemanha) a 22 °C com o objetivo de aquecer o licor misto
através da camisa de aquecimento no reator. Em tudo o resto, mantiveram-se inalteradas as

condi¢des de funcionamento.

Fase B3: No dia 19 de Abril foi decidido retirar o aquecimento ao reator uma vez que a
temperatura ambiente ja era superior a temperatura do banho (22 °C). Ent&o, por volta das 9 horas e
30 minutos, retirou-se o controlo da temperatura, passando esta a estar dependente apenas da
temperatura ambiente. Esta foi a ultima fase do trabalho e acabou com o término da operagédo do
reator, no dia 26 de Agosto as 12h30.

Ocasionalmente houve periodos em que a corrente elétrica que abastecia a instalagéo
laboratorial falhou, cessando a agitacao, o arejamento e a alimentacao do reator. Quando o corte de
energia era planeado, a rotina diaria de funcionamento do reator era interrompida, promovendo-se

apenas o arejamento através de uma bomba de vacuo portatil.
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3.4. Amostragem

Nas primeiras fases de operacao do reator, na fase A1 e A2, retiraram-se apenas amostras para
monitorizar a evolugdo da concentragao de biomassa no reator e para avaliar a capacidade de
tratamento do sistema. Para o efeito, retirava-se cerca de 40 mL de sobrenadante, em todos os
ciclos, e 100 mL a 250 mL de licor misto, cerca de uma vez por semana. Na impossibilidade de retirar
amostra de clarificado (aos fins-de-semana, por exemplo), recolhiam-se amostras compostas por

varios clarificados.

Ja durante a maior parte do periodo nas fases B1, B2 e B3, a amostragem foi definida com base
no conhecimento do regime feast/famine. Em dias definidos tiravam-se duas amostras de licor misto
em horarios diferentes para estas serem analisadas tanto ao nivel da quantificacdo de PHA (seja por
analise de imagem ou por cromatografia de gas) como dos restantes paradmetros fisico-quimicos
essenciais para avaliar o grau de tratamento do reator. Foi decidido retirar a primeira amostra diaria
por volta das 9 horas e 25 minutos o que corresponde ao final da fase de arejamento, ou seja,
teoricamente quando a biomassa se encontra na fase famine. A segunda amostra diaria era retirada
normalmente entre as 11 horas e as 11 horas e 20 minutos, poucos minutos depois da entrada da
alimentagdo. Nesta altura era assegurado que o licor misto continha uma maior concentragdo em

acetato (fonte de carbono), correspondendo a fase feast.

A Figura 3.5 e a Figura 3.6 esquematizam a amostragem e identificam as analises efetuadas as
amostras da fase famine e da fase feast bem como os respetivos volumes de amostra utilizados. A
descricao dos métodos analiticos identificados nestas figuras é efetuada mais a frente neste capitulo.
A coloragao Sudan Black foi realizada em algumas amostras tendo-se, no entanto, abandonado esse
procedimento devido a falta dos resultados adequados face a aquisicdo das imagens em microscopia

de fluorescéncia através da coloragio Nile Blue.

A amostragem do sobrenadante permaneceu inalterada face ao referido anteriormente. Todas as

amostras recolhidas e ndo analisadas de imediato eram armazenadas no frigorifico a 6 °C.
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100+2,2 mL

Altura de lamas (indice

Coloracdo Nile blue

Coloracdo Sudan black

volumétrico de lamas)

2mL

Determincdo caréncia
guimica de oxigénio

Determincdo solidos
suspensos totais e solidos
suspensos volateis

Centrifugar 15
minutos a 4000 rpm

(cao)

Pré-preparacdo para
determinacdo de PHA por
GC

Fixacdo e armazenamento
para analise de imagem
futura

Figura 3.5. Esquema de amostragem para a primeira amostra diaria, recolhida por volta das 9 horas e
25 minutos.

11:00, fase feast - amostra
de licor misto do reactor

50+2,2mlL

Coloracdo Sudan
black

Centrifugar 15
minutos a 4000 rpm

Coloracdo Nile blue

2mL

Fixacdo e armazenamento
para analise de imagem
futura

Pré-preparacdo para
determinacdo de PHA
por GC

Figura 3.6. Esquema de amostragem para a segunda amostra diaria, recolhida por volta das 11
horas.
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3.5.Métodos analiticos

Esta seccao descreve os métodos analiticos utilizados para fazer a caracterizagao fisico-quimica
do licor misto, do clarificado proveniente do reator e da solugdo de alimentacao utilizada. Os
parametros fisico-quimicos determinados foram a caréncia quimica de oxigénio das trés correntes, a
concentracdo em carbono total e azoto total do clarificado e da alimentagdo, os sélidos suspensos
totais, os sélidos suspensos volateis e o indice volumétrico de lamas do licor. Determinou-se, ainda, a
concentragdo de polihidroxialcanoatos no licor misto que também se descreve e explica neste
subcapitulo. Posteriormente é descrito o método de coloragao utilizado para a captura de imagens em
microscopia de fluorescéncia, com o corante Nile Blue, e o método de fixagdo das amostras para

posterior armazenamento.
3.5.1. Caréncia quimica de oxigénio

A caréncia quimica de oxigénio (CQO) é frequentemente utilizada como uma medida da
capacidade organica oxidavel de aguas residuais. E definida como a quantidade de oxigénio
necessario para oxidar a matéria organica de uma dada amostra por agdo de um agente oxidante
forte sob condi¢des controladas. O oxidante utilizado para esta determinacdo foi o ido dicromato

(Cr2072') que na oxidagado da matéria organica é reduzido a ido crémio (Cr3+).

Neste trabalho experimental a CQO foi determinada através de digestdo fechada uma vez que é
mais econdémico e gera menos residuos que o método de determinagao em digestao aberta (APHA et
al., 1999). O método de detegéo utilizado foi o método colorimétrico. Este método de detegéo baseia-
se na diferenga de absorgao entre o ido dicromato e o ido crémio. A radiagdo com um comprimento
de onda de 600 nm, é fortemente absorvida pelo ido cr¥* enquanto que a absorgédo do dicromato é
praticamente nula. Este procedimento foi adaptado de Standard Methods for the Examination of

Water and Wastewater, seccédo 5220 D (APHA et al., 1999) e encontra-se descrito no anexo A.

As amostras devem conter um valor de CQO entre 100 O,/L € 1000 mg O,/L. Caso esta gama de
valores seja ultrapassada devem-se efetuar diluigbes. As amostras de licor misto e de alimentacéo
foram diluidas, por estarem muito acima da gama referida, segundo um fator de 1:20 ou 1:25 e de
1:8, respetivamente. Foram efetuadas réplicas em triplicado de cada amostra. Os resultados néao
devem discordar mais de +5% da sua média para valores de CQO elevados. Se as amostras,
padrées e brancos forem determinados sob as mesmas condi¢gdes, a concentragdo de matéria

organica, expressa em mg CQOIL, pode ser calculada pela curva de calibragéo.

Para além das amostras de licor misto e de alimentacao, foi também efetuada esta analise ao
sobrenadante. Caso as amostras de sobrenadante contivessem particulas (biomassa) depositadas na
base do recipiente, realizavam-se duas analises, uma com agitagdo da amostra, o que constituia o

procedimento normal, e outra sem qualquer agitagao.
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3.5.2. Carbono total

O carbono € um macronutriente quase universal, indispensavel a todos os organismos, uma vez

que constitui a fonte de energia para o crescimento celular e é a unidade base do material celular.

Existem dois tipos de carbono que podem ser encontrados em aguas, o carbono organico e o
inorganico. O carbono orgénico € o carbono que forma ligagbes com o hidrogénio e o oxigénio
formando compostos organicos enquanto o carbono inorganico é a base estrutural de compostos
inorganicos tais como os compostos carbonatados. Estas duas formas de carbono constituem o

chamado carbono total (TC).

Esta analise foi feita simultaneamente com a determinagdo de azoto total (referida a seguir) a
amostras de clarificado, como forma de estudar a capacidade de remogéo de carbono demonstrada
pelo reator SBR. A concentracdo em TC foi determinada por andlise infravermelho nao dispersiva
com combustao oxidativa através de um analisador de carbono organico total (modelo TOC-V CPN,
Shimadzu, Japéo) acoplado a um amostrador automatico (modelo ASI-V, Shimadzu, Japao). Apds
injecao na corrente de 150 mL/min de ar (ar sintético 5.0, UN 1956, Linde, Alemanha), o carbono total
€ aquecido e oxidado cataliticamente até aos 680 ‘C no tubo de combustdo, o que provoca a sua
conversao em diéxido de carbono. Posteriormente a corrente gasosa é arrefecida e desumidificada, e
de seguida levada a um depurador de halogénios, onde sdo removidos o cloro e os outros
halogénios. A detegcdo do didéxido de carbono é feita na célula de um analisador de gas por
espectrofotometria de infravermelho nao dispersiva (NDIR). O detetor NDIR gera um sinal analdgico,
um pico cuja area é medida pelo soffware do equipamento. A area do pico é proporcional a
concentragdo de TC na amostra e assim € possivel determinar a concentragdo de carbono total
recorrendo a uma curva de calibragcéo previamente definida a partir de padrdes de hidrogenoftalato de
potassio (Shimadzu, 2001).

Para grande parte das amostras foi aplicada uma diluicao de 1:2 em &gua destilada, uma vez que

as concentracdes ultrapassavam a gama de concentracdes de operacéo do aparelho.

3.5.3. Azoto total

O azoto & um macronutriente essencial no meio ambiente, necessario na estrutura e no
metabolismo celular de todos os organismos, ja que é constituinte de aminoacidos, proteinas e acidos
nucleicos, entre outros. No entanto, um excesso na concentracido de azoto, na sua forma nao
oxidada, em recursos aquiferos pode levar a uma diminuigdo nos niveis de oxigénio dissolvido com
consequéncias negativas para organismos afetados. Algumas das principais fontes poluidoras de
azoto poderédo ser estacdes de tratamento de aguas residuais, efluentes provenientes do escoamento
de terrenos fertilizados ou do escoamento de areas de armazenamento de estrume e animais, falhas

em sistemas sépticos e descargas industriais contendo inibidores de corrosédo (EPA, 2013).

Ha quatro formas de azoto comummente medidas em aguas: azoto amoniacal, azoto organico,
nitratos e nitritos. O azoto total inclui o azoto de Kjeldahl total, que abrange o azoto amoniacal, o

azoto organico e o azoto reduzido, os nitritos e os nitratos (EPA, 2013), sendo a concentragdo de
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nitritos normalmente reduzida e pouco relevante. Todas estas formas azotadas podem ser

metabolizadas por diferentes organismos e fazem parte do ciclo do azoto.

Neste trabalho experimental apenas se determinou a concentragdo em azoto total (TN), ndo se
especificando nenhuma das suas formas reduzidas ou oxidadas. Esta andlise foi feita aos
sobrenadantes como forma de estudar a capacidade de remocado de azoto no reator SBR. A
concentracdo em TN foi determinada por quimioluminescéncia com combustao oxidativa através de
um analisador de carbono organico total (modelo Total N Measuring Unit TNM-1, Shimadzu, Jap&o)
acoplado de um amostrador automatico (modelo ASI-V, Shimadzu, Japao). Depois de entrar no
aparelho, o azoto total € oxidado a mondxido de azoto no tubo de combustdo a uma temperatura de
720 °C. O gas de transporte, ar (ar sintético 5.0, UN 1956, Linde, Alemanha), apds passar pela
camara de combustdo, é arrefecido e desumidificado. E necessario referir que o azoto molecular do
gas de transporte ndo entra em decomposigdo nas condi¢des da camara de combustao tal como o
TN (Shimadzu, 2001). De seguida o gas entra num analisador de gas por quimioluminescéncia onde
0 NO é detetado. O sinal de detegcao do analisador de gas gera um pico cuja area € medida pelo
software e que permite a medigdo da concentragdo de azoto total na amostra através de uma curva

de calibragéo previamente definida a partir de padrbes de nitrato de potassio (Shimadzu, 2001).

Uma vez que esta anadlise é efetuada em simultdneo com a de carbono total, as amostras

analisadas sdo as mesmas, pelo que também foi utilizada uma diluicdo de 1:2 em agua destilada.

3.5.4. Solidos suspensos totais e sdélidos suspensos volateis

Em aguas residuais, o termo solidos refere-se a matéria solida suspensa ou dissolvida nos
efluentes. Os solidos podem ser de origem doméstica ou industrial ou podem provir da eroséo
natural, sendo, neste caso, essencialmente de origem mineral. Afetam a qualidade da agua de
diversas formas: ndo sé conferem um paladar inferior & agua de consumo como podem torna-la

inadequada para diversos usos industriais, no caso do seu excesso de mineralizagéo, por exemplo.

Os sdlidos totais dividem-se em dois grandes grupos: os soélidos suspensos totais e os sélidos
dissolvidos totais. Os sélidos suspensos sédo a porg¢ao de solidos que fica retida num filtro de 2,0 ym
(ou menos) de porosidade nominal sob condigbes especificas. Sélidos dissolvidos sdo a porgéao de
solidos que passam neste tipo de filtros (APHA et al.,, 1999). Neste trabalho determinar-se-do os

solidos suspensos usando filtros Whatman GF/C de fibra de vidro com uma porosidade de 1,2 uym.

Os sodlidos também se podem categorizar quanto a sua volatilidade: sélidos volateis ou sélidos
nao volateis. Os primeiros constituem a porgédo de soélidos que volatiliza sob condigdes de combustao
da matéria organica (550 °C), causando a perda de massa da amostra. Esta massa de sélidos
volateis ndo é precisamente igual & massa de matéria organica ja que a perda de massa ocorrida na
combustdo também pode incluir perdas devido a decomposi¢cdo e/ou volatilizagdo de alguns sais
minerais (APHA et al., 1999).
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O procedimento seguido para a analise deste grupo de pardmetros foi adaptado do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater, sec¢cdes 2540 D e 2540 E (APHA et al.,
1999).

Os filtros de fibra de vidro (Whatman GF/C ¢ 47 mm; categoria n°® 1822-047) foram inseridos no
sistema de filtragdo com bomba de vacuo (Gelman Sciences, E.U.A.) e lavados com 3 porgdes de 20
mL de agua destilada, aplicando vacuo até a remogédo de todos os vestigios de agua. Depois da
filtracdo, os filtros foram transportados para cadinhos (de porcelana) previamente identificados. Na
estufa (Auxilab, S.L., Espanha) os cadinhos com os filtros foram secos durante cerca de 15 min a 105
°C. Foram entdo retirados e deixados arrefecer num exsicador até peso constante (A gramas com
variagao <4% ou <0,5 mg), pesados numa microbalanga (modelo AG204, Mettler Toledo, E.U.A.) e

mantidos no exsicador até serem necessarios.

Para efetuar a filtragdo da amostra, colocou-se o filtro num sistema de filtragdo por vacuo,
inicialmente humedecido ligeiramente com agua destilada. Filtraram-se de seguida 15 mL a 25 mL de
amostra, para que o residuo total estivesse entre 2 mg e 200 mg. Filtraram-se posteriormente 3
volumes sucessivos de 10 mL cada de agua destilada como forma de lavar o filtro. O filtro foi entao
cuidadosamente removido e deixado secar na estufa a 105 °C durante 1 h. Posteriormente o cadinho
com o filtro foi colocado no exsicador até peso constante (variagao <4% ou <0,5 mg) e seguidamente
pesado (B gramas). Finalmente, colocou-se o cadinho com o filtro na mufla (Thermo Scientifi
Heraeus, E.U.A.) a 550 ‘C +/- 50 °C durante 15 a 20 min. Posteriormente, o cadinho com o filtro foi

arrefecido num exsicador até peso constante e finalmente foi pesado (C gramas).

Estas determinagbes foram efetuadas em duplicado assegurando-se assim a exatiddo das
mesmas (APHA et al.,, 1999). A concentragdo em solidos suspensos totais e sdlidos suspensos

volateis foram determinadas pelas expressdes (3.1) e (3.2).

55 = ) 1000 51
ssvy = B0 x 1000 52

Em que [SST] significa concentragcao em solidos suspensos totais, em mg/L e [SSV] concentragao
em sélidos suspensos volateis, em mg/L; A refere-se a massa do conjunto cadinho + filtro, em mg; B a
massa do conjunto cadinho + filtro + amostra seca na estufa a 105 °'C, em mg, e C a massa do
conjunto cadinho + filtro + amostra volatilizada na mufla a 550 °C, em mg. V representa o volume de
amostra em mL. As concentragdes de sdélidos suspensos totais e sélidos suspensos volateis referem-

se as médias das respetivas concentragdes determinadas em duplicado.
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3.5.5. indice volumétrico de lamas

O indice volumétrico de lamas (IVL) pode ser considerado como um dos melhores métodos para
avaliar a capacidade de sedimentagédo do licor misto (Davis, 2010; APHA et al., 1999). Uma boa
capacidade de sedimentacdo num sistema de lamas ativadas é fulcral para atingir bons niveis de
tratamento, o que pressupde um clarificado com uma baixa concentragdo de sdlidos. Este indice
define-se pelo volume, em mililitros, ocupado por um grama de suspensdo (peso seco) apos 30

minutos de sedimentacgao.

