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RESUMO

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo biopolimeros biodegradaveis, produzidos a partir de acidos
graxos volateis, que sao gerados durante a digestdo anaerdbia de residuos organicos. Esses
biopolimeros oferecem uma alternativa sustentavel em substitui¢ao aos plasticos derivados do
petroleo, que tem como vantagem a redugdo do impacto ambiental e biodegradabilidade;
também contribuindo com a eficiéncia energética, economia de recursos € uma maior
diversificacao da cadeia produtiva. A otimiza¢ao da producao de polihidroxialcanoatos depende
de uma série de pardmetros operacionais e tipo de substrato, tais fatores possuem influéncia
direta na formagdo de composicdo de acidos graxos volateis (AGVs). A manipulagao
estratégica desses parametros permite a obtengao de polihidroxialcanoatos do tipo PHB e/ou
PHV, adequando-os para uma ampla gama de aplicagdes, como em sacolas, embalagens de
cosméticos, implantes médicos, entre outros. Nesse contexto, o uso de reatores em bateladas
sequenciais com culturas microbianas mistas se destaca como uma estratégia eficiente, pois
esse sistema, aliado ao substrato rico em AGVs, permite selecionar a biomassa mais adequada
para o processo, com base em um padrao alternado de excesso e falta de substrato, onde se cria
uma forte vantagem seletiva para os microrganismos. No processo anaerdbio, este trabalho
investigou o impacto dos parametros de Tempo de Detencao Hidraulica (TDH), Carga Organica
Volumétrica (COV) e pH; e da influéncia do tipo de substrato na producio de acidos graxos
volateis. A concentragdo de AGVs teve maximo de 1259,98 + 511,23 mg AGV L' quando teve
como substratos uma codigestdo de glicerol com biomassa algal, esta ultima ap6s passar por
um pré-tratamento térmico. J4 no processo aerobio, buscou-se promover o crescimento de
microrganismos acumuladores de PHA, correlacionando a disponibilidade de AGVs no meio
efluente com o teor de biopolimeros, de forma a avaliar o potencial de conversdao da biomassa
em biopolimero. Nesse sistema, obteve-se 5,55 mg de PHA, com teor de 0,19% (mg PHA -mg
SSV ). A melhor condi¢do foi com alimentacdo por acido acético puro, alcancando teor de
0,33% (mg PHA'mg SSV™'), que ndo é promissor em relacio aos valores encontrados na
literatura, que podem atingir mais de 60% sob condigdes otimizadas. Para que a proposta avance
como produto, sugere-se priorizar substratos de baixo custo, na etapa anaerobia, que gerem
efluente ricos em acetato.

Palavras-chave: dcidos graxos volateis, polihidroxialcanoato, reator em batelada sequencial.



ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are biodegradable biopolymers produced from volatile fatty
acids (VFAs), which are generated during the anaerobic digestion of organic waste. These
biopolymers offer a sustainable alternative to petroleum-derived plastics, with advantages such
as reduced environmental impact and biodegradability, as well as contributing to energy
efficiency, resource savings, and greater diversification of the production chain. The
optimization of polyhydroxyalkanoate production depends on several operational parameters
and the type of substrate, which directly influence the formation and composition of volatile
fatty acids (VFAs). Strategic manipulation of these parameters enables the production of PHB
and/or PHV-type polyhydroxyalkanoates, making them suitable for a wide range of
applications, such as shopping bags, cosmetic packaging, medical implants, among others. In
this context, the use of sequencing batch reactors with mixed microbial cultures stands out as
an efficient strategy, since this system, combined with VFA-rich substrates, allows for the
selection of the most suitable biomass for the process, based on an alternating pattern of
substrate excess and limitation, which creates a strong selective advantage for microorganisms.
In the anaerobic process, this study investigated the impact of Hydraulic Retention Time (HRT),
Volumetric Organic Loading Rate (OLR), and pH parameters, as well as the influence of
substrate type on VFA production. The maximum VFA concentration obtained was 1259.98 +
511.23 mg VFA-L™ using a co-digestion of glycerol and algal biomass, the latter previously
subjected to thermal pretreatment. In the aerobic process, the aim was to promote the growth of
PHA-accumulating microorganisms by correlating the availability of VFAs in the effluent with
the biopolymer content, in order to assess the biomass-to-biopolymer conversion potential. In
this system, 5.55 mg of PHA were obtained, with a content of 0.19% (mg PHA -mg VSS™). The
best condition was achieved using pure acetic acid as the substrate, reaching a PHA content of
0.33% (mg PHA-mg VSS™), which is not promising compared to values commonly reported
in the literature, which can exceed 60% under optimized conditions. For the proposal to advance
toward a viable product, it is suggested to prioritize low-cost substrates in the anaerobic stage
that generate effluents rich in acetate.

Keywords: volatile fatty acids, polyhydroxyalkanoates, sequencing batch reactor.
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1 INTRODUCAO

O aumento da populagdo humana e da economia global resultou em uma grande
quantidade de residuos gerados. A gestdo eficaz de residuos é essencial para reduzir danos
ambientais e promover uma sociedade sustentdvel. Uma das estratégias mais promissoras nesse
sentido ¢ a recuperagdo de recursos, que nao apenas contribui para a minimizagao de residuos,
mas também possibilita a transformagao deles em produtos de valor agregado (LEE et al.,
2014).

A digestao anaerobia (DA) ¢ um processo que envolve intimeras reagdes (incluindo
hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese), € tem um papel significativo no
tratamento de dguas residuais, especialmente as que contém muita matéria organica. Apesar
do status do metano como o principal produto da DA, estudos demonstraram que outros
produtos quimicos tém um impacto maior ¢ uma variedade de usos em processos quimicos
e biologicos, incluindo hidrogénio e acidos carboxilicos, que sdo gerados durante o estagio
acidogénico da DA (SANCHEZ-LEDESMA et al., 2023).

Os 4cidos graxos volateis constituem um conjunto de acidos carboxilicos que, por
terem uma gama diversificada de usos, sdo classificados como produtos quimicos de base.
Atualmente, a fabricacdo comercial de AGVs ocorre a partir de fontes de combustivel fossil,
porém, a fermentagdo acidogénica utilizando culturas microbianas mistas tem se tornado
uma alternativa promissora para sua produ¢ao, podendo substituir os métodos tradicionais e
favorecer a economia circular. Os AGVs tém um ntmero limitado de atomos de carbono, os
mais comumente feitos industrialmente sdo os acidos acético, propidnico, butirico e valérico
(VAZQUEZ-FERNANDEZ et al., 2022). Estes AGVs produzidos podem servir como meio
para gerac¢ao de um produto de valor agregado chamado polihidroxialcanoato (PHA).

Os polihidroxialcanoatos sdo polimeros termoplésticos derivados do poliéster, que
diversas bactérias acumulam quando cultivadas em condigdes de crescimento
desbalanceadas, onde o carbono estd presente em excesso em relacdo a outros nutrientes
essenciais, como nitrogénio, fosforo, enxofre ou fatores de crescimento e apresentam
caracteristicas semelhantes as do polipropileno e polietileno, € j& disponivel comercialmente
como um bioplastico totalmente biodegradavel (CHEN & CHEN, 2010; MARANG et al.,
2013). Nessas circunstancias, o PHA ¢ armazenado como uma reserva, fornecendo carbono
e energia intracelular para uma variedade de microrganismos, incluindo as bactérias

fotossintéticas (CHEN et al., 2011).
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Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a viabilidade e a
eficiéncia da produ¢ao de biopolimeros por meio da codigestdo de biomassa algal, vinhaga
e glicerol. Para tanto, serdo realizados a caracterizagdo dos substratos e indculos
empregados, o monitoramento da producao de acidos graxos volateis (AGVs) e a otimizacao
das condi¢des operacionais que favore¢cam o acimulo de polihidroxialcanoatos (PHAs), com

vistas ao desenvolvimento de um processo sustentavel e tecnologicamente viavel.

1.1 Justificativa

A maior parte dos plasticos comercializados ¢ derivada do petrdleo, e, por isso, o
mercado de o6leo e gas influencia diretamente o consumo e o custo final dos plasticos
convencionais. Nessa perspectiva, os bioplasticos surgem como uma alternativa sustentdvel
para reduzir a dependéncia dos petroplasticos e abrir novas possibilidades para o
aproveitamento dos derivados de petréleo em outras cadeias produtivas. Além de serem mais
eficientes em termos energéticos, os bioplasticos t€ém ganhado espaco em setores como o téxtil,
agricola, de transportes, bens de consumo e construgdo civil, impulsionados pela demanda por
solugdes que reduzam emissdes de gases de efeito estufa. Dentro desse cenario, a producao de
biopolimeros a partir de residuos solidos, a exemplo da biomassa algal, surge como uma
proposta com o potencial de reduzir a necessidade de destinacdo de residuos em aterros
sanitarios. Diante das preocupacdes ambientais com o acumulo de plastico sintético, os
plasticos biodegradaveis, como o PHA, tém sido pesquisados para substituir parcialmente os
plésticos convencionais, por ser flexivel, atdxico, e possibilitar diversas aplicacdes, como em
sacolas, embalagens cosméticas, implantes médicos, entre outros. E a relevancia cientifica da
m integragdo da rota anaerdbia com a rota aerdbia reside principalmente na viabilidade
econdmica e na sustentabilidade do processo de producdo de PHA.

Além disso, os avancos na produgdo e utilizagdo de biopolimeros contribuem
diretamente para o alcance de diversos ODS estabelecidos pela ONU. Entre eles, destacam-se
o ODS 6, que promove o acesso a agua potavel e saneamento; o ODS 9, que incentiva a
industria, inovagdo e infraestrutura; e o ODS 11, que busca criar cidades e comunidades mais
sustentaveis. Outras metas também sdo favorecidas, como o ODS 12, voltado ao consumo e
producao responsaveis; o ODS 13, que trata da acdo contra a mudanca global do clima; o ODS
14, que visa proteger a vida na adgua; e o ODS 15, relacionado a conservacao da vida terrestre.
Esses objetivos podem ser atendidos ao reduzir a geracao de residuos, diminuir as emissdes de

carbono e promover o desenvolvimento de alternativas biodegradaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a viabilidade da integragdo entre as rotas anaerdbia e aerdbia para a produgdo
de biopolimeros a partir da codigestdo de biomassa algal e vinhaca, com foco na geragao de

acidos graxos volateis e seu aproveitamento para a sintese de polihidroxialcanoatos.

2.2 Especificos

a. Caracterizar a biomassa algal, a vinhaga e os indculos empregados, estabelecendo
sua composicao fisico-quimica como base para a escolha das condigdes operacionais.

b. Monitorar a producdo e a composicdo de 4cidos graxos volateis gerados na
codigestao, identificando aqueles com maior potencial para a sintese de polihidroxialcanoatos.

c. Avaliar as condigdes que promovem o crescimento de microrganismos
acumuladores de PHA em ambiente aerdbio, correlacionando a disponibilidade de AGV's com

o teor de biopolimeros.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Substratos para fermentacgao acidogénica

As lagoas com microalgas para o tratamento de aguas residuais foram introduzidas na
Califérnia na década de 1950. Essa tecnologia utiliza lagoas rasas, com profundidade entre 0,3
m e 0,6 m, mantidas em constante agitagdo por rodas de pas. Nessas lagoas, bactérias e
fitoplancton crescem em simbiose. A interag@o entre as microalgas e as bactérias heterotroficas
¢ essencial para o processo de tratamento das aguas residuais, ja que as bactérias degradam a
matéria organica enquanto consomem o oxigénio produzido pelas microalgas por meio da
fotossintese. Similar ao lodo ativado em estagdes de tratamento de 4aguas residuais
convencionais, a biomassa das microalgas pode ser processada por digestdo anaerobica para
gerar biogds e recuperar energia. Recentemente, t€m sido investigados métodos de pré-
tratamento fisico, quimico e bioldgico para desintegrar as células de microalgas, solubilizar o
conteudo organico e aumentar a eficiéncia e a extensao da digestdo anaerdbica. Dentre esses,
os pré-tratamentos térmicos sao os mais estudados (PASSOS et al., 2014).

