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Resumo

Este estdgio teve como principal objectivo verificar se o sistema de lamas activadas
para tratamento biolégico, anteriormente implementado para degradar pesticidas como o
lindano e o heptacloro, seria capaz através de uma cultura pura de microrganismos, de
degradar o 2,4-diclorofenol (2,4-DCP).

O processo de biorremediacdo é uma alternativa atractiva no tratamento de solos e
efluentes liquidos contaminados e é alcangado fazendo uso do potencial metabdlico
natural de microrganismos para degradar contaminantes orgénicos, como é o caso dos
clorofendis.

Os clorofendis sdo usados como conservantes na indUstria da madeira e no tratamento
da mesma. Deste modo serd de esperar que se desenvolvam estirpes de microrganismos
capazes de degradar os mesmos.

Os clorofendis sGo considerados poluentes prioritdrios tanto pela a Agéncia de
Protec¢c@o Ambiental dos EUA (US-EPA), como pela Unido Europeia (UE), devido & sua
elevada toxicidade, propriedades mutagénicas e carcinogénicas. Surge por isso a
necessidade de avaliar a capacidade de biodegrada¢do do 2,4-DCP, presente em
efluentes em baixas concentragdes (abaixo de 1 mg/l) e na presengca de outras fontes
competitivas de carbono, de modo a compatibilizar as descargas de dguas residuais com
os requisitos da legislagdo em vigor.

Realizou-se um ensaio num reactor biolégico aerdbio continuo, com um volume de 3
litros (tempo de reteng¢do hidrdulico de 4 horas) usando como indculo uma cultura pura de
Ralstonia basilensis. A percentagem de degradagdo foi obtida pela andlise do 2,4-DCP por
SPME - GC/ECD sendo a incerteza global méxima do método analitico de 49,1% (a 5.4 ug/l).
Foi também analisada a CQO e a densidade éptica a 610 nm tendo-se obtido uma
remogdo média de 2,4-DCP superior a 98%, para uma alimentagdo de 1 mg/l e de 69.7%,
para uma alimentagdo de 500 pg/l, sendo a remog¢do média de CQO no periodo de ensaio
de 62,4%.

O sistema implementado de tratamento biolégico original tinha acoplado uma unidade
de tratamento tercidrio, a qual ndo foi associada ao tratamento efectuado. Para trabalho
futuro considera-se indispensdvel uma unidade de refinagdo (adsor¢do), e também uma

confirmagdo dos resultados obtidos.
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Abreviatura || Designagdo

A Ampere

Cp Clorofenol

CP's Clorofendis

CQO Caréncia gquimica em oxigénio
D Diclorofenoxiacético

DCE Detector de captura electrénica
DCP Diclorofenol

DO Densidade éptica

ELL Extracg¢do liquido-liquido

EPA-US Agéncia de Protecgdo Ambiental dos Estados Unidos
eq. Equagdo

g Grama

GAC Carvao activado granular

GC Cromatografia gasosa

h Hora

| Litro

H Cromatografia liquida

Jl Metro

l min “ Minuto

PCP Pentaclorofenol

ppb Partes por biliGo

ppm Partes por milh&o

w©<r Triclorofenol

SPME Micro-extracg@o em fase sélida

SPE Extracgdo em fase sélida

UE Unido Europeia

UV/VIS Radiagao ultra-violeta/ visivel
e "‘j Grau Celsius
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Breve referéncia a empresa

ALQUIMICA, Quimica Industrial Lda.
(perfil da empresa referente a Abril de 2003)

A ALQUIMICA, j@ com 10 anos de experiéncia, € uma empresa que se dedica &
prestagdo de servigos especializados nas dreas do Ambiente e da Qualidade.

A ALQUIMICA é a representante exclusiva no nosso pais da empresa italiana CTIDA. Esta
é especializada no fabrico de instalagdées compactas e automizadas para o tratamento de
pequenos e médios caudais de aguas residuais que se encontrem bastante contaminadas.
A CTIDA possui um grande numero de unidades que se encontram em Itdlia e outros paises
europeus, ja tendo atingido a qualidade dos modelos que fabrica, ao estar certificada
segundo a norma ISO 9001.

A CTIDA estd integrada no grupo de empresas da ENEL (similar & EDP em Portugal)
formando a Enel.Hydro. Esta é lider do seu mercado em Itdlia, tendo capacidade para
cobrir o completo ciclo hidrico em todo o pais, desde a captagdo, e de seguida &

aducgdo, potabilizagdo, distribuigcdo, finalizando no tratamento das dguas residuais.

A ALQUIMICA estd especiaimente vocacionada para as dreas de Qualidade e
Ambiente, conforme anteriormente referido, em que os seus servicos podem estar divididos

em frés dreas de actividade: Andlises e Estudos Laboratoriais, Consultadoria e Engenharia.
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Andlises e Estudos Laboratoriais:

+ Andlises a dguas potdaveis, recreativas, para rega, de processo e residuais

» Andlises a produtos quimicos, cosméticos e de higiene e limpeza

» Andlises a efluentes e residuos industriais

» outras andlises e estudos laboratoriais mediante consulta e avaliagdo prévias

Consultadoria:

» Estudos de diagndstico e auditorias ambientais. Estudos de impacte ambiental

» Consultas sobre legislagdo ambiental e de higiene e seguranga industrial

+ Gest@o e controlo das estagdes de dguas residuais

+ Gest@o de residuos industriais produzidos nas empresas, e elaboragdo e manutengdo
do inventdario obrigatdrio e do respectivo mapa anual de registo

» Elaboragdo de fichas técnicas de seguranca e de produtos quimicos

+ Estudos de avaliagdo comparativa da qualidade de produtos de grande consumo

» Controlo de efluentes gasosos

+ Estudos de ruido

Engenharia:

+ Projecto, fornecimento e montagem de estagcdes de tratamento de aguas residuais
industriais

» Projecto, fornecimento e montagem de estacdes e tratamento de efluentes gasosos
+ Projecto, fornecimento e montagem de estagdes de tratamento de dguas primarias
» Projecto, fornecimento e montagem de estagdes de tratamento de dguas residuais
domésticas

+ Projecto, fornecimento e montagem de instalagdes industriais de processo quimico,

mediante consulta e avaliagdo prévias
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1. Introducdo Tedrica

Capitulo 1. Intfroducdo Tedrica

Nas Ultimas décadas verificou-se um aumento inadvertido na producdo e utilizagcdo de
produtos quimicos, os quais deram origem a problemas de poluicdo ambiental de modo
generalizado. O risco de exposicdo ambiental aos produtos quimicos tornou-se um dos
problemas de maior preocupacdo para investigadores. Neste seguimento, a protecgdo
ambiental tem adquirido grande importancia na sociedade contempordnea, que cada vez
mais tem exigido mecanismos com rapidez e eficiéncia, para um melhor controlo da
contaminagdo ambiental. Estudos sobre possiveis riscos da exposicdo ambiental a agentes
naturais ou sintéticos, tém como principal motivo, factores como a expansdo progressiva do
sistema produtivo, com cardcter geral, as indUstrias quimicas. Estas colocam anualmente no
mercado cerca de mil novos produtos, ignorando por sua vez a toxicidade desses mesmos
produtos. Uma Comiss@o Europeia sobre riscos ambientais cita a existéncia de cerca de 100.000
produtos quimicos que estdo disponiveis no mercado, dos quais, cerca de 20.000 substancias
podem ser perigosas € apenas 2.500 tém uma classificagdo detalhada e de confianga [7].
Assim, dentro deste contexto é necessdrio encontrar novas metodologias de forma a ter uma
melhor determinag@o e quantificagdo dos diversos tipos de poluentes, com selectividade,

rapidez e sensibilidade.

1.1 Aplicagdes, fontes de contaminagdo, efeitos na salde e ambientais

No meio ambiente sGo actualmente descarregados em larga escala poluentes organicos,
sendo a maioria desses mesmos poluentes de estrutura fendlica. Os fendis e seus derivados,
como clorofendis (CP's) e compostos aromaticos relacionados, séo conhecidos devido a
possuirem uma elevada toxicidade e por serem compostos comuns em efluentes industriis,
cuja proveniéncia é diversa. Os clorofendis podem estar presentes nas actividades de
produgdo de: herbicidas, insecticidas, fungicidas, retardadores de chama, pldsticos, corantes,
tintas, antioxidantes, polimeros sintéticos, resinas, pesticidas, desinfectantes, refinaria de éleos e
principalmente no fabrico de papel e celulose [1, 39].

Os clorofendis podem também ser encontrados em solos contaminados, dguas residuais e
dguas de consumo. A dgua desinfectada com cloro € uma das fontes directas de
contaminagdo, devido & facilidade que possui de reagir com substratos organicos [18]. Outra
fonte de contaminagdo das aguas resulta da presenca de clorofendis em lixiviados de aterros
sanitarios e lixeiras. Se estes ndo forem devidamente tratados poderdo assim afectar os solos e

os respectivos cursos de agua.
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Devido & sua toxicidade, ja referida anteriormente, propriedades lipofilicas e recalcitrantes,
os clorofendis tém tendéncia a acumular-se nos sedimentos bem como nos organismos
aqudticos, vitimas directas da contaminagdo das dguas, permanecendo assim ao longo da
cadeia alimentar [18, 40].

A persisténcia destes compostos em ambientes aquaticos e terrestres pode ser prejudicial
para o meio ambiente e para a salde publica. Os efeitos sanitdrios da presenca de
quantidades elevadas de CP's em dgua para consumo humano sdo particularmente graves
para o Homem. Estes compostos aumentam a probabilidade do aparecimento de cancro,
abortos esponténeos e diversas malformagdes congénitas graves [18].

Um uso que ndo seja o mais adequado, derrames acidentais ou deposicdo inadequada de

CP's resulta numa dramdatica poluigcdo intensiva.

1.2 Limites legais

Os clorofendis possuem propriedades carcinogénicas e mutagénicas sobre os seres vivos
[17]. sendo considerados poluentes perigosos devido & sua dualidade, toxicidade e
persisténcia no meio ambiente. Por estes motivos, estes compostos estdo listados na UniGo
Europeia (UE) como substancias perigosas € na Agéncia de Protecgdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA-US) como poluentes prioritdrios [38]. Recente legislagdo ambiental restringe o uso
de clorofendis. Por exemplo, a UE estabeleceu um limite méaximo de 100 pg/Il. A EPA-US fixou um
limite de 40 pg/l. Em Portugal, o objectivo de qualidade minima para a descarga de dguas
residuqis para o 2,4-DCP é de 20 g/l [9].

1.3 Propriedades fisicas dos clorofenéis

Nas Tabelas 1 e 2 apresentam-se, respectivamente, importantes caracteristicas e
propriedades fisicas dos clorofendis. Todos os CP's possuem um odor caracteristico forte e
concedem um gosto fortemente desagraddvel & dgua. Sao sdélidos & temperatura ambiente,
excepto o 2-Clorofenol (2-CP), ligeiramente solUveis em dgua mas altamente solUveis em
dlcoois [8, 23, 37].



Tabela 1.1 - Caracteristicas dos clorofendis [8, 23].

pKa em
—— fomoia | (e o) ¢c) "
2-CP CeHsCIO 128,56 8,7 174,5 8,52
3-CP CeHsCIO 128,56 328 216 8.97
4cp CeHsCIO 128,56 428 217 9,37
2,3-DCP CeHiCLO 163,00 58 206 7.7
2,4-DCP CeHiClO 163,00 45 210 7,90
2,5-DCP CeHChO 163,00 59 210 7,51
2,6-DCP CeHiChO 163,00 66 220 6,78
3,4-DCP CeHiCLO 163,00 65 253 8,62
3,5-DCP CeHiCLO 163,00 68 233 825
2,3,5-1CP CeHsChO 197,45 62 248-249 ;
2,4,5-1CP CéHaChO 197,45 68 245-246 6,72
2,4,6-TCP CéHiChO 197,45 68 246 599
2,3,4-1CP CeHaChO 197,45 83,5 sublima 697
3,4,5-1CP CeHaChO 197,45 101 275 7,55
2,3,6-TCP CeHaChO 197,45 101 272 5,80
2,3,5,6-TeCP CeH2CliO 231,89 15 sublima 503
2,3,4,6-TeCP CeH2ClLO 231,89 69-70 164 (3 kPa) 522
2,3,4,5-TeCP CeH2ClO 231,89 116-117 sublima 5,64
PCP CHCIO | 266,34 190 || 309310 || 474
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Tabela 1.2 - Propriedades fisicas dos clorofendis com maior importancia [23].

Propriedade 2.cP || acp | 24-DCP |_2,c-ocr 24,6-1CP | PCP
p.e. (°C)a
0,1333 kPa 12 50 53 59,5 76,5 132
1,333 kPa 51 92 93 101 120,2 178
5,333 kPa 82 125 123 131,6 152,2
13,33 kPa 106 150 146 154,6 177.8
53,33 kPa 150 190 187 i 197,7 2225
e | wm | w | e |
C°'°;;ecf:3’;‘r‘:§|°° @ 1es | 1989 25 |
Viscosicri:::so 50°C, J 9 5 265
g‘;’jg‘gdgofg,eg/" BEIE KL 45 08 0,014
pedte | | w | s

1.4 Tratamento de efluentes contaminados com clorofendis

Actualmente, existe um consenso geral no que diz respeito & necessidade de monitorizar
continuamente o teor de CP's nos cursos de dguas naturais € nos inUmeros efluentes industriais
descarregados nestes recursos hidricos. Tendo em conta os factos que tém sido apresentados,
é relevante o desenvolvimento de métodos que permitam a degradagdo dos CP's em

compostos com menor toxicidade ou na sua mineralizagdo completa.

1.4.1 Biorremediagao

O processo de bioremediagdo é uma alternativa atractiva no tratamento de solos e
efluentes liquidos contaminados [21].

Através do potencial metabdlico natural de microrganismos, a biorremediagdo é
conseguida para degradar os contaminantes, quer sejam inorganicos ou organicos (o0 caso dos
clorofendis) [14, 30]. A actividade metabdlica para poder ocorrer necessita da adigdo de
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oxigénio ou de um aceitador final de electrées alternativo, de nutrientes limitantes como é o
azoto e o fésforo e de uma optimizagdo das condigdes de temperatura e humidade [14].