Neste trabalho experimental determinou-se o volume de biomassa sedimentada (Vy), em mL,
apo6s 30 minutos de sedimentacdo duma amostra de licor misto previamente agitada com um volume
total de 98 mL a 101 mL com uma proveta de 100 mL ou 250 mL. O indice volumétrico de lamas
(IVL), em mL de suspensdo/ mg de SST, foi entdo calculado a partir da expressdo (3.3). Nesta
igualdade, V representa o volume total de amostra, em L, e [SST] a concentragdo em solidos

suspensos totais, em mg/L.

(Vx/V) x 1000
VL="Tsm1 (3.3)

A Tabela 3.3 indica qual a qualidade de sedimentagédo das lamas através do valor do IVL.

Tabela 3.3. Qualidade de sedimentagdo das lamas em fungao do valor do indice volumétrico de
lamas. Adaptado de (Davis, 2010).

Valor de IVL (mL/g SST) Qualidade de sedimentagao das

lamas
<100 Boa
100 a 150 Moderada
> 150 Fraca (bulking e outros fenémenos)

3.5.6. Determinagao da concentracdo de PHA (PHB e PHYV)

A quantificagédo fisico-quimica dos polimeros de reserva poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e poli(3-
hidroxivalerato) (PHV) na biomassa do licor misto foi realizada através de cromatografia gasosa.
Devido a localizagédo dos polihidroxialcanoatos no interior celular e a elevada sensibilidade deste tipo
de determinagao é necessario haver uma prévia preparagdo das amostras no sentido de purificar os

polihidroxialcanoatos.

A preparagdo das amostras de biomassa em suspenséo foi efetuada da forma seguidamente
descrita. Foi colocada uma amostra de biomassa em suspensé&o (35 mL) num tubo de fundo conico
de 45 mL (tipo Falcon) e adicionados 15 mL de solugéo de formaldeido 2% (v/v) a cada tubo. O
formaldeido cessa a atividade bioldgica, evitando assim a possivel degradagdo do PHB durante o
processamento das amostras (Veira, 2005). De seguida, os tubos foram centrifugados na centrifuga
(modelo B4i, Jouan, Franga) a 4000 rpm durante 15 min. Com uma pipeta, retirou-se a solugéo
limpida sobrenadante. Como ndo se prosseguiu imediatamente com o procedimento seguinte,
colocou-se o tubo de fundo cénico no congelador. Quando se retomou a determinagao, retirou-se o

recipiente do congelador e foi deixado a descongelar a temperatura ambiente durante alguns minutos.

Hugo Miguel Abreu



SECGAO EXPERIMENTAL

Centrifugou-se o conteudo do Falcon novamente a 4000 rpm durante 15 min e retirou-se o
sobrenadante. O tubo foi colocado na estufa (Auxilab, S.L., Espanha) a 60 ‘C durante 48 h para
secagem total do pellet de biomassa. Apds 48h, retirou-se o Falcon da estufa e foi mantido no

exsicador (até massa constante) até se realizar a digestao.

Depois de completa a separagdo da biomassa do sobrenadante e do seu conteido aquoso,
iniciou-se o procedimento de digestdo, em que ocorre a hidrélise do polimero. Pesou-se 4 mg a 15
mg de biomassa numa balanca analitica (modelo AG204, Mettler Toledo, E.U.A.), posteriormente
colocada em tubos de digestdo de borossilicato (16 mm x 100 mm) com rolhas roscadas revestidas a
teflon. A variagdo da biomassa pesada deveu-se as diferentes concentragbes de PHA na amostra.
Numa hotte, adicionaram-se a todas as amostras 5 mL de diclorometano (solvente) e 1 mL de
solugao do padrao interno (Pl) de acido benzoico em diclorometano (1 mg/mL). O uso de um padrao
interno neste tipo de determinagbes aumenta a precisdo do método, pois podera eliminar eventuais
erros de manuseamento das amostras. Foi preparado, também, pelo menos um padrao previamente
colocado num tubo de digestdo e um ensaio em branco (sem amostra) de maneira analoga as
amostras. Este procedimento tem a intencdo de despistar eventuais interferéncias de fatores
externos. Adicionou-se a todos os tubos de digestdo (com as amostras, os padrées e o branco) 1,5
mL de Pl e 1,5 mL de solugao de 1-propanol:HCI (75:25 v/v). A preparagéo das solugbes padrao é
referida no anexo B. Os tubos foram selados com as rolhas apropriadas tendo o cuidado de verificar
se estas se encontravam em bom estado. Agitou-se vigorosamente no sentido de favorecer o
contacto inicial dos reagentes com a biomassa ou com os padrées. De seguida, os tubos foram
colocados no digestor a 100 °C durante 3,5 h. O digestor é constituido por dois recipientes, com 10,5
e 10,9 cm de altura, com aberturas de tamanho suficiente para se ajustarem aos tubos de digestéo, e
por um bloco de aquecimento adjacente capaz de operar a 100° C % 2 °C. Finalmente, retiraram-se os

tubos do digestor e foram deixados arrefecer a temperatura ambiente.

O passo seguinte foi a extracdo liquido-liquido dos acidos livres e de outros compostos polares
com 4gua ultrapura e a posterior particdo entre fases. Ai ocorre uma reacdo de esterificagdo da qual
resulta o éster benzil e o éster hidroxialquilo (PHB e PHV) (Veira, 2005). S&o estes ésteres que séo
identificados e quantificados na analise cromatografica. Depois de verter o conteudo dos tubos de
digestao ja frios para frascos de vidro de 10 mL, esses tubos foram lavados com 1 mL de agua
ultrapura do tipo 1 ASTM, seguidamente agitados e o seu conteldo vertido para dentro dos frascos.
Os frascos foram entdo selados com rolha butil cinzenta e capsula de aluminio. Agitou-se
vigorosamente (~1 min), assegurando assim que as duas fases entrassem completamente em
contacto, otimizando a extragdo. Os frascos foram invertidos durante, pelo menos, 20 min para
permitir a separacao das fases. A fase desejada € a mais pesada, ou seja, a fase orgénica que
contém o éster. Com uma seringa descartavel retirou-se cuidadosamente 1 mL da fase inferior
(éster), de forma a evitar a mistura das fases, e transferiu-se a fase organica para vials de 2 mL (de
vidro escuro). E de notar que os residuos celulares localizam-se na interface das duas fases. No final,
foi adicionado Na,SO, até formar um precipitado branco, assegurando-se a desidratacao total da fase
organica. Os vials foram posteriormente agitados e, se a analise cromatografica ndo fosse efetuada

de imediato, guardavam-se a 0 °C.
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A anadlise cromatografica foi realizada num cromatégrafo gasoso com detetor de ionizagdo de
chama (modelo Clarus 480, PerkinElmer, E.U.A.). Em cada injecdo o volume injetado foi de 1 pL
(injetor split/splitless em modo splitless) através de uma seringa de GC de 1uL (SGE Analytical
science, E.U.A.)). Os componentes foram separados usando uma coluna capilar Elite Wax
(PerkinElmer, E.U.A.), 15 m x 0,53 mm x 1,0 ym, com hélio (hélio comprimido, UN 1046, Linde,
Alemanha), como fase moével, a 14 kPa (caudal de aproximadamente 5 mL/min). A temperatura do
injetor foi de 220 ‘C e a do detetor FID foi de 250 ‘C. O perfil de temperaturas do forno foi de
temperatura constante de 50 °C dos 0 aos 2 minutos, rampa de temperatura dos 2 aos 12 minutos a
razdo de 15 °C/min até aos 225 °C e temperatura constante dos 12 aos 19 minutos, a 225 °C. A
obtencao e a integragdo dos cromatogramas foram efetuadas com o auxilio do software TotalChrom

(PerkinElmer, E.U.A.), com uma atenuagao de 8x.

Durante um certo periodo, o GC-FID habitualmente utilizado para a determinagdo da
concentracdo de PHA, ndo pdde operar, pelo que se usou outro equipamento (do Centro de
Engenharia Biologica da Universidade do Minho) para efetuar esta analise. Nesse GC-FID (modelo
3800, Varian Inc., E.U.A.), uma coluna capilar TRWAX (Teknokroma, Espanha) foi utilizada para
separar os componentes. Foi também utilizado o hélio como fase mével mas a 1 mL/min. O volume
injetado, as temperaturas do injetor e do detetor FID e o perfil de temperaturas no forno foram iguais
aos utilizados na analise com o outro aparelho. A obtengao e a integragdo dos cromatogramas foram

efetuadas com o auxilio do software Star Chromatography Workstation v. 6.30 (Varian Inc., E.U.A.).
A identificagao dos picos foi efetuada a partir dos tempos de retengéo dos padrbes respetivos.

A calibragdo do método foi efetuada correlacionando a razdo entre a area do pico do éster
hidroxialquilo (PHB ou PHV) e a area do pico do éster benzil (padréo interno) com a massa de
polimero (PHB e PHV) correspondente. Deve-se ter em atencdo que o padrédo utilizado foi uma
mistura de 88% de PHB com 12% de PHV.

3.5.7. Fixacdo das amostras para visualizagdo ao microscopio

A fixagdo das amostras de licor misto é fulcral para manter a quantidade e a qualidade do PHA no
interior celular até que as devidas analises sejam efetuadas. Este procedimento de fixagédo foi
realizado antes de congelar as amostras, com o objetivo de analisa-las posteriormente em microcopia
de fluorescéncia. Para cumprir este objetivo foram adicionadas uma solugéo salina de tampé&o fosfato
(PBS) e uma solugdo aquosa de formaldeido. A solugdo PBS é normalmente utilizada para preparar
suspensdes celulares uma vez que providencia ao meio condigdes isotonicas, ideais para manter a
viabilidade celular. O cloreto de sédio na solugdo PBS fornece a protegcdo osmoética necessaria
enquanto que os fosfatos incluidos na solugdo ajudam a estabilizar o pH fisioldgico. Ja o formaldeido,

como ja foi referido, tem o papel de cessar a atividade bioldgica.

Os 15 mL de suspensao celular provenientes do reator SBR foram centrifugados na centrifuga
(modelo B4i, Jouan, Franga) durante 15 min a 4000 rpm. Depois de removido o sobrenadante, lavou-
se e ressuspendeu-se em 7,5 mL de PBS. Foram efetuadas mais duas centrifugagbes a suspensao

celular durante 2 min a 4000 rpm e descartado o sobrenadante. Adicionou-se 2,5 mL de PBS e
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ressuspendeu-se novamente. De seguida, foram adicionados 7,5 mL de solugdo aquosa de
formaldeido a 4% e foi a incubar durante 2 horas a 4°C. Seguidamente, centrifugou-se de novo a
suspensdo e descartou-se o sobrenadante. Lavou-se com 7,5 mL de PBS e centrifugou-se
novamente duas vezes a mesma velocidade de rotagcdo e durante o mesmo periodo que
anteriormente. Depois de remover o sobrenadante, ressuspendeu-se com 3,750 mL de PBS e 3,750
mL de etanol 96%. Finalmente, guardaram-se as amostras ja fixadas no congelador a -16 ‘C em

microtubos tipo Eppendorf.

3.5.8. Coloracgéao Nile Blue

A coloragdo Nile Blue foi desenvolvida para visualizar a presenca de granulos de
polihidroxialcanoato (PHA) nas bactérias. O método envolve uma coloragdo com o fluorocromo Nile
Blue que cora os granulos lipofilicos de PHA de vermelho, mediante a determinagdo a um
comprimento de onda de emissdo na gama dos 625 nm a 675 nm, em microscopia de
epifluorescéncia. Este procedimento de coloragéo foi adaptado de Ostle & Holt (1982). Para efetuar a
ressuspensao do volume de sobrenadante retirado utilizou-se uma solugdo aquosa de cloreto de
sédio a 0,9 %. Depois do processo de coloragado, fez-se uso de um fissue grinder para quebrar os
flocos mais densos e de maior volume. Foram depositados 10 yL de amostra corada em laminas para
observagao ao microscopio através de uma micropipeta com a ponta seccionada com o objetivo de

nao afetar a concentragdo de biomassa do volume transposto.

Para esta coloragao, foi utilizado cerca de 1,5 mL de suspensao celular fixa, colocada num tubo
de ensaio. Adicionou-se uma gota da solugéo aquosa de Nile Blue 1% (m/v) e introduziu-se o tubo de
ensaio na estufa (Auxilab, S.L., Espanha) a 55° C durante 10 min. Posteriormente centrifugaram-se
as amostras na centrifuga (modelo B4i, Jouan, Franga) a aproximadamente 4500 rpm durante 5 min e
retirou-se o sobrenadante. Lavou-se a suspensao com uma solucédo aquosa de NaCl a 0,9% (m/v) e
retirou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se entdo numa solu¢cdo aquosa de acido acético a 8%
(v/v), agitou-se durante aproximadamente 1 minuto e centrifugou-se novamente a aproximadamente
4500 rpm durante 5 min, com o objetivo de remover o excesso de solu¢ao de coloragdo. Descartou-
se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se com a solugdo de NaCl 0,9%. Da suspensao resultante,
introduziram-se cerca de 2 mL de suspensao celular corada no tissue grinder durante cerca de 1
minuto. Finalmente, colocou-se 10 uL de amostra corada em cada uma de trés laminas e observou-se
no microscopio de fluorescéncia (modelo BX51, Olympus, Japao) a uma ampliacdo total de 400x e a

um comprimento de onda de excitagao de 530 a 550 nm.

Hugo Miguel Abreu



SECGAO EXPERIMENTAL
3.5.9. Aquisicao e analise das imagens

A aquisicao das imagens foi efetuada através do microscopio de epifluorescéncia Olympus BX51
(Olympus, Japao) e da cAmara acoplada Olympus DP25 (Olympus, Japao) a 400x de ampliagao total.
Foram adquiridas 150 imagens (50 por Iamina) a um comprimento de onda de excitagdo de 530 nm a
550 nm e filtro com barreira de emissao a partir dos 591 nm. A partir deste comprimento de onda de
excitacdo resultam imagens de granulos de PHA apresentando fluorescéncia vermelha, com
comprimento de onda de emissédo de 625 nm a 675 nm. A resolugdo das imagens adquiridas foi de
1360x1040 pixéis com um formato de 24-bits em sistema RGB (8 bits para cada canal). A aquisi¢ao
foi realizada através do software cell*B (Olympus, Japéo).

A identificacdo e a quantificagdo do PHA através de analise de imagem foram baseadas na
determinagdo das inclusbes de PHA que apresentam fluorescéncia. Este procedimento algo
complexo, apresentado na Figura 3.7, foi semelhante ao usado por Mesquita et al. (2013). Primeiro, o
programa de processamento baseado em Matlab (Mathworks, E.U.A.) divide a imagem RGB nos seus
trés canais compostos, vermelho, verde e azul, mas apenas trabalha subsequentemente sobre o
canal vermelho uma vez que corresponde a gama de comprimentos de onda a qual os granulos
fluorescem. Foi seguidamente efetuada a corregdo de background, através da introducdo de um filtro
top hat (a regides de 100 pixéis) e de um filtro Wiener. A identificacdo das regides de PHA foi
realizada de duas maneiras, conforme as inclusbes de PHA se encontravam bem ou mal definidas.
Nas regides em que as inclusdes eram bem definidas, foi aplicado novamente um filtro fop hat (a
regides de 30 pixéis) seguido da segmentacgéo (binarizagédo) e do preenchimento das arestas. Ja nas
regides com inclusbes mal definidas, empregou-se a segmentagao baseada em threshold, para a sua
binarizagdo. Ambas as regides das inclusées (bem e mal definidas) foram depois combinadas numa
Unica imagem, posteriormente tratada para a eliminagcdo de detritos por erosdo e reconstrugéo. A
imagem binaria resultante foi usada para determinar a area total das regides de PHA e
subsequentemente serviu de “imagem mascara” as imagens originais e as imagens com correcéo de
background. Apos este tratamento, foram determinados parametros de intensidade média e total das
regides das inclusdes bem como a intensidade global das imagens originais no canal vermelho e das

respetivas imagens com corre¢cao de background.
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Figura 3.7. Representagdo esquematica do algoritmo de analise de imagem
quantificacdo do PHA em amostras de licor misto. Adaptado de (Mesquita et al., 2013).

utilizado para
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Desempenho do reator no tratamento do efluente

Um dos objetivos desta tese é demonstrar a eficacia de um sistema de produgdo de
polihidroxialcanoatos no tratamento de aguas residuais. Para efetuar essa analise ha que avaliar a
performance do reator no que toca a sua capacidade de tratamento, ou seja, a capacidade de
remogdo de carbono, azoto e carga orgéanica do efluente. Devido ao modo de funcionamento, &
também necessario monitorizar a capacidade de sedimentacido das lamas do reator SBR, através da
determinagao do IVL. Outro dos paradmetros a avaliar € a concentracdo de sodlidos no reator,
nomeadamente a concentragdo de solidos suspensos totais (SST) e de sdlidos suspensos volateis
(SSV). Estas concentragbes ndo s6 permitem calcular uma concentracdo especifica de
polihidroxialcanoatos no reator (concomitantemente a concentragdo massica), como também analisar
o desempenho do processo de tratamento de efluentes. A temperatura e o pH s&do determinantes no
funcionamento deste tipo de sistemas ja que se tratam de sistemas de tratamento biolégico, em que

as populagdes de microrganismos sao afetadas por estes fatores.

