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Resumo

Um dos principais problemas que afeta a sociedade na atualidade é a dependéncia da
industria petroquimica. Os polihidroxialcanoatos (PHA) sao biopolimeros, totalmente
biodegradaveis, provenientes da atividade metabodlica de alguns microrganismos e,
atualmente, apresentam-se como uma das alternativas para os plasticos provenientes do
petrdleo. No entanto, o elevado preco (2-6 €/kg) impede que estes sejam competitivos
com outros biopolimeros e com os plasticos em geral. A utilizagao de culturas mistas e
fontes de carbono derivadas de residuos permitira tornar este bioplastico competitivo
para aplicagdes, nomeadamente no sector das embalagens e filmes.

Esta dissertacdo tem como objetivo a automacdo e implementagao de estratégias de
controlo para um reator de producdo de polihidroxialcanoatos, a escala piloto,
utilizando culturas mistas e dcidos gordos de cadeia curta como fonte de carbono, bem
como avaliar o seu desempenho. Foram programados e testados dois algoritmos de
controlo da alimentacdo de substrato baseados na monitorizagao do pH e do oxigénio
dissolvido. Realizaram-se sete ensaios a escala laboratorial, num reator de 600 mL, e dez
ensaios a escala piloto, num reator de 60 L.

Relativamente a automacdo o algoritmo baseado na monitorizacdo do oxigénio
dissolvido apresentou autonomia total, enquanto o algoritmo baseado na monitorizacao
do pH obrigou a alteragdo de parametros de controlo durante o processo.

Observou-se uma média de producao de 253 gramas e uma % PHA média de 65%
(gPHA/gTSS). Foi adicionada uma média de 449 gCQO de acidos gordos de cadeia curta
e concluiu-se que o algoritmo de monitorizagao do oxigénio dissolvido obteve melhores
resultados em praticamente todos os parametros estudados, com destaque para a
produtividade volumétrica média de 1,06 gPHA/L.h, para a % 4cidos gordos de cadeia
curta consumida de 94% e para o rendimento de conversao médio de 0,82 gCQO
PHA/gCQO VFA. Concluiu-se ainda, que os resultados obtidos nesta dissertacao estao
em linha com os divulgados por outros autores, obtendo-se em certos casos valores
superiores. Em relacao as produtividades volumétricas médias observou-se uma média
para os ensaios deste trabalho de 0,84 gPHA/L.h, ou seja, 2,5 vezes superior a média dos
resultados retirados de trabalhos de outros autores utilizando MMC. Ja o valor médio
de % PHA de 65% obtido nesta dissertagao foi 12% superior a média dos valores
retirados do levantamento bibliografico.

Palavras-chave: Acidos gordos volateis, automagao, controlo de processos, culturas
microbianas mistas, polihidroxialcanoatos, produgao
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Abstract

One of the main problems affecting society nowadays is dependence on the
petrochemical industry. Polyhydroxyalkanoates are fully biodegradable biopolymers
produced by the metabolic activity of some microorganisms and is currently one of the
alternatives for plastics from petroleum. However, the high price (2-6 € / kg) prevents
them from being competitive with other biopolymers and plastics in general. The use of
mixed cultures and carbon sources derived from residues will make this bioplastic
competitive for applications, particularly in the packaging and film sector.

This dissertation aims at the automation and implementation of control strategies for a
pilot scale polyhydroxyalkanoates production reactor using mixed cultures and volatile
fatty acids as a carbon source, as well as to evaluate its performance. Two substrate
feeding control algorithms based on pH and dissolved oxygen monitoring were
programmed and tested. Seven laboratory-scale assays were performed in a 600 mL
reactor and ten pilot scale assays in a 60 L reactor.

Regarding the automation, the algorithm based on dissolved oxygen monitoring
showed total autonomy, whereas the algorithm based on pH monitoring forced the
change of control parameters during the process.

A production average of 253 gPHA and an average %PHA of 65% (gPHA / gTSS) was
observed. A mean of 449 gCQO of volatile fatty acids was added and it was concluded
that the DO monitoring algorithm obtained better results in practically all the studied
parameters, with emphasis on the average volumetric productivity of 1.06 gPHA / Lh,
for the% VFA consumed of 94% and for the average conversion yield of 0.82 gCQO PHA
/ gCQO VFA. It was also concluded that the results obtained in this dissertation are in
line with those published by other authors, obtaining in certain cases higher values. In
relation to the average volumetric productivity, a mean of 0.84 gPHA / L.h was observed
in the present study, 2.5 times higher than the average of the results obtained from other
authors using MMC. The average value of% PHA of 65% obtained in this dissertation
was 12% higher than the mean values obtained from the bibliographic survey.

Keywords: Automation, mixed microbial cultures, polyhydroxyalkanoates, process
control, production, volatile fatty acids
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Glossario

PHA - Polihidroxialcanoatos;

PET - Politereftalato de Etileno;

PE — Polietileno;

PP — Polipropileno;

HDPE - Polietileno de Alta Densidade;

LLDPE - Polietileno de Baixa Densidade;

PLA - Acido Polil4ctico;

PHB - Polihidroxibutirato;

Bio-PET30 — Politereftalato de Etileno de Proveniéncia Bioldgica;
Bio-PE - Polietileno de Proveniéncia Bioldgica;
P(3HB) - Poli-3-hidroxibutirato

MMC - Cultura Mista de Microrganismos;

VFA — Acidos Gordos Volateis/ Volatile Fatty Acids;
TSS — Peso Total de Solidos/Total Suspended Solids;
Coenzima A — CoA

HB - Hidroxibutirato;

HYV - Hidroxivalerato;

SBR - Sequencing Batch Reactor;

DO - Oxigénio Dissolvido;

DO — Oxigénio Dissolvido Inicial;

DOming)— Oxigénio Dissolvido Minimo do pulso i;
Tcontador — Tempo de espera inicial;

TBombaLigada— Tempo de Bomba Ligada;
TBombaDesligada— Tempo de Bomba Desligada;

pHsp— Setpoint de pH;

T — Tempo Maximo de Acumulacao;

Np, media — Nmero de Pontos para o calculo da Média;
Dsp— Setpoint de Declive;

DOsp— Setpoint de DO;

NP, Dective— Nimero de Pontos para o calculo do Declive;
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Qs — Caudal de Substrato Alimentado;

VSS - Peso Seco de Célula/Volatile Suspended Solids;
CQO - Caréncia Quimica de Oxigénio

Viinal— Volume Final;

Tacumulagio - Tempo Total de Acumulacao;

Vin— Volume no Reator no Pulso n;

tn — Tempo de Acumulagao até ao Pulso n;

Xa— Quantidade de Biomassa Ativa;

Vruiso — Volume de um Pulso;

Vrurga— Volume da Purgga;

Vidoser) — Volume Alimentado num ciclo do SBR;

Vssr — Volume do Reator SBR;

Tcalibrasio — Tempo utilizado para a Calibracao da Bomba
Vcatibragio — Volume utilizado para a Calibragao da Bomba;

pHi — pH inicial.



1 Engquadramento e Motivacgao

Este capitulo tem como objetivo enquadrar o mercado dos Polihidroxialcanoatos (PHA)
na industria de producao de polimeros, bem como perceber qual a importancia e a
dimensao atual de mercados baseados em alternativas aos polimeros convencionais,
como o mercado dos Bioplasticos. No final serao apresentados os objetivos pretendidos
com a realizagao desta dissertacao.

Plasticos sao materiais organicos que, normalmente, sao produzidos através de
compostos derivados da petroquimica e borrachas, como por exemplo o Etileno, o
Propileno e o Butadieno. Devido as suas caracteristicas versateis, desde o século XX tém
sido utilizados para um vasto leque de aplicagdes, nomeadamente nos sectores de
embalagens, de construgao e automovel, onde se tem verificado a substitui¢ao do uso de

matérias-primas naturais, como por exemplo, a madeira, os vidros ou a borracha natural
1

Em 2016, a nivel mundial, a industria dos plasticos apresentava uma procura de cerca
de 340 milhdes de toneladas, sendo esperado um crescimento anual do consumo de
4.1%, estimando-se, entdo, que em 2025 este valor atinja cerca de 500 milhdes de
toneladas >+*

Segundo a Figura 1.1, que representa a estrutura da procura mundial por regiao nos anos
de 2015 e 2025 (estimativa) >, a regido da Asia-Pacifico é a que mais influencia a procura
a nivel mundial com um consumo de 185 milhdes de toneladas em 2015, representando
uma quota de mercado de 54%, o que demonstra a hegemonia desta regiao no panorama
industrial global . Seguem-se as regioes da Europa, com 18% (60 milhdes de toneladas)
e da América do Norte, com 12% (41 milhGes de toneladas). Estas trés regides,
representam 84% da procura mundial de plasticos.
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Figura 1.1 - Estrutura da procura de plasticos por regigo %

Em relagdo a capacidade instalada mundial para a produgao de plasticos, em 2015, esta
era de 455 milhdes de toneladas, das quais 54% pertenciam a regido da Asia-Pacifico,



17% a Europa e 14% a América do Norte, como é visivel na Figura 1.2 45, Aindana mesma
figura, podemos observar as taxas de ocupagao por regiao, concluindo que a média
mundial esta situada nos 74%, valor muito proximo da média da industria quimica *.
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Figura 1.2 - Capacidades instaladas e taxas de ocupac&o por regido *°

Com base nesta andlise sucinta ao mercado mundial de plasticos podemos concluir que
este ¢ um mercado de grande dimensdo, em que a regidao da Asia-Pacifico se destaca
tanto no consumo como na capacidade de produgao.

Apesar das caracteristicas que tornam a utiliza¢ao de plasticos em larga escala apelativa,
o uso sem critério deste material apresenta problemas de sustentabilidade, quer ao nivel
dos recursos, quer ao nivel ambiental. A utilizagao predominante de matérias-primas de
origem fossil para a sua produgdo e o longo tempo de degradacdo, dependendo da
aplicacdo, sao fatores negativos que derivam da utilizagao dos plasticos, cujo consumo
aumentard proporcionalmente com o aumento da populagdo mundial e
consequentemente a quantidade de plastico em estagdes de tratamento e oceanos
também ird aumentar. Tendo presente que os plasticos podem demorar mais de 100 anos
a ser decompostos na natureza, é essencial arranjar alternativas para a sua substitui¢ao
no mercado. Neste contexto, o numero de artigos e patentes focados em tentar encontrar
essas alternativas tém vindo a aumentar 7.

Atualmente, os Biopolimeros, que sdo polimeros obtidos através de uma matéria-prima,
ou processo derivado de atividade bioldgica, de que sao exemplo as culturas
microbianas, ou vegetais, representam uma das melhores alternativas para substituir os
plasticos convencionais.

A Figura 1.3 representa uma compara¢do entre os polimeros convencionais e 0s
biopolimeros a nivel de avaliagao ao impacto ambiental, onde é possivel perceber que os
polimeros mais consumidos mundialmente, como o politereftalato de etileno (PET), o
polietileno (PE) e o polipropileno (PP), se encontram na zona nos materiais produzidos
por compostos fosseis e que, a0 mesmo tempo, nao sao biodegradaveis, enquanto
biopolimeros, como os PHA e o acido polilactico (PLA), sao provenientes de fontes



bioldgicas e totalmente biodegradaveis, o que para sectores como por exemplo o das
embalagens e filmes apresenta vantagens ao nivel da sustentabilidade *.
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Figura 1.3 - Comparagdo de parametros ambientais de alguns polimeros *

Atualmente, devido aos elevados custos de produc¢ao muitos biopldsticos nao sdao
produzidos em quantidades suficientes para garantir a substituicdo dos polimeros
convencionais. Ainda existe uma diferenca significativa nos pregos de ambos os tipos de
polimero. Enquanto o PP, o polietileno de alta densidade (HDPE) e o polietileno de
baixa densidade (LLDPE) tém pregos na ordem dos 1-2 €/kg, os bioplasticos como o PLA
(2-4 €/kg) e o polihidroxibutirato (PHB) (2-6 €/kg) ainda possuem precos de venda com
valores na ordem do dobro, algo que parece ser uma barreira para a entrada em pleno
dos biopolimeros nos mercados 5°.

A nivel de mercado a capacidade instalada mundial tem vindo a aumentar a um ritmo
elevado, de 2013 a 2016, a taxa média de crescimento da capacidade foi de 8%, subindo
de 1.6 para 2.1 milhoes de toneladas. 1.

Consoante o tipo de aplicacdo, poderdo existir vantagens ou desvantagens em que um
polimero seja biodegradavel. A Figura 1.4 demonstra as capacidades instaladas, em
2016, dos biopolimeros por aplicagdo. Na parte A da figura observa-se que a principal
aplicagao dos biopolimeros € a produgao de embalagens. Ja na parte B da mesma figura
destaca-se que o biopolitereftalato de etileno (Bio-PET30) representa 75% do mercado
para o setor das embalagens, fazendo com que este seja o principal biopolimero no
mercado 7.



1200

s 1033
2
=< 1000
(T
3
© 800
(%}
£
o 600
8 397
S 400
m©
=3 202
O 200 139 114 116
B B mm = =
O — —
EmbalagensEmbalagens Téxteis Bens de Agricultura Automodvel Construgdo  Outros
A Rigidas Flexiveis Consumo e
Mobilidade
100%

% da Capacidade Instalda

—
90% .
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0

EmbalagensEmbalagens Téxteis Bensde Agricultura Automdvel Construgdo  Outros
Rigidas Flexiveis Consumo e
Mobilidade

X

H PLA e Misturas (PLA + copolimero) B Misturas (Amido + copolimero)
M Bio PET30 Bio PE

B Outros (biodegradaveis) B Outros (ndo biodegradaveis)
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Dentro dos bioplasticos existem dois grupos distintos: os bioplasticos biodegradaveis e
os bioplasticos nao biodegradaveis. De ambos os grupos o mais representativo, e que
apresenta maior taxa de crescimento, é o dos bioplasticos nao biodegradaveis, como esta
representado na Figura 1.5. Assim, apesar da biodegradabilidade ser um fator essencial
para a maioria dos plasticos, a principal vantagem dos bioplasticos sera o fato de estes
nao dependerem do petrdleo ou do gas para serem produzidos, eliminando a
dependéncia existente no mercado atual.*1
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Em relagao a distribuigao das capacidades por tipo de polimero, representada na Figura
1.6, é possivel concluir, novamente, que o biopolimero com maior mercado é o Bio-
PET30 com 42% da capacidade mundial em 2016. Segundo uma projecao, em 2020, o Bio-
PET30 ira representar 74% deste mercado, afirmando-se como o principal biopolimero.
No entanto, os restantes também crescerao a taxas elevadas, como por exemplo, o PHA,
que em 2015 representava 4% da capacidade mundial com cerca de 80 kton, apesar de
perder terreno na estrutura de distribuigao, em 2020 devera constituir 2% da capacidade
mundial, mas a capacidade projetada para esse ano é de 200 kton, o que equivale a uma
taxa de crescimento da capacidade de 22% ©”.
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Figura 1.6 - Estrutura das capacidades instaladas por tipo de polimero &7

Tendo em conta todas as informagdes anteriores € possivel concluir, que ndo sé a
utilizagdo de biopolimeros como substituto dos polimeros convencionais devera
aumentar substancialmente nos proximos anos, mas também que para os biopolimeros
se tornarem mais competitivos serd necessario baixar os custos de producdao dos



mesmos. Para tal existem duas hipoteses, a primeira é aumentar os rendimentos das
reacoes de producao dos biopolimeros, a segunda € se os precos das matérias-primas
baixarem consideravelmente. Por exemplo, atualmente, para se produzir 1 tonelada de
PHA, através de uma cultura pura, sdo necessdrias 2,48 toneladas de glucose ¢!1. Sendo
o prego da glucose 400 €/ton, o custo estimado em matérias-primas seria de 992 €/ton,
valor muito superior ao custo dos polimeros provenientes do petréleo. Assim todos os
estudos com o objetivo de otimizar o processo de produgao dos biopolimeros tornam-se
essenciais. No caso da producao de PHA a descoberta de um processo de produgao
através de culturas mistas (MMC) que utiliza substratos provenientes de residuos
aparenta ser uma fonte de reduc¢do dos custos de produgao, como serd abordado
posteriormente.

De forma a explicitar, com maior relevo, a necessidade de alternativas a industria
petroquimica, nomeadamente aos polimeros, foi realizada uma breve andlise as
projecoes futuras desse ramo da industria quimica, que é responsavel pela produgao de
inumeros compostos utilizados no quotidiano de qualquer sociedade.

Em 2016 a produgao de petrdleo foi de cerca de 81 milhdes de barris por dia, valor esse
que tem aumentado desde a década de 80 2. Considerando as reservas e as tecnologias
usadas para a extracao de petrdleo e, assumindo que a procura do mesmo continuara a
aumentar nos proximos anos, as previsdes para o futuro desta industria nao sao
otimistas. Em 2016 as reservas mundiais de petrdleo comprovadas eram de cerca de
1500 000 milhdes de barris e com um consumo de 81 milhdes de barris por dia,
assumindo que o consumo € igual a producao, as reservas esgotar-se-ao em cerca de 50
anos ©°. Na Figura 1.7 estdo representadas as previsdes para a produgao de petrdleo nos
proximos anos.
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Figura 1.7 - PrevisGes de producéo de petréleo e gas (adaptado de 1314)

Tendo em conta este panorama, torna-se de extrema necessidade a substituicao de
matérias-primas e tecnologias relacionadas com as fontes fdsseis. Neste ambito, o
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aumento, tanto na produgao, como na investigacao, de biopolimeros ganha uma grande
importancia.

1.1 Objetivos

Neste trabalho, o foco incidira sobre a monitorizacao e controlo da ultima fase do
processo de produgao de PHA através da utilizagdo de MMC e &cidos gordos de cadeia
curta, ou volatile fatty acids (VFA) como fonte de carbono. O principal objetivo é o da
automacao do processo de acumulacao de PHA e simultaneamente garantir uma boa
produtividade. Para tal, serao apresentados e testados diferentes métodos de controlo
relacionados, principalmente, com a forma de alimentacao do substrato ao reator. Para
por em pratica e testar os diferentes métodos apresentados foi utilizado o software
LabVIEW 2012.






2 Introducao

Neste capitulo vao ser abordadas as bases tedricas utilizadas para a realizagdo desta
dissertagao, bem como serao apresentados alguns resultados obtidos em outros estudos
considerados de relevancia para o tema explorado.

2.1 PHA: Caracteristicas, Aplicacdes e Producéo

Os Polihidroxialcanoatos sao biopolimeros produzidos e acumulados por algumas
bactérias e servem como reservas de carbono e energia. Foram observados pela primeira
vez ao microscopio em 1888 por Beijerinck, contudo a sua primeira caracterizagao,
efetuada por Lemoigne, remonta a 1927 .

As caracteristicas mais relevantes dos PHA sdo: a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade, resisténcia a temperatura e a humidade, imiscibilidade em agua e
translucidez. E importante ter em conta que variagdes na composi¢ao e massa molecular
do polimero final alteram as propriedades do mesmo.

O tipo de PHA mais comum é o poli-3-hidroxibutirato [P(3HB)], cujo monémero
constituinte estd representado na Figura 2.1, que apresenta excelentes propriedades
termoplasticas. Tem um ponto de fusao de 173 a 180°C e o seu ponto de transigao vitrea
é 6.5°C. E um polimero altamente cristalino (55-80%) o que o torna rigido e quebradigo,
limitando as suas aplicacdes. Apresenta uma flexibilidade de 2 a 10%, sendo este um
valor muito baixo quando comparado com os polimeros concorrentes (ex. 400% do
polipropileno).

CH; O

O "OH
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Figura 2.1 - Monémero de PHB 16

Se os constituintes do polimero produzido forem mondmeros de cadeia curta, tirando o
P(3HB), a sua cristalinidade serd baixa, melhorando assim as suas propriedades
mecanicas. As temperaturas de fusdo e de transicdo vitrea sdo baixas, quando
comparadas com outros polimeros, o que permite que o polimero seja tratado a

temperaturas mais baixas, reduzindo os custos de operagao e evitando perdas de massa
1,17

Tendo em conta a versatilidade dos diferentes tipos de PHA, cujas composigoes afetam
as propriedades dos mesmos, estes podem ser utilizados num vasto leque de aplicagdes,
destacando-se como principais: embalagens, sacos, filmes, objetos descartaveis e, em
menor escala, aplicagdes biomédicas.



Na Tabela 2.1 observa-se que, em relacao aos polimeros concorrentes para as aplicagoes
do PHA, estes podem possuir caracteristicas muito semelhantes adicionando o fato de
serem biodegradaveis.

Tabela 2.1 - Comparagéo das principais propriedades mecanicas °

Polimero  P(3HB) P(3HB-co-3HV) PP HDPE  LDPE PE  PET
% 9 %mol | 14 %mol 20 %mol

copolimero i 3HV 3HV 3HV i i i ) )
Modulo de

Young 3.5-4 1.9 15 1.2 117 = 04-1 00501 331 22
(Gpa)

Resisténcia

a Tracdo 40 37 35 32 2939 1833 1579 50 56
(MPa)

zmga;“ 5.5 . . - 500-900 12-700 150-600 3.5 7300
UCGITERD || e 162 150 145  170-176 112-132 88-130 80-110 262
(2C) 180

T de

Transicao 6.5 - - -1 -10 -80 -36 21 -
Vitrea (2C)

O PHA ¢ acumulado pelas bactérias no meio intracelular e aparece sobe a forma de
granulos com um didmetro entre 0.2 e 0.8 um. Apds a obtengao de uma cultura com
elevada capacidade de armazenamento de PHA, esta é colocada num reator de produgao
normalmente em condi¢des de limitagdo de um ou mais nutrientes essenciais para o
crescimento, de forma a evitar que este ocorra nesta fase, e na presenga abundante de
substrato 7.

Diferentes fatores, como o tipo de substrato ou a selegao da cultura, podem afetar o
processo de producdo de PHA por parte de culturas de bactérias. Manter a
produtividade, tendo em conta a variabilidade existente, torna este processo altamente
complexo e de dificil controlo. Alguns destes fatores serdo abordados posteriormente.

2.2 Producéao de PHA através de Culturas Puras

Culturas puras podem ser definidas como culturas de microrganismos compostas
apenas por uma espécie especifica, no caso de produgao de PHA sdao maioritariamente
bactérias 1820,

Neste tipo de produgao, as culturas puras podem ser separadas em dois grupos distintos:

e Culturas sem crescimento associado;
e Culturas com crescimento associado.

As culturas pertencentes ao primeiro grupo necessitam de limitagdo de nutrientes de
forma a poderem acumular PHA. Neste caso, o crescimento e a producao de PHA
ocorrem em duas fases diferentes. Na primeira fase, sao alimentados os nutrientes
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necessarios e ocorre, preferencialmente, crescimento de biomassa até ao nivel desejado.
Na segunda fase, submete-se a cultura a um meio com limitacdo de um ou mais
nutrientes essenciais para o crescimento, de forma a priorizar a produgao e o
armazenamento de PHA 1721,

As culturas com crescimento associado nao necessitam de limitagdo de nutrientes sendo
assim possivel que a fase de crescimento e de produgao ocorram simultaneamente num
passo apenas. Ainda assim, de forma a otimizar a produtividade do processo, podem
ocorrer periodos com limitacdo de nutrientes, tornando o controlo e a estratégia da
alimentacdo dos mesmos extremamente importante para a obtengao de um bom
rendimento. As culturas utilizadas nesta metodologia sao geneticamente modificadas de
forma a viabilizar o processo 2%,

Na literatura ja foram relatados valores de contetido de PHA até 80-90% do peso celular
seco cujas unidades sao g PHA por g de Total Suspended Solids (TSS) 22.

Substratos Utilizados para a Producao de PHA

E importante ter em conta que existem diversos produtos que podem entrar no
metabolismo dos microrganismos e dar origem a PHA, como por exemplo, alcoois
(etanol, butanol, butano-2,3-diol) ou ainda acidos (acido acético, acido butirico, acido
iso-butirico, dcido iso-valérico, acido caproico), contudo dar-se-4 maior importancia aos
produtos de fermentagao utilizados nos ensaios desta dissertagao.

Na Figura 2.2 estao representadas as estruturas moleculares de alguns produtos de
fermentacdo utilizados para a produgao de PHA e é possivel observar que estes
partilham estruturas maioritariamente idénticas mudando apenas o numero de
carbonos, com a excegao do 4cido lactico que possui também mais um oxigénio.

O O O

OH OH ~  "OH
Acido Acético Acido Propiénico Acido Butirico
O
0 |
OH

Acido Valérico Acido Lactico
Figura 2.2 - Estruturas Moleculares dos VFA

De forma a ser possivel compreender o método como as culturas transformam os
produtos de fermentacao, neste caso os acidos gordos de cadeia curta, normalmente
denominados de VFA, em PHA apresenta-se a Figura 2.3, onde esta representado um
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dos possiveis caminhos metabdlicos para que este processo ocorra no interior das
células. No caso do acetato e do propionato o processo de transformagao ocorre em 4
passos. O 1° é a ativagao da molécula por intermédio da coenzima A (CoA), o 2° é um
passo de condensagao onde se ligam 2 moléculas ativadas no passo anterior e se da a
libertagdo de uma molécula de agua, o 3° passo consiste na redu¢ao da molécula obtida
no 2¢ passo por intermédio de uma molécula de NADH, obtendo-se um mondmero de
hidroxibutirato (HB), no caso do acetato, e um monomero de hidroxibutirato (HV), no
caso do propionato. O 4° e ultimo passo ¢ onde se da a polimeriza¢ao com a reagao de
diferentes mondmeros 17,242,
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Figura 2.3 - Caminho metabdlico para a producéo de PHA (adaptado de 17:2%)

A Tabela 2.2 apresenta valores de produtividade volumétrica obtidos em ensaios
utilizando culturas puras. E importante ter em conta que os substratos usados nao foram
0s mesmos e que o tipo de processo também difere. Ainda assim os valores obtidos nao
diferem substancialmente.
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Tabela 2.2 - Resultados de produgéo através de culturas puras

Organismo  Substrato Tipo de Concentra¢ao Produtividade Fontes
& Processo Celular (g/L) (gPHA/L.h)
Residuos -
R.eutropha Fed-Batch 179 1,47
de Batata
A.eutrophus | Glucose Fed-Batch 164 2,42 27
Crescimento:
C.necator Glucose | Sotell 81 1,85 2
Producdo:
Continua
Melagos
B.megaterium | de Cana Fed-Batch 72,6 1,27 2
de Agucar

Para terminar é importante referir que, de forma a manter um processo com culturas
puras é de extrema importancia garantir que nao existem contaminag¢des na zona de
produgao. Manter um ambiente industrial esterilizado é algo que encarece os custos de
produgao. Assim, este tipo de produgao acontece maioritariamente em instalagoes de
pequenas dimensoes e com aplicagdes de nicho de mercado, como aplicagdes no ramo
biomédico.