A maioria dos contaminantes orgdnicos sdo biodegraddaveis para determinadas condigdes, a
sua optimizagcdo deve ser efectuada para se atingir velocidades de degradagdo maximas [14,
30]. Os poluentes organicos recalcitrantes (produtos halogenados e pesticidas) necessitam da
adigdo de co-substratos, de forma a estimular o crescimento microrganismos que possuem a
capacidade de degradar, de tratamentos de modo a aumentar a biodisponibilidade do
contaminante e de degradacdo anaerdbia e aerdbia [30].

O fipo de microorganismos a utilizar estd directamente relacionado com o tipo de
poluentes a eliminar [32]. A capacidade para a degradagdo de compostos aromaticos
clorados encontra-se difundida entre bactérias e fungos [14, 20], mas ocorre frequentemente
entre espécies do género Pseudomonas, Alcaligenes, Ralstonia, Burkholderia e Mycobacterium
[37].

Uma grande parte de aplicagdes praticas e de estudos realizados incorporam sistemas de
pré-tratamento anaerdbios com tratamento posterior aerébio [3].

A biorremediacd@o apresenta como principal vantagem ser uma técnica econémica e
com faciidade de implementacdo, relativamente a outros métodos de remediagdo ndo
biolégicos [6, 30]. A intfroduc@o de estirpes seleccionadas tolerando elevadas concentragdes
de clorofendis poderd aumentar a eficiéncia do processo de tratamento bioldgico. Este
poderd ser uma forma de combater os elevados custos verificados nos tratamentos fisico-
quimicos. Porém, a bioremediagdo possui algumas desvantagens relacionadas com o
desenvolvimento dos microrganismos que depende de muitos factores: nutrientes presentes no

meio, concentragdo dos poluentes no meio, temperatura, pH, oxigénio, entre outros.

1.4.2 Métodos fisico-quimicos: Adsorgdo

Os métodos fisico-quimicos sdo uma alternativa & biorremediac@o e os seus principais
objectivos passam por: modificar a estrutura do composto orgdnico de modo a que este seja
mais facilmente biodegradado, alterar parcialmente a estrutura do composto de forma a
diminuir a sua toxicidade, e se possivel oxidar completamente o composto a dgua e diéxido de
carbono (respectivamente, H20 e CO2).

A adsorg@o é um processo fisico-quimico que pode ser utilizado na remogdo de clorofendis
em solugdes aquosas. Um adsorvente usualmente utilizado é o carv@o activado. A eficiéncia
de adsorgdo de pesticidas organoclorados ao carvdo activado granular (GAC) em mini-
colunas, num estudo de Brds et al obteve resultados muito satisfatérios desde 78% para o
Heptacloro, até 100% para outros pesticidas organoclorados. Conclui-se assim que é possivel
obter elevadissimas eficiéncias na remog¢do de compostos prioritarios, apesar de apresentarem
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alguns inconvenientes. O carvdo activado € um material caro, e quanto maior a sua qualidade
maior € o seu custo associado [4].

Os residuos vegetais sdo outro adsorvente em estudo, para purificagdo dos efluentes, em
causa a casca de pinheiro, espécie Pinus pinaster. Brds et al determinaram as propriedades
fisicas da casca de pinheiro, em compara¢cdo com o carvdo activado, para particulas cujo

di@metro varia entre 125 e 300 pm.

Tabela 1.3 - Caracteristicas fisicas da casca de pinheiro e carvdo activado para granulometria
de 125-300 pm [4].

Ve

Se | pap f
——— (m?/g) | (g/em) (cm¥/g)
Casca de Pinheiro 0,687 { 1,3629 | 0,003227
. | .
Carvéo Activado 8.60 ﬁ 1,4236 0,004012
b e R ] e o]

Ao observar a tabela anterior, destaca-se a drea especifica, Se, existindo uma diferenca
considerdvel entre os valores da casca de pinheiro e do carvdo activado, tendo este Ultimo
uma drea superior que permitird influenciar a adsor¢do de compostos [35]. A principal
vantagem da casca de pinheiro é o custo deste material natural ser baixo, se efectuar uma
comparacdo directa com o custo do carv@o activado. Este adsorvente ja foi testado com
sucesso em alguns compostos organoclorados, revelando eficiéncias de remogdo superiores a
80% [5].

Foram efectuados ensaios de adsor¢do “batch” com a granulometria acima referida de
casca de pinheiro, onde se conseguiram obter remogdes superiores a 80% para compostos
como, o lindano e heptacloro. O tempo de equilibrio foi de 24 horas para as experiéncias e
seguiu 0 modelo da isotérmica de Freundlich [24].

As cinzas volantes tém sido consideradas um adsorvente eficaz, com capacidade para
remover contaminantes orgdnicos. Kao et al realizaram ensaios experimentais, em “batch” e
em colunas de adsorcdo, para avaliar a eficiéncia de remogdo do 2-CP e do 2,4-DCP em
solucdes aquosas, ufilizando as cinzas resultantes da queima de carvGo de centrais
termoeléctricas como adsorvente. Antes da realizagdo das experiéncias verificaram as
propriedades das cinzas. As experiéncias em “batch” para ambos clorofendis permitiram obter
uma eficiéncia de remocdao elevada, atingindo 90% de méaximo ao fim de 1h de adsorgdo. O
fenémeno de adsor¢cao seguiu uma isotérmica de Freundlich, sendo este processo exotérmico.
Outra conclusdo retirada foi que quanto maior o tamanho das particulas maior seria a sua
quantidade adsorvida. Em aguas residuais na remogdo do 2-CP, a eficiéncia é afectada pela
presenca do 2,4-DCP. Os ensaios realizados numa coluna de enchimento permitiram concluir
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que os clorofendis obtiveram uma remogdo eficiente com as cinzas até a saturagdo da mesma
ser obtida. As cinzas adsorveram, neste caso, preferenciaimente o 2,4-DCP. O tempo de
breaktrough do 2-CP foi sempre inferior ao do 2,4-DCP [19].

Porém, apesar da eficiéncia obfida, este método fisico-quimico obriga a que exista um
tratamento posterior ao adsorvente utilizado, pois os clorofendis ficam concentrados no mesmo

e por vezes, atingem a saturagdo.

1.5 Clorofenol em estudo: 2,4-Diclorofenol (2,4-DCP)

O 2.4-DCP é um fenol substituido que é produzido comercialmente e é ufilizado
globalmente na producdo de produtos industriais e da agricultura. Como um intermedidrio na
indUstria quimica, o 2,4-DCP é utilizado como matéria-prima para a producdo do &cido 2,4-
diclorofenoxiacético(2,4-D) — germicidas, esterilizantes do solo, etc. — e seus derivados, e em
determinados compostos de metil que sdo utilizados como anti-sépticos e desinfectantes de
sementes. E assim um intermedidrio extensamente usado nos pesticidas [34].

O principal grupo de risco € o grupo de trabalhadores industriais que estdo envolvidos na
producdo e manipulagdo do 24-DCP e do 24-D, que tém uma exposicdo directa
relativamente elevada [34].

O 2,4-DCP é incolor, sélido cristalino que possui a férmula empirica CsHsCLO (conforme se
pode verificar na Figura 1 a sua estrutura) e o peso molecular relativo é de 163. O seu ponto de
fus@o é 45° C e de ebulicdo é 210° C a 760 mm Hg.

Figura 1.1 - Estrutura tridimensional do 2,4-DCP com férmula empirica CsH4ChO.

Este composto é ligeiramente soluvel em dgua com pH neutro e dissolve-se prontamente
em benzeno e etanol. O 2,4-DCP comporta-se como um dcido fraco e é muito soldvel em
solucdes alcalinas, uma vez que forma de imediato o sal alcalino correspondente. A sua
constante de dissociacdo (pKa) € 7,90 a 25° C [10].

Embora presentemente o 2,4-DCP ndo possua aplicacdo directa, é ufilizado como um
importante intermedidrio quimico, e é sintetizado a partir de solugcdes aquosas dilvidas. A sua
identificac@o como intermediario metabdlico e de degradag&o de vdarios produtos comerciais
por plantas, microrganismos e luz solar tem sido bem estabelecida [10].
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1.6 Método Cromatogréfico

A cromatografia constitui um método fisico que permite separar, identificar e quantificar os
componentes de uma mistura. A cromatografia € o melhor método aplicado na separagdo de
componentes, em que os mesmos sdo distribuidos entre duas fases: uma estaciondria (sélida ou
liquida, aderente a um meio suporte sélido poroso) com grande érea superficial, e outra movel
(amostra a analisar) que contacta a primeira, em que poderd existir relacdes de afinidade.

Existe uma classificacdo, mas de um modo mais simplista, em que apenas atende &

natureza fisica da parte mével: liquida (cromatografia liquida - LC), gasosa (cromatografia
gasosa — GC) - caso em estudo - ou de fluido super critico (na qual a fase mével consiste num
fluido que se encontra comprimido e a uma pressao superior a critica, onde também pode ser
designada por cromatografia de fluido, gasosa de alta pressdo ou gasosa densa) [29].

1.6.1 Mecanismo da separa¢do cromatogréfica (cromatografia gasosa)

No momento da introduc@o da amostra, se esta ndo for j@ gasosa vai ser vaporizada e
depois arrastada pelo gés arasta dor através da coluna. Quando atinge a fase estaciondria
uma parte do vapor é absorvida estabelecendo um equilibrio entre esta parte e uma outra
que permaneceu na fase gasosa. A quantidade que ndo foi absorvida move-se com o gds de
arraste, onde se vai estabelecer um equilibrio coma fase estaciondria. Em simultdneo o gas de
arraste puro atinge o ponto da fase estaciondria, onde o vapor que inicialmente foi absorvido
e estava em equilibrio faz com que uma parte deste entre novamente na fase gasosa de
forma a obter um novo equilibrio. Assim, o vapor em continuo deixa a fase estaciondria para
entrar na fase gasosa, na retaguarda da zona de vapor, sendo removido da fase gasosa na
frente da zona. O movimento descrito anteriormente, para dentro e para fora do gas de
arraste, é o mecanismo fundamental da cromatografia gasosa que resulta num movimento
compacto da amostra através da fase estaciondria [12]. Na figura 4 encontra-se representado

uma distribuic@o ideal da amostra entre a fase estaciondria e o gés de arraste.

b o SRRy
T A
Con \/ N

Figura 1.2 - Distribuigc@o do soluto pelas duas fases [12].

A distribuic@o de vapor entre as duas fases é descrita pela lei de Henry, representada pela

seguinte equacgdo (1):



k=Cs/Cm (1)

em que Cm é a concenfragdo do componente na fase mével (gasosa), k é a razdo de
particao, e Cs é a concentragdo do componente na fase estaciondria (liquida).

A razdo de particdo é uma medida para a distribuicdo de vapor existente entre as duas
fases e é o inverso do coeficiente de particdo; o valor desta é determinado pela velocidade
com que a zona de vapor passa através da fase estaciondria. Sendo assim, os compostos que
possuem preferéncia para serem absorvidos pela fase estaciondria e por inferéncia se movem
de uma forma mais lenta através da coluna, possuem uma razdo de particdo de valor superior
do que os compostos que ndo sdo imediatamente absorvidos.

1.6.2 Instrumentagdo bdsica de um cromatégrafo (em fase gasosa)
Na Figura 1.3 encontra-se esquematizado um cromatégrafo de fase gasosa.

Figura 1.3 - Diagrama esquemdatico das unidades basicas de um cromatégrafo de fase
gasosa [15].

A - Ciindro do gés de armaste; B - Mano redutor; C - Fornalha termostatizada ou
compartimento aquecido electricamente; D - Injector da amostra; E - Coluna; F - Detector; G -
Medidor de fluxo; H — Registador.

O gés transportador é geralmente fornecido por um cilindro (A), sendo a sua pressdo
regulada por um mano redutor (B). Mas, o ponto fulcral de um cromatégrafo € um tubo no
qual se encontra a fase estaciondria e através do qual é percorrido o gds de arraste. Este tubo
que na parte dos casos é enrolado em hélice, para economia de espago, & onde ocorre 0s
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fenémenos que vao conduzir & separa¢cdo dos componentes da mistura, sendo designado de
coluna. A amostra a analisar é introduzida no fluxo do gds de arraste, através de uma micro-
seringa, por um septo que conduz ao injector (D), sendo os componentes daquela separados
na coluna (E). A velocidade e eficiéncia da separagdo, bem como a sua reprodutibilidade,
sdo dependentes da temperatura, por este motivo as colunas encontram-se montadas num
forno de precis@o, de temperatura controlada ao décimo de grau, por forma a garantir assim
uma boa reprodutibilidade das condi¢cdes de trabalho (C). A saida das colunas, o gés efluente
da amostra é andlisado por um detector (F), respondendo aos compostos envolventes ao
produzir um sinal de saida que é indicado por um registador (H). A resposta ou respostas do
detector, sGo apresentadas pelo registador, em que constituem o cromatograma. A medicdo
do caudal da fase mével gasosa pode ser feita & saida da coluna por um fluximetro (G) .

1.6.2.1 Gas de arraste e controlador de pressdo

O gds de arraste deve ser inerte, de modo que, ndo reaja nem com a amostra nem com a
fase estaciondria. Os gases mais utilizados sdo o hélio, o azoto, anidrido carbdnico e o
hidrogénio, tendo este o inconveniente de ser explosivo. A escolha do gds de arraste
apropriado é importante em todos os tipos de andlise cromatografica. Em alguns casos, a
eficiéncia da coluna, o tempo de andlise a alta ou baixa sensibiidade do detector sGo
determinados pelas propriedades do gds de arraste. Alguns factores que devem ser
considerados na selecc@o da fase mével sdo: disponibilidade, custo, efeito da separacdo
desejada, efeito no tempo de andlise, efeito no sistema de deteccdo e a seguranca da
operacdo [16]. O gds de arraste utilizado foi o azoto a 99,999%.

Os caudais geralmente usados devem ser regulados com vdlvulas redutoras de alta

pressdo, ligadas directamente a garrafa.

1.6.2.2 Sistema injector da amostra
A amostra - gasosa, liquida ou em solugdo - é introduzida por uma seringa hipodérmica,
através de um septo de borracha, directamente no topo da coluna ou numa cdmara de
injeccdo atravessada pelo gés de arraste e aquecida a uma temperatura superior & do ponto
de ebulicdo do componente menos volatil. Deste modo a vaporizagdo é instantGnea, em que
segue para a coluna o gds resultante (a analisar) e o gés de arraste. O rigor da sua concepgdo
é importante para poder obter cromatogramas de alta qualidade, sendo fundamental que a

amostra seja de uma forma répida e completa evaporada.
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Figura 1.4 - Esquema ilustrativo do sistema injector da amostra no cromatégrafo [15].