A Figura 4.1 apresenta a evolugdo da temperatura do licor misto dentro do reator ao longo do
tempo de operacdo. E possivel verificar que, durante as fases A1, A2 e B1, do dia 20 de Novembro
de 2012 até ao dia 4 de Fevereiro de 2013, a temperatura do licor misto variou consoante a
temperatura ambiente, dos 12,0 °C até ao 18,0 ‘C. Ja durante a fase B2 (do dia 4 de Fevereiro até dia
19 de Abril), em que foi efetuado o controlo da temperatura a 22 °C, o reator manteve-se a uma
temperatura relativamente constante a excecdo do periodo de 11 a 15 de Fevereiro em que o
aquecimento foi desligado devido a reparagdes na camisa de aquecimento. Na fase B3, em que se
excluiu o controlo da temperatura, a temperatura do licor misto variou entre os 18,0 °C e os 28,0 °C.
Nesta fase, destacam-se dois periodos em que se registaram valores de temperatura em dois
patamares distintos. No primeiro, do dia 4 de Fevereiro até ao dia 28 de Junho, a temperatura variou
entre os 18 °C e os 23 °C, enquanto que no segundo periodo, do dia 1 de Julho até ao final da
operagdo, variou entre os 24,5 ‘C e os 28,0 °C. Para efeitos desta discussdo, podem-se entado

considerar quatro fases distintas no que toca a evolugao da temperatura no reator.

Esta analise é bastante relevante uma vez que quer o tratamento do efluente quer o
enriquecimento da cultura microbiana em PHA sdo processos bastante dependentes da temperatura
(Krishna & Van Loodsdrecht, 1999; Jiang, 2011).

Hugo Miguel Abreu



RESULTADOS E DISCUSSAO

30
@ Fase Al
—_ O Fase A2
& 25
° @ Fase B1
2 QO
: & O3,
5 20
g O Fase B3
S o) o O ©
E @ o
© @)
: e 3
=
5 S
S
3 (@)
§ 10
-
5IIIIIIIIIIIIIII
NN Y M m m m m m m m ;M m m m M
DA A Y A A A B B A A A
A I I T T AT~ -~ S~ S <
g ¥ & &F§ & 8 & & F 5T 8 S K 3R

Data de operagdo (dd-mm-aa)

Figura 4.1. Evolugéo da temperatura do licor misto (em °C) ao longo da operagéo do reator.

Em relagdo a monitorizagao do pH do licor misto, esta foi marcada por um erro no equipamento
de medigdo, que fez com que os valores de pH medidos em continuo até ao final de Margo fossem
eliminados. Posto isto, o pH passou a ser medido aquando da recolha da amostra de licor misto. No
periodo monitorizado, a partir de 17 de Abril, o pH do licor misto apresentou-se sempre ligeiramente
alcalino e ndo se registou uma variabilidade muito relevante (sempre inferior a 10%), tendo variado
entre os 7,96 e os 8,83. Contabilizando todos os valores a média dos valores de pH no licor misto é
de 8,59 + 0,22.

Neste trabalho experimental ndo se controlou o pH ja que, segundo a bibliografia (Dionisi et al.,
2005; Serafim et al., 2004), este pardmetro ndo parece afetar a capacidade para armazenar PHA,
desde que a operacgédo seja realizada na gama dos 6,5 aos 9. No entanto, Chua et al. (2003) mostrou
que é possivel otimizar o processo, produzindo um maior conteudo celular em PHA na gama dos 8
aos 9. Neste caso, e mesmo sem qualquer controlo, todos os presentes dados experimentais, a

excecgao de um, inserem-se nessa gama.

Para avaliar o comportamento do processo de tratamento, foram determinadas as concentragdes
de carbono e azoto totais. Na Figura 4.2 sdo apresentadas as concentragdes de carbono total do
sobrenadante e da alimentagdo. Como se pode verificar, as concentragbes de TC da alimentagao
apresentam algumas variagbes inesperadas, dos 463,52 mg TC/L até aos 803,60 mg TCI/L,
afastando-se em alguns casos do valor tedrico previsto de 740 mg TC/L. Este tipo de variagbes
podera ser explicado pela degradacédo dos reagentes que compdem a solugdo de alimentagéo. Ao
longo do tempo de operagéo, com o frequente manuseamento dos reagentes, aumenta a exposi¢ao a
humidade e a temperatura ambiente, podendo alterar o seu grau de pureza original. Estas alteragbes
tém bastante relevancia na preparagdo das solugbes de alimentagdo, uma vez que, apesar das

pesagens rigorosas, estas influenciaram as massas reais dos reagentes, alterando a composi¢do das
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solugdes. No caso do carbono total, o acetato de sdédio (fonte de carbono) tem especial influéncia
nesta concentragdo. Embora neste caso o acetato de sodio seja tri-hidratado, este composto € uma
substancia higroscépica, pelo que tem tendéncia a absorver humidade do ar. A consequéncia podera
ser um menor grau de pureza deste reagente e, consequentemente, uma menor concentragéo de TC
na alimentacgao. Isso explicaria o fato de os valores de TC diminuirem significativamente na fase B2 e
B3.

Essa diminuicao é ainda mais evidente no que toca a concentragao de azoto total na alimentagao,
como se pode verificar na Figura 4.4. Os valores de concentragdo de TN apresentam uma tendéncia
de diminuigéo, que vai desde os 65,36 mg TN/L, registados pouco depois do inicio da operagao, até
ao minimo de 15,46 mg TN/L, registado no dia 9 de Agosto. A razao encontrada para esta tendéncia
€ novamente a diminui¢ao gradual do grau de pureza dos reagentes que compdem a alimentagao ao
longo do tempo de operagdo. Neste caso, os reagentes que tém uma influéncia relevante na
concentracado de TN da alimentagcéo sao o cloreto de amoénio, o EDTA e a tioureia. Particularmente o
cloreto de aménio e o EDTA s&o reagentes higroscépicos pelo que, tal como o acetato de sédio,
poderdo ter um grau de pureza mais reduzido depois de algum tempo de exposi¢do ao ar ambiente
em resultado da absorgédo de vapor de agua. No caso da concentragdo de azoto total, este tipo de
erros experimentais sdo mais significativos, ja que a concentragdo de TN na alimentacio é bastante

mais reduzida do que a concentragao de carbono total.

Também foi medida a concentracdo de caréncia quimica de oxigénio nas amostras de
alimentagéo. Esses valores constam na Figura 4.6, onde se pode verificar que a CQO da alimentagao
apresenta uma variabilidade assinalavel, dos 792,00 mg O,/L aos 2458,67 mg O,/L, com uma média
de 1798,86 + 683,04 mg O,/L. Em parte, a razdo para a variabilidade dos valores de CQO ¢
semelhante a razdo dada para a explicagdo dos valores de TC, ou seja, as alteracbes no grau de
pureza dos reagentes, nomeadamente do acetato de sédio que tem uma influéncia marcada na CQO
da alimentagéo, provocando a diminuigdo dos valores de CQO no final da operagédo. No entanto, esta
razdo ndo explica os baixos valores de CQO nas alimentagbes de 22 de Dezembro e de 10 de
Janeiro, que parecem ter tido alguma influéncia nos valores de CQO dos sobrenadantes dos ciclos
seguintes. No que toca @ amostra de alimentacédo do dia 14 de Fevereiro, devera ter ocorrido alguma
contaminagdo ou erro aquando da determinacdo da CQO uma vez que o valor é bastante dispar (e
quatro vezes maior) de todos os outros, além de ndo parecer ter tido efeito nos valores dos
sobrenadantes seguintes. Por estas razdes, este valor nao foi considerado para efeitos do calculo da

eficiéncia de remocgao de CQO.

Ainda em relacdo a alimentagdo, houve duas alimentacbes introduzidas no reator com
concentragdes, quer de carbono total, quer de azoto total, mais reduzidas, nos dias 28 de Maio e 8 de
Julho, identificadas na Figura 4.2 e na Figura 4.4. Este valores foram resultado de diluicdes a
alimentagao efetuadas por motivos operacionais. De referir que estas situagdes foram excecionais e
que, nos ciclos posteriores as mesmas, a alimentacao introduzida era semelhante a habitual, pelo
que nao foram consideradas no calculo da eficiéncia de remocgéo de carbono total e de azoto total.

Curiosamente, apesar de bastante divergentes das demais, estas concentragdes mais baixas nao
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parecem ter tido qualquer impacto nas concentragbes de TC e TN do sobrenadante resultante do

mesmo ciclo.

As concentragdes de TC no sobrenadante no inicio da operagdo, ao contrario do que seria de
esperar, comegaram reduzidas, nos 133,49 mg TC/L, e foram aumentando a medida que o sistema
estabilizava, atingindo um maximo de 419,60 mg TC/L. Esta inesperada tendéncia inicial podera ser
explicada pela maior capacidade do inéculo inicial para a remogao de carbono. Esta capacidade tera
diminuido com a aclimatizagdo do licor misto as condicbes praticadas. A concentragdo de TC
estabilizou em valores aproximadamente constantes a partir de 3 de Janeiro, no entanto, no dia 20 de
Fevereiro houve um abaixamento subito, por razbes que os dados disponiveis nao permitem
identificar. De seguida houve uma subida gradual do valores de TC, até entrar novamente numa fase
em que os valores foram aproximadamente constantes, desde o final de Abril até ao final da

operacgao. Nesta fase, os valores variaram entre 290,00 mg TC/L e 426,20 mg TC/L.
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Figura 4.2. Evolugdo da concentracdo de carbono total (em mg TC/L) do sobrenadante e da
alimentacdo ao longo da operacéo.

A eficiéncia de remogédo de carbono total ao longo do tempo de operagdo é apresentada na
Figura 4.3. Devido a variabilidade das concentracdes de TC e de TN e dos valores de CQO da
alimentagdo, a eficiéncia de remocao desses parametros foi calculada com base na média dos
valores respeitantes as composigdes conhecidas das alimentagdes correspondentes. Face a
inconstancia observada na composicido da alimentacdo, esta foi a solugao encontrada mais plausivel
para a eficiéncia de remogao ser a mais proxima possivel da realidade, ainda que tenha limitagdes.
Por exemplo, quando os valores de duas andlises consecutivas da alimentagcdo sao bastante

distintos, a média pode nao representar bem a realidade do valor (TC, TN ou CQO) da alimentagao
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para todos os valores de sobrenadante correspondentes, afetando, por isso, o calculo da eficiéncia de

remogao.

O valor maximo de eficiéncia de remogédo de TC foi de 83,88%, logo no inicio da operagéo,
quando o sistema ainda ndo se encontrava estavel, e o valor minimo de 27,55%. No entanto, 88%
das amostras apresentaram valores de eficiéncia de remocgao entre os 40% e os 60%, o que
representam indices de eficiéncia de remogao ndao muito elevados, pelo que se podera colocar a

hipétese de este processo nao ter sido adequado a remocao de carbono do efluente.
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Figura 4.3. Evolugao da eficiéncia de remogao de carbono total (em percentagem) no sobrenadante
ao longo da operacéo do reator.

A Figura 4.4 apresenta, para além da evolugédo da concentracdo em azoto total do sobrenadante
e da alimentacdo ao longo da operagcdo, a comparagdo do TN do sobrenadante com o VLE
estabelecido no Decreto-Lei n°® 236/98 de 1 de Agosto, Anexo XVIII, com o valor de 15 mg TN/L. A
evolugdo da concentragdo de TN comegou com um primeiro periodo em que a populagdo de
microrganismos se estava a adaptar ao regime de funcionamento do SBR. No inicio da fase A2, em
que a concentragao variou entre os 14,19 mg TN/L e os 27,56 mg TN/L, houve um aumento tanto nos
valores de TN quanto nos valores de TC. Este aumento tera sido uma resposta do sistema a
alteracao efetuada no modo de funcionamento do reator, com a alteragdo para a fase A2, que
aumentou o tempo de sedimentacdo mas reduziu o tempo de arejamento. Esta alteracdo na rotina
diaria do reator teve por objetivo melhorar a qualidade do sobrenadante e, apresar de néo ter tido
efeito imediato, pode-se dizer que resultou a médio prazo uma vez que a concentracdo de TC e TN
diminuiu nos ciclos seguintes. A excegdo desse periodo, a tendéncia global da concentragdo de azoto
total é de descida ao longo do tempo de operagéo, que, pelo menos em parte, se devera a redugao
da concentragdo de azoto na alimentagao, anteriormente referida. A concentragdo de TN evoluiu de

27,66 mg TN/L, registados no dia 14 de Dezembro, até aos 3,71 mg TN/L, o valor minimo de toda a
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operagao, respeitante aos sobrenadantes resultantes do segundo ciclo de tratamento de 1 de Agosto
e do primeiro ciclo do dia seguinte. Houve alguns valores que se distanciam desta tendéncia,
motivados por ocorréncias de uma fraca sedimentabilidade do licor misto, que provocam a
contaminagéo do sobrenadante com biomassa. Essa tendéncia descendente permitiu que 72% dos
sobrenadantes tivessem valores de TN abaixo do VLE de 15 mg TN/L, estabelecido no Decreto-Lei n°
236/98 de 1 de Agosto — Anexo XVIIl. Se se considerar apenas as fases B2 e B3, em que as
temperaturas foram mais propicias ao metabolismo microbiano, essa percentagem sobe para 96% de
sobrenadante com concentragdes em TN abaixo do VLE. No entanto, neste caso, ndo € possivel
dizer que ha uma correlagao entre a temperatura e a remogao de azoto, uma vez que os valores da
concentragcdo de TN do sobrenadante parecem descer a medida que os valores de TN da
alimentagao também descem, pelo que esse sera o principal motivo para a descida dos valores de

concentragao de azoto total.
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Figura 4.4. Evolugéo da concentragéo de azoto total do sobrenadante e da alimentagédo (em mg TN/L)
ao longo da operagao do reator. Comparagéo em relagdo ao VLE de 15 mg TN/L, estabelecido no
Decreto-Lei n® 236/98 de 1 de Agosto — Anexo XVIII.

A eficiéncia de remocé&o de azoto total, apresentada na Figura 4.5, é aproximadamente constante,
a excecgao das fases A1 e A2 e do final da fase B2, em que este parametro apresenta uma descida
algo abrupta. Note-se que o final da fase B2 foi marcado por alguns problemas de sedimentagéo e
pelo consequente washout da biomassa. A maior presenga de biomassa no sobrenadante levou ao
aumento da concentragdo de TC e TN (ainda que seja mais visivel nos valores de TN), piorando a
qualidade do sobrenadante e diminuindo a eficiéncia de remog¢do de TC e TN. Ao contrario da
eficiéncia de remogéo do carbono total, os indices de eficiéncia de remogao do azoto total sdo mais

positivos, ja que quase 89% dos sobrenadantes registam uma eficiéncia de remogéo de azoto total
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acima dos 60%. A eficiéncia maxima de remocao de TN atingida foi de 84,88% enquanto a minima
situou-se nos 27,54%. Tendo em conta estes valores, pode-se atestar que a capacidade de remogao

de azoto apresentada por este sistema é satisfatéria.

90%
@ Fase Al
X 80%
S 70 OFase A2
©
L od
8 70% @ Fase B1
8
9 60% @ Fase B2
(4]
) O Fase B3
'350%
AT
S 40%
(]
£
()
o 30%
()
° (@)
R
2 20%
@
(%]
= 1009
EIOA
O% T T T T T T T T T T T T T T 1
N R . T T T T T T T I T T T
'T',“"T"T"T"T"T"T',“"T"T'('DT'(Z’,Q‘"T'T'
A I T S S A ~ S S S S S
g & ¥ & ¥ S I &N Sy L &R

Figura 4.5. Evolugao da eficiéncia de remogao de azoto total (em percentagem) no sobrenadante ao
longo da operagao do reator.

Como medida da capacidade orgénica oxidavel em aguas residuais, a medicdo da caréncia
quimica de oxigénio de um dado efluente assume especial importancia no tratamento do mesmo. A
carga organica de um efluente de descarga, medida em CQO, tem um valor limite de emissao (VLE)
de 150 mg O,/L, imposta pelo Decreto-Lei n° 236/98 de 1 de Agosto no seu Anexo XVIII, pelo que o

desrespeito deste valor incorre em incumprimento legal.

