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RESUMO

REZENDE, E.G.F. Modelagem matematica da producéo de polihidroxialcanoatos por culturas
mistas a partir de vinhaca de cana-de-acucar. 2022. 148 p. Dissertacdo (Mestrado) — Escola de
Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, S&o Carlos, 2022.

Os polimeros microbianos sdo uma classe de materiais considerados uma alternativa aos polimeros
derivados do petroleo, pois sdo biodegradaveis e produzidos a partir de matérias-primas renovaveis.
Os polihidroxialcanoatos (PHA) é uma familia de polimeros microbianos que tem se destacado nos
altimos anos. PHA sdo poliésteres sintetizados intracelularmente como fonte de energia e carbono
por varios microrganismos. Atualmente, a producdo e comercializacdo de PHA em grandes escalas é
prejudicada pelo alto custo produtivo, que esta associado ao uso de substratos bem definidos e
culturas puras de microrganismos. Dessa maneira, os PHA tém atraido a atencdo de pesquisadores no
sentido de viabilizar um processo de producdo economicamente viavel e, eventualmente, aumentar a
producdo para minimizar os problemas ambientais causados pelo uso de plasticos derivados do
petréleo. A opcdo mais promissora para isso € a combinagdo de consorcios microbianos e aguas
residuarias. Diversos estudos ao redor do mundo j& foram conduzidos nesse sentido, incluindo
experiéncias em escala piloto. Entretanto, estudos brasileiros que investigaram a producao de PHA
aplicando consoércios microbianos e aguas residudrias sdo escassos. Recentemente, esse cenério foi
impulsionado por um trabalho, no qual foi avaliado o reaproveitamento de uma agua residuaria
abundante no Brasil, a vinhaca de cana-de-agUcar, para producao de PHA. Os resultados encontrados
foram promissores e mais pesquisas sdo necessarias para resolver os gargalos e viabilizar o processo
de producdo de PHA a partir de vinhaca de cana-de-agUcar. Nesse sentido, o presente trabalho visa a
construcdo de modelos matematicos que descrevam a producdo de PHA a partir de vinhaca de cana-
de-acucar. Tais modelos podem ser usados para estimar e identificar parametros cinéticos e
estequiométricos caracteristicos do processo, auxiliando na elaboragdo de experimentos e previsao
do efeito de variaveis operacionais. Os modelos desenvolvidos nesta pesquisa descrevem as etapas
de selecdo de espécies produtoras de PHA e de acumulacdo de PHA. O modelo de selecdo descreve
0 processo ocorrendo em um reator de bateladas sequenciais (SBR) submetido a condicdes de feast-
famine e fornecimento desacoplado de carbono e nitrogénio sendo capaz de simular dados
experimentais em diferentes condi¢des operacionais. O modelo de acumulagdo descreve o processo
em um reator de batelada alimentada e considera que tanto o consumo de substrato e producdo de
PHA sdo processos que ocorrem sem inibicdo, além disso o modelo de acumulagdo também considera
a evolucdo de biomassa dentro do reator. Todos 0s modelos construidos foram submetidos a uma
analise de sensibilidade local relativa a parametros e varidveis sendo possivel identificar os
pardmetros mais influentes dos processos e diminuir o nimero de parametros a serem determinados.
Para determinacdo dos parametros, foi aplicado o método de otimizacdo de parametros de Monte
Carlo com Cadeia de Markov (MCMC), que também permitiu validar estatisticamente os modelos.
A utilizacdo destas técnicas fez com que os modelos descrevessem de forma correta o processamento
da vinhaga de cana-de-agucar em PHA e permitiu analisar o impacto que operar o reator SBR de
selecdo sob diferentes relagdes DQO¢Nitrogénio possui nos parametros livres dos modelos. Foi
constatado que o consorcio microbiano selecionado sob maior relagdo DQO¢/Nitrogénio apresentou
maior rendimento de PHA referente a &cidos orgéanicos (YpHam.org) (0.740 £ 0.017). Além disso, 0
consorcio microbiano selecionado sem suplementacao externa de nitrogénio apresentou uma resposta
de crescimento em detrimento a acumulagdo de PHA, refor¢ado pelo maior crescimento de biomassa
e rendimento de biomassa referente a acidos organicos (Yxm.org) (0.248 + 0.020) observados nas
corridas de acumulacéo.

Palavras-chave: polihidroxialcanoato — vinhaca de cana-de-agucar— culturas mistas — Box-
Draper - MCMC



ABSTRACT

REZENDE, E.G.F. Modeling polyhydroxyalkanoates production from sugarcane vinasse by
mixed microbial cultures. 2022. 148 p. Dissertation (Master's degree) — Escola de Engenharia de
Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2022.

Microbial polymers are a class of materials that are considered an alternative to petroleum-based
polymers because they are biodegradable and produced from renewable raw materials.
Polyhydroxyalkanoates (PHA) is a family of microbial polymers that has come to prominence in
recent years. PHA are polyesters synthesized intracellularly as a source of energy and carbon by
various microorganisms. Currently, large-scale production and commercialization of PHA is
hampered by the high production cost, which is associated with the use of well-defined substrates and
pure cultures of microorganisms. Thus, PHA have attracted the attention of researchers in order to
enable an economically viable production process and, eventually, increase production to minimize
the environmental problems caused by the use of petroleum-based plastics. The most promising
option for this is the combination of microbial consortia and wastewater. Several studies around the
world have already been conducted in this direction, including pilot-scale experiments. However,
Brazilian studies investigating the production of PHA by applying microbial consortia and
wastewater are scarce. Recently, this scenario was boosted by a study that evaluated the reuse of an
abundant wastewater in Brazil, the sugarcane vinasse, for PHA production. The results were
promising and more research is necessary to solve the bottlenecks and make the process of PHA
production from sugarcane vinasse feasible. In this sense, the present work aims to build
mathematical models that describe the production of PHA from sugarcane vinasse. These models can
be used to estimate and identify kinetic and stoichiometric parameters characteristic of the process,
helping in the design of experiments and predicting the effect of operational variables. The models
developed in this research describe the stages of selection of PHA-producing species and PHA
accumulation. The selection model describes the process taking place in a sequencing batch reactor
(SBR) under feast-famine conditions and uncoupled nitrogen supply and is capable of simulating
experimental data under different operating conditions. The accumulation model describes the
process in a fed-batch reactor and considers both substrate consumption and PHA production to be
processes that occur without inhibition, and the accumulation model also considers the evolution of
biomass within the reactor. All the built models were submitted to a local sensitivity analysis
concerning parameters and variables being possible to identify the most influential parameters of the
processes and decrease the number of parameters to be determined. For this, the parameter
optimization method of Monte Carlo with Markov Chain (MCMC) was applied, which also allowed
to statistically validate the models. The use of these techniques made the models correctly describe
the processing of sugarcane vinasse into PHA and allowed to analyze the impact that operating the
selection SBR reactor under different COD¢/Nitrogen ratios has on the free parameters of the models.
It was found that the microbial consortium selected under higher CODt/Nitrogen ratio showed higher
PHA vyield related to organic acids (Ypnam.org) (0.740 = 0.017). Furthermore, the microbial
consortium selected without external nitrogen supplementation showed a growth response rather than
PHA accumulation, reinforced by the higher biomass growth and biomass yield related to organic
acids (Yx/H.org) (0.248 + 0.020 ) observed in the accumulation runs.

Keywords: polyhydroxyalkanoates — sugarcane vinasse— mixed culture — Box-Draper - MCMC
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo uma familia de poliésteres de base biologica
sintetizada intracelularmente, como um composto de carbono e armazenamento de energia, por
uma variedade de microrganismos. S&o considerados uma alternativa aos plasticos a base de
petroleo porque sdo biodegraddveis e produzidos a partir de recursos renovaveis.
(BRAUNEGG; LEFEBVRE; GENSER, 1998; REDDY et al., 2003). Atualmente, os PHA séo
produzidas industrialmente por culturas puras que podem acumular até 90% de seu peso de
células secas (KOLLER, 2018). Em um processo de cultura pura, substratos com alta pureza e
condicBes estéreis sdo necessarios para evitar a contaminagdo cruzada com espécies nao
acumuladoras de PHA, resultando em altos custos de produgdo em comparagdo com plasticos
a base de petréleo (RAZA; ABID; BANAT, 2018). Uma opg¢do promissora para reduzir o0s
custos de producdo € o uso de culturas ndo axénicas, como aquelas encontradas em lodo ativado,
e residuos organicos ou aguas residuarias como matéria-prima. A aplicacdo de residuos sélidos
e aguas residuarias para produzir PHA oferece o potencial para recuperar recursos valiosos a
partir de residuos organicos (KLEEREBEZEM; VAN LOOSDRECHT, 2007). A producéo de
PHA a partir de residuos organicos e aguas residuarias ¢ fundamentada em um principio
ecoldgico de selecdo, no qual os microrganismos sdo cultivados em um ambiente seletivo,
compreendendo presenca alternada (feast) e auséncia (famine) de substrato externo, e é referida
como um processo de feast-famine. Estas condi¢des dindmicas levam a selecdo de
microrganismos que utilizam o armazenamento de PHA como estratégia para prosperar
(JOHNSON et al., 2009). O processo de producdo de PHA com base em residuos compreende
trés etapas: (1) pré-tratamento acidogénico para converter a demanda quimica de oxigénio
biodegradavel (COD) em substratos adequados para a produgdo de PHA, tais como acidos
organicos (H.Org); (2) o efluente do primeiro reator é usado para estabelecer uma cultura capaz
de acumular PHA, aplicando condicdes de feast-famine em um reator de bateladas sequenciais
(SBR); e (3) a cultura altamente enriquecida é submetida a ciclos de acumulagdo em um reator
de batelada alimentada para produzir PHA (KLEEREBEZEM; VAN LOOSDRECHT, 2007;
REIS et al., 2003; TAMIS et al., 2014a).