2.3 Producédo de PHA através de Culturas Mistas

Como ja foi referido anteriormente, o elevado prego do processo de produgao do PHA
demonstra constituir uma das principais barreiras para a sua comercializagao em larga
escala. Nos ultimos anos o principal foco de desenvolvimento e investiga¢ao tem recaido
sobre formas de reduzir os custos inerentes ao processo de produgao 730-%, Atualmente
o processo utilizando MMC aparenta ser econdomica e ambientalmente mais viavel,
direcionando-se para ai o principal foco dos estudos nos tltimos anos °.

As MMC sao constituidas por diversos microrganismos que se desenvolvem, em
comunidade, utilizando o mesmo substrato. Assim, existem diferentes microrganismos,
com metabolismos distintos, a competir pelo substrato disponivel, o que representa uma
maior complexidade do que as culturas puras °.

Atualmente, o processo mais comum utilizando MMC compreende trés passos distintos,
conforme representa a Figura 2.4:

e Fermentagao da matéria-prima de forma a obter um substrato rico em VFA;

e Selecdo da cultura num reator do tipo sequencing batch reactor (SBR), com o
objetivo de obter uma cultura com grande potencial de producao de PHA;

e Producao de PHA, através de um reator Batch/Fed-batch, onde a cultura
previamente selecionada é submetida a condi¢des que vao favorecer apenas a
acumulacao de PHA.
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Figura 2.4 - Processo tipico de producdo de PHA através de MMC 935

Fase de Fermentacé&o

O primeiro passo do processo ocorre, normalmente, num reator continuo anaerébio que
transforma a fonte de carbono original proveniente da matéria-prima desejada, numa
mistura de acidos volateis através de um processo de fermentacdao. Note-se que este
passo sé é necessario se o substrato original ndo for composto por produtos que podem
ser utilizados pela cultura para a producgao de PHA, como por exemplo efluentes
industriais 1253,

Fase de Selecéo

O segundo passo do processo, a fase de selegao, ocorre aplicando uma pressao seletiva
com o objetivo de se obter uma cultura com uma grande capacidade de producado de
PHA. Com esse objetivo submete-se a cultura a 2 periodos distintos: o primeiro ocorre
quando o sistema se encontra com excesso de fonte de carbono externa (fase de “feast”),
nesse periodo a cultura terd tendéncia produzir o maximo de PHA, de forma a criar
reservas de energia que permitem a sua sobrevivéncia, quando essa fonte se esgota
ocorre o segundo periodo (fase de “famine”), onde os microrganismos pretendidos
podem usar o PHA armazenado contra a falta de substrato. Assim, apos a fase de famine,
forcando longos periodos de famine, obtemos uma cultura com as especifica¢des ideais
para a fase de acumulagao 731%7.

O reator utilizado nesta fase é inicialmente inoculado com lamas provenientes de uma
ETAR e, para além de substrato rico em carbono, é também adicionada uma solugao de
N/P (Azoto e Fésforo) de forma a que seja possivel existir crescimento da cultura. Sao
ainda adicionados alguns micronutrientes, como por exemplo ferro, que auxiliam na
manutenc¢ao de uma cultura estavel 24303238,

Na Tabela 2.3 e na Tabela 2.4 estdo representados alguns resultados retirados de
bibliografia que ajudam a perceber em que ponto se encontra o processo de produgao de
PHA por MMC. Na primeira encontram-se resultados de ensaios de producao utilizando
substrato sintético, enquanto na segunda o substrato utilizado é proveniente do
downstream de processos industriais ou de tratamento de dguas.
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E percetivel que existe uma elevada dispersao nos valores dos parametros de avaliagio
de desempenho apresentados, demonstrando que tanto a selecao da cultura, como a
fonte de carbono, como a estratégia de alimentac¢ao pode afetar diretamente o resultado

de uma acumulagdo, algo que prova que este processo demonstra uma elevada

variabilidade.
Tabela 2.3 - Resultados de producéo através de substrato sintético
Fonte de Estratégia Rendimento de Taxa de Produtividade
Carbono de % PHA Armazenamento, Y p/s Armazenamento qP Volumétrica Fontes
Alimentagdo (cQo/cQo) (g€Q0/gCQO.h) (gPHA/L.h)
0,62 0,37
_ 2 ’ 36
VFA el (CmmolPHA/CmmolVFA) = (Cmmol/Cmmol.h) 0,86
VFAe Batch - 0,05-0,45 0,02-0,65 0,01-0,25 39
Lactato
Acetato Batch 69-80% - - 0,11-0,20 40
VFA Batch 23-34% 0,16-0,32 - 0,07-0,12 4
VFA Batch 24-38% 0,27-0,32 - - g2
Acetato Batch 38-43% 0,51-0,69 0,24-0,34 0,43-0,61 43
VFA Batch 14-51% 0,06-0,53 0,034-0,216 0,01-0,07 &
VFAe Batch - 0,04-0,55 0,02-0,6 0,03-0,28 39
Lactato
Fed-batch 032
VFA (multi- 52% 0,62 , 0,46 g
. (Cmmol/Cmmol.h)
spike)
Fed-batch
VFA (feed on 17-39% 0,25-0,27 - 0,02-0,06 46
demand)
Fed-batch
VEA (feed on 13-29% 0,18-0,44 0,04-0,15 3-10 -
(CmmolPHA/CmmolVFA) = (Cmmol/Cmmol.h) = (CmolPHA/L.h)
demand)
Fed-batch
Acetato (feed on 15-79% 0,1-0,53 0,14-0,31 0,52 48
demand)
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Tabela 2.4 - Resultados de produgéo através de substratos provenientes de downstream

Fonte de Estratégia Rendimento de Taxa de Produtividade
Carbono de % PHA Armazenamento, Y p/s Armazenamento qP Volumétrica Fontes
Alimentagdo (€Q0/CQO) (_gCQO/gCQO.h) (_gPHA/L.h)
p =
rodugo Batch 80% 0,35 0,16 - a
de Azeite
Produgdo 0 0,046-0,056 0
de Papel Batch 43-48% 0,33-0,67 (Cmmol/Cmmol.h) 0,09-0,13
Cana-de- 0,44-0,62 0,12-0,28
- ’ 7 7’ 7’ . 36
agucar e (CmmolPHA/CmmolVFA) = (Cmmol/Cmmol.h) 0,42-0,%6
Cana-de- . 0,66-0,84 0,13-0,3 .
agucar Batch 33-61% (CmmolPHA/CmmolVFA) | (Cmmol/Cmmol.h) 0,13-0,46
Lamas Batch 57% - 0,31 0,31 51
Secundarias
Fed-batch 017
Melagos (multi- 56% 0,85 ' 0,37 45
. (Cmmol/Cmmol.h)
spike)
" Fed-batch
Produgo (multi- 65% 0,67 03 0,56 52
de Queijo - (Cmmol/Cmmol.h)

2.4 Producao de PHA: Culturas Puras versus Culturas Mistas

Neste subcapitulo serd efetuada uma resumida comparagao entre o processo de
produgao através de culturas puras e mistas, de forma a explicitar a importancia da
otimizacao do processo MMC para a possivel industrializacao do PHA.

A nivel de produtividade volumétrica, utilizando culturas puras, sao relatados
resultados superiores do que utilizando MMC. Comparando a Tabela 2.2 com as Tabelas
2.3 e 2.4 observa-se que as produtividades volumétricas relatadas utilizando MMC sao
cerca de 5 vezes superiores as utilizando culturas puras. Contudo é necessario ter em
conta que o substrato utilizado pelas culturas puras ¢, normalmente, composto por
apenas um unico constituinte, por exemplo glucose, e que muitas vezes € obtido de
forma sintética.

A glucose pode ser obtida através da fermentacao de alguns produtos alimentares e sao
necessdrias grandes quantidades de matéria-prima para tal. Este facto representa um
problema tanto econdmico como ético, pois, a aplicagao deste processo em larga escala
podera representar um grande consumo de produtos alimentares para a produgao de
polimeros, levantando a questdao da utilizagdo de produtos alimentares para algo que
nao o seu proposito comum, e colocando a industria do PHA em competi¢ao com outras
industrias de dimensao muito superior *.

No caso das MMC, o substrato, para além de poder ser mais complexo, ou seja, composto
por uma mistura de diferentes dcidos com potencial de producdao de PHA, pode ser
obtido através de residuos urbanos ou industriais. Entao, para além de se produzir um
polimero que, em comparagao com os seus concorrentes, é mais “verde”, também se
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efetua valorizacao de residuos. De forma a reduzir os elevados custos de transporte da
matéria-prima até ao local de producao do polimero, existe a hipotese de se integrar a
unidade de produgao de PHA numa unidade industrial de tratamento de residuos, como
estag0es de tratamento de &aguas, assim, a obtengdo das matérias-primas seria
proveniente da propria instalacao fabril e nao de uma fonte externa °.

Outro fator de alta relevancia, quando € feita uma comparagao entre culturas puras e
mistas, é o fato de que o processo de produgao por culturas puras tem de ser efetuado
sobe condiges estéreis, algo que eleva o custo final do PHA. No caso das MMC nao é
necessario um ambiente esterilizado, diminuido os custos da operagao
consideravelmente.

A Tabela 2.5 representa um resumo das principais diferengas entre os dois processos.

Tabela 2.5 - Caracteristicas de operagéo de culturas puras e mistas 5*

Tipo de Cultura Culturas Puras Culturas Mistas

Limitacao de nutrientes externa Limitagao de nutrientes interna
Condicdes

Fonte de carbono em excesso Processo Aerdbio, Anaerdbio ou Dindmico

Substrato

Substrato unico

Matérias residuais

Crescimento Separadamente Pode ocorrer simultaneamente
Meio Meio sintético Meio complexo
Configuracéo
do Reator (Fed)-batch SBR
Substrato barato
Vantagens Produtividade volumétrica elevada

Baixos custos com Oz

Substrato caro
Desvantagens Produtividade volumétrica baixa
Elevados custos com O2

2.5 Reator de Acumulagéo

Como j4 foi referido, atualmente, um dos principais problemas do processo de produgao
de PHA é o elevado custo de producdao quando comparado ao dos produtos
concorrentes, assim o controlo associado aos diferentes passos dessa producao é
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essencial . A otimizagao dos parametros e condigoes de operacao, com o objetivo de
aumentar a sua produtividade, ¢, certamente, uma das chaves para a industrializa¢ao do
mesmo.

Nesta fase do processo o objetivo ¢ a produgao de PHA, para tal utiliza-se uma cultura
previamente selecionada com microrganismos com elevada capacidade de produgao e
criam-se as condigdes necessarias para a producao em excesso do polimero pretendido.

O objetivo deste capitulo € estudar a variabilidade e forma da alimentagdo do substrato
ao longo da fase de acumulagao e compreender os métodos de controlo que se encontram
diretamente relacionados com os dois fatores anteriores. Trabalhos anteriores avaliaram
o comportamento do processo fazendo variar a composicao da alimentacao. Foi possivel,
entdo, compreender que existe consumo preferencial de alguns VFA, mas que, no
entanto, a composicao dos polimeros obtidos no final ndo seria significativamente
afetada 731%, Ja foram estudadas, também, diferentes formas de fazer a alimentacao ao
reator de acumulagdo: (1) alimentacdo do substrato apenas no inicio da fase de

acumulagao 2363444951, (2) alimentagao por pulsos 17,3037,3845-4852; (3) alimentagao continua
31

Em relagdo a forma de alimentagao (1) ja foi comprovado que pode levar a uma inibic¢ao
da cultura por excesso de substrato, reduzindo, portanto, a velocidade de consumo do
mesmo e consequentemente a produtividade do processo.

A alimentagao por pulsos (2) é a forma de alimenta¢ao mais utilizada nos estudos sobre
a produgao de PHA e consiste num faseamento dos pulsos de alimentac¢ao do substrato
controlado por monitorizacao online de um ou mais parametros, como por exemplo o
valor de pH ou quantidade de oxigénio dissolvido (DO). Este controlo permite que,
autonomamente e por intermédio de um software, o sistema estime o momento 6timo
de introducao dos pulsos de substrato.

A forma de alimentagao continua (3) é a mais recente das documentadas apresentando
pouca literatura disponivel. Ainda assim os resultados disponiveis demonstram
potencial quando comparados com os dos outros métodos. Neste caso, o PH do meio é
mantido constante ao longo da fase de acumulagdao e o substrato é alimentado
continuamente a uma velocidade predefinida.

E importante ter em conta que a monitorizagdo dos valores utilizados para o controlo,
como o pH ou o DO, é feita por intermédio de uma sonda e que o sinal registado pela
mesma esta sujeito a interferéncias externas que se manifestam sobe a forma de ruido.
Assim, € essencial a aplicagdo de métodos matematicos que ajudem a obtencdo de
valores o mais fidveis possivel, como um filtro de sinal.

Outro fator importante a ter em conta durante uma acumulagao € o fato de que a medida
que o polimero vai sendo produzido e armazenado pela cultura, as velocidades de
consumo de substrato e de produgao de PHA irdo diminuir, maioritariamente devido a
inibicao por produto. Quanto maior for o conteido de PHA ja acumulado, menor € a
necessidade da cultura para continuar esse processo, o que conjuntamente com a
aquisicao e tratamento de dados online podera servir para a obtengao de informagoes
que podem ser uteis para a automagao e otimizagao do processo em si.
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A concentragao de substrato presente no meio ao longo do tempo de acumulacao,
também deve ser tomada em conta, como se pode observar na Figura 2.5. Se a
concentracao for muito baixa a velocidade de consumo de substrato nunca ira atingir o
valor maximo, enquanto que se a concentragao de substrato for demasiado alta podera
existir inibicdo por substrato. Este facto demonstra a importancia do controlo da
alimentagao de substrato ao reator.

5T 7 S

MaExX T

) [substrato]
k m

Figura 2.5 - Cinética de Michaelis-Menten
2.6 Controlo da Alimentacéo ao Reator por Monitoriza¢cédo do pH

Este mecanismo de controlo do reator de acumulagdo consiste na monitorizagao do pH
ao longo do tempo, onde a andlise dos valores obtidos pelo sensor, indica 0 momento
otimo para a alimentacdo de substrato.

E importante, entdo, em primeiro lugar, entender quais sao as causas para a variacio do
pH nesta fase do processo e, em segundo lugar, perceber qual serd o comportamento
esperado no decorrer da acumulagao, de forma a conseguir, nao s, automatizar como,
se possivel, otimizar o processo. Assim, as possiveis causas sao: a alimentacao e consumo
do substrato (composto por uma mistura de VFA); o consumo de NHs; a producao de
COz2. O consumo do substrato por parte da cultura vai causar um decréscimo na
concentracao de H* da solugdo. Pelo contrario, a assimilacdo de NHs aumenta a
concentrac¢ao do ido de hidrogénio. A producao de CO:e a sua consequente acumulacgao
na fase liquida aumenta também o pH da solugao, através de sistemas acido/base .

Em condi¢des normais, ignorando a possivel inibi¢ao por excesso de substrato, se o
substrato fosse alimentado todo no inicio do processo e nao havendo qualquer controlo,
o pH do sistema iria decrescer abruptamente e, quando o valor minimo fosse atingido,
o pH teria tendéncia para aumentar até atingir o valor inicial demonstrando que o
consumo do substrato € o principal fator a influenciar esta condigao. Assim, de forma a
aumentar a produtividade do processo, o método de alimentacdo ao reator e a
composicao dos VFA devem ser tidos em conta, como ja foi referido no subcapitulo
anterior.
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Se 0 momento de alimentacdo de um novo pulso nao for o correto e ocorrer antes do
consumo total do pulso anterior, ira existir, possivelmente, acumulagao dos acidos
menos preferenciais dentro do reator. Tal situagao levara a diminuigao do pH do meio
podendo influenciar negativamente o controlo do processo.

Na Tabela 2.6 estao representados alguns valores de produtividade volumétrica de
ensaios de produgao de PHA com controlo da alimentag¢do baseado na monitorizagao do
pH ao longo do tempo. Observa-se que existem algumas diferengas entre os mesmos,
algo que podera estar relacionado com a sele¢ao da biomassa utilizada ou mesmo com
o tipo de substrato. As produtividades estao numa gama de valores entre 0,02 e 0,28
gPHA por litro de reator por hora.

Tabela 2.6 - Produtividades volumétricas de ensaios de producao de PHA com controlo de alimentacéo
baseado na monitorizacdo do pH

Fonte de Produtividade
Carbono % PHA Volumétrica Fontes
(gPHA/L.h)
Acetato 69-80% 0,11-0,20 e
VFA e Lactato - 0,03-0,28 39
VFA 17-39% 0,02-0,06 i
Pr°g:§2‘l’ de 43-48% 0,09-0,13 50

2.6.1 Alimentacgao por Pulsos baseada na Monitorizagdo do pH

O principal objetivo deste método de alimentagao é contribuir para que a concentra¢ao
de substrato presente no meio atinja valores controlados de forma a aumentar a
velocidade média de consumo de substrato e, a0 mesmo tempo, evitar a inibi¢do por
excesso de substrato, tornando-se desta forma essencial, definir bem o volume
alimentado por pulso.

Neste tipo de alimentagao a indicagdo do momento para a introdugao de um novo pulso
¢ dada quando um valor de setpoint de pH ¢é atingido, como se pode observar na Figura
2.6, onde esta representado um perfil de um processo de producao de PHA real através
da monitorizacao e controlo do sinal de pH. O perfil apresentado na figura foi obtido
com auxilio do programa desenvolvido para o controlo deste processo.
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Figura 2.6 - Comportamento esperado utilizando alimentagdo por pulsos controlada por pH (perfil retirado
do programa desenvolvido nesta dissertacéo)

Algoritmos deste tipo deverao funcionar da seguinte forma: quando o programa inicia
abomba ¢é ligada de forma a ser alimentado o 1° pulso de substrato. A partir desse ponto
da-se inicio a recolha de valores de pH ao longo do tempo. Quando o valor de pH no
momento € igual ou superior ao setpoint a bomba liga novamente.

2.7 Controlo da Alimentac&o ao Reator por Monitorizagdo do DO

Este método é aplicado de forma semelhante ao mencionado no subcapitulo anterior
com a diferencga de que, neste caso, o controlo é feito com base na quantidade de oxigénio
dissolvido no meio e nao ao pH 33,

A concentragao de DO ¢ altamente sensivel a alimentagao de substrato tornando possivel
a aplicacdo deste método, através da monitorizagao online deste valor ao longo do tempo
de acumulagao 30%5%, Para produzir PHA a cultura precisa de consumir o substrato
alimentado e simultaneamente a esse consumo os microrganismos consomem também
oxigénio. E importante referir, ainda, que o oxigénio podera ser consumido pela cultura
para garantir a manutencao da mesma. Assim, a concentracdo de DO vai ser um
indicativo da atividade da cultura. Quando é alimentado o substrato, o oxigénio
dissolvido vai diminuir rapidamente até atingir um valor minimo, onde, idealmente, ird
permanecer até o substrato se esgotar. Nesse momento existe um aumento abrupto no
valor de DO, tornando percetivel quando é necessario introduzir mais um pulso.

E importante ter em conta que, quando existe crescimento o valor de DO pode ser
influenciado, em parte, pela atividade metabolica criada neste sentido. Contudo, no caso
presente, o reator de acumulacgdo nao € alimentado com os nutrientes necessarios para
promover o crescimento celular, pelo que podemos assumir que as varia¢gdes no valor
de DO se devem exclusivamente ao consumo de VFA para a producao de PHA *.

Na Tabela 2.7 estao representados valores de produtividade volumétricas de ensaios de
produgao de PHA com controlo de alimenta¢do baseado na monitorizagao do valor de
DO ao longo do tempo. Estes estio numa gama de 0,01 a 0,52, valores esse mais elevados
quando comparados aos obtidos da bibliografia para ensaios com controlo baseado na
monitoriza¢dao do pH.
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Tabela 2.7 - Produtividades volumétricas de ensaios de produgdo de PHA com controlo de alimentacédo
baseado na monitorizacdo do DO

Fonte de Produtividade
Carbono % PHA Volumétrica Fontes
(gPHA/L.h)
VFA 14-51% 0,01-0,07 44
VFA 52% 0,46 a5
Acetato 15-79% 0,52 48
Lamats. Sy 031 ;
Secundarias

2.7.1 Alimentacgao por Pulsos Controlada pelo Declive

Tendo em conta a elevada sensibilidade do valor de DO em relacao a atividade da
cultura existe a hipdtese de estimar o momento ideal para a introdugao de um novo
pulso utilizando a monitorizagao deste ao longo do tempo.

Este método baseia-se no calculo do declive dos tltimos x pontos obtidos pelo sensor de
medigao de DO. Quando esse valor ultrapassa um setpoint, definido pelo utilizador,
indica a necessidade de substrato no meio e, assim, a bomba liga, alimentando o reator.

A Figura 2.7 representa o comportamento esperado numa acumulagao de PHA fazendo
monitorizagao ao DO, o perfil apresentado foi retirado de um processo de producao real
e obtido com auxilio do programa desenvolvido para o controlo. Os picos presentes
demonstram o que acontece ao valor de DO quando o substrato no meio se esgota e é
bem visivel que o declive da funcdo de valores de DO aumenta bruscamente nesses
pontos, tornando possivel este tipo de controlo.
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Figura 2.7 - Comportamento esperado utilizando alimentagéo por pulsos controlada por DO (perfil retirado
do programa desenvolvido nesta dissertacéo)

Alimentacao por Pulsos Controlada pelo Parametro &

De forma semelhante ao subcapitulo 2.7.1, este método de alimentagao baseia-se na
monitorizagdo do valor de DO ao longo do tempo e tem como objetivo estimar o
momento 6timo para a introdug¢do de um novo pulso de substrato. Este processo segue
0s seguintes passos: Primeiro, é guardado o valor de DO inicial do meio, representado
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como DOi. Posteriormente, e em cada pulso, ¢ calculado o valor de minimo atingido
(DOmin@). O parametro de controlo d(t) é, entao, calculado segundo a equagao 1. A
decisdao é feita comparando este valor ao parametro de controlo d* definido pelo
utilizador no inicio da acumulagdo. Quando o d(t) € maior ou igual ao &%, é alimentado
um novo pulso *.

Equacéo 1 - Parametro de decisdo 6

DO¢ — DOningy
00 = 55, = Do
i min(i)

A figura 2.6 ilustra os valores utilizados para o calculo do parametro de controlo d.

DQi

DO /

\DOmin{i} \ DOmin(2)

tempo

Figura 2.8 - llustracdo dos valores usados para o calculo do pardmetro
2.8 Alimentacdo Continua

Esta forma de alimentacdo ao reator passa pela introdugao continua de substrato, a um
caudal definido previamente®.Tendo em conta a quantidade de substrato que o
utilizador deseja alimentar em toda a fase de acumulacao e o caudal de débito da bomba,
¢ definido entdo um caudal de alimentacdo constante. Neste tipo de alimentagao é
essencial que o caudal selecionado seja calculado com rigor, de forma a evitar uma
concentracdo muito baixa ou muito alta de substrato no reator que levara a um
decréscimo da produtividade do processo 3.

E importante referir que existem poucas fontes bibliograficas acerca deste método de
alimentacgao, possivelmente porque ¢ dificil garantir uma boa produtividade com um
caudal fixo ao longo de todo o processo, visto que a velocidade de consumo de substrato
ira varia com o tempo. Outra limitacdo que se podera criar com a alimentagao continua
de VFA ao reator serd a acumulagao dos acidos menos preferenciais.
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3 Materiais e Métodos

O objetivo deste capitulo é apresentar as metodologias utilizadas para a realizagao da
parte experimental desta dissertagdao. Para além dos protocolos seguidos para as
atividades laboratoriais, serdao também apresentados os algoritmos propostos para o
controlo do processo de produgao de PHA por MMC.

3.1 Objetivos Comuns

Apesar de cada método de controlo, a nivel de programacao e calculo matematico,
funcionar de forma distinta, existem objetivos de decisao comuns:

e Tempo de espera inicial, Tcontador: Este tempo € introduzido como contador para
o inicio do processo, ou seja, quando os parametros estdao todos introduzidos e o
programa € iniciado, comeca uma contagem que quando terminada inicia o
processo de alimentagao, ligando a bomba.

e Tempo de Bomba Ligada, TsombaLigada: O tempo de bomba ligada define o volume
total de substrato adicionado, seguindo a seguinte equagao:

VSubstrato por pulso (L) = QBomba (L/S) X TBombaLigada (S)

Equacéo 2 - Volume de Substrato Adicionado por Pulso

e Tempo de Bomba Desligada, Tsombabesiigada: € considerado este tempo de forma a
evitar que a bomba ligue e desligue em periodos demasiado pequenos. NOTA:
se 0 objetivo for alimentar pulsos pequenos, este valor pode ser zero.

3.2 Algoritmos de Controlo

Neste capitulo serao apresentados os diferentes algoritmos propostos para a automacao
do processo de alimentagado ao reator de acumulagdo. Estes algoritmos apenas se focam
no tratamento dos dados recebidos de forma a estimar o momento correto de introducgao
de um novo pulso. A teoria de controlo relacionada com este tipo de algoritmos é
controlo on/off.

3.2.1 1°Algoritmo: Controlo On/Off por setpoint de pH

Este algoritmo baseia-se na monitoriza¢ao online do pH, onde é pré-estabelecido um
setpoint que, quando ultrapassado, indica a necessidade de uma nova alimentagao de
substrato ao meio.

A atribuigao do valor de pHsp tem de ser bem ponderada, de forma a ndo ser um valor
demasiado elevado, pois nesse caso o setpoint poderd nunca ser atingido fazendo com
que nao haja alimentagao. Este valor também ndo podera ser demasiado baixo pois nesse
caso a alimentagao serd feita demasiado cedo, o que ird levar a uma acumulagdo de VFA
nado consumidos.
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Parametros Necessarios

Setpoint de pH (pHsp);

Tempo de Espera Inicial (Tcontador);

Tempo de Bomba Ligada (TBombaLigada);

Tempo de Minimo de Bomba desligada (TBombabesligada);
Tempo Maximo de Acumulagao (t);

S

Numero de Pontos para o Calculo da Média (NP, média).