Nesta atividade experimental, foi medida a CQO em amostras de sobrenadante, da alimentacéo e
do licor misto. Na Figura 4.6 s&do apresentados os valores de CQO do sobrenadante e da
alimentagdo. Da observacao dessa figura constata-se que a maior parte dos sobrenadantes nao
respeita o VLE. Mais especificamente cerca de 75% das amostras apresentam valores superiores a
150 mg O,/L. No inicio da operagdo pode-se verificar que 0 sobrenadante deixou o reator com maior
carga organica, registando-se um valor maximo de 424,00 mg O,/L neste fase. J& com algum tempo
de operacdo (cerca de um més), a CQO do sobrenadante desceu significativamente para valores
abaixo do VLE, mas essa tendéncia aparente ndo se manteve. No primeiro ciclo do dia 11 de Janeiro
de 2013, registou-se o menor valor de CQO de toda a operacao, 48,38 mg O,/L. Este valor ocorreu
num dos periodos em que se registaram valores comparativamente mais baixos relativamente aos da
generalidade dos valores de CQO. Ainda que o tempo de retengéo hidraulico tenha diminuido para

metade (1,9 dia), estes valores poderdo de algum modo estar relacionados com a alteragdo no
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regime de funcionamento do SBR, uma vez que coincidem com a alteragao para dois ciclos diarios de
tratamento (fase B1). Segue-se um periodo em que os valores de CQO do sobrenadante sao
aproximadamente constantes, no intervalo dos 116,78 mg O,/L aos 199,00 mg O,/L. A partir do dia 18
de Junho as concentragdes de CQO comegam a subir chegando até um maximo de 430,67 mg O,/L.
Estes valores poderao ser explicados em parte pelas dificuldades de separacao entre o sobrenadante
e o licor misto que ocorreram neste periodo, dificuldades essas que provocaram o aumento da
concentragdo em solidos no sobrenadante e consequentemente o aumento da carga organica do
mesmo. Um dos fatores que podem ter contribuido para estas dificuldades de separagao foi a
temperatura do licor misto, que aumentou neste periodo. Com o aumento da temperatura, a atividade
bacteriana aumenta, levando também ao aumento da produgdo e acumulagdo de secregdes
insoluveis, como lipidos ou 6leos, que ficam presas nos flocos, juntamente com bolhas de ar ou de
outros gases (Gerardi, 2002). Este processo dificulta a sedimentagdo dos sdlidos, perturbando a

separagao entre sobrenadante e licor misto.
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Figura 4.6. Evolugdo da caréncia quimica de oxigénio do sobrenadante e da alimentacdo (em mg
O,/L) ao longo da operagao do reator. Comparagao em relagdo ao VLE de 150 mg O,/L, estabelecido
no Decreto-Lei n°® 236/98 de 1 de Agosto — Anexo XVIII.

A Figura 4.7 apresenta a evolucdo da eficiéncia de remocao de CQO ao longo da operagédo. A
menor eficiéncia de remogéo de CQO obtida foi no sobrenadante do segundo ciclo do dia 19 de
Julho, com o valor 59,67%, justamente no periodo em que surgiram as dificuldades de separagéo
referidas anteriormente. Alias, essas dificuldades de separagdo sdo bem patentes nos valores de

eficiéncia de remocgao apresentados no final da fase B3, ja que nenhuma amostra ultrapassa os 90%
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de eficiéncia na remogédo da CQO. A maxima eficiéncia registada chegou aos 97,42% no dia 11 de
Janeiro. Na fase A2, a CQO do sobrenadante parece ter uma tendéncia contraria as concentragdes
de TC e TN, ja que os valores de CQO descem no inicio da fase e aumentam no final. Globalmente,
em mais de 85% das amostras de sobrenadante foram alcangadas eficiéncias de remogéo de CQO
de mais de 85%, o que constitui uma capacidade de tratamento bastante razoavel. Ainda assim,
como ja referido anteriormente, a maior parte dos sobrenadantes ndo cumpre o VLE neste parametro,
pelo que este processo de tratamento necessita de alguma otimizagdo ou de um outro processo de

tratamento a jusante.
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Figura 4.7. Evolugao da eficiéncia de remogédo de CQO (em percentagem) no sobrenadante ao longo
da operagao.

Para avaliar o comportamento do reator, determinou-se ainda a concentragdo em soélidos
suspensos totais e soélidos suspensos volateis do licor misto. Determinaram-se também essas
concentragcbes nos sobrenadantes, quando ocorriam problemas de sedimentacdo e
consequentemente perdas relevantes de biomassa com o sobrenadante. A Figura 4.8 apresenta as
concentragdes de solidos suspensos totais e solidos suspensos volateis do licor misto ao longo do
tempo em que o reator foi operado.

O primeiro valor de sélidos suspensos totais foi determinado a partir de uma amostra retirada 78
horas depois do comego da operacédo e foi de 576,0 mg SST/L. Nas duas primeiras fases de
operagdo, A1 e A2, a concentragcdo aumentou como era expectavel, chegando até aos 4910,0 mg
SST/L no dia 16 de Janeiro. A partir do inicio da fase B1, com a operagao a realizar-se em dois ciclos
diarios, o racio de aumento da concentragdo de sdlidos suspensos cresceu, de forma que, em 40
dias, essa concentragdo mais que duplicou para os 10270,7 mg SSTI/L, registados no dia 25 de

Fevereiro. Os SST atingiram uma concentragdo tdo elevada no reator que comegaram a ocorrer
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problemas de sedimentabilidade, provavelmente causados também por um elevado numero de
bactérias livres e uma reduzida concentragado de protozoarios, observadas no sobrenadante a 27 de
Fevereiro. Este tipo de condi¢gbes provocou bastante turvagdo nos sobrenadantes neste periodo.
Face aos problemas de sedimentabilidade, no dia 28 de Fevereiro, optou-se por diluir o licor misto na
razdo de um para trés com alimentagéo. Essa diluigdo provocou, nos ciclos seguintes, uma melhor
sedimentabilidade e um sobrenadante mais clarificado. Provocou também uma diminuigao abrupta da
concentracao de SST nesse periodo, visivel na Figura 4.8, registando o valor de 2890,0 mg SST/L no
dia 4 de Marcgo.
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Figura 4.8. Evolugdo da concentracéo de sélidos suspensos totais (SST) e sdélidos suspensos volateis
(SSV) (em mg SST/L ou mg SSV/L) do licor misto ao longo do tempo de operagéo.

Nas semanas posteriores os valores de SST continuaram a aumentar mas menos do que
anteriormente, ja que também se comecou a tirar um maior nimero de amostras de licor misto com o
objetivo de efetuar a monitorizacdo da concentracdo de PHA. Poucos dias depois de atingir um
maximo de 5962,7 mg SST/L (amostra do dia 3 de Abril) neste periodo, a concentragdo de SST
comecou a descer, devido a problemas na sedimentagdo da biomassa, levando a que uma porgao
significativa do licor misto fosse gradualmente escoada com o sobrenadante. Nao havendo
crescimento celular para compensar totalmente a saida de biomassa, a concentragdo de solidos
suspensos totais decresceu até aos 1312,7 mg SST/L. Na Tabela 4.1, estdo apresentadas as
concentracdes de SST e de SSV dos sobrenadantes em que foram registadas relevantes perdas de
biomassa e a quantidade dessa biomassa (em mg de SST). Verifica-se que as concentragbes sao
bastante elevadas para um clarificado, dos 485,1 mg SST/L aos 932,6 mg SST/L, superando em
muito o VLE de 60 mg SST/L para descargas em meio hidrico, estabelecido no Decreto-Lei n® 236/98
de 1 de Agosto — Anexo XVIII. Considerando estas cinco amostras presentes, percebe-se o porqué

da concentragdo em SST ter descido tdo consideravelmente, ja que a soma da biomassa
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descarregada atinge os 5,61 g de biomassa. De referir que as amostras dos dias 16, 19 e 30 de Abril
apresentam volumes de sobrenadante de quase 2 L, ja que sao amostras compostas por descargas
provenientes de dois ciclos, e que a ultima amostra, pelo contrario, apresenta um volume menor que
o normal devido ao entupimento da valvula de descarga do sobrenadante com biomassa.

Tabela 4.1. Concentracdo de solidos (SST e SSV) e respetiva massa de SST descarregada dos

sobrenadantes que continham perdas relevantes de biomassa durante os problemas de
sedimentagéo.

Data e hora de saida do

e ssTmessT ST Sy e
15-04-2013 10:30 908,5 902,3 1,05 953,97
16-04-2013 10:30 9191 9151 1,95 1784,37
19-04-2013 10:30 485,1 472,7 1,95 946,04
30-04-2013 10:30 932,6 900,0 1,80 1678,60
13-05-2013 22:30 493,5 486,5 0,50 246,74

Neste periodo, os problemas de sedimentagdo foram provocados, presumivelmente, por um
fenémeno de bulking viscoso. Apesar de ndo se terem registado o aparecimento de espumas, a
grande quantidade de bactéria Zoogloea nas amostras de licor misto observadas em microscopia de
campo claro a 15 de Abril € uma das evidéncias deste tipo de bulking. Algumas das principais causas
para fendmenos de bulking viscoso podem ser a presenca de carga organica facilmente
biodegradavel, deficiéncia de nutrientes no meio (como fésforo ou azoto), um elevado tempo de
retencdo de lamas ou uma elevada razdo F/M (Gerardi, 2010). Este ultimo pode ter sido o motivo
principal dos problemas de sedimentagdo verificados uma vez que a alimentagdo permaneceu

constante e a concentragédo de SST diminuiu, provocando um aumento subito na razao F/M.

A partir da terceira semana de Maio, o sistema comegou a recuperar dos problemas de
sedimentagdo e consequentemente das perdas de biomassa, o que levou a um ligeiro aumento da
concentracdo de SST até ao maximo de 3132,8 mg SST/L nesta fase. Até ao fim da operagdo do

reator os SST mantiveram-se aproximadamente constantes a rondar os 2000 mg SSTI/L.

Analisando a Figura 4.8, constata-se que as concentragbes de SSV sdo muito semelhantes as
concentragbes de sdlidos suspensos totais. De facto, a porgao de sdlidos suspensos que volatiliza
sob condi¢des de combustdo da matéria orgéanica, a 550 ‘C, constitui sempre mais de 91% do total de
sélidos suspensos em todas as amostras, chegando esta percentagem a mais de 99% em alguns

Casos.

Para tentar obter algum tipo de correlagdo entre as variaveis mais significativas determinadas no
decorrer da operagédo do reator, foi utilizado o método de regresséo linear simples. Através deste
método simplista apenas foram encontradas trés correlagdes significativas entre trés variaveis. Uma
delas foi entre a concentragao de sdlidos suspensos totais € a concentragao de sélidos suspensos

volateis. Como era esperado, a regressao entre a concentragéo de sélidos suspensos totais e sélidos
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suspensos volateis é extremamente elevada, com um coeficiente de determinagao a tender para a
unidade (R2=0,9998). Como se pode verificar também na Figura 4.9, os resultados experimentais
ajustam-se claramente a uma reta, o que significa que a fragdo de SSV nos SST manteve-se
praticamente constante durante o tempo de operagéo. Desta regressao, pode-se também confirmar
que os SST sao, quase na sua totalidade (cerca de 95%), matéria volatilizavel (SSV) maioritariamente
associada a matéria organica suspensa. Podera dizer-se inclusivamente que, para o presente licor
misto, a determinacdo do SSV seria tendencialmente desnecessaria uma vez que com a expressao

resultante desta regressao poder-se-ia estimar essa concentragdo com elevado rigor.
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Figura 4.9. Sélidos suspensos totais (em mg SSV/L) vs. sdlidos suspensos volateis (em mg SST/L),
com regressao linear simples.

Outro parametro determinado no licor misto foi a CQO. A caréncia quimica de oxigénio do licor
misto ao longo do tempo de operagao esta representada na Figura 4.10. Pelo que é possivel verificar,
a evolugdo deste pardmetro € muito semelhante a evolugdo da concentragdo de solidos suspensos
totais. Como ja referido anteriormente, os sélidos suspensos do licor misto sdo quase totalmente
constituidos por sélidos suspensos volateis, ou seja, matéria organica volatilizada a 550 °C e apenas
uma fragao residual de matéria mineral restante apds o processo de volatilizagao. Assim, como a
CQO mede a quantidade de oxigénio necessario para oxidar a matéria orgénica de uma dada

amostra, neste caso, a CQO e os SST sdo pardmetros diretamente dependentes.
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Figura 4.10. Evolugéo da caréncia quimica de oxigénio do licor misto (em mg O,/L) ao longo da
operagao do reator.

A caréncia quimica de oxigénio do licor misto comegou a operacéo (78 horas apds o inicio) com o
valor de 949,00 mg O,/L. Nas duas primeiras fases de operacao, fases A1 e A2, a CQO subiu para o
maximo de 5557,78 mg O,/L. A partir do comeco da fase B1, em que passaram a funcionar dois
ciclos diarios, a CQO comegou a subir consideravelmente, mais que triplicando para os 16183,33 mg
O,/L. O decréscimo abrupto de CQO entre a amostra do dia 27 de Fevereiro e a amostra de 4 de
Margo, dos 16058,33 mg O,/L para os 6780,00 mg O,/L, respetivamente, foi causado pela diluicdo do
licor misto ja referida, efetuada a 28 de Fevereiro. Posteriormente, a caréncia quimica de oxigénio
voltou a subir, até aos 9946,67 mg O,/L, para passados poucos dias voltar a descer de forma
significativa para os 4113,33 mg O,/L. Esta descida deve-se aos problemas de sedimentacao
verificados durante o més de Abril e Maio, referidos anteriormente. Tal como os SST, na terceira
semana de Maio, a CQO aumentou ligeiramente, ndo havendo mais alteragdes significativas até ao

final da operacéo.

Outro resultado proveniente da regressédo linear simples, como esperado pelas analises
anteriores, é a significativa correlagéo entre a CQO do licor misto e os sélidos suspensos totais e
volateis, como se pode verificar na Figura 4.11. Esta correlagdo néo é tdo elevada como no caso da
correlacdo entre os SST e os SSV, no entanto, os coeficientes de regressdo s&o ainda bastante
elevados: 0,9198 para a relagéo entre a CQO e os SST e 0,9215 para a regresséo entre a CQO e os
SSV. Comprova-se efetivamente que uma grande fragdo dos sélidos suspensos volateis presentes no

reator operado é constituida por matéria organica oxidavel.
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Figura 4.11. Caréncia quimica de oxigénio do licor misto (mg O,/L) vs. concentracdo de sodlidos
suspensos totais (mg SST/L) e solidos suspensos volateis (mg SSV/L), com regressao linear simples.

O indice volumétrico de lamas (IVL) € um dos pardmetros mais importantes para avaliar a
sedimentabilidade das lamas no tratamento de efluentes. Num reator descontinuo sequencial, o IVL
ganha especial relevancia, uma vez que, pelo seu paradigma, todo o funcionamento do reator
depende da fase de sedimentagdo da biomassa. Essa é de, facto, uma das limitagées deste tipo de

reatores.

Nas fases de operacdo A1, A2, B1 e B2, a qualidade de sedimentagdo das lamas foi sempre
moderada a boa, com valores de IVL abaixo dos 150 mL/g SST, com a excec¢do de dois valores. No
dia 10 e 14 de Dezembro registaram-se IVL’'s de 401,7 mL/g SST e 291,2 mL/g SST, respetivamente.
Com esta fraca sedimentabilidade e a ocorréncia de espumas a superficie do licor misto, colocou-se a
possibilidade de se estar na presenga de um fendmeno de bulking filamentoso. No entanto, esta
hipétese nao foi verificada uma vez que, ao microscopio, ndo se observaram quaisquer

microrganismos filamentosos, indicadores da ocorréncia de bulking filamentoso (Gerardi, 2002).

Durante a fase B1 e grande parte da B2, a tendéncia do IVL foi de descida, chegando aos 55,85
mL/g SST. Foi durante este periodo que se verificaram os 45% de amostras com qualidade de
sedimentagéo dita boa. No entanto, alguns destes valores sdo enganadores uma vez que foi neste
periodo em que houve problemas de sedimentagao devido a elevada concentragdo de SST no reator
com washout da biomassa para o sobrenadante e sedimentabilidade bastante fraca. De facto, o IVL,
tratando-se de um método empirico, apresenta algumas limitagdes para valores muito elevados de
sélidos — por exemplo, a um licor com uma concentracdo de sélidos de 10 g/L que nao apresenta
qualquer sedimentabilidade corresponde um valor de IVL de 100 mL/g SST (Davis, 2010). Face ao
seu modo de calculo (ver expressao (3.3)), como o valor da concentragido de sdélidos suspensos totais
é tao elevado, por pior que seja a sedimentagdo, o valor do IVL tem tendéncia para ser reduzido.
Assim, nesse periodo em que a concentragdo de SST no licor misto foi bastante elevada, a analise

deste pardmetro tera que ser efetuada com algumas reservas. A partir do dia 4 de Marco, os valores
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de IVL aferem melhor a sedimentabilidade das lamas, uma vez que as concentragdes de sdlidos sédo

mais baixas e, portanto, as limitagdes causadas pelas elevadas concentragdes ja ndo sao prementes.
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Figura 4.12. Evolugéo do indice volumétrico de lamas (em mL/g SST) ao longo da operagéo.