O modo e as condigdes sob as quais a amostra é introduzida na coluna tém uma pesada
influéncia na qualidade dos resultados. A quantidade de substancia injectada deve ser tao
pequena guanto o possivel (em aten¢do aos limites de deteccdo), e deve ser rapidamente
intfroduzida para que a sua evaporagdo seja instantdnea e completa. A temperatura no ponto
de injeccdo deve ser controlavel e constante. Uma possivel avaria neste sistema pode
provocar o aparecimento de picos assimétricos. Este fenémeno pode também ser causado por
sujidade ou por uma injecgdo de grandes quantidades de amostra.

1.6.2.3 Colunas
As colunas que s@o normalmente utilizadas em cromatografia gasosa sdo tubos, em geral,
metdlicos (aco, cobre, aluminio) ou de vidro, agrupando-se em dois fipos fundamentais: com

enchimento e tubulares abertas (capilares), a utilizada neste estudo.
Colunas capilaresi2?]

As colunas capilares possuem um didmetro interno da ordem de 0.25-1 mm, e o seu
comprimento varia entre os 5m até valores superiores de 300 m, possui uma forma helicoidal,
em vidro, aco inoxidavel, nylon ou cobre, ndo apresentando um suporte sdlido como as
colunas anteriores; a fase estaciondria é constituida por um fino filme (ordem de um) que

reveste a parede interior da coluna.

O uso de colunas capilares apresenta as seguintes vantagens relativamente ao uso de
colunas convencionais: superior resolucdo, maior rapidez na andlise de baixas temperaturas,
auséncia de efeitos laterais devidos ao suporte sélido, menor quantidade de fase estaciondaria
(que por vezes, é de custo elevado) e menor perda de pressdo.

"



Como desvantagens, as colunas capilares apresentam:
- necessidade de recorrer a um sistema divisério (splitter) da amostra, dada a pequena
quantidade desta que a coluna exige, e que apresenta uma reduzida quantidade de fase
estaciondria. A amostra é injectada, por meio de uma microseringa, na corrente de gas de
arraste, em seguida é dividida para que apenas uma fracgdo seja admitida na coluna. Este
sistema divisério € habitualmente aquecido a uma temperatura de 50-100°C superior & maxima
da coluna, podendo levar & decomposicdo da amostra;
- exactiddo inferior na andlise quantitativa devido a dificuldades que ocorrem no sistema
divisério da amostra;
- a fase estaciondria tem uma maior dificuldade de preparagdo;
- custo superior;
- menor tempo de duracdo e facilidade de obstrugdo;
- inferior temperatura méxima utilizavel.

A figura seguinte ilustra um esquema adaptado de injecgdo por modo split.

Figura 1.5 - Esquema adaptado de injecgdo através de um sistema split [15].

1.6.2.4 Forno

E necessario um controlo rigoroso da temperatura da coluna, quer se frate de manté-la
invaridvel, quer de obter temperaturas programadas. A temperatura da estufa da coluna deve
ser controlada por um sistema sensivel a variagdes de 0.01° e que mantenha um valor
constante até 0.1° C.
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1.6.2.5 Detectores
De um modo geral, a detecg@o em cromatografia gasosa € mais simples € também mais
sensivel do que, por exemplo, em cromatografia liquida. Existe uma maior faciidade de
ionizac@o de moléculas na fase gasosa e maior sensibilidade da medida de propriedades de
ides do que moléculas neutras [29].
Embora seja conhecida uma ampla variedade de detectores de cromatografia gasosa, o
detector utilizado foi o de captura electrénica, sendo o alvo de descrigdo.

Detector de Captura Electrénica (DCE)

Este detector, do tipo n@o destrutivo e dependente da massa, é formado por um emissor
radioactivo (3H ou éNi) o qual ioniza o gés de arraste produzindo electrdes que geram uma
corrente eléctrica (entre 108 e 109 A) por acgdo da diferenga de potencial aplicada entre os
eléctrodos. Quando um componente (soluto) da amostra inicial, com uma afinidade
electrénica elevada, penetra na camara, as suas moléculas capturam electrdes no qual resulta
uma reducdo de intensidade de corrente. Dando um sinal para o amplificador, pode-se
relacionar a intensidade com a concentragdo do soluto no eluato, através do cromatograma
que se obtém.

Figura 1.6 - Esquema do Detector de Captura Electrénica [15].

O DCE é utilizado para detectar e analisar compostos (ou seus derivados) que possuem
uma elevada afinidade electrénica, nomeadamente, os compostos halogenados (pesticidas,
insecticidas e halocarbonetos). Este detector apresenta uma elevada selectividade e alta
sensibilidade, sendo o seu limite da ordem de 105 ug/l, na detecgdo de vestigios de pesticidas
e drogas [25, 29].



1. Infroducdo Tedrica

Como principal desvantagem do DCE pode ser nomeado a forte dependéncia da resposta
obtida relativamente &s condicdes experimentais (fluxo gasoso, temperatura e pardmetros

electronicos).

1.6.3 Andlise qualitativa

A identificacdo da amostra pode ser efectuada ao comparar o tempo ou volume de
retengc@o de um padrdo com o da amostra. Se um composto j& conhecido possuir o mesmo
tempo de retencd@o que um dado composto da amostra pode-se tratar da mesma substancia.

Para efectuar uma andlise qualitativa é necessario saber a natureza da amostra e efectuar

testes preliminares (como densidade, solubilidade em agua, etc.) [16].

1.6.4 Andlise quantitativa

Ao analisar um determinado cromatograma pode-se determinar a composicdo
quantitativa de todas ou de alguns dos elementos existentes na amostra. Para efectuar a
determinacdo é necessdrio, segundo a referéncia bibliogréfica [16]:

- n@o haver contaminagdes nem perdas da amostra;

- ndo existir adsor¢c@o ou decomposicdo dos compostos de interesse no cromatégrafo;

- certificac@o que a amostra ird produzir sinal para o detector, amplificador ou para o sistema
de integrag¢ao;

- a temperatura de injecgdo estd optimizada, de forma a ndo ocorrer isomerizagdo ou
decomposi¢cao;

- determinagdo da érea dos picos com muita precisdo;

- o pico utilizado para a determinagdo de uma drea deve ser apenas de uma substancia,
exacto, por este motivo ndo deve estar mal separado;

- a amostra deve estar sempre homogénea;

- intfroducao correcta da amostra, durante a injecgdo;

- a operacdo deve ser bastante precisa, sem alterar dados de resolugdo e retencdo;

- pesquisa sobre possiveis erros.

Quando se obtém o cromatograma faz-se a integragdo dos sinais obtidos, o sinal emitido
pelo detector vai estarem medida proporcional & quantidade de amostra injectada.

A determinac@o com exactiddo e precisdo da drea dos picos de interesse pode ser feita
pelo método de integragdo da érea dos picos, pela altura do pico ou por outros tipos de
integracdo. Estas medidas obtidas podem ser relacionadas com a concentragdo de uma
subst@ncia da amostra pelos métodos de [16]:

- Normalizag@o (onde as subst@ncias devem estar eluvidas e a resposta dQ detector deve ser
igual para todas; compara-se a drea obtida no cromatograma com a percentagem de

composi¢cdo da mistura);
14
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- Factor de Resposta (pode ser determinado ao injectar uma mistura de substancias de que se

pretende determinar os factores, de concentrac&o conhecida, de seguida relaciona-se a

percentagem desconhecida e a observada para cada composto);

- Padrdo Intero (adiciona-se uma amostra de uma substancia padrao & andlise, e relaciona-se

as duas dreas obtidas; a substéncia utiizada como padrdo interno deve ser idealmente

parecido com a substancia a ser quantificada, ter tempos de concentragdo parecidos, ser

inerte, ndo fazer parte da amostra e ficar separada das demais substancias da amostra; é o

melhor método para este tipo de andlise, mas ao ser o mais trabalhoso e também o menos

sensivel a erros de injecgdo);

- Calibrac@o Externa (compara-se a drea da substancia a ser quantificada com as dareas

obtidas desta mesma substancia em solucdes padrdes de concentragdes conhecidas; obtém-

se um cromatograma para cada uma das concentragdes, que vao permitir calcular a

concentragdo da substdncia na amostra).

1.7 Micro-extracgdo em fase sélida (SPME)
Existemn diferentes técnicas de extracgcdo para extrair compostos organicos de amostras

aquosas, através da sua concentragdo na fase de extracgdo [2]. Na tabela seguinte, estdo

descritos os principais passos de preparagdo de uma amostra por diferentes técnicas de

extracgdo.

Tabela 1.4 - Preparagdo de uma amostra, utilizando diferentes técnicas: extracgdo liquido-
liquido (LLE), extraccdo em fase sélida (SPE) e microextracgdo em fase sélida (SPME) [2].

L

SPE

‘ |

SPME

#AdicGdo de um solvente |

| orgénico & amostra ’

#Agitacdo num funil de|
decantacao \
#Separagdo das fases |

orgdnica e aquosa

#Remocdo da fase organica
|
da fase organica
#Injeccdo para a andlise |

#Condicionamento das
seringas ou membranas
#EluicGo com solvente para
remover impurezas e

| dessor¢@o do analito
|| #Evaporagdo/concentragdo

da fase organica

| #Injeccdo para a andlise

|
\

|| #Exposicdo da fibra &
amostra

#Dessorcdo do analito no
| injector

|
|
|
\
|
|

As vantagens do método de SPME relativamente aos métodos LLE e SPE sGo o seu

procedimento mais simples e mais répido, de um modo geral obtém-se extractos mais limpos,

ndo utiliza solventes para a elvicdo e o volume da amostra para andlise € menor. Por outro

lado, o andlito necessita de ser mais volatil e termicamente estavel para ser dessorvido e

determinado por Cromatografia Gasosa [31].
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A microextracc@o em fase sélida — SPME (Solid-Phase Microexiraction) — é uma técnica
moderna desenvolvida por Arthur e Pawliszyn [28, 31].

Neste método é utilizada uma fibra de silica fundida, recoberta com um fime fino de um
polimero (por exemplo: polidimetilsiloxano, poliacrilato ou carbowax) ou um adsorvente sélido
(por exemplo: carv@o activado microparticulado). Esta fibra estd contfida num suporte
apropriado. Quando n&o estd a ser utilizada encontra-se recolhida no interior da seringa, mas
quando pretende-se analisar uma amostra, é introduzida num frasco, sendo exposta & sua
matriz (liquida ou gasosa) que contém ofs) composto(s) em estudo, durante um periodo de
tempo j&@ pré-determinado. Os compostos que possuirem afinidade com a fibra vao ser
adsorvidos nesta. De seguida, recolhe-se a fibra no seu dispositivo, para sua protecgdo, até ser
inserida no injector de um cromatégrafo gasoso. Depois de inserir a fibra no cromatégrafo, esta
é exposta para ocorrer a dessorgdo completa dos compostos, este periodo de tempo é pré-
definido. De seguida procede-se & quantificagdo dos compostos adsorvidos.

Um esquema pormenorizado da seringa e da fibra pode ser visualizado na figura seguinte.

Figura 1.7 - Representacdo esquemdatica da seringa, do suporte e da fibra utilizada em SPME.
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Resumindo, o método de SPME possui dois passos fulcrais: em primeiro, a extracgdo do
composto através de uma fibra de SPME que é colocada na matriz da amostra; em segundo, a
dessorcdo que ocorre dos compostos que estdo no revestimento polimérico da fibra, num
injector devidamente aquecido de um cromatégrafo. A quantidade de composto que foi
adsorvido pela fibra tem uma relagdo linear com a sua concentragdo em solugdo.

Na figura seguinte encontra-se representado o procedimento de exiracgdo por SPME.

EXTRACGAO

Expor a fibra/
extrair os analitos

Introduzir uma
agulha no frasco
contendo a amostra

Recolher a fibra/
retirar a agulha

Introduzir uma
agulha no injector
do cromatéarafo

Retirar a agulha

T 7
’ |

Expor a fibra/
dessorver os analitos

Figura 1.8 - Procedimento de extrac¢cdo e dessor¢do numa andlise por SPME.
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1.7.1 Par@metros que influenciam a eficiéncia

Existem diversos parametros que podem ser optimizados e que influenciam as técnicas de
extracg¢do:

» Tipo de Fibra

» Modo de extrac¢do/ adsorgdo

» Temperatura de adsor¢do

+» Tempo de adsorgdo

+» Temperatura de dessor¢gdo

» Tempo de dessor¢gdo

» Adicdo de sal

+ Alteracdo de pH

» Agitagdo.

1.7.1.1 Tipo de fibra

A fibra a utilizar deve possuir elevada afinidade com o composto que se pretende exirair
da amostra, mas ndo deve adsorver os restantes compostos pertencentes & matriz. Pretende-se
obter em simult@neo, um efeito de concentragdo e de selectividade.

Cada fibra tem uma indicacdo para determinado grupo de compostos. Tendo em conta
que 1 cm da fibra é que est@ exposto & matriz da amostra, o revestimento da fibra de SPME
deve ser apolar, ou fortemente polar. Se o revestimento for apolar extrai mais facilmente
compostos apolares, e vice-versa.

No mercado existem fibras de espessura variavel. A espessura influencia de igual modo os
resultados relativamente & extracgdo, em que a difusdo do analito desde a matriz da amostra
até ao revestimento da fibra tem uma razéo proporcional & sua espessura. Um filme espesso
consegue remover eficazmente da matriz compostos cujos pontos de ebulicdo sdo elevados,
mas a sua velocidade para dessorver esses mesmos compostos € menor, podendo numa

préxima extracgdo transportar os analitos.

1.7.1.2 Modo de extracgao
A extracc@o pode ser realizada em “headspace” ou por imersdo. Se os analitos exibem
press@o de vapor, a sua extracgdo pode ser realizada tanto por imersdo directa da fibra na
amostra (extracc@o em imersdo), como pela colocagdo da fibra no meio gasoso sem
contacto directo com a amostra (extracgc@o em “headspace”). Assim quanto maior a pressdo
de vapor do composto que se pretende extrair serd aconselhavel ufilizar em “headspace”
(apresenta a vantagem de n&o entrar em contacto com a amostra), mas se os analitos ndo

exibirem pressé@o de vapor, devem ser extraidos apenas por imersdo da fibra.
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Headspace Imersio

Figura 1.9 - Métodos de amostragem em “headspace” e imersdo.

