)

D &
€ o5 non 5*

Joé&o Miguel Chen

,% Licenciatura em Engenharia Quimica e Bioquimica

%

Estudo de extracao e caracterizacdo da mucilagem
dos cladddios Opuntia ficus-indica (OFI) e sua
aplicacdo como coadjuvante no tratamento de

efluentes

Dissertacdo para obtencédo do Grau de Mestre em

Engenharia Quimica e Bioquimica

Orientador:  Mario Fernando José Eusébio, Prof. Auxiliar, Departamento Quimica, FCT NOVA

Jari:

Presidente: Prof Doutor Rui Manuel Freitas Oliveira, Prof. Associado com Agregacéao,
Departamento de Quimica, FCT NOVA

Arguente: Prof. Doutora Maria Filomena Andrade de Freitas, Prof Auxiliar,
Departamento Quimica, FCT NOVA

Vogal: Prof. Doutor Mario Fernando José Eusébio, Prof. Auxiliar, Departamento
Quimica, FCT NOVA

Maio, 2021

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA






%
‘v‘s‘é‘ 0, a
V15 NON S

Joédo Miguel Chen

Licenciatura em Engenharia Quimica e Bioquimica

N

Estudo de extracao e caracterizacdo da mucilagem
dos cladddios Opuntia ficus-indica (OFI) e sua
aplicacao como coadjuvante no tratamento de

efluentes

Dissertac&o para obtenc¢do do Grau de Mestre em
Engenharia Quimica e Bioquimica

Orientador: Mario Fernando José Eusébio, Prof. Auxiliar, Departamento Quimica, FCT NOVA

Juri:

Presidente: Prof Doutor Rui Manuel Freitas Oliveira, Prof. Associado com Agregacéo,
Departamento de Quimica, FCT NOVA

Arguente: Prof. Doutora Maria Filomena Andrade de Freitas, Prof Auxiliar,
Departamento Quimica, FCT NOVA

Vogal: Prof. Doutor Mario Fernando José Eusébio, Prof. Auxiliar, Departamento
Quimica, FCT NOVA

Maio, 2021

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA






Estudo de extracdo e caracterizacdo da mucilagem dos cladédios Opuntia ficus-indica

(OFI) e sua aplicacdo como coadjuvante no tratamento de efluentes

Copyright © Jodo Miguel Chen, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova de

Lisboa.

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tém o direito, perpétuo
e sem limites geogréficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo através de exemplares
impressos reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou
que venha a ser inventado, e de a divulgar através de repositdrios cientificos e de admitir a sua
copia e distribuicdo com objetivos educacionais ou de investigacdo, hdo comerciais, desde que

seja dado crédito ao autor e editor.



VI



Agradecimentos

A presente dissertacdo ndo poderia ser realizada sem a ajuda de varias pessoas e
entidades, as quais quero agradecer.

A minha familia que me deu a oportunidade de ingressar no ensino superior.

Ao professor Mario Eusébio pela orientagdo desta dissertagcao e conhecimentos que me

transmitiu nestes Ultimos anos do curso.

Ao Sr. José Ferrao e a Pepe aromas Lda., pelo fornecimento de matéria-prima usada
para este estudo.

A professora Filomena Freitas, pela disponibilizacdo de laboratério para a extracio e
caracterizagdo, e as suas alunas pela ajuda nos trabalhos laboratoriais, em especial & Patricia
Reis, Patricia Freitas, Inés Ferreira e Ana Teresa Semedo.

A técnica de laboratério D? Palminha Afonso, pela paciéncia e enorme ajuda nos
momentos dificeis nos trabalhos de laboratério.

A ETAR de Alcantara, pela disponibilizacdo de equipamento, espaco e agua residual,
para 0s ensaios jar test.

VIl



VIII



Resumo

O presente trabalho tem por objetivo extrair e caracterizar a mucilagem dos cladédios
Opuntia ficus-indica (OFI) e estudar a sua eficiéncia na remocéo da turvagdo da agua.

Foram usados 5 métodos diferentes para extrair a mucilagem dos cladédios, obtendo 11
tipos de polimeros distintos (P1, P1-E, P2, P3, P3-E, P3-IPA, P4, P4-E, P4-IPA, P5 e P5-E) com
rendimentos de extracdo entre 0,38-8,05 % (p/p). Caracterizaram-se 0s polimeros extraidos
guanto a composicdo de proteina (87,2-237,3 ug/mg), acucares neutros (205,6-478,9 ug/mg),
acidos urénicos (10,9-57,4 ug/mg), e cinzas (13,8-25,8%). Analisou-se o P1 por HPLC, tendo
detetado a presenca de arabinose (0,77%), galactose (1,17%), xilose (0,44%), ramnose (0,21%)
e glucose (21,54%).

Realizaram-se testes preliminares de remocao da turvagdo numa agua turva sintética de
argila de 5 g/L, aplicando os polimeros numa concentracdo de 150 mg/L. Os polimeros P3 e P3-
E foram os que melhor removeram a turvacdo da 4gua, assemelhando-se a performance do
cloreto férrico (lll) (CF), pela divisdo clara da interface apds o 1° minuto, apresentando uma

remoc¢ao quase total da turvacao inicial apés 10 minutos.

Realizaram-se 8 ensaios jar test usando um efluente industrial (64-187 NTU) na ETAR
de Alcantara, aplicando os polimeros (10-110 mg/L) e CF (10-30 mg/L). Foram usadas diferentes
velocidades de mistura (50, 100, 150 e 200 rpm) e tempos de contacto (2, 5 e 10 minutos). Os
melhores rendimentos obtidos foram 89,7%, 88,2% e 85,2% quando aplicados 40 mg/L de P3-E
(183 NTU), 25 mg/L de P2 (78 NTU) e 45 mg/L de P2 (84 NTU) em combinacdo com 15 mg/L de

CF, respetivamente.

Neste trabalho, a mucilagem extraida mostrou ser capaz remover a turvag¢édo da agua,
sendo que esta eficiéncia € melhorada quando aplicada em combinacdo com o CF, podendo no
futuro ser uma alternativa mais sustentavel para o tratamento de &guas no processo de

coagulacéo-floculacéo.

Termos chave: Opuntia ficus-indica; coagulaco-floculag&o; mucilagem; remocao da turvacéo;

tratamento de aguas; jar test; caracterizagcdo






Abstract

The present work aims to extract and characterize the mucilage of the Opuntia ficus-
indica (OFI) cladodes and study its efficiency in removing turbidity from the water.

Five different methods were used to extract mucilage from cladodes, obtaining 11
different types of polymers (P1, P1-E, P2, P3, P3-E, P3-IPA, P4, P4-E, P4-IPA, P5 and P5 -E)
with an extraction yields between 0.38-8.05% (p / p). The extracted polymers were characterized
for protein composition (87.2-237.3 pg/mg), neutral sugars (205.6-478.9 pg/mg), uronic acids
(10.9-57.4 pg/mg), and ash (13.8-25.8%). P1 was analyzed by HPLC and detected the presence
of arabinose (0.77%), galactose (1.17%), xylose (0.44%), rhamnose (0.21%) and glucose
(21.54 %).

Preliminary tests were carried out to remove turbidity in a synthetic turbid clay water of 5
g/L, applying the polymers at a concentration of 150 mg/L. Polymers P3 and P3-E were the ones
that best removed turbidity from the water, similarly to the performance of ferric chloride (Ill) (FC),
by the clear division of the interface after the 15t minute, showing an almost complete removal of
the initial turbidity after 10 minutes.

Eight jar tests were carried out using an industrial effluent (64-187 NTU) at the Alcantara
WWTP, applying polymers (10-110 mg/L) and CF (10-30 mg/L). Different mixing speeds (50, 100,
150 and 200 rpm) and contact times (2, 5 and 10 minutes) were used. The best results were
89.7%, 88.2% and 85.2% when applied 40 mg/L of P3-E (183 NTU), 25 mg/L of P2 (78 NTU) and
45 mg/L of P2 (84 NTU) in combination with 15 mg/L CF, respectively.

In this work, the extracted mucilage showed to be able to remove turbidity from water,
and this efficiency is improved when applied in combination with FC and may in the future be a

more sustainable alternative for water treatment in the coagulation-flocculation process.

Keywords: coagulation-flocculation; Opuntia ficus-indica; mucilage; wastewater treatment;
turbidity removal; jar test; characterization
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1. Introducao

1.1 Enquadramento

A planta Opuntia ficus-indica (OFI), mais conhecida como figueira da india, € uma planta
superior que pertence a familia da Cactaceae. A OFI é originaria do México, encontrando-se
amplamente distribuida pela América Central, América do Sul, Australia e Africa do Sul [1] e
paises mediterraneos [2]. Esta planta cresce essencialmente em regides aridas e semiaridas,
caracterizadas pela falta de agua e em solos pouco enriquecidos, sendo das poucas plantas que
se consegue adaptar as condi¢cdes climatéricas adversas para o seu crescimento [3].

Esta adaptabilidade, advém do facto das plantas da familia Cactaceae produzirem a
mucilagem, um complexo de polissacarideos, que esta distribuida em diferentes partes da planta
tais como nas folhas e nos frutos, responsavel pela retencéo de agua [4]. A OFI (figura 1.1) é
conhecida pelo seu fruto, o figo da india, e as suas folhas, mais conhecido por nopal ou cladédios.
Os cladddios tém a forma de uma raquete, podendo chegar a 30-80 cm de comprimento e 18-25
cm de largura. A folha é formada pelo clorénquima, onde ocorre a fotossintese, e a parte interior

branca que é parénquima, onde se encontra a mucilagem [5].

Figura 1.1 Figueira da india (Opuntia ficus-indica) (Fonte: Pepe Aromas Lda.)

Em Portugal, a utilizagdo OFI & muito reduzida, verificando-se em algumas zonas do pais,
0 uso destas plantas para a delimitacéo de terrenos privados ou agricolas, como forragem para
0s animais e uma pequena parte, para o consumo humano (frutos). A empresa Pepe Aromas
Lda, é uma empresa familiar dedicada a exploragéo do figo da india, azeitona e cortica na regido
do Alentejo. Atualmente tem 20 ha de plantacdo OFI, com a finalidade da comercializagdo do
fruto e os seus derivados, como compotas e produtos de cosmética. Para a produgéo do fruto, a

empresa gasta em média 1000 m3/ha anualmente de agua em regadio.

Tendo em conta que na regido do Alentejo a precipitacao média anual € de 500 mm, mas

gue a mesma acontece numa altura em que a planta esta em dorméncia, verifica-se que é o



verao, na altura do desenvolvimento do fruto, que € necessario uma disponibilidade de agua que

pode chegar ou mesmo ultrapassar os 500 m3/ha (300-500 m3/ha) [6].

Ainda assim, comparativamente a outras culturas de regadio do Alentejo apresentadas
natabela 1.1, a producao do figo da india necessita de menos agua de regadio. Segundo a Pepe
Aromas Lda, comparativamente com outras culturas existentes na regido, o cultivo da figueira da
india utiliza cerca menos de 80% de agua que as culturas da nogueira ou a amendoeira, € menos
de 50-60% da cultura das vinhas ou dos olivais.

Segundo as declaracdes dadas em 2019 pela investigadora Vanda pires, do IPMA,
Portugal tem sofrido desde 1980, grandes periodos de seca, sendo que a partir dos anos 2000,
foi mais frequente, tendo passado periodos de seca em 2009, em 2012, 2015, em 2017-2018. A
mesma afirma, que os efeitos da seca fazem-se sentir sobretudo na agricultura e na pecuaria. [7]
Segundo dados do IPMA, a seca mais longa foi entre 1943-46, e em 2004-06, foi o periodo em
gque a seca foi mais significativa e intensa [8]. Em 2017, 10 barragens do Alentejo encontravam-
se em estado critico, com menos de 20% do armazenamento [9].

Tabela 1.1 Quantidade de agua necessaria anualmente de regadio das culturas no Alentejo

[10]

[ cutua | m/na |
Figo da india 1000
Girassol 2 500
Milho hibrido 7 000
Trigo Duro 3000
Pimento 8 280
Melao 2 500
Batata 2 500
Maca 5500
Péra 5500
Péssego 5500
Ameixa 5500

Como referido anteriormente, os cladédios produzem a mucilagem que tem sido alvo
estudo para diversas aplicagcdes como fibra dietética [11], uso medicinal [12,13], digestivo [14,15],
aditivo de argamassa de cal [16] e agente emulsificante [17]. Outros estudos, indicam que a
mucilagem pode ser usada como agente coagulante/floculante no tratamento de aguas na

remocéao da turvacao [18-20].

Por outro lado, como referido anteriormente, a exploragdo da figueira da india, em
Portugal rege-se principalmente pela producao do fruto e o uso como forragem, sendo esta Ultima
de baixo valor acrescentado a exploracdo. Neste trabalho pretende-se estudar as aplicagdes dos

cladédios de modo a acrescentar valor a exploracédo da figueira, que tem por vantagens gastar



menos agua de regadio comparativamente a outras culturas existentes na regiao, suprimindo

assim as secas contantes na regido.

1.2 Objetivos

O presente trabalho tem como principais objetivos: 1) extrair a mucilagem presente nos
cladddios, usando, como referéncia, os métodos de extragdo encontrados na literatura; 2)
caracterizar a mucilagem produzida pelos diferentes métodos de extracdo, quanto a sua
composicao (acUcares neutros, proteina total, acidos urénicos e monossacarideos); 3) testar os
polimeros extraidos numa agua turva sintética, e avaliar o seu desempenho na remocao da
turvacédo e sedimentacéo dos sélidos que conferem a turvacao da agua; 4) testar a sua eficiéncia
na remocdao da turvacao de uma agua residual real, face aos agentes de coagulacao-floculacéo
usados industrialmente.

Desta forma, pretende-se aumentar o valor da producéo desta planta, que € explorada
em Portugal para a comercializagéo do seu fruto. Por outro lado, do ponto vista ambiental, uma
possivel alternativa mais sustentavel para o tratamento de 4guas no processo de coagulagéo-
floculagéo.



2. Revisao Bibliogréfica

2.1 Estudos realizados da OFI

A planta OFI para além do seu fruto para o consumo humano, as folhas da planta, os
cladodios, tém sido consumidos como verdura ha desde os tempos antigos no México consumido
como verdura. No México, existem varios produtos alimentares derivados dos cladodios em
combinagdo com outros alimentos. Para além de produtos alimentares, existem também

produtos farmacéuticos tais como cremes, géis, shampoos e xaropes [21].

Além de servir como alimento, os cladddios tém sido estudados para diversas aplicacdes,
devido a mucilagem presente nos cladédios. Frati et al. (1990) [22] conclui que a ingestao de
cladédios pode diminuir os niveis de glucose no sangue, pelo estudo da ingestédo no periodo de
10 dias num pequeno grupo de diabéticos ndo dependentes de insulina.

A mucilagem extraida dos cladddios tem sido alvo de estudo para uso como biofilme. Os
biofilmes comestiveis tém como fungdo revestir alimentos de modo a aumentar a validade dos
alimentos frescos e que estes ndo percam as suas propriedades. Del-Valle et al. (2005) [23] e
Alegra et al. (2017) [24] estudaram a mucilagem como revestimento em morangos e figos,
respetivamente, mergulhando os frutos na mucilagem, e avaliando as suas propriedades tais
como o sabor, a cor, 0 sabor e firmeza ao longo do periodo de estudo (12 dias). Ambos
concluiram que a mucilagem pode ter efeito protetor nos frutos, sustentada pelas propriedades
avaliadas face aos frutos em que nao se aplicaram o revestimento.

Cérdenas, Arguelles e Goycoolea (1998) [25] estudaram o sumo extraido dos cladédios
como aditivo na argamassa de cal, como agente de impermeabilizacdo. Para tal, misturaram o
sumo com Ca(OH)2 em diferentes proporcées (0,65%, 1% e 1,95%). As pastas foram moldadas
em forma de cilindro com 1,3 cm de didmetro e 1,1 cm de altura. Os cilindros foram secos num
forno durante 4h a 60 °C. Os cilindros secos foram subtidos a testes mecéanicos de resisténcias
no analisador de textura TX-TX2. Este concluiram, que com o aumento da concentragdo da
mucilagem, reduziu drasticamente a tensdo maxima e os valores de deformacdo, quando
comparados ao cilindro em que nao foi adicionado qualquer sumo.

A investigadora Sandra Pascoe da Universidad del Valle de Atemajac, no México,
desenvolveu uma tecnologia patenteada (WO 2016 / 093685), de um bioplastico produzido a
partir do sumo de nopal. [26]. Segundo a patente, o bioplastico consiste huma mistura de 4
componentes, sendo eles o sumo de nopal, a glicerina, uma proteina rica em colagénio e uma
cera de origem vegetal. O método de producédo passa por misturar a proteina natural com o0 sumo
de nopal numa relacéo de 1:5, a 600 rpm durante 10 minutos a 70 °C. Juntar posteriormente o
humectante (glicerina) e a cera previamente derretida a mistura anterior a 600 rpm, durante 15
minutos a 90 °C. Na tabela 2.1 sao apresentadas as quantidades necessarias para se fazer uma

pelicula pléstica biodegradavel [27].



Tabela 2.1 Quantidades dos componentes necessario para a produgédo de uma pelicula
bioplastica [27]

Sumo de nopal 64
Gelatina 18
Cera de candelila 9
Glicerina 9

2.2 Composicéo da mucilagem

Amin et al. (1970) [28] concluiu que a mucilagem € um polissacarideo neutro, com cerca
de 55 residuos de acglcares, sem vestigios de acido urénico, composto por arabinose, ramnose,
galactose e xilose. Segundo Trachtenberg e Mayer (1981) [29] a mucilagem extraida da OFI de

Jerusalém é composta de arabinose, galactose, ramnose, xilose e acido galacturénico.

O peso molecular da mucilagem reportado por Trachtenberg e Mayer (1981) [29] foi de
4.3x10% g.molt, enquanto que Céardenas et al. (1997) [30] foi de 3x10% g.mol*. Por outro lado,
Medina-Torres et al. [31] foi de 2,3x10°% g.molt. De acordo com estes autores, as contradicdes
podem ser explicadas pela contaminagdo da mucilagem com outros compostos da parede celular,
e/ou do método utilizado para a sua purificagéo.

De um modo geral, a mucilagem pode ter quantidades variadas de L-arabinose, D-
galactose, L-ramnose e D-xilose como principais acgUcares neutros. A presenca de acido D-

galacturénico pode ser também encontrada. Na tabela 2.2 apresentam-se as composi¢cdes

A

reportadas por diferentes autores, em relacdo a mucilagem extraida da espécie Opuntia.
Segundo Trachtenberg e Mayer (1981) [29] e Nobel et al. (1992) [32], a mucilagem presente em
OFI é composta por 24,6-42% de arabinose, 21-40,1% de galactose, 8-12,7% de acido

galacturénico, 7-13,1% de ramnose e 22-22,2% de xilose.

Tabela 2.2 Composicao da mucilagem Opuntia (G-Galactose; R-Ramnose; A-Arabinose; X-
xilose; AC-Acido Galacturénico)

Goycoolea et al. (2000) [33] + + + +
Cardenas et al. (1997) [30] 3x108
Saenz e Sepulveda (1993) [5]

Saenz et al. (1992) [5]

Trachtenberg e Mayer (1982)[34] 1,56x106
McGarvie e Parolis (1981) [35]

McGarvie e Parolis (1981) [36]
Trachtenberg e Mayer (1981) [37] 4,3x10°
McGarvie e Parolis (1979) [38]

+ + + +
+ o+ + 4+
+ + + +




Segundo Goycoolea e Cardenas (2003), as substancias de pectina sdo uma grande
familia de elementos estruturais de paredes celulares primarias e regifes intercelulares de
plantas superiores, onde funcionam como agente hidratante e material de cimentagéo da rede
celuldsica [39]. A presenga de pectinas foi documentada por Villareal et al. (1963) em 6 espécies
e variedades de Opuntia, mostrou que o rendimento da extragéo de pectina solivel em agua foi
entre 0,13% e 2,64% de base humida [5].

Majdoub et al. (2001) isolou 2 fra¢gBes distintas da mucilagem, denominando-as de peso
molecular superior de 13x10° g.mol* (HWS) e peso molecular inferior de 3,9%x103 g.mol* (LWS).
Os autores reportaram que HWS é composto por polissacarideos, sem vestigios de proteina,
com cerca de 20% de polissacarideos carregados, sugerindo a possibilidade deste tipo de
polissacarideos interagiram com catides divalentes [5].

2.3 Extragéao e caracterizagao da mucilagem

Para a extragdo da mucilagem, os cladodios séo previamente lavados com agua corrente,
de modo a eliminar toda a sujidade e poeira existente na superficie das folhas, e retirados os
espinhos. As folhas sdo descascadas ou retirada a cuticula.

A extragéo e purificagdo da mucilagem presente nos cladodios tem sido estudada por
véarios autores, sendo que Rodriguez-Gonzalez et al. (2011) [40] e Hassan et al. (2017) [41]
maceraram as folhas em agua destilada, cortando-as em pedagfes mais pequenos ou
liquidificando-as com agua destilada. Rodriguez-Gonzalez et al. (2011) [40] adicionou etanol ao

extrato obtido, de modo a precipitar a mucilagem.

Sepulveda et al (2007) [42] fez um estudo relativamente ao tempo de maceracao (4,8 e
16h), a razdo de agua utilizada (1:5 e 1:7 (v/v)) e a temperatura de maceragéo (16 °C e 40 °C),
chegando a conclusdo de que o rendimento foi maior, quando se usou uma razédo de 1:7 de
folha/agua (p/v) a 40 °C durante 4h.

Ja Rodriguez-Gonzalez et al. (2011) [40], fez um estudo de otimizacdo em relacdo a
razdo de folha/agua (1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 (p/v)), ao tempo de extragdo (1h,2h,3h e 4h) a 80 °C, a
razdo de extrato/etanol (1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 (v/v)) e ao ajuste de pH da solu¢édo (4,2,3 e 1), usando
o0 pH ndo modificado como controlo. Este conclui, que as varidveis em que obteve maior
rendimento de extracdo, foi a uma razéo de 1:2 de agualfolha, extraidas durante 1h a 80 °C,
posteriormente precipitado com etanol a 1:4 (v/v) e sem modificagdo do pH. Os rendimentos de
extracdo reportados pelo autor foram entre 0,5-0,6 % (g de p6 seco/ 100 g de folha fresca). Na
tabela 2.3, so apresentados os resultados da caracterizacdo da mucilagem realizada pelo autor,
usando os métodos de caracterizacdo descritos em Association of Official Agricultural Chemists
(AOAC (1990)) e em American Association for Clinical Chemistry (AACC (2000)).