Modo de Funcionamento

De forma a iniciar a acumulagao o utilizador tem de introduzir os parametros indicados
anteriormente. Apos a introdugdo dos parametros o programa arranca, iniciando a
recolha dos valores de pH da solugao, e aguarda o tempo Tcontador, nesta fase a bomba
encontra-se desligada. Posteriormente a bomba de alimentacao do substrato € ligada e
assim se mantem até ser atingido o tempo TBombaLigada. Tendo em conta o caudal fixo da
bomba utilizada, o tempo de bomba ligada é que vai determinar o volume total de
substrato adicionado por pulso, segundo a Equagao 2.

Quando o TsombaLigada € atingido a bomba ¢ desligada e o programa aguarda o
TBombaDesligada. ApOs 0 tempo minimo de bomba desligada, € iniciado o calculo da média
do valor de pH utilizando os dltimos x pontos definidos no parametro Np, média. A
utilizacdo de um ntimero de pontos para o calculo da média é introduzida no cédigo de
forma a tentar atenuar o ruido do sinal obtido pela sonda de pH. Neste caso, a média
serve como filtro de sinal para ruido branco, ou seja, ruido que tem média de zero.

Nesta fase o programa atinge um ponto de decisdo. Tendo em conta a comparagao do
valor do pHsp, definido pelo utilizador, com o valor de pH médio podera ser ligada
novamente a bomba, dando mais um pulso de substrato. O critério de decisdao diz que
se o pH médio for maior que o pHsp a bomba liga, enquanto esse critério nao for
obedecido o programa continua a recolha de valores de pH e atualiza a média.

Neste algoritmo existem duas formas de terminar a acumulac¢do, a primeira ocorre
quando o tempo maximo de acumulagao ¢ atingido e a segunda hipdtese quando o
utilizador parar o programa manualmente.

Diagrama de Fluxo de Dados

Na Figura 3.1 esta representado o diagrama de fluxo de dados do 1° algoritmo. Desta
forma é possivel observar a dire¢do que as informacoes retiradas tomam e como é que
estas atingem o parametro de decisao.
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Aguardar Tcontador
Ligar Bomba
Aguardar
Thombaligada

Aguardar
Thombaligada

Desligar Bomba

Aguardar
Thombadesligada

Calcular pH médio

pH médio>pHsp

Figura 3.1 - Diagrama de fluxo do 1° Algoritmo

3.2.2 2° Algoritmo: Controlo On/Off por setpoint de DO e declive

O primeiro algoritmo de monitorizagao do DO baseia-se, como ja foi referido, nos
valores de DO ao longo do tempo e no calculo do declive de uma série de pontos ja
adquiridos. Mais uma vez, o controlo € feito a bomba de alimentagao e a quantidade de
substrato adicionada por pulso é definida pelo utilizador segundo a Equagao 2.

Inicialmente o algoritmo foi pensado de forma ao Unico critério de decisao de
alimentacao ser o setpoint de declive, no entanto, foi adicionado como critério paralelo a
média do valor de DO com o objetivo de tornar este controlo mais robusto.
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Constatou-se que, por vezes, no reator de selecdo, o perfil de DO se comportava
apresentando patamares no momento de recuperagao do mesmo. Foi observado que
quando esgotados os VFA no reator, em vez de o valor de DO subir para o seu valor
inicial, este subia por diferentes patamares, provavelmente correspondentes a mudanga
do tipo de VFA a ser consumido. Como referido anteriormente existem diferentes fatores
que afetam o modo de consumo do substrato e alguns VFA parecem ser consumidos
preferencialmente em relagao a outros. Quando os VFA considerados preferenciais se
esgotam a cultura consome os restantes ainda presentes no reator e essa mudanca no
consumo leva a altera¢des no perfil de DO.

Assim, com a inclusao de um parametro que tem em conta a média do valor de DO, é
possivel evitar a alimentagao antes do consumo de todos os VFA num dado pulso.

Parametros Necessarios

Setpoint de declive (Dsp);

Setpoint de DO (DOsp);

Tempo de Espera Inicial (Tcontador);

Tempo de Bomba Ligada (TBombaLigada);

Tempo de Minimo de Bomba desligada (TBombabesligada);
Tempo Méaximo de Acumulagao (t);

NS kR L=

Numero de Pontos para o Calculo do Declive (NP, Declive).

Modo de Funcionamento

De forma a iniciar a acumulagao o utilizador deve introduzir os parametros indicados
anteriormente. Apo6s a introducdo dos parametros o programa arranca, iniciando a
recolha dos valores de DO da solucdo e aguarda o tempo Tcontador, nesta fase a bomba
encontra-se desligada. Posteriormente a bomba de alimentagao do substrato é ligada e
assim se mantem até ser atingido o tempo TsombaLigada.

Quando 0 TBombaLigada € atingido a bomba € desligada e o programa aguarda o
TBombaDesligada. Apds 0 tempo minimo de bomba desligada, é iniciado o calculo do declive
e da média dos tltimos x pontos de DO adquiridos. De forma semelhante ao 1° algoritmo
de pH, a utilizagdo de um nimero de pontos para o cdlculo do declive e da média é
introduzida no codigo de forma a tentar atenuar o ruido do sinal obtido pela sonda.

Nesta fase o programa atinge um ponto de decisdo. Tendo em conta a comparagao dos
valores de Dspe DOsp, definidos pelo utilizador, com os valores obtidos no momento pelo
programa, podera ser ligada a bomba, dando um novo pulso de substrato. O critério de
decisao diz que se o declive calculado e a média do DO forem maiores que os
parametros, Dsp e DOsp, a bomba liga, enquanto esse critério ndo for obedecido o
programa continua a recolha de valores de DO e atualiza os parametros utilizados. Neste
algoritmo, a acumulagao termina quando o tempo méaximo de acumulagao for atingido
ou quando o utilizador entender.

28



Diagrama de Fluxo

Na Figura 3.2 esta representado, de forma analoga ao 1? algoritmo, o diagrama de fluxo
de dados do 2? algoritmo.

Aguardar Tcontador

Ligar Bomba

Aguardar
Thombaligada

Aguardar
Thombaligada

Desligar Bomba

Aguardar
Thombadesligada

Calcular DO médio

Calcular declive

declive > Dsp

sim ndo
DO médio > DOsp

Figura 3.2 - Diagrama de fluxo do 2° algoritmo
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3.2.3 3°Algoritmo: Controlo On/Off através do Parametro o

Este algoritmo baseia-se nas informacdes obtidas na patente US 2013/0029388A1 de 31
de janeiro de 2013 %. Neste método existem novos parametros a serem considerados, o
valor de DO inicial (DO:), o valor de DO minimo atingido depois de cada pulso (DOnming)
e o parametro de controlo d*.

Ao longo de uma acumulagao ¢ esperado que, com a redugao da atividade da cultura o
valor minimo de DO atingido ao fim de um pulso va aumentando gradualmente. Como
este algoritmo tem em consideragao a progressao do valor minimo de DO, podera evitar
alguma falha de controlo associada a essa subida. Por exemplo, utilizando o algoritmo
anterior, se o valor de DOsp for suficientemente baixo podera acontecer que, apos a
adi¢ao de um pulso, 0 DO minimo atingido seja superior ao valor do DOsp. Nesse caso o
programa entraria num loop de alimenta¢do em que quando acabasse 0 TBombaDesligada iria
assumir que era o0 momento indicado para a introdugao de mais um pulso. O objetivo
do algoritmo aqui apresentado é adaptar o controlo da alimentagdo as altera¢des do
meio.

Parametros Necessarios

Tempo de Espera Inicial (Tcontador);

Tempo de Bomba Ligada (TBombaLigada);

Tempo de Minimo de Bomba desligada (TBombaDesligada);
Parametro de Controlo (0%);

Tempo Maximo entre pulsos (Tpusos).

SRR A

Modo de Funcionamento

De forma a iniciar a acumulagao o utilizador deve introduzir os parametros indicados
anteriormente. Apos a introdugdo dos parametros o programa arranca, iniciando a
recolha dos valores de DO da solugdo e aguarda o tempo Tcontador, nesta fase a bomba
encontra-se desligada. Posteriormente, ¢ recolhido o valor de DO; a bomba de
alimentagao do substrato € ligada e assim se mantem até ser atingido o tempo TBombaLigada.

Quando o TsombaLigada termina € guardado o valor de DOmin atingido e entra-se na
contagem do TBombaDesiigada. Importante notar que durante estes periodos o valor de DO
continua a ser gravado pelo programa. Apds terminar 0 TBombabesligada inicia-se o calculo
do valor de d(t) utilizando a Equacgao 1. O critério de decisao deste algoritmo diz que se
O(t) for maior ou igual ao ©* a bomba liga e o processo volta ao inicio.

Diagrama de Fluxo

De forma a ser mais simples perceber o funcionamento do 3° algoritmo, na Figura 3.3
estd representado o diagrama de fluxo de dados do mesmo.
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Aguardar Tcontador
Definir DO
Ligar a Bomba

Aguardar
Thombaligada

Desligar Bomba

Aguardar
Thombadesligada

Calcular DOmin(i)

Calcular delta(t)

sim

delta(t)>delta critico

Figura 3.3 - Diagrama de fluxo do 3° algoritmo
3.2.4 4° Algoritmo: Alimentacdo Continua

O quarto algoritmo proposto apresenta a 1% hipdtese de alimentagao continua. Neste caso
o caudal de alimenta¢dao da bomba permanece constante ao longo de toda a acumulacao.
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Parametros Necessarios

1. Tempo de Espera Inicial (Tcontador);
2. Caudal de Substrato Alimentado (Qs);
3. Tempo Maximo de Alimentagao.

Sera possivel que a produtividade do processo aumente se o valor do caudal for alterado
em diferentes tempos do processo. Inicialmente, como ainda nao existiu producao de
PHA, a velocidade de consumo de substrato sera superior, assim o caudal da bomba Q1
é definido. A medida que a acumulagio ocorre a velocidade de consumo vai diminuir
também, assim poderd ser necessario diminuir o caudal da bomba de forma a evitar
alimentacao em excesso.

Existe a hipdtese de fazer monitorizagao ao pH ou ao DO simultaneamente, de forma a
estimar variagdes na velocidade de consumo de substrato, com o objetivo de controlar o
caudal da bomba, sendo assim possivel atenuar a inibicdo da cultura por excesso de
substrato.

3.3 Preparacdes e Protocolos Experimentais

Neste subcapitulo serdo apresentadas as preparagdes experimentais para os ensaios de
produgao, bem como os protocolos seguidos no tratamento das amostras retiradas nos
mesmos.

3.3.1 Preparagao Experimental

De forma a testar o funcionamento dos materiais necessdrios para os ensaios de
acumulacdo, bem como dos algoritmos propostos, foi preparada uma montagem
laboratorial em pequena escala utilizando um reator com a constituicao semelhante a
representada na Figura 3.4. O volume total do reator é de 600 mL. Foram utilizados dois
dispersores de ar, duas bombas de ar e uma péd de agitagao, ndo s6 para garantir a
presencga de oxigénio suficiente, como também para reduzir o tamanho das bolhas e
homogeneizar o oxigénio dissolvido no meio. Entre ensaios o reator foi lavado de forma
a evitar a presenca, tanto de VFA como de biomassa.

Figura 3.4 - Reator de escala laboratorial

32



Ativacao da Biomassa

Nos ensaios efetuados no reator de pequena escala a biomassa utilizada foi previamente
armazenada numa arca frigorifica a 6 °C, pois nessas condi¢oes é possivel manté-la
funcional durante um periodo elevado, sem ser necesséria a introducao de substrato ou
de compostos responsaveis pelo crescimento da cultura.

Antes do inicio de cada ensaio foi, entdo, necessdrio reativar a biomassa da seguinte
forma:

e Retirou-se 200 mL de biomassa para uma proveta;

e Diluiu-se a biomassa com 100 mL de agua;

e Preparou-se um pulso de ativagao composto por 600 uL de uma solugao de
amonia + fésforo e 574 uL de 4cido butirico;

e Colocou-se a biomassa no reator;

e Alimentou-se o pulso de ativagao.

Depois de concluido o procedimento anterior esperou-se que o pulso de ativagao fosse
totalmente consumido, representado pela subida do DO ou do pH para o valor prévio a
introdugao do pulso.

Preparacao da Alimentacao

O substrato utilizado na parte experimental desta dissertagdao foi proveniente de um
reator de fermentacdo anaerobia existente no mesmo laboratdrio. O produto desse reator
¢ um efluente que contem VFA, 4gua, solidos da polpa e outros compostos em
quantidades residuais, na Tabela 3.1 esta representada a composigao tipica do substrato
utilizado ao longo dos ensaios. Tendo em conta que os solidos da polpa sao inertes, a
sua presenca na solucao alimentada nao é desejada e, como tal, utilizou-se um sistema
de filtragao para reduzir a sua percentagem no volume do substrato, utilizando um filtro
de tecido de flanela para o efeito.

A concentrac¢dao média do substrato ao longo dos ensaios foi de 21,9 gCQO/L.

Tabela 3.1 - Composigéo tipica do substrato utilizado

Acido Lictico Acido Acido Etanol Acido Acido
Acético Propidnico Butirico Valérico
0%  26% 5% | 5% 60% 4%

Preparacao Experimental 2

Com o objetivo de estudar o desempenho nos ensaios de acumulagao automatizados
pelos algoritmos de controlo foram realizados varios ensaios num reator de escala piloto
com aproximadamente 65 L de volume total. Foi utilizado um compressor com o objetivo
de adicionar ar ao reator, um motor ligado duas pas de agitacao, de forma a dispersar o
ar adicionado e reduzir o tamanho das bolhas formadas, um sensor de medi¢ao de pH e
um sensor de medi¢ao de DO, estes ultimos para tornar possivel a monitorizagao online
destes parametros. Em cada ensaio foram introduzidos 25 L de biomassa proveniente do
reator de selecao SBR. Como a biomassa utilizada, extraida do SBR, era imediatamente
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colocada no reator de acumulagao sob agitacao e com fornecimento de oxigénio, nao foi
necessario dar o pulso de ativagdo, como nos ensaios da preparagao experimental 1.

Figura 3.5 - Reator de escala piloto
3.3.2 Protocolos Experimentais

Peso Total de Solidos e Peso seco de Célula

De forma a descobrir a concentracao de biomassa e a quantidade total de polimero
produzida ao longo de uma acumulagdo foram calculados os TSS e VSS. Seguiu-se o
protocolo de acordo com as seguintes referéncias 253,

Para tal, comegou-se por pesar um cadinho com um filtro de microfibras de vidro
(Whatman 1.2 um). Posteriormente, retirou-se um volume de amostra do reator
utilizando uma micropipeta e filtrou-se num filtro de vacuo. De forma a eliminar o
sobrenadante presente na amostra colocou-se o cadinho numa estufa a 100 °C durante a
noite. Pesou-se, entao o cadinho retirando o peso total de solidos mais o peso do cadinho
e filtro. De seguida, colocou-se o cadinho numa mufla a 550 °C durante 2 horas e voltou-
se a pesar o cadinho no final. Retirados os pesos necessarios calcularam-se os TSS e os
VSS de acordo com as equagoes apresentadas de seguida:

TSS = Pesorniciar — Pesoooec,12n) VSS = Peso(1000c,12n) — Peso(ssoec,3n)
Volumemostra Volumesmostra
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Concentracao de VFA

Para se determinar a concentracao dos VFA, em cada amostra retirada, foi necessario
efetuar uma Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). Neste caso o objetivo é
quantificar os dcidos em diferentes momentos da acumulacgao e, para tal, sao utilizadas
as amostras ja filtradas. Utilizou-se o método de acordo com o retirado das seguintes
referéncias 253642,

Para comecar filtraram-se as amostras retiradas do reactor, de forma a reduzir ao
maximo a quantidade de solidos.Utilizaram-se as seguintes condi¢des para o HPLC:
Temperatura da coluna: 30 °C, Efluente de H25040.01M e Caudal: 0.5 mL/min.

No final as concentragdes dos VFA foram calculadas por intermédio de curvas de
calibracao (15-1000 mg/L de cada composto).

Caréncia Quimica de Oxigénio (COQ)

De forma a se conseguir comparar alguns parametros optou-se por passar unidades de

massa ou concentracdo para CQO. Este valor é utilizado em quimica ambiental,

especialmente em tratamento de dguas residuais como um parametro de avaliacdo da

matéria organica existente nos efluentes e ¢ calculado através da oxidagao total de uma

molécula organica . O fator de conversao foi obtido utilizando a Equagao 3 e as rea¢des
g

quimicas seguintes. O parametro “q” na Equacdo 3 representa o coeficiente
estequiométrico no acerto da reagao.

gcQo __4% X M(0,)
gVFA — qVFA x M(VFA)

Equacéo 3 - Fator de Conversao de gVFA para gCQO

Etanol: C,Hg0 + 30, - 2€0, + 3H,0 F.C=2,08
Acido Acético: C;H,0, + 20, — 2C0, + 2H,0 F.C=1,07
Acido Lactico: C3Hg03 + 30, —» 3C0, + 3H,0 F.C=1,07
Acido Propionico: C3Hg0, +%02 - 3C0, + 3H,0 F.C=1,51
Acido Butirico: C4Hg0, + 50, — 4C0, + 4H,0 F.C=1,82
Acido Valérico: CsHy90; + >0z = 5C0; + 5H,0 F.C=2,04

Conteudo do PHA Produzido

Para se determinar a concentra¢do de cada mondmero constituinte do PHA produzido
foi efetuada uma cromatografia gasosa. O objetivo era quantificar as percentagens de
hidroxibutirato (HB) e hidroxivalerato (HV) no polimero final. Utilizou-se o método
descrito nas seguintes referéncias 302,

Inicialmente centrifugou-se uma amostra retirada do reator (10000 rpm, durante 3
minutos) separando a biomassa do sobrenadante nao pretendido. Liofilizou-se a
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biomassa durante a noite e, posteriormente, esta foi encubada em 1 mL de uma soluc¢ao
20% de H2SOs, depois extraiu-se usando 1 mL de cloroférmio. A mistura foi, entao,
digerida a 100 °C durante 3.5 horas. Depois da fase de digestao, a fase organica foi
extraida e injetada (2 uL) num cromatografo gasoso equipado com um flame ionization
detector (Bruker 430-GC) e uma BR-SWax column (60 m, 0.53 mm de diametro interno,
1 mm de espessura de filme, Bruker USA). Utilizou-se Hélio como fase mével a um
caudal de 1 mL/min. Como temperatura inicial usou-se 40°C e usou-se um incremento
de 20°C/minuto até se atingir os 100°C, posteriormente aumentou-se a temperatura a
uma taxa de 3 °C/min até aos 175 °C e, finalmente, foi atingida uma temperatura final de
220 °C, aplicando, novamente, um incremento de 20°C/min. A coluna foi limpa depois
de cada inje¢ao. Para determinar as concentragdes de cada acido utilizaram-se curvas de
calibragao.

Acidificacdo e Armazenamento da Biomassa

No final de cada ensaio de produgao a escala piloto foi necessario acidificar a biomassa
retirada do reator no final do processo antes de a colocar num biddo, onde esta era
armazenada. Procedeu-se a essa acidificagdo para evitar que, quando o processo
terminasse, a biomassa comecasse a consumir o PHA produzido para sobreviver.

Assim, no final de cada acumulacgao adicionou-se acido sulfurico com 98% de
concentragao até que a mistura final ficasse com um pH a rondar os 3.

3.4 Indicadores de Rentabilidade

Produtividade Volumétrica Média

PHAfinal - PHAinicial (gPHA>

Produtividade Volumétricaysqiqa = LXh

Vfinal X tacumulagéo

Equacéo 4 - Calculo da produtividade volumétrica média

Produtividade Volumétrica por Pulso

. L PHA, — PHA,_, (gPHA
Produtividade Volumétricapyson = ( )

V, Xt, LXh

Equacéo 5 - Calculo da produtividade média por pulso

Produtividade Especifica Média

PHAfina1 — PHApici PHA
Produtividade Especificaysgia = final tnicial ( g )

gX, X h

XA X tacumulag:ﬁo

Equacéo 6 - Calculo da produtividade especifica média
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Produtividade Especifica por Pulso

PHA, — PHA,_, ( gPHA )

Produtividade Especificapyison = GX, xR

XA X tacumulag:éo

Equacdo 7 - Calculo da produtividade especifica por pulso

Rendimento PHA/VFA

L _APHA (gCOD PHA)
PIS = AvFA \gcoD VFA

Equacao 8 - Célculo do Rendimento PHA/VFA
3.5 LabVIEW

No ambito desta dissertacao, de forma a conseguir aplicar as diferentes metodologias
propostas, foi utilizado o software desenvolvido pela National Instruments™ denominado
de LabVIEW, sendo que neste caso foi utilizada a versao de 2012. Este software permite
ao mesmo tempo monitorizar e tratar sinais obtidos de diferentes equipamentos, como
por exemplo sondas de medigao de pH ou DO, e criar sistemas de automacgao e controlo
programaveis para casos especificos. A linguagem de programacao utilizada, G, baseia-
se nos principios de fluxo de dados e programacao grafica para proporcionar,
simultaneamente, um ambiente de programacao simples, com recurso a digramas de
blocos, e uma interface grafica .

Tendo em conta estes principios, o programa foi usado para as seguintes fungoes:

e Obtencao de sinal proveniente de sondas de medigao de pH e DO;

¢ Eliminacao do ruido do sinal obtido;

e Representacao do sinal ja filtrado;

e (Célculo em linha para a obtencao de variaveis do processo;

e Automacdo de equipamentos, nomeadamente bombas e agitadores, mediante
parametros definidos, ou pelo operador, ou dependentes das varidveis do
processo.

Na Figura 3.6 observa-se a janela de monitorizagao do programa BioCTR onde se
implementaram os algoritmos de controlo. Nesta janela é possivel observar um, ou
varios sinais simultaneamente e online.
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Figura 3.6 - Janela de monitoriza¢éo do programa

Na Figura 3.7 esta representada a janela de configuragao dos parametros da sequéncia
de controlo do programa BioCTR. E aqui que se seleciona o tipo de controlo desejado e
que se introduzem os parametros de controlo especificos de cada algoritmo. O tipo de
controlo é selecionado no botao “Type”, ja os parametros relacionados com os calculos
efetuados como por exemplo o Np, média, sao introduzidos no separador “Int val” e por
ultimo os parametros relacionados com o processo, como por exemplo os valores de
setpoint, podem ser introduzidos no separador “Real val”.
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Figura 3.7 - Janela de configuracdo dos parédmetros da sequéncia de controlo
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4 Discussao de Resultados

Este capitulo tem como objetivo a apresentagao e discussao dos resultados obtidos
relativos as atividades experimentais realizadas nesta dissertagao. Como ja foi referido,
nas primeiras experiéncias, o objetivo foi de validar, a escala laboratorial, a automacgao
dos algoritmos propostos e, na segunda bateria de experiéncias avaliar e analisar o
desempenho dos mesmos a escala piloto.

4.1 Ensaios Preliminares de Validacao dos Algoritmos

Neste subcapitulo serdo analisados os resultados das experiéncias de validagao dos
algoritmos realizadas nos meses de julho e agosto de 2017. Com estes ensaios pretendia-
se averiguar a existéncia de erros de programacao nos algoritmos no LabVIEW que
invalidassem o posterior estudo de producdo a escala piloto. Para tal, estudou-se a
resposta do programa de controlo, quando posto em pratica, fazendo alterar os valores
dos parametros de controlo especificos.

4.1.1 1° Algoritmo: Controlo On/Off por setpoint de pH

Realizaram-se quatro ensaios utilizando como controlo da alimentagao de substrato o 1°
algoritmo. As condigOes e parametros aplicados estao representados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Resumo das condi¢des de operagdo e dos parametros utilizados nos ensaios do 1° algoritmo

Data Volume de Volume do pH Inicial pH Substrato pHsp
Biomassa + Pulso (mL)
Agua (mL)
1.8.2017 300 \ 10 8.64 5,0 8,6
2.8.2017 300 15 8.32 5,0 8,2
3.8.2017 300 ‘ 20 8.72 5,0 8,6
4.8.2017 300 25 8.54 5,0 8,4

Inicialmente quis-se avaliar o desempenho do algoritmo, quando aplicado a escala
laboratorial e tentar identificar alguns padroes que pudessem auxiliar a otimizagdo do
mesmo. Para tal, além de se ter analisado se 0 momento de introdugao do pulso foi o
indicado, também se analisaram os perfis de pH gravados no programa.

Assim, na Tabela 4.2 estao representados os resultados de validagao da automacgao do
algoritmo em estudo, onde apenas no primeiro caso o algoritmo falhou o momento de
adi¢ao de um novo pulso de substrato.

Tabela 4.2 - Resultados de validagao do 1° algoritmo

Volume Final Numero de Numero de Tempo de
Data Pulsos .
(mL) Pulsos L. Ensaio (horas)
Automaticos
1.8.2017 330 ‘ 3 2 2.27
2.8.2017 435 9 9 5.10
3.8.2017 460 ‘ 8 8 5.05
4.8.2017 475 7 7 5.50

39



No primeiro ensaio foi dado um total de trés pulsos, onde os dois primeiros foram
alimentados automaticamente quando atingido o setpoint predefinido, demonstrando
que o algoritmo cumpria a fung¢ao para o qual fora desenhado. No entanto, no terceiro
pulso o pHsp ndo foi atingido, logo nao foi possivel a adi¢gao automatica de um novo
pulso. Este facto é justificado pela proximidade do valor de pHsp atribuido e do valor de
pH maximo atingivel, frisando a importancia deste parametro para o sucesso do
algoritmo quando aplicado. Se se pretendesse continuar este ensaio seria necessario o
operador corrigir o setpoint para um valor que tornasse possivel acionar o controlo
automatico.

Nos restantes ensaios todo o processo ocorreu de forma autonoma, nao sendo necessaria
nenhuma altera¢do nos parametros de controlo. Como se pode observar na Tabela 4.3,
nos ultimos trés ensaios o valor de setpoint foi ponderado com uma maior margem em
relagao ao valor de pH inicial. Foi utilizado um racio pH inicial/pHsp igual a 0.014, em
vez do valor de 0.005 aplicado no primeiro ensaio.