1.7.1.3 Temperatura de adsorgdo
Quando se aumenta a temperatura de adsorgdo, a pressdo de vapor do composto que se
pretende analisar também aumenta, permitindo uma volatilizagdo dos compostos para a
regido de “headspace”. Mas a temperatura ndo pode ser demasiado elevada porque pode
provocar a dessorgdo do composto na fibra, ou mesmo, alterar a sua estrutura. Através desta
simbiose, pode-se definir uma temperatura que permita obter uma eficiéncia méxima de

extracgdo por SPME.

1.7.1.4 Tempo de adsorgdo
O tempo de adsor¢do serd um parGmetro de optimizagdo, pois afecta a quantidade de
analito na fibra. Iniciaimente a adsorcdo deve ser rapida, tendo de seguida uma fase mais

lenta quando a fibra comega a ficar saturada na sua superficie e o equilibrio é atingido.

1.7.1.5 Temperatura/ tempo de dessorgao
A dessorcdo deve ser realizada com uma temperatura que seja suficientemente elevada e
durante um tempo bastante alargado, para que o analito seja completamente removido da
fibora para o injector do cromatégrafo. Para testar o tempo de dessorcdo, a fibra deverd
permanecer no injector do cromatégrafo durante periodos crescentes, avaliando as areas
obtidas.

1.7.1.6 Adigdo de sal/ alteragdo do pH
A adicd@o de sal & amostra e/ou alteragdo de pH antes da extracgdo, pode provocar o
aumento da forga iénica da matriz, reduzindo a solubilidade de alguns analitos € aumentando
a de outros. No caso de reduzir a solubilidade beneficia a partigdo do analito pela fibra,

permitindo a utilizagdo da extracgd@o em “headspace”.
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1.7.1.7 Agitagdo
A agitacdo permite reduzir o tempo de extracgdo, beneficiando a extracgdo, difundindo
os compostos do seio da solugdo para a superficie da fibra. E necessdrio ter uma agitacao
constante e consistente para os resultados ndo apresentarem uma precisdo baixa.
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2. Procedimento Experimental

Capitulo 2. Procedimento Experimental

Neste capitulo é apresentado uma relagdo do material necessdrio para a realizagdo deste
trabalho, a descricdo da instalacdo experimental e das diferentes metodologias utilizadas no

procedimento experimental, sendo o biorremediagcdo a mais relevante.

2.1 Materiais

2.1.1 Reagentes

Clorofendis obtidos da Supelco: 2,4-Diclorofenol (2,4-DCP) e 2,4,6-Triclorofenol (2,4,6-TCP).

Solug@o de fenol (Merck) a 25 g/l e solugdo de 2,4-DCP a 4 g/l preparadas com agua
destilada para as experiéncias microbiolégicas.

As solucdes mae de 2,4-DCP com concentragdes de 540 mg/l e 5,40 mg/l e 2,4,6-TCP com
concentracdes de 1,01 g/l e 5,04 mg/| foram preparadas com 2-propanol (Merck).

Reagentes para o efluente sintético: cloreto de cdlcio dihidratado p.a. (Merck), cloreto de
sédio p.a. (Pronalab), extracto de carne para microbiologia (Merck), hidrogenofostato de
potassio anidro (Merck), peptona para microbiologia (Merck), sulfato de magnésio
hexahidratado p.a. (Riedel de Haén) e ureia para biologia molecular (Merck).

Reagentes para a determinagdo de CQO: dcido sulfirico p.a. (Fluka), dicromato de
potassio p.a. (Riedel de Haén), solugdo de ferroina 1/40 mol/l (Merck), sulfato ferroso amoniacal
hexahidratado p.a. (Fluka), sulfato de mercurio p.a. (Fluka), sulfato de prata p.a. (Fluka).

Reagentes para SPME: dgua destilada, dcido sulfirico p.a. (Fluka) e sulfato de sodio anidro
p.a. (Panreac).

Meio sélido para microbiologia: NB — Nutrient Broth agarizado (Merck).

2.1.2 Inéculo

A seguinte metodologia a ser apresentada foi realizada num laboratério de microbiologia,
pela Eng.® Claudia Heitor, sendo a seguinte descricdo um breve resumo do seu trabalho.

O inéculo era constituido por uma cultura pura de Ralstonia basilensis DSM 11853 induzida
com 250 mg/! de fenol e 25 mg/I de 2,4-DCP. O ensaio de indug&o consistiv na inoculagdo de
meios de cultura liquidos (efluente sintético) cuja concentracdo de fenol manteve-se constante
no valor de 250 mg/l, mas onde se aumentou de forma progressiva a concentragdo de 2,4-
DCP, até esta atingir um valor méximo de 30 mg/I. Para se efectuar a inoculagdo no reactor
biolégico foi efectuado um scale-up, por forma obter biomassa suficiente. O critério de

crescimento microbiano que foi utilizado para efectuar a transferéncia para o meio fresco
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baseou-se na leitura da densidade éptica (DO) do meio. A verificagd@o da pureza das culturas
foi realizada recorrendo a estriamento em meio sélido NB.
Todas as culturas em meio liquido foram sujeitas a:
- agitagdo permanente numa incubadora orbital (Gallenkamp, Reino Unido);
- temperatura de incubag¢do de 30 °C;
- velocidade de agitagdo de 120 rpm.

Os meios sélidos foram incubados numa estufa (P-Selecta, HotCold-M) a 30 °C.

2.2 Instalagdo experimental

O sistema que se encontra representado na Figura 2.1 consiste num tanque ou recipiente
que contém o efluente sintético que vai dar entrada no reactor (A), numa bomba peristéltica
(B), num reactor biolégico (C) de volume igual a 3 litros com arejamento (0,14 m3/h - ar
comprimido), num decantador (D) de separagdo de lamas, numa bomba elevatéria que
promove a recirculagdo das lamas através da utilizagdo do ar (E), num tanque ou recipiente
para colectar o efluente ja tratado (F), num arejador do reactor (G) € num medidor de caudal
(H). A instalagc@o experimental apresenta um volume total de 5 litros.

Esta instalagdo foi alimentada em continuo, através de uma bomba peristaltica (Ismatec
Mini-S 860), com 0,75 I/h (tempo hidrdulico de 4 horas) de efluente sintético, que continha todos
os nutrientes necessarios ao funcionamento do reactor biolégico. A bomba foram acoplados
tubos de impulsdo (Ismatec — Tygon SC0071) e a correspondente tubagem de extensdo
(Ismatec — Tygon MF0029) com capacidade para efectuar o transporte da solugcdo desde os
tubos de impulsdo até ao destino pretendido. Esta tubagem tem capacidade para debitar
cercade 0,9 I/h.

Os tanques A e F utilizados eram constituidos por pldstico devidamente apropriado, cuja
capacidade maxima era de 30 litros.
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Figura 2.1 - Representagdo esquemdtica da instalagdo experimental.

Legenda:
A - Tanque que contém o efluente
sintético de entrada do reactor

E - Recirculagdo de lamas por "air-lift"
F - Tanque de colecta de efluente

B — Bomba peristdltica tratado
C - Reactor biolégico G - Arejamento do reactor
D - Decantador H - Medidor de caudal de arejamento

2.2.1 Efluente sintético
A solucdo sintética de entrada no reactor foi preparada conforme é sugerida pela

norma, contendo num litro de dgua da torneira:

Tabela 2.1 - Quantidade de reagentes adicionados a um litro de dgua da torneira para

preparar a solugdo sintética a alimentar ao reactor (Norme OCDE - 1981) [35].

“ | Extracto || Ureia | [ | \
Reagente || Peptona | | NaCl CaCh.2H20 || M@SO4.7H20 || K2HPO4 |
; de Came || CO(NH2) [ | | J
| | | PR | ==l
| Quantidade | | | T ‘ “
| 1 160 wo || % || » | 4 | 2 28 |
(mg) J\ : ‘ ‘ , | %
| ittt S : sl L . e s i S SCRPSCt | !
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Conforme j& mencionado anteriormente, este efluente possui todos os nutrientes
necessdrios para o funcionamento do sistema, de forma que a fonte de carbono para
os microrganismos pode ser encontrada no extracto de carne, na peptona estd
presente a fonte de aminodcidos, e os restantes reagentes possuem o azoto, sal, cdicio,

magnésio e fésforo necessarios.

2.2.2 Arranque e funcionamento da instalagGo experimental

Para arrancar a instalacé@o, encheu-se o reactor C e o decantador D com efluente
sintético, 440 ml de inéculo previamente preparado e 5 mg de 2,4-DCP, até perfazer o
volume total de 5 litros. O inéculo foi mantido em condigdes aerdbias durante o periodo
de tempo que compreendeu a sua preparacdo e utilizagdo.

O ritmo de aeracdo foi controlado para permitir que o conteddo do reactor C
ficasse constantemente em suspensdo e o teor de oxigénio dissolvido fosse o suficiente.
A formacdo de espuma é bastante prejudicial, tendo sido efectuado um ajuste &
recirculac@o da biomassa através do ar comprimido, para no reactor C ser efectuada
uma reciclagem de forma confinuada e também regular, da biomassa & saida do

decantador D.

Figura 2.2 - Fotografia do reactor de arejamento utilizado na instalagcdo experimental.
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No arranque da instalagcdo experimental, o sistema esteve a funcionar em circuito
fechado, apenas com a recirculagdo da biomassa no decantador. O sistema deveria
estar a funcionar assim de 3 a 5 dias teoricamente, para permitir o crescimento das
bactérias e por sua vez a estabilizacdo do sistema. Este momento ocorre com facil
visibilidade, pois existe uma turvacdo substancial no interior do reactor, desde o inicio
até ao referido momento, sendo sinal do crescimento dos microrganismos e possivel
estabilizacdo do sistema. Convém salientar que no inicio deste processo (fase de
aclimatagcd@o dos microrganismos ao sistema), enguanto ndo ocorrem niveis de
turvacdo, ocorre a formacdo de espuma dentro do reactor C, que desaparece
consoante aumenta a fturvacdo e tende o processo de crescimento dos

microrganismos a estabilizar.

Para o caso especifico implementado, esperou-se aproximadamente 13 dias para a
estabilizac@o da biomassa. Neste periodo foi adicionado diariamente efluente sintético
(com a quantidade de nutrientes equivalente para § litros, conforme na Tabela 2.1) e
pequenas quantidades de 2,4-DCP (para permanecer constante a sua concentragdo).
Ao fim do primeiro dia, a formagdo de espuma j@ ndo era visivel, sendo apenas
observada aquando da adicdo de efluente sintético. Como ndo era observado um
aumento de turvacdo, ao terceiro e décimo terceiro dia (antes do sistema passar a
aberto) adicionou-se respectivamente, 5 e 50 ml de cloreto férmico a 5 %, para
reagrupar os microrganismos e formar flocos, permitindo uma formagdo de agregados
de biomassa. Devido & cor alaranjada da solugdo de cloreto férico, os agregados

ficaram facilmente identificados.

Quando o sistema ficou em aberto, treze dias apds o seu arranque, comegou a ser
alimentado a um caudal de valor médio de 1 I/h, de efluente sintético proveniente do
tanque A ao reactor C. Em diferentes periodos, foram testadas diferentes
concentracdes de 2,4-DCP na alimentagdo: entre os dias 14 e 27, 1000 ug/l; entre os
dias 28 e 58, 500 ug/l; e entre os dias 59 e 69, 200 pg/l. Na figura seguinte pode-se

observar a instalagdo experimental a funcionar em sistema aberto.
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Figura 2.3 - Fotografia do sistema de lamas activado implementado, a funcionar em
circuito aberto.

2.3 Andlise e controlo

Para efectuar a andlise e quantificacdo do composto sGo necessdrias técnicas
bastante apuradas. Este poluente é vestigidrio devido & ordem de concentragdo estar
na gama dos pg/l e o seu limite, conforme j@ mencionado, nas aguas superficiais ser
desta mesma gama. Este facto associado as possiveis interferéncias englobadas no
préprio composto exige a utilizacdo de métodos validados, que permitam devidamente
identificar e quantificar a existéncia do mesmo com graus de incerteza satisfatérios.

A amostra que se pretende analisar precisa de ter uma correcta preservagdo para
obter uma maior exactiddo dos resultados. Existem trés formas de preservar as amostras
que sdo: congelar & temperatura de -20° C, refrigerar a 4° C e ajustar a solugdo a pH

igual a 2. Entre as formas referidas seleccionou-se a refrigeragdo a 4° C, uma vez que
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seriam analisadas pouco tempo depois da recolha (ndo sendo assim necessario
efectuar a sua congelacdo) e a Ultima forma poderia ter eco no rendimento do

método de extracgdo.

2.3.1 Densidade éptica (DO)

Para efectuar o controlo da evolugdo da massa celular, a medigcdo da densidade
6ptica (DO) da biomassa existente dentro do reactor aerébio implementado é de
bastante relevancia, pois permite identificar a situagdo na qual se encontra o processo
biolégico (crescimento celular, estabilizagdo do sistema ou morte dos microrganismos).

A DO no inicio do processo tem um crescimento exponencial, referente & fase de
crescimento das células, e de seguida ocorre a fase de estabilizagdo identificada pelo
valor constante da DO. Apés a ocorréncia da estabilizacdo, o seu valor poderd ter
oscilacdes de baixa amplitude consideradas normais, pois o seu valor podera descer ou
subir consoante a alimentacdo fornecida - efluente sintético.

A medicdo da densidade éptica foi efectuada num espectrofotémetro (Jasco V-530
UV/Vis) com comprimento de onda de 610 nm e um percurso 6ptico de 1 cm. Como
referéncia de absorvancia nula foi utilizado um branco de agua destilada. As amostras
foram diluidas de modo a que a absorvancia (DO) estivesse sempre compreendida
entreOe 1.

Enquanto o sistema permaneceu em circuito fechado, a medigdo da DO foi
efectuada diariamente, instantes apés a recolha das amostras do reactor (por forma a
ndo existir uma sedimentacdo). As medicdes efectuadas permitiram analisar o sistema
para indicar se este estava estabilizado, e se as condigdes eram as indicadas de modo
a iniciar o circuito em aberto. Quando a instalagdo comegou a trabalhar em continuo,
treze dias apds arranque, procedeu-se & sua leitura didria apenas até ao décimo oitavo
dia. A partir deste dia, efectuava-se trés dias durante a semana, e ndo se recolhia ao
fim de semana. Este procedimento deveu-se & considerada estabilizagdo do sistema, o
que permite ter em conta a existéncia de pequenas oscilagdes logo apds a mesma.