Estudos indicaram que a biomassa de algas com baixo teor de lipidios, ou residuos de
algas extraidas de lipidios, gera significativamente mais energia quando submetida a digestao
anaerdbica do que quando utilizada para a producdo de biodiesel. Além disso, a biomassa umida
pode ser utilizada diretamente na DA, eliminando a necessidade de secagem extensiva
(SHARMA et al., 2023).

Um dos residuos liquidos com elevado potencial para utilizagdo em processos de
codigestdo com microalgas ¢ a vinhaga, subproduto gerado nas etapas de producdo de etanol.
Esse efluente apresenta alta carga organica, além de conter expressivas concentracdes de
potassio e sulfatos, bem como caracteristicas marcadamente acidas e corrosivas. Entre as
diferentes aguas residudrias que podem ser tratadas por digestdo anaerdbia, a vinhaga
proveniente da cana-de-agucar se destaca por ser o principal residuo liquido do setor
sucroalcooleiro e por possuir consideravel valor energético. Essa propriedade possibilita
incrementar o balango energético das usinas por meio da conversao do biogéas produzido em
eletricidade. Apesar desse potencial, ainda existem desafios técnicos a serem superados para
viabilizar o aproveitamento otimizado da vinhaca em larga escala, sobretudo em sistemas
anaerdbios submetidos a elevadas cargas organicas e a tempos de retencao hidraulica reduzidos

(FUESS et al., 2017).
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Sob a perspectiva macromolecular, a vinhaga caracteriza-se por apresentar uma
elevada fragcdo de carboidratos organicos, correspondendo a cerca de 72% de sua composi¢ao.
Além disso, contém concentragdes significativas de diversos macronutrientes e apresenta um
pH naturalmente acido. Apesar dessas caracteristicas favoraveis, ha uma escassez de pesquisas
voltadas ao aproveitamento da vinhaga de cana-de-agucar como co-substrato em processos de
digestao anaerobia de microalgas (JANKE, 2015).

Tais avangos podem ser obtidos por meio da adogao de sistemas de digestao anaerodbia,
nos quais a matéria organica complexa contida na vinhaga ¢ inicialmente submetida a condi¢des
favoraveis a sua hidrolise, promovendo a quebra das macromoléculas. Na etapa subsequente,
as fracdes residuais de carboidratos sdo direcionadas para a fase acidogénica, onde podem ser
transformadas em bio-hidrogénio e acidos graxos volateis (FUESS et al., 2017).

Um outro substrato de grande potencial para processos biotecnoldgicos € o glicerol,
que tem sido amplamente utilizado em diferentes aplicagdes envolvendo digestao anaerobia,
como a producdo de hidrogénio e de acidos graxos volateis (SILVA, 2020). O termo “glicerol”
refere-se especificamente ao composto quimico puro 1,2,3-propanotriol, enquanto os produtos
comerciais derivados sdo denominados glicerina. A classificacdo da glicerina varia conforme o
teor de glicerol presente, além de atributos como coloragao, odor e nivel de impurezas. J& a
glicerina bruta — frequentemente chamada de glicerol bruto — corresponde ao residuo gerado

como subproduto durante o processo de produgio de biodiesel (CUSTODIO et al., 2022).

3.2 Fermentacio acidogénica

A producao de AGVs a partir de residuos € um processo anaerdbio que envolve as
etapas de hidrolise e acidogénese ou fermentacdao acidogénica (Figura 1). Durante a hidrdlise,
os polimeros organicos complexos nos residuos sdo quebrados em mondmeros mais simples
por enzimas secretadas por microrganismos hidroliticos. Em seguida, os monomeros gerados
sdao fermentados, principalmente por bactérias acidogénicas, produzindo AGVs como acidos
acético, propidnico e butirico. E comum que as etapas de hidrélise e acidogénese ocorram
simultaneamente em um Unico reator anaerdbico. Nos ultimos anos, muitos esforgos foram
dedicados a otimizar a produgdo de AGVs utilizando diferentes tipos de residuos e ajustando
as condi¢des de operagdo do reator anaerdbico. E agora reconhecido que o controle adequado
do processo pode influenciar o tipo de AGV produzido, o que ¢ crucial para o desempenho de

aplicacdes subsequentes, como a producao de polihidroxialcanoatos (LEE et al., 2014).
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Figura 1 - Esquema de digestao anaerdbia
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Fonte: adaptado de Chernicharo (1997)

Na fermentacdo anaerébia (FA), compostos organicos simples, como
monossacarideos, acidos graxos de cadeia longa, glicerol e aminoacidos, resultantes da
hidrélise de materiais complexos, sdo metabolizados pelas células através de metabolismo
fermentativo, gerando acidos organicos, especialmente acidos graxos de cadeia curta. A FA ¢
realizada por um grupo diversificado de bactérias acidogénicas e envolve reagdes de oxidagao-
reducdo, cujas atividades sdo influenciadas por mudangas nas condi¢des ambientais, sulfeto de
hidrogénio e formagao de novas células bacterianas (SANCHEZ-LEDESMA et al., 2023).

Embora a maioria dos estudos sobre a producao de PHAs por culturas mistas envolvam
a selecdo de culturas e o acimulo de PHA em duas etapas separadas, poucos relatam o uso de
um processo de trés etapas, em que a fermentacdo anaerdbica precede as etapas de selegdo e
acumulo de polimero (ALBUQUERQUE et al., 2010).

A fermentagdo acidogénica converte o conteudo organico soltivel em acidos graxos
volateis. Durante esse processo, a hidrdlise e a acidificagdo do substrato em condigdes
anaerobicas resultam na producdo de acidos graxos de cadeia curta (C2-C5). Uma parte da
demanda quimica de oxigénio (DQO) soluvel ¢ consumida para o crescimento € manutengao
celular, enquanto uma grande quantidade ¢ convertida em produtos de fermentagdo

(JAYAKRISHNAN et al., 2021).
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Nos ultimos anos, pesquisadores tém investigado como diversos parametros
operacionais afetam a producdo de acidos graxos volateis (AGVs), como a composi¢do do
substrato, pH, temperatura, taxa de carga organica volumétrica (COV) e tempo de retengdo
hidraulica (TRH). Esses fatores impactam as etapas da digestao anaerdbica e podem influenciar
a producdo de AGVs, hidrogénio ¢ metano, tornando essencial entender sua influéncia para
otimizar o acimulo de AGVs (VAZQUEZ-FERNANDEZ et al., 2022).

Os microrganismos acidogénicos podem ser inibidos em ambientes com pH muito
baixo (< 5,0) ou extremamente alcalinos (> 12,0). Além disso, o pH também afeta a eficiéncia
da etapa de hidroélise, que depende da complexidade do substrato. Portanto, o pH ideal para
hidrolise varia conforme o tipo de substrato utilizado (VAZQUEZ-FERNANDEZ et al., 2022).

A temperatura também ¢ um parametro importante, pois influencia as taxas
metabolicas, as atividades enzimdticas e o crescimento dos microrganismos. A temperatura
ideal para otimizar o rendimento de AGVs depende tanto da composi¢do microbiana quanto da
composi¢ao organica do residuo. Diversos estudos avaliaram a produ¢do de AGVs a partir de
diferentes substratos em faixas de temperatura como: psicrofilicas (4-20 °C), mesofilicas (20—
50 °C), termofilicas (50—60 °C) e hipertermofilicas (60—80 °C) (VAZQUEZ-FERNANDEZ et
al., 2022).

A COV ideal depende mais da complexidade dos componentes do residuo do que da
proporcao das fracdes (carboidratos, proteinas, lipidios) presentes. Quando se trabalha com
substratos complexos, como residuos de lodo ativado ou carboidratos complexos, o estagio de
hidrélise tende a ser o limitante da taxa, exigindo TDH maiores para a fermentagao. Portanto,
¢ necessario manter a COV baixa para evitar o acimulo de componentes nao hidrolisados, que
aumentariam a viscosidade do caldo, prejudicando a produgdo de AGVs devido a limitagdes na
transferéncia de massa (VAZQUEZ-FERNANDEZ et al., 2022). H4 uma correlagéo direta entre
a carga organica utilizada e os AGVs gerados, onde os AGVs crescem com o aumento da carga
organica aplicada devido a maior oferta de carbono que pode ser fermentado

(JAYAKRISHNAN et al., 2021).

3.3 Producio de acidos graxos volateis

A maior parte da bioproducao de AGVs por fermentagao utiliza substratos puros, como
glicose, xilose ou glicerol. Embora o uso de fontes de carbono puras proporcione altos
rendimentos e produtividades, o custo desses substratos ¢ elevado, o que aumenta o custo global

do processo. Para reduzir os custos e tornar o processo fermentativo competitivo em
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compara¢do com os baseados em combustiveis fosseis, diferentes tipos de residuos tém sido
propostos como substratos alternativos. Além disso, o uso de residuos para a bioprodugdo de
AGVs contribui para a economia circular e evita o uso de matérias-primas comestiveis na
produgdo de produtos quimicos (VAZQUEZ-FERNANDEZ et al., 2022).

Um pardmetro importante para avaliar o impacto da composi¢do do substrato no
rendimento da produg¢do de AGVs ¢ a relacdo Carbono/Nitrogénio (C/N). Carboidratos e
lipidios tendem a aumentar essa relagdao, pois possuem maior teor de carbono do que de
nitrogénio, enquanto as proteinas, por conterem mais nitrogénio, diminuem a relacdo C/N. Para
garantir que os nutrientes estejam equilibrados para a manutencao e crescimento das bactérias,
uma relagdo C/N otima € necessaria em qualquer processo de digestdo anaerobica. Uma relagdo
C/N baixa pode causar a liberagdo de amoénia livre ou amoénio, o que inibe a acidogénese. A
faixa ideal de C/N para digestdo anaerébica ¢ entre 20 e 30 (VAZQUEZ-FERNANDEZ et al.,
2022).

A fermentagdo acidogénica desempenha um papel fundamental na conversdo da
matéria organica soltivel em AGVs. Em condi¢des anaerdbicas, a hidrdlise e a subsequente
acidificagcdo do substrato resultam na sintese de acidos graxos de cadeia curta (C2-C5). Nesse
processo, uma por¢ao de DQO soltvel ¢ alocada para a manutencao e o crescimento das células
microbianas. Contudo, uma parcela significativa dessa DQO soluvel ¢ direcionada para a
formagdo dos produtos de fermentacao, ou seja, os proprios AGVs (JAYAKRISHNAN et al.,
2021).