A natureza das &guas residudrias e sua composi¢do sdo fatores fundamentais que
influenciam o processo de feast-famine, afetando a composicdo da cultura microbiana mista
(MMC) e, consequentemente, seu comportamento cinético e conteudo final de PHA
(ALBUQUERQUE; TORRES; REIS, 2010; JIANG et al., 2011a). A vinhaca de cana de agUcar
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€ uma agua residuaria com potencial para ser utilizada como substrato para a produgdo de PHA
em um processo de trés etapas, pois tem um alto teor de matéria organica que pode ser
facilmente convertida em &cidos organicos (ENG SANCHEZ et al., 2021). Atualmente, a
vinhaca de cana de acucar, que é produzida apés destilacdo para obter etanol em refinarias de
cana de acucar, € aplicada em lavouras de cana de agucar como fertilizante. Apesar de ser
amplamente difundida, esta préatica apresenta riscos como a saliniza¢éo do solo, contaminacao
das aguas subterraneas e lixiviacdo de metais pesados. Além disso, a fertirrigacdo de culturas
com vinhaca bruta de cana-de-agucar significa desperdicar o potencial para a recuperacdo de
energia e materiais de valor agregado (Fuess et al., 2017). Nos ultimos anos, a digestdo
anaerobia da vinhaca de cana tem sido amplamente estudada para a recuperacao de biometano
(KIYUNA; FUESS; ZAIAT, 2017) e biohidrogénio (FUESS et al., 2018; FUESS; ZAIAT; DO
NASCIMENTO, 2019). De Oliveira et al. (2019) avaliaram a vinhaca de cana como um
substrato para a producéo de PHA por MMC. No referido trabalho, foi avaliado o efeito da taxa
de carga orgénica aplicada (OLR) sobre um SBR submetido a um regime de feast-famine e
alimentado com vinhaca acidificada de cana de agucar. A vinhaca de cana de agUcar mostrou
ser um substrato adequado para estabelecer uma MMC com uma significativa capacidade de
armazenamento de PHA.

Para entender, otimizar e aumentar a producdo de PHA a partir de vinhaga de cana de
acucar modelos matematicos sdo ferramentas Gteis. Os modelos podem ser usados para
descrever o comportamento do processo, estimando parametros cinéticos e estequiométricos
qgue permitem a previsdo do efeito das varidveis operacionais. Varios modelos foram
desenvolvidos para descrever, compreender, projetar e otimizar a producdo de PHA por culturas
mistas (CHEN et al., 2016; JIANG et al., 2011a; JOHNSON; KLEEREBEZEM; VAN
LOOSDRECHT, 2009; PARDELHA et al., 2014; TAMIS et al., 2014a). Todos os modelos
mencionados foram capazes de descrever o processo de feast-famine, gerando resultados
similares aos dados experimentais. Os resultados dos modelos (gerados a partir de parametros
estimados) sdo normalmente comparados aos dados experimentais para estimar os parametros.
Entretanto, a simples comparacdo dos resultados do modelo e dos dados experimentais pode
levar a interpretacdes errbneas porque pode haver infinitas combinacBes de valores de
parametros que podem ter o mesmo ajuste. A fim de evitar interpretacdes errneas dos
resultados do modelo, recomenda-se a implementacdo de métodos para aumentar a confianca
dos parametros estimados usando analise estatistica, tais como métodos de regressdo e
correlacdo (ALBERT; CALLIES; TOUSSAINT, 2022; COOLEY, 1979; TANG; ZHUANG,

2009). Outra maneira de aumentar a confianca dos parametros é a analise de sensibilidade, uma
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técnica aplicada para auxiliar a calibragdo de modelos matematicos com dados experimentais,
quantificando a influéncia dos parametros sobre a saida do modelo. Assim, os parametros
podem ser classificados e aqueles com menor influéncia na saida do modelo podem ser
assumidos como fixos com valores da literatura, aumentando a confianca dos parametros que
estdo sendo calibrados. Alem disso, anélises de sensibilidade tém sido usadas em conjunto com
métodos de inferéncia Bayesianos, tais como o0 método de Monte Carlo com Cadeia de Markov
(MCMC) (COUTO et al., 2020; DONOSO-BRAVO et al., 2011; PIANOSI et al., 2016).
MCMC é uma ferramenta poderosa a ser usada na modelagem matematica, pois fornece o erro
associado a cada parametro e informacdes estatisticas para avaliar a Cadeia de Markov gerada,
aumentando a confianga na estimativa do parametro (LAINE, 2008; SOLONEN, 2006).
Portanto, o objetivo deste trabalho é desenvolver modelos matematicos para descrever
as etapas de selecdo e acimulo do processo de producdo da MMC PHA a partir da vinhaca de
cana de aclcar. O modelo para a etapa de selecdo considerou que o enriquecimento dos
microrganismos produtores de PHA era realizado em um SBR operado sob um regime de feast-
famine e alimentacdo desacoplada de carbono/nitrogénio. O modelo da fase de acumulo
considerava que o crescimento da biomassa ocorria simultaneamente a producao de PHA, e
ambos foram supostos a ocorrer sem inibicdo. Uma andlise de sensibilidade local relativa foi
aplicada aos modelos para classificar a influéncia dos parametros sobre as variaveis de saida do
modelo. A calibracdo dos modelos foi realizada aplicando 0 método de minimizacdo de Box
Draper e 0 método MCMC para estimativa de parametros. Os modelos desenvolvidos foram
validados estatisticamente e submetidos a validacdo direta e cruzada sob diferentes condicGes

experimentais.
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2 HIPOTESE E OBJETIVO DE PESQUISA

A hipotese central deste trabalho consiste em “modelo baseado em Tamis et al. (2014)
¢ capaz de descrever a producédo de polihidroxialcanoatos por culturas mistas a partir de
vinhaca de cana-de-agucar” assim o objetivo geral é “obter um modelo capaz de descrever
0 processo de producado de polihidroxialcanoatos por culturas mistas a partir de vinhaca
de cana-de-acucar”.

Visando atender a hipdtese central, traca-se a seguintes sub-hipGteses com os
respectivos objetivos especificos:

e Sub-hipotese 1: modelo baseado em Tamis et al. (2014) adaptado € capaz de

descrever a etapa de acumulacdo de PHA por culturas mistas alimentadas com

vinhaca de cana-de-acUcar acidificada.

o Objetivo especifico 1: obter um modelo adaptado de Tamis et al. (2014)
para a etapa de acumulacdo de PHA por culturas mistas alimentadas com

vinhaca de cana-de-agUcar acidificada.

e Sub-hipotese 2: métodos de estimativa e otimizacdo de pardmetros aplicados ao

modelo de Tamis et al. (2014) torna os resultados fidedignos.

o Objetivo especifico 2: minimizar e otimizar a quantidade de pardmetros
livres do modelo usando o método de minimizacdo de Box-Draper e 0
método de simulacdo de Monte Carlo e Cadeia de Markov,
respectivamente;

o Objetivo especifico 3: Realizar a validacdo direta e cruzada dos modelos
e determinar estatisticamente sua confiabilidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 POLIHIDROXIALCANOATOS

PHA ¢é um poliéster naturalmente produzido por diferentes tipos de bactérias como um
material de reserva energética. A Figura 1 apresenta a estrutura geral dos PHA. O tamanho da
cadeia principal define sua classificacdo, podendo ser classificados como: PHA de cadeia curta
(do inglés short-chain length PHA — scl-PHA; 3 a 5 4&tomos de carbono); PHA de cadeia média
(do inglés médium-chain length PHA — mcl; 6 a 14 a&tomos de carbono); PHA de cadeia longa
(do inglés long-chain length PHA — Icl-PHA; 15 ou mais atomos de carbono) (TAN et al., 2014).
Cada mon6émero possui um grupo funcional R que determina qual PHA é formado, sendo o
mais comum o homopolimero poli-3-hidroxibutirato (PHB). Adicionalmente, a estrutura do
PHA pode ser formada por mais de um tipo de monémero, sendo 0 mais comum o copolimero
polihidroxibutirato-hidroxivalerato (PHBV). As propriedades dos PHA sdo influenciadas pelo
tamanho da cadeia, tipo de ramificacdo R e composicdo monomérica do polimero. No geral,
PHA cadeia curta apresentam propriedades termoplasticas, enquanto PHA de cadeia média

apresentam propriedades elastoméricas (JIANG, 2011).