O valor da DO obtido na leitura efectuada é apenas uma medida qualitativa do
teor de turvacd@o causado pelas células, ndo podendo ser convertido em termos de

concentracdo ou de biomassa existente.
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2.3.2 Caréncia quimica em oxigénio (CQO)

2.3.2.1 Principio do método

A caréncia quimica em oxigénio (CQO) é uma propriedade quimica que permite
quantificar a matéria organica existente numa dada amostra de dgua, com relativa
rapidez.

O método de determinagdo da CQO consiste na oxidagdo da matéria organica
por uma mistura de acido crémico e sulfirico em ebulicdo. A amostra é refluxada,
numa solugdo extremamente dacida, com o dicromato de potdssio (K2Cr207) em
excesso conhecido. Apds a digestdo, o K:Cr207 excedente é titulado com sulfato
ferroso amoniacal (solugdo FAS), para se poder determinar a quantidade de K2Cr.0O7
que foi consumido, sendo a matéria organica oxidavel determinada em termos de
oxigénio equivalente [36].

Porém na teoria, o valor da CQO apenas se refere & matéria organica existente,
mas subsistem outros compostos inorganicos, que podem influenciar este valor em
excesso por serem oxidaveis. Adversamente, existe matéria orgdnica que ndo é
oxidavel quimicamente, e que ndo sendo esta quantificada conduz a um valor inferior
ao real. Conclui-se que o valor obtido ndo representa exactamente a quantidade de
matéria organica, transgredindo por excesso principalmente no caso de dguas residuais
provenientes das indUstrias, sendo a matéria inorganica, os poluentes maioritarios [35].

2.3.2.2 Condigoes experimentais

Enquanto o sistema permaneceu em circuito fechado, as amostras foram
recolhidas diariamente do reactor, até ao dia 13 inclusive.

Quando o sistema foi colocado em circuito aberto, inicialmente a recolha era didria
das amostras & entrada do reactor e & saida do decantador. Como na DO, a partir do
dia 18, efectuou-se a recolha em trés dias da semana ja destinados e n&o se recolhia
ao fim de semana. As amostras para andlise de CQO foram conservadas a pH igual ou
inferior a 2 por adi¢@o de acido sulfurico, e foram refrigeradas a 4 °C.

A matéria orgdnica foi determinada através da medi¢cdo da CQO pelo método
titimétrico de refluxo fechado (Standard Methods). O método de refluxo fechado
quando comparado com o de refluxo aberto apresenta como principal vantagem os
volumes de reagentes serem bastante menores. Duplicados das amostras e do branco
foram refluxadas num reactor de CQO (Hach Company — modelo 45600), conforme se
pode observar na Figura 2.4, a 150 °C durante 2 horas com um excesso de dicromato

de potdssio [13]. Apds a digestdo, o dicromato de potdssio residual foi titulado com
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sulfato ferroso amoniacal hexahidratado. Uma solugdo de ferroina foi usada como

indicador.

Figura 2.4 - Bloco digestor utilizado na determinagdo da CQO.

A preparacdo dos reagentes necessdrios e a execucdo do método, foram seguidas
conforme as indicagdes do Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater.

Reagentes necessdrios:

+ Solucdo de digestdo standard de dicromato de potdssio 0,0167 M

Adicionar a cerca de 500 ml de dgua destilada: 4,913 g de padrdo primdrio de
K2Cr207 (previamente seco a 103° C, durante 2 horas), 167 ml de H2504 concentrado e
33,3 g de sulfato de mercurio (HgSOs).

Dissolver, deixar a arrefecer até & temperatura ambiente e diluir a 1000 ml.

» Reagente de acido sulfurico

Adicionar sulfato de prata (Ag2504) a dcido sulfirico concentrado com uma razdo
de 5,5 g AgSOa/ kg H2SOu.

Deixar a dissolver durante 1 a 2 dias.

» Solugdo indicadora de ferroina

A solugcdo quando adquirida j& estd devidamente preparada.
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» Sulfato ferroso amoniacal (FAS) aproximadamente 0,10 M

Dissolver 39,2 g de Fe(NH4)2(SO4)2.6H20 em dagua destilada. Adicionar 20 ml de
Acido sulfurico concentrado, deixar arrefecer e diluir até perfazer os 1000 ml. Aferir o
fitulo da solugdo diariamente com solugdo de digestdo padrdo de dicromato de
potdssio, da seguinte forma: num tubo de digestdo adicionar reagentes conforme
indicac@o na Tabela 2.2. Para se efectuar o titulo desta solugdo, o tubo de digestdo
deve ter 2,5 ml de dgua destilada em vez de amostra, para ser este o branco. Deve-se
deixar arrefecer o tubo & temperatura ambiental, adicionar 1 a 2 gotas da solugdo de
ferroina (indicador), e titular com a solugd@o de FAS.

O cdlculo da molaridade da solugdo é efectuado pelo uso da seguinte expressdo:

M= VolumeK ,Cr,0,(0,0167 M )titulada, ml -

0,10
VolumeFAS,ml

Tabela 2.2 - Quantidades de amostra e reagentes necessarias para digestdes [36].

Amostra g Solugdo de | Reagente de_ Gcido Volume final
(ml) ! digestdo (ml) i sulfdrico (ml) | (mil)
. | 15 I 35 | 75

Procedimento:

Com uma solugcdo de acido sulfurico a 20 %, lava-se inicialmente os tubos de cultura
e as respectivas tampas, antes de uma primeira utilizagdo, de forma a impedir
contaminagdes. A Tabela anterior indica quais os volumes de reagentes que devem ser
colocados e respectiva ordem, no tubo de cultura onde se processard a digestdo.
Quando se adiciona o acido sulfurico deve-se ter cuidado de segurar sempre o tubo
pela rosca, pois a reac¢do é altamente exotérmica e apds a adigdo deste reagente
existe um aumento de temperatura bastante significativo (risco de queimaduras graves
se colocar as mdos directamente no vidro). Por este motivo é conveniente a utilizagdo
de luvas devido & natureza corrosiva da solucdo de dacido sulfUrico. Quando se
adicionarem todos os reagentes, rosca-se os tubos e inverte-se diversas vezes para
misturar completamente a solugdo.

O bloco digestor deve estar pré-aquecido a 150° C quando se colocam os tubos, de
seguida promove-se o refluxo fechado durante 2 horas. Quando terminar a digestdo
(apds as 2 horas), os tubos devem permanecer no bloco digestor (desligado) durante
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um periodo de tempo de 15 minutos, de forma & temperatura baixar até 120° C. Esta é
a primeira fase de arrefecimento, seguindo-se a segunda apés retirar os tubos, de forma
a impulsionar o arrefecimento natural até & temperatura ambiente.

Quando termina a etapa de digestdo das amostras, estas sdo analisadas
recorrendo a uma titulagdo com a solug@o FAS. As solugdes existentes nos tubos sGo
transferidas para goblés ou matrazes mais largos, a fim de facilitar o processo de
titulac@o. Quando se efectua a transferéncia com auxilio de dgua destilada (ndo tem
interferéncias) coloca-se uma barra magnética para impulsionar a agitagdo. Adiciona-
se de seguida, 1 a 2 gotas de solugdo indicadora. Durante a titulagdo das solugdes com
FAS promove-se a continua agitagdo através de uma placa de agitagdo. Identifica-se
o ponto de viragem de cor azul-esverdeado, passando por incolor até obter uma cor
castanho-avermelhado. De igual modo ao descrito, efectua-se um ensaio em branco
(digest@o e titulag@o), com os reagentes e um volume de dgua destilada igual ao de
amostra.

E de relevancia frisar que é sempre em duplicado, tanto o branco como as
amostras.

Cadiculo:
O valor da CQO, em mg O2/I é calculado pela seguinte expressdo:

(A—- B)x M x 8000
ml(amostra)

CO0 =

em que:

A - ml de FAS utilizado para titular o branco (Ggua destilada)
B — ml de FAS utilizado para titular as amostras

C - molaridade da solugdo de FAS.
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2.3.3 Extracgdo e pré-concentragdo por SPME

Na micro-extracgdo em fase sélida (SPME) existem diversos pardmetros que devem
ser optimizados, conforme se pode verificar no principio do método descrito na
infrodugcdo. A metodologia da andlise foi desenvolvida por Ribeiro et al para uma larga
amostra de poluentes prioritarios, no qual se encontra o 2,4-diclorofenol.

As amostras foram sempre recolhidas em simultneo com as respectivas para
andlise da CQO, e foram conservadas em refrigeracdo a 4° C.

Os padrdes e as amostras foram extraidos e pré-concentrados por SPME, antes da
andlise cromatogrdéfica. O sistema de SPME consiste numa fibra de SPME (Supelco), com
um revestimento de 85 um em poliacrilato € montada num suporte para fibras manual
(Supelco) - conforme se pode verificar na Figura 1.7 (Infrodugcdo). A extracgdo foi
efectuada em vials foscos roscados (Supelco) de 4 ml de capacidade e agitacdo de
750 rom promovida por uma barra magnética (10 x 3 mm PTFE - Supelco) numa placa
de aquecimento e agitagdo (Corning - modelo PC-240). Os septos dos frascos utilizados
eram de PTFE/Silicone (Supelco). Na Figura 2.5 pode-se observar os vials e septos

utilizados.

Figura 2.5 - Fotografia dos vials e septos utilizados.

As condicdes 6ptimas desenvolvidas por Ribeiro et al nas quais se deve influir de
modo a obter uma extracgc@o mdéxima do 2,4-DCP (clorofenol em estudo) encontram-se
descritas na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Condigdes 6ptimas para maximizar a extracgdo do 2,4-DCP por SPME [32].

Médo de | Temperatura 7 3 T;m;;o rde | & Adigdo de sal
extracgdo || deextracgdo | extracgdo " ‘ (Na2504)
imersé@o - 40°C 60 min | 2 | 7.7 g/ 30 ml amostra
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De referir que o pH igual a 2 foi gjustado com d&cido sulfirico a 1 M. Importante
também expor que se optou por um tempo de extracgdo de 15 minutos, para que o
método de andlise fosse mais rapido.

A dessorgdo foi feita no injector do cromatégrafo a 280 °C durante 3 minutos.

2.3.4 Andlise cromatogrdfica com detector de captura de electrées (GC-DCE)

O método utilizado para quantificar o 2,4-DCP adsorvido na fibra apés extracgao
por SPME, foi fundamentado na cromatografia gasosa (GC) com detector de captura
electrénica (DCE). As condigdes operacionais e o equipamento utilizado foram:

» cromatégrafo gasoso Finnigan 9001, com sistema de injecgdo split-splitless e

detector de captura electrénica, ©Ni

» sistema computadorizado de aquisicdo de dados de software BORWIN

» coluna capilar DB-5MS

(30 m de comprimento x 0.32 mm de didmetro interno x 1 um de filme)

» gds de arraste e auxiliar compostos por azoto (99,999%)

» caudais utilizados: gas de arraste, 3 mi/min; make-up, 20 mi/min; gés de purga

do detector, 50 ml/min

» temperatura do injector split-splitess de 280° C

» temperatura do detector de 350° C

» programa de temperaturas:

- temperatura inicial do forno 150°C durante 1 minuto,
-rampa de 10° C/min até 280° C,
- patamar a 280° C durante 1,5 minutos.

A quantificagdo do 2,4-DCP foi efectuada pelo método do padrdo interno: a todos os
padrdes e amostras adicionou-se 5,41 ug/l de 2,4,6-TCP. A resposta do detector foi
ajustada diariamente através de um padrdo de controlo didrio com 50 pg/l de 2,4-DCP
e 5 ug/l de 2,4,6-TCP. Efectuaram-se as diluigdes consideradas necessarias de modo a
que a concentragdo de 2,4-DCP se situasse dentro da gama da curva de calibragdo.

A Figura 2.7 ilustra o sistema de SPME para efectuar a extracgdo do 2,4-DCP, bem
como o cromatégrafo gasoso com detector de captura electrénica (GC-DCE) utilizado

para quantificagdo do mesmo.
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Figura 2.7 - Fotografia do cromatégrafo gasoso Finnigan 9001 e do sistema de SPME
utilizados.
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Capitulo 3. Resultados e Discussdo

Os resultados experimentais e a sua discussdo vao ser expostos neste capitulo. Conforme no
capitulo anterior, os resultados obtidos vao estar desfasados em circuito fechado e aberto. Este

Ultimo apresentard uma maior relevancia, sendo o mais focado.

3.1 Validagdo do procedimento analitico

3.1.1 Estudo da linearidade de resposta do detector de GC-DCE

A andlise da linearidade de resposta do detector DCE do cromatégrafo gasoso é bastante
relevante, pois permite avaliar acerca da sensibilidade e linearidade da resposta do DCE a
concentragdes volUveis do poluente prioritério a analisar, € também concluir qual o nivel
mdaximo de concentragcdo que o detector deixa de responder de forma linear.

A iinecridode foi estudada através da obtencdo de uma recta de calibragdo para o 2,4-
DCP, gque relaciona o sinal obtido do detector em fungdo da concentragd@o conhecida. Foi
utilizado o método do padrdo interno, em que se adicionou uma amostra de uma substancia
padrdo & andlise (neste caso o 2,4,6-TCP), e relacionou-se as duas dreas obtidas. Foram
preparados 6 padrdes com concentragdes entre 5,40 e 86,4 png/l de 2,4-DCP, na qual o padrdao
interno (2,4,6-TCP) manteve a concentragdo de 5 pg/l, sendo injectados no cromatégrafo no
mesmo dia. Para cada concentragcdo foram efectuadas trés injecgdes, sendo o valor
considerado para a recta da calibragdo a média pesada da razdo das areas obtidas.

A Figura 3.1 apresenta a recta de calibragdo obtida para o 2,4-DCP, e também os
respectivos limites, superior e inferior, de confiangca associados. Os resultados apresentados
apresentam um nivel de confiangca de 95 %. No Anexo A apresentam-se os cdlculos e

respectivos resultados que serviram de apoio para obter a recta de calibragao.
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Figura 3.1 - Recta de calibragdo e limites de confianga respectivos.

Para efectuar a validagdo dos resultados numa recta de calibragdo deve-se verificar as
seguintes condi¢des:

Sb/b<5%

a-Sa<0<a+Sq

A recta de calibracdo de acordo com os resultados obtidos para o 2,4-DCP, ndo cumpre
uma das duas condicdes admitidas. O erro do declive é de 3,2 % sendo inferior ao admitido de
5%, mas o intervalo de confiangca para a ordenada na origem ndo inclui a prépria origem. Este
Ultimo facto implica uma maior incerteza associada & andlise do composto.