Tabela 2.3 Composicao da mucilagem extraida por Rodriguez-Gonzalez (2011) [40]

Humidade 9,31%
Cinzas 11,91%
Proteina 6,69%
Lipidos 0,03%
Fibra dietética Total 57,83%

Soluvel 56,30%

Insolavel 1,03%
Pectina 2,51%
Acucares Totais 13,00%

O método convencional de extracdo passa por cortar os cladodios em pedagcos mais
pequenos com cerca de 1-2 cm?, cozé-los em agua destilada e filtrado, de modo a separar o
extrato dos pedacos. Por sua vez, este extrato pode ser seco [19] ou precipitado com etanol [43].
O precipitado pode ser separado através de um pano fino de algodao [43] ou centrifugando a
solucdo a 3560x G durante 10 minutos e posteriormente recolhida a goma, descartando o
sobrenadante [42]. A goma é lavada com etanol e seca no forno a 45 °C durante 24h [43] ou a

70 °C durante 4h [42]. Por dltimo, a goma seca é moida até se obter um p6 esbranquicado.

Enrique et al. (2013) [18] descascou as folhas, cortou-as em pedac¢os mais pequenos e
lavou-os com agua clorada. Apés deixar secar durante 1h, os pedacos foram triturados e
posteriormente passados numa peneira com poros de 1 mm. O filtrado foi precipitado com

diferentes solventes (etanol e isopropanol). O precipitado foi separado e seco num forno a vacuo.

Sepulveda et al. (2007) [42] realizou também um estudo relativamente ao tipo de solvente
de extracéo (etanol 95% e isopropanol) com diferentes proporg¢des (1:3 e 1:4 (v/v)), concluindo
que ndo obteve diferencas significativas relativamente ao rendimento obtido, contudo o uso de
isopropanol, na razdo 1:3 (v/v) é preferido, devido ao seu custo comercial ser menor face ao
etanol. Sepulveda et al. (2007) caracterizou a mucilagem extraida pelos diferentes solventes e
proporcdes de volume usados. Na tabela 2.4 encontram-se os rendimentos de extragéo (g de pé
seco/100 g de folha fresca) e as percentagens de humidade, proteina, cinzas e compostos
inorganicos (azoto, célcio e potassio) das diferentes mucilagens extraidas pelo autor. Para a
caracterizagdo da proteina foi usado o método de micro-Kjeldahl, usando o fator de 6,25 para o
célculo da percentagem de proteina. A percentagem de cinzas foi determinada pela inceneragéo
na muffla a 550 °C durante 8h. A humidade foi determinada pela secagem das amostras num
forno a vacuo a 73 °C. Para a determinacao de compostos inorganicos foram feitos a partir do
meétodo fotométrico. Todos os métodos de caracteriza¢do usados pelo autor foram baseados nos
métodos descritos em AOAC (1984).



Tabela 2.4 Rendimentos e composicdes das diferentes mucilagens extraidas por Sepulveda et
al. (2007) (a = nivel de significancia p<0,05) [42]

Etanol 95%

03) 1,51 a+0,1 6,0at0,1  7,5a+0,1 368a+1,0 1,02 83
0,
Eta?&?s z 1,58 a+0,0 6,0a:0,4  7.4a%0,1 37.6a+35 1,118 8,7
IPA
13) 1,36 a+0,1 6,2at0,1  6,7a+0,3 381a+25 1,07 82
IPA
g 1,58 a+0,1 5,6a+0,2  7,3a%0,2 367a+20 117 8

1,15

1,47

1,15

1,47

Outro método de extracdo, usado por Bustillos et al. (2013), passou por extrair 0 sumo
das folhas através de um extrator de sumo de frutas/vegetais. O sumo obtido foi centrifugado a
6000 rpm durante 1h, de modo a obter a mucilagem pura transparente, que foi posteriormente

seca num secador de leito fluidizado [19].

Segundo Bouatay e Mhenni (2014) [44], T. Nharingo et al. (2015) [45] e Bayar et al.
(2016) [46], estes secaram as folhas num forno durante 24h a 60-70 °C, as folhas secas foram

posteriormente moidas até obter um pé e armazenado num recipiente hermético até ao seu uso.

Bayar et al. (2016) [46] extraiu 3 tipos de polissacarideos do pé de cladddio seco, sendo
eles a fragéo total péctica da mucilagem (TFC), a mucilagem (MC) e a pectina (PC). Este, usou
0 método descrito por Bagherian et al. (2011) [47] para extrair TFC e o método descrito por Habibi
et al. (2004) [48] para extrair MC, representados pelo esquema da figura 2.1. Os residuos
resultantes da extracéo de MC foram usados para extrair PC, usando o método para TFC. Este

concluiu, que PC contem uma maior quantidade de &cidos urénicos face a MC e TFC.

Bayar et al. (2016) [46] caracterizou as diferentes fracdes da mucilagem obtidas. Na
tabela 2.5 apresentam-se os resultados de cada caracterizagdo das diferentes fracdes da
mucilagem, expressas em percentagem de peso seco. Para a determinacdo das percentagens
de humidade e cinzas usaram-se os métodos 930.15 e 942.05 presentes em AOAC (2000),
respetivamente. Para a caracterizacdo de proteina, agUcares totais e acidos urénicos foram
usados o método de Bradford [49], método do fenol sulfarico [50] e o método descrito por Filisetti-
Coza Carpita [51], respetivamente.

Young et al. (2008) [52] e Pichler et al. (2012) [20] usaram o método descrito por
Goycoolea e Cardenas (2003) [39] e representado pelo esquema da figura 2.2, de modo a obter
as fracdes gelificante (GE) e nao gelificantes (NE) da mucilagem. Nos cladddios e no fruto da
espécie Opuntia pode-se encontrar dois tipos distintos de polissacarideos pécticos, sendo a mais

conhecida a mucilagem e a fragéo gelificante sensivel ao célcio.




Tabela 2.5 Rendimentos e composicdes das 3 fracdes da mucilagem extraidas por Bayar et al.
(2016) [46]

Rendimento
Humidade %
Cinzas

Proteina
Aclcares Totais

Acidos Urénicos

13,12 +2,192
10,66 +0,732
13,78 +1,152
0,32 +0,012
85,31 +1,772
60,66+7,022

6,13+0,602

9,67 +1,442

5,08+0,13°

0,47+0,02°

93,81+0,48°
79,82 +0,25°

10,25+0,69°
10,25 +2,62°
35,52 +0,41°
0,92 +0,03¢
63,45 +1,75°¢
11,64 +0,51°¢

i

Po da folha seca
e

Adicionar agua destilada
1:10 {pfv}
1h30min, 250 rpm, 25°C

Suspendido em dgua
destilada 1:15 (pfv)

pH= 2,8 ¢/ HCI

Centrifugar 4500 rpm

5 A
Banho maria a 20 °C, 15 min

2h
Residuos

filtrado
Predpitado cf IPA
Centrifugar 4500 rpm 1:2 (ufv)

15 min

Secar no forno a

Concentrado mum s0°C, 24h

rota vapor
Durante a noite
{4°C)
Frecipitado c IPA
1:2 [wfu)

Secar no forno a
50 °C, 24h PC

TFC

Figura 2.1 Esquema do método de extragdo TFC, MC e PC usado por Bayar et al. (2016) [46]



Cladadios limpos e cortados

Cozidos durante 20 mina 85 °C

pH-=7 ¢f NaOH

Liquefeitos

Precipitado [(GE) Centrifugado Sobrenadante [ME)

50 mM NaOH cf 0,75% metafosfato de sddio 1M de NaOH em dgua destilada

Agitacio durante 30 min adicionada para a filtragdo

Filtragdo a vacuco cf

pH-=>2 ¢f HCI filtro 3pum

Centrifugado

Ressupenso em dgua

pH->8 cf NaOH

Filtrado a wvacuo com
filtro 3, 1,2, 0,8 € 0,45

Precipitacdo com acetona e etanol

Lavado com etanol 50%
1:1 (wfv)

Seco em placas de petri e moidos
com um almofariz

Figura 2.2 Esquema do método de extracdo das fracBes GE e NE da mucilagem [39]

Segundo Felkai-Haddache et al. (2016) [53] e Adjeroud et al. (2018) [54], foi feita a
extragdo da mucilagem assistida por micro-ondas, triturando as folhas com &gua destilada, e

levando a mistura ao micro-ondas.

Felkai-Haddache et al. (2016) [53] realizou um estudo, comparando a extracdo da
mucilagem assistida por micro-ondas face ao método convencional. Para o método assistido por
micro-ondas, usou 3 poténcias diferentes (500W, 700W e 900W), durante 7 minutos, 1 minuto
por passo, enquanto para o método convencional usou 2 temperaturas diferentes (20 e 80 °C)
com diferentes tempos de extracdo (1h. 2h, 3h e 4h). Os extratos obtidos foram centrifugados, o
sobrenadante foi recolhido e precipitado com etanol 95% na propor¢éo de 1:3 (v/v). O precipitado

foi separado, congelado e liofilizado. O método é representado pelo esquema da figura 2.3.
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Cladddios

Pesados, limpos e removida a epiderme

Triturados e macerados em agua destilada
1:3 (vfv)

Metodo convencional Método assistido por micro-ondas

-~

Filtrado e centrifugado
(4000xG, 15 minutos, 4 *C)

Precipitado
Etanol 95% 13 (v/v)

Liofilizado
-55°C, 12h

Figura 2.3 Esquema do método de extracdo usado por Felkai-Hadache et al. (2016) [53]

Os melhores rendimentos obtidos por Felkai-Hadache et al. (2016) [53] de extragcédo que
obteve foram de 8.03%, 8.81% e 8.95% (p/p seco) para a extracdo feita a 500W/7 min, 700W/5
min e 900W/3min respetivamente. Enquanto para o método convencional, o melhor resultado
obtido foi de 6.91%, para a extracéo feita a 80 °C durante 2h. Este, observou que a 80 °C, com
tempo de extracdo superior a 2h (3h) reduziu significativamente o rendimento de de extracé@o
(4,87 %) devido ao facto explicado por Zheng et al. (2011) [52], que com 0 aumento da
temperatura faz com que a viscosidade do solvente diminua, o que melhora a difusdo do soluto
na matriz vegetal, aumentando a solubilidade dos polissacarideos na solu¢do. Mais, 0 aumento

do tempo de extracdo induzira a gelificacdo dos polissacarideos, o que dificultard a separacao.

Felkai-Hadache et al. (2016) [53] caracterizou a mucilagem obtida pelos diferentes
métodos, em relacdo a proteina, aglcares neutros, acidos urénicos e monossacarideos. Na
tabela 2.6 sédo apresentados os valores reportados pelo autor em relacdo a proteina, acidos
urénicos e agUcares totais. Os métodos usados para cada caracterizagdo foram os métodos de
Pierce BCA, Blumenkrantz e Asboe-Hansen [55] e 0 método descrito por DuBois et al. (1956)
[50], respetivamente. Para a determinag&o da composicdo de monossacarideos, o autor usou o
método descrito por Ray et al. (2004) [56] determinados por GC. Os monossacarideos reportados

pelo autor apresentam-se na tabela 2.7.
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Tabela 2.6 Composicdes das mucilagens extraidas por Felkai-Hadache et al. (2016) (a,b,c,d =
nivel de significancia p<0,05) [53]

_ ug / mg polimero

) 20 °C/3h 155 +0,96a 45 +0,6¢ 494 +9a
Convencional

80 2C/2h 156 +1,01a 51 +0,5e 558 +5ab

500W/7 min 162 +1,48b 48 +0,1dc 746 15b

Micro-ondas | 700W/5 min 164 +0,57a 44 +0,8b 744 +8b

900W/3 min 169 +0,99d 39 +0,3a 752 £3b

Tabela 2.7 Composicdes de monossacarideos das mucilagens extraidas por Felkai-Hadache et
al. (2016) [53] (A-Arabinose; G-Galactose; X-Xilose; R-Ramnose)

; Razdo molar

20°C/3h | 41+0,6c 31+1,1b 19+0,6b 70,6d
809eC/2h |39%2,0c 31+0,4b 20+0,8c 70,4d
500W/7 min | 36 +0,6a 32 +0,8c 18+1,0a 6+1,2d
Micro-ondas | 700W/5 min | 38 +0,4b 30 +0,4a 20#1,3c 5+0,5b
900W/3 min | 42 +1,6d 30+1,3a 21+0,8d 4+1,7a

Convencional

2.4 Uso da mucilagem na remocéao da turvacao da agua

Vérios investigadores tém usado a mucilagem extraida, no processo de coagulacéo-
floculag@o no tratamento de aguas para a remocao da turvagdo da agua [19, 20, 43, 57-59].

Outros autores estudaram também a mucilagem para a remocao de metais pesados [45, 54].

Os termos de coagulacdo e floculacdo sédo frequentemente usados como sinénimos,
ambos dizem respeito ao processo integral de aglomeragdo de particulas. O processo de

coagulacao-floculagdo é usado no tratamento primario das aguas residuais [60].

As aguas residuais dependendo da sua origem, podem conter diferentes tipos de
constituicdo. As particulas presentes numa agua em suspensdo podem apresentar varios
diametros. Existem particulas que sedimentam e outras de menor dimensao que nunca chegam
a sedimentar, designados por particulas coloidais. As particulas coloidais apresentam diametros
compreendidos entre 0,001 e 1 um. Estas particulas sdo responsaveis, na maioria das vezes

pela cor e turvacao presente nas aguas [60].

A turvacao é a medida, em NTU (Nephelometric Turbidity Units), da clareza relativa de
um liquido. E a medida da intensidade de luz espalhada a 90 graus conforme um feixe de luz
passa pela amostra de agua. Quanto maior a intensidade da luz espalhada, maior a turvacao
[61].

12



Os solidos suspensos na agua tém uma carga negativa e uma vez que tenham o mesmo
tipo de carga superficial, estas repelem-se entre elas quando estas se aproximam. Por isso, 0s
sélidos suspensos permanecem estaveis em suspenséo [62].

O objetivo principal de um processo de coagulagdo-floculagcdo é promover a agregacgéo
de coloides em suspenséo, de modo que adquiram densidade suficiente para precipitar e assim
serem removidos. Desta forma, o processo elimina a turvacao, cor aparente, matéria organica

natural e microrganismos [62].

No processo de coagulagao ocorre a destabiliza¢éo das cargas das particulas existentes
na agua. Para o efeito sdo adicionados coagulantes quimicos com carga oposta aos sélidos
suspensos, de modo a neutralizar as cargas negativas nao sedimentaveis por acdo da gravidade.
A carga uma vez neutralizada, as particulas suspensas sao capazes de se agregarem. As
particulas formadas neste processo sdo chamadas de microflocos, invisiveis a olho nu. Nesta
fase é induzida a mistura rapida de modo a dispersar o coagulante adicionado e promover a
colisdo entre particulas [60].

Os coagulantes metalicos mais usados sdo essencialmente, os que contém ibes de
aluminio (sulfato de aluminio, cloreto de aluminio e aluminato de sddio) e os que contém ides de
ferro (sulfato férrico, cloreto férrico). A eficicia destes coagulantes surge principalmente pela sua
habilidade de formar complexos polinucleares multicarregados [62].

A floculacdo tem por objetivo a aglomeracéo das particulas por efeito de transporte de
fluido, de modo a formar particulas de maiores dimens&es. Destina-se a promover a colisdo das
particulas destabilizadas e a favorecer a sua agregagédo em flocos de massa especifica superior
a agua através da mistura lenta [60].

Bustillos et al (2013) estudou a mucilagem extraida de 4 métodos diferentes, como
agente coagulante-floculante no tratamento de agua residuais, com pH=5,51 e uma turvacao
inicial de 3390 NTU, comparando o desempenho de cada um com o cloreto férrico. As respostas
medidas foram a percentagem de remocdo da turvacdo inicial e da remogdo de COD. Os
produtos foram aplicados na dgua a tratar com uma concentragdo de 150 mg L. Os resultados
preliminares mostraram que o método de extracdo teve efeito na performance na operacao de
coagulacao-floculagdo. A melhor eficiéncia de remocao da turvacgéo inicial obtida foi de 88.4%,
usando o pé obtido do cladédio seco no forno. Por outro lado, ao ter aplicado pé de mucilagem,
pela secagem do extrato de mucilagem, ndo houve qualquer remoc¢éo da turvacdo. Obteve uma
remocéo de COD inicial de 41,2% ao ter aplicado o p6 obtido do cladédio seco no forno, face a
27,6% quando aplicado o cloreto férrico [19].

Pichler et al (2012) testou 3 tipo fracdes da mucilagem, a fracdo gelificante (GE), ndo
gelificante (NE) e a combinada (CE), como agente floculante em comparacédo com o sulfato de
aluminio numa &agua turva sintética com pH=7, para a remocao da turvagdo da mesma. Os
resultados mostraram que GE teve uma melhor performance face ao sulfato de aluminio

aplicadas a uma agua turva com 5 g L de caulino, numa concentragdo de 3 mg L. Os resultados
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mostraram também numa diminui¢do do tempo de sedimentagcdo em comparacao ao sulfato de

aluminio [20].

Por outro lado, Enrique et al. (2013) aplicou a mucilagem numa agua real com uma
turvacao inicial de 276 NTU e pH=7,22, em comparac¢do ao sulfato de aluminio em diferentes
concentracdes (35 e 40 g L) e diferentes velocidades de agitacdo em ensaios de jar test (100 e
200 rpm). Este verificou que para o caso de sulfato de aluminio, houve uma maior remocao
(99,8 %) para uma maior velocidade (200 rpm) e menor concentragao (35 mg L1). No caso da
mucilagem, obteve um melhor desempenho para uma menor velocidade de rotacdo (100 rpm) e
maior concentracdo aplicada (40 mg L™1). Contudo, obteve uma melhor remoc¢édo da turvacdo

inicial usando o sulfato de aluminio (99,8%) face a mucilagem (93,25%) [18].

Al-aubadi et al. (2015) realizou estudos da mucilagem extraida dos cladédios OFI como
coagulante natural e aditivo de floculante juntamente com aluminio para o tratamento de agua
potavel. A influéncia do pH mostrou que para pH=7 obteve-se a maior remog¢éo de turvagéo.
[43]. Muitos estudos indicaram que o pH tipico de maior parte dos coagulantes naturais para
remover a turvagdo da dgua esté entre 6.5-7.5, e 0 pH tem um papel importante na mudanca da
carga elétrica dos grupos ativos tais como o acido galacturénico na mucilagem dos catos, e isto
afeta incluindo a ligag&o entre 0s grupos ativos do coagulante e as particulas suspensas. (Jadhav
e Maharan (2013) [63] ; Omer et al (2013) [64]). Bouatay e Mhenni (2014) reportaram que o0 pH

da &gua entre 7-8 € o mais adequado para o uso da mucilagem do cato como coagulante [44].

Foi estudada também o uso da mucilagem como agente floculante na remog¢éo de metais
pesados nas aguas. Hassan et al. (2017) reportou uma remogé&o entre 72-77% de zinco e niquel,

e uma remocao quase total de cadmio e cobre no efluente industrial de um esgoto [41].

Nharingo et al. (2015) aplicou a mucilagem extraida na remocéo de ides de chumbo
presentes nas aguas residuais, efetuando um estudo em relagdo aos fatores que influenciam que
a floculacéo tais como o pH, o tempo de contato, a temperatura, a dose floculante, a forga i6nica
e a concentracao do alvo poluente. Este, conclui que as condi¢gfes 6timas foram para a agua a
tratar com valor de pH=5 a uma concentracdo de 8 mg L* de pé de mucilagem. O processo foi
mais eficiente com tamanho das particulas do pé de mucilagem menores que 75 pm a 35 °C para
um tempo de sedimentacdo de 3h [45]. Na tabela 2.8 s&o apresentados os resultados de

eficiéncias de remocao de diversos autores.

Beyene et al. (2016) [66] testou o0 p6 de cladédio em diferentes concentracdes (0.5, 1.5,
2,5e3,5¢g/L), numa dgua com turvacgéo inicial de 48 NTU verificou que o aumento da dosagem
aplicada, traduziu-se num aumento da remocdo da turvagéo inicial, tendo obtido a eficiéncia

maxima de remocéao de 54%, quando aplicados 3,5 g L de p6 de cladddio.
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3. Materiais e métodos

Neste capitulo serédo apresentados todos os procedimentos experimentais e os materiais
usados no decorrer das experiéncias. Os ensaios da extracdo da mucilagem e as suas
caracterizagdes foram realizadas nos laboratérios 407, 521 e 610 de BioEng da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade NOVA. Realizaram-se testes preliminares de remog¢éo
de turvacgédo, usando uma agua turva sintética preparada a partir de argila, no laboratério 521. Os
ensaios de jar test foram realizados na ETAR de Alcantara.

3.1 Extracao da mucilagem

A folhas do cato da espécie OFI foram colhidas na Herdade da Azinheira, Vale do Pereiro
no distrito de Evora em Portugal. As folhas foram doadas pela empresa Pepe Aromas, Lda.

Figura 3.1 Plantacao OFI, Vale do pereiro

Os métodos de extracdo da mucilagem escolhidos tiveram com base nos artigos
cientificos encontrados e na sua possibilidade de execucéo face aos equipamentos requeridos.
Os métodos de extracdo utilizados neste trabalho tiveram com base os métodos descritos por
Sepulveda et al. (2007) [42], Bustillos et al. (2013) [19] e Felkai-Hadache et al. (2016) [53].

Para a extracdo da mucilagem foram usados o0s seguintes equipamentos:

e Centrifuga da SIGMA 4-16KS rotor 12356

e Micro-ondas da Flama 1824 FL

e Extrator de frutas da Clatronic

e Liquidificadora da Phillips ProBlend 5

e Estufa da HOLE LAB

e Liofilizador da Scanvac CoolSafe

e Balanca 1 da Science Education VWR modelo SE 1202 (Legibilidade 0,01g;
Linearidade + 20 mg)
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e Balanca 2 da Kern modelo ABJ-NM/ABS-N (Legibilidade 0,01g; Linearidade +
0,3 mg)
e Medidor de pH da Sartorius Docu-PHmeter (+ 0,005)

Todas as folhas usadas para extracdo da mucilagem foram removidos os espinhos e a
cuticula, raspando a folha com ajuda de uma faca, posteriormente lavadas com agua da torneira
a temperatura ambiente e secas a temperatura ambiente. Foram pesados (balanca 2) tubos de
amostra previamente, para posteriormente se pesar a quantidade exata de amostra liofilizada.
Os tubos foram selados com filme de parafina plastica, de modo a proteger da humidade. Todas

as folhas foram pesadas a partir da balanca 1.