Os carboidratos sao facilmente hidrolisados em glicose pelas enzimas microbianas,
que estao prontamente disponiveis para a glicolise e fermentagdo, sendo convertidas em acidos
graxos volateis e bio-hidrogénio. A composi¢do dos AGVs varia de acordo com as condigoes,
e foi observado que, em temperaturas mais altas, a proporcao entre C2:C3:C4 pode ser 6:1:3 ou
7:1:2. O contetido biodegradavel dos substratos liquidos ¢ estimado pela demanda de oxigénio
de carbono (DQO) e pela demanda biologica de oxigénio (DBO), enquanto, para residuos
solidos, também sao utilizados so6lidos volateis e solidos suspensos volateis (DAHIY A et al.,
2023).

O 4cido acético ¢ tipicamente obtido pela carbonilagdo do metanol, seguido por
processos adicionais como a oxidacgdo catalitica do acetaldeido, etileno ou butano; ele atua
como um intermedidrio central na digestao anaerdbia e tende a se acumular durante processos
de fermentacgdo e prontamente ser convertido por microalgas em acetato. O acido propidnico,

por sua vez, ¢ geralmente produzido como subproduto da produgdo de acido acético ou por
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meio da hidroxicarboxilagdo do etileno na presencga de catalisadores de rédio ou carbonila de
niquel. J& o 4cido butirico ¢ produzido por oxidacdo do butiraldeido ou sintetizado pela
oxossintese do propileno derivado do petréleo bruto (VAZQUEZ-FERNANDEZ et al., 2022;
CHALIMA et al., 2017).

3.4 Producao de PHA

Os PHAs sdo poliésteres lineares acumulados por microrganismos procaridticos como
granulos de reserva de energia e carbono. Eles tém atraido grande interesse industrial como
uma alternativa ecoldgica aos plasticos nao biodegradaveis, devido as suas propriedades
mecanicas e ambientais. (ANDREOLLI et al., 2022).

A primeira observagao de granulos de PHAs em células bacterianas (

Figura 2) foi feita por Beijerinck, em 1888, mas sua composicdo como sendo
constituidos por um material desconhecido na forma de homopoliésteres do 4acido 3-
hidroxibutirico, ao qual deu o nome de PHB, se deu mais tarde, em 1926, por Lemoigne

(COSTA, 2011).

Figura 2 - Microscopia eletronica de células de R. Eutropha contendo PHAs

A barra representa 0,5um Fonte: Sudesh et al. (2000)

Os PHAs podem ser classificados em trés categorias, com base no tamanho das cadeias
de carbono de suas unidades monoméricas: cadeias curtas (scl-PHAs), médias (mcl-PHAs) e

longas (Icl-PHAs), cada uma com propriedades unicas. Eles sao compostos por 10* a 10*
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monodmeros ¢ podem ser produzidos por uma ampla gama de microrganismos procariticos.
Eles se acumulam no citoplasma das células microbianas na forma de granulos, formando
corpos de inclusao esféricos, insoliveis em agua, com diametros entre 0,2 € 0,5 um. Os acidos
graxos de cadeia longa favorecem a producdo de mcl-PHA, enquanto acidos graxos de cadeia
curta ou &cidos graxos volateis na faixa C2-C5 sdo metabolizados em scl-PHA. Os AGVs de
numeros pares geram PHAs com maior teor de hidroxibutirato (HB), enquanto os de numeros
impares geram PHAs com maior contetdo de hidroxivalerato (HV) (SUDESH et al., 2000).

Pesquisas recentes sobre diferentes tipos de PHA estao evidenciando materiais com
variados potenciais de aplicagdo. Embora muitos PHAs tenham sido identificados, apenas
quatro sdo produzidos em grande escala para exploragdo comercial: o poli[(R)-3-
hidroxibutirato] (PHB), o poli[(R)-3-hidroxibutirato-co-(R)-3-hidroxivalerato] (PHBV), o
poli[(R)-3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato] (P3HB4HB) e o poli[(R)-3-hidroxibutirato-
co-(R)-3-hidroxihexanoato] (PHBHHx) (CHEN & CHEN, 2010). O PHA ja estd
comercialmente disponivel como bioplastico totalmente biodegradavel (MARANG et al.,
2013). Alguns dos nomes comerciais de biopolimeros disponiveis no mercado incluem
BIOCYCLE® (PHB), ENMATTM e BIOMER® (PHB/PHBV) (CHEN & CHEN, 2010).

O PHB, um exemplo de scl-PHA, ¢ altamente cristalino, rigido e quebradi¢o, mas suas
propriedades podem ser melhoradas com a incorporagdo de 3-hidroxivalerato (3HV) na cadeia
polimérica. O PHB possui resisténcia a tragdo de 40 MPa e modulo de elasticidade de 3500
MPa. Embora suas propriedades mecanicas e fisicas sejam semelhantes ao polipropileno, sua
fragilidade limita algumas aplica¢des. No entanto, copolimeros compostos por dois ou mais
tipos de monomeros podem apresentar propriedades de elasticidade e resisténcia a tracao
variadas, dependendo da composigdo, permitindo o desenvolvimento de materiais durdveis e ¢
uma estratégia comum para melhorar as propriedades mecanicas dos PHAs, como flexibilidade
e resisténcia; como o PHBV, formado pela combinagdo de 3-hidroxibutirato e 3-
hidroxivalerato, que por oferecer maior flexibilidade, torna-os ideais para aplicagdes médicas e
industriais (ANDREOLLI et al., 2022; JAYAKRISHNAN et al., 2021; MIN KIM et al., 2023).

A sintese de PHA bacteriana ocorre quando o crescimento celular € restrito, seja por
fatores externos (como a falta de nutrientes ou aceptor de elétrons, como oxigénio, nitrogénio
ou fosforo) ou internos. Durante a fase de fome, as células reduzem sua atividade a um minimo,
com uma queda na taxa de sintese enzimatica e transcricdo de RNA, onde o polimero
acumulado ¢ utilizado apenas como fonte de energia e carbono para o crescimento das células.

Isso leva a uma limitagdo do crescimento na fase subsequente, devido a escassez de compostos
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intracelulares necessarios. Quando o substrato ¢ fornecido em excesso, a adaptagao fisioldgica
das células restaura as condi¢des de crescimento e permite atingir altas taxas de crescimento,
onde 0s microrganismos armazenam o substrato como polimero. Durante essa adaptagao, o
substrato ¢ direcionado para o armazenamento do polimero (ALBUQUERQUE et al., 2010).

Estudos indicam que acidos como acetato e butirato promovem a formagao de PHB de
alta eficiéncia, enquanto a combinagdo de propionato com acetato favorece a producdo de
copolimeros como P(HB-co-HV). Foi comprovado que o homopolimero de P(3HB) ¢
produzido a partir de n-alcanoatos com numeros de carbono pares, enquanto o copolimero
P(3HB-co-3HV) ¢ produzido a partir de n-alcanoatos com ntimeros impares de carbono
(ZHANG et al., 2014).

O lodo ativado gerado durante o tratamento de efluentes pode ser utilizado como um
potencial reservatorio de culturas mistas para a sintese de PHAs. Existem duas formas de lodo
no processo de tratamento de dguas residuais: o lodo primario e o lodo secundario. O lodo
ativado de residuos geralmente contém varias comunidades bacterianas, como Proteobacteria,
Actinobacteria e Cytophaga-Flavobacteria. A propor¢do entre essas espécies pode variar
dependendo do processo de tratamento e das pressdes seletivas impostas durante o processo.
Estudos mostram que € possivel produzir PHA diretamente a partir do lodo ativado de residuos
de estagdes de tratamento de aguas residuais (MUNIR & JAMIL, 2020).

A capacidade do lodo ativado, proveniente de estacdes de tratamento de aguas
residuais, para produzir polihidroxialcanoatos, aumenta progressivamente por meio de
mecanismos como adaptacdo fisiologica, selecdo e enriquecimento. A rapidez com que o lodo
ativado se adapta e atinge uma alta resposta de armazenamento de PHA ¢ um fator crucial tanto
para o projeto e operagao do processo quanto para o seu controle, especialmente considerando
possiveis perturbacdes durante o estado estaciondrio (VALENTINO et al., 2014).

A selecdo da biomassa ¢ frequentemente obtida por meio de um padrio alternado de
excesso e falta de substrato em um reator de batelada sequencial. Esse padrao cria uma forte
vantagem seletiva para os microrganismos, incentivando-os a converter o substrato em PHA na
fase de abundancia. O PHA armazenado ¢ entdo reutilizado na fase lenta seguinte, o que
favorece o crescimento celular. A literatura existente apoia a ideia de que a preferéncia pelo
armazenamento de PHA est4 fortemente associada a este mecanismo de selecao (VALENTINO
et al., 2014; DIONISI et al., 2004).

Sabe-se que os microrganismos que armazenam substrato durante a fase inicial de

banquete t€ém uma vantagem competitiva, pois podem usar o polimero armazenado como fonte
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interna de carbono durante a fase de escassez, além da composi¢do do PHA pode ser controlada
aumentando a quantidade de substrato para obter a composi¢do de monomero desejada. Isso
pode tornar o processo competitivo em relacdo a producao de PHA com culturas puras, pois
economiza custos com condigdes estéreis e pode ser realizado com substratos ricos em
nutrientes, como muitos residuos organicos (LI et al., 2021; VALENTINO et al., 2014).

Nos ultimos anos, a produgdo de misturas de scl-PHA e mcl-PHA por culturas
bacterianas puras tem sido explorada, onde podem ser produzidos a partir de cepas bacterianas
utilizando fontes de carbono caras, como glicose ou sacarose, que representam até 40% do custo
total de producdo, mas esse processo requer uma desinfec¢do rigorosa, o que resulta em altos
custos, sendo assim, a busca por processos mais economicos para a producao de PHA inclui o
uso de culturas mistas, usando acidos graxos volateis (AGVs) derivados de residuos organicos,
o que reduz os custos de producdo. Essas populagdes microbianas, com composi¢ao
desconhecida, sdo selecionadas por condi¢des operacionais impostas ao sistema bioldgico.
Oferecendo vantagens como a auséncia de esterilizacdo e adaptagdo a dguas residuais, o que
reduz custos de energia e equipamentos. A selecdo de culturas com alta capacidade de
armazenamento de PHA ¢ crucial para a eficacia desses processos, como observado nos
elevados teores de PHA encontrados na literatura (Tabela 1) (ALBUQUERQUE et al., 2010;
ANDREOLLI et al., 2022; ZHAO et al., 2021).

Tabela 1 - Teores de PHA encontrados na literatura

Teor d
Substrato Inéculo PI;Zr ( 02 ) Referéncia
Melago de agticar .
Lodo ativado 66 SIVAGURUNATHAN, 2018
fermentado
) Lodo anaero6bio +
Glicerol bruto fermentado L. 76 BURNIOL-FIGOLS, 2018
Lodo aerobio
Acido acético Lodo ativado 40 BEUN, 2004
Acido acético Lodo ativado 78,5 SERAFIM, 2004
Acido acético Lodo ativado 89 JOHNSON, 2009

Fonte: a autora (2025)

As CMMs apresentam vantagens importantes em relagdo as culturas puras, como a
eliminagdo da necessidade de esterilizagdo dos reatores e a reducdo dos custos com energia,
tornando o processo mais economicamente viavel. A produgcdo de PHAs nesse modelo segue
uma série de etapas distintas: fermentagdo acidogénica de residuos, enriquecimento do lodo

ativado, aciimulo de polimeros pelos microrganismos e extracdo do biopolimero. Essa
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estratégia, baseada na selecdo natural, assegura que apenas 0s microrganismos com a
capacidade de acumular carbono se destaquem, resultando em um sistema robusto, eficiente e
altamente adaptavel (ALBUQUERQUE et al.,, 2007a; JAYAKRISHNAN et al., 2021;
VALENTINO et al., 2018).