No final da fase B2, o IVL subiu abruptamente até aos 187,2 mL/g SST e de forma ainda mais
acentuada até ao dia 22 de Maio (inicio da fase B3), periodo em que registou um valor maximo de
685,6 mL/g SST. Este periodo em que houve uma subida acentuada do IVL corresponde aquele em
que houve problemas de sedimentagao, nos meses de Abril e Maio, causados presumivelmente por
fenomenos de bulking viscoso. De facto, analisando também o IVL, os problemas de sedimentacao
eram Obvios ja que esses valores sdo bastante superiores aos valores caracteristicos de lamas com
qualidade de sedimentagdao moderada (ver Tabela 3.3). Posteriormente, com a recuperagao parcial
dos problemas de sedimentagéo, o IVL do licor misto desceu significativamente, chegando a registar
299,9 mL/g SST, no entanto, a qualidade de sedimentacdo das lamas continua muito fraca até ao
final da operacéo, com valores bastante acima dos 150 mL/g SST. Considerando apenas os valores
de IVL, poder-se-ia supor que o sistema fora afetado por fendmenos de bulking provocado por
elevado crescimento de bactérias filamentosas (flamentoso) (Davis, 2010). No entanto, ao
microscopio, ndo se encontraram evidéncias dessa afirmacdo, j& que apenas foi observada a
presenga de algumas bactérias filamentosas, e em pequeno niumero, numa amostra de licor misto do
dia 29 de Maio. Estas bactérias, quando em quantidade ndo demasiadamente elevada, nao
constituem em si um problema, até pelo contrério, j& que tém a funcdo de backbone dos flocos, ou
seja, providenciam a estrutura para a agregagdo dos mesmos. No entanto, em grande numero,
tornam os flocos flutuantes e podem também aprisionar substancias lipidicas que tornam o floco
menos pesado e o licor misto mais viscoso, dificultando a sedimentagdo (Gerardi, 2002). Na
observagao microscoépica nao se verificou a presenga de bactérias filamentosas, nem de Zooglea em

grande numero, descartando-se assim a hipétese de bulking filamentoso ou viscoso, e no reator ndo
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se observaram espumas nem bolhas de gas (N,, N,O ou CO,), o que pde de lado fendmenos de
foaming ou de desnitrificagdo. Também n&o se verificou a ascensao de lamas mais escuras, devido a
oxigenacgao insuficiente, descartando-se o rising das lamas (rising sludge), indiciando que os
problemas de sedimentagao apenas poderao ter sido provocados pela produgao de flocos pinpoint. A
probabilidade deste tipo dificuldades de sedimentagéo é consideravel, uma vez que, em grande parte
dos ciclos deste periodo, o sobrenadante encontrava-se bastante turvo devido a néo

sedimentabilidade deste tipo de flocos.

Analisando os valores globalmente, 45,31% das amostras apresentou boa qualidade de
sedimentacédo (valores de IVL abaixo de 100 mL/g SST), 15,63% apresentou uma qualidade
moderada (valores de IVL entre 100 e 150 mL/g SST) e as restantes amostras, 39,06%, tiveram

qualidade de sedimentagdo considerada fraca.

4.2. Monitorizacao da producao de PHA

O objetivo fundamental da monitorizagdo de polihidroxialcanoatos neste estudo é a obtencdo de
concentragdes determinadas por anadlise cromatografica para correlacionar com os parametros
resultantes da analise das imagens da biomassa. No entanto, também & possivel analisar a relagéo
da concentragdo de PHA com outros parametros fisico-quimicos, que poderdo ter influéncia no

armazenamento destes polimeros de reserva.

Através das razdes entre a area do pico com tempo de retengéo correspondente e a area do pico
do padrao interno, provenientes da cromatografia de gas, calcularam-se as concentracdes de PHB e
PHV independentemente. Para determinar o conteudo em PHA, assumiu-se que a massa deste era
igual a soma da massa de PHB e PHV. Esta assungao permite a comparagao da concentragédo de
PHA com os parametros provenientes da analise de imagem, ja que esta néo distingue os diferentes
tipos de PHA, determinando o PHA conjuntamente. Outra vantagem reside na diminuigao do numero
de variaveis, o que se torna proveitoso para os métodos de anadlise estatistica discutidos no

subcapitulo seguinte.

Para esta monitorizagao, foram retiradas 64 amostras de licor misto, sendo 32 respeitantes a fase
famine e outras 32 a fase feast. No entanto, devido a alguns valores ndo se encontrarem na gama de
valores da reta de calibragdo do método de determinagdo de PHA, apenas se contabilizaram 53

amostras, 27 na fase famine e 26 na feast.

A Figura 4.13, que apresenta os valores determinados da concentragdo massica de PHA tanto da
fase feast como da fase famine, demonstra uma tendéncia de subida da concentragao de PHA até ao
dia 19 de Margco em que é atingido um maximo de 0,37 mg PHA/mg SST na fase famine.
Posteriormente, até ao final da fase B2, a concentragdo de PHA comecga a descer. Na fase B3 a
tendéncia dos valores da concentragdo de PHA parece ser semelhante. No entanto, é dificil fazer
esta analise uma vez que, de 24 de Maio a 23 de Agosto, é possivel verificar a inexisténcia da

monitorizagdo de PHA durante um largo periodo. Esta interrupgdo deveu-se aos problemas de
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sedimentagéao referidos anteriormente, problemas estes que nao possibilitaram a recolha de amostras
para a monitorizagdo do PHA.

Nas amostras da fase famine, retiradas poucos minutos antes de comecgar a fase de
sedimentagdo, os valores de concentragao variam entre os 0 mg PHA/mg SST (auséncia de qualquer
PHA) e os 0,3726 mg PHA/mg SST. Este valor nulo ocorreu numa amostra do dia 23 de Agosto,
altura em que o sistema estava com problemas de sedimentacdo. As amostras retiradas no mesmo
periodo de tempo (23 a 26 de Agosto) sdo coerentes com esta amostra nula em termos de PHA, ja
que apresentam também valores de PHA baixos. De registar ainda que as concentra¢des de PHA da
fase feast neste periodo sdo pouco superiores as da fase famine. Estes valores poderao significar

que a biomassa teria, neste periodo, pouca capacidade de armazenamento de PHA.
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Figura 4.13. Evolugédo da concentragdo massica de PHA (em mg PHA/mg SST) da fase feast e da
fase famine ao longo da fase B2 e B3.

Na amostra de dia 12 de Abril para a amostra de dia 17 do mesmo més, verifica-se uma redugao
abrupta na concentragdo de PHA de 0,1388 mg PHA/mg SST para 0,0122 mg PHA/mg SST. Neste
intervalo de tempo, houve duas ocorréncias que poderao ter contribuido para este decréscimo. No dia
15, identificou-se a ocorréncia de problemas de sedimentagdo (relatados anteriormente), o que
contribuiu para o washout da biomassa, havendo menos microrganismos para armazenar PHA. No
dia 16 de Abril, por lapso do operador, o reator foi alimentado com agua destilada em vez da habitual
solugdo de alimentagdo. Depois de algumas horas de arejamento, foi suspensa a operagao, feita a
sedimentacgao, retirado o sobrenadante e introduzida nova solugédo de alimentagéo, com o objetivo de
minorar os efeitos da total escassez de nutrientes. No entanto, esta agcdo podera nao ter sido
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suficiente, o que podera ter resultado no consumo do PHA intracelular devido a falta de fontes de
carbono alternativas.

Ja na fase feast, as amostras possuem concentragdes de PHA que variam entre os 0,0122 mg
PHA/mg SST e os 0,3500 mg PHA/mg SST. Apesar do valor maximo de conteudo celular de PHA ser
inferior ao valor maximo da concentragdo de PHA na fase famine, os valores respeitantes a fase feast
sdo no geral mais elevados, como € possivel verificar na Figura 4.13. Para explicar esta diferenca
surge o conceito de abundancia/esgotamento utilizado no processo ADE. Depois de alimentado o
reator com a solugdo da alimentagao, o licor misto torna-se bastante rico em fontes de carbono e
nutrientes (fase feast), o que leva os microrganismos acumuladores a armazenarem PHA intracelular,
altura em que a concentragdo massica € maxima. Ao longo do tempo de reagdo (arejamento) a
concentragao em carbono do licor misto vai diminuindo progressivamente até entrar em esgotamento
(fase famine). Nessa altura, a pressdo seletiva providenciada por este processo é colocada em
pratica e apenas 0s microrganismos com reservas poliméricas suficientes sobrevivem. Para
continuarem o seu crescimento, poderédo usar algum do PHA intracelular, diminuindo assim as suas

reservas.

Contudo, existem amostras da fase famine em que a concentragcdo de PHA é maior relativamente
a amostra da fase feast do mesmo dia. Uma das razdes prende-se com o facto de as amostras em
comparacgao serem de ciclos diferentes. O ideal seria que as amostras fossem provenientes da fase
feast e da fase famine pertencentes ao mesmo ciclo, no entanto, tal ndo foi exequivel dada a longa
duracao dos ciclos. Assim as duas amostras séo distintamente influenciadas por varios parametros,
como temperatura e pH distintos, solugbes de alimentagdo eventualmente diferentes, eficiéncias
distintas, anomalias, etc. Outra limitacdo deste trabalho experimental esteve presente na altura de
recolha da amostra na fase feast. A amostragem realizada no dmbito da monitorizagdo da producao
de PHA baseou-se na aplicagdo dos principios do regime feast/famine, porém, nao foram tidos em
conta os perfis de concentragcédo do acetato, fonte de carbono presente na alimentagao, neste reator
ao longo do tempo de arejamento. Este desconhecimento impossibilita a compreensdo cabal do
tempo da fase feast, pelo que a altura escolhida para tirar amostra (normalmente, até 20 minutos
depois da alimentag&o) podera nao ser aquela em que a concentragao de PHA é maxima. Através do
conhecimento dos perfis de concentragao do acetato deste sistema, poder-se-ia escolher um intervalo
de tempo mais adequado para a recolha da amostra tendo por base a identificagdo do tempo de

esgotamento da fonte de carbono.

Como a concentragdo em solidos suspensos totais € muito semelhante a concentragdo em
sélidos suspensos volateis, como é evidenciado no subcapitulo 4.1 (ver Figura 4.9), e admitindo que
a totalidade dos sélidos suspensos volateis sdo constituidos por biomassa (Serafim et al., 2004;
Lemos et al., 2006) e substancias extracelulares poliméricas (EPS) (Dias, 2008), pode-se estimar que
o conteudo celular maximo em PHA atingido neste trabalho foi superior a 37,26 % (percentagem em
peso seco), ja que neste trabalho nao se contabilizou a quantidade de EPS presente nos SST e SSV.
Este valor, aparentemente, é bastante inferior a maior parte dos valores bibliograficos da Tabela 2.1.
Contudo, o objetivo geral deste trabalho experimental ndo passava pela maximizagdo, per se, da

concentragao massica de polihidroxialcanoatos.
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A Figura 4.14 apresenta a evolugdo da concentragdo volumétrica de PHA das fases feast e
famine. Esta concentracdo foi determinada através da concentracdo de sodlidos suspensos totais
(SST), uma vez que o licor misto utilizado na determinagdo de PHA por GC-FID é centrifugado,
separado do seu sobrenadante, onde é extraida grande parte dos sodlidos dissolvidos, e totalmente
seco, constituindo, de grosso modo, os SST. Serafim et al. (2004) e Lemos et al. (2006) efetuam este
célculo a partir dos solidos suspensos volateis (SSV), o que é coerente ja que a biomassa €, quase
na sua totalidade, matéria organica volatilizavel a 550 ‘C. No entanto, na biomassa deste trabalho
experimental, os SST s&o bastante semelhantes aos SSV, como se verifica na Figura 4.8, pelo que a
diferengca de metodologias de calculo neste caso ndo € significativa. Outra assungao efetuada para
este calculo é que a concentragdo de SST é a mesma para as duas amostras do mesmo dia (da fase
famine e feast). Esta assungao foi necessaria dado que sé se determinou a concentracao de SST
para as amostras da fase famine, ndo sendo totalmente rigorosa uma vez que, mesmo que nao haja
alteragdes dessa concentragdo durante a sedimentagao, existem sempre pequenas quantidades de

so6lidos que s&o arrastados com o sobrenadante.

2000 ---F
--@--Fam,
1 800 ® Fase B2
\
]
1600 ® ! L ==O--Fam,
" Y Fase B3
1400 i Q' ‘@
= || H ‘\‘ 'l' —af— Feast,
—
< 1200 - ; \":‘ Fase B2
a
0 1 000 : I —/x— Feast,
£ ] : \ Fase B3
— ]
< 800 ! ! i
z o6 %0 ||
600
400 o
-
200 v
O T T T T T T T T T
3 3 < < < < < 2 3 3 3
g ¥ ¥ I & & & & & I
§ & & § § & § 5§ 5 & %

~

Data de operagdo (dd-mm-aa

Figura 4.14. Evolugédo da concentragdo volumétrica de PHA (em mg PHA.L'1) da fase famine e da
fase feast ao longo da fase B2 e B3.

Uma vez que tem em conta a concentragao de SST, a concentragao volumétrica de PHA ¢ dtil
para avaliar a capacidade de produgao deste polimero de reserva por parte do sistema. Na fase B2, a
concentracdo de PHA é geralmente superior, atingindo-se um maximo de 1785,07 mg PHA.L" na
fase famine do dia 19 de Margo. No inicio da monitorizagdo na fase B2, existe um decréscimo

acentuado desta concentragao, devido ao facto de se ter diluido o licor misto do reator, diminuindo a
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concentracao de soélidos em cerca de um terco, pelo que a biomassa disponivel para armazenar PHA
também sofreu uma reducao drastica. Posteriormente, com a recuperagédo da concentragcdo de SSV
no reator e com o aumento da concentragdo massica de PHA, a concentragdo volumétrica voltou a
subir. No final da fase B2, a concentracdo volumétrica de PHA voltou a decrescer motivada pela
diminuicdo da concentragcdo de SST e consequentemente de SSV, devido aos problemas de
sedimentacao que afetaram o sistema nesse periodo, havendo menos biomassa para formar PHA, e
pela redugdo do conteudo celular de PHA, discutida anteriormente. Na fase B3, os valores da
concentragao volumétrica de PHA nao tiveram alteragdes muito significativas, um pouco de encontro
com o que acontece com a concentragdo de SST (e de SSV) no mesmo periodo. Relativamente a
fase feast, o valor maximo de concentragdo de PHA no reator foi de 1676,72 mg PHA.L", no mesmo
dia do maximo registado na fase famine, enquanto que o valor minimo foi apenas de 54,82 mg PHA.
L™, no dia 17 de Abril.
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4.3.Aquisicao e analise de imagem

A aquisicao e a analise das imagens foram processos fundamentais na obtencao dos parametros
necessarios para efetuar a previsao da concentracdo de PHA numa dada amostra de licor misto, no
corrente trabalho. O modo como estas sdo adquiridas influencia, em ultima analise, a quantidade de
polimero de reserva detetado numa amostra. Existem varios fatores que podem influenciar a
quantificagdo, como as caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas da biomassa, a concentragdo da
solucao de fluorocromo, a presenga de outras substancias lipidicas que também sejam coradas pelo
Nile Blue, a intensidade da luz de fluorescéncia emitida, o tempo de exposi¢gdo da amostra a luz de

fluorescéncia e o tempo de aquisigao da imagem, entre outros.

As caracteristicas morfolégicas e fisiologicas da biomassa sdo um importante fator a ter em conta
na metodologia estudada. Como se sabe a produgdo de PHA estd muitas vezes associada a
bactérias formadoras de flocos. Por vezes, esses flocos atingem elevadas dimensbes (macroflocos)
ou sao extraordinariamente densos. Este tipo de estruturas pode ocultar granulos de PHA durante a
aquisicdo das imagens, fazendo com que a quantidade de PHA presente seja subestimada (Mesquita
et al.,, 2013). Para minimizar erros € fundamental que a fragmentagdo dos flocos de maiores
dimensbes seja efetuada. Assim, €& possivel diminuir os efeitos negativos provocados pela
sobreposigdo dos granulos de PHA aquando do processo de aquisigdo das imagens. Outra
consideragdo que deve ser acautelada € o facto de ser observada a area projetada do granulo de
PHA em vez do volume para efeitos de quantificagdo de PHA. Como os granulos sao estruturas
tridimensionais, considerar apenas parametros dependentes da area projetada (parametro
bidimensional) € um erro inerente a metodologia utilizada, embora se possa minimizar esse erro
considerando os granulos isolados como estruturas aproximadamente esféricas e efetuando a

respetiva transposigéo para um volume estimado.

A presencga de substancias lipidicas que nao polihidroxialcanoatos nas amostras de licor misto é
outro fator limitativo do processo, uma vez que estas substancias, quando coradas com o fluorocromo
Nile Blue, ttm um comportamento que em alguns casos pode ser relativamente semelhante ao PHA
na metodologia utilizada. Assim, no processo de analise de imagem, algumas destas substancias

poderao ser identificadas e quantificadas como PHA, o que diminui a precisdo do método.