3.1.1 Método de extragdo 1

Pesaram-se cerca de 1 kg de cladédios e cortaram-se longitudinalmente em tiras com
cerca de 2 cm de largura. Foi extraido o sumo no extrator de frutas/vegetais. O sumo obtido foi
centrifugado a 4°C, durante 1h e 6000 rpm. ApGs concluida a centrifugacéo, descartou-se pellet
verde e foi recolhida a mucilagem pura transparente. Da mucilagem pura transparente recolhida,
uma parte foi congelada a -80 °C, e restante foi precipitada com etanol 95% na razéo de 1:3 (v/v).
Deixou-se a mistura (mucilagem + etanol) no frigorifico a 4°C durante a noite, de modo a obter
uma melhor agrega¢éo da mucilagem. O precipitado foi separado, filtrando a mistura através de
um pano fino de algoddo. O precipitado foi lavado com agua destilada e posteriormente
congelado a -80 °C. Por fim, liofilizaram-se as amostras a -91 °C. Foram designados P1 e P1-E
aos polimeros obtidos sem e com precipitacdo de solvente, respetivamente. O método é

ilustrado pelo esquema da figura 3.2.

Cortar os cladddios em tiras J

{

[ Extrator de frutas/vegetais ]

[ Centrifugado a 6000 rpm, 1h, 4°C ]
Mucilagem pura obtida

[ Congelado (-80°C) e liofilizado (-31 *C) ] [ Precipitaflogc,-"”lfi:?nol g ]

(2.7}
310U
© ajueing

v
' Y
Precipitado separado através de
um pano fino de algod3o e lavado
com agua destilada

!

[ Congelado (-80 °C} e licfilizado (-91 °C) ]

.

Figura 3.2 Esquema do método de extragdo 1
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3.1.2 Método de extragéo 2
Pesaram-se cerca de 300 g de cladédio. Cortou-se o cladédio em pedacos, e
posteriormente foram secos na estufa durante 24h a 60-70 °C. Apds a secagem, os pedacos
secos foram moidos num almofariz até se obter cerca de 0,5 mm de diametro. O p6 seco obtido

foi armazenado num frasco de vidro até ao seu uso. Foi designado como P2 ao p6 seco obtido.

3.1.3 Método de extracéo 3

Pesaram-se cerca de 1 kg de cladddios e cortaram-se em pedacos com cerca de 1 cm?,
Os pedacos foram cozidos numa panela com 1L de dgua destilada, a 80 °C durante 30 minutos.
Separaram-se os pedacos do extrato com uma peneira de cozinha/escorredor. Arrefeceu-se
imediatamente o extrato obtido em banho gelado. Uma parte do volume do extrato obtido foi
congelado a -80 °C. Dividiu-se o restante volume de extrato em duas por¢des. Uma porcéo foi
precipitada com etanol 95% na raz&o de 1:3 (v/v) e a outra por¢ao foi precipitada com isopropanol
96% (1:3 (v/v). Deixaram-se a misturas (extrato + solvente) no frigorifico durante a noite, de modo
a obter uma melhor agregacao da mucilagem. Filtraram-se as misturas através de um pano fino
de algodao, de modo a separar 0s precipitados. Lavaram-se os precipitados com 4gua destilada
e congelaram-se a -80 °C. Por fim, as amostras foram liofilizadas a -91 °C. Foram designados
P3, P3-E e P3-IPA, os polimeros obtidos sem precipitagdo, precipitacdo com etanol e IPA,

respetivamente. O método € ilustrado pelo esquema da figura 3.3.

Cortar os cladddios em pedagos mais )
pegquencs

Cozidos em agua destiladaa 80°C |
durante 30 min

Extrato obtido

[ Congelado (-80°C) e liofilizado (-91+C) ] Precipitado

cf Etanol 95% |
1:3(vfv)

¢/ IPA 96%
1:3 (v/v)

e ™y
Precipitado separado através de
um pano fino de algodio e lavado
com dgua destilada

p

¥

Congelado (-80 #C) e liofilizado (-91°C) ]

¥

[ ] EH BE

Figura 3.3 Esquema do método de extragdo 3
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3.1.4 Método de extracéo 4

Pesaram-se cerca de 300 g de cladédio e cortou-se em pedacos com cerca de 1 cm?Z.
Os pedacos foram liquefeitos na liquidificadora com agua destilada na razao de 1:5 (p/v). Deixou-
se amacerar durante 24h, a temperatura ambiente. Mediu-se o pH antes e depois da maceracao.
A mistura foi filtrada através de um pano de algodao, de modo a remover a polpa. Congelou-se
parte do filtrado obtido a -80 °C e dividiu-se o restante volume em duas por¢des. Precipitou-se
uma porgéo com etanol 95% na razado de 1:3 (v/v) e a outra com IPA 96% na razéo de 1:3 (v/v).
As solucbes foram centrifugadas (extrato + solvente) a 4000xG, durante 10 minutos a 4 °C.
Descartou-se o sobrenadante e recolheu-se o precipitado. Os precipitados foram recolhidos e
congelados a -80 °C. Liofilizaram-se os polimeros obtidos a -91 °C. Foram designados P4, P4-E
e P4-IPA, os polimeros obtidos sem precipitacao, precipitacdo com etanol e IPA, respetivamente.

O método é ilustrado pelo esquema da figura 3.4.

Cortar os cladadios em pedacos mais
pequenos

Liquefeitos e homogeneizados cf agua
destilada 1:3 (p/v)

Macerar a temperatura ambiente, 24h

Extrato obtido

Congelado (-80 °C) e liofilizado (-51 °C) ] Precipitado

¢/ Etanol 95%
1:3(w/v)

¢/ IPA 96%
1:3 vfv)
[ Centrifugado a 4000xG, 10 min, 4 “C ]

b

Precipitado recolhido e lavado
com dgua destilada

'

[ Congelado (-80 #C) e liofilizado (-91 °C) ]

: T

P4 P4-E P4-IPA

Figura 3.4 Esquema do método de extracdo 4

3.1.5 Método de extracéo 5
Pesaram-se cerca de 300 g de cladddio e cortaram-se em pedagos com cerca de 1 cm?.
Trituraram-se os pedagos com agua destilada na razéo de 1:5 (p/v) na liquidificadora. A mistura

foi levada ao micro-ondas a 700W durante 3 minutos. Posteriormente, a mistura foi arrefecida
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em banho gelado. Filtrou-se a mistura através de um pano fino de algodao de modo a remover
a polpa. Mediu-se o pH do filtrado e centrifugou-se a 5000xG durante 15 minutos a 4 °C. Foi
recolhido o sobrenadante, e congelou-se uma parte a -80 °C. A outra porc¢éao foi precipitada com
etanol 95% na razao de 1:3 (v/v). Deixou-se a mistura (extrato + solvente) no frigorifico a 4 °C
durante a noite, de modo a obter uma melhor agregacdo da mucilagem. Filtrou-se com um pano
fino de algoddo, de modo a separar o a mucilagem precipitada. O precipitado foi lavado com
agua destilada e congelado a -80 °C. Todos os polimeros foram liofilizados a -91 °C. Foram

designados P5 e P5-E aos polimeros obtidos sem e com precipita¢do, respetivamente.

Cortar os cladddios em pedagos mais
pequenos

destilada 1:3 (p/v)

Micro-ondas a 700W durante 3 min

l

Filtrado com um pano fino de modo a
remaover a polpa

[ )
[ Liquefeitos & homogensizados cf 4zua ]
| |
[ )

[ Centrifugado a 5000xG, 15 min, 4 °C ]

Sobrenadznte precipitado ¢ Etanol 95%
1:3 {wiv)
Durante anaite
14°C)

Congelado {-80 °C) e liofilizado {-91 *C) ]

um panc fino de algodio e lavado
com agua destilada

¥
[ Congelado [-80 *C) e liofilizade (-31 “C) ]

|

5 5-E

{ Precipitado s=parado através de W

Figura 3.5 Esquema do método de extracdo 5

Foi calculado o rendimento de cada extracéo a partir da equagéo 3.1.

. Peso de p6 seco otido (g)
Rendimento % = - x 100
Peso de folha fresca equivalente (g) (3.1)

3.2. Caracterizacao da mucilagem

A mucilagem extraida foi caracterizada quanto a sua composicao em termos de acucares

neutros, proteina total, 4cidos urénicos e cinzas. Os valores foram comparados com os valores
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encontrados na literatura. Por fim, foi escolhido um dos polimeros extraidos para caracterizagédo
de monossacarideos na sua composicao, de modo a identificar, segundo a literatura, os
principais monossacarideos presentes na mucilagem OFI| (arabinose, galactose, xilose e
ramnose).

Para a caracterizacdo da mucilagem foram utilizados os seguintes equipamentos:

e Digestor da OHAUS modelo HB4DG

e Balanc¢a 2 Kern modelo ABJ-NM/ABS-N (Legibilidade 0,01g; Linearidade
+ 0,3 mg)

e Balanca 3 da Sartorius CPA 225D (Legibilidade 0,1 mg; Linearidade +
0,2 mg)

e Centrifugadora da SIGMA 4-16KS rotor 12168

e Muffla da Nabertherm B150

e Estufa da Memmert U15

Foram realizados métodos colorimétricos para as caracterizagdes em relacéo a proteina
total, aclcares neutros e acidos urénicos. Foram preparadas sempre concentra¢gdes padréo para
cada ensaio, de modo a obter a reta de calibragéo, para se calcular o componente em questao.
Foram obtidas duas retas do tipo y=ax + b, onde a e b sdo o declive e ordenada na origem da
reta. Foi escolhida a reta com maior coeficiente de determinacéo da reta (R?). Este valor varia
entre 0 e 1. Quanto mais préximo de 1, melhor a reta se ajusta aos pontos obtidos.

Foi calculado o coeficiente de variancia relativo (Cv) entre os duplicados pela equacéo
3.2, onde p e o correspondem a média dos duplicados e o desvio padrédo entre os duplicados,
respetivamente. Caso seja superior a 10%, repetir a analise da amostra em causa.

o
Cy% = - % 100 (3.2)

3.2.1 Proteina Total
Para a determinacao de proteinas aplicou-se o método descrito em Concordio-Reis et al.
(2020) [68] representado pelo esquema da figura 3.6.

Para preparar a solucdo de NaOH 20%, pesar 20 g de NaOH (Labchem, 215-185-5) e
dissolver em 100 ml de agua destilada numa placa com agitador magnético. Para a preparagéo
da solucéo de cobre, pesar 25 g de CuS0O4.5H20 (PRS >99%) e dissolver em 100 ml de agua
destilada. Preparar as solugfes no dia anterior e deixar no frigorifico envolvidas em papel de

aluminio, de modo a proteger da luz.

Dissolver cerca de 25 mg do polimero a analisar em 5,5 ml de 4gua destilada em tubos

de hidrélise (Duran GL 18). Posteriormente, adicionar 1 ml de NaOH 20% a mistura no vortex,
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cerca de 10-20 segundos, imediatamente antes de levar os tubos ao digestor a 100 °C durante
5 minutos. Depois da digestéo, arrefecer os tubos em banho gelado, Adicionar 170 pL de
CuS04.5H20 25% a mistura e agitar. Centrifugar as amostras a 3500xG durante 5 minutos.
Recolher o sobrenadante e medir a absorvancia do mesmo a 560 nm. Utilizar a albumina (Sigma-
Aldrich) como padréo. Fazer duplicados, tanto para os padrdes, como para as amostras de

polimeros a analisar.

Dissolver 25 mg de polimero em 5,5 ml agua destilada

!

Adicionar 1 ml 20% NaOH

!

Digest&o 100 °C, 5 min
Adicionar 170 pL Cu50..5H,0 25%

Centrifugar 3500xG, 5 min

Ler absorvincia a 560 nm

Figura 3.6 Método usado para a caracterizacdo de proteina

Os resultados sdo apresentados em pg de proteina por mg de polimero, sendo estes a média

dos duplicados. Para o calculo usou-se a equagéo 3.3.

pg Proteina  Concentragdo de Proteina (g/L)

= x 1000 3.3
mg Polimero Concentrac¢ido de Polimero (g/L) (33)

3.2.2 Agucares Neutros
Na determinacédo da quantidade de acUcares totais presentes no polimero, usou-se o
método da antrona. Em primeiro lugar para preparar o reagente de digestao, dissolver 0,125 g
de antrona (Sigma-Aldrich, 97%, 319899-25G) em 100 ml de acido sulfdrico (Fluka, >97%), com
auxilio do agitador magnético, em banho gelado e envolvido com folha de aluminio, de modo a

proteger da luz. Depois de dissolvido, deixar repousar 2h antes do uso. Usar a glucose (Fluka,
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G/0500/60) como padrdo, e preparar amostras padrdo com diferentes concentragées (5-100

ppm). Preparar solucdes dos polimeros a analisar em baldes volumétricos.

Para a analise, adicionar 2,5 ml de reagente de digestao a 0,5 ml de amostra de polimero
num tubo de hidrdlise, arrefecer imediatamente em banho gelado e agitar gentiimente, uma vez
aguece instantaneamente, de modo que todas as amostras tenham o mesmo tratamento e tempo
de digestdo. Depois de arrefecerem, levar os tubos ao digestor a 100 °C durante 14 minutos e
arrefecer novamente em banho gelado apés a digestao. Analisar dois brancos (agua destilada),
duas réplicas da amostra padrdo e duas réplicas da amostra de polimero. Por fim, medir as
absovancias a 625 nm. Usou-se a equacéao 3.4 para o calculo da quantidade de acucares, que é

apresentada como pg de agulcares totais por mg de polimero.

pg Acicares Neutros  Concentragdo de Acucares Neutros (g/L) (3.4)

x 1000

mg Polimero - Concentracao de Polimero (g/L)

3.2.3 Acidos Urénicos

Os acidos urénicos foram determinados pelo método de Blumenkrantz e Asboe-Hansen
(1973) [68], representado pelo esquema da figura 3.7. Em primeiro lugar, preparar a solugéo do
reagente de digestéo, acido sulfdrico/tetraborato, e a solugdo de m-hidroxidifenil.0,15% em 0,5%
NaOH. Para a primeira, dissolver 0,25 g de tetraborato de sodio (Alfa Aesar, 99,5%) em 100 mi
de acido sulfarico numa placa de aquecimento verificando a temperatura com o termémetro, uma
vez que a 70 °C é quando este se dissolve melhor. Para a solugdo de m-hidroxidifenil, dissolver
0,15 g de m-hidroxidifenil e 0,5 g de (NaOH Labchem, 215-185-5) em 100 ml de 4gua destilada.
Caso sejam preparadas no dia anterior, guardar no frigorifico a 4 °C, envolvidas em papel de

aluminio de modo a proteger da luz.

Para os polimeros a analisar, preparar solu¢gdes com a concentracdo cerca de 1 g L.
Para analise, adicionar 1,2 ml de reagente de digestédo a 0,2 ml de amostra de polimero em tubos
de hidrélise. Arrefecer os tubos em banho gelado, agitar no vortex 5-10 segundo e levar os tubos
ao digestor a 100 °C durante 5 minutos. Ap6s digestdo, arrefecer em banho gelado. Adicionar 20
ML de m-hidroxidifenil e agitar. Deixar estabilizar durante 20 minutos e ler absorvancias a 520
nm. Usou-se a equacéo 3.5 para o calculo da quantidade de acidos urénicos no polimero, que é

apresentada como pg de acidos urénicos por mg de polimero.

ug Acidos Urénicos _ Concentracdo de Acidos Urénicos (mg/L) (3.5)

mg Polimero - Concentracdo de Polimero (g/L)
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0,2 ml amostra + 1,2 ml Acido sulfirico/Tetraborato 0.0125M

!

100 °C, 5 min

!

Adicionar 20 pL m-Hidroxidifenil 0,15% em 0,5% NaCOH

!

Ler absorvincia a 520 nm

Figura 3.7 Método usado para caracterizacdo de acidos urénicos

3.2.4 Cinzas

Para a quantificagdo de cinzas, em primeiro lugar, colocar os filtros de fibra de vidro
(VWRI 516-0861, grau 691) durante 30 minutos na muffla a 550 °C. Num cadinho de porcelana,
colocar o filtro previamente pesado. Pesar cerca de 100 mg de amostra diretamente no filtro
colocado no cadinho. Deixar as amostras durante a noite na estufa a 100 °C. Na manha seguinte,
pesar as amostras e posteriormente leva-las a muffla a 550 °C durante 6h. Retirar os cadinhos
da muffla, e coloca-las num exsicador até arrefecer. Por fim, pesar as cinzas. As amostras foram
e devem ser pesadas na mesma balangca. Neste caso, utilizou-se a balanca 3. Fizeram-se
duplicados de amostras sempre que possivel, uma vez que a quantidade minima de amostra a
analisar sdo de 100 mg. Realizou-se mais que um ensaio, uma vez que s6 existiam 10 cadinhos.
Todos os célculos e pesos registados dos ensaios, encontram-se no Anexo A.4. Para o céalculo
das cinzas usou-se a equacéo 3.6, onde P1 é o peso (g) do cadinho mais o filtro, P2 o peso (g)
do cadinho com filtro mais o peso da amostra e P3 o peso do cadinho com o filtro mais o peso

das cinzas retiradas da muffla a 550 °C, apés 6h.
P3
% Cinzas = P2 —P1 x 100 (3.6)

3.2.5 Monossacarideos
Foi feita uma analise aos monossacarideos presentes na mucilagem extraida dos
cladédios OFI. Devido aos custos associados a esta andlise, s6 se analisou um dos polimeros
extraidos. Para isso, escolheu-se o polimero P1, visto que ndo se aplicou nenhum tratamento de
temperatura e/ou ndo se usou nenhum solvente para extrair. Pretende-se detetar e quantificar
0s principais monossacarideos reportados segundo a literatura. Sendo eles a arabinose,

ramnose, xilose e galactose.
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A analise foi feita por HPLC pelo laboratério Requimte da FCT/NOVA. Antes de se
entregar a amostra de polimero para analise, foi necessério realizar a hidrélise da amostra. Para
a hidrdlise, pesar cerca de 5 mg de polimero num tubo de hidrélise e adicionar 5 ml de agua
destilada. Adicionar 0,1 ml de TFA 99% (Sigma-aldrich) imediatamente antes de lavar o tubo ao
digestor a 120 °C durante 2h. Deixar arrefecer o tubo. Filtrar a amostra com filtros de Eppendorf
e colocar em vials de HPLC.

Para andlise foi necessario preparar uma solucdo padrdo com 1 g L' dos
monossacarideos que se pretende identificar. Pesar 10 mg de L-ramnose (Fluka >99%), 10 mg
de D-xilose (Sigma-aldrich >99%), 10 mg D-galactose (Fluka) e 10 mg de L-arabinose (TCI >98%)
e dissolver num balédo volumétrico de 10 ml com agua destilada.

O equipamento (Dionex ICS3000) onde se realizou a analise, a coluna € da Thermo
Carbopac PA10 4x250 mm mais a pré-coluna Thermo Aminotrap 4x5mm. O eluente utilizado foi
0 NaOH (18 mM) a 1 ml/min, a 25 °C. O volume de injecao foi 10 pl e a detecéo eletroquimica
PAD (Pulsed Amperometric Detection).

3.3. Ensaios preliminares de remocéao de turvacgéao

Realizaram-se ensaios preliminares numa agua turva sintética preparada a partir de
argila comercial do Celeiro com a composi¢cdo descrita na tabela 3.1. Realizaram-se estes
ensaios de modo a avaliar a efetividade na remocdo da turvacdo e na velocidade de
sedimentacdo das particulas de flocos formadas. Testaram-se os polimeros com uma

concentracao de 150 mg L na 4gua turva sintética.

Tabela 3.1 Composicao da argila

Perda ao rubro 27
SiO2 25
Al203 10
Fe203 2,8
Cao 28
MgO 3,7
Naz20 <0,5
K20 1,6
TiO2 0,32
MnO <0,3
P20s <0,3

Em primeiro lugar, prepararam-se as solugfes de 4gua turva sintética com concentragao
de 5 gL?, dissolvendo 5 g de argila seca em 1 L de agua destilada em frascos de Schott. Deixou-

se a solugcdo numa placa com agitador magnético durante 1h. Apds a agitacdo, deixou-se a
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solugdo repousar durante 24h a temperatura ambiente até ao seu uso, de modo a hidratar a

argila. A composicao da argila usada para este trabalho encontra-se na tabela 3.1.

Testaram-se os polimeros numa concentracdo de 150 mg L. Para isso, transferiu-se
100 ml de agua turva sintética para um gobelé, usando uma proveta graduada de 100 ml. Teve-
se o cuidado de agitar e inverter o frasco de Schott varias vezes, de modo a garantir uma solugéo
homogénea entre enchimentos. Levou-se o gobelé a uma placa com agitador magnético, e foi
injetado o polimero com uma micropipeta. Depois de injetado o polimero, deixou-se agitar por 20
segundos. ApoOs o tempo de agitacdo, verteu-se imediatamente a mistura para uma proveta
graduada de 100 ml. Observou-se o comportamento nos primeiros 10 minutos. Como padrao,
usou-se o cloreto férrico (Merck 22-38-41). O volume de polimero a injetar foi obtido pela equacéo

3.7. OS ensaios foram realizados a temperatura ambiente.

150 mg L™t x 0,1 L

V,
[solucdo preparada mg ml—1]

polimero =

(3.7)

Foi feita uma avaliacdo qualitativa, visto que ndo foi possivel medir a turvagéo final, uma

vez que nao houve nenhum aparelho para o efeito (turbidimetro).

3.4 Ensaios Jar Test

Foram realizados ensaios de jar test de modo a avaliar a eficiéncia na remocao da
turvacdo numa 4agua residual real. Os ensaios foram realizados ao longo do dia. Para isso foram
sempre recolhidos cerca de 16 L de agua residual (figura 3.8) na parte da manha e na parte da
tarde, de modo a apanhar a variabilidade do efluente. A amostragem recolhida é a agua tratada
resultante do tratamento preliminar (gradagem) onde sao removidos os sélidos grosseiros, areias,
Oleos e gorduras, e que segue para o tratamento primario (coagulacéo, floculacéo e decantagao).
Notou-se que as aguas recolhidas em diferentes alturas do dia apresentavam diferentes niveis
de turvagdo. Com a limitagdo de quantidade de alguns polimeros extraidos, nem sempre foi
possivel realizar os ensaios numa agua com o mesmo nivel de turvacao para todos os polimeros
elou testar todos os polimeros com concentragdes diferentes.