Tabela 4.3 - Ré&cio pH inicial/pH setpoint

‘L Racio
Data pH inicial pHsp oHi/pHsp
1.82017 864 860 0.005
2.82017 832 8.20 0.014
3.8.2017 872 860 0.014
4.8.2017 854 8.42 0.014

No entanto, como se poderd observar na andlise dos resultados dos ensaios de producao
a escala piloto, os perfis de pH nao se comportam da mesma forma que o ocorrido nestes
casos de estudo. Isso poderd dever-se ao facto de a biomassa utilizada nesta fase ter sido
armazenada, numa arca frigorifica, durante cerca de um més, podendo isso afetar o
comportamento normal da cultura numa fase de acumulagao. Ainda assim foi possivel
concluir que o algoritmo ndo tem erros de programacao e que, para posteriores ensaios,
¢ necessario dar elevada importancia a atribuigao do valor de setpoint.

Analise dos Perfis de pH Obtidos

Em relagao a andlise dos perfis de pH é possivel chegar a algumas conclusdes. Como
seria de esperar, a medida que o tempo do ensaio aumenta, a velocidade a que a cultura
consome o substrato diminui, fazendo com que o tempo entre pulsos va aumentando
com uma progressao aproximadamente linear, como esta representado na Figura 4.1.
Isto acontece, pois, como ja foi referido, a medida que a quantidade de PHA acumulado
pela cultura aumenta, o efeito da inibicao por produto vai-se fazendo sentir mais
acentuadamente influenciando, assim, a velocidade de consumo do substrato. Podera
ainda ocorrer inibi¢do por substrato proveniente de uma possivel acumulagdao do
mesmo, dentro do reator, ao longo da acumulacao, mas esse fator ndo foi analisado nesta
fase.
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Figura 4.1 - Tempo de consumo dos pulsos dos ensaios preliminares do 1° Algoritmo

Outra conclusao que foi possivel retirar da observagao dos perfis de pH ao longo de uma
acumulagao foi que o comportamento do pH entre diferentes pulsos apresenta uma
tendéncia quadratica, ou seja, ao ser feito um ajuste quadratico dos valores obtidos entre
pulsos obtemos uma regressao com erro quase desprezavel. Assim, foi possivel efetuar
esse mesmo ajuste entre cada pulso dado nos ensaios efetuados, segundo a Equagao 9,
e, nao sO, comparar as diferentes regressoes obtidas nos mesmos, como também analisar
a progressao dos parametros de regressao ao longo de uma acumulagao.

y=A+Bx+ Cx?

Equacéo 9 — Férmula da regressé@o quadratica

Na Tabela 4.4 estd representado um resumo dos parametros da regressao quadratica
efetuada, onde se calculou a média e o desvio padrdao do valor de cada um dos
parametros em cada pulso dado. E observavel que o desvio padrio, na maioria dos casos,
representa um valor baixo, quase sempre numa ordem de grandeza inferior ao valor da
média, validando o facto de que os parametros sao comparaveis nas diferentes
acumulagdes. Consegue-se observar, também, que o parametro A permanece
praticamente constante ao longo do tempo, enquanto os parametros B e C parecem
demostrar alguma variagao.

Observa-se que tanto o parametro B como o C parecem aproximar-se do valor 0.
Obtendo esta informagao em tempo real podera ser possivel estimar o momento para o
fim de uma acumulagdo colocando um valor minimo no caso do parametro B ou um
valor maximo, no caso do parametro C.
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Tabela 4.4 - Média e Desvio Padrdo dos parametros de regresséo quadratica aplicada aos sinais de pH
entre pulsos

Parametro 1 2 3 4 5 6 7
Média 72 73 7.4 7.4 7.4 7.4 7.4
A :
Desvio 0.21 0.06 0.26 0.13 0.19 0.18 0.19
Padrao
Média 15603 12603 O.8E-04 87E-04 8.1E-04 8.1E-04 6.9E-04
5 :
Desvio 26E-04 22E-04 1.6E-04 1.7E-04 2.4E-04 1.6E-04 1.7E-04
Padrdo
Viédia -44E-  -3.6E-  -256-  -1.9E-  -1.7E-  -1.6E-  -1.2E-
c 07 07 07 07 07 07 07
PD:S;’;‘:C’) 4.8E-08 9.9E-08 8.6E-08 8.3E-08 9.9E-08 5.5E-08 5.0E-08

4.1.2 2°Algoritmo: Controlo On/Off por setpoint de DO e declive

Realizaram-se quatro ensaios utilizando como controlo da alimentagao de substrato o 2°
algoritmo. As condigOes e parametros aplicados estdao representados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Resumo das condi¢des de operagdo e dos parametros utilizados nos ensaios do 2° algoritmo

Volume de

Data Biomassa + Volume do DO inicial Dsp DO,
p Pulso (mL)
Agua (mL)
25.7.2017 300 ‘ 38 84% 0.27 55%
26.7.2017 300 75 84% 0.1 55%
27.7.2017 300 ‘ 38 79% 0.1 55%
28.7.2017 300 19 80% 0.07 55%

De forma andloga a do 1° algoritmo tentou-se avaliar o desempenho do 2° algoritmo e
avaliar os perfis ao longo de cada acumulacado tentando retirar algumas elagdes que
pudessem auxiliar a otimizagao deste método de controlo.

Andlise dos Perfis de DO Obtidos

Em rela¢ao ao tempo de consumo dos pulsos dados, Figura 4.2, é possivel concluir que,
tal como ocorreu nos ensaios preliminares do 1° Algoritmo, este, na maior parte dos
casos, aumenta com o decorrer da acumulacgao.
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Figura 4.2 - Tempo de consumo dos pulsos nos ensaios preliminares do 2° Algoritmo

Na Tabela 4.6 estao representados os resultados de validagao do 2? algoritmo onde em
22 dos 24 pulsos adicionados a alimentagao foi feita de forma auténoma quando os
parametros de controlo foram cumpridos. Podemos, assim, concluir que, a nivel de
programacao, o algoritmo se encontra funcional e pronto para os testes de producao a
escala piloto.

Tabela 4.6 - Resultados de validagdo do 2° algoritmo

Numero de

Volume Final Numero de Tempo de Ensaio
Data Pulsos
(mL) Pulsos ... (horas)
Automaticos
25.7.2017 | 566 | 7 7 5,23
26.7.2017 600 4 3 5,45
27.7.2017 | 490 | 5 5 5,62
28.7.2017 452 8 7 5,52

Estudando ao pormenor os dois casos em que a alimentagao automatica nao funcionou
percebe-se que tal aconteceu porque o parametro Dsp ndo foi cumprido. Observando a
progressao do mesmo a medida que o tempo de acumulacdo avanga, representado na
Figura 4.3, conclui-se que existe um decaimento quase linear do valor do declive que,
nos casos mais extremos, pode levar a uma falha na alimentac¢do continua pretendida.
Essa situag¢ao ocorreu nos ensaios dos dias 26.7 e 28.7 onde, em ambos os casos, o valor
do declive no ultimo pulso foi inferior ao setpoint estabelecido.

Assim, pode-se concluir que para efetuar os ensaios de produgao utilizando este tipo de
algoritmo é necessdrio ter atencdo a atribuicdo do valor de Ds. Por seguranga
estabeleceu-se que este nao deve ser superior a 0,01.
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Figura 4.3 - Progresséo do parametro Dgp

Em relacao ao segundo parametro do algoritmo, que tem de ser cumprido para existir
alimentagao automatica, DOsp, nao se conseguiram tirar muitas conclusdes. Ainda assim,
notou-se que o valor de DO minimo, atingido apds a adi¢do de um novo pulso, sofria
um ligeiro aumento com o decorrer da acumulagao, alertando para o facto de que, se o
valor de setpoint atribuido for demasiado baixo, o algoritmo pode entrar num loop de
alimentagao quase continua.

4.2 Ensaios de Producédo a Escala Piloto

Neste subcapitulo vao ser abordados os resultados obtidos nos ensaios de produgao a
escala piloto realizados nos meses de novembro e dezembro. Serao apresentados valores
que permitem avaliar o desempenho pratico dos algoritmos estudados como a
quantidade de PHA gerada, a concentragao de VFA nao consumidos, as produtividades
volumétricas e especificas, entre outros. No final serd feita uma comparagao entre todos
o0s ensaios de forma a averiguar os que apresentam melhor rentabilidade.

Como o objetivo principal desta dissertacao ¢ a acumulagao de PHA feita de forma
eficiente tentar-se-a, ainda, averiguar qual a metodologia que permitird atingir a
produgao de PHA anual mais elevada, tendo em consideragao as condi¢des de operacao
e o tempo total do processo.

Nesta fase é importante frisar que se tinha como objetivo fazer uma avaliacao detalhada
as velocidades de consumo dos VFA entre pulsos, mas tal nao foi possivel pela limitacao
de tratamento das amostras retiradas. Na andlise de resultados que se segue optou-se
por dar principal foco a quantidade de 4cidos nao consumidos no final do processo.

Nestes ensaios foram testados os dois primeiros algoritmos descritos no subcapitulo 3.2.
Para cada um foram efetuados cinco ensaios fazendo alterar o volume dos pulsos e os
principais parametros de controlo de cada algoritmo, o setpoint do pH e o setpoint do DO.
Na Tabela 4.7 estd representado um resumo dos ensaios e condigdes de operagao
aplicadas.
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Tabela 4.7 - Resumo das condic¢des de operacéo dos ensaios de produgéo

Tempo Volume  Volume Volume

Ensaio Parametro Parametro(s) L. Volume Biomassa pH do
ne Data Monitorizado de Controlo Total Inicial por Total dos final (L) Ativa (g/L) Substrato
(horas) (L) pulso (L)  Pulsos (L)
DOsp=75%
DO 1 17.11 DO 6,37 4.4 22 55 2,4
Dsp=0.01
DOsp=50%
DO 2 20.11 DO - 2,2 - - -
Dsp=0.01
DOsp=45%
DO 3 22.11 DO 5,02 4.4 18 51 2,24
Dsp=0.01
DOsp=57%
DO 4 29.11 DO 4,40 2,2 13 46 3,13
Dsp=0.01
DOsp=60% 33 4.7
DO 5 30.11 DO 5,37 2,2 27 60 2,58
Dsp=0.01
pH1 4.12 pH pHsp=9,60 7,13 4,4 22 55 2,35
pH2 6.12 pH pHsp=9,40 4,58 1,1 15 48 2,24
pH3 13.12 pH pHsp=9,40 5,27 Misto 22 55 3,62
pH4 14.12 pH pHsp=9,45 6,07 1,1 25 58 4,19
pH5 28.12 pH pHsp=9,30 5,85 2,2 20 53 2,63

De forma a tentar manter as condigOes iniciais entre ensaios o mais estaveis possivel
tentou-se que, tanto a biomassa ativa, como a carga organica alimentada ao reator de
selecdo permanecessem constantes neste periodo. Tendo em conta que o substrato
proveniente do reator de digestao anaerobia apresenta alguma variabilidade, esta tarefa
pode nao ser facil de atingir, contudo nao se notaram grandes varia¢gdes na composigao
e na sua concentracao. Ainda assim, é percetivel que a concentragao celular no reator de
acumulacao apresenta alguma variagdo. Tratando-se de um processo de produgdo
através de MMC e utilizando um substrato complexo, essa variacao seria de esperar.

E importante referir que as acumulagdes terminaram por limitagdo de tempo ou de
volume do reator, pelo que o potencial de acumulagdo maximo da cultura nunca foi
atingido.

4.2.1 1°Algoritmo: Descricdo dos Ensaios

Neste subcapitulo sera feita uma descri¢ao detalhada dos ensaios realizados utilizando
como método de controlo da alimentagao o 1° algoritmo: controlo por setpoint de pH.
Como dito anteriormente estes ensaios realizaram-se entre os dias 4 e 28 de dezembro
de 2017.

Os valores de pHsp foram definidos tendo em conta o valor de pH inicial em cada ensaio.
Comparando com os ensaios preliminares € possivel concluir que o perfil de pH se
comportou de forma diferente sendo que, nestes ensaios, apds a adi¢ao do primeiro
pulso o valor de pH rapidamente recuperava para o valor de pH inicial, indicando que
o pHsp deveria ser um valor superior, contrariamente ao observado a escala laboratorial.
Este comportamento corrobora o que foi dito anteriormente em relagao a influéncia que
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o reator de selegao tem nesta tltima fase do processo, pois a sintoniza¢ao do controlador
depende da forma como a cultura ira reagir aos estimulos.

Relativamente ao substrato utilizado neste grupo de ensaios, podemos observar na
Tabela 4.8 que a sua concentracdo ndo permaneceu constante, algo que influéncia os
resultados de cada acumulagdo e dificulta a comparagdo entre valores de diferentes
acumulacoes.

Tabela 4.8 - Resumo dos volumes e quantidades adicionadas de substrato

N2 do Volume

Ensaio Adicionado (L) gcQo
6 22 433
7 26 411
8 22 480
9 22 515
10 20 415

Ensaio de 4 de dezembro —pH 1

Na Figura 4.4 esta representado o perfil de pH obtido no ensaio de 4 de dezembro.
Observa-se algum ruido no sinal, que se manifesta pela oscilagdo do sinal a volta do
valor de pH real. Torna-se explicita a necessidade de utilizar um valor médio de alguns
pontos para evitar que uma oscilagao no sinal complique a agao do programa no que
toca ao método de controlo automatico.
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Figura 4.4 - Perfil de pH obtido no ensaio pH 1

Este foi o primeiro ensaio realizado com o objetivo de avaliar o desempenho do
algoritmo de controlo da alimentagdo com setpoint do pH. O volume de cada pulso
(Vpuiso) foi definido como sendo equivalente ao volume alimentado num ciclo do reator
de sele¢ao (Veio(ssr)) e foi calculado de acordo com a Equagao 10.
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_ V;Jurga X Vciclo (SBR) _ 25L x 17;58 L _

Vouiso = = =44L
pulso Vsnr 100 L

Equacao 10 - Calculo do volume de um pulso equivalente a 1 ciclo do SBR

Definido o volume necessario de alimentar por pulso, calculou-se entdo o tempo que a
bomba deveria ser ativada de forma a serem alimentados 4,4 L. Para tal, utilizaram-se os
valores de calibragao da bomba e o volume do pulso, segundo a Equagao 11.

Vpulso X Tcalibra(;éo _ 4,4LX69s
TBomba Ligada — -

=303,6s
Vcalibra(;éo 1L

Equagéo 11 - Célculo do tempo de bomba ligada de um pulso equivalente a 1 ciclo do SBR

Foi utilizada a capacidade de débito maxima da bomba e, apesar disso, o tempo de
bomba ligada utilizado neste caso foi de cerca de 5 minutos. Como se definiu que as
amostras ap0s o pulso seriam tiradas quando a bomba desligasse podemos assumir que,
dado o elevado tempo de bomba ligada, quando se retirou a amostra parte dos VFA
alimentados ja teriam sido consumidos, algo que dificulta o tratamento dos dados
posteriormente.

Na Tabela 4.9 estao representados os parametros do algoritmo utilizados no inicio desta
acumulacao. O numero de pontos utilizados para o calculo da média (Np, média) foi
definido tendo em conta a taxa de aquisicdo de pontos do programa, que tinha sido
estabelecida como 4 pontos por segundo. Assim este parametro foi calculado de acordo
com a Equacao 12.

pontos

Np média = taxa aquisicaoyrograma X At = 4

X 30 s =120 pontos

Equacéo 12 - Célculo do pardmetro Np, média

Tabela 4.9 - Parametros aplicados no programa na acumulacéo pH 1

Parametros Valor
Np, média | 120
Tcontador (S) 0

pHsp | 9,60
Teombaigada (S) 303,6
Teombabesligada (S) ‘ 303,6

O tempo de contador foi definido como sendo 0, pois ndo havia necessidade de aguardar
apos o inicio do ciclo de controlo. Ja o tempo de bomba desligada utilizado foi igual ao
tempo de bomba ligada, pois este valor pareceu ser eficaz para o tempo de consumo
entre pulsos esperado.

O pHsp foi definido como 9,60 tendo em conta o valor de pH inicial (pHi) de 8,76 dando
origem a um racio pHsp/pHi de 1,09.

Este ensaio, que teve uma duracdo de 7,13 horas, iniciou-se as 10:23h e terminou as
17:31h. Adicionou-se um total de 5 pulsos, equivalendo a 22 litros. Na Figura 4.5 estao
representados os tempos de consumo de cada pulso dado nesta acumulag¢ao, bem como
a quantidade de PHA por litro de reator. Como seria de esperar, e em concordancia com
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os ensaios preliminares, este valor aumenta com o avangar do processo, por exemplo, do
12 para o tltimo pulso o tempo de consumo aumento cerca de 9 vezes. Observamos ainda
que a medida que a quantidade de polimero aumenta no interior das células o tempo
entre pulsos aumenta, essa relagdo vem confirmar o facto de que a maior influéncia no
tempo de consumo é a quantidade de PHA ja acumulada.
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Figura 4.5 - Tempo de consumo dos pulsos e quantidade de PHA por litro de reator do ensaio pH 1

Em relagao ao valor de setpoint atribuido no inicio do ensaio (pHs=9,60) conclui-se que
este foi suficiente para o controlo automatico do processo, ou seja, todos os pulsos foram
alimentados autonomamente, como € visivel na Figura 4.6, todavia, no ultimo pulso, o
valor maximo atingido foi aproximadamente igual ao pHsp, 0 que nao garante que se se
pretendesse continuar a acumulagao, a alimentac¢ao automatica funcionasse.

Ainda na Figura 4.6 observa-se que o valor minimo de pH atingido do primeiro para o
ultimo pulso aumenta, tal podera acontecer, pois, as variagdes no pH do meio podem
levar a uma resposta da cultura de maneira a combater essas oscilagdes. Assim, com o
decorrer de uma acumulacdo é esperado que o valor de pH minimo aumente
gradualmente.
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Figura 4.6 - pH minimo e pH que acionou a alimentacéo no ensaio pH 1
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Apds a andlise dos tempos de consumo e dos parametros de operacao seguir-se-a um
aprofundamento dos indicadores de rentabilidade deste tipo de processos, comegando
pela andlise do polimero produzido ao longo do tempo de ensaio.

Na Tabela 4.10 sao apresentados alguns valores que permitem acompanhar a progressao
da producdao de PHA neste ensaio. Em primeiro lugar observa-se que antes da
introdugao do 1° pulso ja existiam 21,5 gramas de PHA dentro do reator, isso deve-se ao
facto das purgas utilizadas para estes ensaios serem retiradas do reator antes do fim da
fase de famine. Ainda assim nao seria de estranhar que no inicio de um novo ciclo
existissem quantidades vestigiais de PHA na cultura. Em segundo lugar pode-se
concluir, com o auxilio da Tabela 4.10 e da Tabela 4.11, que foram produzidas 246,2
gramas de polimero neste processo de acumulagao, das quais 79% sao constituidas pelo
monomero HB e as restantes 21% pelo mondmero HV.

Tabela 4.10 - Resumo da quantidade de PHA produzida no ensaio pH 1

T 9 PHA
empo % Tempode  Quantidade % de

1 [v)
Pulso Cu(r::rlzzl)vo Acumulagdo de PHA (g) % PHA Pr::tt;: do

0 0,00 0% 21,5 22% 0%

1 0,42 6% 59,5 29% 15%

2 0,93 o 13% : : :

3 1,87 26% 139,7 46% 48%

4 3,33 41% 220 67% 81%

5 7,13 100% 267,7 71% 100%

Em segundo lugar pode-se concluir, com o auxilio da Tabela 4.10 e da Tabela 4.11, que
foram produzidas 246,2 gramas de polimero neste processo de acumulagdo, das quais
79% sao constituidas pelo mondmero HB e as restantes 21% pelo mondémero HV.

Tabela 4.11 - Caracteristicas do polimero produzido no ensaio pH 1

Quantidade de  Quantidade de

Quantidade % HB % HV HB Produzida  HV Produzida
Produzida (g)
(8) (8)
246,2 79% 21% 194,5 | 51,7

De forma a explicitar a influéncia da inibi¢do por produto referida anteriormente,
tentou-se perceber quais os periodos de producdo mais rentdveis e a partir de que
momento o ritmo abrandou. Observando, novamente, a Tabela 4.10 conclui-se que com
apenas 26% do tempo total de acumulagao decorrido, cerca de 1 hora e 52 minutos, ja
tinham sido produzidas 140 gramas de PHA, ou seja, quase metade de todo o polimero
produzido e que ao fim de 47% do tempo, cerca de 3 horas e 20 minutos, tinha sido
produzido 81% do total. Tendo em conta estes fatores é seguro afirmar que o momento
ideal para terminar esta acumulagao teria sido antes da introdugdo do 5° pulso, pois para
além da grande fatia de producao ja estar feita, a percentagem de PHA nas células ja
tinha atingido um valor para o qual o processo de extrac¢ao seria rentavel ¢-¢4,

Procedeu-se, ainda, ao cdlculo das produtividades volumétricas e especificas do
processo. Estes parametros permitem ter uma nogao mais abrangente do desempenho
conseguido numa acumulagao pois, para além, de terem em conta a quantidade
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produzida e o tempo, tém também em consideragdao o volume e a concentragao celular,
respetivamente. Tendo presente que nos diferentes ensaios nao se conseguiu manter
totalmente a estabilidade das condi¢des de operacao, torna-se importante conseguir
normalizar os valores obtidos de forma a puderem ser comparaveis.

Na Tabela 4.12 estao representados os calculos dos resultados obtidos do célculo das
produtividades volumétricas. Calcularam-se produtividades entre cada pulso e uma
produtividade média de toda a acumulagdo segundo a Equagao 4 e a Equagao 5,
respetivamente. Mais uma vez é observavel que o ritmo de acumulagao abranda
significativamente com o passar do tempo, nota-se que a produtividade volumétrica do
ultimo pulso é 10 vezes inferior a produtividade volumétrica maxima, que se registou
no 1° pulso, assim no 5° pulso o valor da produtividade volumétrica equivalia a apenas
9% da produtividade maxima, enquanto que no 4° pulso esse valor ainda correspondia
a 44% do valor maximo. De forma a visualizar este abrandamento, fazendo a derivada
da quantidade de PHA por litro de reator, representada na Figura 4.5, obtém-se a
produtividade volumétrica no momento.

Tabela 4.12 - Produtividades volumétricas do ensaio pH 1

Tempo de Produti\{idade Produti\fidade
Pulso ¢ onsumo (horas) PHA Produzido Volumétrica Volumétrica
(gPHA/L.h) Média (gPHA/L.h)

1 0,42 38 2,44

2 0,52 - .

3 0,93 118 X 0,63

4 1,47 199 1,08

5 3,80 246 0,23

Efetuou-se um estudo de forma a perceber qual seria a capacidade de produgao anual
dos ensaios realizados. Utilizou-se uma base de 350 dias e um volume de reator de 60.
Considerando as 24 horas diarias estimou-se o niumero de batch maximos diarios. Tendo
em conta que a duragdo deste ensaio foi de 7,13 horas, chegou-se ao valor de 3,4 batch
por dia. Assim, com a produtividade volumétrica média deste ensaio, chegou-se ao valor
maximo de 318 kg por ano.

De forma a se conseguir perceber qual a reacdo da cultura a este tipo de alimentacao
foram calculadas produtividades especificas entre pulsos e a produtividade especifica
média, utilizando a Equagdo 6 e a Equacao 7, respetivamente. Na Tabela 4.13 estdao
representados os resultados obtidos desses célculos. Este parametro devolve a
quantidade de PHA produzido, por quantidade de biomassa ativa por hora. Neste
ensaio a produtividade especifica média foi de 0,34 gPHA por grama de biomassa ativa
por hora e a produtividade especifica maxima foi 7,5 vezes superior a produtividade
especifica final.
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Tabela 4.13 - Produtividades Especificas do ensaio pH 1

Produtividade Produtl\flf:lade
Pulso Especifica Especifica
P Média

(gPHA/gXA.h) (aPHA/gXA.h)

0,9

= 0,34
0,54
0,12

ua b WN R

Depois de analisados os dados de quantificagao de PHA produzido e produtividades
deste ensaio foi feito um estudo aos perfis de acidos. Na Tabela 4.14 estao representados
alguns parametros essenciais para a analise que se segue. Como ja foi referido
anteriormente, neste ensaio adicionaram-se 5 pulsos de 4,4 L, portanto, foram
adicionados no total 22 L.

Tabela 4.14 - Concentracéo do substrato utilizado e volumes adicionados no ensaio pH 1

Concentragao Volume de Volume Adicionado Quantidade Adicionada
(sCQO/L) Pulso (L) (L) (sCQO)
19,7 | 4,4 | 22 | 433,4

A composicao do substrato alimentado neste ensaio esta representada na Tabela 4.15,
onde se consegue perceber que o VFA adicionado em maior quantidade é o Acido
Butirico, que representa 59% do total dos VFA adicionados, o que explica em parte a
maior percentagem do mondémero HB no polimero final.

Tabela 4.15 - Composi¢ao do substrato utilizado no ensaio pH 1

Acido Lactico Acido Acético Acido Propidnico Etanol Acido Butirico Acido Valérico
0% 24% 4% 9%  59% 4%

Na Figura 4.7 estao representadas tanto as quantidades de VFA adicionadas no total
como as quantidades consumidas. E possivel perceber que existiu uma grande
acumulagao de VFA neste ensaio com apenas 69% dos acidos alimentados a serem
consumidos pela cultura. Este facto poderd querer dizer que o valor de setpoint
selecionado no inicio do processo foi demasiado baixo e nao deu tempo suficiente a
cultura para consumir todos os acidos que eram alimentados em cada pulso fazendo
com que estes se fossem acumulando dentro do reator.
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Figura 4.7 - Quantidade de VFA adicionada e consumida no ensaio pH 1

Os acidos que foram consumidos em maior percentagem foram o acido butirico e o
valérico, com um consumo de 81% e 82% da quantidade adicionada, respetivamente.
Para este tipo de culturas a sintese de PHA através destes acidos ¢ a forma mais direta
de obterem a fonte de energia que necessitam, assim sera normal que estes sejam
consumidos preferencialmente, ainda assim posteriormente serao apresentados casos
em que isto nao acontece tao linearmente.