Na Figura 4.15 (c), apesar de aparentemente a biomassa se encontrar bem fragmentada e de se
conseguir distinguir os granulos de PHA, como se observa na Figura 4.15 (a), é possivel verificar que
a identificagdo dos granulos de PHA e a delimitagdo das areas dos mesmos nao é perfeita, devido a
elevada sobreposi¢cao entre granulos, pelo que a quantificacdo de PHA pode ndo ser totalmente

exata.
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©

Figura 4.15. Imagens obtidas através do procedimento de coloragao de fluorescéncia Nile Blue com a
ampliangdo de 400x. (a) Imagem original. (b) Imagem binaria com identificagdo do PHA. (c) Imagem
com identificac@o das inclusdes de PHA evidenciada a verde.
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4.4. Analise estatistica multivariavel

Para atingir o objetivo principal desta tese, comprovar a capacidade da analise de imagens
obtidas por microscopia de fluorescéncia em determinar a concentragdo de PHA em amostras de licor
misto, foram utilizadas ferramentas de estatistica multivariavel como o método dos minimos
quadrados parciais (PLS). Adicionalmente, para extrair o maximo de informagao sobre as dinamicas
do licor misto no SBR, foram também aplicadas outras ferramentas estatisticas como a analise dos

componentes principais (ACP).
4.4.1. Previsao da concentragdo de PHA por PLS

O método dos minimos quadrados parciais (PLS) € um método de estatistica multivariavel que se
baseia na construgdo de modelos de previsdo em situagdes em que as variaveis sao de elevado
numero e apresentam bastante colinearidade. Ao contrario da ACP, este método ndo se foca em
perceber as correlagdes subjacentes entre as variaveis, mas sim em elaborar modelos de resposta
que possam prever o comportamento dessas variaveis. Neste trabalho experimental, o método PLS
foi aplicado para prever a concentragdo massica e volumétrica de PHA através dos dados obtidos por
analise de imagem. Para construir essa previsdo foi utilizado o software Matlab 7.3 (Mathworks,
E.U.A)).

A Tabela 4.2 apresenta os 12 pardmetros decorrentes da analise de imagem utilizados como
variaveis preditoras no método de PLS com intuito de prever a concentracao de PHA. Sao também
apresentadas as duas concentragdes de PHA, a massica e a volumétrica, que servem como variaveis
resposta, fundamentais nesta abordagem do método PLS. Essa abordagem baseia-se na construgéo
de um modelo para um certo numero de variaveis a partir de um conjunto de dados e no seu posterior
teste noutro conjunto de dados, escolhendo o numero de variaveis extraidas para o qual o erro total

de previsao é mais reduzido.

Neste método foram estudadas 6 variaveis latentes (LVs), metade do numero de variaveis de
previsdo da matriz X. Este numero foi significativamente inferior ao nimero de amostras usadas nas

variaveis resposta (matriz Y), o que é importante para a validagdo do método.
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Tabela 4.2. Variaveis provenientes da analise de imagem usadas no método de PLS para prever a

concentragao de PHA.

Parametro Sm]l’)ologla da Variavel Unidades
variavel
Preditor
X) Val_org Intensidade total da imagem original Adimensional
Val_sbk Intensidade total da imagem com corregéo do background Adimensional
Area_gran Area total dos granulos de PHA por imagem Pixéis
Intensidade total dos granulos de PHA determinada da . .
Total_gran1 . - Adimensional
imagem original
. Intensidade média dos granulos de PHA calculada da . .
Media_gran1 . - Adimensional
imagem original
Total aran2 Intensidade total dos granulos de PHA determinada da Adimensional
-9 imagem com corregdo do background
. Intensidade média dos granulos de PHA calculada da . .
Media_gran2 . = Adimensional
imagem com correcao do background
Area total dos granulos de PHA por imagem com fator de o
f_area_gran e . Pixéis
corregdo volumétrico
Intensidade total dos granulos de PHA determinada da . .
f_total_gran1 . . = o Adimensional
imagem original com fator de corregdo volumétrico
Intensidade média dos granulos de PHA calculada da . .
f_med_gran1 . s ~ Adimensional
imagem original com corregéo de truncatura
Intensidade total dos granulos de PHA determinada da
f_total_gran2 imagem com correcéo do background e com fator de Adimensional
corregao volumétrico
Intensidade média dos granulos de PHA calculada da
f_med_gran2 imagem com corregao do background e com corregéo de Adimensional
truncatura
Resposta
(Y) [PHA] Concentracdo massica de PHA ggTPHA/mg
[PHAT Concentragao volumétrica de PHA mg PHA/L

A quantificagdo do PHA a partir da analise de imagem apresenta uma limitagdo ja abordada no
subcapitulo 4.3 de nado ter em consideracdo a tridimensionalidade dos granulos de PHA,
contabilizando apenas parametros dependentes da area projetada (bidimensional). Para a
quantificacdo ser o mais precisa possivel, € entdo necessario aproximar o espaco bidimensional das
imagens a realidade das trés dimensdes dos granulos. Para reduzir os erros desta aproximagéo ao
espagco tridimensional, foram efetuadas transformacdes a alguns pardmetros da analise de imagem.
Nos pardmetros absolutos (totais) respeitantes aos grénulos de PHA (Area_gran, Total_gran1 e
Total_gran2), e que por isso estao sujeitos ao erro de aproximagdo de uma area projetada a duas

dimensbes a um volume (a trés dimensdes), foi aplicado um fator corretivo (fator de corregéo
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volumétrico) de x> que permite transformar as areas projetadas em volumes, para geometrias
aproximadamente esféricas. O resultado dessa corregdo é representado pelas seguintes variaveis
preditoras presentes na Tabela 4.2: f _area_gran, f_total gran1 e f_total _gran2. Ja nos parametros de
intensidade média (Media_gran1 e Media_gran2) foi aplicada uma corregao de truncatura, que se
baseia na subtragdo do valor minimo na escala de intensidades a partir da qual o programa identifica
o PHA. Ambas as corre¢cdes foram executadas nos pardmetros provenientes tanto das imagens

originais como das imagens com correc¢ao de background.

Foram ainda retiradas as amostras com concentra¢cdes de PHA muito baixas (menores que 50 mg
PHA/L), devido ao limite de detecdo desta técnica, e muito elevadas (maiores que 0,4 mg PHA/mg
SST ou 1800 mg PHA/L), reduzindo assim possiveis efeitos de photo bleaching que eventualmente
tenham ocorrido na aquisicao das imagens. Esses valores consideram-se fora da gama de valores
aplicaveis nesta metodologia de analise de imagem. Deste modo, fora desta gama podera haver a
necessidade de efetuar alteragbes na metodologia de aquisicdo das imagens, como mudangas no
tempo de exposi¢do, concentragdo de corante, etc.

Na Figura 4.16 podem-se verificar os resultados do método PLS efetuado com a variavel resposta
concentracao massica de PHA, sem aplicar a corre¢do de truncatura pela eliminagdo das amostras

fora da gama de valores aplicavel.

0,5

0,4

0,3

0,2 -

0,1

[PHA] (mg PHA/mg SST) (pred)

[PHA] (mg PHA/mg SST) (obs)

Figura 4.16. Resultados do método PLS. Concentracdo massica de PHA observada (em mg PHA/mg
SST) vs. concentragdo massica de PHA predita pelo método (em mg PHA/mg SST).

Na Figura 4.17 podem-se verificar os resultados do método PLS efetuado com a variavel resposta

concentragdo volumétrica de PHA, sem aplicar a corregdo de truncatura pela eliminagao das

amostras fora da gama de valores aplicavel.
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Figura 4.17. Resultados do método PLS. Concentragdo volumétrica de PHA observada (em mg
PHA/L) vs. concentragéo volumétrica de PHA predita pelo método (em mg PHA/L).

Nesta analise foram efetuados dois estudos com os resultados provenientes do método PLS. Um
primeiro estudo considerou todos os valores das fases feast e famine conjuntamente. Ja no segundo
estudo, os valores relativos as amostras da fase feast e da fase famine foram divididos em dois
conjuntos independentes. O objetivo € identificar qual dos métodos faria uma melhor previsdo da
concentracao de PHA.

A Figura 4.18 e a Figura 4.19 apresentam os resultados da regressao linear resultante do método
de previsdo PLS com as concentragbes massicas (Figura 4.18) e as concentragdes volumétricas
(Figura 4.19) de PHA, considerando conjuntamente todos os valores das fases famine e feast.
Analisando os baixos valores do coeficiente de correlagdo obtidos (R2 de 0.601 e 0.511,
respetivamente, para a concentragdo massica e volumétrica de PHA), pode-se verificar que a
utilizagdo conjunta dos dados de feast e famine nao parece dar origem a boas capacidades de
predicéo.
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Figura 4.18. Regressdo linear do modelo resultante do método de previsdo PLS com as
concentragbes massicas de PHA, com utilizagdo de todos valores da fase famine e da fase feast
conjuntamente. Os pontos com (x) foram desprezados.
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Figura 4.19. Regressdo linear do modelo resultante do método de previsdo PLS com as
concentragbes massicas de PHA, com utilizacdo de todos valores da fase famine e da fase feast
conjuntamente. Os pontos com (%) foram desprezados.

A Figura 4.20 apresenta os resultados dos modelos PLS efetuados para prever a concentragédo
massica de PHA com a utilizacdo de 27 amostras da fase famine e de 23 amostras da fase feast de
forma independente. As amostras foram separadas aleatoriamente em conjuntos de treino, em que
cerca de dois ter¢cos das amostras de cada fase foram utilizadas para calibrar o modelo, e conjuntos
de validagédo, em que cerca de um tergo das amostras foram utilizadas para validar o modelo. Como
se pode verificar na Figura 4.20, dois valores (fam+feast_m_ignorados) foram excluidos do modelo de
previsdo j& que se afastavam bastante da tendéncia geral. Da regressdo linear resultou um
coeficiente de regresséo R? de aproximadamente 0,80, o que representa um ajuste relativamente

satisfatorio, tanto mais que se trata de uma metodologia ainda em desenvolvimento.
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Figura 4.20. Regressdo linear do modelo resultante do método de previsdo PLS com as
concentragdes massicas de PHA, com utilizagdo dos valores da fase famine e da fase feast
independentemente. Os pontos com (x) foram desprezados.
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A Figura 4.21 apresenta os resultados dos modelos PLS efetuados para prever a concentragao
volumétrica de PHA com a utilizacdo das amostras da fase famine e da fase feast
independentemente. Tal como anteriormente, as amostras foram separadas aleatoriamente em
conjuntos de treino (dois tergos) e de validagdo (um terco). Neste modelo de previsao, foi excluido
apenas um valor (fam+feast_m_ignorados). Da regressao linear, apresentada na Figura 4.21, resulta
um coeficiente de regressao (R2 de aproximadamente 0,72) um pouco inferior ao anterior, pelo que
este modelo tera menor capacidade de previsdo do que o usado para prever a concentragao massica
de PHA. Esta menor capacidade de previsao podera dever-se ainda a metodologia de calculo desta
concentragdo. De facto, a concentragao volumétrica de PHA é calculada a partir da concentragao
massica de PHA e da concentragao de soélidos suspensos totais. Ao introduzir uma nova variavel
(com um determinado erro associado) no calculo, aumenta a variabilidade na resposta e, portanto,

aumenta a dificuldade do modelo em prever esta concentragdo de PHA de forma mais eficaz.

Verifica-se, assim, que a utilizagdo de forma independente dos dados referentes a fase feast e a
fase famine, para a modelagédo das concentragbes de PHA, aumentou de forma significativa o poder
preditivo desta metodologia. A explicacédo para este facto podera residir na ocorréncia de algum tipo
de modificagdo estrutural das células, ou dos granulos de PHA, apds a fase de starvation
(consequéncia da auséncia total de fonte de carbono), o que podera ter consequéncias na resposta
dos mesmos ao processo de coloragdo ou a reagédo a fluorescéncia. Deste modo, a avaliagdo da
concentragao de PHA dependeria de modelos preditivos diferentes consoante se tratasse da fase

feast ou da fase famine.

Apesar dos coeficientes de regressdo resultantes do ajuste dos modelos de previsdo da
concentragdo massica e volumétrica de PHA né&o terem sido muito elevados, houve uma melhoria
significativa em relagcédo ao R? maximo obtido por Mesquita, et al. (2013) de 0,65 para o modelo de

previsdo da concentragcdo de PHA, ainda que com um conjunto de dados menos vasto. Desta forma
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comprova-se 0 sucesso das corregbes de truncatura e de minimizagdo do erro motivado pela
bidimensionalidade dos parametros de analise de imagem efetuadas as variaveis de previsdo, uma
vez que essas retificagdes nao foram aplicadas nesse estudo anterior. Desta forma, ainda ndo é
possivel prever com exatiddo a concentracdo de PHA de uma amostra de licor misto a partir da
metodologia de analise de imagem utilizada. Contudo, apesar desta metodologia de quantificagcéo de
PHA necessitar de ser otimizada, até por consequéncia de todas as limitagdes referidas

anteriormente, os resultados disponiveis até ao momento indicam que se trata de uma metodologia

promissora.
2000 -+
y =1,0242x
R2=0,7164
. 1500 -
©
g
Z
= 1000 - X
<
=z O fam+feast_vol_validacao
0o
£ 500 - @ fam+feast_vol_treino
g X fam+feast_vol_ignorados
a.
= 0 | T T 1
500 1000 1500 2000
-500 -

[PHA]' (mg PHA/L) (obs)

Figura 4.21. Regressdo linear do modelo resultante do método de previsdo PLS com as
concentragdes volumétricas de PHA, com utilizagdo dos valores da fase famine e da fase feast
independentemente. Os pontos com (%) foram desprezados.

Na Figura 4.22 e na Figura 4.23 apresenta-se o ajustamento dos valores resultantes do modelo
de previsdo baseado no método de PLS para a concentragdo massica de PHA na fase famine e feast,
respetivamente, face aos valores experimentais efetivamente observados. A partir destas figuras
confirma-se o0 bom ajuste desta técnica ja demonstrado anteriormente e verifica-se a possibilidade de

prever a concentracdo massica de PHA com alguma exatidao.
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Figura 4.22. Previsdo da concentracdo massica de PHA na fase famine a partir do método de PLS.
Comparagao com os resultados experimentais observados.
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Figura 4.23. Previsdo da concentracdo massica de PHA na fase feast a partir do método de PLS.
Comparagao com os resultados experimentais observados.

A Figura 4.24 e a Figura 4.25 apresentam o ajustamento dos valores decorrentes do modelo de

previsdo baseado no método de PLS para a concentragdo volumétrica de PHA na fase famine e

feast, respetivamente, face aos valores experimentais efetivamente observados. Efetuando uma

analise visual, é possivel verificar que a previsao feita a partir das concentragées massicas de PHA é

mais exata, confirmando a analise efetuada anteriormente.
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Figura 4.24. Previsdo da concentracdo volumétrica de PHA na fase famine a partir do método de
PLS. Comparagédo com os resultados experimentais observados.
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Figura 4.25. Previsado da concentragdo volumétrica de PHA na fase feast a partir do método de PLS.
Comparagao com os resultados experimentais observados.

4.4.2. Analise conjunta dos resultados por ACP e MLRA

Com vista a avaliar de que forma o desempenho do SBR se correlaciona com a produgao de PHA
e com os resultados provenientes da analise de imagem, estendeu-se a analise multivariavel dos
parédmetros de andlise de imagem e concentracdes de PHA também aos parémetros fisico-quimicos

do reator.

O objetivo da analise dos componentes principais (ACP) é transpor um elevado numero de
variaveis para um numero mais reduzido de componentes dependentes dessas variaveis. Assim, &
também possivel identificar possiveis padrées de intercorrelagdo e colinearidade entre variaveis
(Friel, 2010). Para efetuar esta analise recorreu-se ao software SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences — IBM, E.U.A.).
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Tabela 4.3. Variaveis provenientes da analise de imagem e das determinacdes fisico-quimicas
utilizadas na analise dos componentes principais.