Para a realizagdo dos ensaios foram utilizados os seguintes equipamentos:

e Equipamento Jar test da Velp Scientifica, modelo JLT4 (figura 3.9),
disponibilizados pela da ETAR de Alcantara

e Sonda da Lange para medir a turvacao em NTU, disponibilizado pela ETAR de
Alcantara (figura 3.10)

e Medidor de pH da Sartorius Docu-PHmeter, disponibilizado pela FCT

26



Figura 3.8 Agua residual recolhida

Em todos os ensaios foram usados 800 ml de dgua residual para cada teste. Para cada
recolha de agua feita, foi registado o nivel a turvacao inicial, em NTU, e o seu pH. Foram
preparadas solucGes de polimero em agua destilada. Compararam-se os desempenhos dos
polimeros extraidos com o cloreto férrico (30 mg L1). De seguida, o plano foi feito de acordo com
as respostas de cada polimero. As solu¢gBes de polimeros foram preparadas sempre no dia
anterior e deixadas no frigorifico (4 °C) até ao seu uso. Realizaram-se no total 8 ensaios, em 4

dias diferentes da parte da manha e da parte da tarde.

Figura 3.9 Equipamento jar test Velp Scientifica modelo JLT4

A metodologia para testar o polimero sozinho foi a seguinte:

Encher gobelé com 800 ml de &gua residual

2. Injetar polimero e ajustar a velocidade de agitagdo a 200 rpm permitindo um tempo de
contacto de 2 minutos

3. Reduzir a velocidade de agitacdo para 100 rpm e permitir um tempo de contacto de 5
minutos
Deixar repousar/sedimentar durante 20 minutos

Medir turvacao final do sobrenadante e pH
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A metodologia usada para testar o polimero em combinacdo com o CF foi a seguinte:

1. Encher gobelé com 800 ml de agua residual

2. Injetar CF e ajustar a velocidade de agitacdo para 200 rpm e permitir um tempo de
contacto de 2 minutos

3. Injetar o polimero e reduzir a velocidade de agitacdo para 100 rpm e permitir um tempo
de contacto de 5 minutos
Deixar repousar/sedimentar durante 20 minutos

5. Medir turvacéo final do sobrenadante e pH

Além das velocidades de 200 rpm durante 2 minutos e 100 rpm durante 5 minutos, foram
testadas também velocidades de 150 rpm durante 2 minutos (passo 2), seguido de 50 rpm
durante 10 minutos (passo 3). Foi ainda realizado um ensaio combinado (polimero + CF), com
uma agitacao constante.

A metodologia usada para testar o polimero em combina¢do com o CF, com agitacdo
constante foi a seguinte:

Encher gobelé com 800 ml de agua residual

2. Injetar CF e polimero simultaneamente e ajustar a velocidade de agitacao para 100 rpm
e permitir um tempo de contacto de 5 minutos

3. Deixar repousar/sedimentar durante 20 minutos
Medir turvacéo final do sobrenadante e pH

Figura 3.10 Sonda usada para medir a turvagéo

Calculou-se a atividade coagulante de cada polimero usando a equacao 3.8, sendo a
turvag@oseranco, a turvagdo obtida da performance sem o uso de qualquer tipo de

coagulante/polimero, e turvagdorna, a turvagdo do sobrenadante, medida no final do ensaio.
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Para a medigéo turvacgéo inicial, encheram-se 3 gobelés com a agua residual recolhida,
e considerou-se a média das turvacdes dos 3 gobelés. Antes de encher cada gobelé, agitou-se

o garrafdo de modo a homogeneizar a agua residual.

Turvacao — Turvacaoip;ci
% Atividade coagulante = ¢ 'I?li:/:)(;éo £30inicial x 100 (3.8)
Branco

Calculou-se também a eficiéncia de remocéo da turvacéo da agua de cada polimero pela

equacao 3.9.

Turvagaojnicia; — Turvacaog
% Remocao de turvagdo = ¢ T:;i/l:(;éo £30final X 100 (3.9)
inicial

A solucéo de CF, foi preparada a partir da solugdo de CF comercial usada na ETAR de

Alcantara. Foi criada uma solugdo de CF com concentragdo de 20 g L.

mg L™t CF pretentendido X 0,8 L

Ve = 3.10
CF 20 mg L1 (3.10)
O volume de polimero a injetar foi calculado pela equagéo 3.11.
mg L1 P pretentendido x 0,8 L
Vpolimero = (3.11)

[mg ml~1] da soluc¢io preparada
Na tabela 3.2 encontram-se os valores das velocidades de rotacdo e os tipos de testes
(polimero e/ou polimero combinado com cloreto férrico) efetuados em cada ensaio.

Tabela 3.2 Metodologias utilizadas para cada ensaio jar test (P-Polimero; CF-Cloreto Férrico

()

1 X X
> 200 rpm/2 min => 100 rpm/5min => 20 min X X
sedimentacgao
3 X X
4 100 rpm/5 min => 20 min sedimentacdo - X
5 X X
6 150 rpm/2 min => 50 rpm/10 min => 20 min X X
7 sedimentacgao X X
8 X X
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4. Apresentacao e discussao dos resultados

4.1 Extracao da mucilagem

Para o método 1 foram pesados 1012,14 g de cladddios e obtiveram-se 730 ml de sumo,
dos quais 725 ml foram centrifugados, obtendo 547 ml de mucilagem pura. O pH da mucilagem
pura medido foi de 4,76. Da mucilagem pura obtida, 345 ml foram congelados num tabuleiro e
180 ml foram precipitados com etanol. O precipitado foi separado no dia seguinte, congelado e
liofilizado. Obtiveram-se 17,88 g de P1 e 1,79 g de P1-E. Na figura 4.1 sdo apresentadas
fotografias ilustrativas do método de extracéo 1.

Figura 4.1 Fotografias ilustrativas do método de extragédo 1: 1-Sumo obtido; 2-Sumo
centrifugado, mucilagem pura transparente; 3-Mucilagem precipitada; 4-Precipitado; 5-
Polimero P1-E; 6-Polimero P1

Pelo método 2, secaram-se 300,12 g de folha, e obtiveram-se 24,17 g de p6 seco (P2).
Para a secagem, as folhas permaneceram na estufa 48h, uma vez que apés as 24h estas ainda
nao estavam completamente secas. Isto, deveu-se ao facto também que a estufa utilizada serve
para secar o material do laboratério, o que leva a um abrir e fechar constante da estufa e
humidificacao da estufa. Na figura 4.2 estdo apresentadas fotografias ilustrativas do método de

extracao 2.

Para o método 3 pesaram-se 995,94 de cladddios cortaram-se em pedacos com cerca
de 1 cm? Cozeram.se os pedagos em 1 L de 4gua destilada. Obteve-se cerca de 1 L de extrato,
com pH=4,61. Do extrato obtido, 500 ml foram congelados num tabuleiro e liofilizado. Obtiveram-
se 10,02 g de liofilizado (P3). Foram usados 540 ml de IPA 96% para precipitar 180 ml de extrato
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e 750 ml de etanol 95% para precipitar 250 ml de extrato. O precipitado foi separado no dia
seguinte, congelado e liofilizado. Obtiveram-se, respetivamente 0,70 g (P3-IPA) e 0,93 g (P3-E)

de liofilizados. Na figura 4.3 estéo apresentadas fotografias ilustrativas do método de extracao 3.

Figura 4.2 Fotografias ilustrativas do método de extracéo 2: 1-folha fresca; 2-folha seca; 3-folha
seca moida (P2)

Figura 4.3 Fotografias ilustrativas do método de extragdo 3: 1-Pedacos de cladddio; 2-Extrato
obtido; 3- Extrato precipitado com IPA e etanol; 4-Polimero P3; 5-Polimero P3-IPA; 6-Polimero
P3-E

Para 0 método 4 pesou-se 309,57 g de cladéddio e cortou-se em pedagos com cerca de

1 cm?. Foram adicionados cerca de 1548 ml de agua destilada para liquefazer os pedacos,
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obtendo aproximadamente 2025 ml de filtrado. Verificou-se que o pH medido antes da
maceracao foi de 4,79, e depois da maceracado de 4.817. Obtiveram-se 3,28 g (P4) de liofilizado,
a partir de 500 ml de extrato congelado. Foram usados 900 ml de IPA 96% para precipitar 300
ml de extrato e 900 ml de etanol 95% para precipitar 250 ml de extrato. Obtiveram-se,
respetivamente 0,48 g (P4-IPA) e 0,36 g (P4-E) de liofilizado. Na figura 4.4 estao apresentadas
fotografias ilustrativas do método de extracéo 4.

Figura 4.4 Fotografias ilustrativas do método de extragéo 4: 1-Folhas trituradas para
maceracdo; 2-Extrato obtido; 3-polpa; 4- Extrato precipitado com IPA e etanol; 5-Solucéo
centrifugada com a mucilagem precipitada (goma branca); 6-Polimero P4-IPA; 7-Polimero P4;
8-Polimero P4-E

Por fim, pelo método 5 foram liquefeitos 310,24 g de folha com cerca de 931 ml de 4gua
destilada na liquidificadora, durante cerca de 20 segundo na poténcia méxima. A mistura foi
filtrada posteriormente, obtendo 1050 ml de extrato. Depois de centrifugado, foram obtidos 978
ml de sobrenadante. Dos 500 ml de mucilagem pura, resultaram-se 6,44 g (P5) de liofilizado. O

restante extrato foi precipitado com 1434 ml de etanol 95%. Da mucilagem precipitada,
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obtiveram-se 0,87 g de liofilizado (P5-E). Na figura 4.5 estdo apresentadas fotografias ilustrativas

do método de extracao 5.

Figura 4.5 Fotografias ilustrativas do método de extragéo 5: 1-folha trituras com agua destilada;
2-Polpa; 3-Filtrado (extrato); 4-Extrato centrifugado; 5-Polimero P5-E; 6-Polimero P5

Na tabela 4.1 apresentam-se os rendimentos obtidos dos diferentes polimeros obtidos
pelos métodos de extragcdo. Os polimeros P1, P3, P4 e P5 obtidos pela liofilizacdo dos extratos
resultantes dos métodos 1, 3, 4 e 5, respetivamente, verificaram-se maiores rendimentos (2,01-
4,86%) quando comparados aos polimeros P1-E, P3-E, P3-IPA, P4-E, P4-IPA e P5-E, obtidos
pela precipitacdo com solvente do respetivo extrato (0,38-1,04%). Os polimeros P1 e P3, com
rendimentos de 2,82% e 2,01% respetivamente, foram o dobro quando comprados com o0s
valores obtidos por Bustillos et al. (2013) [19] de 0,88% e 1,04%. Isto pode ser explicado pelo
método de secagem utilizado pelo autor, que secou o extrato obtido num secador de leito

fluidizado, enquanto os extratos obtidos neste trabalho foram liofilizados.

Obteve-se um rendimento elevado para o polimero P2 comparativamente aos outros
métodos, o0 que seria esperado, uma vez que o po seco obtido contém o material fibroso da folha.

Obteve-se um rendimento superior para P4-IPA em relacdo a P4-E, ao contrario pelos valores
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reportados por Sepulveda et al. (2007) [42], em que obteve um maior rendimento quando o
extrato obtido por maceracdo das folhas foi precipitado com etanol em vez de IPA, 1,51% e
1,36 %, respetivamente. Cardenas et al. (1997) [30] obteve um rendimento de 0,07%. Ja Pichler
et al. (2012) [20], obteve rendimentos entre 0,5 e 0,67%, para extra¢des das fragdes gelificantes

(GE) e néo gelificantes (NE) da mucilagem.

Tabela 4.1 Rendimentos de extracéo dos diferentes polimeros

| Extrato | Peso de folha | PO seco

P1 345 634 17,88 2,82%
P1-E 180 330,8 1,79 0,54%
P2 - 300,1 24,17 8,05%
P3 500 498 10,02 2,01%
P3-E 250 249 0,93 0,38%
P3-IPA 180 179,3 0,7 0,39%
P4 500 76,4 3,28 4,29%
P4-E 300 45,9 0,36 0,79%
P4-IPA 300 45,9 0,48 1,04%
P5 500 147,7 6,44 4,36%
P5-E 478 141,2 0,87 0,61%

4.2 Caracterizacao da mucilagem

4.2.1 Proteina Total
Na tabela 4.2 estéo os valores de proteina obtidos para cada amostra. Foi feita a média
dos duplicados, com o respetivo desvio padrdo entre eles. Os valores obtidos estdo
representados no gréfico da figura 4.6. Uma vez que foi necessario efetuar mais que um ensaio,
encontram-se no anexo A.l todos os valores de absorvancias obtidos e retas de calibragédo

usadas para o célculo da proteina.

De um modo geral, os polimeros obtidos pela liofilizagdo dos extratos de cada método,
apresentaram um maior teor de proteina comparativamente aos respetivos polimeros obtidos por
precipitagdo com solvente. Os polimeros P1, P3 e P5 tém um teor de proteina superior a 200
pg/mg de polimero. Para os polimeros P3 e P5, houve uma reducéo para cerca de metade

quando estes foram precipitados com etanol (P3-E, P5-E) ou IPA (P3-1PA).

Os valores reportados por Felkai-Hadache et al. (2016) [53] foram de 155 ug/mg e 169
pg/mg. Este, encontrou uma maior quantidade de proteina quando a extracéo foi assistida por
micro-ondas, em comparacgao ao método convencional. Neste trabalho também se verificou essa
evidéncia. Os polimeros P3-E (110 pg/mg) e P3-IPA (87,2 pg/mg), resultantes da precipitagdo
do extrato obtido das folhas a 80 °C com etanol e IPA, contém menos proteina quando
comparado com P5-E (160,6 pg/mg). Os teores de proteina obtidos dos polimeros foram todos

superiores aos valores de 68,2 e 52 ug/mg, reportados por Rodriguez-Gonzalez et al. (2014) [69]

34



e N. Gebresamuel e Tsige Gebre-miriam (2012) [70] . Sepulveda et al. (2007) [42]

62,2 ug/mg na mucilagem precipitada com etanol e IPA, respetivamente.

Tabela 4.2 Valores de proteina total dos polimeros

reportou 75 e

P1 237,3+9,9 Literatura
P1-E 185,4 +4,9 Rodriguéz-Gonzalez et al. (2011) [40]
P2 158,3+0,3 69,3
P3 201,7+2,2 N. Gebresamuel e Tsige Gebre-miriam (2012) [70]
P3-E 110,0+1,3 52,4
P3-IPA 87,2+3,3 Rodriguéz-Gonzalez et al. (2014) [69]
P4 175,6 £4,2 68,2
P4-E 114,3+8,2 Felkai-Haddache et al. (2016) [53]
P4-1PA 113,1+2,1 155-169
P5 221,0+2,9 Sepulveda et al. (2007) [42]
P5-E 160,6 £ 21,1 62-75
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- - - - Sepulveda et al (2007) [42]

Figura 4.6 Grafico dos resultados de proteina total dos polimeros

35



4.2.2 Acucares Neutros
Na tabela 4.3, apresentam-se os resultados obtidos relativos a caracterizacdo dos
acucares dos polimeros, sendo a média entre os replicados e o respetivo desvio padréo entre
eles. Os valores foram representados no grafico da figura 4.7. Uma vez que se realizaram mais
gue um ensaio, encontram-se no anexo A.2 as retas de calibracdo obtidas, assim como os
valores das absorvancias obtidas.

Tabela 4.3 Valores de acglcares neutros dos polimeros

P1 476,6 £12,2 .
Literatura
P1-E 205,6 £9,1
P2 3356517 Rodri Gonzélez et al. (2011) [40
P3 375,04 7,0 odriguez- onzalt;ze al. ( ) [40]
P3-E 181,4+17,0
P3-IPA 218,1+16,4 Rodri G ez et al. (2014) (69
pa 370,3+333 odriguez-Gonzalez et al. ( ) [69]
169,2
P4-E 385,2+1,3
PA-PA 28952158 Felkai-Hadache et al. (2016) [53]
elkai-Hadache et al.
+
P5 478,9+4,8 494-744
P5-E 336,7%7,0
800 53]
700
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— Neste trabalho - - - - Felkai-Hadache et al. (2016) [53]
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Figura 4.7 Grafico dos resultados de aglcares neutros dos polimeros
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As quantidades de agUcares neutros nos polimeros extraidos variaram entre 181,4-478,9
pg/mg de polimero. Os polimeros P1 e P5, obtidos pela liolilizagdo dos extratos obtidos pela
centrifugacado do sumo de cladédio e pelo método assistido por micro-ondas, foram os que
apresentaram maior teor de agUcares na sua composicao. Verificou-se que os polimeros obtidos
pela precipitacdo continham menos acucares em relacdo ao respetivo extrato em que foi feita a
precipitacdo da mucilagem. No caso do polimero P1-E, continha cerca de metade dos agucares
em relacdo ao polimero P1. Pelo método de extracao 3, o polimero P3-IPA apresentou mais
acucares na sua constituicdo face ao P3-E. Por outro lado, os polimeros obtidos pelo método 4,
em que existem mais aglcares no polimero em que foi precipitado com etanol (P4-E) face ao
que foi precipitado com IPA (P4-IPA).

Os valores reportados pela literatura foram bastante diferentes entre eles. Rodriguez-
Gonzaléz, em 2011 [40], reportou 130 pg/mg na mucilagem extraida através da maceracdo das
folhas trituradas, e posteriormente precipitado o extrato obtido. Em 2014, este obteve valores
ligeiramente acima com 169,2 ug/mg. Rodriguez-Gonzaléz [69] usou o método da antrona, que
foi usado neste trabalho também. Felkai-Hadache et al. (2016) [53] extraiu os polimeros pela
precipitagdo dos diferentes extratos obtidos com etanol. Obteve o0s extratos através da
maceracao das folhas trituradas a 20 °C durante 3h, maceracédo a 80 °C durante 2h e assistido
por micro-ondas a 700W durante 5 minutos. Os polimeros apresentaram valores de 494, 558 e
744 pg/mg de agucares, respetivamente. Os polimeros extraidos pelo autor, assemelham-se aos
polimeros P4-E, P3-E e P5-E.

Os valores obtidos neste trabalho foram mais baixos comparativamente aos de Felkai-
Hadache et al. (2016) [53]. O autor usou o método de fenol sulfdrico para a determinagéo de
agucares neutros. Esta diferenca pode ser explicada pelos métodos de extragéo e caracterizacdo
usados, as folhas que foram usadas para a extra¢do, uma vez que a composi¢do das folhas varia
consoante aregido para regido, ou da idade das folhas usadas para a extragdo. As folhas usadas
por Felkai-Hadache et al. (2016) [53] e Rodriguez-Gonzalez (2014) [69] foram colhidas no
nordeste da Argélia e México, respetivamente.

4.2.3 Acidos Urénicos
Na tabela 4.4 encontram-se os valores de acidos urdnicos obtidos para cada polimero.
Foi feita a média dos duplicados, com o respetivo desvio padréo entre eles. Os valores obtidos
estdo representados no grafico da figura 4.8. Encontram-se no anexo A.3 as absorvancias e

retas de calibragdo obtidas para efetuar a quantificacdo de acidos uronicos.

Foi detetada a presenca de acidos urdnicos em todos os polimeros. Os polimeros P1 e
P1-E detetaram-se sensivelmente 30 ug/mg polimero. Verificou-se que o polimero P5-E foi o
polimero com maior quantidade de acidos uronicos, com 57,4 ug/mg, de seguida o P4-E com
50,4 pg/mg. Ja os polimeros obtidos pelo método 3, foram os que menos acidos urénicos tinham,
ndo havendo diferencas significativas entre eles. Os polimeros P4 e P5 contém quantidades

idénticas de acidos urénicos, 26,6 pg/mg.
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Felkai-hadache et al (2016) [53], determinou o teor de acidos urdnicos, pelo mesmo
método usado neste trabalho, dos diferentes polimeros obtidos pela precipitagdo com etanol, dos
diferentes extratos resultantes de varios métodos de extragdo. Reportou 45 pg/mg quando o
extrato foi obtido por maceragédo a 20 °C durante 3h, 51 pg/mg quando cozeu os cladodios
triturados a 80 °C durante 2 h, e valores entre 39-48 pug/mg, quando extraiu com recurso ao micro-
ondas nas diferentes poténcias de 500-900W durante 3-7 minutos. J& Rodriguéz-Gonzalez (2014)
[69], reportou uma menor quantidade de 23,5 ug/mg de acidos urdénicos na composi¢cdo da

mucilagem extraida.

Tabela 4.4 Valores de acidos urénicos dos polimeros

P1 31,8+0,7
P1-E 292+1,1 Literatura
P2 23,0+0,8

Rodriguez-Gonzalez et al. (2014)
P3 10,9+0,1 (69] 23,5

P3-E 11,7+0,3
P3-IPA 12,6 +1,0

P4 26,6+0,9

P4-E 50,4 +1,7 Felkai-Haddache et al. (2016) [53]
P4-IPA 19,0+ 0,0 39-51

P5 26,6+0,7

P5-E 57,4+15
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Figura 4.8 Gréfico dos resultados de 4cidos urénicos dos polimeros
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4.2.4 Cinzas
Os resultados obtidos relativamente ao teor de cinzas para cada amostra séo
apresentados na tabela 4.5. Para os polimeros P3-IPA, P4-IPA e P5-E, uma vez que a
quantidade minima para realizar a caracterizacdo de cinzas € de 100 mg, por limitacdo de
quantidade existente dos polimeros em causa, ndo foi possivel realizar réplicas. Nao foi realizada
a caracterizagdo do polimeros P4-E. Os valores encontram-se representados no grafico da figura

4.9. Os pesos registados ao longo da caracterizacdo encontram-se no anexo A.4.

Tabela 4.5 Valores de cinzas dos polimeros (*resultado de uma amostra so)

P1 14,7% Literatura
P1-E 19,1% Sepulveda et al. (2007) [42]
P2 13,5% 36,8-38,1%
P3 21,7% Rodriguez-Gonzalez et al. (2011) [40]
P3-E 23,9% 11,91 %
P3-IPA*  25,8% | N.Gebresamuel e Tsige Gebre-miriam
P4 13,8% (2012) [70]
P4-IPA* 13,9% 33,96%
P5 15,1% Rodriguez-Gonzalez et al. (2014) [69]
P5-E* 16,1% 15,13%

Os polimeros obtidos pelo método 3 mostraram ter maior teor de cinzas em relagdo aos
outros polimeros, com teores de cinzas superiores a 20% (p/p). De um modo geral, verificou-se
uma maior percentagem de cinzas nas amostras precipitadas com solvente em relacdo ao
respetivo extrato em que foi precipitado. Houve um aumento de cerca de 4%, de P1-E paraPle
de P3-IPA para P3. Por outro lado, pelo método 4 nao houve diferengas significativas quando o

extrato foi precipitado com IPA.