Para terminar, foi efetuado o calculo das velocidades de consumo médias dos acidos
adicionados neste ensaio, representadas na Tabela 4.16. Neste caso é percetivel que o
VFA consumido com maior velocidade foi o acido butirico apresentando um valor de
velocidade de consumo média consideravelmente superior aos restantes acidos, 3,5
vezes superior a média das velocidades de consumo de todos os VFA. Observa-se
também que o acido valérico nao possui uma velocidade de consumo média muito
elevada, representa apenas 23% da média das velocidades de todos VFA, no entanto esse
facto pode-se dever a concentragdo deste dentro do reator, que é pequena quando
comparada a dos outros acidos, com a excegao do acido propiénico. Como ja foi referido
anteriormente e de acordo com a equacao de Michaelis-Menten, a concentragao dos acidos
dentro do reator afeta diretamente a velocidade de consumo dos mesmos. Podemos
observar na Figura 4.7 que, por exemplo, da quantidade total de acido acético adicionado
neste ensaio, apenas 36% foi consumido e, ainda assim este apresenta uma velocidade
de consumo média superior a do acido valérico.

Tabela 4.16 - Velocidades de Consumo Médias dos VFA adicionados no ensaio pH 1

VEA Acido Acido Acido Etanol Acido Acido
Lactico Acético Propidnico Butirico Valérico
Velocidade de
c:;‘;::? 0,00 5,68 1,63 3,76 28,95 1,89
(g€QO/h)
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Ensaio de 6 de dezembro — pH 2

Inicia-se a descri¢do do ensaio de 6 de dezembro com a Figura 4.8, onde esta
representada uma parte do sinal de pH obtido no programa. De notar que este perfil nao
corresponde ao tempo total da acumulagao.
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Figura 4.8 - Perfil de pH obtido no ensaio pH 2

Este foi o segundo ensaio realizado com o objetivo de avaliar o desempenho do
algoritmo de controlo da alimentagao com setpoint do pH. Neste ensaio o volume de cada
pulso foi definido como sendo equivalente a um quarto do volume alimentado num
ciclio do reator de selecao (SBR) e foi calculado de acordo com a Equacao 13.

1 Vourga X Veictossry 1 25Lx 17,581
Vouiso = — —ox S TR
pulso = 4 Venr 4 100 L

Equacéo 13 - Célculo do Volume de um pulso equivalente a ¥ do ciclo do SBR

Tendo em conta que o volume do pulso mudou, em relagao ao ensaio anterior tornou-se

necessario recalcular o valor do parametro TsombaLigada. Utilizou-se novamente a Equagao
14.

Vpuiso X teatibragaio 1,1 L X695

TBomba Ligada —

=759s
Vcalibra(;éo 1L

Equacéo 14 - Calculo do tempo de bomba ligada de um pulso equivalente a ¥ do ciclodo SBR

Na Tabela 4.17 estao representados os parametros aplicados no programa no processo
pH 2. Em relac@o aos parametros Np, média e Tcontador, optou-se por manté-los iguais
aos do ensaio anterior e estes permaneceram iguais nos restantes ensaios. Ja o valor de
pHsp, neste caso foi estimado utilizando o racio pHsp/pH: obtido anteriormente, de
acordo com a Equacao 15.

PHyy = pH; X réicio 222 = 8,612 X 1,09 = 9,40

i

Equacéo 15 - Calculo do pH setpoint do ensaio pH 2

O valor de Tsombapesiigada, analogamente ao ensaio pH 1, foi introduzido como igual ao
TBombaLigada.
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Tabela 4.17 - Parametros aplicados no programa na acumulagdo pH 2

Parametros Valor
Np, média | 120
Tcontador (S) 0

pHsp | 9,40
Teombaligada (S) 75,9
Tgombabesligada (5) ‘ 75,9

Este ensaio comecou as 10:30h e terminou as 15:31h tendo durado 4,58 horas. Adicionou-
se um total de 14 pulsos, equivalendo a 15,4 litros. Na Figura 4.9 estao representados os
tempos de consumo de cada pulso dado nesta acumulagao, bem como a quantidade de
PHA por litro de reator. Mais uma vez, como seria de esperar, e em concordancia com
0s ensaios preliminares e com o ensaio pH 1, o valor do tempo de consumo dos pulsos
aumenta com o avancar do processo e com a progressao da quantidade de polimero ja
armazenada, ainda assim ¢é percetivel que esta subida nao ocorre de forma tao acentuada
como no ensaio anterior. Isto deve-se ao facto de que o volume dos pulsos, neste caso,
equivale a ¥4 do utilizado anteriormente.
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Figura 4.9 - Tempo de consumo dos pulsos e quantidade de PHA por litro de reator do ensaio pH 2

Em relagao ao valor de setpoint atribuido no inicio do ensaio (pHsy=9,40) conclui-se que
nao foi suficientemente eficaz a nivel de automagao do processo. Na Figura 4.10 estao
representados os valores de pH minimo e os valores de média do pH no momento da
adicao de um pulso.

No 10° pulso o valor de pH comegou a estabilizar a volta dos 9,3 por isso, alterou-se o
pHsp para esse mesmo valor. Todavia, este valor so6 foi capaz de acionar mais um pulso
automatico, logo, no 12° pulso, alterou-se novamente o setpoint para 9,25 sendo que este
se manteve até ao final do processo.

Tendo em conta que para continuar o ensaio por mais tempo seria necessario alterar
muitas vezes o parametro de controlo da alimentag¢do optou-se por parar a acumulagao
mais cedo. Este problema demonstra uma das fragilidades deste algoritmo de controlo,
onde a atribui¢do do valor de pHsp é crucial para o bom funcionamento e mesmo que
bem ponderado este valor pode nao ser suficiente para durar todo um processo de
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produgao. Aqui coloca-se também outro problema. Se o utilizador pretender ter a certeza
que o valor de setpoint vai ser suficiente para todo o ensaio podera optar por escolher
um valor muito baixo em relag¢do ao pH inicial, contudo, nesse caso podera existir uma
alimentagao muito precipitada que nao deixa tempo suficiente para a cultura consumir
os acidos previamente alimentados, o que levara a uma grande acumulagao de acidos
do reator que, por sua vez reduz o rendimento do processo e, em casos mais extremos,
pode levar a uma inibi¢ao por excesso de substrato.
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Figura 4.10 - pH minimo e pH que acionou a alimentagdo no ensaio pH 2

Ainda na Figura 4.10 consegue-se observar a progressao do pH minimo atingido por
cada pulso dado e, mais uma vez, nota-se uma tendéncia para que este vd aumentado ao
longo do tempo. E possivel, também, identificar que em 3 dos 14 pulsos o valor minimo
atingido saiu do esperado. Nos pulsos 7,8 e 9 o valor minimo foi superior ao esperado
fazendo com que estes valores saiam um pouco da tendéncia observada. Esse facto é
explicado por uma anomalia no sistema de alimentac¢ao onde, nesses pulsos, existiu um
atrofiamento da tubagem que alimenta os VFA ao reator fazendo com que o volume
desejado de alimentacdo nao fosse cumprido. Assim a oscilagdo no valor de pH foi
inferior ao que era suposto.

Na Tabela 4.18 esta representado um resumo dos valores mais relevantes da quantidade
de PHA produzida no ensaio pH 2. Observa-se, novamente, que antes da acumulagao
comegar ja existia uma certa quantidade de PHA armazenado pela cultura, contudo
pode-se afirmar que o valor de %PHA medido na primeira amostra é muito grande
levando a pensar que poderd existir algum erro associado a medicao do mesmo.
Continuando a andlise e corroborando o que ja havia sido dito em relagdo ao
abrandamento de produgao gradual, neste ensaio em apenas 39% do tempo total ja tinha
sido produzido 52% do polimero obtido no final, sendo atingida nesse momento uma
percentagem de 63% de PHA no meio intracelular.

E ainda percetivel que a quantidade de PHA do 122 pulso para o final do processo da
um salto inesperado. Esse valor podera ser considerado um outlier pois sai da tendéncia
esperada.
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Tabela 4.18 - Resumo da quantidade de PHA produzida no ensaio pH 2

Tempc.> % Tempo de Quantidade % de PHA
Pulso Cumulativo Acumulagio de PHA (g) %PHA Total
(horas) Produzido
0 0,00 | 0% 41,3 30% 0%
1 0,20 4% 45,4 35% 2%
2 0,37 | 8% 93,0 44% 19%
3 0,53 12% 110,6 51% 26%
4 0,72 | 16% 134,2 54% 35%
6 1,22 27% 159,0 58% 44%
8 1,77 | 39% 180,8 63% 52%
10 2,45 53% 229,2 67% 70%
12 3,43 | 75% 243,7 68% 75%
14 4,58 100% 309,6 69% 100%

Em relagao as caracteristicas do polimero produzido neste ensaio, apresentadas na
Tabela 4.19, conclui-se que das 268 gramas produzidas no total deste ensaio 80% sao
compostas pelo mondémero HB. Este valor estd de acordo com o esperado e com os
valores obtidos no ensaio anterior, demonstrando, mais uma vez, que o fator que mais
influéncia as caracteristicas do polimero final é a composi¢ao do substrato alimentado.

Tabela 4.19 - Caracteristicas do polimero produzido no ensaio pH 2

Quantidade de  Quantidade de
% HB % HV HB Produzida HV Produzida
(g) (g)
268,3 | 80% | 20% 214,7 | 53,6

Quantidade
Produzida (g)

De forma andloga a descri¢io do ensaio pH 1, apds a andlise das quantidades e
caracteristicas do polimero produzido foram calculadas as produtividades volumétricas
obtidas neste ensaio. Assim, na Tabela 4.20 estao representados os resultados obtidos.
Em primeiro lugar, pode-se observar que o valor de produtividade volumétrica no 1°
pulso é um valor muito inferior a maioria dos restantes, representa 66% da
produtividade média global, o que podera ser explicado pelo facto de que no inicio do
processo possivelmente existird uma fase de adaptacao a cultura ao novo meio. Outra
observacao a fazer, antes de serem analisados os dados é que a produtividade
volumétrica obtida no ultimo ponto é demasiado elevada, tendo em conta o notdrio
decréscimo progressivo, facto esse explicado pelo elevado valor de TSS obtido no
tratamento da ultima amostra. Assim, para o cdlculo da produtividade volumétrica
média serd desprezado este outlier.

Posto isto, consegue-se, novamente, observar que o ritmo de acumulagao baixa ao longo
do tempo. No 12° pulso o valor da produtividade volumétrica equivalia a apenas 4% da
produtividade maxima calculada, ou seja, cerca de 25 vezes inferior.
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Tabela 4.20 - Produtividades volumétricas do ensaio pH 2

Produtividade

Tempo de PHA Produzido Produtl\fld.ade Volumétrica
Pulso Consumo (&) Volumétrica Média
(horas) (gPHA/L.h) (aPHA/Lh)
1 0,20 | 4 0,60
2 0,17 52 8,11
3 0,17 | 69 2,91
4 0,18 93 3,44
6 0,50 | 118 1,25 0,91
8 0,55 140 0,95
10 0,68 | 188 1,61
12 0,98 202 0,32
14 1,15 | 268 1,18

Efetuou-se, novamente, o calculo da capacidade de producao anual. Para um ensaio com
estas caracteristicas serd possivel produzir 5,2 batch por dia, equivalendo a 459 kg de
PHA por ano.

Em relagdo as produtividades especificas calculadas para este ensaio que estdo
representadas na Tabela 4.21 consegue-se observar que os valores obtidos por pulso sao
cerca de 10 vezes superiores aos do ensaio apresentado anteriormente. Tendo em conta
que se tentou manter a cultura utilizada, nas experiéncias desta dissertacao, constante,
para se obterem resultados compardveis, serd de esperar que os valores de
produtividade especifica média sejam semelhantes em todos os casos, no entanto serd
possivel existir alguma variagao no caso de um método de alimentagao ser melhor e
evitar qualquer tipo de inibicao. A produtividade especifica média deste ensaio foi de
0,41 gPHA por g de biomassa ativa por hora e a produtividade especifica maxima
equivale a 4 vezes a produtividade especifica final.

Tabela 4.21 - Produtividades especificas do ensaio pH 2

Produtividade Pmdu“‘flfiade
Pulso Especifica Especifica
P Média

(gPHA/gXA.h) (gPHA/gXA.h)

1 -

3 3,13

5 2,27

7 0,50 s
11 1,03

14 0,70

Tal como no ensaio anterior estudou-se o perfil e consumo dos VFA adicionados de
forma a perceber se o algoritmo efetuava a alimentagao no momento adequado,
garantindo que nao existia uma grande acumulac¢do de 4cidos ndo consumidos dentro
do reator.
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Na Tabela 4.22 est4 representada a concentragao do substrato utilizado neste ensaio, bem
como a quantidade total adicionada em gCQO. Em comparagao com o ensaio pH 1, neste
caso introduziu-se uma menor quantidade de VFA e, tendo em conta que a quantidade
produzida, neste caso, foi superior podemos a partida assumir que o substrato foi
melhor aproveitado, algo que sera comprovado posteriormente.

Tabela 4.22 - Concentrac¢éo do substrato utilizado e volumes adicionados no ensaio pH 2

Concentracgao Volume de Pulso (L) Volume Adicionado Quantidade
(gCQO/L) (L) Adicionada (gCQO)
26,7 | 1,1 | 15,4 411,2

Em relagdo a composigao do substrato, representado na Tabela 4.23, observa-se que é
idéntico ao do ensaio anterior, ou seja, nesta compara¢do mantém-se as composigoes,
mas muda a concentragao.

Tabela 4.23 - Composi¢ao do substrato utilizado no ensaio pH 2

Acido Lictico Acido Acido Etanol Acido Acido
Acético Propidnico Butirico Valérico
0% 24% 4% | 9% 59% 4%

Observando a Figura 4.11 torna-se percetivel que, neste ensaio, a relagdo entre a
quantidade de dcidos adicionados e a quantidade que foi realmente consumida foi muito
superior a do ensaio anterior. Dos acidos adicionados 83% foram utilizados pela cultura,
facto esse que representa uma melhoria de 14% em rela¢do ao ensaio pH 1.

Novamente, observa-se que o acido butirico e o acido valérico foram os acidos
consumidos preferencialmente. Do total adicionado, 97% do acido butirico e 96% do
acido valérico foram consumidos, podendo-se afirmar que, em relacdo a estes acidos o
aproveitamento foi quase total.
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Figura 4.11 - Quantidade de VFA adicionada e consumida no ensaio pH 2
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Na Tabela 4.24 estao representadas as velocidades de consumo médias para cada VFA
alimentado ao longo deste processo. Consegue-se concluir que as velocidades
observadas neste ensaio sao superiores as obtidas no ensaio anterior. Esse facto é
explicado por ter sido consumida maior quantidade de VFA no ensaio pH 2 em menor
tempo, provando que neste caso se obteve um processo mais rentavel.

Tabela 4.24 - Velocidades de Consumo Médias dos VFA adicionados no ensaio pH 2

VEA Acido Acido Acido Etanol Acido Acido
Lactico Acético Propidnico Butirico Valérico
Velocidade de
C::I‘Z:i'? 0,00 12,7 2,25 5,21 51,0 3,29
(gCQO/h)

Ensaio de 13 de dezembro — pH 3

Na Figura 4.12 estd representada uma parte do perfil da acumulacao do dia 13 de
dezembro. Mais uma vez é importante referir que nessa figura nao esta representado o
sinal obtido completo.
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Figura 4.12 - Perfil de pH obtido no ensaio pH 3

Neste ensaio optou-se por manter o volume de cada pulso alimentado do ensaio anterior,
ou seja, foram alimentados 1,1 L por pulso, com o objetivo de dar mais pulsos ao longo
do processo, aproximando-o de uma alimenta¢do continua. Assim, os parametros
TBombaLigada € TBombaDesligada foram inicialmente mantidos. No entanto, apds a alimentagao do
10 pulso observou-se uma variagao no pH muito baixa e optou-se por subir o volume
do pulso dado para 2,2, ou seja, ¥2 do volume alimentado num ciclo do SBR.

Na Tabela 4.25 estdao representados os parametros aplicados no programa no inicio do
processo. O valor de pHsp foi estimado utilizando o pH inicial deste ensaio e um rdcio
pHsp/pHiligeiramente inferior ao do ensaio anterior, de forma a tentar evitar que se torne
necessario alterar o setpoint no decorrer da acumulagdo, o calculo efetuado esta
representado na Equacao 16.
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Lo pHsp
pHs, = pH; X récio ol =8,825 x 1,07 = 9,40

i
Equacéo 16 - Calculo do pH setpoint do ensaio pH 3

Tabela 4.25 - Pardmetros aplicados no programa na acumulagéo pH 3

Parametros Valor
Np, média | 120
Tcontador (S) 0

pHsp | 9,40
Teombaigada (S) 75,9
Teombabesligada (S) ‘ 75,9

Este ensaio comecou as 10:45h e terminou as 16:01h tendo durado 5,27 horas. Adicionou-
se um total de 15 pulsos, equivalendo a 22 litros de substrato. Na Figura 4.13 estao
representados os tempos de consumo de cada pulso dado nesta acumulagao, bem como
a quantidade de PHA por litro de reator. Os resultados obtidos desta analise sdo
concordantes com os obtidos nos ensaios anteriores. E possivel, ainda, identificar um
outlier, 0 6° pulso, que ocorreu quando tinham passado 1,23 horas de ensaio. Neste pulso
o pHsp predefinido nao foi atingido e quando se reparou nesse facto ja tinham passado
alguns minutos, assim, o tempo de consumo deste pulso aumentou em relagao ao
esperado.

E importante referir, ainda, que quando se mudou o volume de alimentagio o tempo de
consumo do pulso ndo aumentou na mesma proporgao. Essa subida s¢ se fez notar mais
acentuadamente nos ultimos 3 pulsos, onde se observa um notério aumento no tempo
de consumo, representado na Figura 4.13.
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Figura 4.13 - Tempo de consumo dos pulsos e quantidade de PHA por litro de reator do ensaio pH 3

Na Figura 4.14 estao representados os valores de pH minimo atingido apos a adi¢ao de
cada pulso, bem como o valor que acionou a alimenta¢do automatica. Em rela¢ao aos
valores de pH minimo pode-se observar a tendéncia crescente. Contudo, no 11° pulso o
valor de pH minimo baixa contrariando a tendéncia até ao momento. Esse facto
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aconteceu devido ao aumento do volume dos pulsos dados, fazendo com que mais VFA
fossem alimentados ao reator e consecutivamente o pH baixasse mais.
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Figura 4.14 - pH minimo e pH que acionou a alimentagao no ensaio pH 3

Ainda observando a Figura 4.14 na coluna da média que acionou a alimentagao ¢é
possivel concluir que foi necessario alterar o setpoint do pH em diferentes momentos, de
forma a ser possivel continuar o processo de acumulagdo. O primeiro momento foi
depois do 3° pulso, em que o pHsp foi alterado para 9,30 e assim permaneceu até ao 6°
pulso. Nesse momento foi novamente necessario modificar o parametro de alimentagao
para 9,25, valor esse que apenas se manteve até ao 9° pulso, sendo necessdrio alterar
novamente o pHsp. O valor estabelecido foi de 9,1 e foi suficiente até ao final do processo.
De forma semelhante ao ensaio pH 2 pode-se concluir que este algoritmo, da forma como
estd desenhado, ndo sera capaz de funcionar em todos os casos em que € posto a prova,
tornando necessario o acompanhamento permanente.

Na Tabela 4.26 esta representado um resumo do desempenho deste ensaio no que diz
respeito a quantidade de PHA produzida. Neste processo de acumulagao 56% do PHA
foi produzido em 46% do tempo total, valores estes superiores ao obtidos nos ensaios
anteriores. Esse facto podera dever-se a ter sido alterado o volume do pulso, fazendo
com que no final existisse mais substrato disponivel dentro do reator.

Tabela 4.26 - Resumo da quantidade de PHA produzida no ensaio pH 3

Tempo % de PHA
o .
Pulso Cumulativo % Tempo Ele Quantidade %PHA Tota!
Acumulagdo  de PHA (g) Produzido
(horas) (&)
0 0,00 0% 29,2 15% 0%
2 0,35 7% 44,2 22% 5%
4 0,65 12% 87,5 33% 21%
6 1,23 23% 102,1 32% 26%
8 1,83 35% 143,5 43% 41%
10 2,43 46% 184,2 56% 56%
12 3,32 63% 253,4 61% 81%
15 5,27 100% 305,7 64% 100%
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Neste ensaio foram produzidas no total 276,5 gramas de PHA, das quais 80% eram
constituidas pelo monémero HB, mais uma vez, de acordo com o que seria esperado,
estes valores estao representados na Tabela 4.27.

Tabela 4.27 - Caracteristicas do polimero produzido no ensaio pH 3

Quantidade de  Quantidade de

Quantidade % HB % HV HB Produzida  HV Produzida
Produzida (g)
(8) (8)
276,5 | 80% | 20% 221,2 | 55,3

Procedeu-se seguidamente ao calculo das produtividades volumétricas nos diferentes
momentos deste processo e ao cdlculo da produtividade volumétrica média,
representadas na Tabela 4.28. O valor de produtividade volumétrica média deste ensaio
foi de 0.96 gPHA por litro de reator por hora. Observa-se ainda que a produtividade
volumétrica maxima representa cerca de 8 vezes a produtividade volumétrica no final
do processo.

De referir que no 6° pulso a produtividade é inferior ao esperado, facto esse causado pelo
tempo que demorou a corrigir o valor de pHsp.

Tabela 4.28 - Produtividades volumétricas do ensaio pH 3

Tempo de . Produtividade Produtl\fld'a\de
PHA Produzido P Volumétrica
Pulso Consumo (&) Volumétrica Média
(horas) (gPHA/L.h) (aPHA/L.h)
2 0,35 | 15 1,21
4 0,30 58 3,86
6 0,58 | 73 0,63
8 0,60 114 1,65 0,96
10 0,60 | 155 1,54
12 0,88 224 1,62
15 1,95 | 277 0,49

Calculou-se, entao, a capacidade maxima de produgao, de forma andloga aos ensaios
anteriores. Tendo em conta o tempo de duragao do processo sera possivel fazer 4,6 batch
por dia, o que perfaz um total de 484 kg de PHA por ano.

De forma analoga as produtividades volumétricas, os valores de produtividade
especifica deste ensaio, representados na Tabela 4.29 inferiores aos do ensaio pH 2, a
produtividade especifica maxima equivale a 1/3, todavia, o valor de produtividade
especifica média é semelhante, como seria de esperar. Observa-se ainda que a
produtividade especifica maxima representa cerca de 5 vezes a produtividade especifica
final.

Neste ensaio a quantidade de biomassa no reator é superior ao dos ultimos ensaios, onde
nos dois primeiros casos esse valor era de cerca de 100 gramas de biomassa ativa,
enquanto neste foi de cerca de 140 gramas.
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Tabela 4.29 - Produtividades especificas do ensaio pH 3

Produtividade Produtnfl.dade
Pulso Especifica Especifica
P Média

(gPHA/gXA.h) (aPHA/gXA.h)

2 0,31
4 1,03
6 0,18 0,38
9 0,34
12 0,65
15 0,19

Na Tabela 4.30 esta representada a concentragao do substrato utilizado no ensaio pH 3,
bem como o volume e quantidade de VFA adicionados. Observa-se que neste caso a
quantidade adicionada, em gCQO, foi superior a dos ensaios anteriores.

Tabela 4.30 - Concentragéo do substrato utilizado e volumes adicionados no ensaio pH 3

Concentragao Volume de Pulso (L) Volume Adicionado Quantidade
(gCQO/L) (L) Adicionada (gCQO)
21,8 | 1,1e2,2 | 22 480,7

Apesar da concentragao do substrato ter variado em relagdo aos ensaios anteriores, a
composi¢gdo do mesmo permaneceu aproximadamente constante, como estd
representado na Tabela 4.31. Mais uma vez, o 4cido adicionado em maior quantidade foi
o acido butirico.

Tabela 4.31 - Composicéo do substrato alimentado no ensaio pH 3

Acido Lictico Acido Acido Etanol Acido Acido
Acético Propidnico Butirico Valérico
0% 23% 5% 9% 59% 4%

Observando a Figura 4.15 é possivel concluir que a grande maioria do substrato
alimentado foi consumido. Nesta acumulacao 82% dos acidos foram consumidos,
existindo um bom aproveitamento comparavel ao do ensaio de pH 2 e superior ao ensaio
pH 1. Conclui-se, entdo, que uma estratégia de alimentagao com pulsos de volume
inferior podera ser melhor tanto a nivel de produtividade, como a nivel de
aproveitamento dos acidos.

Em relagdo ao consumo especifico de cada VFA, neste ensaio, a percentagem de
consumo, em relagao ao total alimentado, foi superior a 65% em todos os casos, com
destaque para as percentagens de 89% e 81% do acido butirico e do acido valérico,
respetivamente.
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Figura 4.15 - Quantidade de VFA adicionada e consumida no ensaio pH 3

Para terminar a descri¢do do ensaio pH 3 foi efetuado o calculo das velocidades de
consumo médias para cada VFA alimentado, representadas na Tabela 4.32. Os valores
obtidos estao de acordo com os do ensaio anterior, o que seria de esperar tendo em conta
que, em ambos, a estratégia de controlo foi semelhante.

Tabela 4.32 - Velocidades de Consumo Médias dos VFA adicionados no ensaio pH 3

Acido Acido Acido Acido Acido
VFA . .. ‘s o Etanol .. L
Lactico Acético Propidnico Butirico Valérico
Velocidade
de Consumo 0 14,2 3,27 6,38 47,8 3,03
Média
(cQo/h)
Ensaio de 14 de dezembro — pH 4

Na Figura 4.16 esta representado o perfil de pH obtido no ensaio de 14 de dezembro.
Neste caso o perfil apresentado diz respeito a todo o processo de acumulagao efetuado
neste dia
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Figura 4.16 - Perfil de pH obtido no ensaio pH 4
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Neste ensaio optou-se por manter o volume de cada pulso alimentado, ou seja, foram
alimentados 1,1 L por pulso, contudo esse valor foi mantido até ao final do processo.
Novamente os parametros TsombaLigada € TBombaDesligada fOoram mantidos.