Porém, a grande disparidade de custos entre os PHAs e os plasticos derivados do
petrdleo representa um desafio significativo para a substituicdo desses ultimos por esses
biopolimeros. Em 2020, a produgao global de plésticos atingiu 386 milhdes de toneladas (KIM,
et al., 2023), comparado com 200 milhdes em 2002. Proje¢des indicam que o mercado de
bioplasticos podera alcangar um valor de 6,73 bilhdes de dolares até 2025. Além disso, espera-
se que o mercado de PHASs cresca aproximadamente 14% até 2025, consolidando-se como um
dos segmentos de maior crescimento no mercado de bioplésticos. Contudo, o custo de produgao
dos PHAs (entre 4.000 a 15.000 doélares por tonelada) € significativamente mais alto que o dos

plasticos sintéticos (entre 1.000 a 1.500 dolares por tonelada) (SARATALE et al., 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de Saneamento Ambiental (LSA), situado no
Centro de Tecnologia e Geociéncias (CTG) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
em Recife, Pernambuco, Brasil. O experimento anaerobio teve um periodo de 548 dias e o

experimento aerdbio por um periodo de 71 dias, que iniciou quando o anaerobio estava com

477 dias de operagao.

4.1 Sistema experimental

O sistema experimental (Figura 3) ¢ composto por dois reatores; um reator acidogénico
(RA), onde ocorreu a fermentagao e foi produzido um efluente rico em AGV, que apds filtrado
e diluido, foi utilizado como substrato do reator em batelada sequencial (RBS), para produ¢ao

de PHA, em regime de abundéancia/escassez.

Figura 3 - Representagdo esquematica dos reatores RA (1) e RBS (2)
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Fonte: a autora (2025)

No sistema anaerdbio, o reator possuia mangueiras acopladas que permitiam a medicao
do gas, a alimentacdo com o afluente e a retirada do fermentado efluente. No sistema aerdbio,
por sua vez, tanto a entrada do afluente quanto a descarga do efluente eram realizadas por meio
de bombeamento, o que possibilitou a automagdo do processo e garantiu a operacao continua

dos ciclos ao longo de 24 horas por dia.

4.1.1 Reator Acidogénico

A etapa anaerobia foi realizada no RA (Figura 4), onde ocorreram as fases hidrolitica e
acidogénica. O reator foi construido em vidro, dotado de volume util de 1,8 litros e operado em
regime de mistura completa (CSTR) realizado por agitador magnético. Nas condic¢des
operacionais do RA, o TDH variou no intervalo de 2 e 4 dias, ja a COV variou de 5,62 a 11,25
kg DQO.m3.d"!, temperatura 30+2 °C, alimentacdo semicontinua, isto é, uma vez ao dia, 5 dias
na semana. A medicdo da producdo quantitativa de géas ocorreu por deslocamento de fluido
(NaOH 3%), através da gravimetria, onde uma garrafa invertida foi conectada ao reator através

de uma mangueira cristal transparente (Figura 3), conforme Aquino et al. (2007).

Figura 4 - Reator Acidogénico
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Fonte: a autora (2025)

A adi¢do de solu¢do NaOH (1N) foi necessaria para controlar o pH do meio reacional
entre 5,0 e 6,5, contribuindo para a eficiéncia da acidogénese e favorecendo a producio de
acidos graxos volateis. Outro fator relevante para a otimizagdo da fase acidogénica ¢ a
temperatura, pois sua elevagdo intensifica a concentragdo ¢ a diversidade de produtos soluveis,
o que pode levar a inibi¢do da metanogénese devido ao acimulo excessivo de AGVs.

A biomassa algal foi coletada a cada 15 dias em uma Lagoa de Alta Taxa (LAT) escala
piloto (Figura 5), utilizada para pds-tratamento de esgoto sanitario de um reator UASB,
localizado na Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE) Mangueira, no municipio de Recife,
Pernambuco. Durante a coleta, foi utilizada uma peneira de aco inoxidavel com abertura de
0,250 mm para concentragdo da biomassa. Em seguida, a amostra foi lavada com agua

deionizada e armazenada a 4 °C, para posterior caracterizagao e utiliza¢do nos experimentos.

Figura 5 - Lagoa de Alta Taxa

Fonte: SILVA (2022)

A vinhaga foi coletada em uma usina de producao de agtlicar e etanol a partir de cana-
de-agticar, localizada no municipio de Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. Apds a coleta, a

vinhaga foi armazenada a -20 °C, até sua caracterizagao e utilizacdo nos experimentos
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O glicerol foi obtido na BERSO, localizada no Departamento de Energia Nuclear
(DEN) da Universidade Federal de Pernambuco, campus Recife. Com o objetivo de reduzir
impurezas ¢ aumentar a concentracao de glicerol na amostra, foi realizado um pré-tratamento
quimico para purificacdo, baseado em Hu et al., (2012). Nesse processo, acido cloridrico
concentrado foi adicionado a glicerina até que o pH do meio atingisse 3,0. Em seguida, a
glicerina acidificada permaneceu em repouso por 24 horas em um funil de separagdo para a
divisdo das fases. Apds essa etapa, a fragdo com maior teor de glicerol foi coletada e
armazenada a 4 °C até sua caracterizagao e posterior utilizagao nos testes.

O RA teve seu periodo operacional dividido por fases (Tabela 2), onde diferenciaram-
se entre si por seus substratos e parametros como tempo de detencao hidraulica (TDH) e carga
organica volumétrica (COV). A vinhaca, além de substrato da primeira fase, também foi a

responsavel pela autoinoculagao do reator.

Tabela 2 - Pardmetros operacionais do reator fermentador RA

Fase Periodo (d) Substrato TDH (d) | COV (kgDQO.m>.d")
I 0-71 Vinhaga 4 5,625
11 72 =202 Vinhaga ¢ Biomassa Algal 4 5,625

A 203 — 240 Vinhaga e Biomassa Algal PT! 4 5,625

111B 241 -309 Vinhaga e Biomassa Algal PT! 3 5,625

1Ic 310-373 Vinhaga e Biomassa Algal PT! 3 11,25

D 374 — 446 Vinhaga e Biomassa Algal PT! 2 11,25

IVA 447 — 481 Glicerol e Biomassa Algal PT! 2 11,25

IVB 482 — 548 Glicerol e Biomassa Algal PT! 4 11,25

'PT: Pré-tratamento. Fonte: a autora (2025)

Paras o célculo das condigdes operacionais, utilizou-se as Equacdes (1) e (2).

TDH = g (1)
Onde:
V = Volume (m®);
Q = Vazio (m>.d").
Cov = g X S, )

Onde:

Q = Vazdo (m>.d"");

V = Volume (m?);

So = Concentragio inicial (kgDQO.m™).
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4.1.1.1 Pré tratamento térmico a biomassa algal

A partir da fase III, foi aplicado um pré-tratamento térmico a biomassa algal, de modo a
aumentar a solubilidade do substrato e evitar limitagdes na hidrolise, com foco no estagio de
acidogénese da digestdo anaerobia. O processo consistiu na introducdo de 250 mL de biomassa
microalgal em frascos de borossilicato de volume 500 mL. Em seguida, esses frascos foram
submetidos a autoclave (Phoenix), com capacidade de 50 litros, pressdo maxima de 3 kgf.cm™
a 120 °C por 40 minutos. Apos o resfriamento até a temperatura ambiente, a biomassa
microalgal pré-tratada foi caracterizada e armazenada a 4 °C. Essa condi¢do proporcionou uma
resposta mais eficiente para a solubilizagdo da biomassa de microalgas durante a etapa de

otimizacdo do pré-tratamento.

4.1.2 Reator em Batelada Sequencial

A produgdo de microrganismos acumuladores de biopolimeros foi realizada em um
reator em batelada sequencial (Figura 6), com volume util de 2L, tempo de deten¢@o hidraulica
(TDH) de 2 dias, tempo de ciclo de 6 horas, COV de 1,25 gDQO.L!.d"!, relagio A/M de 0,313
gDQO.gSSV'.d"!, operado em temperatura mesofilica. Cada batelada teve duragio de 6 horas
de ciclo, contém etapas de alimentacdo (19 minutos e 55 segundos), aeragcdo (5 horas, 39
minutos e 55 segundos), sedimentacao (20 minutos) e descarte do efluente (5 segundos).

Para alimentagdo do reator foi utilizada uma Bomba Dosadora Blackstone (BL20) de
20LPH (110V), Output: 18.3 L/H, 0.5bar; para o descarte do efluente foi utilizada uma
Eletrobomba  Universal da  Brastemp  Consul Drenagem 127V Original,
Modelo:Bwl11a/Bwl09a; para introdug@o de bolhas de ar usou-se um Compressor de ar para
aquario da Boyou SC7500 220V 2x3L/min com 2 Saidas; para manter a mistura homogénea do
licor misto, utilizou-se um agitador magnético; e para controlar os equipamentos de
alimentac¢do, descarte e mistura, um Temporizador Digital Bivolt 10A 2200W (GET02A-BR).

A COV, o TDH e o ciclo foram determinados de modo a selecionar uma biomassa com
bons niveis de armazenamento de PHA em condi¢des de alternancia entre abundancia e
escassez de fonte de carbono. No tocante ao COV, a maioria das pesquisas realizadas se foca
em intervalos menores de COV, cerca de 0,3 a 1,2 gDQOL'd". A influéncia da duracdo do

ciclo raramente ¢ analisada como uma varidvel isolada, pois geralmente ¢ ajustada em conjunto
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com a COV ou o TDH, mas usualmente ¢ tida como de 1 a 8 horas, o valor de 6 horas adotado
se da por ciclos mais curtos resultaram em melhor desempenho de armazenamento

(VALENTINO et al., 2014).

Figura 6 - Reator de producdo de microrganismos acumuladores de PHA

Fonte: a autora (2025)

O reator foi inoculado com lodo ativado proveniente de industria de cerveja, e seus

substratos variam com a fase de seu ciclo operacional (Tabela 3).

Tabela 3 - Fases do ciclo operacional do RBS

Fase Periodo Substrato
I 0-28 Acido Acético
1 29 -44 Acido Acético + AGV'
1 45-171 AGV!

'AGYV proveniente do reator acidogénico. Fonte: a autora (2025)
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Na fase I foi utilizado como substrato uma solucao de acido acético glacial, e como
complemento da solucao, fonte de macronutrientes e micronutrientes (Tabela 4) foram utilizadas
de acordo com Huang et al. (2015). Os macronutrientes foram adicionados ao sistema de forma
individualizada. J& para os micronutrientes, uma solucdo concentrada era preparada
previamente e mantida sob refrigera¢do a 4°C, dessa solucdo, 1 mL era dosado para cada litro
de afluente.

Utilizou-se 4,51 mL de solugdo de acido acético puro por ciclo para atender a COV de
2,5 gDQO.L!, considerando o procedimento a seguir, com os dados obtidos no rétulo do
produto quimico. Sabendo-se que em 1g acido acético, tem-se 1,067 gDQO, 2,500 gDQO serao
obtidos em 2,343 g 4cido acético.L™!. De modo a saber a quantidade de soluco de 4cido acético
a ser, foi considerada uma pureza de 99% e densidade de 1,05 g.mL™!, onde 4,686 g acido

acético equivalem a 4,733 g ou 4,51 mL de solugdo por ciclo.