Rodriguéz-Gonzalez et al. (2011) [40] e N.Gebresamuel e Tsige Gebre-miriam (2012)
[70] reportaram valores de 11,91% e 15,13%, respetivamente. Sendo que, Rodriguéz-Gonzalez
(2014) [69] extraiu a mucilagem, cozendo os pedacos de cladddios triturados a 80 °C, e
posteriormente precipitado com etanol, semelhante a amostra 3-E obtida neste trabalho. Ja
N.Gebresamuel e Tsige Gebre-miriam (2012) [70] obteve o extrato pela maceragcéo dos pedacos
dos cladddios, precipitando também depois com etanol, semelhante ao polimero 4-E obtido neste

trabalho.

Em 2014, Rodriguéz-Gonzalez et al. [69] precipitou o0 extrato com etanol, obtendo teores
de cinzas de 33,96%, bastante mais elevados comparativamente com o0s que obteve em 2011.
Sepulveda et al. (2007) [42] obteve teores de cinzas nos polimeros extraidos semelhantes a
Rodriguéz-Gonzalez et al. (2014), com 36,8% e 38,1% para a mucilagem precipitada com etanol
e IPA, respetivamente.
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Figura 4.9 Gréafico com os teores de cinzas dos polimeros

4.2.5 Monossacarideos

P4-IPA

P5

P5-E

Foram pesados 5,12 mg de polimero P1 e dissolvidos em 5 ml de agua destilada,

obtendo uma concentragéo de polimero analisado de 1,024 g L. Para a preparac¢éo da solugéo

padrdo de monossacarideos foram pesados 9,9 mg de galactose, 10 mg de arabinose, 10,1 mg

de xilose e 10 mg de ramnose, dissolvidos em 10 ml de 4gua destilada. No anexo A.5 encontram-

se o0s cromatogramas das solu¢6es padrdo com diferentes concentracdes (1, 5,10, 20, 30,40 e

50 mg LY). Na figura 4.10 € apresentado o cromatograma obtido da andlise do polimero P1, e na

tabela 4.6 os valores dos tempos de retencao e &reas dos picos do cromatograma da figura 4.10.

Para o célculo da quantidade dos monossacarideos presentes no polimero, usou-se a equagao

4.1.

Concentracdo de monossacarideo (mg/L)

Monossacarideo % (p/p) =

1024 (mg/L)

x 100

(4.1)
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Pela observacdo do cromatrograma da figura 4.10, podemos observar que 0s picos
correspondentes aos monossacarideos a analisar (7, 8, 10 e 12), sdo bastantes baixos, ao
contrario do que se esperava. Verifica-se um pico bastante maior face aos outros (11). Uma vez
gue a solucdo padrdo de monossacarideos entregue em laboratério s6 continha arabinose,
ramnose, xilose e galactose, foi pedido ao laboratério uma comparacdo com os tempos de
retencdo de outras amostras analisadas de outros trabalhos, de modo a saber o monossacarideo
em questdo. Segundo a resposta do laboratério, trata-se da glucose, com quantidade estimada
de 220,62 mg L. Na tabela 4.7, apresentam-se as percentagens de cada monossacarideo
detetados no polimero analisado neste trabalho e percentagens reportadas por outros autores.

400-10A0 CHEN 31MARS021 - 2110028 #11 [modified by DO} ED 1 Total
i
350_: 11 = 13142
300
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200
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] 2. 1882
507 8- Arabinose 74 Tad 0"
] . i B-4308 5-578 1 BRhmroge 1§,
p 1 L T ] T
o —— 11—
0.0 2.0 4.0 6.0 &80 10.0 12.0
Figura 4.10 Cromatograma do polimero P1
Tabela 4.6 Resultados da analise HPLC do polimero P1
No. | Ret.Time Peak Name Height  Area  RelArea Amount  Type
min nc nG°min % mal
1 165 na 4393 0381 0.8 na  BM
2 189 na 62631 6081 299 na Mb
3 216 na 1472 0117 006 na  bMB
4 287 na 5410 0837 0.4 na  BMB
5 433 na 0.367 0138 007 na  BMB
[ 578 na 0.481 0118 006 na  BMB
7 901  Rhamnose 3.995 1368 067 2180  BM
8 979 Arabinose 17465 6421 316 7.900 M
9| 1088 na 0556 D244 012 na M8
10| 1187 Galactose 26030 10723 528 11935  BMb*
11 | 1314 na 330659 171913  B4ST na  bMp
12 | 1467  Xilose 9575 4958 244 4.493  bMB*
Total: 463.040 203280 100.00 26.507

Ao contrario dos valores reportados por diversos autores mencionados na tabela 4.7,

verificou-se que o polimero analisado, as razdes de arabinose, xilose, ramnose e galactose
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foram extremamente baixas. Por outro lado, tal como Rodriguez-Gonzalez (2014) [69], foi
detetada a presenca de glucose na composicdo. Pelo cromatograma, foram identificados 12
tipos distintos de monossacarideos na sua composi¢ao para o tempos de retencéo até 16
minutos. Contudo, a andlise foi imcompleta, uma vez que pode-se observar que saem mais
sinais apos a eluicao da xilose (14,47 minutos). Os baixos valores podem estar relacionados

com uma hidrélise imcompleta do polimero analisado.

Tabela 4.7 Tabela comparativa da composi¢do de monossacarideos presentes na mucilagem
OFI (a-% molar; b-% méssica)

Neste trabalho® 0,77 1,17 0,44 21,54 0,21 -
Felkay-Hadache (2016)? [53] 38-42  30-32 19-21 - 4-7 -
Rodriguez-Gonzalez et al (2014) [69] 35,36 27,76 16,32 5,18 1,93 -
Céardenas et al. (2008)° [71] 6 7 1 - 0,6 84,5
Medinas-Torres et al. (2000)® [31] 44,04 20,43 23,45 - 7,03 6,38
McGarvie and Parolis (1981)3[35] 42,4 18,4 24,5 - 6,4 8,4
Trachtenberg and Mayer (1981) [37] 24,6 40,1 22,2 - 13,1 -
Nobel et al. (1992)? [32] 46,68 17,92 22 - 7 8

Outro aspeto a ter em consideragdo sao os métodos usados tanto para a extragdo como
para a caracterizacdo da mucilagem extraida. Enquanto neste trabalho e Medina-Torres et al.
(2000) [31], a mucilagem foi caracterizada por HPLC, os restantes caracterizaram a mucilagem
por GC. A caracterizacao do polimero foi realizada no intuito de identificar os monossacarideos
maioritarios na composicao (arabinose, xilose, galactose e ramnose) da mucilagem segundo a
literatura [28-30, 32, 35-37], embora em quantidades muito inferiores, a presenca destes foram

detetadas. N&o foi possivel repetir a analise e/ou analisar os outros polimeros extraidos.

Num trabalho futuro, seria indicado entregar uma mistura padrdo com maior quantidade
de tipos analitos, de modo a identificar e quantificar os outros compostos que constituem a

mucilagem presente nos cladddios OFI estudados.

Relativamente a caracterizacdo da mucilagem realizada (proteina, acglcares neutros,
acidos urdnicos e cinzas), neste trabalho foram realizados ensaios singulares e em duplicados
dos polimeros a analisar. Seria indicado realizar os ensaios em triplicado e réplicas em triplicado,
de modo a realizar um estudo estatistico dos valores obtidos.

Na tabela 4.8, encontram-se os valores da caracterizacdo dos polimeros extraidos, em

relagdo a proteina total, aglicares neutros, acidos urénicos e cinzas.
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Tabela 4.8 Composicao dos polimeros extraidos

P1 2,82% 237,3+9,9 476,6 12,2 31,8+0,7 14,7% Polimero P1
P1-E 0,54% 185,4+4,9 205,6+9,1 29,2+1,1 19,1% Arabinose
P2 8,05% 158,3+0,3 335,6+1,7 23,0+0,8 13,5% 0,77%
P3 2,01% 201,7+2,2 375,0+7,0 10,9+0,1 21,7% Xilose
P3-E 0,38% 110,0+1,3 181,4+17,0 11,7+0,3 23,9% 0,44%
P3-IPA 0,39% 87,2+3,3 218,1+16,4 12,6 £1,0 25,8% Ramnose
P4 4,29% 175,6 £4,2 370,3+33,3 26,6 +0,9 13,8% 0,21%
P4-E 0,79% 114,3+8,6 385,2+1,3 50,4+1,7 - Galactose
P4-IPA 1,04% 113,1+2,1 289,5+15,8 19,0+0,0 13,9% 1,17%
P5 4,36% 221,0+29 4789 +4,8 26,6+0,7 15,1% Glucose
P5-E 0,61% 160,6 + 21,1 336,7+7,0 57,4+1,5 16,1% 21,54%

4.3 Testes preliminares de remocao de turvacéao

Sao apresentadas as fotografias da proveta onde foi aplicado cada polimero. Para os
polimeros testados sédo apresentadas uma sequéncia de 11 fotos, correspondendo aos tempos
0 a 10 minutos, 1 minuto por passo. Sendo o 0, 0 momento em que a solucdo agitada foi
totalmente vertida para a proveta. Como padrao, aplicou-se o cloreto férrico. N&o foi testado o
polimero 4, uma vez que, quando foi realizado o ensaio, o polimero P4 ainda nao tinha liofilizado.
Foram criadas 2 solu¢8es de agua turva sintética. Na tabela 4.8 apresentam-se os valores de pH
da agua testada e da solugéo de cada polimero. Nas figuras 4.19, 4.20 e 4.21, as aguas parecem
mais turvas, uma vez as provetas em questéo foram filmadas do lado oposto as outras.

Tabela 4.9 Valores de pH dos polimeros e da 4gua tratada

1 FeCl3 2,092 9,661
2 P1 4,867 9,661
3 P3 4,837 9,661
4 P1-E 4,878 9,661
5 P2 5,287 9,661
6 P3-E 5,17 9,661
7 P3-IPA 5,883 9,661
8 P4-IPA 6,92 9,661
9 P4-E 6,682 9,661
10 P35 4,792 9,661
11 P5-E 5,795 9,461
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Observou-se que o cloreto férrico se mostrou extremamente eficaz tando na remocédo da
turvacéo como na velocidade de sedimentagdo dos flocos formados, embora nédo seja percetivel

nas imagens. Contudo, observa-se pela figura 4.11, que ap6s o0 1° minuto existe uma remogéao

guase total. Apresentando ao final de 10 minutos, uma agua transparente.

Figura 4.11 Sequéncia de imagens proveta 1 (CF)

Quando aplicados os polimeros obtidos pelo método 1, o polimero P1-E observou-se a
formagédo de aglomerados, enquanto o polimero P1 isso ndo se observou. Apés os 10 minutos,

ambos os polimeros reduziram a turvacao inicial, no entanto a agua continuou bastante turva.

Figura 4.12 Sequéncia de imagens proveta 2 (Polimero P1)
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Os polimeros P3 e P3-E foram os que obtiveram melhores resultados. Produziu
flocos/aglomerados maiores, levando a um tempo de sedimentacdo menor. Podemos observar
pelas figuras 4.13 e 4.16, tendo o polimero um desempenho idéntico ao CF. Apés o 1° minuto,
observou-se uma diviséo clara da interface, removendo quase na totalidade a turvagao inicial.
Por outro lado, ndo se observou essa divisdo quando foi aplicado o polimero P3-IPA.

Os polimeros P5 e P5-E, apresentaram uma remogéao gradual, contudo o polimero P5-
E, mostrou um poder remocgao maior face ao polimero P5, uma vez que pelas figuras 4.20 e 4.21,
observa-se que apds os 10 minutos, este apresenta uma turvacao residual maior. Os polimeros

P2, P4-E e P4-IPA, houve igualmente uma remoc¢do, mas ndo se mostraram tao eficazes.

De um modo geral, podemos afirmar que efetivamente os polimeros extraidos quando
aplicados numa agua turva sintética, estes melhoram a o tempo de sedimentacao quando nao
foi aplicado nenhum composto. Contudo, nédo foi possivel verificar a interface uma vez que o
dispositivo usado para gravar ndo permitiu uma imagem nitida o suficiente. Por outro lado, seria
indicado medir a turvagéo final com recurso a um turbidimetro, de modo a ter uma avaliagdo

guantitativa da da remocgéo da turvacgéo.

O pH da agua turva tratada foi cerca de 9,6, e segundo os estudos realizados por Pichler
et al. (2012) [20] e Al-Aubadi et al. (2015) [43], estes reportaram que o pH 6timo em que houve
uma maior remocao de turvagao foi de 7. Para um estudo mais completo deveria ser estudado
para uma agua turva sintética com diferentes valores de pH, de modo a perceber a influéncia do

pH na remocao da turvagéo.

Figura 4.13 Sequéncia de imagens proveta 3 (Polimero P3)
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Figura 4.16 Sequéncia de imagens proveta 6 (Polimero P3-E)
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Figura 4.17 Sequéncia de fotos proveta 7 (Polimero P3-IPA)
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Figura 4.18 Sequéncia de imagens proveta 8 (Polimero P4-IPA)

Figura 4.19 Sequéncia de imagens proveta 9 (Polimero P4-E)
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Figura 4.21 Sequéncia de imagens proveta 11 (Polimero P5-E)

4.4 Ensaios Jar Test

Sao apresentadas as eficiéncias obtidas pela aplicacdo dos polimeros extraidos nas
aguas residuais recolhidas. Para este trabalho foram recolhidas aguas residuais com niveis entre
67 NTU e 187 NTU As recolhas da parte da manha foram entre as 10h e 11h, enquanto as

recolhas da parte da tarde foram entre as 13h e 15h.

As aguas residuais tratadas na ETAR de Alcantara sdo de origem doméstica,
consequentemente os diferentes niveis de turvacdo estdo de acordo com as necessidades
domésticas do quotidiano. A turvacdo mais baixa da parte da manha pode ser explicada, por
exemplo, pela toma de banhos, o que leva uma maior diluicdo da agua, e consequente baixo

nivel de turvacao. O pH das aguas recolhidas oscilou entre 7,8-8.
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Realizaram-se os ensaios em diferentes em diferentes alturas do dia (manha e tarde),
de modo a apanhar a variabilidade do efluente (NTU e pH), com diferentes combinacdes de
velocidades de mistura (50, 100, 150 e 200 rpm) e tempos de contacto (2, 5 e 10 minutos),
aplicando os polimeros extraidos em diferentes concentragdes (10-110 mg/L) e em combinagédo
com o cloreto férrico em diferentes concentracdes (10-25 mg/L).

4.4.1 Ensaios1,2e3

Na tabela 4.10 sdo apresentados os valores de turvacdo e pH iniciais das aguas
recolhidas para cada ensaio e as velocidades de rotacdo utilizadas. No gréafico da figura 4.22,
podemos observar as eficiéncias de remocao da turvacao inicial para os polimeros aplicados a
uma concentracdo de 30 mg L1, em aguas com valores de turvacao iniciais de 67 e 84 NTU. A
eficiéncia maxima para 67 NTU, foi obtida pelo polimero P4 com 68,2%. Contudo, a maioria dos
polimeros mostraram uma eficiéncia abaixo do branco, isto é, a turvacdo residual foi maior
guando ndo se aplicou nenhum polimero ou CF, refletindo-se em atividades de coagulagdo
negativas. Somente os polimeros P1, P1-E, P4, P4-IPA e P5 mostraram-se mais eficazes
quando comparado ao branco. Observou-se, ainda que marginal, uma menor eficiéncia quando
agua apresentou uma turvagédo de 84 NTU. No entanto, quando se aplicou uma dose maior, ndo
se traduziu num aumento da eficiéncia. Houve um maior decréscimo da eficiéncia de remogéo

dos polimeros P4 e P5, quando aplicados a uma turvacao de 84 NTU.

Tabela 4.10 Valores de turvacao e pH das aguas residuais recolhidas (ensaios 1, 2 e 3)

1 67 7,935 Manh3a Chuva
2 123 7,866 Tarde Chuva
3 84 8,014 Manh3 Seco

200 rpm/2 min =>100 rpm/5min=>
20 min sedimentacgao

Pelo grafico da figura 4.23, para um valor de turvacdo de 123 NTU, aplicaram-se os
polimeros P1, P2 e P3 com uma concentragdo superior a 55 mg L1, a eficiéncia ndo ultrapassou
0s 41%. Por sua vez, as eficiéncias mostraram-se abaixo da linha do branco (46,7 %), traduzindo-

se em atividades coagulantes negativas.

Testaram-se os polimeros (30 mg L'1) em combinag¢éo com 10 mg L* de CF. A partir dos
resultados apresentados no gréafico da figura 4.24, pode-se observar que foi notéria 0 aumento
de eficiéncia quando aplicado com o CF, com eficiéncias acima de 72%, superiores ao branco
(58,5%).
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Figura 4.22 Eficiéncias de remocéao dos polimeros aplicados a uma concentracédo de 30 mg/L
nas aguas de 67 e 84 NTU

Testou-se o polimero P2 em diferentes concentra¢cdes em combinacdo com diferentes

concentracdes de CF, uma vez que dos polimeros testados anteriormente numa 4gua turva de

84 NTU (figura 4.24), foi o que obteve maior eficiéncia de remocéo (79,2%). Aplicaram-se 12,5

mg L e 15 mg L de CF, combinados com diferentes concentracdes de P2 (20, 45, 60 e 80 mg

L1). Os valores de €ficiéncias estdo representados no grafico da figura 4.25.

50%

45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Eficiéncia %

P1

Branco 123 NTU
46.7%

P2 P3

Polimero

C156.25 mg/L 2375 mg/L =390 mg/L =110 mg/L ——Branco 123 NTU

Figura 4.23 Eficiéncias de remogéao dos polimeros P1, P2 e P3 na agua com 123 NTU
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Figura 4.24 Eficiéncias de remog¢éo combinado 15 mg/L CF + 30 mg/L na 4gua de 84 NTU
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Figura 4.25 Eficiéncias de remogéao do polimero 2 combinado com CF na agua de 84 NTU

Verificou-se, como esperado, o aumento da concentragéo de CF traduziu-se numa maior
eficiéncia de remogédo. quando foram usados 45 e 60 mg L de polimero P2. A eficiéncia de
remogéo foi maxima (85,2%) quando aplicados 45 mg L ! de polimero P2 em combinagéo com
15 mg L1de CF.
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Aplicaram-se os polimeros P1-E, P5 e P5-E com o CF para uma agua com turvagao
inicial de 123 NTU. Foram usadas 2 concentrag6es em conjunto (30 e 45 mg Lt) com diferentes
proporgdes de CF e P5. Isto é, para cada concentragao total, de 30 e 45 mg L™, diferentes razdes
de CF e P5. E possivel pela observagéo do grafico da figura 4.26, que quando se usou uma
concentracdo combinada de 45 mg L1, houve uma maior eficiéncia de remocao, tendo sido mais

significativa essa subida quando foi usada a raz&o de 0,5:0,5.

Fez-se o mesmo teste para o P1-E, e verificou-se também que ao aumentar a
quantidade de CF, obteve-se melhores eficiéncias, ainda que baixas. O P1-E, mostrou ser
melhor para proporcdes 0.5:0.5 e 0.66:0.33 face ao P5. O P5-E, quando aplicado na razao de
0.5:0.5, numa concentracgédo total de 45 mg L1, obteve-se uma eficiéncia idéntica quando P1-E e
P5 foram aplicados numa concentragdo total de 30 mg L. Os polimeros P1-E e P5, quando
aplicados em conjunto com CF, com uma concentracéo total de 30 mg L1, na razdo 0.33:0.66,

ndo aumentou significativamente a eficiéncia de remocéo.

80%
70.3% 69.6%
70% 6489 66.3%

59.6% 58.5%

0, 0,
60% 56.3% 54.1%

48.9%
50% —46.2% Branco 123 NTU

46.7%
40%

Eficiéncia %

30%
20%
10%

0%
0.33:0.66 0.5:0.5 0.66:0.33

Razéo CF:P mg/L

—330 mg/L P5 E=30 mg/L P1-E =45 mg/L P5
45 mg/L P5-E Branco 123 NTU

Figura 4.26 Eficiéncias de remog¢édo combinada com CF na agua 123 NTU

4.4.2 Ensaio 4
Para este ensaio foi utilizado uma mistura constante de 100 rpm, usada por Enrique et
al. [18], com um tempo de contacto de 5 minutos. Os polimeros foram testados em diferentes
concentragdes (10, 20, 30 e 45 mg L!) combinando com diferentes concentra¢des de CF (17.5,
20,22.5 e 25 mgL?). O CF e o polimero a testar foram injetados simultaneamente. Apds o tempo
de contacto, foram deixadas a sedimentar durante 20 minutos. Por fim, foram medidos a turvagéo
residual e o pH final. Na tabela 4.11 sdo apresentados o valor da turvacdo e pH iniciais da agua

tratada.
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Tabela 4.11 Valores de turvacao e pH da agua residual recolhida (ensaio 4)

187 7,782 Tarde Seco

100 rpm/5min=> 20 min repouso

Pelos resultados obtidos, representados pelo grafico da figura 4.27, verificou-se que
todos os polimeros aplicados em combinagéo com o CF, tiveram uma melhor eficiéncia que o
branco (44,9%), embora néo representado no grafico. O P1-E, mostrou ser o menos eficaz,
comparativamente a P2, quando aplicado nas mesmas quantidades ou menores tando de CF
como de polimero. Contudo, quando aumentamos a quantidade de CF de 17,5 para 25 mg L1,
a eficiéncia teve um aumento de 10%. O P1 ndo teve diferengas significativas quando aplicado
numa mesma concentragdo e aumentando a concentragdo de CF de 20 para 25 mg L1. O melhor
resultado obtido foi quando se aplicaram 45 mg L de P2, em combinagdo com 25 mg L* de CF,
com uma eficiéncia de 76,1%. Ja quando se aplicou 30 mg L-* de CF observou-se uma remogao
de 75,9%. O que se podera traduzir numa diminuigdo de 5 mg L-* de CF necessario.

7%
76% o
75%

74% Y
73% S
72%

71% - °®
70% e
69% o

68%

67% O °

66%
65%
64% e} [}
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125 15 17.5 20 22.5 25 27.5

mg/L CF

Eficiéncia %

OO D

mPl DPLE OF2 mP3 mP4 mPS-E mps A10mgLP & 20mglP O30mglP [J45mglL P

Figura 4.27 Eficiéncias de remocédo combinada (ensaio 4)
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4.4.3 Ensaios 5,6,7e8

Realizaram-se por Ultimo. 4 ensaios, com uma mistura rapida de 150 rpm durante 2
minutos, seguido de uma mistura lenta de 50 rpm durante 10 minutos. Isto, uma vez que,
segundo estudo de realizado por Bouatay e Mhenni (2014) [44], aplicando a mucilagem OFI na
dose 6tima (40 mg L1) como floculante, em combinagéo com 30 mg L de Alz(SOa4)s (coagulante)
obteve uma eficiéncia de remocéo de 89%, para um efluente téxtil com turvacdo inicial de 38
NTU. Quando se aplicou 100 rpm a eficiéncia de remocao diminui para 52,33%. Desta forma,
nos ensaios 5 e 6, testaram-se os polimeros P1, P2, P3, P4 e P5 sozinhos e combinados com o
CF. Na tabela 4.12 sé@o apresentados os valores da turvagdo e pH iniciais das aguas tratadas.
Na tabela 4.13, sdo apresentadas as dosagens usadas de cada polimero em cada ensaio.