Figura 1 - Estrutura quimica geral de um monémero de PHA.
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Fonte: Adaptado de Johnson (2009).

Exemplo: n=1, R=CHg3 é poli-3-hidroxibutirato; n=1, R=CH,-CHs é poli-3-hidrdxivalerato.

Segundo Chen et. al. (2015), ha trés mecanismos reportados na literatura que descrevem

a sintese de PHA, ilustrados na Figura 2.
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i.  Mecanismo 1: ilustra a sintese de scl-PHA, a qual dois acetil-CoA gerados a
partir de acucar, cidos graxos ou aminoécidos, sdo sucessivamente convertidos
pelas enzimas acetoacetil-CoA redutase e -cetotialase a acetoacetil-CoA e 3-
hidroxibutiril-CoA, respectivamente. Por fim, a enzima scl PHA sintase
polimeriza as moléculas de 3-hidroxibutiril-CoA a PHB. Este mecanismo é
tipicamente representado pela cepa Ralstonia eutropha (também conhecida por
Cupriavidus necator) contendo a enzima scl PHA sintase (PhaC), especifica para

substratos com trés a cinco carbonos;

ii.  Mecanismo 2: ilustra a utilizacdo de produtos intermediérios do ciclo da -
oxidacdo para a sintese de mcl-PHA usando &cidos graxos como fonte de
carbono. Primeiro, acidos graxos sdo convertidos a enoil-CoA no mecanismo de
B-oxidacdo. Subsequentemente, enoil-CoA é transformado pela enzima R-3-
hidroxiacil-CoA hidratase a R-3-hidrdxiacil-CoA, o qual é o precursor para a
polimerizacdo de mcl-PHA, que é catalisada pela enzima mcl PHA sintase. Este
caminho € tipicamente encontrado nas cepas Pseudomonas putida, P.

oleovorans e P. aeruginosa;

iii.  Mecanismo 3: envolve a sintese in situ de &cidos graxos que fornece R-3-
hidroxiacil-ACP para a sintese de PHA. A enzima chave, denominada 3-
hidroxiacil proteina-CoA transferase (PhaG), transforma 3-hidréxiacil-ACP a 3-

hidroxiacil-CoA para a sintese de PHA.

A producdo de PHA foi desenvolvida a partir da observacdo de que, na natureza,
algumas bactérias armazenam PHA, como fonte de carbono e energia, quando sdo submetidas
a condicbes de excesso de substrato, para que possam sobreviver a periodos de
indisponibilidade de substrato. A partir de diferentes estudos, dois tipos de metabolismo foram
identificados e reportados: 1) producdo de PHA, em ambiente anaerdbio, por microrganismos
acumuladores de fosfato e microrganismos acumuladores de glicogénio, e subsequente
convers&o a glicogénio, polifosfato e novas celulas, em ambiente aerébio (SMOLDERS; MELJ;
LOOSDRECHT, 1994); 2) producdo de PHA, em ambiente aerobio, por microrganismos que
sdo submetidos a periodos de excesso de substrato e indisponibilidade de substrato (feast-

famine) (BEUN et al., 2002). Estes dois tipos de microrganismos podem ser selecionados e
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enriquecidos em reatores, aplicando-se condi¢des especificas ao sistema, para a produgédo de
PHA (JOHNSON et al., 2009; WELLES et al., 2014).

Figura 2 - Rotas metabdlicas da sintese de PHA.
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Fonte: adaptado de Chen et. al. (2015).

Materiais feitos de PHA, quando submetidos a processos de compostagem, s&o
completamente oxidados a dgua e dioxido de carbono, sendo estes, 0s materiais basicos para a
regeneracdo de carboidratos através da fotossintese pelas plantas. Isto demonstra que, ao
contrario dos polimeros derivados do petréleo, PHA estdo inseridos no ciclo natural do carbono.
PHA sdo usados como materiais de embalagem, em produtos para as indUstrias agropecuaria e
farmacéutica e em aplicagdes médicas. Segundo Koller et al. (2010), as caracteristicas mais

vantajosas dos PHA sdo:

i. Biodegrabilidade: Diferente dos plasticos convencionais, os PHA né&o
contribuem para 0 aumento da disposi¢éo de residuos nos solos, devido a sua

biodegrabilidade;
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ii. Natureza biol6égica e independéncia de combustiveis fdosseis: PHA sé&o
produzidos a partir de matérias-primas renovaveis e sdo independentes da
disponibilidade de petréleo, por exemplo, como substrato. Além disso,
considerando 0 caso em que a energia necessaria para producdo de PHA seja
gerada a partir de fontes renovaveis, a independéncia dos recursos fosseis é
vélida para todo o processo;

iii.  Emissdo de dioxido de carbono: O diéxido de carbono que é emitido como
produto final da oxidacdo dos PHA, é originrio da matéria-prima renovéavel
utilizada como substrato para sua formacéo. A fixacdo do didxido de carbono
pelas plantas através da fotossintese gera novas fontes de carbono renovaveis,
que podem ser utilizadas para producdo de PHA. Dessa maneira, os fluxos de
carbono da sintese e degradacdo de PHA sdo balanceados, consequentemente
PHA néo contribuem para o avango do aquecimento global,

iv.  Biocompatibilidade: PHA sdo utilizados no campo da medicina devido a sua
biocompatibilidade com o corpo humano, apresentando uma larga vantagem em
relacdo aos plasticos convencionais. Esta caracteristica pode ser explicada pela
presenca do &cido (R)-3-hidroxibutirato no sangue e tecido humano.

Desde a década de 1980, a comunidade cientifica vem se esforcando no sentido de
desenvolver a producéo industrial de PHA por culturas puras. Embora exista uma gama de tipos
de PHA, somente os polimeros PHB, PHBV e o copolimero de PHB e polihidroxihexanoato
(PHH), sdo produzidos em larga escala. No geral, a producdo de PHA por culturas puras €
realizada em batelada ou batelada alimentada. Os microrganismos sdo pré-cultivados, em um
meio de cultura axénico, com um substrato especifico, para 0 aumento da densidade celular.
Quando a densidade celular desejada é alcancada, substrato é alimentado as células em um
ambiente que possua condic¢des limitantes para crescimento (escassez de nitrogénio ou fésforo,
por exemplo), para que se atinja 0 maximo conteudo intracelular de PHA (CHEN, 2009). O
PHA produzido por culturas puras possui um custo elevado de producao, devido aos custos com
0 uso de substratos especificos e com 0s processos de extracdo e purificacdo do polimero
produzido, e a necessidade de condicdes estéreis de opera¢do. Consequentemente, 0 preco de

mercado do PHA é maior, quando comparado com os polimeros derivados do petréleo, o que
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faz com o que a producdo de PHA em escalas comparaveis aos polimeros petroquimicos e seu
uso seja limitado a poucas aplicagdes (JIANG, 2011).

Devido aos altos custos produtivos decorrentes do uso de culturas puras em processos
bioldgicos, a aplicacdo do conceito de culturas mistas microbianas (CMM) torna-se relevante.
Esta tecnologia visa 0 emprego de culturas mistas indefinidas, selecionadas a partir da adogéo
de principios ecoldgicos especificos. CMM séo largamente aplicadas na &rea de tratamento de
efluentes, por exemplo, em processos de remocgdo de fosforo e processos de remocdo de
nitrogénio (KLEEREBEZEM; VAN LOOSDRECHT, 2007). O uso de CMM para a producéo
de PHA permite que o processo possa ser operado sob condi¢fes ndo estéreis, eliminando o
custo energético de equipamentos de esterilizacdo. Além disso, 0s riscos de contaminacao e de
degeneracdo genética de cepas modificadas geneticamente, ndo existem quando CMM séo
utilizadas, pois a selecdo de uma CMM com uma caracteristica especifica pode ser alcancada
manipulando-se as condi¢Oes operacionais dos processos. Uma outra vantagem do uso de CMM
em detrimento de culturas puras para producao de PHA é a possibilidade de se utilizar residuos
como substrato para as culturas, uma vez que é estimado que 40% do custo total de producao
de PHA é atribuido a matéria-prima necessaria (substrato). Dessa maneira, 0 uso de residuos
como substrato para as culturas elimina uma parcela significativa do custo total de producéo de
PHA.

A selecdo de microrganismos que possuem a capacidade de acumulagdo de PHA em
grandes quantidades € o fator chave para 0 bom desempenho do processo de producdo de PHA
por CMM. Para isso, duas estratégias sao encontradas na literatura, com relacdo a selecdo de
microrganismos a partir de um inéculo proveniente de reatores de lodos ativados: 1) selecdo
sob alternancia de condicGes anaerObias e aerdbias; e 2) selecdo sob alternancia de
disponibilidade de substrato (feast) e auséncia de substrato (famine). Ambas as estratégias
utilizam principios ecoldgicos de selecédo, aplicando-se continuamente condic¢des dindmicas de
operacdo, que favorecam o armazenamento de PHA em uma fase e degradacdo do PHA
armazenado em outra fase (JOHNSON, 2009).