Relativamente ao limite de detecgdo do método, este foi calculado segundo a seguinte

expressdo:

LD = a + 3xsq

O exemplo de cdlculo estd em anexo, tendo em conta outros par@metros necessarios
para o cdlculo. O limite de detecgdo obtido, em termos de concentragcdo, foi de 4,68 g/l
Uma vez que todas as amostras foram diluidas pelo menos 50%, o limite' de detecgdo nas
amostras foi de 9,36 ug/I.
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3.1.2 Incerteza global associada aos resultados

A incerteza é um parametro associado ao resultado de uma medicdo, que caracteriza a
dispers@o dos valores que podem ser atribuidos ao objecto medido, dentro de alguma sensatez
[35].

£ de importancia crucial distinguir enfre erro e incerteza. O erro € definido como a
diferenca existente entre um resultado obtido individualmente e o seu valor verdadeiro de uma
dada medicdo, sendo obtido um valor isolado. Se todas as fontes do erro forem conhecidas a
parte sistematica de um erro pode ser corrigida, embora a parte aleatéria seja definida como
varigvel de determinacao para determinagdo. Por outro lado, a incerteza adquire a forma de
uma gama, e quando estimada por um dado procedimento andlitico e tipo de amostra, pode
ser aplicado a todas as determinagdes descritas. Em contrapartida, ndo se pode efectuar a

correcgdo da incerteza.

As fontes de incerteza que contribuem para a incerteza global sdo:
. incerteza relativa associada & concentragdo obtida pela recta de calibragdo, U
» incerteza relativa associada a preparagdo dos padrdes, Upad
» incerteza relativa associada & precisdo do método, Up
» incerteza relativa associada & exactiddo do método, Uex

Foram avaliadas as incertezas da metodologia analitica, sendo a incerteza associada &
recta de calibracdo calculada segundo Miller et al..

As incertezas associadas & preparacdo dos padrdes foram calculadas a partir da precisdo
do material utilizado (balanga, baldes volumétricos e micropipetas) [11].

A incerteza da precisdo foi avaliada pela precisdo intralaboratorial. Esta foi determinada
pela andlise de duas amostras reais com concentracdes de 10 e 50 ug/! aproximadamente, em
6 dias diferentes.

A incerteza associada & recuperacdo (exactid@o) foi avaliada pelo do método da adicdo
de padrao, em 6 dias diferentes, utilizando a adigdo de padrdo a amostras de modo a
conterem aproximadamente 20 e 50 pg/I. A recuperagdo foi entdo calculada a partir da razdo
entre o aumento de concentracdo observado e a quantidade da padréo adicionado, tendo-
se obtido uma recuperagdo média de 31.9%.

Com os valores das incertezas relativas calculados, pode-se determinar a incerteza global
do método. No Anexo B encontram-se as expressdes referentes a cada incerteza relativa e os

exemplos de cdlculos para os resultados obtidos.
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A incerteza combinada (Uc) pode ser obtida pela seguinte expressdo:
Uc = (U1c2 + Upod2 + Up2 + Uex2)‘/2
Os resultados de incerteza global do método sGo apresentados na Tabela 3.1, tendo sido
calculados a partir das componentes da incerteza: calibragdo, preparagdo dos padrdes,

precis@o e exactiddo.

Tabela 3.1 - Incertezas associadas as concentragdes dos padrdes.

Concentragdo Ure : Upad Up Uex Uc
2,4-DCP (ug/l) (%) (%) (%) (%) (%)
54 35,4 T T 31,9 49,1
w o oW TR 319 38,1
| | |
ne || e 1o e ne 31,9 34,9
Fd | J
432 J I Y T T 31,9 34,2
| |
64,8 29 12 1.8 31,9 34,1
86,4 26 1.2 1.8 31,9 34,1
| | L o

3.2 Controlo de parametros relacionados com adigdes do poluente

3.2.1 Crescimento da biomassa

Através da medicdo da DO foi estudada a evolugd@o da biomassa no interior do reactor
biolégico.

Na Figura 3.2 encontra-se representada graficamente a evolugdo da DO em fungdo do
tempo, em circuito fechado e aberto. A listagem dos valores de densidade 6ptica medidos

para a biomassa do reactor encontra-se em Anexo C.
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Figura 3.2 - Representagdo grafica da densidade 6ptica da biomassa no reactor em fungdo
do tempo.

Por andlise da figura anterior a densidade dptica no reactor parece ter estabilizado ao fim
de 31 dias. Inicialmente ocorre uma fase de adaptagdo dos microrganismos até cerca de 9
dias, o que estd de acordo com a norma portuguesa NP-2296 [26], segundo a qual o periodo
inicial de adaptagdo para sistemas de tratamento biolégico deve ser inferior a 10 dias.

No periodo correspondente entre os 30 e os 50 dias encontra-se em estado estaciondrio. As
oscilacdes devem-se principalmente & dificuldade de homogeneizagdo da biomassa no
reactor e ao respectivo processo de amostragem. As oscilagdes podem também ser devidas
ao facto de algumas células, em determinadas alturas, poderem estar activas mas ndo serem
capazes de biodegradar o poluente.

Para concentragdes extremamente reduzidas de nutriente, a velocidade de crescimento
das células é reduzida, provavelmente porque o nutriente nGo é transportado para o interior
das células & velocidade pretendida, de modo a satisfazer o seu metabolismo.
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3.2.2 Caréncia quimica de oxigénio (CQO)

Uma vez que a quantidade de 2,4-DCP alimentada ao reactor € muita reduzida quando
comparada com os restantes nutrientes do efluente sintético, o incremento em fonte de
carbono para os microrganismos € desprezdvel.

O controlo do processo serd efectuado através dos valores obtidos da CQO & entrada do
reactor e saida do decantador. A Figura 3.3 ilustra a variagdo da CQO em fungcdo do tempo,
onde se pode verificar que enquanto o circuito permaneceu fechado (até ao décimo terceiro
dia), os valores obtidos foram largamente superiores. Quando a instalagdo ficou em circuito
aberto, a CQO baixou drasticamente, existindo apenas ligeiras oscilacdes. Mas, é importante
mencionar que o valor da CQO & entrada do reactor é sempre superior ao da saida do
decantador, como seria de esperar. No Anexo D encontram-se os resultados experimentais
obtidos da CQO, que serviram de apoio & representagcdo sob a forma grafica das seguintes

figuras.
2000 -
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g
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Figura 3.3 - Representagdo gréfica da variagdo da CQO & entrada do reactor e saida do
decantador (em circuito fechado e aberto) em fun¢cdo do tempo, em dias.
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Na Figura 3.4 pode-se visualizar a variagcdo da CQO, apenas em circuito aberto, em fungdo
do tempo, bem como a evolugdo da percentagem de remogdo, tendo como base na média
dos valores da CQO & entrada do reactor.
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Figura 3.4 - Resultados da CQO, a entrada do reactor e & saida decantador, e percentagem
de remoc¢do da CQO.

As oscilagcdes observadas sdo tipicas de um processo biolégico e da precisdo do método
de andlise. Por exemplo, num processo biolégico os microrganismos ndo degradam, nem se
alimentam de matéria orgénica a um ritmo constante, podendo o teor de matéria organica
variar ao longo do sistema.

Ao observar a figura anterior constata-se que a percentagem de remog¢ao da CQO variou
aproximadamente, entre 40 e 80 %. A percentagem média de remogdo da matéria organica
do sistema, entre os dias 14 e 64 foi 62.4 %. De reparar que, ao décimo sexto dia ocorre uma
quebra significativa na eficiéncia de remogdo, sendo esta recuperada de imediato no dia
seguinte. O valor méximo de eficiéncia de remogdo ocorre no trigésimo primeiro dia obtendo
um valor de 87,5 %. A reducdo de 2,4-DCP s6 se fez sentir, apds dois dias da respectiva
alteragcdo (de 1000 para 500 ppb e de 500 para 200 ppb), existindo um decréscimo na
percentagem de remocgao.

Os resultados obtidos da CQO confirmam os resultados da DO. Inicialmente, em circuito
fechado existiu um crescimento exponencial das células comprovado com os valores de
matéria organica a atingirem valores superiores a 500 mg O2/l. Quando em circuito aberto, a

DO e a CQO tiveram tendéncia a estabilizar, em simultGneo, a partir do dia 30.
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A remogdo de CQO adquirida é inferior & alcangada por Atuanya et al. (82.3%). No
entanto foram obtidas numa instalagdo com um tempo hidrdulico de retencdo de 26.4 h,
consideravelmente superior ao das actuais condigdes experimentais (4 h).

3.2.3 Degradagdo do 2,4-Diclorofenol (2,4-DCP)

Através da obtencdo da recta de calibragdo é possivel analisar as amostras recolhidas. Na
Figura 3.5 exibe-se a representagdo grdéfica dos trés niveis de concentracdo de 2,4-DCP
testados & entrada do reactor e saida do decantador e respectiva percentagem de remogao
do poluente. No Anexo E encontram-se os resultados que foram obtidos para efectuar esta
representagdo grdfica.
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Figura 3.5 - Representacdo grafica dos trés niveis de concentragdo de 2,4-DCP testados &
entrada do reactor e saida do decantador e respectiva percentagem de remogdo do
clorofenol.

Ao andlisar a figura anterior verifica-se que a concentragd@o do 2,4-DCP & entrada do
reactor é sempre superior & saida do decantador, o que estd de acordo com o que seria de
esperar. Num periodo inicial do circuito aberto, até ao décimo nono dia, a remog¢do de 2,4-
DCP manteve-se sempre crescente e elevada. Entre os 20 e 35 o reactor biolégico removeu o
poluente até ao seu limite de detecgdo analitico (>98 %).

Apos 6 dias da alteragdo da concentragcdo a entrada do reactor de IOQO ng/l para 500 pg/I
(dia 35) a remogdo de 2,4-DCP baixou para um valor médio de 69,7% durante o periodo dos
dias 35 a 58.
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De um modo geral, a percentagem de remogdo de 2,4-DCP varia entre 50 e 100 %, nGo
sendo este Ultimo valor atingido devido ao limite de detecgdo.

Comparando estes resultados com os estudos efectuados por Atuanya et al. (remogdo de
78% com uma alimentagcdo de 100 mg/l), os resultados obtidos foram superiores no periodo de
alimentag@o de 1000 ug/l. No entanto, no periodo de alimentacdo de 500 ug/l houve um
decréscimo na eficiéncia de remocdo. Este facto pode dever-se & crescente competitividade
de outra fontes de carbono presentes, @ medida que se diminui a concentragcdo de poluente
adicionado.

Foi realizado um ensaio em que se arrancou a instalagdo, sem adicdo de inéculo e de
efluente sintético, alimentada com dgua destilada e uma concentragcdo de 500 ug/l de 2,4-
DCP para avaliar a possivel evaporagcdo do mesmo. Os resultados obtidos (em Anexo F)
demonstram, com uma significancia de 5%, que ndo ha diferenca entre os resultados médios
obtidos para as concentragdes & entrada e & saida do decantador, demonstrando que a
percentagem de remogdo de 24-DCP obtida é devida & biodegradacdo pelos

microrganismos € ndo & evaporagdo.
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Capitulo 4. Conclusdo

O sistema de tratamento bioldgico implementado apresentou uma percentagem de
degradagdo de aproximadamente 80 %, permitindo obter uma percentagem de remogdo de
matéria organica de 62,4 %, para as condi¢gdes descritas de alimentagdo ao reactor. Quando
se diminuiu a concentragcdo de 2,4-DCP adicionada, a percentagem de remog¢do teve
tendéncia a decrescer. De realcar que a instalagdo teve uma remogcdo mdxima entre os dias
20 e 35.

Em relagdo aos resultados da CQO e da DO, embora em alguns pontos ndo estejam
concordantes com o esperado, pode-se estar perante um comportamento tipico
comparativamente ao sistema biolégico.

A instalagdo experimental original tinha um tratamento de afinagdo apés o tratamento
biolégico, que consistia na adsor¢do com casca de pinheiro. Devido & morte das células ndo
foi possivel efectuar o tratamento tercidrio, o que se propde como trabalho futuro para
confirmagdo dos resultados anteriores e resposta ao tratamento de afinagcdo.

Relativamente & morte dos microrganismos existem diversas hipdteses formuladas para o
sucedido desde: o efluente sintético ter sido adulterado, a dgua da torneira utilizada na
alimentagdo estar contaminada, problemas no air-lift que por vezes ocorreram, € mesmo,
algum problema associado & manutengdo da instalagao.

A empresa Alquimica pode futuramente testar os resultados obtidos, no tratamento de

efluentes provenientes de dguas industriais que contenham clorofendis.
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Anexos
Anexo A - Recta de calibraca

Neste Anexo vai ser apresentado o modo de preparagdo das solugdes mae e dos padrdes
que foram utilizados para o cdiculo da recta de calibragdo, e também os resultados obtidos

experimentalmente que serviram de base para o cdlculo da referida recta.

A.1 Preparagdo das solugdes mde e padrdes
As solugdes mae utilizadas foram preparadas do seguinte modo:
» Solugcdo mdae de 500 mg/l (ppm) aproximadamente (Mi) de 2,4-DCP: pesou-se 13,5 mg
de 2,4-DCP e diluiu-se em isopropanol, num bal&o volumétrico de 25 ml.
_ 13,5mg(2,4-DCP) _

= = 54078
0,025/(Isopropanol) /

1

» Solugdo mae de 5 mg/l (ppm) aproximadamente (Mz2) de 2,4-DCP: retirou-se da solugdo
mde M de 2,4-DCP, um volume de 0,250 ml e diluiu-se em isopropanol, num bal&o volumétrico
de 25 ml.

0,250mI(M,)x 540 "5 (M)

M, = =5402&
0,025I(Isopropanol) /

» Solugdo mae de 1000 mg/l (ppm) aproximadamente (M:') de 2,4,6-TCP: pesou-se 25,2
mg de 2,4,6-TCP e diluiu-se em isopropanol, num baldo volumétrico de 25 mi.

M= 25,22mg(2,4,6 - TCP)
' 0,025[(Isopropanol)

=1008$

» Solugdo mdae de 5 mg/l (ppm) aproximadamente (M2') de 2,4,6-TCP: retfirou-se da
solugdo mde M) de 2,4,6-TCP, um volume de 0,250 ml e diluiu-se em isopropanol, num baldo
volumétrico de 25 ml.