Tabela 4.12 Valores de turvacao e pH das aguas residuais recolhidas (ensaios 5 e 6)

5 78 8,015 Manhd  Chuva
6 156 8,052 Tarde Seco

150 rpm/2min=> 50 rpm/10 min=> 20 min
sedimentacdo

Tabela 4.13 Dosagens aplicadas para os ensaios 5 e 6

Ensaios5e 6

P1 30e45 15 25e40
P2 30e45 15 25e40
P3 30e45 15 25e40
P4 30e45 15 25e40
P5 30e45 15 25e40

Os resultados obtidos, representados no grafico da figura 4.27, mostraram que houve
uma maior eficiéncia quando aplicadas a uma agua menos turva (78 NTU). No entanto, foram
menos eficientes que o branco (65,5%). Para uma agua mais turva (156 NTU), as eficiéncias
obtidas foram superiores ao branco (50,6%), ainda que marginais, quando aplicados os
polimeros P1, P2 e P3. Contudo, as eficiéncias ndo ultrapassaram os 70%.
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Figura 4.28 Eficiéncias de remocéao dos polimeros nos ensaios 5 e 6

Quando aplicados em combinagdo com o CF, as eficiéncias obtidas encontram-se todas

acima do respetivo branco. Para um nivel de turvacdo mais baixo (78 NTU), as eficiéncias foram

entre 80-90%, enquanto para um nivel mais alto (156 NTU) foram entre 75-80%. Para o nivel

baixo de turvacéo (78 NTU) o aumento da concentracéo de polimero P1, diminui a eficiéncia de

remocéo de 85,1% para 82,3%. Por outro lado, o aumento de concentracdo dos polimeros P2

(83,9%) e P5, ndo alterou as eficiéncias de remocdo e nos casos de P3 e P4, aumentou a

eficiéncia.
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Figura 4.29 Eficiéncias de remoc¢do combinada nos ensaios 5 e 6
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Verificou-se que os polimeros P1 e P2, quando aplicado sozinhos, apresentaram uma
formacédo de flocos visivelmente maiores em comparacdo aos outros, embora ndo se refletiu

numa remocao significativamente maior, ilustradas pela figura 4.30.

Quando foram aplicados em conjunto com o CF, as dimensfes dos flocos formados
foram menores. Nos ensaios 7 e 8, testaram-se os polimeros P1-E, P3-E, P4-IPA e P5-E. Foi
feito um planeamento igual aos ensaios 5 e 6. Contudo, ndo foi possivel aplicar os polimeros P3-
E e P4-IPA nas duas alturas do dia. Aplicaram-se somente da parte da manha. Nas tabelas 4.14
e 4.15 sao apresentados os valores de turvacéo e pH iniciais das 4guas tratadas e as dosagens

aplicadas, respetivamente, nos ensaios 7 e 8.

Figura 4.30 Flocos formados pelos polimeros P1 e P2 no ensaio 5

Tabela 4.14 Valores de turvacdo e pH das aguas residuais recolhidas (ensaios 7 e 8)

7 183 8,015 Manh3a Seco
8 138 7,964 Tarde Seco

150 rpm/2min=> 50 rpm/10 min=> 20 min
sedimentacgdo

Tabela 4.15 Dosagens aplicadas nos ensaios 7 e 8

Manha e Tarde (Ensaios 7 e 8)

P1-E 30e45 15 25e40
P3-E 30e45 15 25e40
P4-IPA 30 15 25e40
P5-E 30e45 15 25e40
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Ao contrario dos polimeros testados nos ensaios 5 e 6, estes apresentaram uma
eficiéncia maior quando aplicados a uma agua com um nivel de turvagao maior. Pela observacao
do gréfico da figura 4.31, o aumento dosagem aplicada, tal como nos ensaios 5 e 6, ndo traduziu
num aumento de eficiéncia. Para a agua de 138 NTU, os polimeros mostraram ser ineficientes,
isto é, ndo aumentaram significativamente face ao branco (49,2%), verificando em alguns casos
uma menor eficiéncia (P5-E a 45 mg L1). Por outro lado, quando aplicados na parte da manha,
numa agua com turvacdo de 186 NTU, as eficiéncias de remocéao (75-80%) foram superiores
comparativamente as eficiéncias da tarde (45-52%). Verificou-se também que para ambas as
aguas, o aumento da dosagem dos polimeros aplicados, a eficiéncia de remocao diminui.

Aubadi et al. (2015) [43], reportou uma dose 6tima 30 mg L1 da mucilagem extraida, para
uma agua com turvagao inicial de 200 NTU, obtendo uma eficiéncia de remocéo de 76%. Quando

aplicou 40 mg L%, a eficiéncia de remocao diminui para 70%.

90%

80% —
70%
60% Branco 183 NTU 55.0%

50% . 49.2%

Branco 138 NTU
40%

Eficiéncia %

30%

20%

10%

0%
P1-E P3-E P4-IPA P5-E
Polimero

1183 NTU 30 mg/L P 183 NTU 45 mg/L P —138 NTU 30 mg/L P
mmm 138 NTU 45 mg/L P - - - - Branco 183 NTU Branco 138 NTU

Figura 4.31 Eficiéncias de remoc¢éo dos polimeros nos ensaios 7 e 8

Pelo grafico da figura 4.32, verifica-se que quando os polimeros foram aplicados em
combinagcédo com o CF, o aumento da dosagem do polimero teve como consequéncia 0 aumento
da remocdo da turvacao inicial da agua mais turva (186 NTU). J& o polimero P5-E, diminui a
eficiéncia com o aumento da concentracdo aplicada. Essa queda é mais significativa quando
aplicada a 4gua com nivel de turvacdo de 138 NTU, de 75,3% para 56,1%. Para o polimero P1-

E, o aumento da concentracdo, ndo teve impacto na eficiéncia de remocéo para 138 NTU.
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Obtiveram-se eficiéncias superiores a 89%, quando aplicados os polimeros P1-E e P3-E numa

concentracdo de 40 mg L' com 15 mg L1 de CF.

Nos ensaios 1, 2 e 3 aplicaram-se uma velocidade de agitacdo de 200 rpm durante 2
minutos, seguida de agitacdo lenta de 100 rpm. Ora, segundo Bouatay e Mhenni (2014) [44], que
realizaram um estudo de otimizac&o da velocidade de agitacdo lenta e tempo de contacto para
0 uso da mucilagem como bio-floculante, agitacdo 6tima foi de 30 rpm. Acima de 50 rpm,
observou um decréscimo significativo da eficiéncia de remogé&o da turvacéo. Além disso, quando
aplicada uma velocidade acima da 6tima pode quebrar o floco ja formado, diminuindo o tamanho

do floco e consequentemente demorar mais tempo a sedimentar [72].

100%
90% — — —
80%
70%
60% Branco 183 NTU 55.0%

50%

Branco 138 NTU 49.2%

Eficiéncia %

40%

30%

20%

10%

0%
P1-E P3-E P4-IPA P5-E

Polimero
C—183 NTU 15 mg/L CF + 25 mg/L P 3183 NTU 15 mg/L CF + 40 mg/L P

C—3 138 NTU 15 mg/L CF + 25 mg/L P s 138 NTU 15 mg/L CF + 40 mg/L P
Branco 138 NTU

----Branco 183 NTU

Figura 4.32 Eficiéncias de remo¢do combinada nos ensaios 7 e 8

Outra justificacdo possivel, segundo estudo realizado por Shilpa et al. (2012) [65],
verificou que a para a dose 6tima de 20 mg L aplicado a uma agua com turvacao inicial de 83
NTU, obteve uma remocao de 89,03%. Quando aplicado uma dose de 60 mg L1, a eficiéncia foi
inferior a 80%. Segundo o autor, a eficiéncia diminui, pelo facto de que, com o aumento da razdo
de polimero aplicado e particulas coloidais presentes na agua tratada, leva a uma restabilizagéo

das particulas coloidais.

Para todos ensaios realizados, aplicou-se o CF com uma concentracdo de 30 mg L,

sendo claro, que o seu desempenho foi superior em todas as aguas aplicadas comparativamente
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aos polimeros extraidos, e quando ndo se aplicou nenhum composto a agua residual (branco),
refletindo-se sempre em atividades de coagulacdo superiores a 50%. Como podemos verificar
pelo gréfico da figura 4.33, as eficiéncias de remogédo foram sempre superiores a 75%, sendo

que na maioria dos casos foi superior a 80%.

No entanto, em todos 0s ensaios em que que foi aplicado somente o CF, verificou-se
uma diminuicdo de 0,6-0,7 do pH inicial. Quando se se aplicaram os polimeros em concentracdes
de 30 e 45 mg L?, o pH final manteve-se praticamente inalterado. Segundo Beyene et al. (2016)
[66], a mucilagem ndo mostrou uma alteracéo significativa no pH final da 4gua tratada. Na tabela
4.16 sao apresentadas as melhores eficiéncias obtidas pela aplicacdo do polimero sozinho,

aplicacéo do CF sozinho e quando se aplicou o polimero em combinagao com o CF.

100% 94.6%
90.1% 89.6% ]

90% — — 86.5% 84.6%
— 81.3%

80% 75.0% ] 75.9%
70%
60% -
50% - —
40%
30%
20%
10%

0%

Eficiéncia %

67 78 84 123 138 156 183 187
NTU

OCF 30 mg/L =Branco

Figura 4.33 Eficiéncias de remocé&o do cloreto férrico 30 mg/L em todos o0s ensaios jar test

Verificou-se que, independentemente do método utlizado nos ensaios jar test, as
melhores eficiéncias de remog¢éo para cada agua variaram entre 50-79%, quando se aplicaram
os polimeros extraidos sozinhos (30 mg L1). A eficiéncia de remog¢éo maxima obtida foi de 79%,

ao ter aplicado o polimero P1-E numa agua turva de 183 NTU.

De um modo geral, verificou-se que quando os polimeros foram aplicados em
combinagé@o com o CF, as eficiéncias foram sempre superiores comparativamente as eficiéncias
obtidas quando se aplicaram os polimeros sozinhos. Obtiveram-se eficiéncias de remocgéo
superiores a 85%, quando aplicados 15 mg L de CF em combinagao com os polimeros (25 e

40 mg L) extraidos, em diferentes niveis de turvagéo (78, 84 e 183 NTU).
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As melhores eficiéncias para diferentes niveis de turvagao 89,7% (183 NTU), 88,2 %
(78NTU) e 85,2% (84 NTU), quando aplicados 15 mg L* de CF em combinagdo com 40 mg L
P3-E, 25 mg L1 e 45 mg L de P2, respetivamente.

Na tabela 4.17, sdo apresentados os resultados obtidos por Afonso Pereira (2021) [73],
em que testou diferentes dosagens (8-18 mg L) de cloreto férrico (coagulante) em combinagédo
com diferentes dosagens (0,8-1,4 mg L) de polimero aniénico (floculante) nas dguas residuais
na ETAR de Alcantara. Para aguas menos turvas recolhidas da parte da manha (139-172 NTU)
obteve eficiéncias de remocéao entre 85,3-88,1%. Ja para aguas mais turvas, recolhidas da parte
da tarde (240-264 NTU) obteve eficiéncia de remocé&o entre 71,9-79,8%.

Tabela 4.16 Melhores eficiéncias de remocao (*200rpm / 2min => 100 rpm / 5min; ** 100 rpm /
5min; ***150 rpm / 2 min => 50 rpm / 10 min; AD = altura do dia; M = manh&; T = tarde)

7935 67° | P4 30 682% 10 P4 20 81,9% 90,1%
8,015 78 | P2 30 655% 15 P5 25 88,2% 89,6%
8014 84 | P1 30 63,0% 15 P2 45 85,2% 86,5%
7,866 123* | P2 56,25 40,3% | 22,5 PS5 225 703% 75,0%
7,964 138" | P1-E 30 50,0% 15 P1-E 25 75,9% 84,6%
8,052 156" | P4 30 56,4% 15 P5 25 77,7% 81,3%
8,015 183" | P1-E 30 79,0% 15 P3-E 40  89,7% 94,6%
7,782 187" - - - 25 P2 45 76,1% 75,9%

4 44 4 < Z

Verificou-se, tal como neste trabalho, em que as aguas recolhidas da parte da manha
foram menos turvas que as que foram recolhidas da parte da tarde. Os melhores resultados
obtidos, 89,7% (183 NTU) e 88,2% (78 NTU), foi quando se usou uma metodologia idéntica a

Afonso Pereira (2021) para 4guas menos turvas recolhidas da parte da manha (139-172 NTU).

Tabela 4.17 Resultados jar test Afonso Pereira (2021) (A.D = altura do dia; CF =cloreto férrico
(11); PA = polimero aniénico) [73]

M 139 87,9%
14 1,2
T 240 79,8%
M 149 87,6%
12 1
T 261 77,4%
M 166 88,1%
18 1,4
T 264 78,3%
M 172 85,3%
8 0,8
T 263 71,9%
150 rpm/2 min => 85 rpm/ 5 min =>
sedimentagdao 3 min
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Numa primeira analise, foi verificada a eficiéncia da mucilagem na remogéo da turvacao,
contudo, esta eficiéncia foi superior quando usada em combinagdo com o CF. Sdo0 necessarios
mais estudos, nomeadamente analisar as caracteristicas do efluente antes e depois de ser

tratado, tais como concentracdo de COD, sdlidos totais dissolvidos, concentracao de metais.

Segundo Bustillos et al. (2013) [19] e Bouatay e Mhenni (2014) [43], estes reportaram
gue a mucilagem extraida diminui os niveis de COD nas aguas tratadas. Hassan et al. (2017)
[41] e Nharingo et al. (2015) [45] reportaram a diminuicdo de metais presente na agua tratada
com a mucilagem extraidas dos cladédios.

Por outro lado, devido ao elevado numero de polimeros extraidos, e sendo que alguns
deles, pela falta de polimero disponivel, nem sempre foi possivel testar os mesmos polimeros,
em diferentes concentragdes numa 4gua com a mesma caracteristica. Desta forma, em trabalho
futuro, seria indicado realizar um estudo de otimizacéo de concentragdes (10, 20, 30, 40, 50 e
60 mg L1) [65] para diferentes niveis de turvacao da agua, de modo a determinar a concentragao
Otima de cada polimero para diferentes niveis de turvagéo.

ApOs a determinacao das doses 6timas de polimero, outro aspeto importante a estudar
seria estudar as velocidades de agitacdo (20-100 rpm) e tempos de contacto (2-20 minutos)
6timos [44]. Neste trabalho, embora se tenham usado diferentes velocidades e tempos de
contacto, néo foi possivel concluir a influéncia destes na remog¢é&o da turvacéo, visto que a matriz
tratada (efluente) nem sempre foi a mesma. Contudo, pode-se afirmar que a mucilagem extraida
teve influéncia na remocao da turvacdo das aguas tratadas.
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5. Conclusodes e trabalhos futuros

O presente trabalho teve como objetivos: 1) estudar a extracdo da mucilagem presente
nos cladodios Opuntiaf ficus-Indica (OFI); 2) a caracterizagdo da mucilagem extraida; 3) por fim
aplicar a mucilagem extraida na remocéo da turvacédo da dgua. Numa primeira fase, numa agua

turva sintética; 4) numa Ultima fase num efluente real da ETAR.

Foram usados 5 métodos de extragdo, obtendo 11 tipos de polimeros distintos.
Obtiveram-se os polimeros P1, P3, P4 e P5 pela liofilizagao dos extratos obtidos a partir do sumo
do cladédio (método 1), cozendo os pedacos dos cladddios (método 3), da maceragcao dos
cladddios (método 4) e pelo método assistido por micro-ondas (método 5), respetivamente.
Obtiveram-se os polimeros P1-E, P3-E, P3-IPA, P4-E, P4-IPA e P5-E, precipitando os extratos
usando um solvente (etanol ou IPA) e um polimero P2 obtido pela secagem do cladédio (método
2).

Os rendimentos de extracdo foram superiores, para os polimeros P1, P3, P4 e P5,
obtidos pela liofilizacédo dos extratos (2,01-4,36%), quando comparados aos polimeros P1-E, P3-
E, P3-IPA, P4-E, P4-IPA e P5-E obtidos por precipitagéo usando etanol e/ou IPA (0,38-1,04%).
Obteve-se um rendimento superior no método 2 (8,05%), o que seria esperado, uma vez que 0
polimero P2 contém a parte fibrosa do cladédio. Ao contrario de Sepulveda et al. (2007) [42] os
polimeros P4-IPA (1,04%) e P4-E (0,79%), idénticos aos polimeros extraidos pelo autor, o
rendimento foi superior quando se precipitou o extrato com etanol (P4-E) do que com IPA (P4-
IPA).

Os valores obtidos de proteina variaram entre 87,5-237,3 ug/mg de polimero, de
agucares neutros variaram entre 181,4-478,9 pg/mg de polimero, de &cidos urénicos variaram
entre 10,9-57,4 ug/mg de polimero e o teor de cinzas variaram entre 13,8-25,8 % (p/p),

Verificou-se um maior teor de proteina e aglicares neutros e um menor teor de cinzas
nos extratos liofilizados (P1, P3 P4 e P5) comparativamente aos polimeros obtidos pela
precipitagdo, com etanol e/ou IPA, do respetivo extrato (P1-E, P3-E, P3-IPA, P4-E, P4-IPA e P5-
E), a excecao dos polimeros obtidos pelo método 4, onde se verificou um maior teor de agUcares

neutros em P4-E (385,2 ug/mg) do que em P4 (370,3 pg/mg).

O P1 foi 0 que mostrou ter uma maior quantidade de proteina (237,3 pg/mg) e acucares
neutros (476,6 pg/mg), enquanto P3-1PA foi o que continha menos proteina (87,5 pg/mg). O P1-
E (205,6 pg/mg) apresentou menos de metade de aglcares neutros na sua composi¢éo, quando
comparado a P1. Os polimeros P4-E e P5 foram os que mais acidos urénicos continham na sua
composicao, com 50,4 e 57,4 pg/mg, respetivamente. Verificou-se que os polimeros obtidos pelo
método de extracao 3 (P3, P3-E e P3-IPA) foram os que menos &cidos urénicos continham na
sua composicdo, com cerca de 10 pg/mg. No entanto, estes apresentaram um maior teor de

cinzas (>20%), comparativamente aos restantes polimeros.
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Para a caracterizagdo dos polimeros, foram realizados somente um ensaio para cada
caracterizagdo, tendo feito sempre duplicados dos polimeros a analisar. Seria indicado, em
trabalho futuro, realizar ensaios em triplicados e analisar os polimeros em triplicados, de modo a
fazer uma analise estatistica aos valores obtidos.

Foram detetados no P1, por HPLC, percentagens massicas de 0,77% de arabinose, 1,17%
de galactose, 0,44 de xilose, 0,21% de ramnose e 21,54 % de glucose. Os valores obtidos neste
trabalho foram baixos comparativamente a Felkai-Hadache et al. (2016) [53] de arabinose (38-
42%), galactose (30-32%), xilose (17-21%) e ramnose (4-7%), nao tendo sido reportado a
presenca de glucose. Em trabalho futuro seria indicado realizar esta caracterizacdo para os

restantes polimeros.

Foram realizados ensaios preliminares de remo¢do de turvacdo numa agua turva
sintética de argila (5 g L), de modo avaliar a sua eficiéncia na remog¢éo da turvagéo. Nos ensaios
preliminares de remoc&o de turvagao, os polimeros P3 e P3-E (150 mg L) foram os que tiveram
melhor resultados visuais na turvagéo, tendo um desempenho idéntico ao CF (150 mg L™%).
Verificando apds o 1° minuto, uma divisdo clara da interface, produzindo uma agua menos turva,
apos 10 minutos. Seria indicado no futuro, medir as turvacdes finais e inicias, de modo a
quantificar a eficiéncia de remoc¢éo da turvacdo. Ora, segundo os resultados de cinzas, os
polimeros extraidos pelo método 3 (extrato obtido por cozedura dos pedacos de cladddio) contém
um maior teor de cinzas (21,7-25,8 %), isto €, contém maior matéria inorganica. Por outro lado,
contém menor quantidade de acidos urénicos (10,9-12,6 pug/mg), que tem por sua hatureza carga
negativa. Uma vez que argila tem carga essencialmente negativa, os possiveis catifes
existentes na sua composicdo podem estar na eficiéncia de remocéo da turvacéo.

Por dltimo, realizaram-se ensaios jar test na ETAR de alcantara, aplicando os polimeros
extraidos num efluente real. A turvacdo do efluente recolhido para os 8 ensaios realizados
variaram entre 67-187 NTU, com pH entre 7,8-8. Para os ensaios foram utilizadas diferentes
velocidades de agitacdo (50, 100, 150 e 200 rpm) e tempos de contacto (2, 5 e 10), aplicando os
polimeros extraidos sozinhos (30, 45, 52,5, 60, 80) e os polimeros (10-45 mg L) combinados
com cloreto férrico (CF) (10-22,5 mg L%).

A excecdo do ensaio 4, que foi usado um momento de mistura (100 rpm durante 5
minutos), foram usados dois tempos de mistura. Nos ensaios 1, 2 e 3, foi usada uma agitacao
rapida de 200 rpm durante 2 minutos, seguida de uma agitacéo lenta de 100 rpm durante 5
minutos. Nos ensaios 5, 6, 7 e 8, foi usada uma agitacao rapida de 150 rpm durante 2 minutos,

seguida de uma agitacdo lenta de 50 rpm durante 10 minutos.

As melhores eficiéncias obtidas, quando aplicados os polimeros sozinhos (30 mg L%),
usando uma velocidade de 150 rpm durante 2 min, seguindo uma velocidade de 100 rpm durante
10 minutos, tendo sido méaxima (79%) quando se aplicou P1-E a uma agua com 183 NTU. No
entanto, para certos niveis de turvacao (67 e 78 NTU), verificou-se a ineficiéncia da remocao da

turvacéo, visto que foram inferiores ao branco (62,4 e 65,5%).
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De um modo geral, verificou-se que quando os polimeros foram aplicados em
combinacgdo com o CF, as eficiéncias foram sempre superiores comparativamente as eficiéncias
obtidas quando se aplicaram os polimeros sozinhos. Obtiveram-se eficiéncias de remocao
superiores a 85%, quando aplicados 15 mg L* de CF em combinagdo com os polimeros (25 e
40 mg L) extraidos, em diferentes niveis de turvacdo (78, 84 e 183 NTU). As eficiéncias de
remocao obtidas estdo na gama de eficiéncias (71,9-88,1%) de remocao obtidas na ETAR de
Alcantara [73].