Na primeira estratégia, por exemplo, substrato contendo acetato como Unica fonte de
carbono é fornecido a um reator em fase anaerdbia. Bactérias especializadas tais como, as
acumuladoras de fosfato (PAO — do inglés polyphosphate accumulating organisms) e
acumuladoras de glicogénio (GAO — do inglés glycogen accumulating organisms) séo capazes
de consumir o acetato, mas ndo conseguem se multiplicar a partir dele sem a presenca de
oxigénio como aceptor final de elétrons. No entanto, essas bactérias sdo capazes de converter

acetato em PHA. A energia (ATP) e o poder de reducdo (NADH e NADPH), necessarios para
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a conversdo de acetato em PHA por essas bactérias sdo fornecidos por meio da degradacéao
interna do glicogénio e do polifosfato armazenados. Ap6s o consumo de todo o substrato, inicia-
se a fase aerdbia na qual o PHA armazenado internamente é usado pelas bactérias PAO e GAO
para crescimento e reabastecimento de polifosfato e glicogénio, respectivamente. Este processo
é continuamente repetido com descarte de biomassa ao final de cada ciclo anaerdbio-aerobio,
resultando em uma pressdo de selecdo para os organismos que melhor se adaptam a estas
condicdes operacionais (REIS et al., 2003).

Na segunda estratégia de selecdo de organismos acumuladores de PHA, substrato
contendo acetato como Unica fonte de carbono, por exemplo, é fornecido a um reator em fase
aerdbia. Durante a fase de feast as bactérias presentes no reator podem crescer e/ou armazenar
PHA. Apds o consumo de todo o substrato, inicia-se uma fase de indisponibilidade de substrato,
isto €, famine, na qual as bactérias que armazenaram PHA na fase de feast sdo capazes de
consumir o PHA armazenado para crescimento, enquanto as bactérias que ndo armazenam PHA
ndo possuem nenhum mecanismo de sobrevivéncia durante o periodo de famine. Se esse
processo é continuamente repetido, juntamente com o descarte do excesso de biomassa ao final
de cada ciclo feast-famine, os microrganismos que possuem capacidade de acumular PHA serdo
selecionados e enriquecidos, uma vez que consomem a fonte de carbono mais rapidamente e
continuam se multiplicando durante a fase de famine. Dessa maneira, terdo uma vantagem
competitiva em relagcdo aos microrganismos ndo acumuladores de PHA. A competicdo em
sistemas feast-famine esta relacionada com a velocidade de consumo de substrato, em
detrimento a velocidade de crescimento celular. Se as bactérias produtoras de PHA consomem
0 substrato e armazenam como PHA mais rapidamente, elas asseguram a maior quantidade de
substrato e produzem novas células durante a fase de famine (JOHNSON et al., 2009). No geral,
culturas selecionadas utilizando ciclos feast-famine, apresentam contetdos intracelulares de
PHA maiores, quando comparados com culturas selecionadas por ciclos anaerdbio-aerébio
(JOHNSON et al., 2009; REIS et al., 2003).

3.2 PRODUCAO DE PHA A PARTIR DE AGUAS RESIDUARIAS

A estratégia de producdo de PHA por CMM ¢ aplicada, principalmente, com o objetivo
de utilizar residuos industriais como substrato para o processo. O processo de trés etapas (Figura
3) é 0 mais adequado quando sd@o utilizados CMM e residuos para a producdo de PHA. A
primeira etapa pode ser definida como a de pré-tratamento do substrato para as etapas seguintes.

Residuos industriais organicos, compostos majoritariamente de carboidratos, sao submetidos a
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fermentagdo anaerdbia por um consércio microbiano acidogénico, para a producdo de acidos
organicos (DIONISI et al., 2004). Substratos ricos em carboidratos sdo raramente utilizados
diretamente para a producdo de PHA por CMM, devido ao fato de que 0s organismos produtores
de PHA acumulam glicogénio quando sao alimentados com carboidratos (REDDY et al., 2003).
No entanto, os &cidos organicos figuram-se como os precursores de PHA nesses sistemas. A
conversdo de &cidos organicos tais como, latico, acético, butirico, propibnico, valérico,
caproéico, entre outros, em PHA requer poucos passos metabolicos, resultando em altas
velocidades de consumo (DIRCKS et al., 2001). A presenca de componentes organicos que ndo
sejam acidos organicos, como carboidratos e glicerol, favorece populagdes microbianas que
armazenam outras substancias de reserva, reduzindo o rendimento de PHA. Dessa maneira, a
concentracdo de &cidos organicos no substrato utilizado é um fator determinante para selecédo
de um consorcio microbiano acumulador de PHA (MARANG et al., 2013). Para essa estratégia
de producéo, a etapa de fermentacdo acidogénica pode ser realizada sob diferentes condigdes e
parametros, a escolha do reator, do substrato fermentativo e dos pardmetros operacionais devem

ocorrer de tal forma que maximize a producao de acidos organicos.

Figura 3 - Processo de producao de PHA por CMM em trés estagios.

Biomassa
enriquecida Extracdo
Acumulagio de PHA ———

Residuo Substrato

industrial o acidificado
Fermentacdo acidogénica

Enriquecimento e
selecdo de um consorcio
microbiano produtor de

PHA

Substrato acidificado

Fonte: elaborado pelo autor.

O segundo estagio (Figura 3) é a etapa de selecdo e enriquecimento de um consorcio
microbiano produtor de PHA. Para isso, sao aplicadas condi¢cdes operacionais especificas com
a finalidade de promover uma pressao seletiva para organismos produtores de PHA, por
exemplo, ciclos feast-famine. Reatores de bateladas sequenciais (SBR) sdo os mais adequados
para se aplicar os ciclos feast-famine de uma maneira continua. Geralmente cada ciclo feast-
famine de um SBR consiste de 3 fases: 1) curto periodo de alimentacéo do reator com substrato
fresco; 2) longo periodo de reacdo; e 3) curto periodo de descarte de biomassa e sobrenadante.
O principal objetivo do segundo estdgio é a obtencdo de um consorcio microbiano enriquecido
com organismos com uma capacidade de armazenamento alta e estavel de PHA, o que resulta
em uma composicdo monomérica final estavel (JIANG, 2011). Apés um periodo de tempo, 0

qual houve a selecéo e enriquecimento de um consércio microbiano produtor de PHA, através
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da imposicao continua de ciclos feast-famine, o reator de enriquecimento e selecdo passa a ser
um reator para producdo de biomassa.

No terceiro estagio (Figura 3), a biomassa coletada ao final de cada ciclo sera submetida
a um processo de acumulacdo para a producdo de PHA. Para isso, a biomassa é alimentada com
substrato acidificado produzido no primeiro estagio, em condi¢des limitantes de crescimento,
para a maxima acumulagdo intracelular de PHA. Geralmente, a etapa de acumulacéo é realizada
em reatores de batelada alimentada, os quais o substrato é oferecido a biomassa através de
pulsos. Apos a biomassa atingir a maxima acumulacéo de PHA, ela é submetida a processos de
extracdo e purificacdo, para a recuperacdo do polimero produzido.

Ap0s a etapa de acumulacdo, a biomassa é separada da fase liquida por centrifugacao,
filtracdo ou sedimentacdo, com subsequente recuperacdo de PHA. Para isso, varios métodos
sdo reportados na literatura, majoritariamente baseados na ruptura da célula bacteriana e
remocao da camada proteica que envolve os granulos de PHA, ou a partir de extracdo por
solventes especificos, que possuem a capacidade de penetrar a célula bacteriana (MANNINA
et al., 2020). Industrialmente, o recorrente uso de grandes quantidades de solvente e 0 excesso
de energia necessaria, para a recuperacdo de PHA, prejudica a viabilidade econémica do
processo e vai de encontro com aspectos sustentaveis de producao industrial. Segundo Koller e
Niebelschiitz (2013), o processo de extracdo de PHA é influenciado por vérios fatores:

i. O tipo de microrganismo envolvido no processo, diferentes cepas apresentam

diferentes fragilidades da parede celular;

ii.  Tipode PHA, com relacdo a sua classificagédo (scl-PHA, mcl-PHA e Icl-PHA);

iii.  Quantidade intracelular de PHA,

iv. A pureza final requerida para o processo, que é determinada pela aplicacdo do

polimero;

v.  Eventual presenca de produtos quimicos para recuperacdo de PHA, tais como,

solventes;

vi.  Impacto do processo de extragdo na massa molecular final do PHA.
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Um dos desafios do processo de extracdo de PHA de CMM, quando comparados com
culturas puras, é desenvolver um processo de baixo custo e ambientalmente correto, que consiga
extrair um polimero com alto peso molecular e um grau de pureza elevado. Os métodos mais
estudados para extracdo de PHA na literatura sdo: i) extracdo por solventes; ii) digestdo da
biomassa; iii) ruptura mecénica. Geralmente, independentemente do tipo de processo de
extracdo, a biomassa passa por um pré-tratamento, entre eles aquecimento, pré-tratamento
mecanico ou uso de alcalinizantes e oxidantes, com o objetivo de facilitar a quebra da parede
celular dos microrganismos, auxiliando o processo de extragdo (MANNINA et al., 2020). O
processo de extracdo de PHA das células, estdo entre os fatores que mais afetam o custo total
de producdo de PHA. Atualmente, o0 método mais usado em escala industrial € o de extracao
por solventes, que € um processo efetivo quando aplicados a culturas puras, embora ndo seja a
opcao mais sustentavel e econémica (CHEN, 2010).