Na Tabela 4.33 estao representados os parametros aplicados no programa no inicio do
processo. O valor de pHsp foi estimado de forma igual a do ensaio anterior. Na Equagao
17 esta representado o célculo efetuado.

o pHsp
pHs, = pH; X récio ol =8,849 x 1,07 = 9,45

i
Equagéo 17 - Célculo do pH setpoint do ensaio de pH 4

Tabela 4.33 - Pardmetros aplicados no programa na acumulag¢éo pH 4

Parametros Valor
Np, média | 120
Tcontador (S) 0

pHs | 9,45
Teombatigada (S) 75,9
Teombabesligada (S) ‘ 75,9

Este ensaio comegou as 10:41h e terminou as 16:45h tendo durado 6,07 horas. Adicionou-
se um total de 23 pulsos, equivalendo a 25,3 litros de substrato. Na Figura 4.17 estao
representados os tempos de consumo de cada pulso dado nesta acumulagao, bem como
a quantidade de PHA por litro de reator. Os resultados obtidos desta andlise sdao
concordantes com os obtidos nos ensaios anteriores. Neste ensaio é possivel observar
dois outliers, o 9° e 19° pulsos, explicados pelo facto de o pHsy nao ter sido atingido.
Nestes pulsos foi necessario alterar o valor pHs. Retirando os valores anémalos é
possivel identificar a tendéncia crescente no tempo de consumo dos pulsos com o
aumento da quantidade de PHA acumulada pela cultura.
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Figura 4.17 - Tempo de consumo dos pulsos e quantidade de PHA por litro de reator do ensaio pH 4

Na Figura 4.18 estao representados os valores de pH minimo e média de pH que acionou
a alimentacao para cada um dos pulsos dados neste ensaio. Em primeiro lugar, conclui-
se que foi necessario alterar o parametro pHsp por duas vezes. No 9° pulso o valor foi
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alterado de 9,45 para 9,20 e no 19° pulso passou de 9,20 para 9,10, ainda assim,
comparativamente ao ensaio pH 3 o ntimero de alteragdes necessarias ao setpoint foi

inferior.
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Figura 4.18 - pH minimo e pH que acionou a alimentagao no ensaio pH 4

Em segundo lugar, ainda na Figura 4.18, €, novamente, observavel a tendéncia crescente
no valor de pH minimo atingido apds o pulso. Contudo, esse valor parece estabilizar em
torno de um valor médio de 8,9 ao fim de algum tempo.

Na Tabela 4.34 esta representado um resumo da quantidade de PHA produzida neste
ensaio. Numa primeira andlise observa-se que no final do processo tinham sido
acumuladas 305 gramas de PHA pela cultura, obtendo-se no final uma percentagem de
58% de PHA no meio intracelular. Ainda em relacdo a percentagem de PHA dentro das
células, observa-se que existem dois valores fora do esperado, o valor do 4° pulso e o
valor do 19° pulso. Nestes pulsos a percentagem diminui em relagdo aos pulsos
anteriores, o que podera querer dizer que estes valores sao outliers.

Fazendo uma analise semelhante a realizada nos ensaios anteriores, observa-se que,
neste caso, em 44% do tempo total da acumulagao ja se tinha produzido 60% do total de
PHA produzido. Este valor vai ao encontro dos valores obtidos anteriormente.

Tabela 4.34 - Resumo da quantidade de PHA produzida no ensaio pH 4

Tempc.) % Tempo de Quantidade % de PHA
Pulso Cumulativo Acumulagio de PHA (g) %PHA Total

(horas) Produzido (g)

0 0,00 0% 35,0 19% 0%

2 0,17 3% 68,3 31% 12%

4 0,40 6% 86,1 30% 19%

9 1,83 30% 129,2 36% 35%

14 2,65 44% 196,8 49% 60%

19 4,47 74% 213,8 46% 66%

23 6,07 100% 305,1 58% 100%
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Em relacdo as caracteristicas do polimero produzido, representadas na Tabela 4.35
conclui-se que do total de 270,1 gramas 79% sao constituidas pelo monomero HB, valor
esse concordante com os obtidos nos ensaios anteriores.

Tabela 4.35 - Caracteristicas do polimero produzido no ensaio pH 4

Quantidade de  Quantidade de

Quantidade % HB % HV HB Produzida  HV Produzida
Produzida (g)
(8) (8)
270,1 | 79% 21% 213,4 | 56,7

De seguida procedeu-se ao calculo das produtividades volumétricas observadas neste
ensaio, representadas na Tabela 4.36. Conclui-se que a produtividade volumétrica média
foi de 0,76 gPHA por litro de reator por hora e que a produtividade volumétrica maxima
foi cerca de 6 vezes superior a produtividade volumétrica final.

Tabela 4.36 - Produtividades volumétricas do ensaio pH 4

p ..
Tempo de . Produtividade rodutl\fld.ade
PHA Produzido y . Volumétrica
Pulso Consumo (&) Volumétrica Média
(horas) (gPHA/L.h) (aPHA/L.h)
2 0,17 | 33 5,67
4 0,20 51 2,38
9 1,47 94 0,68
‘ 0,76
14 0,82 162 1,71
19 1,82 | 179 0,17
23 1,60 270 0,98

Considerando o tempo de duragao de 6,07 horas deste ensaio estimou-se a capacidade
de produgao anual. Conclui-se que utilizando estas condi¢des de operagao e controlo
sera possivel produzir 383 kg de PHA por ano.

Na Tabela 4.37 estao representados os valores de produtividade especifica obtidos e
observa-se, na linha dos ensaios anteriores, um valor de 0,32 gramas de PHA por grama
de biomassa ativa por hora. Este valor aparenta ser ligeiramente inferior ao dos ensaios
anteriores, mas € preciso ter em conta que este ensaio demorou mais tempo, fator esse
que influéncia a produtividade calculada. Observa-se que o valor da produtividade
especifica maxima equivale a cerca de 4 vezes da produtividade especifica global.

Tabela 4.37 - Produtividades especificas do ensaio pH 4

Produtividade Produtividade

Pulso Especifica Especifica Média
(gPHA/gXA.h) (gPHA/gXA.h)
2 | 1,28
4 ‘ 0,57
9 0,19
14 0,53 0,32
19 | 0,06
24 0,37
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Quanto ao substrato utilizado neste ensaio, cuja concentragao se pode observar na Tabela
4.38, conclui-se que foi semelhante ao do ensaio pH 3, no entanto, como foi adicionado
um maior volume no total do ensaio a quantidade adicionada foi superior.

Tabela 4.38 - Concentracéo do substrato utilizado e volumes adicionados no ensaio pH 4

Concentragao Volume de Pulso (L) Volume Adicionado Quantidade
(g€QO/L) (L) Adicionada (gCQO)
20,6 | 1,1 | 25 515,4

Em relacdo a composicao do substrato, representada na Tabela 4.39 a conclusao é
semelhante a retirada na tabela anterior. Este substrato era praticamente idéntico ao do
ensaio de 13 de dezembro.

Tabela 4.39 - Composi¢ao do substrato utilizado no ensaio pH 4

Acido Lactico Acido Acido Etanol Acido Acido
Acético Propidnico Butirico Valérico
0% o 23% 5% | 9% 59% 4%

Para terminar a descricao do ensaio de 14 de dezembro procedeu-se ao calculo da
quantidade de substrato acumulada no final do processo e das velocidades de consumo
médias. Na Figura 4.19 estdo representadas as quantidades de substrato adicionadas e
consumidas por cada VFA. Das cerca de 515 gramas de CQO alimentadas ao reator 395
foram consumidas, ou seja, 77% do substrato alimentado foi consumido. Este valor é
inferior ao obtidos nos dois ensaios anteriores, o que significa que neste processo existiu
maior acumulagdo de acidos no final. Novamente, é possivel observar que os acidos
consumidos em maior percentagem, tendo em conta as quantidades de cada um
adicionadas, foram o acido butirico (87%) e o acido valérico (84%).
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Figura 4.19 - Quantidade de VFA adicionada e consumida no ensaio pH 4

Tendo em conta a andlise anterior acerca do consumo dos VFA seria esperado que as
velocidades de consumo fossem inferiores as dos dois ensaios anteriores, facto esse que
se confirma observando a Tabela 4.40.
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Tabela 4.40 - Velocidades de consumo dos VFA alimentados no ensaio pH 4

Acido Acido Acido Acido Acido
VFA . L. s eo . Etanol .. L .
Lactico Acético Propidnico Butirico Valérico
Velocidade
de Consumo 0 11,18 2,49 4,81 43,63 2,04
Média
(gcQo/h)

Ensaio de 28 de dezembro —pH 5

Novamente, inicia-se a descri¢ao do ensaio com uma representacao do perfil de pH
obtido, Figura 4.20. Nesta figura esta representada a maioria do sinal observado neste
dia, com excegao do 1° pulso.
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Figura 4.20 - Perfil de pH obtido no ensaio pH 5

Este foi o tltimo ensaio de producao a escala piloto utilizando como método de controlo
o 1% algoritmo. Optou-se por alterar o volume dos pulsos alimentados para %2 do volume
alimentado num ciclo do reator SBR de forma a se obter uma melhor andlise do efeito do
volume adicionado. Assim, o volume por pulso foi calculado segundo a Equacao 19.

1 V;ourga X Veicto (SBR) _ 1 25Lx17,58L _

pulso = 3 Vspr 2 100 L

Equacéo 18 - Célculo do Volume de um pulso equivalente a % do ciclo do SBR

Novamente, como se mudou o volume a alimentar por cada pulso tornou-se necessario
recalcular o valor do parametro TsombaLigada. Utilizou-se a Equagao 19 para determinar esse
parametro.

% X teatibracio  2,2L X 69s
pulso calibracao ’
Tgompba Ligada = = =151,8s

Vcalibragéo 1L

Equacéo 19 - Célculo do tempo de bomba ligada de um pulso equivalente a %2 do ciclo do SBR

Na Tabela 4.41 estao representados os parametros que foram introduzidos no programa
no inicio desta acumulagdo. O valor de Tsombapesiigada Utilizado, de forma semelhante aos
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ensaios anteriores, foi igual ao TsombaLigada. Em relagao ao valor de pHsp, neste caso, optou-
se por 9,30 correspondente a um racio pHsp/pHi de 1,03. Utilizou-se um valor inferior ao
dos ensaios anteriores de forma a perceber a viabilidade de se efetuar, tal como
aconteceu no ensaio pH 1, um ensaio sem alteragao do setpoint.

Tabela 4.41 - Parametros aplicados no programa na acumulagdo pH 5

Parametros Valor
Np, média ‘ 120
Tcontador (S) 0
pHsp | 9,30
Teombatigada (S) 151,8
Teombabesligada (S) ‘ 151,8

Este ensaio que teve uma duragado de 5,85 horas, comegou as 10:34h e acabou as 17:25h.
Adicionou-se um total de 9 pulsos, equivalendo a 19,8 litros. Na Figura 4.21 observa-se
as progressoes do tempo de consumo dos pulsos e a quantidade de PHA por litro de
reator. Neste caso a tendéncia observada no conjunto dos ensaios anteriores nao se
verifica em toda a acumula¢do, o que contraria as espectativas. Contudo, este facto
podera resultar da alteragao do valor de setpoint para um valor demasiado baixo que
levou a uma alimentagao precoce de substrato. No 4° pulso alterou-se o valor de pHsp de
9,30 para 9,10, ainda assim, isso ndo explica a tendéncia decrescente que se verifica no
consumo dos pulsos ja depois da mudanga desse parametro. Observa-se ainda que no
altimo pulso o tempo de consumo voltou a gama de valores esperados.

u U
o U1 O

Tempo de Consumo (min)
NN
o wu
N
gPHA/L

35
1
30
25 0
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (h)
—A— tempo de consumo (min) quantidade de PHA/L

Figura 4.21 - Tempo de consumo dos pulsos e quantidade de PHA por litro de reator do ensaio pH 5

Ap0s a andlise dos tempos de consumo dos pulsos procedeu-se, novamente, ao estudo
dos valores de pH ao longo deste ultimo ensaio, representado na Figura 4.22. No que se
refere aos valores de pH minimo, conclui-se que estes estao de acordo com a tendéncia
crescente observada nos ensaios anteriores. Em relacao ao parametro pHsp foi necessario
altera-lo apenas uma vez, antes do 4° pulso, como ja havia sido referido. Nesse momento
o valor passou de 9,30 para 9,10, comprovando que se a margem entre o pHsp e 0 pHi for
mais baixa serd necessario alterar um menor namero de vezes este parametro. Ainda
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assim, como ja foi observado no ensaio pH 1, isso podera levar a um pior aproveitamento
dos VFA alimentados.
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Figura 4.22 - pH minimo e pH que acionou a alimentagao no ensaio pH 5

Na Tabela 4.42 esta representado um resumo com a quantidade de PHA acumulado,
bem como outros valores que com ela se relacionam. Observa-se que, no final do
processo existiam 233 gramas de PHA armazenado pela cultura, valor esse inferior ao
obtido nos ensaios anteriores, ainda assim, foi atingida uma percentagem de 61% PHA.
Observa-se, também, que em 47% do tempo total do processo se produziu 55% do total
de PHA. Esse valor também ¢é inferior ao obtido nos ensaios anteriores.

Tabela 4.42 - Resumo da quantidade de PHA produzida no ensaio pH 5

()
Tempc? % Tempo de  Quantidade o % de PHA
Pulso Cumulativo Acumulacio de PHA (g) %PHA Total
(horas) ¢ 8 Produzido (g)
0 0,00 0% 24,7 17% 0%
1 0,62 11% 57,0 33% 16%
2 1,32 23% 73,8 37% 24%
4 2,77 47% 138,6 55% 55%
9 ‘ 5,85 100% 232,6 61% 100%

Em relagao as caracteristicas do polimero produzido, representadas na Tabela 4.43,
conclui-se que das 207,9 gramas produzidas 77% eram constituidas pelo mondémero HB.
Esse valor difere um pouco dos obtidos nos ensaios anteriores, mas nao ¢é
significativamente diferente.

Tabela 4.43 - Caracteristicas do polimero produzido no ensaio pH 5

Quantidade de  Quantidade de
% HB % HV HB Produzida HV Produzida
(8) (8)
207,9 | 77% | 23% | 160,1 | 47,8

Quantidade
Produzida (g)

Na Tabela 4.44 estao representadas as produtividades volumétricas por pulso e a
produtividade volumétrica média do ensaio de dia 28 de dezembro. Mais uma vez,
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observa-se uma tendéncia decrescente na produtividade volumétrica a medida que o
tempo do processo aumenta. Conclui-se, ainda, que a produtividade volumétrica média
foi de 0,67 gPHA por litro de reator por hora e que a produtividade volumétrica maxima
representa cerca de 3 vezes a produtividade volumétrica final.

Tabela 4.44 - Produtividades volumétricas do ensaio pH 5

p . .
Tempo de . Produtividade rOdUtIYId?de
PHA Produzido ys Volumétrica
Pulso Consumo (&) Volumétrica Média
(horas) (gPHA/L.h) (aPHA/L.h)
1 0,62 | 32 1,49
2 0,70 49 0,64
0,67
4 1,45 | 114 1,07
9 3,08 208 0,58

Mais uma vez, efetuou-se o calculo da capacidade de produgao maxima. Utilizando as
condigOes deste ensaio é possivel fazer 4,1 batch por dia produzindo-se 338 kg de PHA
por ano.

Calcularam-se, de forma andloga aos ensaios anteriores, as produtividades especificas
por pulso e a produtividade especifica média deste processo, representadas na Tabela
4.45. Observa-se que as produtividades especificas por pulso foram ligeiramente
inferiores a maioria dos ensaios anteriores, todavia o valor da produtividade especifica
média aproxima-se do esperado. Conclui-se, entdo, que apesar de existirem pequenas
oscilagdes a cultura utilizada nestes ensaios de produ¢dao manteve-se constante, a nivel
de selegao de microrganismos.

Observou-se, ainda, uma produtividade especifica média de 0,34 gPHA por g de
biomassa ativa por hora e que o valor de produtividade especifica maximo foi apenas
1,3 vezes superior a produtividade especifica final.

Tabela 4.45 - Produtividades especificas do ensaio pH 5

Produtividade Produtividade
Pulso Especifica Especifica Média
(gPHA/gXA.h) (gPHA/gXA.h)
1 0,51
2 0,23
4
4 0,23 03
9 0,39

Relativamente ao substrato utilizado neste ensaio conclui-se que em termos de
concentragao se encontra na gama das concentragdes observadas nos ensaios anteriores,
conforme representado na Tabela 4.46. Considerando que foi alimentado um volume
inferior, relativamente ao procedimento anterior, a quantidade total de VFA adicionada
foi a menor de todas as experiéncias de producao utilizando este algoritmo.
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Tabela 4.46 - Concentracéo do substrato utilizado e volumes adicionados no ensaio pH 5

Concentragao Volume de Pulso (L) Volume Adicionado Quantidade
(g€QO/L) (L) Adicionada (gCQO)
21,0 | 2,2 | 19,8 415,0

Na Tabela 4.47 esta representada a composigao do substrato utilizado neste ensaio e é
observavel que esta difere um pouco em relagdo as composi¢des dos substratos
anteriores. Observa-se que a percentagem de acido butirico é superior, contudo esse
facto nao teve efeito direto na composicao do polimero final.

Tabela 4.47 - Composigao do substrato utilizado no ensaio pH 5

Acido Lictico Acido Acido Etanol Acido Acido
Acético Propidnico Butirico Valérico
0% 21% 4% 4% 65% 6%

Para terminar a descrigdo do ultimo ensaio de producao utilizando o 1° algoritmo
calcularam-se as quantidades de VFA nao consumidas e, posteriormente, as velocidades
de consumo de cada. A Figura 4.23 representa as quantidades de VFA que foram
adicionadas e consumidas ao longo deste ensaio. Em primeiro lugar observa-se que
apenas 73% dos acidos alimentados foram consumidos pela cultura, valor esse que
representa um decréscimo no consumo de acidos em relagdo a maioria dos ensaios
anteriores, demonstrando que a estratégia aqui aplicada podera ser menos eficaz. Em
segundo lugar, no que se refere ao consumo individual de cada VFA observa-se uma
tendéncia semelhante aos ensaios anteriores, onde o0s 4acidos consumidos
preferencialmente foram o dcido butirico (83%) e o acido valérico (80%).
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Figura 4.23 - Quantidade de VFA adicionada e consumida no ensaio pH 5

Na Tabela 4.48 estao representadas as velocidades de consumo dos VFA no ensaio de 28
de dezembro. Conclui-se que a maioria dos acidos foram consumidos a uma velocidade
inferior a dos ensaios anteriores, com a excecao do acido valérico que apresenta uma
velocidade de consumo superior. Esse facto dever-se-a possivelmente a quantidade
superior de acido valérico adicionado neste ensaio.
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Tabela 4.48 - Velocidades de consumo dos VFA alimentados no ensaio pH 5

Acido Acido Acido Acido Acido
VFA . L. s co . Etanol .. ..
Lactico Acético Propidnico Butirico Valérico
Velocidade
de Consumo 0 6,85 1,35 1,44 38,75 3,51
Média
(g€QO/h)

4.2.2 1° Algoritmo: Resumo dos Resultados

Terminada a descri¢ao dos ensaios de produgao a escala piloto que utilizaram como
metodologia de controlo o algoritmo baseado na monitorizagao do pH, procedeu-se a
um resumo dos principais resultados obtidos, de forma a ser possivel efetuar algumas
comparagoes. Na Tabela 4.49 estao representados os principais resultados retirados e
conclui-se que o ensaio que obteve o melhor desempenho, no que diz respeito a
produtividade volumétrica e quantidade de PHA produzida, foi o ensaio pH 3. Nesse
ensaio obteve-se ainda um bom aproveitamento dos acidos adicionados, semelhante ao
do ensaio pH 2 e superior aos restantes.

E importante referir, ainda, que em termos de % PHA armazenada pela cultura no final
da acumulagao, os valores obtidos em todos os ensaios podem ser considerados
satisfatérios.

Tabela 4.49 - Resumo dos principais resultados dos ensaios de producéo utilizando o 1° algoritmo

Ne do Prodluti'vidad’e ' Prod,u'tivida’de' Quantid.ade % VEA
Ensaio Volumétrica Média  Especifica Média Produzida % PHA Consumidos
(gPHA/L.h) (gPHA/gXA.h) (g)
pH1 0,63 \ 0,34 246,2 71% 69%
pH 2 0,91 0,41 268,3 69% 83%
pH3 0,96 \ 0,38 276,5 64% 82%
pH 4 0,76 0,32 270,1 58% 77%
pH5 0,67 \ 0,34 207,9 61% 75%

4.2.3 2°Algoritmo: Descrigdo dos Ensaios

Neste subcapitulo serao descritos os ensaios de producao a escala piloto utilizando como
método de controlo da alimenta¢do a monitorizagdo do DO ao longo do tempo. Estes
ensaios realizaram-se entre 17 e 30 de novembro de 2017.

Relativamente ao valor de Dsp, este manteve-se constante em todos os ensaios que
seguidamente se descrevem. Ja o valor de DOy foi alterado tendo em conta alguns
fatores abordados posteriormente.

Na Tabela 4.50 estd representado um resumo dos volumes e quantidades de VFA
adicionadas nestes ensaios e, de forma andloga a do 1° algoritmo, observa-se que a
concentragao do substrato nao permaneceu constante ao longo das acumulagoes.
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Tabela 4.50 - Resumo dos volumes e quantidades adicionadas de substrato

Volume Quantidade
N2 do Ensaio  Adicionado  Adicionada
(L) (scQO)
1 22 5211
2 - -
3 176 4500
4 13,2 276,6
5 275 5351

Ensaio de 17 de novembro - DO 1

Na Figura 4.24 esta representada parte do perfil de DO que se observou neste ensaio. O
12 pulso nao é apresentado.
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Figura 4.24 - Perfil de DO obtido no ensaio DO 1

Este foi o primeiro ensaio realizado com o objetivo de avaliar o desempenho do
algoritmo de controlo da alimentagao com setpoint do DO e setpoint do declive. O volume
de cada pulso foi definido como sendo equivalente a alimentagao de um do reator de
selecao (SBR) e foi calculado de acordo com a Equacao 10.

De forma semelhante a utilizada nos ensaios do 1° algoritmo, depois de definido o
volume necessario de alimentar por pulso, calculou-se entdao o tempo que a bomba
deveria ser ativada de forma a serem alimentados 4,4 L. Para tal, utilizaram-se os valores
de calibracao da bomba e o volume do pulso, segundo a Equacao 20.

Vputso X teatibragao 44 L X 665

tBomba Ligada —

=290,4s
Vcalibragéo 1L

Equacéo 20 - Célculo do tempo de bomba ligada para os ensaios do 2° algoritmo de um pulso equivalente
a 1 ciclo do SBR

Quanto aos parametros necessarios de introduzir no programa no inicio de um ensaio,
representados na Tabela 4.51, observa-se que, no caso deste algoritmo é necessario
introduzir dois valores de setpoint distintos. O valor de Dsp, como referido anteriormente,
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permaneceu constante em todos os ensaios, nao se tendo verificado o mesmo no valor
de DOsp. Neste ensaio optou-se por atribuir a este tiltimo parametro o valor de 75%, pois
em principio, quando este valor é atingido significa que os VFA alimentados ja teriam
sido todos consumidos.

Tabela 4.51 - Pardmetros aplicados no programa na acumulagdo DO 1

Parametros Valor
Np, média ‘ 120
Tcontador (S) 0

Dsp ‘ 0,01

DO, 75%
TombaLigada (S) | 290,4
Teombabesligada (S) 290,4

Este ensaio, que teve uma duragdo de 6,37 horas, iniciou-se as 10:03h e terminou as
16:25h. Adicionou-se um total de 5 pulsos, equivalendo a 22 litros. Na Figura 4.25 estao
representados os tempos de consumo de cada pulso dado nesta acumulagao, bem como
a quantidade de PHA por litro de reator. Considerando o valor gPHA/L do pentltimo
pulso como um outlier, observa-se a uma tendéncia semelhante a dos ensaios do 1°
algoritmo, onde o tempo de consumo dos pulsos aumenta com o aumento da quantidade
de PHA acumulada.
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Figura 4.25 - Tempo de consumo dos pulsos e quantidade de PHA por litro de reator do ensaio DO 1

Tendo em conta que o parametro monitorizado neste algoritmo foi o DO, fez-se uma
analise ao comportamento do mesmo ao longo da acumulagdo enfatizando o valor de
DO minimo atingido apds cada pulso, o valor de DO maximo atingido no final de cada
pulso e o declive calculado no momento da adi¢ao dos pulsos. Esses valores estao
representados na Figura 4.26 e, em primeiro lugar, no que diz respeito ao DO minimo
atingido entre pulsos, observa-se que este tem uma tendéncia crescente, com excecao do
ultimo pulso. Este facto podera ser explicado atendendo a que a medida que a cultura
acumula PHA, a velocidade de consumo dos VFA diminui e, consequentemente, a
quantidade de oxigénio que € consumida decresce.
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Em segundo lugar, observando os valores de declive é possivel concluir que, de forma
analoga aos ensaios preliminares de teste do algoritmo, este valor decresce de pulso para
pulso parecendo atingir um patamar ao fim de alguns pulsos. Apesar deste facto, o valor
de setpoint atribuido para este parametro foi satisfatorio, fazendo com que todos os
pulsos fossem alimentados automaticamente.
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Na Tabela 4.52 estao representados alguns valores que permitem acompanhar a
progressao da producgao de PHA neste ensaio. Observa-se que em 49% do tempo de
acumulagao ja se tinha produzido 74% do PHA total obtido no final deste ensaio. Mais
uma vez, conclui-se que o valor de quantidade de PHA no 4° pulso pode ser considerado
um outlier, pois observando a tabela nota-se que este sai totalmente da tendéncia

esperada.
Tabela 4.52 - Resumo da quantidade de PHA produzida no ensaio DO 1
Tempc.a % Tempo de  Quantidade % de PHA
Pulso Cumulativo Acumulagio de PHA (g) %PHA Total
(horas) Produzido
0 0,00 0% 17,8 11% 0%
1 1,10 17% 58,2 31% 14%
2 2,10 33% 152,9 59% 48%
3 3,15 49% 225,0 63% 74%
4 4,57 72% 211,9 59% 70%
5 6,37 100% 296,5 67% 100%

Seguidamente, estudaram-se as caracteristicas do PHA produzido neste ensaio.
Observando a Tabela 4.53 percebe-se que foram produzidas cerca de 279 gramas de PHA
das quais 82% sao formadas pelo monémero HB.