Simbologia da
variavel

Variavel

Unidades

Val_sbk_fam

Val_sbk_feast

Area_gran_fam

Area_gran_feast

Total_gran2_fam

Total_gran2_feast

Media_gran2_fam

Media_gran2_feast

[PHA]_med

[SST]

IVL

CQO_licor

CQO_SN

[TC]

[TN]

Intensidade total da imagem com correcao do background nas amostras

da fase famine

Intensidade total da imagem com correcao do background nas amostras

da fase feast

Area total dos granulos de PHA por imagem nas amostras da fase
famine

Area total dos granulos de PHA por imagem nas amostras da fase feast

Intensidade total dos granulos de PHA determinada da imagem com
corregao do background nas amostras da fase famine

Intensidade total dos granulos de PHA determinada da imagem com
corregao do background nas amostras da fase feast

Intensidade média dos granulos de PHA calculada da imagem com
corregdo do background nas amostras da fase famine

Intensidade média dos granulos de PHA calculada da imagem com
corregédo do background nas amostras da fase feast

Média das concentragdes massicas de PHA das amostras da fase
famine com as amostras da fase feast

Concentragao de solidos suspensos totais das amostras de licor misto

indice volumétrico de lamas do licor misto

Caréncia quimica de oxigénio das amostras de licor misto
Caréncia quimica de oxigénio das amostras de sobrenadante
Concentragao de carbono total das amostras de sobrenadante

Concentragao de azoto total das amostras de sobrenadante

Adimensional

Adimensional

Pixéis

Pixéis

Adimensional

Adimensional

Adimensional

Adimensional

mg PHA/mg
SST

mg SST/L

mL/g SST

mg Oa/L

mg Oo/L

mg TC/L

mg TN/L

Os valores utilizados nesta analise correspondem as amostras da monitorizagdo da concentragédo
de PHA, apresentadas no subcapitulo 4.2, durante as fases B2 e B3, perfazendo um total de 58
amostras. A Tabela 4.3 apresenta as 15 variaveis utilizadas nesta analise. Foram utilizadas variaveis
provenientes tanto da analise de imagem, como os valores de intensidade total, dos granulos de PHA
e da imagem, e da area total dos grénulos de PHA, como das analises fisico-quimicas efetuadas,
como a CQO, o IVL, os SST, os SSV e a determinagdo de PHA por GC-FID. Os valores das amostras
da fase famine e da fase feast foram considerados em separado para esta analise, a excegédo da

variavel [PHA]_med, que retrata a média das concentragbes massicas de PHA das amostras das
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duas fases. Como se pode verificar o niumero de amostras é relativamente reduzido face ao numero
de variaveis tidas em conta. Esta é de fato uma limitagcdo deste estudo, constatada pela aplicagédo do
teste de Kaiser-Meyer-Olkin, que permite inferir a adequabilidade da aplicacdo das técnicas
estatisticas ao conjunto de amostras, cujo resultado foi de 0,627. A partir deste valor pode-se aferir
que a adequabilidade da ACP as variaveis consideradas é mediocre (Friel, 2010). Para reduzir os
efeitos dessa limitagdo, ndo foram introduzidas na ACP todas as variaveis consideradas no método
de previsdo por PLS, considerando-se apenas as variaveis com correcdo de background, nem a
variavel dos solidos suspensos volateis, uma vez que, neste trabalho, apresenta uma correlagao
6tima com a concentragao de solidos suspensos totais (ver subcapitulo 4.1).

Tabela 4.4. Matriz de componentes rodada (5 componentes principais). Método de extragédo: andlise

de componentes principais. Método de rotagdo: Varimax com normalizagdo de Kaiser. A rotagao
convergiu em 6 iteragoes.

Componente

Variavel 1 ) 3 4 5 Comunalidade
Val_sbk_fam 0,985 0,979
Val_sbk_feast 0,974 0,969
Area_gran_fam 0,948 0,955
Area_gran_feast 0,931 0,908
Total_gran2_fam 0,872 0,454 0,983
Total_gran2_feast 0,808 0,515 0,950
Media_gran2_fam 0,852 0,888
Media_gran2_feast 0,803 0,855
[PHA]_med 0,686 -0,458 0,719
[SST] 0,957 0,925
IVL -0,837 0,833
CQO_licor 0,953 0,922
CQO_SN 0,722 0,835
[TC] 0,811 0,825
[TN] 0,488 0,757 0,876
Valores préprios 3,08 2,93 2,87 2,50 2,04 13,42
%davarianciatolal g0 47300 169%  147%  12,0% 89,5%

explicada

Nota: Apenas se apresentam os factor loadings superiores a 0,4, sendo que o0s mais

significativos, com médulo superior a 0,6, se encontram a negrito.

Analisando os resultados da analise de componentes principais, presentes na matriz de
componentes rodada da Tabela 4.4, observa-se que se reduziram as 15 variaveis a 5 componentes e
que essas cinco componentes conseguem explicar 89,5% da varidncia demonstrada por todas as
varidveis utilizadas neste método. Caso o método seja realizado com quatro componentes, a

percentagem cumulativa da variancia total explicada diminui (resultados ndo apresentados), pelo que
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a ACP com cinco componentes é mais representativa das variaveis consideradas. Outra razdo para
escolher a ACP com cinco componentes passa pela constatagdo de que todas as cinco componentes
explicam mais variancia do que uma unica variavel, ja que todos os valores proprios sdo superiores a
unidade. A excecdo de [PHA] med, todas as variaveis tém a sua variancia bem representada nas
cinco componentes resultantes do método, ja que as suas comunalidades sdo superiores a 0,80.
Ainda assim, a variavel [PHA] _med apresenta um valor da propor¢ao de variancia explicada pelas

cinco componentes consideradas bastante razoavel, com uma comunalidade acima de 0,7.

Analisando os factor loadings de cada componente, é possivel verificar que a concentragcdo de
sélidos suspensos totais ([SST]), o indice volumétrico de lamas (IVL) e a caréncia quimica de
oxigénio do licor misto (CQO_licor) encontram-se fortemente correlacionadas na componente 1,
sendo que os valores de IVL correlacionam-se negativamente com as restantes variaveis, pelo que
este parametro decresce com o aumento da concentracao de sélidos (SST) e de CQO. Sendo estas
variaveis relativas ao licor misto, a componente 1 esta indubitavelmente associada as caracteristicas
fisico-quimicas do mesmo. De salientar ainda a razoavel correlagao da concentragao de azoto total
no sobrenadante ([TN]) nesta componente. O facto, discutido anteriormente neste capitulo, da
concentragao de TN da alimentagao ter diminuido ao longo do tempo levando a uma menor [TN] a
saida e a coincidéncia de os SST terem diminuido, podera justificar esta “correlagcdo”, que nio esta
necessariamente ligada a correlagdo entre os SST e a concentracdo de azoto total, que seria de todo

inesperada.

Na componente 2, as variaveis Val_sbk fam, Area gran fam e Total gran2 fam estdo
fortemente correlacionadas. Estes pardmetros provém da analise as imagens das amostras da fase
famine, pelo que se pode referir que esta componente esta associada a identificagdo de zonas com
PHA nas amostras da fase famine no ambito do procedimento de andlise das imagens. Ja para a
componente 3, as variaveis correspondentes as caracteristicas anteriores mas relativas a fase feast,
encontram-se fortemente correlacionadas. Desta forma, os parametros Val_sbk feast,
Area_gran_feast e Total_gran2_feast sdo resultantes da analise as imagens das amostras da fase
feast, o que significa que esta componente esta associada a identificagdo de zonas com PHA nas
amostras da fase feast. Estes pardmetros estio interligados uma vez que resultam da intensidade
total de PHA, da intensidade total dos granulos de PHA na imagem ou da area dos granulos de PHA
numa dada imagem. Por exemplo, se a area de granulos de PHA numa imagem aumentar,
aumentara também a intensidade total dos granulos e a intensidade total de PHA nessa imagem
(para uma mesma intensidade média dos granulos). De referir que nenhuma das varidveis
pertencentes as amostras da fase feast apresenta uma correlagdo relevante com alguma das
variaveis referentes as amostras da fase famine, pelo que se pode concluir que esta analise permite

diferenciar claramente entre os resultados da analise de imagem nas duas fases.

Na componente 4, a média das concentragdes de PHA nas amostras da fase famine e da fase
feast ([PHA]_med) e as intensidades médias dos granulos de PHA nas amostras da fase feast e das
amostras fase famine (Media_gran2_fam e Media_gran2_feast, respetivamente) encontram-se
correlacionadas, pelo que quando estas intensidades médias aumentam, também a concentragéo de

PHA parece aumentar. Este pardmetro resultante da analise de imagem é distinto dos outros, uma
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vez que a intensidade medida é média e nao total. Este fato podera explicar a razdo da
Media_gran2_fam e da Media_gran2_feast se correlacionarem tdo bem com a concentragao massica
de PHA (mg PHA por mg SST), ao contrario dos outros parametros provenientes da analise de

imagem.

Por fim, a componente 5 esta associada as caracteristicas fisico-quimicas do sobrenadante, uma
vez que a caréncia quimica de oxigénio do sobrenadante (CQO_SN) e as concentragbes de carbono
e azoto total no sobrenadante ([TC] e [TN], respetivamente) estdo bem correlacionadas nesta
componente. Esta boa correlagao significa que, por exemplo, uma subida da CQO do sobrenadante
implica uma subida nas concentragdes de carbono total e de azoto total no mesmo e uma diminuigao
geral na qualidade do sobrenadante. Seria expectavel que assim acontecesse no caso da CQO e do
TC, uma vez que a carga organica oxidavel quimicamente &, ndo poucas vezes, dependente da
concentracdo em compostos ricos em carbono. Verifica-se, ainda, que uma maior qualidade do
sobrenadante, com valores de CQO, TC e TN mais baixos, esta correlacionada com maiores
concentragdes de PHA, ja que, ainda que de forma pouco vincada, [PHA]_med esta inversamente
correlacionada com as variaveis CQO_SN, [TC] e [TN]. Ou seja, valores de concentracdo de PHA
mais elevados parecem ocorrer com menores concentragdes de substrato no efluente de saida do
reator, e, consequentemente, maiores percentagens de eficacia de tratamento da matéria organica
afluente. A partir destes dados, pode-se aferir que uma maior captagao de nutrientes (como o
carbono ou o azoto) por parte da populagao microbiana resulta numa maior produgao/acumulagao de
compostos de reserva, entre os quais, o PHA, pelo que comprova-se, em certa medida, a capacidade

de tratamento dos sistemas de produgao de PHA.

A analise de regresséao linear multivariada (MLRA) é uma técnica de estatistica multivariavel que
tem por objetivo principal determinar o melhor conjunto de parametros, a fim de o modelo constituido
por esses parametros prever da forma mais precisa quanto possivel os valores experimentais
resultantes de uma varidvel dependente (Y). Também é util para perceber se esse modelo é

adequado para se ajustar aos dados experimentais observados.

Com vista a averiguar a possibilidade de previsdo da concentracdo de PHA na biomassa,
efetuou-se a MLRA utilizando, como variaveis independentes (preditores), os factor scores
resultantes da andlise de componentes principais realizada anteriormente e, como variavel
dependente, a média das concentragdes massicas de PHA das amostras da fase famine com as
amostras da fase feast ([PHA]_med). Este estudo foi denominado de “MLRA_5CP”.

Foi efetuada a regressédo linear entre o modelo previsto pela MLRA e as médias das
concentragcdes massicas observadas de PHA (Figura 4.27) com o qual se verificou o ajuste bastante
razoavel do modelo aos dados experimentais, com um R? de 0,7323. Um dos valores de média das
concentragdes de PHA na fase famine e feast ndo foi considerado no modelo uma vez que
ultrapassava a gama de valores para os quais esta metodologia é valida, como se comprovou no

método PLS no subcapitulo 4.4.1.
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Figura 4.26. Regresséo linear do modelo resultante do método de previsdo MLRA com as médias das
concentragdes massicas de PHA, da fase famine e da fase feast, e com os factor scores provenientes
das 5 componentes da ACP. Os pontos com (x) foram desprezados.

A partir da MLRA, confirmou-se que os resultados preditos se ajustam bastante satisfatoriamente
a concentracdo massica média observada de PHA nas amostras da fase famine e nas amostras da
fase feast, conforme se observa na Figura 4.27. O coeficiente de regressao de 0,719 (regressao nao

apresentada) relativamente ao modelo de previsédo atesta também esses resultados.
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Figura 4.27. Previsdo da concentragdo meédia de PHA a partir da analise de regressao linear
multivariada com os factor scores provenientes das 5 componentes da ACP. Comparagdo com os
resultados experimentais observados.
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De igual modo interessante é averiguar a possibilidade de, a partir de um conjunto reduzido de
variaveis obtidas por analise de imagem e de parametros fisico-quimicos normalmente monitorizados
em sistemas de tratamento de efluentes, se poder prever a concentragdo massica de PHA no licor
misto do reator, o que poderia apresentar um interesse pratico 6bvio na monitorizagdo da ETAR com
vista a otimizacdo da producdo de PHA. Para avaliar esta possibilidade nos dados experimentais
disponiveis aplicou-se a MLRA as variaveis mais correlacionadas com cada uma das componentes e
que se encontram identificadas a sombreado na Tabela 4.4, tendo-se denominado esse estudo de
“MLRA_5V”. As variaveis preditoras (X) usadas no referido estudo bem como a variavel dependente
(Y) séo apresentadas na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Variaveis provenientes da analise de imagem e das determinagdes fisico-quimicas
usadas no método de MLRA para prever a concentragao massica de PHA.

Parametro Sm]l’)ologla da Variavel Unidades
variavel
Preditor
(X) Val sbk fam Intensidade total da imagem com correcédo do Adimensional
- = background nas amostras da fase famine
Val_sbk_feast Intensidade total da imagem com correcao do Adimensional
background nas amostras da fase feast
Intensidade média dos granulos de PHA calculada da
Media_gran2_fam imagem com correc¢éo do background nas amostras Adimensional
da fase famine
[SST] Concentragaq de sqlldos suspensos totais das mg SSTIL
amostras de licor misto
[TC] Concentragdo de carbono total das amostras de mg TCIL
sobrenadante
variavel Média d tragSes massicas de PHA d
dependente édia das concentracdes massicas de as
(Y)p [PHA]_med amostras da fase famine com as amostras da fase ggTPHA/mg

feast

O ajuste do modelo de previsdo no estudo “MLRA_5V” ndo se ajusta tdo bem aos dados
experimentais face ao “MLRA_5CP”. Neste caso, eliminando apenas a concentragao acima de 0,4 mg
PHA/mg SST, o coeficiente de regresséao fica-se pelos 0,3740. No entanto, eliminando apenas mais 3
pontos desajustados do modelo de regresséo, a regressdo melhora substancialmente (0,6632) como
se pode verificar na Figura 4.28. Assim, verifica-se que se consegue prever com alguma
razoabilidade, tendo em conta o niumero reduzido de paradmetros utilizados, a concentragdo massica
de PHA no reator apenas a partir de trés parametros decorrentes da analise de imagem e de dois
parametro fisico-quimicos, um caracterizador da concentragdo de biomassa no reator (SST) e outro
das caracteristicas do efluente tratado (TC), o que demonstra que a analise de imagem pode
efetivamente desempenhar um papel relevante na operagdo e controlo de ETAR com vista a
producao de bioplasticos. No entanto, e ao contrario do modelo de previsdo encetado pelo método
PLS, este método do MLRA nado oferece um modelo tdo valido, pelo que necessita de maiores

transformagdes a fim de a sua previsdo ser mais precisa.
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Figura 4.28. Regresséo linear do modelo resultante do método de previsdo MLRA com as médias das
concentragbes massicas de PHA, da fase famine e da fase feast, e com as variaveis mais
correlacionadas com cada uma das 5 componentes da ACP. Os pontos com (x) foram desprezados.
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Os PHAs surgem como uma alternativa ambientalmente sustentavel, ja que conseguem
reproduzir grande parte das aplicagdes dos plasticos ditos normais, tendo as grandes vantagens de
serem biodegradaveis e produzidos a partir de uma fonte de carbono renovavel. A nivel econémico
essa alternativa ndo é tdo obvia, no entanto, parece uma questdo de tempo até o processo de
producao de PHA por lamas ativadas, que parece o mais promissor, ser otimizado para assim reduzir
os custos de produgdo. Adicionalmente sera também necessario reduzir os custos de purificacdo do

PHA para o processo ser implementado em larga escala.

Neste trabalho experimental, foi montada uma instalagdo com um sistema de lamas ativadas num
SBR cujo principal objetivo era produzir PHA. Concomitantemente, pretendia-se verificar se o sistema
poderia funcionar com um sistema de tratamento de aguas residuais aliando assim a fungdo de
tratamento de efluentes liquidos com a produgdo de um produto de valor acrescentado como é o
PHA.

Primeiramente, o objetivo de produzir PHA através do regime de alimentagao dindmica aerdbia
com uma alimentagdo com acetato, como principal fonte de carbono, e sem controlo do pH foi
conseguido, atingindo-se um maximo de concentracdo massica de 0,37 mg PHA/mg SST, que, em
termos de concentragéo celular, corresponde a pelo menos 37% em percentagem do peso seco, e de

concentragao volumétrica de 1785 mg PHA/L.

Na avaliagcdo da capacidade de tratamento do sistema, da analise a eficiéncia do reator, conclui-
se que este sistema nao teve a melhor eficacia no que diz respeito a remogao de carbono, azoto e
carga organica. No entanto, esse tratamento foi limitado quer pela variabilidade da composigéo da
alimentagao, quer por ocorréncias andmalas que provocaram situagdes de baixa sedimentabilidade,
da qual este processo de tratamento num SBR depende fortemente. Ainda assim, a remogao da
carga organica do efluente simulado foi bastante razoavel, com um numero elevado de amostras de
sobrenadante com eficiéncias de remogdo acima dos 90%. A ACP efetuada comprovou de certo
modo a adequabilidade do sistema utilizado para a remogéo da carga orgénica, pois a partir dessa
analise pode-se aferir que uma maior capacidade de tratamento, e consequente maior captagdo pelos

microrganismos de nutrientes do afluente, resulta numa maior capacidade de produgéo de PHA.