Temperatura, tempo de retencdo celular (SRT), relagéo carbono/nitrogénio (C/N), carga
organica volumétrica (COV), composicdo do substrato e pH sdo pardmetros operacionais que
influenciam a segunda e terceira etapas do processo em trés estagios de producdo de PHA
(DIAS et al.,, 2006). O SRT impde uma pressdo de selecdo baseada na velocidade de
crescimento dos microrganismos no sistema. Bactérias que crescem mais rapidamente, utilizam
a maioria do substrato consumido para crescimento, em detrimento a acumulacdo de PHA.
Portanto, longos periodos de SRT (>10 dias) sdo aplicados para a selecdo de CMM
acumuladoras de PHA (ALBUQUERQUE et al.,, 2007; BENGTSSON; WERKER,;
WELANDER, 2008; LEMOS; SERAFIM; REIS, 2006; SERAFIM et al., 2004). Os resultados
encontrados por estes trabalhos sugerem que, em maiores SRT, durante a fase de feast uma
maior quantidade de substrato foi utilizada para sintese de PHA. No entanto, resultados
diferentes foram encontrados por Chua et al. (2003), que constataram uma maior capacidade de
armazenamento das culturas selecionadas com SRT de trés dias, quando comparadas com as
culturas selecionadas com um SRT de dez dias. Além disso, culturas selecionadas com longos
periodos de SRT, geralmente, possuem uma maior quantidade de biomassa inerte e uma menor
velocidade de crescimento, 0 que diminuiria a produtividade de PHA ao final do processo e a
produtividade volumétrica de biomassa do segundo estagio.

A relacdo C/N também impacta no processo de selecdo e enriquecimento de CMM
produtoras de PHA. Lemos, Serafim e Reis (2006) e Serafim et al. (2004) obtiveram consoércios
microbianos com uma capacidade alta de armazenamento de PHA (65% em g PHA g SSV),
selecionados e enriquecidos sob limitacdo de nitrogénio, para restringir o crescimento celular.

No entanto, Albuquerque et al. (2007) e Johnson, Kleerebezem e Van Loosdrecht (2010)
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sugerem que a limitacdo de nitrogénio ndo favorece o enriquecimento para culturas
selecionadas por longos periodos. Johnson, Kleerebezem e VVan Loosdrecht (2010), observaram
gue os microrganismos aumentaram a velocidade de consumo de aménia quando submetidas a
condicdes limitantes de nitrogénio, indicando um direcionamento do substrato consumido para
crescimento. Além disso, sob condic¢des limitantes de nitrogénio, o PHA consumido durante a
fase de famine é direcionado somente para manutencdo celular (geralmente negligenciavel).
Consequentemente, 0s microrganismos com capacidade de armazenamento de PHA nao
possuem uma vantagem competitiva em relacdo aqueles que ndo armazenam PHA. Ao contrario
da etapa de enriquecimento, na etapa de acumulacgéo, a relacdo C/N é mantida em valores altos
(>100), para inibigdo do crescimento celular. Johnson, Kleerebezem e Van Loosdrecht (2010)
avaliaram uma relacdo C/N de 8 até oo mol/mol durante experimentos de acumulacdo e
reportaram um favorecimento da acumulacdo de PHA nos experimentos que foram conduzidos
com limitagdo de nitrogénio.

O tipo de residuo organico, utilizado como substrato, é um fator chave para o sucesso
do processo da Figura 3. Residuos industriais, que foram estudados como substrato para
producdo de PHA, e suas respectivas industrias estdo apresentados na Tabela 1. Dentre as
inimeras possibilidades de residuos industriais, efluentes agroindustriais ricos em carboidratos
e passiveis de acidificacdo sdo candidatos ideais a substrato para a produ¢édo de PHA por CMM
(SOLAIMAN etal., 2006). Idealmente, a planta de producéo de PHA deve ser integrada a linhas
de producdo ja existentes, com a finalidade de diminuir custos com transporte e evitar
problemas, tais como a indisponibilidade do substrato. Além disso, deve-se levar em conta a
disponibilidade de energia e de produtos quimicos que podem ser aplicados ao processo de
producdo de PHA, dentro das industrias. Nesse sentido, uma biorrefinaria, apresenta-se como
promissora op¢do para a integracdo com a producdo de PHA por CMM a partir de aguas
residudrias. Uma biorrefinaria € uma industria, na qual ocorre o processamento de uma matéria-
prima de base bioldgica, em produtos de alto valor agregado como energia, biocombustiveis e
produtos quimicos. Adicionalmente, o processamento de matéria-prima de base bioldgica em
uma biorrefinaria, gera grandes quantidades de efluentes, que podem ser utilizados como
substrato para a producdo de PHA (DE DONNO NOVELLI; MORENO SAYAVEDRA;
RENE, 2021; SNELL; PEOPLES, 2009).
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Tabela 1 - Aguas residuérias utilizadas para producéo de PHA.

IndUstria Agua residuaria Referéncia
(AMULYA et al., 2016; BASSET et
al., 2016; MORETTO et al., 2020; TU;
ZHANG; WANG, 2019;
WIJEYEKOON et al., 2018)

Estacdo de residuo sélido de lodo ativado,
tratamento de  lodo primério, efluente liquido
efluentes domeéstico

fracdo organica do residuo

solido urbano, lixiviado da (BASSET et al., 2016; MORETTO et

fracdo organica do residuo al., 2020; WIJEYEKOON et al., 2018)
solido orgénico

Estacdo de
tratamento de
residuos solidos
) _ efluentes de processos
Bioenergia (Hz) _ (KUMAR et al., 2019)
fermentativos

soro de queijo, soro de leite,
(GOUVEIA et al., 2017; MANNINA

et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2017)

Laticinios efluente da industria de
sorvetes e de leite
Industria do melaco de beterraba, vinhaca (ANTERRIEU et al., 2014; DE
acucar de cana-de-aguUcar OLIVEIRA et al., 2019)

Fonte: adaptado de De Donno Novelli, Moreno Sayavedra e Rene (2021)

No cenario brasileiro, a vinhaca de cana-de-agUcar destaca-se como um candidato
promissor para producdo de PHA por CMM. A vinhaca compreende a principal agua residuaria
do processo produtivo do etanol, gerada na etapa de destilacdo a uma média de 13 litros por
litro de etanol. O etanol brasileiro é majoritariamente produzido a partir de cana-de-acucar, em
biorrefinarias, nas quais também sdo produzidos agucar e energia, proveniente da queima do
bagaco (FUESS, 2017). Em termos gerais, a vinhaca apresenta elevado conteudo organico, bem
como concentrac@es significativas de potassio e sulfato, caracteristicas acidas e corrosivas, as
quais resultam de processos relacionados ao preparo da matéria-prima para a fermentacgéo (por
exemplo, adicéo de &cido sulfurico para controle de pH e prevencéo da floculacéo de leveduras).
A elevada concentragdo de matéria organica presente na vinhaca resulta da presenca de agucares
residuais, compostos organicos intermediérios da fermentacéo (por exemplo, acidos organicos
e glicerol) e fracBes residuais de etanol ndo recuperadas na etapa de destilacdo (ESPANA-
GAMBOA et al., 2011; WILKIE; RIEDESEL; OWENS, 2000).

O manejo adequado da vinhaga é um dos principais desafios das biorrefinarias de cana-

de-agUcar. No setor sucroalcooleiro brasileiro, praticamente toda a vinhaca gerada nas
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destilarias é destinada a fertirrigacdo das lavouras, visando o reciclo de agua e nutrientes.
Apesar desta pratica possibilitar beneficios em curto prazo, a continua aplicacéo de vinhaga na
lavoura tem potencial para gerar inimeros impactos adversos ao solo, recursos hidricos e
produtividade na lavoura. Considerando-se as opcdes tecnoldgicas ao tratamento da vinhaca, a
digestdo anaerdbia apresenta vantagens em relacdo a outras tecnologias de tratamento, tais
como processos fisico-quimicos (por exemplo, coagulacao e floculagdo). A principal vantagem
¢ a possibilidade de se acoplar a reducdo da carga poluidora com a producéo de energia através
da geracdo de biogas (FUESS, 2017).

Resumidamente, um processo anaerdbio consiste de 4 etapas principais: hidrolise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese. Na hidrolise e acidogénese, bactérias hidroliticas e
acidogénicas transformam compostos de cadeia longa (carboidratos, proteinas e lipideos) em
compostos de cadeia curta, produzindo acidos organicos, alcoois, CO, e Hz. Na acetogénese,
bactérias acetogénicas convertem acidos organicos e alcoois em &cido acético, H2 e CO». Estes
compostos sdo utilizados pelas arqueias metanogénicas na producdo de metano
(metanogénese). As arqueias metanogeénicas hidrogenotroéficas convertem Hz e CO2 em metano
(CHa), enquanto que as arqueias metanogénicas acetoclasticas convertem &cido acético em
metano (FUESS, 2017). A digestdo anaerdbia da vinhaca de cana-de-agucar é bem estabelecida
na literatura em trabalhos que avaliaram a producdo de metano (FUESS et al., 2017), e em
trabalhos que avaliaram a acidogénese para producéo de H> (FUESS et al., 2016).