Tabela 4.53 - Caracteristicas do polimero produzido no ensaio DO 1

. Quantidade de Quantidade de
Quantidade % HB % HV HB Produzida  HV Produzida
Produzida (g)
(g) (g)
278,7 | 82% 18% | 228,5 | 50,2
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Em relacao as produtividades volumétricas obtidas no ensaio de 17 de dezembro,
representadas na Tabela 4.54, conclui-se que, de forma geral, apresentam a mesma
tendéncia observada nos ensaios do 1° algoritmo, onde o valor de produtividade
volumétrica média foi de 0,80 gPHA por litro de reator por hora. Em relagao a diferenga
entre a produtividade volumétrica maxima e a final observa-se que a primeira representa
cerca de trés vezes o valor da segunda. E importante referir, mais uma vez, que o valor
do 4° pulso sai da tendéncia esperada.

Tabela 4.54 - Produtividades volumétricas do ensaio DO 1

Produtividade

Tempo de PHA Produzido Produtl\fld.ade Volumétrica
Pulso Consumo (&) Volumétrica Média
(horas) (gPHA/L.h) (aPHA/Lh)
1 1,10 | 40 0,98
2 0,98 135 2,30
3 1,07 ‘ 207 1,46 0,80
4 1,42 194 -0,18
5 1,80 | 279 0,86

No referente a capacidade de producao anual deste ensaio, considerando um total de 3,8
batch diarios serd possivel produzir cerca de 403 kg de PHA anualmente.

Apdés o calculo das produtividades volumétricas efetuou-se o cdlculo das
produtividades especificas obtidas neste ensaio, representadas na Tabela 4.55. Os
valores obtidos estdo dentro da gama de valores dos ensaios anteriores, mostrando
novamente que a composi¢ao da cultura utlizada nao alterou consideravelmente neste
periodo. Observou-se uma produtividade especifica média de 0,43 gPHA por grama de
biomassa ativa por hora e que o valor de produtividade especifica maximo foi 2 vezes
superior a produtividade especifica final.

Tabela 4.55 - Produtividades especificas do ensaio DO 1

Produtividade Produtividade
Pulso Especifica Especifica Média
(gPHA/gXA.h) (gPHA/gXA.h)
1 0,36
2 0,94
3 0,66 0,43
4 -0,09
5 0,46

Na Tabela 4.56 estao representados alguns valores que caracterizam a concentragao e
condig¢oes de alimenta¢do dos VFA. Adicionaram-se 521,1 gCQO de VFA ao longo dos 5
pulsos dados. A concentracao do substrato, apesar de diferente, apresenta um valor
proximo dos apresentados anteriormente.
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Tabela 4.56 - Concentracdo do substrato utilizado e volumes adicionados no ensaio DO 1

Concentragao Volume de Pulso (L) Volume Adicionado Quantidade
(g€QO/L) (L) Adicionada (gCQO)
23,7 | 4,4 | 22 521,1

A composicao do substrato utilizado neste ensaio, representada na Tabela 4.57,
demonstra que existem algumas variagdes em relagao aos utilizados anteriormente,

ainda assim, os valores de % HB obtidos no polimero final estdo dentro da gama
esperada.

Tabela 4.57 - Composic¢ao do substrato alimentado no ensaio DO 1

Acido Lactico Acido Acético Acido Propidnico Etanol Acido Butirico Acido Valérico
0% 2% 5% 4% 66% 3%

Seguidamente, calcularam-se as quantidades de VFA adicionadas e consumidas neste
ensaio. Observando a Figura 4.27, conclui-se que 90% dos 4cidos adicionados foram
consumidos pela cultura. Aproximadamente todo o dacido butirico e valérico
alimentados foram consumidos, 95% e 96% respetivamente. Esta andlise demonstra que
a adicao de um novo pulso, neste ensaio, ocorreu no momento indicado, ou seja, quando
ja nao existia grande % de VFA no reator.
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Figura 4.27 - Quantidade de VFA adicionada e consumida no ensaio DO 1

Para terminar efetuou-se, de forma semelhante a descricdo dos ensaios anteriores, o
calculo das velocidades de consumo médias para os VFA adicionados neste processo,
representadas na Tabela 4.58. Conclui-se que comparativamente aos ensaios anteriores
as velocidades de consumo dos acidos por parte da cultura aumentaram, no caso do
acido butirico correspondeu a um aumento de 21% em relacao a média da velocidade de
consumo dos ensaios que utilizaram o pH como parametro de controlo.
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Tabela 4.58 - Velocidades de consumo dos VFA alimentados no ensaio DO 1

Acido Acido Acido Acido Acido
VFA L .. ‘o o Etanol .. ‘.
Lactico Acético Propidnico Butirico Valérico
Velocidade
de
Consumo 0 14,18 2,87 2,73 50,96 2,62
Média
(sCQO/h)

Ensaio de 20 de novembro — DO 2

Este foi o segundo ensaio realizado com o intuito de avaliar o desempenho do 2°
algoritmo quando aplicado a escala piloto e desde cedo revelou problemas.

Como foi referido anteriormente, o sucesso deste tipo de processo de produgao, tendo
em consideracdo que a alimentagdo € controlada pelo sinal obtido, depende do bom
funcionamento das sondas de aquisi¢ao desse mesmo sinal. Assim, tentou-se manter as
mesmas calibradas e limpas ao longo dos ensaios efetuados. Contudo, a existéncia de
interferéncias eletromagnéticas podera também influenciar a obtengao dos sinais de
forma negativa. Neste ensaio, devido a essas interferéncias nao foi possivel manter o
algoritmo de controlo a funcionar, pois o sinal obtido nao o permitia.

| | | | | | | | | ] | | | |
4000 8000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 24000 28000 28000 29959

Figura 4.28 - Perfil de DO obtido no ensaio DO 2

De forma a resolver este problema voltaram-se a fazer todas as ligacdes dos cabos
utilizados para a obtencdo do sinal, tanto no controlador da sonda de DO como na placa
de aquisicao da National Instruments™. Fixou-se ainda o cabo de ligagao entre a placa e
o computador para evitar que este se pudesse movimentar com algumas oscilagoes
externas. Apos a conclusao dos procedimentos referidos, o problema detetado nao
voltou a ocorrer.
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Ensaio de 22 de novembro — DO 3

Na Figura 4.29 esta representada uma parte do perfil de DO obtido neste ensaio. Mais
uma vez, é importante ter em consideragao que apenas estao representados os 3
primeiros pulsos deste ensaio.

1 [ [ [ 1 [ [ [
1000 1500 2000 2500 2000 3500 4000 4500

Figura 4.29 - Perfil de DO obtido no ensaio DO 3

Resolvidos os problemas de interferéncia eletromagnética ocorridos no ensaio anterior,
optou-se por manter as condigdes de operagao idénticas ao ensaio de 17 de novembro,
foi adicionado um volume de 4,4 litros por pulso e o valor de setpoint do DO foi mantido
a 75%. Assim, os parametros introduzidos no programa foram de acordo com os
representados na Tabela 4.59.

Tabela 4.59 - Parametros aplicados no programa na acumulagéo DO 3

Parametros Valor
Np, média 120
Tcontador (S) 0

Dsp 0,01

DO 75%
Teombaigada (S) 290,4
Teombabesligada (S) 290,4

Este ensaio comecgou as 10:51h e acabou as 15:52h, tendo durado 5,02 horas. Adicionou-
se um total de 4 pulsos, equivalendo a 17,6 litros de substrato. Na Figura 4.30 é possivel
observar as progressoes do tempo de consumo dos pulsos e da quantidade de PHA por
litro de reator e, novamente, os perfis obtidos demonstram que o tempo de consumo dos
pulsos aumenta com a quantidade de PHA j& acumulada. E curioso notar que no 4° pulso
o aumento do tempo de consumo € superior aos anteriores, algo que aconteceu também
no ensaio de 17 de novembro.
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Figura 4.30 - Tempo de consumo dos pulsos e quantidade de PHA por litro de reator do ensaio DO 3

Na Figura 4.31 estao representados os valores de DO minimo e maximo, bem como os
declives de cada pulso. Conclui-se que, analogamente ao ensaio DO 1, os valores de DO
minimo tém uma tendéncia crescente ao longo do tempo de acumulagado e que o declive
no momento da adi¢do de um novo pulso tem uma tendéncia oposta, decrescendo com
o tempo. Observa-se ainda que neste ensaio o valor de Dsp foi suficiente para a
alimentagao automatica de todos os pulsos, no entanto, o declive do ultimo pulso ja se
aproximou, deixando uma margem de apenas 20% para o valor estabelecido, assim, se
se pretendesse continuar o ensaio para além dos 4 pulsos poderia ser necessario reduzir
o valor do setpoint do declive.

80% 0,04

70% 0,035
60% 0,03
50% 0,025
40% 0,02
30% 0,015
20% 0,01
10% l 0,005
0% 0
1 2 3 4

Numero do Pulso

% DO
Declive

s DO Minimo ~ W DO Maximo  ==@==Declive do Pulso

Figura 4.31 - Valores de DO e declives dos pulsos do ensaio DO 3

\

Quanto a quantidade de PHA e a % de PHA obtidas neste processo, representadas na
Tabela 4.60, conclui-se que no final da acumulac¢do tinham sido armazenadas 283,6
gramas de PHA pela cultura, menos 13 gramas do que no ensaio de 17 de novembro.
Seria de esperar uma diferenga maior, tendo em conta que foi introduzido menos um
pulso, o que poderd indicar um erro na quantificacdo da quantidade de PHA deste
ultimo ensaio. Observando a % de PHA nota-se que no dltimo pulso existe um salto
superior ao esperado, corroborando a hipotese da existéncia de um erro de
quantificagao.
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Tabela 4.60 - Resumo da quantidade de PHA produzida no ensaio DO 3

Tempc.> % Tempo de Quantidade % de PHA
Pulso Cumulativo Acumulagio de PHA (g) %PHA Total
(horas) Produzido
0 0,00 0% 15,6 12% 0%
1 0,92 18% 57,7 33% 16%
2 1,90 ‘ 39% 129,3 54% 42%
3 3,05 61% 196,5 58% 67%
4 5,02 ‘ 100% 283,6 72% 100%

Na Tabela 4.61 estao representadas as caracteristicas do polimero obtido e observa-se a
tendéncia dos ensaios anteriores obtendo-se uma percentagem de 81% do mondmero
HB na composicao do PHA final.

Tabela 4.61 - Caracteristicas do polimero produzido no ensaio DO 3

Quantidade de  Quantidade de

Quant!dade % HB % HV HB Produzida HV Produzida
Produzida (g)
(8) (8)
268,1 | 81% | 19% 217,1 | 50,9

Na Tabela 4.62 apresentam-se as produtividades volumétricas observadas neste ensaio.
Conclui-se que a produtividade volumétrica média foi de 1,06 gPHA por litro de reator
por hora e que a produtividade volumétrica maxima representa cerca de 2 vezes a final.

Tabela 4.62 - Produtividades volumétricas do ensaio DO 3

p ..
Tempo de . Produtividade rodutl\fld.ade
PHA Produzido y . Volumétrica
Pulso Consumo (&) Volumétrica Média
(horas) (gPHA/L.h) (gPHA/Lh)
1 0,92 | 42 1,23
2 1,02 114 1,68
1,06
3 1,12 | 181 1,30
4 1,97 268 0,88

Utilizando as mesmas condi¢des de operagao deste ensaio, seria possivel fazer 4,8 batch
de produgao por dia. Assim, a capacidade de produgao anual sera de 534 kg de PHA.

No referente as produtividades especificas, observa-se na Tabela 4.63 a tendéncia
decrescente esperada. O valor de produtividade especifica média também esta de acordo
com o previsto, apesar de ser superior a média dos ensaios do 1° algoritmo. Observou-
se uma produtividade especifica média de 0,45 gPHA por grama de biomassa ativa por
hora e que o valor de produtividade especifica maximo foi 2 vezes superior a
produtividade especifica final.
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Tabela 4.63 - Produtividades especificas do ensaio DO 3

Produtividade Produtividade
Pulso Especifica Especifica Média
(gPHA/gXA.h) (gPHA/gXA.h)
1 0,48
2 0,83
0,45
3 0,56
4 0,39

De forma a iniciar o estudo sobre os VFA neste ensaio apresenta-se a Tabela 4.64, onde
estd representada a concentragao do substrato e o volume total adicionado. Observa-se
que a concentracao se enquadra na gama das obtidas nos ensaios apresentados até ao
momento.

Tabela 4.64 - Concentracéo do substrato utilizado e volumes adicionados no ensaio DO 3

Concentragao Volume de Pulso (L) Volume Adicionado Quantidade
(g€QO/L) (L) Adicionada (gCQO)
25,6 | 4,4 | 17,6 445,0

Na Tabela 4.65, onde se representa a composi¢io do substrato utilizado,
comparativamente ao ensaio anterior nota-se que esta variou, aproximando-se das
composi¢oes encontradas nos ensaios anteriores.

Tabela 4.65 - Composicéo do substrato alimentado no ensaio DO 3

Acido Lictico Acido Acido Etanol Acido Acido
Acético Propionico Butirico Valérico
0%  20% 5% 8% 62% 5%

Na Figura 4.32 estao representadas as quantidades adicionadas e consumidas para cada
um dos VFA alimentados ao reator. Em primeiro lugar conclui-se que foram consumidos
88% dos acidos alimentados. Em segundo lugar observa-se que, como seria espectavel,
o acido butirico e o 4cido valérico foram consumidos preferencialmente, 92% e 95%
respetivamente. Note-se que este foi dos poucos ensaios em que a percentagem de
consumo do acido valérico foi superior a do acido butirico.
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Figura 4.32 - Quantidade de VFA adicionada e consumida no ensaio DO 3
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Para terminar, na Tabela 4.66 estao representadas as velocidades de consumo médias
para cada VFA adicionado neste ensaio.

Tabela 4.66 - Velocidades de consumo dos VFA alimentados no ensaio DO 3

Acido Acido Acido Acido Acido
VFA L .. ‘o o Etanol .. ‘.
Lactico Acético Propidnico Butirico Valérico
Velocidade
de
Consumo 0 13,60 3,75 5,47 51,88 3,99
Média
(s€QO/h)

Ensaio de 29 de novembro - DO 4

Na Figura 4.33 estd representada uma fracao do sinal obtido no ensaio de 29 de
novembro. Os pulsos observaveis sao os tltimos 2 dados neste processo.

| | | | | | | | 1 | |
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 5897

Figura 4.33 - Perfil de DO obtido no ensaio DO 4

De forma a diferenciar este ensaio dos anteriores optou-se por alterar o volume dos
pulsos adicionados e o setpoint do declive. Os parametros introduzidos no programa
estao representados na Tabela 4.67.

Tabela 4.67 - Parametros aplicados no programa na acumulagéo DO 4

Parametros Valor
Np, média 120
Tcontador (S) 0
Dsp 0,01
DO, 57%
TeombaLigada (S) 145,2
Teombabesligada (S) 145,2

A Equagao 21 demonstra o célculo efetuado para definir o volume dos pulsos dados
neste ensaio.
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V. Vpurga X erast (SBR) _ l 25L % 17,58 L — 2921
putso Vssr 2 100 L ’

Equacdo 21 - Calculo do Volume de um pulso equivalente a % do ciclo do SBR

Seguindo a metodologia utilizada até ao momento, depois de definido o volume
necessario de alimentar por pulso, calculou-se entao o tempo que a bomba deveria ser
ativada de forma a serem alimentados 2,2 L. Para tal, utilizaram-se os valores de
calibragao da bomba e o volume do pulso, segundo a Equagao 22.

. Vpulso X teatibracio _ 22LX66s
tBomba Ligada — -

=14572s
Vcalibragéo 1L

Equacao 22 - Calculo do tempo de bomba ligada para os ensaios do 2° algoritmo de um pulso equivalente
a % do ciclo do SBR

Este ensaio comecou as 10:03h e terminou as 14:27h, tendo durado 4,40 horas.
Adicionaram-se 6 pulsos e um total de 13,2 litros. Na Figura 4.34 estdao representados,
novamente, os perfis do tempo de consumo dos pulsos dados e da quantidade de PHA
por litro de reator e observa-se que, neste ensaio, apesar do tempo de consumo aumentar
ao longo do tempo de acumulagao, como seria de esperar, no 3° e 4° pulsos é onde ocorre
a maior subida.
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Figura 4.34 - Tempo de consumo dos pulsos e quantidade de PHA por litro de reator do ensaio DO 4

Observando a Figura 4.35, onde estao representados os valores correspondentes ao
controlo do sinal de DO, conclui-se que todos os pulsos alimentaram automaticamente
e no momento pretendido. De referir que os valores do declive alteram de forma
consideravel de ensaio para ensaio, tornando dificil prever qual sera a gama de valores
do mesmo antes de se iniciar um ensaio, no entanto, a tendéncia decrescente deste
parametro parece ser transversal ao conjunto dos ensaios. Assim, é recomendavel que,
apos o acionamento do 2° pulso, o utilizador confira o valor de declive no momento
prévio a adicao e se este for demasiado proximo ao valor de setpoint definido este
parametro deverad ser corrigido para um valor inferior ao atribuido inicialmente.
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Figura 4.35 - Valores de DO e declives dos pulsos do ensaio DO 4
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Na Tabela 4.68 estao representados alguns valores relacionados com a quantidade de
PHA obtida neste ensaio. Observa-se uma % de PHA no final de 60% e ao atingir-se 42%
do tempo total da acumulacao, ja se tinha produzido 63% do PHA acumulado. Estes
resultados afiguram-se na mesma linha dos ensaios anteriores, explicitando alguns

padrdes ao longo dos mesmos, ainda que as condigdes de operagao sejam diferentes.

Tabela 4.68 - Resumo da quantidade de PHA produzida no ensaio DO 4

Pulso Cu-rmem:tci,vo % Tempo Eie Quantidade %PHA % PHA T-otal
(horas) Acumulagdo de PHA (g) Produzido

0 0,00 0% 32,9 19% 0%

1 0,57 13% 49,7 24% 9%

2 1,20 26% 81,6 34% 26%
3 1,85 42% 149,2 45% 63%
4 2,65 60% 176,8 55% 77%
5 3,47 79% 204,4 58% 92%
6 4,40 100% 218,7 60% 100%

Observando a Tabela 4.69 conclui-se que, neste ensaio, a quantidade de PHA produzida
foi de 186 gramas, valor esse inferior a média da quantidade produzida nos ensaios
descritos até ao momento, 259 gramas. Esse facto poderd significar que este ensaio foi
terminado demasiado cedo.

Tabela 4.69 - Caracteristicas do polimero produzido no ensaio DO 4

Quantidade Quantidade de  Quantidade de
. % HB % HV HB Produzida HV Produzida
Produzida (g)
(8) (8)
185,8 | 80% | 20% | 198,6 | 49,7

Na Tabela 4.70 estao representados os resultados de produtividade volumétrica obtidos
neste ensaio. Observa-se uma produtividade volumétrica média de 0,91 gPHA por litro
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de reator por hora, onde a produtividade volumétrica maxima representa 7 vezes o valor
da final observada.

Tabela 4.70 - Produtividades volumétricas do ensaio DO 4

Produtividade

Tempo de PHA Produzido Produtl\fld.ade Volumétrica
Pulso Consumo (&) Volumétrica Média
(horas) (gPHA/L.h) (aPHA/Lh)
1 0,57 | 17 0,84
2 0,58 49 1,46
3 0,70 | 116 2,44 091
4 0,80 144 0,83 ’
5 0,82 | 172 0,77
6 0,93 186 0,33

Considerando que este ensaio foi o menos prolongado de todos os efetuados nesta
dissertacao, perspetivando um sistema de producao de 24 horas seria possivel efetuar
5,5 batch nesse periodo. Assim, a capacidade de produgao anual deste ensaio ¢ de 459 kg
de PHA.

Na Tabela 4.71, onde estao representadas as produtividades especificas, observa-se que
a produtividade especifica média ¢ idéntica a média das produtividades especificas
anteriores. Em comparagdo com o ensaio DO 3 conclui-se que este valor se aproxima
mais do esperado, pois, tentou-se manter a cultura estavel ao longo dos ensaios, ainda
assim, ao longo dos mesmos notou-se alguma variagao nos valores de concentracao
celular. Observou-se uma produtividade especifica média de 0,35 gPHA por grama de
biomassa ativa por hora e que o valor da produtividade especifica maxima foi 6 vezes
superior a produtividade especifica final.

Tabela 4.71 - Produtividades especificas do ensaio DO 4

Produtividade Produtl\flflade
Pulso Especifica Especifica
P Média

(8PHA/EXAN)  bLin/eXA.h)

| 0,25
0,46
| 0,81
0,29
| 0,28
0,13

0,35

o h WN PP

Na Tabela 4.72 observa-se que, como ja referido anteriormente, este foi o ensaio em que
se adicionou menos substrato, logo dever-se-ia ter continuado a alimentar pulsos em vez
de se optar por terminar o processo precocemente. Ainda assim a % PHA obtida permite
uma extracdo rentdvel do polimero produzido.
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Tabela 4.72 - Concentracéo do substrato utilizado e volumes adicionados no ensaio DO 4

Concentragao Volume de Pulso (L) Volume Adicionado Quantidade
(g€QO/L) (L) Adicionada (gCQO)
21,0 | 2,2 | 13,2 276,6

Observa-se, na Tabela 4.73, que a composicao do substrato utilizado neste ensaio nao
difere muito das composi¢oes dos ensaios anteriores.

Tabela 4.73 - Composicdo do substrato alimentado no ensaio DO 4

P Acido Acido Acido Acido
Acido Lactico L. . Etanol .. ‘.
Acético Propidnico Butirico Valérico
0% 2% 5% | 8% 61% 4%

Observando a Figura 4.36, que representa as quantidades de VFA adicionadas e
consumidas por tipo de acido, conclui-se que foram consumidos 94% dos VFA
alimentados neste ensaio e observa-se um consumo quase total dos dcidos butirico e
valérico.
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Figura 4.36 - Quantidade de VFA adicionada e consumida no ensaio DO 4

Para terminar a descricao do ensaio de 29 de novembro efetuou-se o calculo das
velocidades de consumo médias de cada acido, representadas na Tabela 4.74. Observa-
se, na linha dos ensaios anteriores, que a velocidade de consumo do acido butirico é
consideravelmente superior a dos restantes VFA.

Tabela 4.74 - Velocidades de consumo médias dos VFA adicionados no ensaio DO 4

Acido Acido Acido Acido Acido
VFA cas s L, Etanol .. ..
Lactico Acético Propionico Butirico Valérico
Velocidade
de Consumo 0,0 13,7 3,2 4,9 41,4 2,7
Média
(scQo/h)

89



Ensaio de 30 de novembro - DO 5

Para iniciar a descri¢ao do ensaio de 30 de novembro apresenta-se o perfil de DO obtido
neste dia, Figura 4.37. Mais uma vez, nao esta representada a totalidade do perfil, mas
apenas os primeiros 8 pulsos.

[ [ [ [ [ [ [ 1 [ [ [ [ [ 1
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Figura 4.37 - Perfil de DO obtido no ensaio DO 5

Considerando que no ensaio anterior se alimentou apenas 62% da média de todos os
ensaios efetuados, optou-se por repetir o volume do pulso dado. Assim o volume do
pulso foi de 2,2 litros equivalendo a %2 do volume alimentado num ciclo do reator SBR.

Na Tabela 4.75 estao representados os parametros introduzidos no programa no inicio
do processo e observa-se que o unico diferente € o setpoint do DO que foi aumentado
para 60%.

Tabela 4.75 - Parametros aplicados no programa na acumulagéo DO 5

Parametros Valor
Np, média 120
Tcontador (S) 0
Dsp 0,01
DO, 60%
Teombaigada (S) 145,2
Teombabesligada (S) 145,2

O ensaio comegou as 9:47h e terminou as 15:09h, tendo durando 5,37 horas. Adicionou-
se um total de 14 pulsos equivalendo a 27,5 litros. Na Figura 4.38 estao representados os
perfis do tempo de consumo dos pulsos e da quantidade de PHA por litro de reator.
Observa-se que existem alguns pulsos que ndo se enquadram na tendéncia esperada, o
72,092 e 10° pulsos apresentam tempos de consumo cerca de 50% inferiores a média dos
restantes. Esses valores devem-se a existéncia de um atrofiamento da tubagem de
alimentacgao fazendo com que os pulsos nao fossem alimentados na totalidade. Estima-
se que se tenha alimentado apenas 1 litro por cada um destes pulsos anomalos.
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Figura 4.38 - Tempo de consumo dos pulsos e quantidade de PHA por litro de reator do ensaio DO 5

Na Figura 4.39 estao representados os valores relacionados com o controlo associado ao
sinal de DO e, em primeiro lugar conclui-se que ambos os valores de setpoint foram
cumpridos em todos os casos, logo os pulsos foram acionados automaticamente ao longo
de todo o processo. Em segundo lugar, observa-se a tendéncia maioritariamente
crescente no valor de DO minimo atingido em cada pulso. E importante referir que até
ao 7° pulso a tendéncia crescente é constante e que depois desse pulso os valores de DO
minimo oscilam um pouco para valores fora da tendéncia esperada. Tal facto podera ser
explicado pela anomalia na alimentagao de 3 dos pulsos alimentados, que possivelmente
terd levado a uma reagao inesperada por parte da cultura.
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Figura 4.39 - Valores de DO e declives dos pulsos do ensaio DO 5

Apos o estudo das quantidades de PHA obtidas, representado na Tabela 4.76, observa-
se uma % de PHA final de 62% e que em 54% do tempo total da acumulagao ja se tinha
produzido 70% do PHA total.
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Tabela 4.76 - Resumo da quantidade de PHA produzida no ensaio DO 5

Tempo

o, H [+)
Pulso Cumulativo % Tempo Ele Quantidade %PHA % PHA T-otal
Acumulagdo de PHA (g) Produzido
(horas)

0 0 | 0% 19,5 18% 0%

1 0,25 5% 30,5 26% 4%

2 0,57 ‘ 11% 49,1 30% 11%

3 0,90 17% 63,8 37% 16%

4 1,32 ‘ 25% 115,0 46% 35%

6 2,10 39% 158,3 52% 51%

8 2,92  54% 210,3 56% 70%

14 5,37 100% 293,9 62% 100%

Na Tabela 4.77 estao representadas as caracteristicas do polimero obtido neste ensaio.
Observa-se uma producao total de 274 gramas e uma percentagem do mondmero HB de
76%.