Futuramente, para um estudo mais completo, seria indicado caracterizar o efluente antes
e depois de ser tratado, de modo a quantificar a remocéo de outros compostos tais como COD,
sélidos totais dissolvidos e/ou metais. Segundo o estudo realizado por Bustillos et al. (2013) [19],
Bouatay e Mhenni (2014) [44] reportaram a remocao de COD na agua tratada. J& Hassan et al
(2017) [41] e Nharingo et al. (2015) [45], reportaram a eficiéncia da mucilagem na remocéo de
metais pesados na agua tratada.

Por outro lado, devido ao elevado nimero de polimeros extraidos, e sendo que alguns
deles, pela falta de polimero disponivel, nem sempre foi possivel testar os mesmos polimeros,
em diferentes concentra¢cdes numa agua com a mesma caracteristica. Desta forma, em trabalho
futuro, seria indicado realizar um estudo de otimizacdo de concentragfes (10, 20, 30, 40, 50 e
60 mg L1) [65] para diferentes niveis de turvacéo da agua, e estudar as velocidades de agitacao

(20-100 rpm) e tempos de contacto (2-20 minutos) 6timos [44].

Com os resultados obtidos neste trabalho, péde-se concluir qua o método de extragcédo
da mucilagem teve influéncia na sua composicdo e na sua eficiéncia na remoc¢éo da turvagéo
inicial de uma agua turva sintética e nas aguas residuais. A mucilagem extraida dos cladédios
OFI, contribuiu para a remocéo da turvacdo e quando usado em combinacdo com o CF, esta
eficiéncia é maior, o que mostra que esta pode podera ser usada como bio-floculante [44] no
tratamento de aguas residuais.
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Anexo A — Caracterizacdo da mucilagem

Anexo A.l1 — Caracterizacao de proteina total
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Ensaio 1

Pesaram-se 200,6 mg de albumina, e foram dissolvidas em 100 ml de agua destilada.

Obtendo assim, uma solugdo mae com concentragédo de 2 g L. Para a preparagao da solugao

do reagente de digestao foram pesados 20,02 mg de NaOH e dissolvidos em 100 ml de agua

destilada. Para a solucéo de cobre, dissolveram-se 25,02 mg de CuSO4.5H20 em 100 ml de

agua destilada. Na tabela A.1 sédo apresentadas as concentragdes das solugbes padrédo e as

respetivas absorvancias. Nas figuras A.1 e A.2 estéo representadas as retas de calibracéo.

Tabela A.1 Concentracdes e absorvancias dos padrdes de albumina (ensaio 1)

0.5

1
Concentracao g/L

15

Figura A.1 Reta de calibracao albumina ensaio 1 (R1)

R1 R2
PO 0 0 0 0 0,0033 0,019
P1 0,25 0,5 10 0,05 0,028 0,033
P2 0,5 1 10 0,1 0,041 0,035
P3 0,75 1,5 10 0,15 0,046 0,046
P4 1 2,01 10 0,2 0,063 0,058
P5 1,5 3,01 10 0,3 0,084 0,08
P6 2,5 5,02 10 0,5 0,12 0,134
P7 3,75 7,52 10 0,75 0,2 0,196
P8 5 10,03 10 1 0,261 0,258
P9 6,25 12,54 10 1,25 0,315 0,34
P10 7,5 15,05 10 1,5 0,387 0,386
P11 8,75 17,55 10 1,76 0,436 0,441
0.5
0.45
04 y = 0.2455x + 0.0105
’ R2=0.9982
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©
e 03
«©
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Figura A.2 Reta de calibragéo albumina ensaio 1 (Rz2)

Utilizou-se a equacdo da reta obtida a partir do 1° replicado (y=0,2455x + 0,0105), visto
apresentar maior valor R2 (0,9982).

Na tabela A.2, apresentam-se as quantidades pesadas de cada polimero para cada réplica, e a
sua respetiva concentragdo e absorvancia. Na tabela A.3 apresentam-se os valores obtidos em
relacdo a quantidade de proteina total existente em cada amostra. Natabela A.4 estédo os valores
de desvio padrédo (o) e o coeficiente de variancia relativo (Cv) entre os duplicados de cada

polimero.

Tabela A.2 Concentracdes e absorvancias dos polimeros para a caracterizacdo de proteina

(ensaio 1)
R1 R2 R1 R2 R1 R2
P1 26,65 25,79 4,85 4,69 0,281 0,295
P1-E 25,02 25,02 4,55 4,55 0,212 0,223
P2 25,3 25,22 4,6 4,59 0,189 0,189
P3 25,09 25,11 4,56 4,57 0,234 0,239
P3-E 25,05 25,06 4,55 4,56 0,132 0,135
P3-IPA 26,87 25,78 4,89 4,69 0,119 0,107
P4-E 27,35 27,15 4,97 4,94 0,138 0,158
P4-IPA 26,15 25,72 4,75 4,68 0,145 0,138
P5 25,42 25,57 4,62 4,65 0,258 0,266
P5-E 25,13 25,95 4,57 4,72 0,193 0,194
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Tabela A.3 Resultados de proteina (ensaio 1)

R1 R2 R1 R2 R1 R2 H

P1 0,281 0,295 1,10 1,16 227,4 2471 237,3
P1-E 0,212 0,223 0,82 0,87 180,4 190,3 185,4
P2 0,189 0,189 0,73 0,73 158,1 158,6 158,3
P3 0,234 0,239 0,91 0,93 199,6 203,9 201,7
P3-E 0,132 0,135 0,49 0,51 108,7 111,3 110,0
P3-IPA 0,119 0,107 0,44 0,39 90,5 83,9 87,2
P4-E 0,138 0,158 0,52 0,60 104,4 121,7 113,1
P4-1IPA 0,145 0,138 0,55 0,52 115,2 111,1 113,1
P5 0,258 0,266 1,01 1,04 218,1 223,9 221,0
P5-E 0,193 0,194 0,74 0,75 162,7 158,4 160,6

Tabela A.4 Desvio padrdo e coeficiente de variancia relativa de proteina (ensaio 1)

P1 99 42%
P1-E 49 27%
P2 03 0,2%
P3 22  1,1%
P3-E 1,3  1,2%
P3-IPA 3,3 3,8%
P4-E 86  7,6%
P4-IPA 2,1 1,8%
P5 29 1,3%
P5-E 21 1,3%

Ensaio 2:

Realizou-se outro ensaio, uma vez que quando se realizou o primeiro ensaio, o polimero
4 ainda nao tinha sido liofilizado. Pesaram-se 200,3 mg de albumina, e dissolveram-se em 100
ml de agua destilada. Obtendo assim uma solucdo mae de 2 g L. Na tabela seguinte sdo
apresentadas as concentra¢fes das solu¢des padrédo. Para a preparacdo da solucdo do reagente
de digestao foram pesados 20,03 mg de NaOH e dissolvidos em 100 ml de 4gua destilada. Usou-
se a solucdo de cobre preparada no ensaio 1. Na tabela A.5 sdo apresentadas as concentracdes
das solucBes padréo e as respetivas absorvancias. Nas figuras A.3 e A.4 estdo representadas

as retas de calibracéo.
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Tabela A.5 Concentracdes e absorvancias dos padrdes de albumina (ensaio 2)

Concentracao g/L

Figura A.3 Reta de calibracédo albumina ensaio 2 (R1)

0.5
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Figura A.4 Reta de calibracéo albumina ensaio (Rz)

R1 R2

PO 0 0 10 0 0,008 0,018
P1 0,25 0,5 10 0,05 0,024 0,047
P2 0,75 1,5 10 0,15 0,044 0,054
P3 1,5 3 10 0,3 0,173 0,083
P4 5 10,02 10 1 0,26 0,258
P5 6,25 12,52 10 1,25 0,332 0,342
P6 7,5 15,02 10 1,5 0,37 0,411
P7 8,75 17,53 10 1,75 0,398 0,439
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Utilizou-se a equacgdo da reta obtida a partir do 2° replicado (y=0,2479x + 0,0203), visto
apresentar maior valor R2(0,9945).

Na tabela A.6, apresentam-se as quantidades pesadas do polimero 4 para cada réplica
€ a sua respetiva concentracéo e absorvancia. Na tabela A.7 apresentam-se os valores obtidos
em relacédo a quantidade de proteina total existente em cada amostra. Na tabela A.8 estéo os
valores de desvio padrao (o) e o coeficiente de varidncia relativo (Cv) entre os duplicados do

polimero.

Tabela A.6 Concentrag8es e absorvancias das amostras para a caracteriza¢éo de proteina
(ensaio 2)

R1
22,7

R2
25,1

R1
4,13

R2
4,56

R1
0,204

R2
0,214

Tabela A.7 Resultados de proteina (ensaio 2)

R2
0,214

R1
0,74

R2
0,79

R1
179,5

R2
172,7

R1
0,204

U
176,1

Tabela A.8 Desvio padréo e coeficiente de variancia proteina (ensaio 2)

P4 3,4 1,9%
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Anexo A.2 — Caracterizacao de acucares neutros
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Em primeiro lugar, preparou-se uma solucdo mée de glucose com concentracao de 1000
ppm, dissolvendo 100 mg de glucose com agua destilada num baldo volumétrico de 100 ml. De
seguida prepararam-se as solucdes padrdo com concentracbes 50-100 ppm em baldes

volumétricos de 50 ml, pipetando o volume necessario, pelo seguinte planeamento.

e 0,25ml ->5ppm

e 05ml ->10ppm
e 125ml ->25ppm
e 25ml ->50ppm
e 3,75ml ->75ppm
e 5ml -> 100 ppm

Ensaio 1

Pesaram-se 100,3 mg de glucose e dissolveram-se em 100 ml de agua destilada hum
baldo volumétrico. Para a solucédo de digestao, dissolveram-se 125,4 mg de antrona em 100 ml
de HCI. Natabela A.9 apresentam-se as concentragfes das solucdes padréo, o respetivo volume
pipetado da solugdo mée para a preparacdo dos mesmos e as respetivas absorvancias obtidas.

Nas figuras A.5 e A.6 estdo representadas as retas de calibracdo de glucose.

Tabela A.9 Concentracdes e absorvancias dos padrdes de glucose (ensaio 1)

R1 R2
PO 0 0 0 0 0,013 0,008
P1 0,25 0,25 50 0,005 0,044 0,034
P2 0,5 0,50 50 0,010 0,08 0,074
P3 1,25 1,25 50 0,025 0,222 0,242
P4 25 251 50 0,050 0,589 0,451
P5 3,75 3,76 50 0,075 0,638 0,467
P6 5 5,02 50 0,100 0,816 0,813

Utilizou-se a equacgédo da reta obtida a partir do 1° replicado (y=8,4039x + 0,024), visto
apresentar maior valor R? (0,9616).

Na tabela A.10, apresentam-se as quantidades pesadas de cada polimero para a

preparar as solucdes a analisar, e a respetiva concentracao.

Na tabela A.11 sé@o apresentados os valores das absorvancias obtidas dos replicados de
cada polimero. Na tabela A.12 estdo os valores de desvio padréo (o) e o coeficiente de variancia

relativo (Cv) entre os duplicados de cada polimero e a média dos duplicados ().
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Absorvancia

Absorvancia

0.9
y = 8.4039x + 0.024

0.8 R?=0.9616

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentragéo g/L

Figura A.5 Reta de calibracao glucose ensaio 1 (R1)

0.9

0.8 ()
0.7 y =7.526x + 0.0127

' R2=0.9611
0.6

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentragao g/L

Figura A.6 Reta de calibracdo glucose ensaio 1 (R2)

Tabela A.10 Concentracdes das amostras para a caracterizacdo de acuUcares (ensaio 1)

P1 5,35 100 0,054
P1-E 5,21 100 0,052
) 6,95 50 0,139
P3 6,79 100 0,068
P3-E 5,21 100 0,052
P3-IPA 2,36 25 0,094
P4 14,3 250 0,057
PA-E 4,68 50 0,094
P4-IPA 2,19 50 0,044
P5 2,46 50 0,049
P5-E 2,96 50 0,059
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Tabela A.11 Resultados de acUcares (ensaio 1)

R1 R2 R1 R2 R1 R2
P1 0,054 0,242 0,231 0,026 0,025 484,9 460,4
P1-E 0,052 0,118 0,11 0,011 0,010 214,7 196,4
P2 0,139 0,418 0,414 0,047 0,046 337,3 333,9
P3 0,068 0,242 0,234 0,026 0,025 382,0 368,0
P3-E 0,052 0,221 0,169 0,023 0,017 449,9 331,2
P3-IPA 0,094 0,184 0,21 0,019 0,022 201,7 234,5
P4 0,057 0,218 0,186 0,023 0,019 403,6 337,0
P4-E 0,094 0,326 0,328 0,036 0,036 383,9 386,5
P4-IPA 0,044 0,18 0,125 0,019 0,012 423,8 274,4
P5 0,049 0,224 0,22 0,024 0,023 483,7 474,0
P5-E 0,059 0,188 0,195 0,020 0,020 329,6 343,7

Tabela A.12 Desvio e padrao e coeficiente de variancia de aclcares (ensaio 1)

P1 472,6 12,2 2,60%
P1-E 205,6 9,1 4,40%
P2 335,6 1,7 0,50%
P3 375 7 1,90%
P3-E 390,6 59,4 15,20%
P3-IPA 218,1 16,4 7,50%
P4 370,3 33,3 9,00%
P4-E 385,2 1,3 0,30%
P4-IPA 349,1 74,7  21,40%
P5 478,9 4,8 1,00%
P5-E 336,7 7 2,10%

Foi realizado um segundo ensaio para a analisar os polimeros P3-E e P4-IPA, uma vez

que o coeficiente de variancia relativo entre os duplicados foi superior a 10%.

Ensaio 2

Pesaram-se 50,33 mg de glucose e dissolveram-se em 50 ml de agua destilada num
baldo volumétrico. Na tabela A.13 apresentam-se as concentragfes das solugbes padrdo, o
respetivo volume pipetado da solugdo mée para a preparacdo dos mesmos e as respetivas
absorvancias obtidas. Para o reagente de digestéo, dissolveram-se 125,1 mg de antrona em 100

ml de HCI. Nas figuras A.7 e A.8, estdo representadas as retas de calibracdo da glucose.
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Tabela A.13 Concentracdes e absorvancias dos padrdes de glucose (ensaio 2)

R1 R2

PO 0 0 0 0 0,01 0,013
P1 0,25 0,25 50 0,005 0,036 0,038
P2 0,5 0,50 50 0,010 0,085 0,109
P3 1,25 1,26 50 0,025 0,202 0,213
P4 25 2,52 50 0,050 0,353 0,371
P5 3,75 3,77 50 0,075 0,51 0,527
P6 5 5,03 50 0,101 0,647 0,628

0.7

0.6

y = 6.3934x + 0.0197
05 R2 =0.9966

Absorvancia (nm)

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentragéo g/L

Figura A.7 Reta de calibracdo glucose ensaio 2 (R1)

y = 6.2451x + 0.0333
R2 =0.9887

Absorvancia (nm)

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentragao g/L

Figura A.8 Reta de calibracao glucose ensaio 2 (R2)
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Utilizou-se a equacgdo da reta obtida a partir do 1° replicado (y=6,3934x + 0,0197), visto

apresentar maior valor R2(0,9966).

Na tabela A.14, apresentam-se as quantidades pesadas de amostra para a preparar as

solugdes a analisar, e a respetiva concentracéo.

Na tabela A.15 sdo apresentados os valores das absorvancias obtidas dos replicados de
cada polimero. Na tabela A.16 estao os valores de desvio padréo (o) e o coeficiente de variancia
relativo (Cv) entre os duplicados de cada polimero e a média dos duplicados (l).

Tabela A.14 Concentracdes das amostras para caracterizacdo (ensaio 2)

P3-E 5,07 100 0,0507

P4-IPA 1,98 50 0,0396

Tabela A.15 Resultados aguUcares (ensaio 2)

R1 R2 R1 R2 R1 R2
0,051 0,073 0,084 0,008 0,01 164,4 198,4
P4-IPA 0,04 0,097 0,089 0,012 0,011 305,3 273,7

Tabela A.16 Desvio padréo e coeficiente de variancia de agucares (ensaio 2)

P3-E 181,4 17,0 9,4%

P4-E 289,5 15,8 5,5%
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Anexo A.3 — Caracterizacado de acidos uronicos
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Em primeiro lugar, preparou-se uma solucdo méae de acido galacturénico com
concentracao de 250 mg L1, dissolvendo 25 mg de acido galacturénico com agua destilada num
baldo de volumétrico de 100 ml. Foram preparados padrées com 8 concentragdes distintas, com
diluicdes sucessivas de 1:2. Prepararam-se solu¢cdes mae dos polimeros a analisar. Depois de
cada ensaio, as solucdes foram congeladas, e usadas posteriormente caso fosse necessario
realizar ou repetir outro ensaio. Na tabela A.17 sdo apresentadas as concentracdes das solucdes

mae de cada polimero.

Tabela A.17 Concentracdes das amostras para caracterizacdo de acidos uronicos

P1 500 500 1,00
P1-E 50 50 1,00
P2 250 250 1,00
P3 500,1 500 1,00
P3-E 10 10 1,00
P3-IPA 50 50 1,00
P4 15,6 15 1,04
P4-E 25 25 1,00
P4-IPA 14,9 15 0,99
P5 250 250 1,00
P5-E 20 20 1,00

Ensaio 1

Pesaram-se 25 mg de acido galacturénico, e foram dissolvidos em 100 ml de &gua
destilada. Obtendo assim, uma solugdo mae com concentracdo de 250 mg L. Na tabela A.18
sdo apresentadas as concentragdes das solucdes padrdo e as respetivas absorvancias. Para a
solucao de m-hidroxifenil, dissolveram-se 0,15 g de m-hidroxifenil e 0,15 g de NaOH em 100 ml
de agua destilada. Para o reagente de digestao, dissolveram-se 250,1 mg de tetraborato de sddio
em 100 ml de HCI. Nas figuras A.9 e A.10 estdo representadas as retas de calibragéo de &acido

galacturénico.

Utilizou-se a equacgédo da reta obtida a partir do 1° replicado (y=0.0069x + 0.0778), visto
apresentar maior valor R? (0.9853). Na tabela A.19, encontram-se 0s resultados obtidos, e na
tabela A.20 estdo os valores de desvio padrado (o) e o coeficiente de variancia relativo (Cv) entre

os duplicados de cada polimero e a média dos duplicados (u).
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Tabela A.18 Concentracdes e absorvancias dos padrdes de acido galacturénico (ensaio 1)

PO
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8

R1 R2
0 0,0203 0,018
1,95 0,0353 0,0317
3,91 0,0604 0,0608
7,81 0,1021 0,113
15,63 0,1884  0,2081
31,25 0,3794 0,3981
62,5 0,6498 0,7489
125 0,9316  1,3873
250 1,7507 1,7902

Tabela A.19 Resultados acidos urénicos (ensaio 1)

Concentragdo mg/L

R1 R2 R1 R2 R1 R2 M
P1 0,2153 0,2832 19,9 29,8 19,9 29,8 24,8
P1-E 0,272 0,287 28,1 30,3 28,1 30,3 29,2
P3 0,1522  0,1541 10,8 11,1 10,8 11,1 10,9
P3-E 0,1885 0,1258 16,0 7,0 16,0 7,0 11,5
P3-IPA 0,3357 0,682 37,4 87,6 37,4 87,6 62,5
P4-E 0,4143  0,4375 48,8 52,1 48,8 52,1 50,4
P5-E 0,436  0,3438 51,9 38,6 51,9 38,6 452
2
18 y = 0.0069x + 0.0778
1.6 R2=0.9853
1.4
©
c 1.2
C
«©
> 1
2
5:0.8
0.6
0.4
0.2
0
0 50 100 150 200 250 300

Figura A.9 Reta de calibracéo acido galacturénico ensaio 1 (R1)
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2.5

y = 0.0076x + 0.1103

2 R2=0.9377
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Concentragéo mg/L

Figura A.10 Reta de calibrag&o acido galacturénico ensaio 1 (Rz)

Tabela A.20 Desvio padréo e coeficiente de variancia &cidos uronicos (ensaio 1)

P1 24,8 49  19,8%
P1-E 29,2 1,1 3,7%
P3 10,9 0,1 1,3%
P3-E 11,5 45  39,5%
P3-IPA 62,5 25,1  40,2%
P4-E 50,4 1,7 3,3%
P5-E 45,2 6,7 14,8%

Repetiu-se o ensaio para os polimeros P1, P3-E, P3-IPA e P5-E, juntamente com as
restantes amostras que faltavam analisar, uma vez que quando se realizou o ensaio 1, as

restantes ainda ndo se tinham liofilizado.
Ensaio 2

Pesaram-se 25,9 mg de acido galacturénico, e foram dissolvidos em 100 ml de agua
destilada. Obtendo assim, uma solugdo mae com concentragcdo de 259 mg Lt. Na tabela A.21
sdo apresentadas as concentracfes das solugBes padrédo e as respetivas absorvancias. Neste
ensaio utilizou-se a solucao de m-hidroxifenil preparada no ensaio anterior. Para o reagente de
digestéo, dissolveram-se 251,5 mg de tetraborato de sédio. Nas figuras A.11 e A.12 estédo

representadas as retas de calibracédo de acido galacturénico.

86



Tabela A.21 Concentrag8es e absorvancias dos padrdes de acido galacturénico (ensaio 2)

R: R.
PO 0 0,0256 0,0231
P1 2,02 0,0471 0,0455
P2 4,05 0,05 0,0736
P3 8,09 0,094  0,0943
P4 16,19 0,1974 0,182
PS5 32,38 0,269  0,2971
P6 64,75 0,6047 0,4413
P7 1295 1,1363 1,0768
P8 259 1,948  1,8537

25
5 y = 0.0076x + 0.0518
R2=0.9934

©
215
«©
c
o
g 1
<

0.5

0 50 100 150 200 250 300
Concentra¢@o mg/L

Figura A.11 Reta de calibracao acido galacturénico ensaio 2 (R1)
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Figura A.12 Reta de calibracéo acido galacturénico ensaio 2 (R2)
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Utilizou-se a equacé@o da reta obtida a partir do 2° replicado (y=0,0071x + 0.0447), visto
apresentar maior valor R2 (0.9938). Na tabela A.22, encontram-se os resultados obtidos, e na
tabela A.23 estdo os valores de desvio padrao (o) e o coeficiente de variancia relativo (Cv) entre

os duplicados de cada polimero e a média dos duplicados ().