Tabela 4 - Composi¢do dos macro e micronutrientes

Nutriente ‘ Massa (g)
Micronutrientes
Boro (Bo) 0,05
Zinco (Zn) 0,05
Cobre (Cu) 0,038
Manganés (Mn) 0,05
Molibdénio (Mo) 0,05
Aluminio (Al) 0,05
Cobalto (Co) 0,0635
Niquel (Ni) 0,05
Macronutrientes
Cloreto de amonio (NH4Cl) 0,2867
Fosfato monopotassico (KH2PO4) 0,044
Cloreto de Calcio (CaCly) 0,0033
Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H,0) 0,0033
Sulfato de ferro heptahidratado (FeSO4.7H,0) 0,0015

Fonte: Adaptado de Huang et al. (2015)

Na fase II a solugao de acido acético foi combinada a solucao de AGV proveniente do
reator acidogénico, e na fase III, foi utilizada apenas a solu¢ao de AGV, que antes de utilizado,
foi filtrado em papel de filtro qualitativo e diluido em fun¢do da DQO do fermentado. e
centrifugado a 3500 RPM por 5 minutos (Figura 7). Em ambas as fases o fermentado foi

preparado de forma que a solucao final obtivesse 2,5 gDQO/L.
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Figura 7 - Preparo do fermentado para alimentar o RBS

|

A. Centrifugagédo; B. Pellet formado; C. Filtragem a vacuo; D. Dilui¢do do afluente.

Fonte: a autora (2025)

4.2 Métodos analiticos

As andlises fisico-quimicas realizadas para caracterizar os indculos e substratos

seguiram a metodologia Standard Methods (Quadro 1).

Quadro 1 - Pardmetros para caracterizagdo dos indculos e substratos

Parametros Referéncias Metodologicas
pH Eletrométrico (4500-H" B)
Acidos Graxos Volateis (mg.L™") SM 6610B

Demanda Quimica de Oxigénio (g0,.L") | Colorimétrico (5220D)
Nitrogénio total kjeldahl (mg.L ") Titulométrico (4500-NTK B)
Nitrogénio amoniacal (mg.L™") Titulométrico (4500-NH3 B)
Indice Volumétrico de Lodo (mL.g™") Gravimétrico (2710 D)

Série de solidos (mg.L™") Gravimétrico (2540 B.; D.; E)
Microscopia Microscopia Optica

Fonte: a autora (2025)

O efluente fermentado do RA foi coletado para medigdo de pH e potencial de
oxirredugdo (ORP) cinco vezes por semana e para analises de DQO, DQOs, solidos totais,
nitrogénio amoniacal, alcalinidade, AGVs trés vezes por semana. A separacdo das amostras
para andlise microbioldgica (extragdo de DNA) foi feita uma vez por semana. O

monitoramentro fisico-quimico foi realizado semanalmente (Quadro 2).
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Quadro 2 — Parametros para monitoramento dos reatores

Parametros Referéncias Metodologicas
pH Eletrométrico (4500-H" B)
Acidos Graxos Volateis SM 6610B

Demanda Quimica de Oxigénio (solivel) | Colorimétrico (5220D)
Amonia (N-NH4+) Titulométrico (4500-NH3 B)
Alcalinidade parcial SM 2320B

Fosfato SM 4500C

Oxigeénio dissolvido (mg.L-1) Eletroquimico (4500-O G)
Temperatura (°C) Termometria (2550 B)
Indice Volumétrico de Lodo (mL.g-1) Gravimétrico (2710 D)
Sélidos suspensos volateis (mg.L-1) Gravimétrico (2540 D)
Microscopia Microscopia Optica

Fonte: a autora (2025)

A quantificagdo de AGVs (acidos graxos volateis) foi realizada através de
cromatografia. Foi utilizado um cromatografo gasoso com detec¢do por ionizagdo de chama
(GC-FID) da Agilent Technologies 7890A, com coluna J&W GC Column DB-WAXERT 122
7332; 260 °C; 30 m 250 pm x 0,25 pm. Os acidos analisados e seus respectivos limites minimos
de detecgdo de concentracio foram: acético (4,99 mg.L™!), propidnico (4,74 mg.L!), isobutirico
(4,43 mg.L"), butirico (4,6 mg.L™"), isovalérico (4,35 mg.L!), valérico (4,61 mg.L!) e caprdico

(4,43 mg.L"). As condi¢des do método estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Condi¢des cromatograficas para analise de AGVs

Parametros CG-FID Valores
Modo de injecdo Split 1:10
Volume de injegao (uL) 2,0
Temperatura do injetor (°C) 350
Gas de arraste H»
Fluxo na coluna (mL.min") 1,0
Temperatura do forno (°C) 200
Temperatura do detector (°C) 300
Tempo de corrida (min) 10,7

Fonte: a autora (2025)

O acompanhamento do RBS foi feito através de analises de monitoramento (Quadro 2)
de um ciclo completo, a partir de Standard Methods, através de analises de pH ao inicio da fase
de excesso de substrato, oxigénio dissolvido durante toda a fase de excesso de substrato e
solidos suspensos volateis, indice volumétrico de lodo e microscopia ao final da fase de excesso

de substrato, essas analises permitiram avaliar o desempenho do reator, monitorar a biomassa
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microbiana e identificar possiveis ajustes operacionais necessarios para o processo. Também
foi realizada uma analise pontual do potencial de recuperagdo do biopolimero, especificamente
o PHB, ao final da fase de festa. Analise microscopica em amostras do licor misto realizada em
com microscopio otico (marca Leica®, modelo MDE), com ampliagdes de 10x, 40x e 100x,
complementou o monitoramento do reator.

O monitoramento do reator em bateladas sequenciais (RBS) foi conduzido por meio
da observagao de um ciclo por dia. As medi¢des de pH e temperatura foram realizadas no inicio
de cada ciclo, especificamente no momento inicial da alimentagdo do reator, com o objetivo de
registrar as condi¢des iniciais do sistema. O monitoramento do oxigénio dissolvido (OD) teve
seu inicio quando o substrato foi introduzido no reator, marcando o inicio da alimentagao e fase
de festa, e acompanhado até o final do periodo de festa, caracterizado pela redugdo nos niveis
de oxigénio dissolvido, indicando a estabilizagcdo das condi¢des aerdbias. Para as andlises de
SSV, IVL (IVL 30 para todas as analises) e microscopia, uma fragdo do licor misto foi coletada
ao final do periodo de festa. Essa estratégia foi adotada para evitar interferéncias nas demais
analises realizadas durante o ciclo do reator.

A microscopia Optica foi utilizada como uma ferramenta qualitativa na analise, de
modo a observar e avaliar os micro-organismos presentes, identificar problemas no sistema,
ajustar condi¢des operacionais e otimizar o desempenho. Para isso, uma aliquota do efluente do
RBS foi retirada e preparada para observacao. Nesta andlise sdo observadas a morfologia dos
flocos de lodo, avaliando o tamanho, forma e estrutura dos flocos, que indica a eficiéncia da
sedimentacdo. Também a populagdo microbiana, como a presenga de protozoarios (ciliados,
flagelados, amebas), que sdo bioindicadores que refletem a qualidade do tratamento; os
rotiferos, que indica se o efluente esta estabilizado; os filamentos, pois a presenca excessiva de

bactérias filamentosas pode causar problemas como dificuldade de sedimentagao.

4.2.1 Determinagao da concentra¢ao dos biopolimeros no lodo aerobio

Para a anélise de PHA, foi empregado um método de identificagdo e quantificagdo por
cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizacdo em chama (GC-FID) para trés poli-
hidroxialcanoatos: poli-hidroxi butirato (PHB), poli-hidroxi-valerato (PHV) e poli hidroxi-
hexanoato (PHH); conforme Comeau et al. (1988) e Oechmen et al. (2005). A quantificagdo dos
3 PHAs por GC-FID ¢ realizada apds converté-los a ésteres metilicos por meio de sua

esterificagdo em meio de acido sulfurico (H2SO4) e metanol (MeOH) a alta temperatura.
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Neste método a amostra dever ser colocada em tubo de Falcon de 50 mL e centrifugada
para remover o maximo possivel do excesso de dgua, apds remover o excesso de agua do lodo,
liofilizé-lo no concentrador de amostras e transferir 0,0300 = 0,0001 g dos s6lidos secos para
um tubo de DQO. Ap6s a liofilizagdo e transferéncia do lodo para o tubo de DQO, ¢ adicionado
a este 2 mL de solu¢do composta por metanol, 10% de H>SO4, 100 mg/L de acido benzoico, 2
mL de cloroférmio; e entdo, deve-se colocar os frascos fechados no bloco digestor a temperatura
de 1000°C por 3 horas e 30 minutos. Finalizada a digestao e com os frascos ja em temperatura
ambiente, deve-se adicionar 2 mL de 4gua com resistividade de 18 MQ.cm, agitar o frasco de
DQO, em vortex, por cerca de 5 minutos, aguardar a separagdo das fases organica e inorganica,
e transferir a fase organica (cloroférmio) para vials proprios para amostrador automatico de
cromatografo, que deve ser previamente filtrada em filtro com porosidade de 0,45 pm.

Apos estes procedimentos, os vials sdo inseridos em um cromatografo a gas com
injetor split acoplado a detector de ionizagdo de chama, da Agilent Technologies 7890A, com
coluna J&W GC Column DB-WAXERT 122 7332; 260°C; 30 m 250 um x 0,25 pum. Na Tabela
6 sdo apresentados os valores dos pardmetros cromatograficos para a separacdo do PHB, PHV

e PHH.

Tabela 6 - Condi¢des cromatograficas para analise de PHASs

Parametros CG-FID Valores
Modo de inje¢do Split 15:1
Volume de inje¢ao (uL) 1,0
Temperatura do injetor (°C) 300
Gaés de arraste H»
Fluxo na coluna (mL.min"") 1,0
Temperatura do forno (°C) 210
Temperatura do detector (°C) 300

Fonte: a autora (2025)

O teor de PHA, descrito na Equacao (3), do lodo foi calculado como uma porcentagem
de solidos suspensos volateis (SSV) com base em massa, onde SSV inclui biomassa ativa e

PHA, segundo (ALBUQUERQUE et al., 2007).

PHA (%) = == x 100 3)

Onde:
PHA = Quantidade em massa de polihidroxialcanoato (mg);

SSV = Sélidos Suspensos Volateis (mg).
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Para a andlise de PHA, as coletas foram realizadas em datas especificas, selecionadas
de acordo com as variagdes na fonte de alimentagao do RBS, ¢ todas ocorreram ao final da fase
de abundancia, conforme descrito por Valentino et al. (2013). Para preservar as amostras até a
analise, adicionaram-se cinco gotas de formaldeido a 37% para cada 15 mL de amostra, as quais

foram armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentadas as analises e discussdes dos resultados obtidos neste estudo.
5.1 Caracterizacao dos substratos e indculos
5.1.1 Caracterizacao do indculo do reator em batelada sequencial

As caracteristicas do indculo utilizado neste estudo em termos de solidos totais, soélidos
suspensos, DQO, pH e indice volumétrico de lodo (IVL), sdo encontradas na Tabela 7.