De Oliveira et al. (2019) investigaram a potencialidade da vinhaca de cana-de-acUcar
como substrato para producdo de PHA por CMM. A etapa acidogénica, foi realizada em reator
anaerobio de leito fixo estruturado (AnSTBR) termofilico (70°C), o qual produziu um substrato
acidificado, que foi utilizado para a selecao e enriquecimento em um SBR. O SBR foi operado
sob condi¢bes de feast-famine, com ciclos de oito horas, o qual foi avaliado o efeito da carga
organica volumétrica (COV) aplicada ao reator SBR. A cultura selecionada produziu um
copolimero PHBV, com uma composi¢cdo monomeérica média de 81,5%mol do monémero 3-
hidroxibutirato, e 18,5%mol do monémero 3-hidroxivalerato. Foi observado um aumento da
producdo de biomassa e do contetdo intracelular de PHA com o aumento da COV,
adicionalmente, o contetido do monémero 3-hidroxivalerato também apresentou um aumento
com o aumento da COV aplicada ao sistema. A etapa de selecdo e enriquecimento, neste
trabalho, foi operada sob limitacdo de nitrogénio (relagdo C/N igual a 280), e ndo houve
suplementacdo nutricional, 0 que pode ser vantajoso de um ponto de vista econdémico, pois
elimina custos com produtos quimicos, por outro lado prejudica a producdo volumétrica de

biomassa, impactando na produgéo final de PHA. Além disso, ciclos feast-famine operados sob
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condigéo de limitagcdo de nitrogénio, ndo favorecem a selecdo de organismos produtores de
PHA em longos periodos de operacdo. Experimentos de acumulacdo ndo foram realizados, no
entanto os autores destacam que o maior contetdo intracelular de PHA atingido ao final da fase
de feast (0,499 PHA g SSV!) é comparavel com estudos realizados com melago de cana-de-

acucar, outro residuo gerado pela inddstria sucroalcooleira.
33 MODELAGEM MATEMATICA DE PROCESSOS FEAST-FAMINE (FF)

A principal caracteristica de modelos matematicos metabdlicos € que eles devem
reproduzir as reacdes bioquimicas que ocorrem durante 0 metabolismo celular. Estes modelos
abrangem uma gama muito ampla: desde casos mais simples, com duas ou trés reacoes
enzimaticas, até casos mais complexos os quais centenas de reacGes metabolicas podem estar
agrupadas e interconectadas. Em modelos complexos, 0s mecanismos reguladores envolvidos
no metabolismo celular devem ser incluidos, no entanto, esses mecanismos, geralmente nao sao
completamente elucidados. Portanto, o estabelecimento de modelos mecanicistas que
descrevem o metabolismo celular e/ou o ciclo de vida das células ndo sdo possiveis atualmente.
E por isso que todos os modelos metabélicos contém simplificaces, por exemplo, reacdes
aglomeradas, mecanismos reguladores simplificados e equacgdes cinéticas simplificadas
(NOVAK et al., 2015).

E possivel encontrar na literatura modelos capazes de descrever adequadamente o
processo de FF (BEUN et al., 2000, 2002; DIAS et al., 2005, 2008; JIANG et al., 2011a;
JOHNSON; KLEEREBEZEM; VAN LOOSDRECHT, 2009; LEEUWEN et al., 1997;
MARANG; VAN LOOSDRECHT; KLEEREBEZEM, 2015; PARDELHA et al., 2014). Estes
modelos sdo, em sua maioria, baseados no metabolismo e na cinética descritas por Leeuwen et
al. (1997), que foram baseadas na transformacao de &cido acético em PHB por uma cultura pura
de Paracoccus pantotrophus, ilustrada na Figura 4.

Segundo Leeuwen et al. (1997), durante a fase de feast substrato é consumido pelas
células com custo energético de adenosina trifosfato (ATP). Uma fracdo é oxidado a dioxido
de carbono (CO2) para a geracdo de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e
subsequentemente ATP através do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) (ciclo de Krebs). A
maior parte é convertido a acetoacetil-CoA e posteriormente a 3-hidroxibutiril-CoA que é
polimerizado para formar PHB. Posteriormente, durante a fase de famine, o PHB produzido é
consumido para geracdo de energia e carbono para producdo de novas celulas. Os autores

observaram que a acumulacdo de PHB é dependente da velocidade de crescimento dos
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organismos antes do momento do pulso de substrato. Dessa maneira, o balanco de massa para
PHB foi relacionado com a diferenca entre a velocidade de consumo de substrato (acido acético)
e a quantidade de substrato requerido para crescimento celular na presenca de substrato externo
(&cido acetico). Assim, foi formulado um modelo metabdlico estruturado que descreve

adequadamente a cinética observada durante a formacéo e consumo de PHB.

Figura 4 - Rota metabolica de formacédo de PHB a partir de acido acético.

CH,COOH

Acido acético

l/ ATP + CoASH

CH;CO-SCoA — ciclo TCA

> Acetil-CoA CoASH

x2
CoASH

CH;COCH,CO-SCoA

Acetoacetil-CoA
K NADPH
NADP™
CH,CH(OH)CH,CO-SCoA

R-3-hidroxibutiril-CoA

I\ CoASH

P3HB

Poli-3-hidréxibutirato

Fonte: Adaptado de Leeuwen et al. (1997).

Com relacéo a cinética do processo de FF, a maioria dos modelos considera conjuntos
separados de equacdes para descrever a fase de feast e a fase famine. Durante a fase de feast, a
velocidade especifica de consumo de substrato € bem descrita pela cinética de Monod, e a
velocidade de produgdo de PHA é estequiometricamente vinculada com o consumo de
substrato. Alguns modelos adotam um fator de inibicdo em condicOes de alto teor de PHA
dentro da célula, que pode ocorrer, por exemplo, no processo de acumulacdo (JIANG et al.,
2011a; LEEUWEN et al., 1997). Durante a fase de famine, alguns modelos descrevem a
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degradacdo de PHA por uma equagéo de Monod (DIAS et al., 2005; GUJER et al., 1999) ou
por outras equacgdes que dependem, principalmente, do contetdo intracelular de PHA (BEUN
et al., 2000, 2002). Outro modelo considerado para a degradacdo de PHA é o modelo de
particula encolhendo (do inglés, shrinking-particle model), que é usado para descrever
situacBes em que particulas solidas estdo sendo consumidas (JOHNSON; KLEEREBEZEM,;
VAN LOOSDRECHT, 2009; MURNLEITNER et al., 1997).

Beun et al. (2002) adaptaram o modelo proposto por Leeuwen et al. (1997) para o caso
em que sdo usadas culturas mistas microbianas, visando obter informacdes sobre a dinamica de
armazenamento de polimeros em sistemas de lodo ativado de plantas de tratamento de efluentes.
A cinética de producdo e degradacdo de PHB foi estudada para uma cultura mista de lodo
ativado, alimentada com acetato em reator de batelada sequencial. Os autores observaram que
durante a fase de feast a relacdo entre a velocidade de producdo de PHB pela velocidade de
consumo de acetato foi constante, independentemente da velocidade de crescimento de
biomassa e da velocidade de consumo de acetato. Dessa maneira, a degradacdo do PHB
armazenado pelas células foi descrita por uma cinética de primeira ordem relacionada com o
conteddo de PHB das células (fpyg). A degradacdo do PHB formado mostrou-se
independentemente do tipo de aceptor de elétrons presente no sistema e do tempo de retengédo
celular do sistema. As expressdes cinéticas desenvolvidas, no geral, podem ser usadas para
descrever a producéo e degradacdo de PHB em sistemas de tratamento de efluentes.

Dias et al. (2005) desenvolveram um modelo metabolico simples baseado em Leeuwen
et al. (1997) para producao de PHA por uma cultura mista a partir de acetato. Apds isso, Dias
et al. (2008) desenvolveram um modelo metab6lico para a producdo de PHBV a partir de
misturas de acidos acético e propibnico. Balancos materiais e energéticos foram estabelecidos
com base em rotas metabdlicas previamente elucidadas e as equagdes desenvolvidas para 0s
rendimentos teoricos (relacionados com o crescimento celular e producdo de PHA) séo
dependentes da eficiéncia de fosforilagdo oxidativa (P/O) das células. O modelo foi validado
com dados experimentais coletados em um reator de bateladas sequenciais operado sob
condicdes de FF e alimentado com acetato ou propionato como fonte de carbono. A P/O das
células foi influenciada pelo tipo de cultura selecionada e também pelo tipo de substrato
alimentado a cada cultura, o qual valores maiores de P/O foram observados para acetato em
comparagdo com propionato. Além disso, as culturas enriquecidas com acetato obtiveram um
rendimento de PHA maior, quando comparados com as culturas enriquecidas com propionato.