Em relagédo ao licor misto deste sistema de tratamento, pode-se concluir que a quase totalidade
dos sodlidos suspensos totais sdo volateis e que uma grande parte desses soélidos suspensos é

constituida por matéria organica oxidavel, dada as boas correlagbes entre variaveis.

No entanto, o principal objetivo deste trabalho era comprovar a capacidade e potencial de uma
metodologia de analise de imagem, através da aquisicdo de imagens em microscopia de
fluorescéncia com Nile Blue, prever a concentragdo de PHA, usando modelos baseados na analise
PLS e comparando-os com as concentragdes experimentais de PHA, determinadas as partir de
técnicas cromatograficas. Foram encontradas algumas limitagbes nesta metodologia ao nivel da

transformagéo da bidimensionalidade da area projetada dos granulos de PHA nas imagens para a
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sua tridimensionalidade real, na gama de concentracdo de PHA na qual a metodologia é valida e na
amostragem relativamente curta. Porém, comprovou-se a potencialidade deste método obtendo-se
um R? de 0,80 para o modelo de previsdo da concentracdo massica de PHA e de 0,71 para a
concentragao volumétrica. Pode-se assim concluir que esta € uma metodologia promissora para

quantificar PHA em amostras de licor misto.

Adicionalmente, e usando outra técnica de analise multivariavel, a MLRA, a partir dos resultados
da ACP e com o input de um menor numero de variaveis relativamente a analise com PLS, foi
novamente comprovado que a analise de imagem podera ser uma técnica relevante na quantificagéo
do PHA e que podera ser utilizada no controlo de um eventual sistema de tratamento de aguas

residuais com a produgao deste biopolimero.

5.1.Sugestoes para trabalhos futuros

Neste trabalho, uma das contrariedades ocorridas foram as variagbes das caracteristicas
quimicas da alimentagao, tais como a caréncia quimica de oxigénio e a concentragdo em carbono
total e azoto total. Estas variacdes foram decisivas na forma de calculo das eficiéncias de remogao
destes parametros, dificultando a analise a eficiéncia do sistema. Para evitar estas dificuldades,
sugere-se que se tome precaugbes com vista a ndo degradagao dos reagentes utilizados, como
adquirir recipientes de menor quantidade, ndo deixando que o tempo de utilizagdo de um dado
reagente se prolongue no tempo ou secar os reagentes antes da sua utilizagéo, particularmente os
higroscopicos, diminuindo a percentagem de humidade, mas tendo em conta a sua temperatura de

degradagéao térmica.

As variagbes referidas anteriormente também poderdo ter sido, em muito menor escala,
provocadas pelo impacto da degradacéo ao longo do tempo da alimentagéo preparada para introduzir
no reator. Seria conveniente estudar os efeitos dessa degradagdo em termos de CQO, concentragédo

de TN e de TC, com o intuito de verificar se a composi¢cédo quimica se altera significativamente.

Apesar do razoavel numero de analises efetuadas neste trabalho e da sua elevada laboriosidade,
seria interessante determinar concentracdes de nitritos, nitratos e aménio (em vez do azoto total) no
sobrenadante bem como determinar em todas as amostras do mesmo a concentragdo de soélidos
suspensos volateis com o objetivo de comparar essas concentragdes com os valores limite de

emissdo legalmente exigidos.

Outra determinagdo que seria interessante efetuar seria a da evolugdo da concentragdo de
acetato ao longo do ciclo, nomeadamente na fase de arejamento. Através do conhecimento desses
perfis de concentragdo para o sistema em causa, poder-se-ia escolher um intervalo de tempo mais
adequado para a recolha das amostras tendo por base a identificagdo do tempo de esgotamento da
fonte de carbono e assim melhorar a adequacgéao do regime da alimentagéo dindmica aerdbia (regime

feast | famine).

Em relagdo a metodologia de previsdo da concentracdo de PHA, as técnicas de andlise

estatistica multivariavel utilizadas necessitam quase sempre de um elevado nimero de amostras para
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a sua validagao. Assim, sugere-se que se altere a amostragem seja i) pela recolha de um maior
numero de amostras durante o ciclo de tratamento, sem descurar que a concentragdo de PHA dessas
amostras deva ser variavel ao longo do tempo de ciclo, ii) pelo aumento do nimero de ciclos por dia.
O objetivo é aumentar o numero de amostras e, consequentemente, aumentar o numero de valores

utilizados nas analises estatisticas, num tempo de operagao mais curto.

Por outro lado, no sentido de aumentar a variancia dos principais parametros que caracterizam o
funcionamento do SBR, o que poderia ser relevante para estudos estatisticos que se baseiam nessa
variabilidade, nomeadamente a ACP e o PLS, seria interessante estudar a resposta do sistema
perante variacbes do caudal ou da composigao da alimentagao e nas caracteristicas do reator, como

o tempo de retengao hidraulico.
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ANEXOS

7. ANEXOS

A. Procedimento da determinagao da caréncia quimica de oxigénio

O seguinte procedimento foi adaptado de Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, secgdo 5220 D (APHA et al., 1999).

Material

v
v

Tubos de digestdo em borossilicato 16 mm x 100 mm com rolhas roscadas;

Bloco de aquecimento, com 10,5 e 10,9 cm de altura, com aberturas de tamanho suficiente
para se ajustarem aos tubos de digestdo, capaz de operara 150° C + 2 °C.

Espectrofotémetro (modelo Spectronic 301, Milton Roy, E.U.A.) para uso na regido dos 420 e
600 nm.

Reagentes

Solugéo de digestédo de dicromato de potassio 0,01667 M:

v

v
v

Adicionar a aproximadamente 500 mL de agua destilada, 10,216 g de K,Cr,O7, reagente de
grau 1, previamente seco a 150 "C durante 2 h, 167 mL de H,SO, concentrado (95%) e 33,3
g de HgSO,.

Dissolver, deixar arrefecer até a temperatura ambiente.

Diluir a 1000 mL com agua destilada.

Solugéo de acido sulfurico:

v Adicionar Ag,SO, puro a acido sulfdrico concentrado (95%), na proporgdo de 5,5 g de Ag,SO,

v

por kg de H,SO,.

Deixar em repouso 1 ou 2 dias para dissolver 0 Ag,SO,. Misturar.

Solugéo padrdo de hidrogenoftalato de potassio (KHP). O KHP tem uma CQO tedrica de 1,176

mg O./mg KHP pelo que esta solugdo apresenta uma CQO de 500 mg/L:

v

v

Triturar lentamente e depois secar a 110 °C até peso constante o hidrogenoftalato de
potassio (HOOCCgH,COOK).

Dissolver e diluir 425 mg em 1000 mL de agua destilada.

Procedimento

Preparagao da curva de calibragéo:

v

Preparar pelo menos 5 padrdes da solugdo de hidrogenoftalato de potassio (KHP) com CQO
cobrindo toda a amplitude de concentragbes. Neste caso prepararam-se 12 solugdes padrao
cobrindo a gama dos 0 mg O,/L até aos 1000 mg O,/L.

Perfazer os volumes com agua destilada.

Usar os mesmos volume de reagentes, de tubos e de procedimento de digestdo que os das

amostras.

Hugo Miguel Abreu



84

ANEXOS

Tratamento das amostras:

v

\

Lavar os tubos de digestao e as rolhas com H,SO, a 20 % (solugao aquosa) antes de serem
usados pela 12 vez para evitar a contaminacgao.

Colocar 2,5 mL de amostra no tubo e adicionar 1,5 mL de solugéo de digestao.

Adicionar cuidadosamente 3,5 mL de solugao de acido sulfurico.

Rolhar os tubos e agitar até homogeneizagao completa da mistura. Usar uma protec¢ao para o
rosto e proteger as maos do calor produzido enquanto agitar o contetdo dos tubos.

Colocar os tubos no bloco de aquecimento pré-aquecido a 150 °C e deixar digerir durante 2
h.

Arrefecer a temperatura ambiente vagarosamente (para evitar formagao de precipitado) e

colocar os tubos no suporte.

Medigao da redugao do dicromato:

v

<\

Caso necessario ventilar as amostras para aliviar as amostras da pressdo formada na
digestao.

Misturar o contetdo dos tubos para juntar a agua condensada e desalojar a matéria insoluvel.
Deixar essa matéria assentar e ter a certeza que o caminho 6tico esta livre.

A 600 nm, usar um branco digerido como padr&o. Subtrair o valor de CQO desse branco a
CQO da amostra.

Preparagao das solugoes padrao para o tragado da curva de calibracao

do método de determinagao da concentragao de PHA

Preparar uma solugdo mae de PHB/PHV (copolimero P(3-HB,3-HV), Sigma-Aldrich, E.U.A.) de

500 mg/L em 250 mL de solugdo de padrédo interno. Podera haver dificuldades em dissolver o

copolimero, que se encontra numa forma plastica, pelo que sera necessaria a sua dissolugao num

agitador orbital durante algumas horas. Colocar um volume apropriado dessa solu¢gdo de PHB/PHV

para frascos de digestdo 10 mL. Os padrbées devem estar na gama de 0,5 mg a 2,5 mg de polimero

(com intervalos de = 0,50 mg). Introduzir também 1 mL de padrao interno em todos os padrdes para

assegurar uma concentragdo semelhante em todas as amostras. Perfazer até aos 6 mL de solugéo

com diclorometano.

Efetuar o passo de digestéo e extracao juntamente com as amostras.
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C. Reagentes utilizados no trabalho experimental

Tabela 7.1. Dados dos reagentes utilizados consoate o seu objetivo.

ANEXOS

Utilizagdo do . . Grau de . -
reagente Nome Foérmula quimica pureza Laboratério CAS Referéncia Lote
minimo
Acetato de sodio tri-hidratado CH3COONa.3H,0 100,00% VWR BDH Prolabo  6131-90-4 0530-1KG 11C160007
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgS0Q04.7H20 99,50%  Merck 10034-99-8 1.05886.0500 A0300586 121
Cloreto de amdnio NH4CI 99,00%  Himedia 12125-02-9 RM730-500G 0000068470
Alimentagao Acido etilenodiamino tetra-acético di-hidratado, EDTA  C1oH14N20gNa».2H,0 99,50% Himedia 6381-92-6 RM1370-500G 0000096471
Hidrogenofosfato de di-potassio anidro KaoHPO4 99,00% Panreac 7758-11-4 121512.1210 0000288471
Di-hidrogenofosfato de potassio KH2PO4 99,50%  Merck 7778-77-0 1.04873.0250 A0185473 113
Cloreto de calcio di-hidratado CaCl,.2H.0 99,00%  Panreac 10035-04-8 131232.1210 0000303057
Thiourea CHaN2S 99,00% VWR BDH Prolabo  62-56-6 28615.231 11C110007
Cloreto de ferro (Ill) hexa-hidratado FeCl;.6H20 * Panreac 10025-77-1 231358.1210G 0000253076
Acido bérico H3BO3 99,50%  Pronalab 10043-35-3 402764 9D002039I
Cloreto de cobalto (IlI) hexa-hidratado CoCl,.6H0 98,00%  Panreac 7791-13-1 141257.1209 0000280642
Solugdo de  Cloreto de manganés (Il) tetra-hidratado MnCl,.4H;0 100,07% VWR BDH Prolabo  13446-34-9 25222.233 11E040036
nuTrliZﬁ;S Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS04.7H20 99,50% VWR BDH Prolabo  7446-20-0 29253.236 11E170034
Molibdato de sddio di-hidratado Na;Mo04.2H,0 99,50%  Merck 10102-40-6 1.06521.0100 A0012621 010
Sulfato de cobre (Il) penta-hidratado CuS04.5H,0 99,00%  Panreac 7758-99-8 131270.1210 0000291286
lodeto de potassio KI 99,50% VWR BDH Prolabo  7681-11-0 26846.235 11D120020

Legenda: (*) Dados nao disponiveis.
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Tabela 7.1. Dados dos reagentes utilizados consoate o seu objetivo (continuagéo).

Utilizagao do Grau de
Nome Foérmula quimica pureza Laboratoério CAS Referéncia Lote
reagente -
minimo
. . . S/9240/PB15 1165184 e
0, - -
Acido sulfurico H2S04 95,00%  Fisher 7664-93-9 S/9240/PB17 1174598
Sulfato de prata Ag2SO4 98,50%  Carlo Erba 10294-26-5 424203 5E637225G
Defjea"g'g"’gao Sulfato de prata Ag2SO4 99,00%  Fisher 10294-26-5  S/1400/46 1144523
Dicromato de potassio K2Cr,07 99,90%  Merck 53-22-28 1.4864.1000 K15431764
Sulfato de mercurio (I1) HgSO4 99,00% Riedel-de Haen 7783-35-9 31013 93100
Hidrogenoftalato de potassio HOOCCsH4COOK 99,90%  Merck 877-24-7 1.04874.0250 K12789674
Cloreto de sodio NaCl 99,50%  Panreac 7647-14-5 131659.1211 0000285578
Cloreto de potassio KCI 99,50%  Panreac 7447-40-7 131494.1211 482800AT
Fixac,;éo d; Hidrogenofosfato de di-sddio dodeca-hidratado NaxHPO4.12H20 99,00% Merck 10039-32-4 1.06579.0500 A763079
amostras de
licor misto Di-hidrogenofosfato de potassio KH2PO4 O mesmo recipiente utilizado para a alimentagéo.
Formaldeido CH20 35,80% VWR BDH Prolabo  50-00-0 20909.290 10L300521
Etanol C2HsO 96,00% * * * 13000123
Nile Blue * * * * * *
C°'°rgf;; Nile " Acido acetico CH3CO,H 99,80% VWR BDH Prolabo  64-19-7 20104.334 11D080523
Cloreto de sodio NaCl O mesmo recipiente utilizado na fixacdo de amostras de licor misto.
Formaldeido CH20 O mesmo recipiente utilizado na fixagdo de amostras de licor misto.
Acido benzdico C7HeO2 99,70% VWR BDH Prolabo  65-85-0 20172.180 11E240009
Dmerrgé”agm Diclorometano CH.Cl, 99,80% VWR BDH Prolabo  75-09-2 23354.326 10J150514
concentragdo  Acido cloridrico ,10% rolabo -01- )
traca Acido clorid HCI 36,10% VWR BDH Prolab 7647-01-0 20252.335 11B080511
deG%ﬁ'lf‘lgm Propanol-1 H5CCH,CH,OH 99,90% VWR BDH Prolabo  71-23-8 20861.320 101100500
Sulfato de sédio anidro NaS04 99,00%  Panreac 7757-82-6 131716.1211 0000321195
PHBYV, PHV 12 mol % CgoH1506 100,00% Sigma-Aldrich 80181-31-3 403121-10G MKBH6399V

Legenda: (*) Dados nao disponiveis.

Hugo Miguel Abreu



	Agradecimentos
	Resumo
	Abstract
	Índice geral
	Índice de figuras
	Índice de tabelas
	Simbologia e abreviaturas
	1. Introdução
	1.1. Enquadramento do tema
	1.2. Objetivos
	1.3. Estrutura da dissertação

	2. Revisão bibliográfica
	2.1. Polihidroxialcanoatos
	2.1.1. Síntese de PHA
	2.1.2. Propriedades
	2.1.3. Grânulos de PHA

	2.2. Produção de PHA: culturas puras versus culturas mistas
	2.3. Produção de PHA a partir de processos de tratamento de efluentes
	2.4. Determinação quantitativa de PHA através de análise de imagem

	3. Secção experimental
	3.1. Instalação laboratorial
	3.2. Inóculo e alimentação
	3.3. Modo de operação do reator
	3.4. Amostragem
	3.5. Métodos analíticos
	3.5.1. Carência química de oxigénio
	3.5.2. Carbono total
	3.5.3. Azoto total
	3.5.4. Sólidos suspensos totais e sólidos suspensos voláteis
	3.5.5. Índice volumétrico de lamas
	3.5.6. Determinação da concentração de PHA (PHB e PHV)
	3.5.7. Fixação das amostras para visualização ao microscópio
	3.5.8. Coloração Nile Blue
	3.5.9. Aquisição e análise das imagens


	4. Resultados e Discussão
	4.1. Desempenho do reator no tratamento do efluente
	4.2. Monitorização da produção de PHA
	4.3. Aquisição e análise de imagem
	4.4. Análise estatística multivariável
	4.4.1. Previsão da concentração de PHA por PLS
	4.4.2. Análise conjunta dos resultados por ACP e MLRA


	5. Conclusões
	5.1. Sugestões para trabalhos futuros

	6. Referências bibliográficas
	7. Anexos
	A. Procedimento da determinação da carência química de oxigénio
	B. Preparação das soluções padrão para o traçado da curva de calibração do método de determinação da concentração de PHA
	C. Reagentes utilizados no trabalho experimental