A caracterizagdo do inoculo utilizado revelou sélidos suspensos totais de 2.866,67
mg.L!, 70% da fragdo total, indicando biomassa ativa suficiente para a degradagio de
substratos. O total de sélidos (4.226,67 mg.L ') apresentou aproximadamente 52% de so6lidos
volateis, refletindo equilibrio entre matéria organica e inorganica. O indice volumétrico do lodo
(282,56 mL.g") reflete uma razoéavel capacidade de formagdo de flocos e sedimentagio

eficiente, compativel com operagao estavel do reator.

Tabela 7 - Caracterizagdo do lodo ativado

Parametros Valor
Solidos suspensos totais (g SST/L) 2,866,67
Solidos suspensos fixos (mg SSF/L) 861,11
Solidos suspensos volateis (mg SSV/L) 2005,56
SSV/SST (%) 69,96%
Soélidos totais (mg ST/L) 4226,67
Solidos totais fixos (mg STF/L) 2010,00
Solidos totais volateis (mg STV/L) 2216,67
SV/ST (%) 52,44%
DQO (mg O..L1) 2333,649
DQO solavel (mg O,.L™1) 257,735
Potencial hidrogenionico (pH) 7,99
Indice volumétrico do lodo (mL/g) 282,560

Fonte: a autora (2025)

Foi feita uma microscopia do lodo durante sua caracterizacdo e, durante a analise,
foram identificados organismos metazodrios significativos, como a rotaria e nematoides (Figura
8), cuja presenca ¢ caracteristica de sistemas com elevada idade do lodo. Os rotiferos sao
bioindicadores de sistemas biologicamente estdveis e maduros, normalmente associados a

tempos de reten¢do de lodo superiores a 15 dias. Estes organismos contribuem para a
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clarificagdo do efluente através da predacdo de particulas finas e bactérias dispersas, de modo
a melhorar as caracteristicas de sedimentagao do lodo ativado.

Paralelamente, a presenga de nematoides reforga a condigao de sistema com condigdes
favoraveis e alto desempenho do sistema (HOFFMAN, 2001). Estes organismos atuam como
consumidores secundarios na cadeia trofica do lodo, alimentando-se de bactérias, protozoarios
e material organico particulado. A coexisténcia destes dois grupos de metazoarios indica um
ambiente operacional com baixa relacdo alimento/microrganismos (F/M) e tempo de reten¢do
celular prolongado, condicdes tipicas de sistemas bem estabilizados.

Estas observagdes microscopicas estdo em perfeita concordancia com os parametros
operacionais monitorados, particularmente com o valor elevado de Indice Volumétrico do Lodo

registrado na caracterizacdo, de 282,56 mL.g™.

Figura 8 - Rotaria e nematoide no lodo ativado

a. Rotaria (200x); b. Nematoide (200x). Fonte: a autora (2025)

5.1.2 Caracterizagdo dos substratos do reator acidogénico

A caracterizagcdo dos substratos foi realizada por meio de analises fisico-quimicas
(Tabela 8), onde o desvio padrdo reflete a variabilidade observada entre as triplicatas de cada
amostra. Observou-se que o pH da biomassa algal, tanto na forma in natura quanto apos o pré-
tratamento, manteve-se proximo da neutralidade, condi¢ao favoravel ao processo de digestao
anaerdbia. Em contrapartida, a vinhaca e a glicerina apresentaram carater mais acido,
demandando ajuste prévio de alcalinidade por meio da adi¢do de bicarbonato de sddio antes de
serem empregadas como substratos no reator. Ressalta-se ainda que o elevado teor de carbono
da vinhaga resultou em uma relacdo C/N superior a observada para os demais substratos
avaliados. A relacao C/N da biomassa algal apresentou valores inferiores a faixa considerada
ideal para processos de digestdo anaerobia — situada entre 20 e 30, conforme indicado por

Vézquez-Ferndndez et al. (2022). Essa faixa ¢ importante para garantir o fornecimento
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adequado de nutrientes e minimizar riscos de inibi¢cao do processo. A elevada concentragdo de
Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) observada estd diretamente associada a propria composi¢ao

das microalgas, caracterizadas por um elevado teor proteico.

Tabela 8 - Caracterizagdo da vinhaga, biomassa algal e glicerina

Biomassa Biomassa

Parametros algal algal PT Vinhaca Glicerina
pH 7,3+0,3 7,6+0,1 3,7+0,0 3,0+0,0
Teor de glicerol (% m/m) NR? NR? NR? 55
DQO total (g02.L") 46,0£13,5 52,0+23,1 27,0+£2,5 1231+4,1
Nitrogénio total kjeldahl (mg.L™") 1380+454 1138+214 239+123 ND?
Nitrogénio amoniacal (mg.L ™) 100+2 NR? 37+1 31198+1621
C/N! 14,2 21,5 48,8 NR?
Sélidos totais (mg.L™) 33,4+27,4 26,7+3,6 57,6+34,3  482,6+30,7
Sélidos volateis (mg.L™1) 27,1£22,8 19,4+2,4 10,3+4,2  376,9+26,6
SV/ST (%) 81,1 72,7 17,9 78,1

IC/N: COT/NTK. 2NR: Nio Realizada. ND: Nao Detectavel. Fonte: a autora (2025)

No glicerol residual, realizou-se a anélise do teor de glicerol, que apresentou valor de
40%. Sendo assim, foi aplicado um pré-tratamento para elevar este percentual, resultando em
um aumento para 55%. Esse valor relativamente baixo pode estar relacionado as caracteristicas
da matéria-prima utilizada na producdo do biodiesel, especialmente ao tipo de triglicerideo
presente no 6leo vegetal, o que pode originar um glicerol bruto com presenca significativa de
agua, sais, metanol e outros compostos organicos. De acordo com Quispe et al., (2013), o baixo
percentual obtido pode estar associado as caracteristicas da matéria-prima utilizada na produgao
do biodiesel, especialmente ao tipo de triglicerideo presente no dleo vegetal, que tende a
originar um glicerol bruto com elevada quantidade de impurezas, como agua, sais, metanol e
outros compostos organicos.

Observam-se, ainda, clevadas concentragoes de DQO e, além de uma baixa

concentragdo de NTK, possivelmente atribuidas ao contetido organico da glicerina.

5.2 Monitoramento da produciao de AGV no RA

A Fase I (0-71 dias) utilizou exclusivamente vinhaga como substrato, com TDH de 4
dias e COV de 5,625 kgDQO.m™>=.d", e teve como resultado uma producdo média de 1468,98
+ 971,71 mgAGVs.L™!, com predominancia do HAc (1030,70 mgAGVs.L™"). Esta fase
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apresentou inicialmente um pH baixo (média de 4,8), devido as caracteristicas acidas da
vinhaga.

Na Fase II (72-202 dias), a adicao de biomassa algal sem pré-tratamento ao substrato
de vinhaca manteve o TDH em 4 dias e a mesma COV, porém a produgdao média de AGVs
aumentou para 4777,29 + 1182,07 mgAGVs.L™!, com o HBut (1852,56 mgAGVs.L™)
tornando-se o principal produto. Apos a insercdo da biomassa algal com carater mais neutro, o
pH apresentou leve aumento (média de 5,8) e manteve-se constante até sofrer outro aumento
na fase seguinte.

A Fase IIIa (203-240 dias, pH médio de 6,3) marcou a implementacdo do pré-
tratamento térmico da biomassa algal, com o TDH e a COV inalterados. Nesse periodo, o perfil
de acidos graxos volateis (AGVs) apresentou destaque para o 4cido valérico (HVa), que atingiu
1.386,36 mgAGVs-L™', inserido em uma produ¢do média total de 3.782,84 + 486,55
mgAGVs-L™.

Na Fase I1Ig (241-309 dias, pH médio 5,1), a redugdo do TDH para 3 dias resultou em
um aumento expressivo da produ¢do média de AGVs, devido a alta cinética de hidrolise e
conversao de compostos simples em AGVs, chegando a 5.000,52 + 827,48 mgAGVs-L™'. Nesse
estagio, o acido acético (HAc) retomou a predominancia na composicao, com concentragao de
1.437,78 mgAGVs-L™. Esse melhor desempenho pode ser atribuido a composi¢ao quimica da
vinhaga, j4 que a mesma tem presenca de compostos biodegradaveis, como acgucares e alcoois,
que demandam pouco tempo para serem convertidos em dcidos graxos volateis
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

A Fase Illc (310-373 dias, pH médio 5,5) foi caracterizada pelo incremento da COV
para 11,25 kgDQO-m™3-d, o que levou a maxima produgdo observada em todo o experimento,
de 13.003,08 + 1.599,47 mgAGVs-L™'. O HAc apresentou-se como principal componente, com
4.461,11 mgAGVs-L™'. Na literatura, demonstra-se que valores baixos de COV favorecem a
fase metanogénica da digestdo anaerobia, enquanto altas cargas promovem a acumulacao de
AGVs, resultando em inibigdo dos microrganismos metanogénicos (BOLZONELLA et al.,
2018).

Na Fase IlIp (374446 dias, pH médio 5,4), a redug@o do TDH para 2 dias, mantendo-
se a mesma COV, provocou queda na producdo média de AGVs para 7.891,43 + 3.144,12
mgAGVs-L!, embora o HAc permanecesse como dacido predominante (2.803,09

mgAGVs-L™"). A diminui¢do do TDH refletiu em um tempo reacional insuficiente para
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conversao do cosubstrato em AGV, observado na queda da produgdo média e na maior
variabilidade entre os acidos produzidos, como observa-se na Figura 9.

As Fases IVa (447481 dias) e IVp (482-548 dias) representaram a transi¢do para o
uso de glicerol como substrato complementar a biomassa algal pré-tratada. Na Fase [V, com
TDH de 2 dias e COV de 11,25 kgDQO-m™—3-d™!, a produ¢do de AGVs reduziu-se drasticamente
para 824,91 + 601,09 mgAGVs-L™, com predominancia de HAc (352,42 mgAGVs-L™), o que
sugere impacto negativo da mudanca de substrato. Na Fase IVg, 0 aumento do TDH para 4 dias,
proporcionou recuperagdo parcial, com produ¢cdo média de 1.259,98 + 511,23 mgAGVs-L' e
HAc dominante (590,76 mgAGVs-L™). No entanto, os valores ndo retornaram aos patamares
anteriores, indicando possivel inibicdo metabdlica ou inadequagdo do glicerol como fonte
principal de carbono. O pH médio da Fase IV foi de 5,5, compativel com condigdes
acidogénicas.

Os valores médios de AGVs e pH correspondentes as fases descritas estdo sintetizados

na Figura 9.
Figura 9 - Producdo de AGV’s e monitoramento de pH por fase do RA
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Fonte: a autora (2025)

No geral os acidos acético, propionico e butirico sdo os principais produtos quando a

biomassa de microalgas ¢ submetida a digestdo anaerobia (MAGDALENA et al., 2019).
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O pH do reator de fermentacao acidogénica afeta diretamente a composic¢ao dos acidos
graxos volateis gerados, influenciando consequentemente a estrutura do biopolimero
sintetizado. Dessa forma, ¢ possivel controlar as caracteristicas do polimero produzido por meio
do ajuste do pH operacional durante o processo fermentativo (ALBUQUERQUE et al., 2007).
Nota-se essa influéncia no ajuste quando se analisa a relacdo entre o pH do reator e a produgao
dos acidos graxos volateis.