Johnson, Kleerebezem e Van Loosdrecht (2009) desenvolveram um modelo para

producdo de PHB por um consércio microbiano em reatores de bateladas sequenciais e reatores
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de batelada alimentada. Os autores implementaram o seguinte procedimento para a construcao
do modelo:

i.  Analise de parametros de monitoramento suficientes, que incluem medidas de

gases de escape;

ii.  Correcgdes dos efeitos advindos da retirada (amostragem) e adicao de liquidos ao

sistema;

iii.  Célculo das velocidades de consumo de oxigénio e producdo de dioxido de

carbono;

iv.  Balango das conversdes medidas;

v. Avaliacdo das medidas obtidas por um modelo metabdlico.

Durante a fase de feast, processo foi caracterizado pelo consumo de acetato (inibido pela
concentracdo de PHB), crescimento de biomassa, manutencdo celular, producdo de PHB
(inibida pela concentracdo de PHB), geracdo de didxido de carbono e consumo de oxigénio e
amobnia. A fase famine foi caracterizada pelo consumo de PHB, manutencdo celular,
crescimento de biomassa, geracdo de dioxido de carbono e consumo de oxigénio e aménia. O
modelo foi capaz de descrever adequadamente o consumo de amonia e acetato e o
armazenamento de PHB pelas células.

Jiang et al. (2011a) investigaram a influéncia da composicédo do substrato alimentado a
uma cultura mista dominada por Plasticicumulans acidivorans na producdo de PHA. Os
experimentos foram conduzidos com acetato, propionato, e misturas de acetato e propionato.
Os autores observaram uma relacdo direta entre a composicdo monomérica do polimero
produzido com a composi¢do do substrato. A presenca de propionato induziu a producédo de
polihidroxivalerato (PHV) enquanto que acetato induziu a produgdo de polihidrixibutirato
(PHB). Um modelo metabdlico foi construido com base no modelo apresentado por Dias et al.
(2008), com as seguintes modificacOes:

i.  AsreacOes metabdlicas ativas durante a fase de famine foram incluidas;
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ii. Sintese de biomassa de acetil-CoA e propionil-CoA foram consideradas
separadamente;

iii. O coeficiente de manutencéo celular foi considerado como um parametro livre
no modelo cinético enquanto que a eficiéncia de fosforilacdo oxidativa (P/O) foi
fixada;

iv. O ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs) foi considerado inativo quando

propionato foi usado como Unica fonte de carbono.

Segundo os autores, as velocidades de consumo de acetato e propionato sao diretamente
influenciadas pela concentracdo dos mesmos no substrato alimentado a cultura. Dessa maneira,
a dindmica de consumo simultaneo de acetato e propionato foi descrita como funcdo da
composicdo da mistura acetato-propionato. Assim, o modelo descrito pode ser usado como
ferramenta para prever a composi¢cdo monomerica final do polimero formado em sistemas
alimentados com misturas de acetato e propionato.

Com o objetivo de desenvolver um modelo matematico geral que consiga prever o
comportamento de sistemas submetidos a FF, Tamis et al. (2014a) propuseram uma estrutura
simples e unificada de um modelo matematico, a partir do qual podem ser feitas modificacGes
para adequacao a diferentes condi¢cdes experimentais. Esta estrutura foi o primeiro relato na
literatura de um modelo matematico para processos FF descrito por um Unico conjunto de
equacdes. Para isso foi considerado que a conversdao de substrato € descrita pela cinética de

Monod de acordo com a Equacéo 3.1:

Cs

— max

Em que: g5 € a velocidade especifica de consumo de substrato; g§*** € velocidade méaxima
especifica de consumo de substrato; Cs é a concentracdo de substrato; K é a constante de meia

saturacao.

A velocidade de converséo de PHA foi calculada subtraindo a velocidade de degradacgéo

da velocidade de producédo de PHA, segundo a Equacéo 3.2:
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o 1/3

dpHa = YPHA/S Qs — k- <C_X) ) (fPHA)2/3 3.2)
X

Em que: gpp4 € a velocidade de conversdo de PHA; Ypy 4 /5 € 0 rendimento de PHA referente a

substrato; k é a constante de degradagdo de PHA; C? é a concentracéo inicial de biomassa; Cy

é a concentragédo de biomassa; fpy4 € a quantidade de PHA por quantidade de biomassa;

A taxa de crescimento de biomassa € dada pela subtracdo da velocidade de conversdo
de PHA (Equacéo 3.2) da velocidade de conversao de substrato (Equacdo 3.1) menos a taxa de

manutencdo celular, de acordo com a Equacdo 3.3:

o\ 1/3
X
t="Yx/pua k- (C_> ) (fPHA)2/3 — Yy/s - mg (3.3)
X
Em que: u é taxa de crescimento celular; Yy py4 € 0 rendimento de biomassa referente a PHA,;

Yy /s € o rendimento de biomassa referente a substrato; mg € o fator de manutencdo celular;

Vale destacar que as EquacOes 3.1, 3.2 e 3.3 representam a conversdo de um substrato
simples em PHA por uma cultura pura. Na Tabela 2 esta apresentado as reacfes e equacdes
cinéticas adaptadas do modelo de Tamis et al. (2014a) que representam a condi¢do de conversao
de um substrato misto (residuo) em PHA por um consorcio microbiano sob regime de FF.

Segundo Tamis et al. (2014a), quando substratos mistos sdo utilizados, é adequado
diferencia-lo entre componentes que favorecem o estabelecimento de culturas produtoras de
PHA (H.Org) e os componentes que favorecem o crescimento de culturas ndo produtoras de
PHA, tais como carboidratos, lipidios e proteinas, aqui referidos como substrato residual (Sr).
A velocidade de consumo destes substratos € descrita pela cinética de Monod.

A velocidade de conversdo de PHA (qgpya) € estequiometricamente vinculada ao
consumo de H.Org menos a velocidade de degradagéo de PHA. No modelo de Tamis et al.
(2014a) a degradacdo de PHA ¢é funcdo de uma constante de degradacdo (kpya), que leva em
conta a geometria do granulo de PHA, a concentracdo de biomassa produtora dentro do sistema

(Cxp) e da relacdo de quantidade de PHA por quantidade de biomassa produtora.
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Tabela 2 - Modelo cinético de Tamis et al. (2014a) adaptado para processos feast-famine.

Reacdo Equagéo
Velocidade de consumo max Ch.org
de H.Org Ar.org = Ar.org Ch.org + Knorg
Velocidade de converséo c3, 1/3 Conn )\
de PHA qpra = Yprasu.org " Quorg — Kpua <C_Xp> ' ( Cx, )
Velocidade de consumo max  Cor
de substrato residual Ior =45 Cor + Ksy

Crescimento de biomassa 2 /3 Co \2/3
‘Ll =YX /PHA'k' _P * PHA _YX /HOT‘ 'mHOr
produtora de PHA p P Cy Cx, p/H.Org .0rg

P
Crescimento de biomassa
. Ko = Yx,/sr " Qsr — Yx, /s " Mgy
nédo produtora de PHA

Fonte: adaptado de Tamis et al. (2014a).

Siglas: Cy org(concentracdo de acidos organicos), Cs, (concentragdo de substrato residual), Cpp4(concentragéo de
polihidroxialcanoatos), Cx, (concentracdo de biomassa produtora de PHA), X, (biomassa ndo produtora de PHA),
qu.0rg (velocidade de consumo de H.Org), q'4r4 (velocidade maxima de consumo de H.Org), Ky o4 (COnstante
de meia saturagdo de H.Org), qpy 4 (velocidade de acumulagdo de PHA), Yoy 4/ .01 (rendimento de PHA referente
aH.Org), kpy 4 (constante de degradacéo de PHA), C,?p( concentracdo inicial de biomassa produtora de PHA), g,

(velocidade de consumo de substrato residual), gZ+** (velocidade méxima de consumo de substrato residual), K,

(constante de meia saturagdo de substrato residual), u, (velocidade de crescimento de biomassa produtora de
PHA), YXp/pHA (rendimento de biomassa produtora de PHA referente a PHA), YXp/H.Org (rendimento de biomassa

produtora de PHA referente a H.Org), my o4 (coeficiente de manutencdo celular referente ao consumo de H.Org),
Ko (velocidade de crescimento de biomassa ndo produtora de PHA), Yy /s, (rendimento de biomassa ndo produtora
de PHA referente a substrato residual), mg, (coeficiente de manutengéo celular referente ao consumo de substrato

residual).

Tamis et al. (2014a) sugerem que classificar a biomassa entre produtoras (X,) € nao

produtoras (X,) é adequado quando substratos e culturas mistas sdo utilizados. Além disso, 0s

autores consideram que o substrato preferencial de X,, sdo os acidos organicos, e 0 substrato

preferencial de X, é todo o contelldo organico presente no substrato que ndo seja acidos

organicos (Sr). Portanto, a velocidade de crescimento de X,, é resultante da diferenca entre o

consumo de H.Org (qu.org) Menos a producao de PHA (qpya) € 0 fator de manutencéo celular
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(my org). Por fim, a velocidade de crescimento de X, € relacionada com o consumo de substrato

residual menos o fator de manutencdo celular (mg;).