0,1004(M, ) x 1008’"Tg(M, )

M,'= =5,0478
) 0,020/ (Isopropanol) /
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A partir das solugdes mae M2 e M2', foram preparados os padrées em agua destilada, em
baldes volumétricos de capacidade de 25 ml, para extraccdo por SPME. Na Tabela A.1
encontram-se os volumes utilizados das solucdes mae M2 e M2' para a preparagdo dos
padrdes. Foi utilizado o método de padrdo interno, sendo este o 2,4,6-TCP, no qual a sua
concentragdo é sempre igual a 5 ppb, por este motivo o volume a retirar da solugdo mae

respectiva é sempre igual.

TABELA A.1 - Volumes utilizados na preparag@o dos padrées de 2,4-DCP.

Concentragdo | Conceniragdo | Volume a refirar da Volume a retirar da i

do padréo (ppb) real (ug/l) gl solugdo mdae M2 (pi) solugdo mae M2'(ul) J'
5 5.4 | 25 25
DA saes ewsderi e iuteciee:  CoMMSREN DN
2 i s | 0w 25

40 32 | 200 25 j

60 64,8 i | 300 25 ‘)

80 86,4 ] 400 25 [

Transferiu-se o contetdo do baldo volumétrico respectivo para um frasco de vidro escuro
de capacidade de 30 ml, adicionando de seguida 1 ml de dcido sulfirico (H2SOs) concentrado
e 6,42 g de sulfato de sédio anidro (Na2SQ4). De seguida, a solugdo foi agitada devidamente
num vortex, de modo a ndo existir cristalizagcdo e também, originar uma boa homogeneizagdo
da mesma. Procedeu-se de igual maneira para todos os padrdes.

A.2 Resultados obtidos na quantificagdo dos padrées de 2,4-DCP
Na Tabela A.2 apresentam-se os resultados obtidos na quantificagcdo dos padrdes de 2,4-
DCP, efectuados por cromatografia gasosa. Os valores apresentados das extracgdes

correspondem & razdo das dreas entre o0 2,4-DCP e 0 2,4,6-TCP, respectivamente.

A2



Anexos

Tabela A.2 - Valores das razdes das dreas obtidas na quantificac@o dos padrdes de 2,4-DCP,
utilizando o método de padrdo interno (2,4,6-TCP) e coeficientes de variagdo correspondentes.

Padréo Razdo das dreas Desvio
Média CV (%)
(ppb) Extraccdo 1 || Extracgdo 2 || Extracgdo 3 Padrdo
5 0,0225 0,0224 0,0228 0,0225 0,0002 0.89
10 0,0469 0,0497 0,0571 0,0512 0,0053 10,28
20 0,1102 0,1238 0,1129 0,1156 0,0072 6,21
40 0,2754 ' 0,3016 0,2256 0,2675 0,0386 14,44
60 ] 0,5618 ; 0,3669 0,4728 0,4671 0,0976 20,89
80 1 0,8232 0,5911 0,4530 0,6224 0,1871 30,05

A recta de calibragdo obtida foi:
Y =0,0075X - 0,0344 (eq.A1)
onde o Y representa a razdo das dreas e X a concentragcdo de 2,4-DCP.
Para o estudo da linearidade foram calculados diversos pardmetros, segundo Miller:

Z(yl - ycalc)2
S“V = ’T—— (eq.A2)

sendo Sy/x 0 parGmetro estatistico; yi os valores da razdo das dreas obtidos experimentalmente;
Yeale O Valores da razdo das dreas calculados, para cada valor de x, tendo como base o ajuste
linear efectuado; e, N o nUmero de pontos experimentais.

Os valores a seguir apresentados na Tabela A.3 foram determinados pelas equagdes
(eq.A3) e (eq.A4):

Yeale = 0,0075x; — 0,0344 (eq.A3)
iy
% (L, 1 i = Yeao) .
st - /X X _+_+ U medaio eq'A‘
0 ="p N ( )

n 5 X 3
b” x z (xl T xmédiu)
i=1
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onde b é o declive da recta de calibragcdo e n o nUmero de ensaios efectuados para cada

padrdo preparado.

Tabela A.3 - ParGmetros determinados para o estudo da linearidade da resposta do detector

ECD do GC.
[ Padréo
| Xi x2 yi Yealc (yi-Yeaic)? (Xi-Xmédio)? $x0
| (ppb)
|
S 5,40 29,20 || 00225 || 00064 || 2,62E-04 1108,9 1.9
10 10,80 116,6 0,0512 0,0471 1,70E-05 778.4 1,8
20 21,60 466,6 0,1156 0,1287 1,70E-04 292,4 vy
| 40 43,20 1866,2 0,2675 0,2917 5,86E-04 20,3 1.6
! 60 64,80 4199 0,4671 0,4548 1,52E-04 681,2 1.9
80 86,40 7465 06224 || 06179 || 2,09E-05 2275 2,2
O desvio padrdo para o declive (b) é determinado do seguinte modo:
SV
% (eq.AS)

sendo x; o valor de concentragdo do padrdo; e, Xmedie © Valor médio da concentrago.

s, = e =
JZ ('xi _xmédio)
i

O valor do desvio padr&o da ordenada na origem (a) € calculado através:

a

2
2

I
2
N x Z(xf — xmédro)
1

(eq.Ab)

Para o cdlculo dos par@metros descritos pelas (€q.A2), (eq.AS5) e (eq.Aé), utilizou-se um nivel

de confianca de 95 %. Os resultados obtidos encontram-se na seguinte tabela.
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Tabela A.4 - Par@metros de estudo da linearidade, calculados para um nivel de confianga de
95%.

N tstudent Sy/x Sb Sa

6 2,776 0,0174 0,0002 00118

Os intervalos de confianca foram baseados nas seguintes equacgdes:
ICb = tstudent X Sb (eq.A7)
ICa = tstudent X Sa (eq.A8)
sendo ICp 0 intervalo de confianga do declive (b) e ICa 0 intervalo de confianga da ordenada
na origem (a). Na Tabela A.5 encontram-se os intervalos de confianga respectivos, ao declive e

a ordenada na origem, com o nivel de confianga de 95 %.

Tabela A.5 - Intervalos de confianga relativos ao declive e & ordenada na origem, com um
nivel de confianca de 95%.

Parametro Inferior Valor determinado Superior
Declive (b) 0,0069 0,0075 0,0082
Ordenada na origem (a) i -0,0670 -0,0344 -0,0018

O limite de deteccdo do método, apds substituicdo dos respectivos parGmetros na
equacdo respectiva apresentada anteriormente no Capitulo 2, foi de:

LD = 4,669 ppb.

AS
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Anexo B - Incert lo

o método

Expde-se neste anexo, as expressdes e os resultados obtidos para cdlculo das incertezas

relativas, e por consequéncia a incerteza global do método.

B.1 Incerteza relativa associada a@ concentragdo obtida pela recta de calibragdo (Ux)

Para determinar esta incerteza, utiliza-se a seguinte equagdo (eq.B1):

S
=8 x0
Urc - [
Xo

|

(eq.B1)

na qual U € a incerteza associada & concentragdo obtida através da recta de calibragdo, sxo

€ o desvio padrdo da concentragdo e é calculado pela equacdo (eq.A4), e x a

concentragdo calculada através da recta de calibragdo.

Na Tabela B.1 apresentam-se os valores obtidos para a incerteza relativa associada a

concentragc@o dos padrdes utilizados e ao desvio padrdo da concentragdo calculado, ambos

a partir da recta de calibragdo.

Tabela B.1 - Resultados obtidos do cdlculo da incerteza relativa & concentragdo obtida pela

recta de calibragdo.

Padrdo (ppb) , $x0 Ure 4
J g s |
| |
- E 1.9 0,354
10 18 0,171 |
| | |
’ — — ] - N T R L O R m————" i ——————— — - — .
| 20 | 17 | 0,080
| I s i ) . | et
| 1 ]
; 40 ; 1.6 | 0,038
| e il Sl s, TS| lenls oo | SN e { Mot AL . |
| 60 1.9 | 0,029
‘ ‘ ‘
80 2.2 | 0,026
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B.2 Incerteza relativa associada & preparagdo dos padrdes (Upad)

Para poder calcular esta incerteza recorreu-se & seguinte equagdo:

Am/ 2
Upad = 1'2(7’)

sendo Uped a incerteza relativa associada & preparagdo dos padrdes, Ami o erro associado &
medicdo de um determinado pardmetro e m; o valor medido de um determinado parédmetro.

Os par@metros utilizados foram: a balanga, as micropipetas e os baldes volumétricos.

(eq.B2)

Os ermros associados & preparagdo das solugdes mae do 2,4-DCP encontram-se na Tabela

B.2.

Tabela B.2 - Erros associados & prepara¢do das solugdes mae do 2,4-DCP.

| Balanga |  Bal@o volumétrico |
| S J ConcentragGo |
! Solugdo [ volume i Incerteza |
Massa (g) | Incereza Incerteza (mg/l) ‘ '
mae My w[ (ml) " i ‘
- = — 1 . | et
13,5 8. || 28 0,04 540 | 0.007578
e | e — =
Micropipeta | Baldo volumético | 1
J | Concentragdo ‘
Solugdo | Volume | Volume E | Incerteza
Incerteza | Incerteza (mg/l) | :
mde Mz || de Mi(u) | (mi) | | |
250 006667 || 25 004 | 5,40 | 001022 |
= e e i et k. ) J

De referir que para o cdlculo da incerteza da solugdo mae Mz, a incerteza da solugdo mae

M também foi contabilizada, visto ter sido feita uma diluicdo a partir da mesma.

Na Tabela B.3 apresentam-se os ermos associados aos padrdes efectuados para a

determinagdo da recta de calibragao.
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Tabela B.3 - Erros associados & preparacdo dos padrdes para a recta de calibragao.

Solugdo mae M2 Volume retirado Baldo volumétrico
'::;:' (mg/ 1) de M2 () (mi) c::'(:/“n“ incerteza
| Concentragdo ” Incerteza H Volume ” Incerteza “ Volume “ Incerteza ]
| 5 “ 5,40 || 0,1022 )L 100 ” 0,0070 JL 100 H 0.10 “ 5.4 “ 0,01243 )
r 10 ” 5,40 “ 0,1022 “ 100 JL 0,0070 ” 50 ][ 0,06 H 10.8 J 001244 ’
| 20 H 5,40 H 01022 H 100 “ 0,0070 “ 25 j[ 0.04 H 21,6 “ 0,01249 !
| 40 “ 5,40 “ 0.1022 H 200 “ 0,0068 !L 25 JL 0,04 || 432 “ 001237 ]
| 60 “ 5,40 ” o,1022J| 300 J 0,0066 “ 25 Wr 0.04 “ 648 H 001225 |
r 80 H 5,40 J[ 01022 H 400 H 0,0063 j[ 25 H 0,04 |L 86,4 ” 001213 |

A incerteza de prepara¢do de todos os padrdes considerou-se igual a 0,012, porque o

desvio

€ insignificante.

B.3 Incerteza relativa associada a precisGo do método (Up)
A incerteza associada & precisdo foi calculada através dos resultados obtidos

relativamente & reprodutibilidade.

concentragdes de 50 e 10 ppb, os resultados obtidos encontram-se a seguir tabelados.

Tabela B.4 - Erros associados as incertezas relativas & precisdo.

Foram analisados em seis dias diferentes,

duas

Concentragdo 50 ppb 10 ppb
Dia 1 59,72 22,46*
Dia 2 57,52 11,06
Dia 3 41,49 7,67 |
Dia 4 37,44 7,28 |
Dia 5 34,79 5,78
Dia é 42,18 5,05
__7C_oncenira¢;do média e 45,52 7.37 i
s 10,52 2,32 i
Up r 4,29 1,04
Up 0,094 0,141
" Upmédia(%) o pricdriio 4 & -y |
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A incerteza associada & precisdo (Up) € definida, segundo a Eurochem, pelas seguintes
equacgdes:

U, = [“_pj (€qB.3)

em que:

U, = (eqB.4)

sendo xo 0 valor médio dos dados experimentais, s o desvio padrdo, € N o nimero de dados
experimentais.

Relativamente & chamada de atengdo na Tabela B.4 com um *, refere-se que para o
cdlculo da precisdo este resultado obtido ndo foi validado devido & enorme discrepdncia dos
restantes. Sendo assim sdo 5, o nUmero de dados experimentais para a concentracdo de 10

ppb.

B.4 Incerteza relativa associada & exactiddo do método (Uex)
A incerteza associada & exactiddo (Uex), segundo a Eurochem, é calculada através da

seguinte equagado:

U =y - [Max(p)— Min()]
“ " N x Média(n)

(eqgB.5)

sendo n a eficiéncia do valor experimental obtido relativamente ao seu valor real.

A exactiddo é um parametro bastante importante para analisar os resultados obtidos,
sendo definida como a capacidade de recuperar um dado composto existente em solugdo,
obtendo-se um resultado em termos de aproximagdo entre a média dos valores obtidos e o
valor exacto.

A exactidao foi estimada através de ensaios de recuperacdo de padrdes de 2,4-DCP com
concentragdo conhecida e para obtengdo dos valores experimentais, através do método de
adi¢do de padrdo. As concentragdes foram de 50 ppb e 10 ppb, utilizando spikeds a 50 ppb e
a 20 ppb (amostra + padrdo).

_ concentragdo( padrdo + amostra)obtida

(eqB.6)
concentragdo(esperada)
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Na Tabela B.5 encontram-se representados os valores obtidos para a Recuperagdo.

Tabela B.5 - Valores obtidos da recuperac&o para as concentragdes de 50 e 10 ppb.

e Recuperagdo obtida (%) ]

50 ppb 10 ppb j

Dia 1 81,82 104,05 |
Dia 2 145,67 187,33
Dia 3 110,56 124,79
Dia 4 178,50 217,12
Dia 5 98,14 190,03
Dia é 102,75 298,26*

*Este valor obtido ndo entrou no cdlculo da incerteza relativa a exactiddo.

Na tabela B.6 apresentam-se os resultados calculados para os erros associados &

exactiddo.

Tabela B.6 - Cdlculo da incerteza relativa associada & recuperagdo (exactidao).