Tabela A.22 Resultados acidos urénicos (ensaio 2)

R1 R2 R1 R2 R1 R2 V]
P1 0,2758  0,2658 32,5 31,1 32,5 31,1 31,8
P2 0,214  0,2026 23,8 22,2 23,8 22,2 23,0
P3-E 0,1302  0,1258 12,0 11,4 12,0 11,4 11,7
P3-IPA 0,1276  0,1411 11,7 13,6 11,7 13,6 12,6
P4 0,248  0,2347 28,6 26,8 27,5 25,7 26,6
P4-IPA 0,1784  0,1788 18,8 18,9 19,0 19,0 19,0
P5 0,2286  0,2382 259 27,3 25,9 27,3 26,6
P5-E 0,4416  0,4627 55,9 58,9 55,9 58,9 57,4

Tabela A.23 Desvio padréo e coeficiente de variancia acidos uronicos (ensaio 2)

P1 31,8 0,7 2,2%
P2 23,0 0,8 3,5%
P3-E 11,7 0,3 2,6%
P3-IPA 12,6 1,0 7,5%
P4 26,6 0,9 3,4%
P4-1PA 19,0 0,0 0,1%
P5 26,6 0,7 2,5%
P5-E 57,4 1,5 2,6%

88



Anexo A.4 — Caracterizacao de cinzas
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Nas tabelas A.24 e A.25 estd@o os pesos registados nos ensaios 1 e 2, respetivamente.
O teor de cinzas foi calculado pela seguinte equacéo A.1

P3 -P1

pz_Pl><100

(A1)

% Cinzas =

Onde:

P1 = peso cadinho + filtro (g)

P2 = peso do cadinho + filtro + amostra (g)

P3 = cadinho + filtro + cinza (g)

Tabela A.24 Resultados da caracteriza¢é@o de cinzas (ensaio 1)

__ Cadinho | Fio | P1 | Polimero | P2 |

P3| P4 [ Cinzas |

1 41,21216| 0,09666 |41,30882| P1 100,42 41,40924 | 41,39278 | 41,32401 15,1%
2 42,0823 | 0,09642 |42,17872| P1 100,17 | 42,27889 | 42,25957 | 42,19299 14,2%
3 42,27266 | 0,09645|42,36911 | P1-E | 100,57 | 42,46968 | 42,45411 | 42,38643 17,2%
4 39,43872| 0,09666 |39,53538 | P1-E | 100,38 | 39,63576 | 39,62671 | 39,55649 21,0%
5 40,39244 | 0,09714|40,48958| P2 100,38 | 40,58996 | 40,58001 | 40,50269 13,1%
6 45,52541 | 0,09653 |45,62194| P2 100,85 | 45,72279 | 45,71382 | 45,63602 14,0%
7 42,64645| 0,09703 |42,74348| P3 100,77 | 42,84425 | 42,82926 | 42,76629 22,6%
8 38,10978| 0,09754 |38,20732| P3 100,9 | 38,30822 | 38,29256 | 38,22824 20,7%
9 37,69682 | 0,0969 [37,79372| P5 131,11 | 37,92483 | 37,90492 | 37,81374 15,3%
10 37,13139| 0,09609 |37,22748| PS5 131,83 | 37,35931 | 37,34156 | 37,24714 14,9%

Tabela A.25 Resultados da caracterizacdo de cinzas (ensaio 2)

1 42,0812 | 0,09688 | 42,17808 P4 101,27 [42,27935 | 42,26133 | 42,19147 13,2%
2 45,52485| 0,0968 | 45,62165 P4 101,63 | 45,72328 | 45,70672 | 45,63631 14,4%
3 38,10925 | 0,09724 | 38,20649 | P3-IPA | 102,45 | 38,30894 | 38,30123 | 38,23295 25,8%
4 42,27171| 0,09727 | 42,36898 | P4-IPA 100,16 | 42,46914 | 42,46079 | 42,38295 13,9%
5 42,64604 | 0,09744|42,74348| P3-E |101,18|42,84466 | 42,83258 | 42,76721 23,5%
6 40,39076 | 0,09692 |40,48768 | P3-E |101,27 |40,58895 | 40,57659 | 40,5123 24,3%
7 39,43744| 0,09747[39,53491| P5-E |101,55]39,63646 | 39,62876 | 39,55128 16,1%
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Anexo A.5 — Resultados HPLC
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Sdo apresentados o0s cromatogramas das diluicbes da solucdo padrdo de
monossacarideos (arabinose, galactose, ramnose e xilose) com concentracdo de 1 g L-1. Foram
feitas solugbes padrdo com concentracdes de 1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg L1, a partir da solugao
entregue, obtendo os cromatogramas das figuras A.13, A.14, A.15, A.16, A.17, A.18 e A.19,,
respetivamente. Os resultados dos cromatogramas sdo apresentados nas tabelas A.26, A.27,
A.28, A29, A30, A31 e A.32, respetivamente. Deste modo, foi possivel calcular a quantidade de
cada monossacarideo na solucao, pela reta padréo obtida de cada monossacarideo. A reta é do
tipo y=ax+b, onde a e b sdo o declive e ordenada na origem da reta. As variaveis x e y
correspondem a concentracao (mg/L) e a area, respetivamente.

24 -2 0A0 CHEW S1MARZ021 - 2110028 #2 |3 peaks manually assigned] ED 1 Total
il ¥
T 2 = Arabinose - 9.642
4 1= mniose - BATE
23.00+ 3 - Galactose - 11.788
2200
21.00+ I
20.00+
18.00+
18.00+
+7.004——
0.0 2.0 4.0 6.0 B.O 10.0 120 14.0 16.0
Figura A.13 Cromatograma 1 mg/L
Tabela A.26 Resultados do comatograma 1 mg/L
No. | Ret.Time Peak Mame Height  Area  RelArea Amount  Type
min nC nC*min % ma/l
1 888  Rhamnose 1.816 0603 1814 0.805  BM*
2 964  Arabinose 2268 0784 2360 0.926 MB
3| 1176 Galactose 2 096 0937 2822 0.984  BMB"
4 | 1443 Xilese 2168 0.938  30.04 0.886  BMB*
Total: B.248 3321 100.00 3.801
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34.0 JOAD CHEM 31 MAR2021 - 211C028 #3 [2 pesks manually sssignad] ED 1 Total
] 3 . Arabinase - 9,583

00 , 3. Galactoss - 11,833

275

25,0+

225
b r A 1

20,0

T — . — . , : ———in
0.0 20 410 6.0 a0 10.0 12.0 14.0 16

Figura A.14 Cromatograma 5 mg/L

Tabela A.27 Resultados do cromatograma 5 mg/L

Na. | Ret.Time Paak Mame Height Area Rel.Area Amount Type
min nC nC*min % mal
| 891 Rhamnose 9.020 3.037 17.88 4.960 BM ~
2 968 Arabinosea 11.253 4.001 23.55 4908 MB
3 11.83 Galaciose 10.142 4.501 26.43 4,972 BMBE
4 14.51 Xilose 11.130 5450 32.08 4.929 BMBE"
Total: 41.545 16.988 100.00 19.767
e j..:DF.EI CHEM 31MAR2021 - 2110028 #4 [modified by D] ED 1 Total
= JnC
J 2 » Arabinose - 5.780
mn— 1 - Galactass - liﬁ?“m
: n‘l = Rhamnose - 8.9
35,0
30,0+
250
20.0- ' A
15 04— — — — — . : , fmn
0.0 20 4.0 6.0 a0 10.0 12.0 14.0 16.

Figura A.15 Cromatograma 10 mg/L
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Tabela A.28 Resultados do cromatograma 10 mg/L

No. | Ret.Time Peak Mame Height  Area RelArea Amourt  Type
min nC nC min % mg/l
1 896  Rhamnase 18038 6207 1777 10.240 BM
2 975  Arabinosa 22817 B346 2389 10.281 MB
3| 1182 Gaacose 20514 9058 2593 10072 BMB
4 | 1462  Xilose 22644 11327 3242 10.134  BMB
Total: 83814 34938 100.00 40.727
0.0 ikit:.ii.t:u CHEM 31MARZ021 - 21IC028 #5 MIX 20 moiL ED 1 Total
e
2 » Arabinose - S.TE3
4 = Xiloso
60,0+ 1- Galactase - 11
o 1 » Rhismnose « 9.
co0] ﬂ
40.0
30.0
20 1 L'
10.0 T LI LI T T 1 T T ':mn
0.0 20 40 6.0 8O 10.0 120 14.0 160
Figura A.16 Cromatograma 20 mg/L
Tabela A.29 Resultados do cromatograma 20 mg/L
No. | Ret.Time Peak Name Height  Area  RelArea Amount  Type
min nC nC*min % mg/l
1 9.00 Rhamnose 34804 12003 1754 19835  BM
2 9.78  Arabinose 43155 16111 2354 19.887 ME
3| 1186 Galacose 40.058 17906 2617 18972 BMB
4 | 1468  Xiose 43902 22412 3275 19.952  BMB
Total: 161.720 62432 100.00 T9.705
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Figura A.17 Cromatograma 30 mg/L
Tabela A.30 Resultados do cromatograma 30 mg/L
No. | Ret.Time Peak Mame Height  Area  RelArea Amount  Type
min nC nC min % mag/l
1 203  Rhamnose 49251 17411  17.38 28.901 BM
2 981  Arabinose 62054 23546 2351 29,085 ME
3| 1200 Galactoss 58.316 26283 2623 29,323  BMB
4 | 1475  Xilose 63.413 32973 3288 29.961  BMB
Total: 233.034 100143 10000  116.569
Ho_%m-mmmmm1 - 211C02E 47 MIX 40 mgiL ED 1_Total
L il
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Figura A.18 Cromatograma 40 mg/L



Tabela A.31 Resultados do cromatograma 40 mg/L

No. | Ret.Time Peak Mame Height  Area  RelArea Amount  Type
min nC nC min % mg/l
1 905  Rhamnose 64560 23085 17.28 38.318 BM
2 982  Arabinose 81.432 3282 2342 38.629 MB
3| 1201  Galactose 77827 35228 2639 39355 EBMB
4 | 1477 Xilese 83588 439833 3291 38.011 BME
Total: 307418 133488 10000 155314
140-20A0 CHEN 31MAR2021 - 2110028 #8  MIX 50 mg/L ED_1_Total
nc
] 2 » Arabinose - SUA2E 4 - Kilosd
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Figura A.19 Cormatograma 50 mg/L
Tabela A.32 Resultados do cromatograma 50 mg/L
No. | Ret.Time Peak Mame Height  Area  RelArea Amount  Type
min nic nC*min % mall
1 906 Rhamnose 79.765 2872 17.32 47 858 BM
2 9.83  Arabinose 100.586 38854 2338 48022 b
3| 1202 Galactose 95.460 43845 2638 48997  bMB
4 | 1478 Xilose 103.401 54707 3282 48.553  BMB
Total: 380.212 166198 10000  192.431
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Anexo B — Resultados dos ensaios Jar Test
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Preparacédo da solucédo de CF:

A solucao comercial de CF usada foi de 40% (kg/L ou 40g CF/100 g solucédo) com densidade
relativa de 1,42. Pretendeu-se preparar uma solucdo de CF com uma concentragéo de 20 g L.
Foi usado um baldo de 100 ml, logo foi necessario pipetar 2 g. Foi calculado o volume

correspondente a 2g de CF.

100 g 3
VOlurneequivalente a100 g de solugio — m =70,42 cm® =72,42ml

2gx70,42ml
Volume , pipetar = Tg = 3,52 ml

Foram pipetados 3,52 ml para o bal&o, e enchido até perfazer o volume de 100 ml.

Nas tabelas B.1, B.2, B.3 B.4, B.5, B.6, B7 e B.8 sdo apresentados os resultados obtidos
nos ensaios jar test 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, respetivamente.

Tabela B.1 Resultados jar test (ensaio 1)

Manha Data Hora NTU pH Branco
24/jan 10h00 67 7,935 25,2
Ir::;:/lf TipZOIImeL:)g/L T [r\lv_ﬁlﬁao pH % Remocdo | % Coagulacéo

30 - - 6,6 7,388 90,1% 73,8%
0 P1 30 24,2 7,934 63,9% 4,0%
0 P1-E 30 22,9 7,901 65,8% 9,1%
0 P2 30 26,2 7,913 60,9% -4,0%
0 P3 30 26,4 7,928 60,6% -4,8%
0 P3-E 30 26,9 7,969 59,9% -6,7%
0 P3-IPA 30 26,9 7,968 59,9% -6,7%
0 P4 30 21,3 7,991 68,2% 15,5%
0 P4-E 30 27,4 7,939 59,1% -8,7%
0 P4-1PA 30 24,3 7,919 63,7% 3,6%
0 P5 30 22,2 7,915 66,9% 11,9%
0 P5-E 30 27,6 7,903 58,8% -9,5%
10 P4 20 12,1 7,69 81,9% 52,0%
15 P4 15 12,4 7,59 81,5% 50,8%
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Tabela B.2 Resultados jar test (ensaio 2)

Tard Data Hora NTU pH Branco
arae 24fjan  14h30 123 7,866 65,5
'::;:_3 TipZO“merr:g/L T [r\lv_?ﬁao pH % Remocdo | % Coagulacéo
0 - - 30,7 7,365 75,0% 53,1%
0 P1 56,25 77,7 7,609 36,8% -18,6%
0 P1 75 75,9 7,628 38,3% -15,9%
0 P2 56,25 73,4 7,73 40,3% -12,1%
0 P2 90 77,5 7,623 37,0% -18,3%
0 P2 110 77 7,645 37,4% -17,6%
0 P3 110 75,4 7,601 38,7% -15,1%
10 P1-E 20 66,2 7,644 46,2% -1,1%
15 P1-E 15 49,7 7,537 59,6% 24,1%
20 P1-E 10 41,4 7,461 66,3% 36,8%
10 P5 20 62,9 7.651 48,9% 4,0%
15 P5 15 56,5 7.566 54,1% 13,7%
20 P5 10 43,3 7.482 64,8% 33,9%
15 P5 30 53,8 7,474 56,3% 17,9%
22,5 P5 22,5 36,5 7,393 70,3% 44,3%
30 P5 15 37,4 7,328 69,6% 42,9%
225 P5-E 22,5 51 7.353 58,5% 22,1%
Tabela B.3 Resultados jar test (ensaio 3)
N Data Hora NTU pH Branco
Manhéa
05/fev 11h00 84 8,014 34,9
FeCl3 Polimero Turvacéao H % %
mg/L Tipo mg/L NTU P Remocédo | Coagulagéo
30 - - 11,3 7,46 86,5% 67,6%
0 P1 30 31,1 7,914 63,0% 10,9%
0 P1-E 30 34,9 7,892 58,5% 0,0%
0 P2 30 31,7 7,95 62,3% 9,2%
0 P3 30 33,2 7,902 60,5% 4,9%
0 P4 30 34,7 7,897 58,7% 0,6%
0 P5 30 33,1 7,906 60,6% 5,2%
10 P1 30 22,8 7,708 72,9% 34,7%
10 P1-E 30 21,5 7,71 74,4% 38,4%
10 P2 30 17,5 7,717 79,2% 49,9%
10 P3 30 23,1 7,688 72,5% 33,8%
10 P4 30 19,2 7,624 77,1% 45,0%
10 P5 30 19,8 7,67 76,4% 43,3%
10 P5-E 30 21,1 7,666 74,9% 39,5%
12,5 P2 20 15,8 7,65 81,2% 54,7%
12,5 P2 45 17 7,625 79,8% 51,3%
12,5 P2 60 18,8 7,618 77,6% 46,1%
12,5 P2 80 16,6 7,611 80,2% 52,4%
15 P2 45 12,4 7,58 85,2% 64,5%
15 P2 60 16,2 7,592 80,7% 53,6%
15 P2 80 17,3 7,585 79,4% 50,4%
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Tabela B.4 Resultados jar test (ensaio 4)

Tard Data Hora NTU pH Branco
arde 05/fev 14h00 187 7,872 103
FeCl3 Polimero Turvagédo H % %
mg/L Tipo mg/L NTU P Remocédo | Coagulacéo

30 - - 45 7,18 75,9% 56,3%
15 P1-E 10 66,2 7,381 64,6% 35,7%
15 P1-E 20 64,8 7,377 65,3% 37,1%
15 P2 10 65 7,397 65,2% 36,9%
15 P2 20 63,4 7,41 66,1% 38,4%
17,5 P1-E 30 70,9 7,307 62,1% 31,2%
17,5 P2 30 67,3 7,312 64,0% 34,7%
17,5 P2 45 61,6 7,292 67,1% 40,2%
20 P1 30 57,2 7,243 69,4% 44.5%
20 P5 30 62,2 7,229 66,7% 39,6%
20 P5-E 30 67,3 7,248 64,0% 34,7%
22,5 P3 30 58,2 7,193 68,9% 43,5%
22,5 P3 45 54,8 7,183 70,7% 46,8%
22,5 P4 30 53,2 7,189 71,6% 48,3%
22,5 P1-E 30 54,8 7,205 70,7% 46,8%
25 P1-E 30 50,5 7,149 73,0% 51,0%
25 P1 30 56,15 7,112 70,0% 45,5%
25 P2 45 44,6 7,16 76,1% 56,7%
25 P4 30 48,4 7,154 74,1% 53,0%
25 P5 30 50,1 7,173 73,2% 51,4%
25 P5-E 30 54,4 7,171 70,9% 47,2%
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Tabela B.5 Resultados jar test (ensaio 5)

" Data Hora NTU pH Branco
Manha
24/fev 10h00 78 8,015 26,9
FeCl3 Polimero Turvacao ~ %
mg/L Tipo mg/L NTU pH % Remocao Coagulacgao

30 - - 8,11 7,543 89,6% 69,9%
0 P1 30 29,9 8,033 61,7% -11,2%
0 P1 45 30,5 8,004 60,9% -13,4%
0 P2 30 26,9 8,06 65,5% 0,0%
0 P2 45 27,4 8,069 64,9% -1,9%
0 P3 30 31,2 8,048 60,0% -16,0%
0 P3 45 30,5 7,979 60,9% -13,4%
0 P4 30 30,9 8,974 60,4% -14,9%
0 P4 45 30,8 7,969 60,5% -14,5%
0 P5 30 33 8,021 57,7% -22,7%
0 P5 45 33,8 7,992 56,7% -25,7%
15 P1 25 11,6 7,713 85,1% 56,9%
15 P1 40 13,8 7,761 82,3% 48,7%
15 P2 25 12,5 7,771 84,0% 53,5%
15 P2 40 12,5 7,802 84,0% 53,5%
15 P3 25 10,8 7,684 86,2% 59,9%
15 P3 40 9,27 7,656 88,1% 65,5%
15 P4 25 12,8 7,677 83,6% 52,4%
15 P4 40 9,87 7,686 87,3% 63,3%
15 P5 25 9,2 7,734 88,2% 65,8%
15 P5 40 9,56 7,729 87, 7% 64,5%
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Tabela B.6 Resultados jar test (ensaio 6)

Data Hora NTU pH Branco
Tarde
24/fev 13h30 156 8,052 77
FeCl3 Polimero Turvacao N %
mg/L Tipo mg/L NTU pH % Remocao Coagulacéo
30 - - 29,2 7,542 81,3% 62,1%
0 P1 30 75,7 7,981 51,5% 1,7%
0 P1 45 74 7,968 52,6% 3,9%
0 P2 30 73 7,967 53,2% 5,2%
0 P2 45 74,1 7,949 52,5% 3,8%
0 P3 30 75,5 7,92 51,6% 1,9%
0 P3 45 75,2 7,908 51,8% 2,3%
0 P4 30 68 7,872 56,4% 11,7%
0 P4 45 70,5 7,864 54,8% 8,4%
0 P5 30 71 7,881 54,5% 7,8%
0 P5 45 70,4 7,899 54,9% 8,6%
15 P1 25 36,8 7,624 76,4% 52,2%
15 P1 40 38 7,61 75,6% 50,6%
15 P2 25 35,6 7,634 77,2% 53,8%
15 P2 40 36,6 7,624 76,5% 52,5%
15 P3 25 35,7 7,684 77,1% 53,6%
15 P3 40 35,9 7,645 77,0% 53,4%
15 P4 25 35,7 7,647 77,1% 53,6%
15 P4 40 35,4 7,609 77,3% 54,0%
15 P5 25 34,8 7,632 77,7% 54,8%
15 P5 40 35,7 7,603 77,1% 53,6%
Tabela B.7 Resultados jar test (ensaio 7)
N Data Hora NTU pH Branco
Manha
26/fev 183 183 8,015 82,3
FeCl3 Polimero Turvacéao Y % %
mg/L Tipo mg/L NTU P Remoc¢do | Coagulacédo
30 - - 9,8 7,392 94,6% 88,1%
0 P1-E 30 38,4 7,935 79,0% 53,3%
0 P1-E 45 45,6 7,919 75,1% 44,6%
0 P3-E 30 44,5 7,934 75,7% 45,9%
0 P3-E 45 48,5 7,908 73,5% 41,1%
0 P4-IPA 30 38,9 7,782 78,7% 52,7%
0 P5-E 30 44,4 7,494 75,7% 46,1%
0 P5-E 45 47 7,944 74,3% 42,9%
15 P1-E 25 22,8 7,581 87,5% 72,3%
15 P1-E 40 19,1 7,537 89,6% 76,8%
15 P3-E 25 28,2 7,578 84,6% 65,7%
15 P3-E 40 18,9 7,537 89,7% 77,0%
15 P4-IPA 25 44,4 7,583 75,7% 46,1%
15 P4-IPA 40 26,7 7,578 85,4% 67,6%
15 P5-E 25 20,4 7,56 88,9% 75,2%
15 P5-E 40 34,7 7.5 81,0% 57,8%
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Tabela B.8 Resultados jar test (ensaio 8)

Tard Data Hora NTU pH Branco
arde 26fflev 13h30 138 7,964 70,1
FeCl3 Polimero Turvagéo H % %
mg/L Tipo mg/L NTU P Remocéo | Coagulagéo
30 - - 21,2 7,361 84,6% 69,8%
0 P1-E 30 69 7,862 50,0% 1,6%
0 P1-E 45 69,9 7,87 49,3% 0,3%
0 P5-E 30 69,9 7,875 49,3% 0,3%
0 P5-E 45 72,9 7,812 47,2% -4,0%
15 P1-E 25 33,3 7,483 75,9% 52,5%
15 P1-E 40 33,6 7,476 75,7% 52,1%
15 P5-E 25 34,1 7,54 75,3% 51,4%
15 P5-E 40 60,6 7,55 56,1% 13,6%
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