Observou-se que em condigdes mais acidas (pH entre 4,8 € 5,5), houve dominancia do
HAc na composi¢do dos AGVs. A medida que o pH foi elevado para 5,8, verificou-se uma
mudanga no perfil de produgdo, com predominio do HBut. Por fim, em valores de pH mais
elevados (a partir de 6,3), o HVa passou a dominar a composi¢ao dos acidos graxos volateis
produzidos. Essa variagdo demonstra claramente como o controle do pH, paralelo aos substratos
usados na codigestdo, podem ser utilizados para direcionar seletivamente a producdo de
diferentes AGVs no sistema.

Conforme apontado por (DAHIYA et al., 2023), diferentes agentes tamponantes ou
neutralizantes influenciam diretamente a formagdo de acidos especificos e reforgam a
capacidade de tamponamento. No caso do NaOH, utilizado para manter o pH do fermentador
dentro das condic¢des acidogénicas, com o aumento do pH devido a inser¢cao de biomassa algal

como substrato, hd um favorecimento na produgado de 4cido acético.

5.3 Monitoramento das condi¢cées ambientais do RBS e producido de PHA

O estudo da produgao de PHA foi dividido em trés fases distintas, definidas conforme
o tipo de substrato utilizado para alimentagdo do RBS em cada etapa. Essa divisdo permitiu
acompanhar e analisar as variacdes no desempenho do sistema e nas caracteristicas
microbioldgicas em resposta as diferentes fontes de alimentagdo aplicadas ao longo do

processo.

5.3.1 FASE I — Operagao com alimentagao exclusiva de acido acético

Durante a fase I, com 28 dias de duragdo, houve periodos de idade do lodo muito alta,
chegando a um IVL de 538,14 mL.g"' no fim deste periodo (Figura 10), que alidado a um
decaimento da carga organica do reator, que apresentou concentracdes elevadas no inicio do

experimento, e reduziu progressivamente ao longo da fase.
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Valores elevados de IVL 30 indicam piora na sedimentabilidade da biomassa, podendo
refletir alteragdes na morfologia e na composi¢do microbiana dos flocos. Picos acentuados
desse indice estdo frequentemente associados a proliferacdo excessiva de bactérias
filamentosas, as quais aumentam o volume aparente dos flocos e dificultam sua compactagao
no decantador secundario. Essa condi¢do, conhecida como lodo intumescido compromete a

eficiéncia da separacdo entre a fragdo solida e liquida, e pode resultar na perda de sélidos no

efluente.
Figura 10 - Solidos Suspensos Volateis: FASE I (RBS)
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Fonte: a autora (2025)

A comunidade microbiana desenvolvida sob essas condi¢gdes apresentou uma
composi¢do caracteristica, com predominancia de organismos indicadores de estresse
operacional: Cistos de Vorticella (formas de resisténcia), bactérias filamentosas do género
Beggiatoa, protozodrios testdceos (Euglypha sp. e Arcella), rotiferos (Rotaria) e bactérias
filamentares (Sphaerotilus), conforme ilustrado na Figura 11. Comunidade tipica de sistemas

com elevado tempo de retencdo celular e limitagcdes na transferéncia de oxigénio.
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Figura 11 - Microorganismos encontrados na Fase |

o F

- R Rt A g
a. Cisto de Vorticella (200x); b. Beggiatoa (200x); c. Arcella (200x); d. Sphaerotilus (200x); e. Rotatoria sp
(200x) ; f. Euglypha (200x). Fonte: a autora (2025)

Os picos observados nos valores de IVL indicam momentos de comprometimento da
sedimentabilidade da biomassa, diretamente relacionados a intensificagdo do crescimento de
bactérias filamentosas (Figura 11 - b € d), 0 que compromete a resisténcia dos flocos as forcas
de cisalhamento geradas pela aeracgdo, originando estruturas menores, frageis e de dificil
sedimentacdo. Quando ha um equilibrio entre bactérias filamentosas e formadoras de flocos no
lodo bioldgico, a separagdo da biomassa em relacao ao efluente ocorre de maneira eficiente.

Portanto, a correlagdo entre os picos de IVL e a proliferagao filamentosa evidencia a
influéncia direta da composi¢cdo microbiana na eficiéncia do processo de separagdo de solidos
e liquidos, e na estabilidade operacional do sistema.

Observou-se uma reducdo gradual nos valores de oxigénio dissolvido (Figura 12),
indicando atividade microbiana intensa no consumo do acido acético como fonte de carbono.
Chegando ao OD minimo (0,47 mg.L™") em 28 minutos, essa diminui¢do reflete o metabolismo
ativo das bactérias durante a fase de alimentacao.

Posteriormente, com o esgotamento do substrato, os microrganismos passaram a
mobilizar os estoques intracelulares de PHA como fonte energética, resultando em uma
recuperagao progressiva dos niveis de oxigénio dissolvido. Esse comportamento ciclico de

consumo e recuperagdo do OD foi também observado nas Fases II e III, demonstrando um
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padrdo metabolico caracteristico do sistema sob as condi¢gdes operacionais estabelecidas. As
barras de desvio refletem o comportamento da curva de OD, em resposta as condig¢des

operacionais, ao longo da fase estudada.

Figura 12 - Oxigénio Dissolvido (mg.L™') - Fase I
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Fonte: a autora (2025)

A coleta para andlise de PHA nesta fase foi realizada no dia operacional 28. Nessa
ocasido, registrou-se teor de PHA de 8,97 mg, com 1.350,0 mg-L™" de sdlidos suspensos
volateis, com um teor de 0,33% de PHA, dos quais 0,28% correspondiam a PHB, e IVL de
538,1 mL-gSSV.

5.3.2 FASE II — Transi¢ao de alimentagdo: acido acético para fermentado do RA

Durante a fase II, com 16 dias de duragao, tendo inicio no dia operacional 29 e término
no dia operacional 44. O reator experimentou um periodo critico caracterizado por déficit de
biomassa por consequéncia da proliferacdo de bactérias filamentosas (Figura 13). Observa-se
claramente a condicdo de lodo intumescido, caracterizada pela predominancia de flocos
pequenos e formagdao média de fios com moderado desenvolvimento de estruturas filamentares.
A presenga dos filamentos em densidade moderada, visivel na microscopia, acarreta em

problemas de sedimentagdo observados durante esta fase operacional (Figura 14).
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Figura 13 - Microrganismos filamentosos

Magnitude: 200x. Fonte: a autora (2025)

A imagem a esquerda mostra o reator ap6s 15 minutos de sedimentacdo, enquanto a
imagem a direita permite comparar processo, apos 0 mesmo tempo de sedimentagao, conforme

evidenciado na andlise na proveta. A condicao foi resolvida através de ajustes na aeracao.

Figura 14 - Antes e depois déficit de biomassa e proliferagdo de bactérias filamentosas
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Fonte: a autora (2025)
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Ainda com a intensificag@o do crescimento de bactérias filamentosas, evidenciada pelo
aumento do IVL, que atingiu 470 mL-gSSV™!, resultou em expressiva redugdo na concentragao
de solidos suspensos volateis, passando de 1955,56 mg-L ! para 1041,67 mg-L™" (Figura 15). A
perda excessiva de biomassa representa um sério problema para a estabilidade do sistema de
tratamento, pois compromete diretamente sua eficiéncia, j4 que quando a concentracdo de
biomassa ativa cai abaixo dos niveis minimos necessarios, ocorre uma deterioracao simultanea
dos processos de nitrificagdo e das atividades heterotroficas, como observado por Hoffman

(2004).

Figura 15 - Solidos Suspensos Volateis: FASE 11 (RBS)
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Fonte: a autora (2025)

A reducao nos solidos suspensos volateis em conjunto com uma elevada idade do lodo
propiciou o desenvolvimento de Aeolosomas (Figura 16) — este que também aparece por um
excesso de OD — e a predominancia de Euglypha. Sendo assim, a presenca do Aeolosoma nao
¢ desejavel pois seu aparecimento ¢ sinal de que o processo esta desequilibrado, visto que ele
se desenvolve quando had uma alta idade do lodo aliada a uma grande quantidade de matéria
organica que ndo foi consumida pelas bactérias do lodo.

Segundo Hoffman et al. (2001), os sistemas de lodo ativado em condi¢gdes normais de
operacdo apresentam naturalmente microorganismos filamentosos em sua composi¢ao
microbiana, e esses organismos desempenham um papel estrutural fundamental, atuando como

arcabougo para a formacao dos flocos bioldgicos. No entanto, quando presentes em excesso, 0s
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filamentos comprometem significativamente a sedimentabilidade da biomassa, uma vez que
sua estrutura alongada impede a compactacdo adequada dos flocos, resultando em arraste de

material particulado para o efluente final.

Figura 16 - Microrganismo Aeolosoma observado em amostra de lodo floculento

Magnitude: 200x. Fonte: a autora (2025)

O surgimento de Vorticella (Figura 17) est4 diretamente relacionado as condicdes de
lodo intumescido, uma vez que este protozodrio apresenta maior tolerancia a ambientes com
baixos niveis de oxigénio dissolvido.

Desta fase operacional, registrou-se um valor minimo de oxigénio dissolvido de 1,27
mg.L ! apds apenas 18 minutos de processo (Figura 18) — um incremento de 35,7% na velocidade
de consumo em comparacao com a fase anterior. Esta reducdo significativa no tempo necessario
para atingir o pico de demanda de oxigénio evidencia uma maior eficiéncia metabolica e
adaptacdo ao regime de bateladas sequenciais, pois a biomassa demonstrou uma capacidade
maior de consumo do substrato disponivel, e que houve uma selecao de populagdes bacterianas

com maior afinidade pelo acido acético como fonte de carbono.
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Figura 17 - Surgimento da Vorticella

Figura 18 - Oxigénio Dissolvido (mg.L") - Fase I

Magnitude: 200x. Fonte: a autora (2025)
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Nesta fase, no dia operacional 42, retirou-se uma amostra para documentar a fase de

transicao da alimentagdo, que passou de acido acético puro para o fermentado proveniente do

reator RA. Nesse momento, o teor de PHA foi de 6,71 mg, com 1.604,2 mg-L' de s6lidos

suspensos volateis, teor de 0,21% de PHA (0,18% de PHB) e IVL de 85,9 mL-gSSV~.
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5.3.3 FASE III — Operagdo com alimentagdo exclusiva de fermentado do RA

As variacdes observadas nos valores de solidos suspensos volateis (Figura 19) indicam
que o acimulo de biomassa ndo se manteve de forma linear ou constante, apresentando
oscilagdes ao longo do periodo monitorado. Essas flutuagdes estdo associadas a alteragdes nas
condi¢des operacionais ou a propria dinamica microbiologica do sistema, o que impacta

diretamente a fracdo de biomassa ativa presente no meio reacional.

Figura 19 - Solidos Suspensos Volateis: FASE I1I (RBS)
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Fonte: a autora (2025)
Esta fase evidenciou um sistema em avancado estdgio de maturagdo e complexidade
na estrutura microbiologica. A comunidade foi dominada por ciliados, particularmente Euplotes

(Figura 20) — organismos especializados na predacao de flocos — e Rotaria, acompanhados pelo

surgimento de nematoides (Figura 21), que ndo eram vistos desde a caracteriza¢ao da biomassa
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Figura 20 - Euplotes

Fonte: a autora (2025)

Figura 21 - Alta incidéncia de rotaria e surgimento de nematoides
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51



A presenga destes microrganismos ¢ um 6timo indicador de que o sistema atingiu seu
ponto 6timo de operagdo. Euplotes, sendo ciliados especializados na predacdo de flocos,
indicam a formag¢ao de biomassa bem estruturada ¢ sedimentavel, caracteristica de sistemas
com idade de lodo adequada e condic¢des aerobias estaveis. Sua dominancia sugere um ambiente
com excelente formagdo de flocos e eficiente remogao de matéria organica particulada.