Concentragdo 50 ppb 10 ppb
Recuperagdo média (%) 119,58 164,66

s 35,79 47,89 J

Uex 0,330 0,307 |

ey Uex médio 0,319 T

A incerteza média associada & exactiddo é de 31,9%, para a determinagdo do 2,4-DCP.

B.5 Incerteza global do método (Uc)

A incerteza global pode ser calculada depois de determinadas as incertezas relativas. A

incerteza combinada é estabelecida pela seguinte equagdo:

U, =\U+U, +U, +U,}

(eqgB.7)
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Na tabela B.7 encontram-se as incertezas relativas calculadas anteriormente e a respectiva
incerteza combinada.

Tabela B.7 - Incerteza global e relativas associadas & concentragdo (em %).

Concentragdo Urc Upad Up Uex Uc

2,4-DCP (pg/l) (%) (%) (%) (%) (%)
54 35,4 12 1.8 319 49,1
10,8 171 2 || wne 31,9 38,1
21,6 8,0 1,2 1.8 31,9 34,9
432 38 1.2 1,8 319 342
64,8 2,9 1,2 1,8 319 34,1
86,4 2,6 1.2 1,8 319 34,1

All




i optica

Neste anexo apresentam-se os valores medidos da densidade 6ptica (DO) a 610 nm, em

absorvancia, da biomassa existente no reactor biolégico, em circuito fechado e aberto.

Tabela C.1 - Valores medidos da DO (em absorvancia) a 610nm, da biomassa existente no

reactor biolégico, em circuito fechado.

Tempo desde o inicio do Densidade
Reactor Data Dia Hora
processo (dias) Optica (Abs)
Adigdo de 1000 ppb de 2,4-DCP
[ 19-Nov-02 || [ 1200 | 0,00 I 0,008 |
[ 19-Nov-02 |[ o [ 19:30 || 0.31 I 0,103 |
[ 20Nov02 || 1 || 11:30 || 0,98 I 0216 |
[ 20-Nov-02 [ 1 [ 18:00 || 1,25 S | 0,274 ]
[ 21-Nov02 [ 2 | 10:50 || 1,95 | 0,189 |
[ 21-Nov02 [ 2 [ 17:30 || 2,23 | 0313 |
[ 22-Nov02 [ 3 |[ 930 |[ 2,90 B 0,241 |
Circuito Mo Nov02 |[ 3 [ 19:00 || 3,29 |
Fechado [ 23-Nov-02 || 4 || 1415 || 4,09 I 0,383 |
[ 24-Nov-02 [ 5 |[ 17:00 || 5,21 I o474 |
[ 25-Nov-02 |[ 6 | 11:00 || 596 I 0,519 |
[ 26Nov02 |[ 7 | 15:45 || 7.16 el 0,984 |
[ 27-Nov-02 |[ 8 [ 12:00 || 8,00 I 1,113 |
[ 28Nov02 [ 9 | 10:30 || 8,94 i 1802 I
[ 29-Nov-02 |[ 10 [ 1615 || 10,18 | 1,558 I
[ 30-Nov-02 [ 11 [ 17:00 || 11,21 TR 1,698 |
| 02-Dez02 |[ 13 || 11:00 || 12,96 | 2,140 J
[To2Dez02 |[ 13 |[ 1645 |[ 1320 [ 2920 |

Na Tabela C.1 foram apresentados os valores da DO medidos em circuito fechado, na

tabela seguinte apresentam-se os valores em circuito aberto. Em ambas as tabelas também se

efectua uma relagdo entre data e hora com o tempo desde o inicio do processo.
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Tabela C.2 - Valores medidos da DO (em absorvéancia) a 610nm, da biomassa existente no
reactor biolégico, em circuito aberto.

O | T o | | 0 | | [

Tempo desde o inicio do Densidade
Reactor Data Dia Hora
processo (dias) Optica (Abs)

03-Dez02 || 14 || 16:30 14,19 3,732

[ 04-Dez-02 || 15 |[ 19:00 || 15,29 i 3,270

[ 05-Dez-02 || 16 |[ 13:00 || 16,04 LM 3,630

[ 06-Dez-02 || 17 || 10:15 || 16,93 Il 3,660

[ 07-Dez-02 || 18 || 13:50 || 18,08 | 4,000

[ 09-Dez02 || 20 || 13:10 || 20,05 i 4,490

[ 11-Dez02 || 22 || 10015 || 21,93 i 4,170

[ 13-Dez-02 || 24 || 11:45 || 23,99 I 4,750

[ 16-Dez-02 || 27 || 10015 || 26,93 i 4,920

Adicdo de 500 ppb de 2,4-DCP

[ 18Dez02 || 29 || 1540 || 29,15 | 5,600 |

[ 20-Dez02 || 31 || 11:00 | 30,96 | 5,500 |
Circuito ]

| 23-Dez-02 || 34 || 11:00 || 33,96 i 6,900 |
Aberto ™57 Dez02 |[ 38 || 11:30 || 37,98 1l 5,640 |

[ 30-Dez02 || 41 || 12:20 || 41,01 il 6620 |

[ 31-Dez02 || 42 || 10:30 | 41,94 | 5,250 |

[ 03-Jan-03 || 45 |[ 16:00 || 45,17 Il 6,370 |

[ 06-Jan-03 || 48 || 15:30 || 48,15 | 5,760 |

[ 08-Jan-03 || 50 || 12:00 | 50,00 I 5,370 |

[ 10-Jan03 || 52 | 15:30 || 52,15 ] 5,480 |

[ 13-Jan-03 || 55 || 18:45 || 55,28 L 5,580 |

[ 15-Jan-03 || 57 |[ 10:00 || 56,92 It 5,310 |

Adigdo de 200 ppb de 2,4-DCP
[ 17-Jan-03 || 59 || 1530 || 59,15 i - e
[ 20-Jan-03 || 62 || 1510 | 62,13 | ]
[ 22-Jan-03 |[ 64 |[ 1140 || 63,99 I 5200 |
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Anexo D - Caréncia quimica em oxigénio

Apresentam-se os resultados obtidos, neste anexo, dos ensaios executados para determinar
a CQO. Quando a instalagcdo permaneceu em circuito fechado, apenas se recolheram as
amostras & saida do decantador. Em circuito aberto, as amostras foram recolhidas & entrada do
reactor e & saida do decantador.

Tabela D.1 - Valores da CQO obtidos em circuito fechado & saida do decantador, nos

respectivos dias apés arranque da instalagdo.

Amostra CQO (mg 02/1)
Dia Saida

Adig&o de 1000 ppb de 2,4-DCP

& | 309,15
| 252,20
I 154,58
I 154,58
I 309,15
I 195,25
676,92
I 738,46
Il 861,54
oy S | 12000
| 1169,2
I 1353,8
1415,4
1230,8
1476,9
2153,8
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Tabela D.2 - Valores da CQO obtidos em circuito aberto, & entrada do reactor e & saida do
decantador, e respectiva percentagem de remogdo.

Amosira CQO (mg O2/1) Remog&o
- Entrada Saida (%)
| 14 I 27106 || 124,24 I 54,17 |
[ 15 i 248,47 | 158,12 I 36,36 |
I 16 I 248,47 | 169,41 B 31,82 |
| 17 I 248,47 | 14682 Il 4091 |
| 18 I 259,76 |l 146,82 I 43,48 ]
| 20 I 215,17 | X I 84,62 l
R 22 I 198,62 I 66,21 I 66,67 |
| 24 |l 165,52 i 49,66 I 70,00 |
[ 27 o 182,07 B 33,10 I 81,82 I
Adico de 500 ppb de 2,4-DCP
| 29 I 165,52 I 33,10 I 80,00 }
[ 31 B 134,74 | 16,84 B 87.50 |
| 34 I 134,74 | 33,68 I 75,00 |
[ 38 I 134,74 | 50,53 Il 62,50 |
| 42 I 160,00 i 64,00 I 60,00 l
| 45 I 216,00 | 56,00 I 74,07 ]
| 48 It 152,00 I 64,00 Il 57,89 |
| 50 I 192,00 I 96,00 | 5000 l
| 55 I 134,74 | 50,53 I 62,50 |
| 57 Il 169,41 | 56,47 I 66,67 |
Adicéo de 200 ppb de 2,4-DCP
[ 59 I 197,65 I 65,88 | 66,67 |
[ 62 | 17684 | 42, I L I
= 64 Bl 151,58 I 84,21 | 44,44 ]
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Neste anexo ostentam-se os resultados obtidos da remogdo do 2,4-DCP.

Tabela E.1 - Datas de recolha e andlise das respectivas amostras.

Amostra
e Data de recolha Data de andlise
14 03-Dez-02 24-Dez-02
15 04-Dez-02 23-Dez-02
17 06-Dez-02 14-Mar-03
18 07-Dez-02 14-Mar-03
2y 09-Dez-02 13-Mar-03
22 11-Dez-02 29-Jan-03
24 13-Dez-02 03-Fev-03
27 16-Dez-02 07-Fev-03
29 18-Dez-02 30-Dez-02
31 20-Dez-02 30-Dez-02
34 23-Dez-02 03-Jan-03
35 24-Dez-02 03-Jan-03
38 27-Dez-02 06-Jan-03
41 30-Dez-02 06-Jan-03
45 03-Jan-03 09-Jan-03
48 06-Jan-03 14-Jan-03
S0 08-Jan-03 14-Jan-03
52 10-Jan-03 14-Jan-03
55 = 13-Jan-03 16-Jan-03
57 15-Jan-03 23-Jan-03
59 17-Jan-03 23-Jan-03
2 | 20-Jan-03  23Jan03
64 22-Jan-03

24-Fev-03
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Na Tabela E.1 exibem-se as datas em que se efectuaram as recolhas e as respectivas datas

de andlise das amostras, com a instalag&o a funcionar em circuito aberto. Na tabela seguinte

apresentam-se os valores das concentragdes, & entrada do reactor e saida do decantador, e

as correspondentes percentagens de remog¢&o do 2,4-DCP.

Tabela E.2 - Valores das concentragdes que foram adicionadas e das analisadas, & entrada do
reactor e & saida do decantador, e respectiva percentagem de remogdo do 2,4-DCP.

Concentragdo

Factor de Concentragdo

Factor de Concentragdo

i 3 adicionada gt | onsisetaippd) || dhigte || enamesepeny || TV
o (pPb) | Entrada do reactor [ Soidadodecantador | 2

[ w 7 1000 [ x| emw [ wm | 467 | 99a% |
[ o || || 107800 I = | 247,56 | 770e% |
[ v | oo o | 1ead | = || 295,54 | 7ae2% |
[ 1000 [ om ][ o235 || som || 30264 | nsx |
[ 2 | 000 [ o [ io2ess || sm || 4e I[ 9955 |
[ 2 | 1000 [z [ neses || so% | 467 [ em |
[ 2 | 1000 [ aa || oe; || sx | 467 | 9949 |
[z | v [ [ s || sox | 467 | 9e2% |
[ 7 50 [ wom || emsr || wm | se7 || wum |
[ 500 [ om || e2e0s || 10m || 4,67 | sasx |
[ 500 [ o || aasrs ][ 0% i 4,67 | 9e9s% |
B 500 | s || a2z || 0% || 4,67 | sserz |
[ ® | s0 [ wom || aess2 || s | 18455 || e207% |
[« I 500 | om I 425,68 | so% | 15533 || 6351% |
| 500 [ s || 5330 || 5% || 27366 || 4898% |
[« 0 | iox || 7esi0 [ som || =27 || ev2em |
[ % I 500 [ 0% I 457,23 | so% } 14793 || 67.65% ]
B 50 [ wow || awm || som | nsel || 73eam |
[ | o [ om |[ mem || s || o2 ][ esiem

A 500 | wx | 533,97 | som || 84,62 | sa1sm |
[ % | 200 | om || am R | soorm |
[ e |[ =0 [ o [ ise2s ][ s || aom || so73m |
[ e ‘“ 200 [ 1o J[ 205,92 | som | 38,32 ” 81,39% _}
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Anexo F - Ensaios de evaporacao

Foi efectuado um ensaio para avaliar a possivel evaporagcdo do 2,4-DCP. Na Tabela F.1
encontram-se os resultados obtidos & entrada o reactor e & saida do decantador, e também a
respectiva média e desvio padrdo. Os valores apresentados sdo as razdes das dreas entre o
2,4-DCP e 0 2,4,6-TCP.

Tabela F.1 - Resultados obtidos nos ensaios de evaporagdo, & entrada do reactor e & saida do
decantador.

(o e e T S TR G N e o
Amostra Razdo das éreas J’ Média | s ‘

o e & e AL R = of o Alpa]
[I Entrada do reactor 0,244 0,263 ! 0,318 | 0,275 0,0384 1
1 N | SR ] DGl SN

] ] ]

Saida do decantador ’ 0,244 l 0,256 0,240 ‘ 0,247 0,0091 "

| , 1 \

| I T N [ IL__ e N = 0 |

Para decidir se as amostras tém uma diferencga significativa efectua-se o teste de hipoteses
& diferengca entre valores esperados, em que, Ho: i = p2. Segundo Miller calcula-se o teste t
através da seguinte equacdo:

o (média(x,) — média(x,)) (eqF.1)
1 1
S8 e
m

onde x1 e x2 sGo as amostras, s € o desvio padrdo, e, N1 e N2 sGo o niumero de pontos

experimentais respectivos.

Para o cdlculo de s utiliza-se a equagdo (egF.2) que traduz a estimativa comum das
variancias:

2 W ~Dxs’ +(N,-1)xs,’
(N, +N,-2)

(egF.2)

em que o denominador da equagdo anterior indica os graus de liberdade.

Efectuando o respectivo cdiculo, primeiro calcula-se s2 pela equagdo (egF.2), obtendo-se
de seguida o respectivo s:
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;2 = B-Dx 0,0384° +(3-1)x0,0091

= 0,0008
(3+3-2)

em que s é igual a 0,0279. Através da equagdo (egF.1) calcula-se t, apos substituicdo do s:

o (0,275-0,247)

0,0279 x L +l
& 3

=1,22

Para 4 graus de liberdade, o valor de t critico € igual a 2,78. Como o médulo do valor de t
obtido experimentalmente é menor que o critico (1,22 < 2,78) a diferenga entre as médias n&o

é significatival Assim sendo a hipétese é validade com uma significancia de 5 %.
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E conveniente pedir um conselho; nem sempre para o seguir, mas para que nos ilumine.
(M.me Swetchine)

Nao é suficiente saber: deve-se também aplicar. NGo é suficiente querer: deve-se também
fazer.
(Goethe)
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