Tabela 4.77 - Caracteristicas do polimero produzido no ensaio DO 5

Quantidade de  Quantidade de

Quant!dade % HB % HV HB Produzida HV Produzida
Produzida (g)
(8) (8)
274,4 76% 24% 208,5 65,8

Quanto as produtividades volumétricas deste ensaio, Tabela 4.78, observa-se a
produtividade volumétrica média é prejudicada pela fase final do processo, onde a
quantidade de PHA produzido por hora baixou consideravelmente. A produtividade
volumétrica maxima representa cerca de 5 vezes o valor da produtividade final.

Tabela 4.78 - Produtividades volumétricas do ensaio DO 5

Tempo de . Produtividade Produtl\fld.ade
PHA Produzido s Volumétrica
Pulso Consumo (&) Volumétrica Média
(horas) (gPHA/L.h) (gPHA/Lh)
1 0,25 | 11 1,25
2 0,57 30 1,57
3 0,90 44 1,11
4 1,32 95 2,94 0,84
6 2,10 | 139 1,20
8 2,92 191 1,26
14 5,37 | 274 0,56

Estudou-se, ainda, a capacidade de produgao anual de um processo com as mesmas
caracteristicas que o presente. Considerando o tempo total desta acumulacao conclui-se
que seria possivel produzir 4,5 batch didrio, o que ao final do ano perfaz uma quantidade
total de 423 kg de PHA produzido.

Na Tabela 4.79 estao representados os valores das produtividades especificas obtidos no
ensaio de 30 de novembro. Em primeiro lugar observa-se que a produtividade especifica
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média foi de 0,43 gPHA por grama de biomassa ativa por hora e, em segundo lugar,
observa-se que o valor de produtividade especifica maximo equivale a 2 vezes o valor
da produtividade especifica final.

Tabela 4.79 - Produtividades especificas do ensaio DO 5

Produtividade Produtl\flfiade
Pulso Especifica Especifica
P Média

(gPHA/gXA.h) (aPHA/2XA.h)

2 | 0,44
4 0,75
6 | 0,47 0,43
9 0,43
14 032

Na Tabela 4.80 observa-se a concentracao do substrato utilizado neste ensaio, bem como
a quantidade total de VFA adicionada.

Tabela 4.80 - Concentragdo do substrato utilizado e volumes adicionados no ensaio DO 5

Concentragao Volume de Pulso (L) Volume Adicionado Quantidade
(gCQO/L) (L) Adicionada (gCQO)
19,5 | 2,2 | 27,5 535,1

Em relagdo a composi¢ao do substrato utlizado, representada na Tabela 4.81, observa-se
pela primeira vez a presenca de acido lactico, em pequena quantidade, contudo, no geral,
este substrato ndo difere substancialmente dos utilizados na maioria dos ensaios
anteriores.

Tabela 4.81 - Composi¢éo do substrato alimentado no ensaio DO 5

o Acido Acido Acido Acido
Acido Lactico as so . Etanol .. L.
Acético Propidnico Butirico Valérico
1% 21% 5% 7% 62% 4%

Relativamente ao consumo dos acidos alimentados, representado na Figura 4.40,
conclui-se que neste processo houve 85% de aproveitamento do total alimentado.
Observa-se que 94% do acido butirico e que 82% do acido valérico foram consumidos,
comprovando, novamente, que dos VFA alimentados ao longo desta dissertacao estes
sao considerados os preferenciais. Observa-se ainda que do pouco acido lactico
alimentado, apenas 42% foi consumido pela biomassa.
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Figura 4.40 - Quantidade de VFA adicionada e consumida no ensaio DO 5

Para terminar a secao de descri¢ao dos ensaios realizados, calcularam-se as velocidades
de consumo dos acidos alimentados ao reator, representadas na Tabela 4.82. Observa-se
que a velocidade de consumo do 4cido butirico foi, novamente, superior a dos restantes
acidos. Em relacao a velocidade de consumo do acido valérico, o acido butirico foi
consumido 22 vezes mais rapido.

Tabela 4.82 - Velocidades de consumo médias dos VFA adicionados no ensaio DO 5

VEA Acido Acido Acido Etanol Acido Acido
Lactico Acético Propidnico Butirico Valérico
Velocidade
de 3’2:;;“ 0,4 15,9 3,4 4.8 57,7 2,7
(gCQO/h)

4.2.4 2°Algoritmo: Resumo dos Resultados

Terminada a descri¢ao dos ensaios de produgdo a escala piloto que utilizaram como
metodologia de controlo o algoritmo baseado na monitorizagdo do DO, de forma
analoga ao 1° algoritmo, procedeu-se a um breve resumo dos principais resultados
obtidos. Na Tabela 4.83 estao representados os resultados mais relevantes retirados e
conclui-se que o ensaio que obteve o melhor desempenho, relativamente a
produtividade volumétrica foi o ensaio DO 3. Quanto ao total produzido observa-se que
o melhor resultado foi obtido no ensaio DO 1. Observando a coluna de % VFA
consumidos € possivel concluir que o ensaio que obteve melhor aproveitamento foi o
DO 4, todavia considera-se que os valores de todos os ensaios deste algoritmo sao
satisfatorios.
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Tabela 4.83 - Resumo dos principais resultados dos ensaios de producéo utilizando o 2° algoritmo

Produtividade Produtividade

N2do  Volumétrica Especifica Quantidade % PHA % VFA
Ensaio Média Média Produzida (g) Consumidos
(gPHA/L.h) (gPHA/gXA.h)

DO 1 0,80 0,43 278,7 67% 90%

DO 2 - - - - -

DO 3 1,06 0,45 268,1 72% 88%

DO 4 0,91 0,35 185,8 60% 94%

DO 5 0,84 0,43 274,4 62% 85%

4.2.5 Comparac¢Oes do Desempenho dos Ensaios Realizados

Este subcapitulo tem como objetivo fazer uma comparagdo de todos os ensaios
realizados nesta dissertagao. Serao comparados varios parametros de forma a tentar
perceber qual o método de controlo e condicdes de operagao que apresentam melhores
resultados de uma forma global. Serao ainda comparados os valores de produtividade
volumétrica média obtidos com os valores retirados do levantamento bibliografico. Esta
leitura devera ser acompanhada pela observagao dos valores apresentados na Tabela
4.84 e na Tabela 4.85. Nas tabelas referidas, os valores a negrito representam o melhor
valor para o parametro em causa.

Numero de Alteragdes aos Parametros de Controlo

Este parametro de avaliagao ajuda a perceber o grau de autonomia dos algoritmos
usados. Neste caso, observa-se que ao longo de todos os ensaios de produgao que
utilizaram o 22 algoritmo como método de controlo nao foi necessario alterar os setpoints
definidos no inicio do processo. Enquanto nos ensaios que usaram o 1° algoritmo foi
necessario alterar o setpoint num total de 8 vezes, perfazendo uma média de cerca de 2
alteracOes por ensaio.

Pode-se, entao, concluir que a nivel de automagao do processo o 2° algoritmo apresenta
maior robustez e devera ser preferencial em relagao ao 12 algoritmo.

Quantidade de PHA Produzida e Tempo de Acumulacéo

A primeira andlise efetuada em rela¢do aos resultados de produgao foi a quantidade de
PHA produzido por ensaio, atendendo a que o objetivo principal do processo é a
producao deste polimero. Obteve-se uma gama de valores entre as 186 g (ensaio DO 4)
e as 279 g (ensaio DO 1) com uma média de 253 g. Relativamente as médias de producao
por método de controlo observa-se que ambos os valores sdo muito proximos, utilizando
o 1° algoritmo obteve-se uma média de producgdo 1% superior a do 2° algoritmo. E
importante ter presente que a produgao de PHA num ensaio, por si s6, nao pode ser vista
como um parametro de avaliacdo para o desempenho pois estd, em parte, depende do
tempo do processo, ou seja, se um processo demorar consideravelmente mais do que
outro podera atingir valores de produgao também superiores. Releva-se que esta relacao
nao € linear, algo que é observavel nos valores obtidos nesta dissertacao, como é possivel
observar na Figura 4.41. Por exemplo, o ensaio pH 1 foi o mais longo, tendo uma duracao
de 7,13 horas, no entanto a quantidade de PHA produzida no mesmo nao foi a mais
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elevada, tendo-se, pelo contrdrio, observado uma producdo 3% inferior a média dos
ensaios efetuados.
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Figura 4.41 - Resumo da quantidade de PHA produzida e tempo de acumulacdo de todos o0s ensaios

Produtividade Volumétrica Média

Aolongo de todos os ensaios calcularam-se as produtividades volumétricas médias, pois
este parametro relaciona 3 dos fatores mais importantes deste processo de producgao: a
quantidade produzida, o volume e o tempo total de acumulagao. Observa-se na Figura
4.42 os resultados obtidos para todos ensaios realizados nesta dissertagao. Comparando
os diferentes valores obtidos é possivel concluir que a maior produtividade volumétrica
meédia foi a do ensaio DO 3, obtendo-se um valor 23% mais elevado do que na média de
todos os ensaios, e que a menor ocorreu no ensaio pH 1, obtendo-se um valor equivalente
a 75% da média global.

Comparando os valores dos 2 algoritmos testados, conclui-se que a média das
produtividades volumétricas do 2° algoritmo é 15% superior a do 1° algoritmo, podendo-
se, entdo, afirmar que neste capitulo o algoritmo de monitorizac¢do utilizando o DO como
parametro de controlo é mais eficaz.
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Em relacdo aos valores retirados do levantamento bibliografico para processos de
produgao que utilizam culturas puras, representados na Tabela 2.2, observa-se que a
média dos ensaios realizados nesta dissertacdo representou 48% da média das
produtividades volumétricas médias das culturas puras, mais especificamente, a média
dos ensaios que utilizaram o 1° algoritmo representou 45% e os ensaios que utilizaram o
2° algoritmo 51%. Esta diferenca é espectavel, devido a maior complexidade do processo
de produgao através de MMC e ao substrato usado.

Quanto aos valores obtidos para ensaios de produgao de PHA que utilizam MMC,
representados na Tabela 2.3 (MMC utilizando substrato sintético) e na Tabela 2.4 (MMC
utilizando substratos nao sintéticos), observa-se que os métodos utilizados nesta
dissertacao obtiveram resultados cerca de 2 vezes superiores, demonstrando a eficacia
dos sistemas de controlo aplicados.

Por ultimo compararam-se os valores de cada um dos algoritmos com os valores
retirados de trabalhos que utilizaram sistemas de controlo semelhantes. Em relagao ao
1° algoritmo, confrontando com os valores da Tabela 2.6, conclui-se que os valores
obtidos nesta dissertacdo sao cerca de 5 vezes superiores e em relagao ao 2° algoritmo,
comparando com as produtividades volumétricas representadas na Tabela 2.7, os
valores obtidos sao cerca de 3 vezes superiores.

% PHA: Conteudo Final de PHA (gPHA/gTSS)

Este parametro é de relevante importancia na avaliagao do desempenho de um processo
de produgao de PHA. Na fase de downstream, onde se verifica a extragdo e posterior
purificagao do polimero obtido, os custos do processo encarecem quanto menor for a %
PHA na cultura.

Relativamente aos valores obtidos nos ensaios realizados, observa-se que o melhor
resultado ocorreu no ensaio DO 3, onde esse valor foi 7% superior a média global.
Verifica-se, ainda, que os valores de ambos os tipos de controlo possuem uma média
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idéntica, facto que podera levar a conclusao de que o tipo de controlo no reator de
acumulacao de um processo de produgao utilizando MMC nao tém grande influencia
na % PHA final. A maior influéncia para este parametro deve-se as condi¢des de
operagao na fase de selecao da biomassa no reator SBR e ao volume total de substrato
adicionado.

Comparando os valores obtidos com os retirados do levantamento bibliografico,
observa-se que a média dos resultados desta dissertagao foi 12% superior a média dos
valores retirados da Tabela 2.3 e da Tabela 2.4. Considerando apenas os ensaios do 1°
algoritmo e comparando com os valores da Tabela 2.6, onde se apresentam valores para
ensaios de producao que utilizaram o pH como parametro de controlo, verifica-se uma
diferenca de 9 %, tendo-se obtido melhores resultados nos ensaios aqui efetuados.
Quanto aos resultados do 2° algoritmo e comparando com a Tabela 2.7 observa-se que
se obteve, de forma andloga a comparagao anterior, melhores resultados nos ensaios
realizados nesta dissertacao, apresentando uma média 5% mais elevada.

Produtividade Especifica Média

Este parametro relaciona-se com a capacidade da biomassa para produzir e armazenar
PHA ao longo do tempo de uma acumulagao. Tendo em conta que esta intrinsecamente
ligado a biomassa e que se tentaram manter as condi¢des do reator de sele¢ao estaveis
ao longo destes ensaios, seria de esperar que este valor nao alterasse consideravelmente
de ensaio para ensaio. Observando na Tabela 4.84, os resultados obtidos de
produtividade especifica média é notorio que este nao permaneceu constante, no entanto
a sua variagao nao ¢ muito elevada. Obteve-se uma média de 0,38 gPHA por grama de
biomassa ativa por hora e um desvio padrao do total da amostragem de 0,05.

Quantidade de VFA Alimentada e % de Consumo

No referente a quantidade de VFA adicionada por cada ensaio, representada na Figura
4.43, verifica-se que, como mencionado anteriormente, esta nao foi constante, algo que
dependeu nao s6 do ntimero de pulsos dados, como também da concentragdao do
substrato.

A média global para este parametro foi de 449 gCQO por ensaio, onde o ensaio com
maior quantidade adicionada foi o DO 5 apresentando um valor 19% superior a média.
Observa-se ainda que no ensaio DO 3 a quantidade adicionada representou apenas 62%
do valor da média global, justificando assim o facto de que neste ensaio se ter alimentado
uma quantidade substancialmente inferior a dos restantes.

Relativamente a comparacao deste parametro entre os 2 algoritmos estudados, observa-
se na Tabela 4.85 que a quantidade média alimentada foi semelhante.

Na Figura 4.43 observa-se, ainda, a % dos VFA que foi consumida em cada ensaio. A
média global deste parametro foi de 82%, ou seja, € possivel concluir que, de uma forma
geral, o aproveitamento dos VFA foi positivo. O ensaio que obteve melhor
aproveitamento dos VFA alimentados foi o ensaio DO 4, no qual 94% dos acidos
alimentados foram consumidos.
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Neste parametro constata-se uma diferenca de 12 unidades percentuais entre os 2
algoritmos estudados, sendo que o 2? algoritmo apresentou melhores resultados. Este
facto seria espectavel tendo em conta a aplicabilidade dos parametros de controlo de
cada algoritmo. No caso do algoritmo do pH, como ja foi referido, o valor de pHsp foi
atribuido de acordo com um racio entre o pH inicial e o pH que é atingido no 1° pulso,
ou seja, apesar deste método ter funcionado relativamente bem ao longo dos ensaios,
nao se pode afirmar o setpoint atribuido em cada ensaio correspondesse a0 momento em
que se tinham esgotados os VFA alimentados no pulso anterior. Jd no caso do 2°
algoritmo, a subita subida do valor de DO indica o0 momento em que ja ndo existem
praticamente VFA no meio.
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Figura 4.43 - Resumo das quantidades de VFA alimentadas e % de consumo para todos os ensaios

Capacidade de Producédo Anual

De forma a relacionar a quantidade de PHA produzida com o tempo de duracao do
processo, estimou-se, para cada ensaio, uma capacidade de produgao anual. Como ja foi
referido anteriormente, usou-se uma base de calculo de 350 dias e 24 horas de trabalho
didrio e um volume de reator de 60 L. Numa primeira instancia, observou-se que o
ensaio com maior capacidade de produgao anual foi o n°3, com uma capacidade maxima
de produgao de 534 kg por ano, e que o que apresentou pior capacidade foi o n°6. Em
relacdo as médias de cada algoritmo observou-se uma producdo média anual 15%
superior utilizando o 2° algoritmo.

Quantidade Anual de VFA Necessaria e Nao Aproveitada

De forma analoga ao célculo da capacidade de produgao anual estimou-se a quantidade
de VFA que seria necessdrio alimentar de forma a atingir essa meta de producao.
Observa-se na Figura 4.44 que os valores obtidos para os diferentes algoritmos nao sao
muito distintos, apresentando uma diferenca de 6%. No entanto, a principal diferenga
estd na quantidade de VFA que é realmente aproveitada pela cultura. Atendendo a que
existe uma menor % de consumo quando se utiliza o algoritmo do pH, observa-se que a
quantidade desperdicada de VFA utilizando este algoritmo representa quase o dobro.

99



Conclui-se entdao que de forma a ter um melhor aproveitamento do substrato
alimentado, reduzindo consequentemente os custos do processo, dever-se-a utilizar o 2°
algoritmo.
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Figura 4.44 - Resumo da quantidade de VFA necesséria e ndo aproveitada por ano

Rendimento de Converséo (gCQO PHA/gCQO VFA)

Para terminar esta andlise comparativa calcularam-se os rendimentos de conversao de
VFA para PHA dos ensaios realizados. Observa-se que a média global obtida foi de 0,79
gCQO PHA/gCQO VFA, valor esse 1,4 vezes superior a média dos valores retirados do
levantamento bibliografico, representados na Tabela 2.3 e na Tabela 2.4. Os ensaios do2°
algoritmo, mais uma vez, apresentaram um melhor desempenho com um rendimento
médio de 0,82 gCQO PHA/gCQO VFA. Observa-se que este valor maximo se aproxima
do valor méximo retirado da literatura de 0,85 gCQO PHA/gCQO VFA.
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Tabela 4.84 - Resumo dos parametros de avaliagdo do desempenho dos ensaios realizados

Ne do Ensaio DO1 DO3 DO4 DO5 pH1 pH2 pH3 pH4 pHS
Parametro Monitorizado DO pH
(T:)mm deAcumulagio oo o) 440 537 713 458 527 607 585
N2 de Pulsos 5 4 6 14 5 14 15 23 9
N2 de AlteragOes aos
Parametros de Controlo 0 0 0 0 0 2 3 2 !
Quantidade de PHA 279 268 186 274 246 268 277 270 208
Produzida (g)
% HB 82% 81% 80% 76% 79% 80% 80% 79% 77%
% PHA 67% 72% 60% 62% 71% 69% 64% 58% 61%
Produtividade
Volumétrica Média 0,8 1,06 0,91 0,84 0,63 0,91 0,96 0,76 0,67
(gPHA/L.h)
Produtividade Especifica

1 2
Média (gPHA/gXA.h) 0,43 0,45 0,35 0,43 0,34 0,4 0,38 0,3 0,34
Quantidade de VFA
Adicionada (gCQ0) 521 450 277 535 433 411 481 515 415
% VFA Consumida 90% 88% 94% 85% 69% 83% 82% 77% 73%
Capacidade de Producdo 2 c3)  4cq 423 318 459 | 484 383 338
Anual (kg)
Quantidade Anual de
. . 74 7 7 7 4 6 737 77

VFA Necessiria (kgCQO) 9 893 68 83 55 93 83 3 6
Quantidade Anual de
VFA Nao Aproveitada 75 107 41 126 173 159 151 170 183
(kgCQO)
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Tabela 4.85 - Resumo das médias global e por tipo de controlo dos pardmetros de avaliagao

Parametro de Avaliagao Média Global Média DO Média pH
Tempo de Acumulagao 556 5,29 578
(h)

N2 de Pulsos 11 7 13
N2 de AlteragGes aos 1 0 )
Parametros de Controlo
Quantidade de PHA
Produzida (g) 253 252 254
% HB 79% 80% 79%
% PHA 65% 65% 65%
Produtividade
Volumétrica Média 0,84 0,90 0,79
(gPHA/L.h)
Produtividade Especifica
Média (gPHA/gXA.h) 0,38 0,42 0,36
Quantidade de VFA
1

Adicionada (gCQO) 449 446 45
% VFA Consumida 82% 89% 77%
Capacidade de Produgao 422 455 396
Anual (kg)
Quantidade Anual de

767 791 74
VFA Necessaria (kgCQO) 6 9 8
Quantidade Anual de
VFA N3ao Aproveitada 132 87 167
(kgCQO)
Rendimento (gCQO
PHA/g CQO VFA) 0,79 0,82 0,76
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5 Conclusdes e Trabalho Futuro

Neste subcapitulo serao apresentadas as principais conclusoes retiradas dos ensaios
desta dissertagdo. Simultaneamente serdo levantadas propostas para trabalho futuro de
forma a otimizar o trabalho realizado.

Neste trabalho testaram-se 2 algoritmos de controlo distintos, ao longo de 7 ensaios a
escala laboratorial e 10 ensaios a escala piloto, para um processo de produgao de PHA
utilizando MMC e VFA como fonte de carbono. Os algoritmos propostos baseavam-se
na monitoriza¢do em linha de um sinal obtido através de uma sonda, o 1° algoritmo tinha
por base o comportamento do pH do meio e 0 2° o comportamento do DO.

Em primeiro lugar, concluiu-se que qualquer sistema de controlo da alimentagao,
dependente da monitorizacao de um sinal obtido por uma sonda, para funcionar é
essencial confirmar que todas as ligagoes elétricas estao funcionais e que nao existem
grandes interferéncias no sinal. Se tal procedimento nao for adequadamente assegurado,
existird a hipdtese de nenhum algoritmo funcionar pois estes necessitam de input
fidedigno. Os ensaios a escala laboratorial tiveram como objetivo a avaliagao dos
algoritmos a nivel de programagcao e o estudo dos parametros de controlo utilizados,
nomeadamente, 0 pHsp, 0 DOspe 0 Dsp.

Verificou-se, nos ensaios a escala laboratorial que a nivel de programagao nao existiam
erros no cddigo, sendo possivel efetuar os testes sem que ocorressem problemas. Ainda
nos ensaios preliminares observou-se a tendéncia de aumento do tempo de consumo dos
pulsos ao longo das acumulagdes. Considerando os resultados do 1° algoritmo, concluiu-
se que a atribui¢ao do valor do pHsp desempenhava um papel de grande relevancia na
automagao dos ensaios. Respeitante aos resultados do 2° algoritmo, nos ensaios
laboratoriais, verificou-se que, para manter a autonomia do processo, seria necessario
atribuir um valor de Dsp inferior ou igual a 0,01, para garantir que este era atingido.
Observou-se, ainda, uma tendéncia decrescente no valor do declive do DO e uma
tenéncia crescente no DO minimo atingido por pulso.

Em relacdo a automacgao do processo, o 2° algoritmo (controlo da alimentagao utilizando
o sinal de DO) obteve 100% de eficdcia, nao sendo necessario alterar parametros ao longo
dos ensaios. Em relacdo ao 1° algoritmo observou-se que foi necessdrio alterar o
parametro de decisao pHsp 8 vezes nos 5 ensaios efetuados. Assim, ficou explicita a
necessidade de melhorar este algoritmo de forma a que funcione automaticamente.
Apresentam-se 2 hipdteses para a solucao do problema: a primeira sera criar um setpoint
que varie de pulso para pulso, ou seja, autonomamente o programa reduz o valor de
pHsp ao longo do tempo. A segunda hipdtese esta relacionada com a derivada do sinal
de pH, onde se esta for igual a zero indicara que o pH parou de subir e que podera ser o
momento de alimentar um novo pulso.

Nos ensaios desta dissertagao produziu-se um total de 2,28 kg de PHA e observando os
resultados praticos conclui-se que na maioria dos parametros estudados o 2° algoritmo
obteve resultados melhores, nomeadamente, na quantidade de PHA produzido (279g),
na produtividade volumétrica média (1,06 gPHA/L.h). na produtividade especifica
média (0,45 gPHA/gXa.h), na % VFA consumida (94%), na capacidade de producao
anual (534 kg), na quantidade anual de VFA nao aproveitados (41 kgCQO) e no
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rendimento PHA/VFA (0,82 gCQO PHA/gCQO VFA), enquanto que os resultados mais
positivos obtidos com a utilizagao do 1° algoritmo foram os seguintes, quantidade de
PHA produzido (277g), produtividade volumétrica média (0,96 gPHA/L.h),
produtividade especifica média (0,41 gPHA/gXah), % VFA consumida (83%),
capacidade de produgao anual (484 kg), quantidade anual de VFA nao aproveitados (151
kgCQO) e o rendimento PHA/VFA (0,76 gCQO PHA/gCQO VFA).

Comparando os resultados obtidos nesta dissertagio com alguns valores do
levantamento bibliografico conclui-se que, nos parametros estudados, o desempenho do
2¢ algoritmo se mostrou eficaz para a produgao de PHA utilizando MMC e que, apesar
de tudo, os resultados obtidos com a utilizagio do 1° algoritmo também se
demonstraram positivos. Em relagao as produtividades volumétricas médias observou-
se uma média para os ensaios deste trabalho de 0,84 gPHA/L.h, ou seja, 2,5 vezes
superior a média dos resultados retirados de trabalhos de outros autores utilizando
MMLC. J4 o valor médio de % PHA de 65% obtido nesta dissertagao foi 12% superior a
média dos valores retirados do levantamento bibliografico.

Como propostas de trabalho futuro, para além das hipdteses ja apresentadas acerca da
alteracao do pHsp, comeca-se por explicitar a necessidade de se efetuar uma avaliagao
economica ao processo de forma a ser possivel compreender quais os parametros criticos
no processo de produgao de PHA utilizando MMC.

Propde-se também que sejam estudadas estratégias para estimar o momento ideal para
terminar processo de acumulacdo. Para tal, sugere-se que, numa primeira fase, se
desenvolva um algoritmo que em conjunto com um aparelho de medicao online NIR
(near-infrared spectroscopy) consiga calcular a %PHA em qualquer momento. Assim, serd
possivel quantificar a redugao na produtividade ao longo do tempo e saber quando se
deve parar o processo. Uma segunda hipdtese para estimar o momento ideal de término
esta relacionada com o estudo feito aos perfis de pH nos ensaios preliminares desta
dissertagao. Foram ajustadas func¢des quadraticas ao perfil do pH entre pulsos e
concluiu-se que os parametros B e C se comportavam de forma semelhante entre ensaios,
e de forma relacionavel com a quantidade de PHA por litro de reator. Sugere-se um
algoritmo de controlo misto, onde o parametro de controlo da alimentagao seja obtido
através do perfil de DO e o parametro de selecio do momento para terminar o processo
seja estimado através do perfil de pH.

Para terminar, nesta dissertagao foram programados o 3° e 4° algoritmos, como explicado
no subcapitulo dos materiais e métodos, mas que, no entanto, nao foram aplicados nos
ensaios. Ambos os algoritmos apresentam caracteristicas promissoras relativamente a
automagao e produtividade do processo, logo sugere-se que sejam testados.
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