Rotaria, por sua vez, sdo bioindicadores classicos de sistemas com baixa carga
organica ¢ efluente de boa qualidade, sendo frequentemente associados a processos avangados
de nitrifica¢do. Sua presenga em abundancia corrobora a estabilidade do sistema ¢ a eficiéncia
no tratamento.

Os nematoides, embora menos numerosos, complementam esta analise ao
representarem o topo da cadeia tréfica no lodo ativado. Sua ocorréncia, mesmo que esporadica,
confirma um tempo de retenc¢ao celular prolongado e um estagio avangado de mineralizacdo da
matéria organica. Esta composicdo especifica da comunidade bioldgica ¢ tipica de sistemas
operando em condi¢des 6timas, com boa oxigenacao, carga organica balanceada e excelente
formacao de flocos biologicos.

Nesta fase, o sistema atingiu o valor minimo de oxigénio dissolvido médio de 3,04
mg.L! apos 21 minutos de operagio (Figura 22), apresentando um comportamento distinto das
fases anteriores. Esse tempo intermedidrio de consumo, situado entre os 28 minutos da Fase I e
os 18 minutos da Fase II, revela importantes aspectos da dindmica microbiana estabelecida no
reator. A manutencdo do mesmo valor minimo de OD nas trés fases, apesar dos diferentes
tempos de resposta, indica que a biomassa manteve sua capacidade metabolica bésica, porém
com eficiéncia varidvel em cada estagio operacional. As variacdes nos tempos de resposta

refletem principalmente o grau de adaptacao da biomassa as condigdes operacionais.
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Figura 22 - Oxigénio Dissolvido (mg.L™!) - Fase III
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Fonte: a autora (2025)

Na Fase III as coletas para PHA foram realizadas nos dias operacionais 57, 64 ¢ 71.
Os teores de PHA observados foram de 6,40 mg (1.750,0 mg-L™" de s6lidos suspensos volateis,
teor de 0,18% de PHA —0,15% de PHB — e IVL de 58,2 mL-gSSV™), 5,75 mg (1.361,1 mg-L!
de solidos suspensos volateis, teor de 0,21% de PHA — 0,17% de PHB — e IVL de 51,4
mL-gSSV) e 4,51 mg (1.366,7 mg-L! de solidos suspensos volateis, teor de 0,17% de PHA
—0,13% de PHB — e IVL de 46,8 mL-gSSV™), respectivamente.

5.4 Discussao integrada

Com relagao ao monitoramento do pH no RBS (Figura 23), observa-se que controlando
o pH do substrato na faixa de 6 a 8, o pH do licor misto se mantém na faixa de 8, sendo esta a
faixa ideal para o sistema. Existem microrganismos especificos envolvidos na degradacao da
matéria organica e na sintese de PHA e estes tém intervalos de pH ideais para o seu crescimento;

valores demasiado baixos ou demasiado elevados podem inibir a atividade metabdlica.
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Figura 23 - Monitoramento do pH (Licor misto e Feed)
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Fonte: a autora (2025)

As Fases I, II e III apresentaram razdes entre a duracdo da fase de abundéncia e o
comprimento total do ciclo de 0,11, 0,07 e 0,08 (h/h), respectivamente. Esses valores estdo em
concordancia com os encontrados na literatura para sistemas similares, conforme observado por
Valentino et al. (2018), quando se compara o uso de acetato sintético puro com fermentados
complexos como substrato, verifica-se que a razao tende a ser maior no primeiro caso.

A maior parte do PHA acumulado consistiu em PHB, com producao residual de PHH
e auséncia significativa de PHV. Essa distribuicdo de homopolimeros corrobora os achados de
Dionisi et al. (2004), que indicam que a forma¢do do copolimero PHV ¢ favorecida pela
presencga simultanea de acido propionico e acido acético como substratos.

No presente estudo, as propor¢des desses precursores na Fase IV do reator acidogénico
indicaram um desbalanceamento que possivelmente limitou a sintese de HV: na Fase IVA, o
HAc representou 42,7% e o HProp 22,9%, enquanto na Fase IVB, essas propor¢des foram de
46,8% e 25,5%, respectivamente. Essa relacdo menos equilibrada pode ter favorecido a rota
metabolica para produ¢do de PHB em detrimento do copolimero PHV.

A predominancia de PHB pode ser atribuida a maior disponibilidade de HAc (um é&cido
graxo de cadeia par - C2) em relacdo ao HProp (cadeia impar - C3). Esse padrao estd de acordo
com o descrito por Perez-Zabaleta et al. (2021), que demonstram que acidos graxos com nimero

par de carbonos (como acetato e butirato) sdo preferencialmente convertidos em (R)-3-
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hidroxibutirato (monémero do PHB). Conforme apontado por Dahiya et al. (2023), diferentes
agentes tamponantes ou neutralizantes influenciam diretamente a formacdo de 4cidos
especificos e reforcam a capacidade de tamponamento. No caso do NaOH, ha um
favorecimento na produgao de acido acético. Essa relagdo estequiométrica entre a composi¢ao
do substrato e a estrutura do biopolimero formado evidencia a importancia do controle preciso
dos perfis de AGVs para a produgdo direcionada de PHA com caracteristicas especificas.

No acompanhamento do teor de PHA (Tabela 9), observou-se que a fracao
predominante acumulada foi composta por PHB, acompanhada por pequenas quantidades de
PHH e auséncia expressiva de PHV. Os resultados indicaram que, nas condigdes operacionais
adotadas, a comunidade microbiana converteu os substratos disponiveis majoritariamente em

PHB.

Tabela 9 - Concentragdo de polimeros (PHB, PHH e PHA) obtida no reator.

Fase (mSgS.Z") (nI:gHIl? N (HI:gHII:I 1 (nl:;f 1 Teor de PHA (%)!
I 1350 3,83 0,66 4,48 0,332
1 1604 2,85 0,51 3,36 0.209
m 1750 2,63 0,57 3,20 0.183
I 1361 231 0,56 2,87 0211
1 1367 1,75 0,51 2,25 0.165

'mg PHA -mg SSV~!, conforme Equacdo (3). Fonte: a autora (2025)

Esse perfil de acumulo estd intimamente relacionado a composi¢do dos acidos graxos
volateis (AGVs) no meio, com predominio de 4cido acético em relagdo aos demais compostos.
A auséncia de producao significativa de PHV no presente estudo esta diretamente relacionada
a baixa propor¢dao de HProp no meio de fermentagdo, o que limitou a sintese do mondmero
hidroxivalerato e, consequentemente, a formacdo do copolimero PHV. Embora &cidos
propiodnico e valérico estivessem presentes, suas concentragdes aparentaram ser insuficientes,
ou pouco assimiladas pela microbiota, para induzir a via metabdlica correspondente a formagao
de PHV.

A maior concentragdo de PHA, normalizada em relagdo aos SSV e quantificada por
cromatografia, foi alcangada quando o reator foi alimentado exclusivamente com écido acético
puro. Esse resultado confirma a preferéncia metabolica da comunidade microbiana por

substratos de cadeia par, em especial o acetato, que ¢ convertido diretamente em 3-
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hidroxibutirato, principal mondémero do PHB. Com a substituicdo do acido acético pelo
fermentado rico em AGVs, observou-se uma redugdo gradual na concentragdo de PHA
acumulado. Esse comportamento pode estar associado tanto a menor disponibilidade relativa
de acetato quanto a presenca de outros AGVs (como propidnico, valérico e caproico), que nao
sdo assimilados com a mesma eficiéncia ou ndo sdo preferencialmente direcionados para a rota
de sintese de PHA, resultando em queda da eficiéncia global de conversao.

Face aos dados obtidos, o rendimento maximo de PHA de 0,33% (mg PHA -mg SSV™)
alcancado ¢ consideravelmente inferior aos patamares reportados como viaveis na literatura,
que podem atingir valores superiores a 60%. Essa baixa eficiéncia de acimulo indica que,
embora a rota integrada proposta tenha se mostrado vidvel na primeira etapa, com a produgao
bem-sucedida de AGVs via codigestdo, o estdgio de enriquecimento ndo foi eficaz. Pois a
estratégia aplicada, seja com acetato puro ou com o fermentado bruto, ndo promoveu a selecao

de uma cultura microbiana mista com alta capacidade de armazenamento de PHA.
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6 CONCLUSAO

e (aracterizagao de substratos e indculos: A anélise microscopica em 04/07/2023 revelou
rotiferos e nematoides, indicadores de idade de lodo elevada (>15-20 dias) e IVL de
282,56 mL-g™', compativeis com sistemas maduros e estaveis. A biomassa algal
manteve pH proximo da neutralidade, enquanto vinhaca e glicerina foram acidas,
exigindo corre¢do; a vinhaca destacou-se pelo maior C/N, indicando maior aporte de
carbono.

e Producdo de AGVs e impacto do substrato: A vinhaca isolada (Fase I) gerou 1.469 +
972 mg-L' de AGVs (HAc predominante); com biomassa algal (Fase II), subiu para
4.777 £ 1.182 mg-L~' (HBut dominante). O pré-tratamento térmico e aumento de COV
resultaram no pico em Illc (13.003 + 1.599 mg-L™', HAc 4.461 mg-L™"), enquanto a
introdugdo do glicerol reduziu a produgdo para 825-1.260 mg-L™'. O pH modulou o
perfil: HAc (4,8-5,5), HBut (5,8) e HVa (>6,3).

e Actmulo de PHA sob diferentes condicdes operacionais: O regime de
abundancia/escassez, aliado ao pH do licor misto (média de 8), favoreceu o metabolismo
acumulador de PHA. A fase I, alimentada exclusivamente com acido acético, alcangou
o maior teor de PHA, de 0,33% (PHB 0,28%), caindo para 0,21% na Fase 11 e 0,17—
0,18% na Fase III. A predominancia de PHB foi condicionada a alta fragao de HAc (43—
47%) em relagdao ao HProp (23-26%), limitando a formagao de PHV. Esses resultados
evidenciam que ajustes na propor¢ao de substratos acidogénicos sdo determinantes para

otimizar a sintese de biopolimeros.

Em suma, a pesquisa cumpriu o objetivo geral de avaliar a viabilidade da rota integrada
anaerdbia-aerobia para a produgdo de biopolimeros a partir da codigestdo de biomassa algal e

vinhaga, demonstrando a viabilidade e a robustez operacional do sistema.

6.1 Sugestdes para pesquisas futuras

1) Otimizagdo dos parametros de fermentacdo para maximizar a producao de acidos graxos
volateis (AGVs) e viabilizar estratégias economicamente eficientes para sua

recuperagao a partir dos efluentes;
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2)

3)

Extensdo do monitoramento do reator em batelada sequencial para ciclos completos,
permitindo andlises detalhadas da dinamica microbiana e os pardmetros operacionais,
com vistas a compreender melhor os mecanismos de producao de PHA;

Separagao operacional das fases de enriquecimento e producdo de PHA, de modo a
otimizar cada etapa de forma independente, uma vez que as condi¢des fisiologicas ideais
para a sele¢do de microrganismos acumuladores podem diferir significativamente das

condigdes ideais para a sintese de polimero.
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