O modelo desenvolvido por Tamis et al. (2014a) foi capaz de descrever sistemas de FF
alimentados com substratos simples (acetato) (JIANG et al., 2011b; TAMIS et al., 2014a) e
com efluentes reais como: efluente acidificado de uma industria de doces (TAMIS et al., 2014b)
e efluente acidificado de uma fabrica de papel (TAMIS et al., 2018). Neste trabalho, 0 modelo
de Tamis et al. (2014a), sera utilizado para descrever a etapa de enriquecimento e selecdo em
SBR operado sob feast-famine. O detalhamento do modelo construido é apresentado na secéo
Materiais e Métodos.

34 MODELAGEM MATEMATICA DA ETAPA DE ACUMULACAO

A etapa de acumulacdo compreende o estagio de producdo de PHA, ilustrado na Figura
3, e pode ser comparada com uma fase de feast prolongada, preferencialmente na auséncia de
um nutriente essencial para o crescimento celular. E uma etapa crucial para o processo de
producdo, pois determina a produtividade final do processo e o contetido intracelular de PHA.

Um modelo matematico da etapa de acumulacdo pode ser usado para prever e otimizar
experimentos, com o objetivo de aprimoramento da producdo de PHA. Varios trabalhos
descrevem a cinética de producdo em condicOes de alto teor de PHA (DIAS et al., 2005, 2008;
JOHNSON; KLEEREBEZEM; VAN LOOSDRECHT, 2009; LEEUWEN et al., 1997). Porém,
segundo Tamis et al. (2014a), dois grandes problemas séo identificados nesses modelos: i) o
mecanismo de finalizacdo da sintese de PHA € desconhecido; e ii) a formacdo de produtos
secundarios é desconsiderada.

Atualmente, o fim da acumulacéo de PHA, isto €, 0 momento que a bactéria atinge o
maximo conteldo intracelular, é imprevisivel (TAMIS et al., 2014a). Os estudos sugerem que
a velocidade de sintese de PHA caia a medida que o conteddo intracelular de PHA aumenta.
Dessa maneira, 0s modelos descrevem a sintese de PHA durante os ensaios de acumulacgéo
segundo a Equacédo 3.4 (TAMIS et al., 2014a), que considera o contetdo intracelular de PHA
um fator de inibicdo (DIAS et al., 2005, 2008; JOHNSON; KLEEREBEZEM; VAN
LOOSDRECHT, 2009; LEEUWEN et al., 1997).

C fora\”
S PHA
dpHA = qZ’nI-?le CS + KS (1 - ( Pr;z]gqu) ) (34)
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Em que: gpys € a velocidade de acumulacdo de PHA; qpys é a velocidade méxima de
acumulacdo de PHA,; C é a concentragdo de substrato; K é a constante de meia saturacao; fpy4
é o conteudo intracelular de PHA; f1%* € o maximo conteudo intracelular; a é expoente do
termo de inibicéo.

De acordo com Tamis et al. (2014a), o pardmetro de maximo conteddo intracelular
(fpHx), apresenta valores similares para culturas enriquecidas com a mesma espécie, porém, o
expoente do termo de inibicdo (a) apresenta uma grande variabilidade para culturas similares
(BEUN et al., 2000; JIANG et al., 201lc; JOHNSON et al., 2010; JOHNSON;
KLEEREBEZEM; VAN LOOSDRECHT, 2010b). Outra estratégia é atribuir o fim da sintese
de PHA a deplecdo de substrato do meio, no entanto, o fim da acumulagéo de PHA na presenca
de substrato disponivel ja& foi observada (JOHNSON; KLEEREBEZEM; VAN
LOOSDRECHT, 2010b).

Outro problema dos modelos de acumulagcdo, mencionado anteriormente, é a
desconsideragdo da formacdo de produtos secundarios. Nos modelos, a velocidade especifica
de consumo de substrato em altos teores de PHA é calculada como a resultante do crescimento,
sintese de PHA e manutencdo. A velocidade especifica de consumo de substrato observada,
porém, ndo diminui na mesma medida que o modelo prevé, com base na taxa de sintese de PHA
e crescimento. Essa lacuna, pode ser atribuida a excrecao de produtos secundarios, provenientes
do mecanismo de sintese de PHA, no meio, implicando em uma subestimacao da velocidade
especifica de consumo de substrato nos modelos atuais. A Equacdo 3.5 pode ser usada para
calcular a formacao de produtos secundarios, subtraindo o uso de substrato para biomassa, PHA
e manutencdo, da velocidade de consumo de substrato (TAMIS et al., 2014a).

feast feast
£ dpiia 5> (35)

ari = YPi,S (qs ~ feast + feast
YX S YPHA,S

Em que: gp; é a velocidade de formagéo de produtos secundarios; Yp; s € 0 rendimento de

produtos secundarios referente ao substrato; g ¢ a velocidade de consumo de substrato; p/¢%st

€ crescimento celular durante a fase de feast; Y){, 45t ¢ o rendimento de biomassa referente a

substrato durante a fase de feast; q,ff,‘jft é a velocidade de acumulacdo de PHA durante a fase

de feast; Ypfﬁfst é o rendimento de PHA referente a substrato durante a fase de feast; mg € 0

coeficiente de manutengdo em substrato.
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Até o momento, estudos que elucidam o mecanismo de terminacédo da sintese de PHA e
a formacdo de produtos secundarios sdo raros e um modelo que prevé o momento, o qual a
sintese de PHA se encerra, ndo esta disponivel na literatura. Um mecanismo que pode explicar
0 comportamento das células em altos teores de PHA compreende a limitagdo do volume celular
como principal fator que limita 0 maximo teor de PHA intracelular. Depois de certo ponto, a
célula atinge um limite interno de PHA, para manter seu funcionamento e estrutura intactos. A
partir deste ponto, a célula mantém sua capacidade de consumo de substrato e crescimento, mas
ndo a sintese de PHA. Consequentemente, substratos consumidos podem ser excretados para o
meio na forma de precursores de PHA, tais como o hidroxibutirato (CARLSON; WLASCHIN;
SRIENC, 2005; DURNER; WITHOLT; EGLI, 2000). Foi observado que a densidade do PHA
diminui com o aumento do tamanho da cadeia lateral, e que 0 maximo conteudo intracelular é
maior para scl-PHA, quando comparados com mcl-PHA, sugerindo que o espaco disponivel
intracelularmente é um fator limitante (LEE et al., 2011; TERADA; MARCHESSAULT,
1999).

No presente trabalho sera utilizada uma versao do modelo de Tamis et al. (2014a), para
a modelagem da etapa de acumulacdo. O modelo de um SBR operado sob feast-famine, sera
adaptado, excluindo das equacOes, apresentadas na Tabela 2, as contribuicfes referentes as
reacOes que ocorrem na etapa de famine. O detalhamento do modelo construido é apresentado
na secdo Materiais e Métodos.

3.5 METODOS PARA ESTIMATIVA DE PARAMETROS E VALIDACAO
ESTATISTICA DO MODELO

A literatura apresenta diferentes métodos de estimativa de parametros e validagdo
estatistica de modelos. Nos préximos topicos serdo abordados métodos encontrados na
literatura para estimativa de parametros em modelos ndo lineares, que € objeto de estudo deste
trabalho.

3.5.1 Método de minimizacao de Box-Draper

O método de Box-Draper é aplicado para estimar a maxima verossimilhanga de
pardmetros de um modelo, a partir da minimizacdo do determinante da matriz de variancia e

covariancia dos residuos. Este critério € um método de regressdo nao linear em que 0 processo
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de estimacdo é independente da escala e das transformaces lineares das observagdes (COUTO,
2021).

O método de Box-Draper apresenta vantagens em relacdo a outros meétodos utilizados
para estimativa de parametros em modelos de reacfes quimicas e bioquimicas. Por exemplo,
Mehrvar et. al. (2000) aplicaram o método de Box-Draper para a estimativa de pardmetros em
modelos de reagBes fotocataliticas, em detrimento do método das velocidades iniciais,
usualmente utilizado para tais modelos. O modelo de velocidades iniciais, apresenta serias
desvantagens quando aplicado a modelos dindmicos de reacdes fotocataliticas, tais como, o erro
envolvido na estimativa da velocidade inicial. Além disso, este método ndo é adequado para
sistemas com muitos componentes, 0s quais alguns intermediarios ou produtos podem estar
inicialmente presentes em concentra¢des nulas. A vantagem da analise de regressdo nao linear
(Box-Draper), segundo os autores, € que todos os dados coletados ao longo do experimento séo
utilizados para estimar os parametros do modelo, o que leva a resultados mais confiaveis.

Em outro trabalho, Chen Hsu e Berthouex (2006) utilizaram o método de Box-Draper
para estimar os parametros de um modelo que descreve a degradacdo cinética de clorofenol em
sistemas anaerobios. O modelo era composto por seis variaveis respostas e nove parametros
livres, e foi capaz de ajustar os dados experimentais adequadamente em um intervalo de
confianca de 95%. Conceicdo e Portugal (2012), compararam por meio de simulagdes de Monte
Carlo a performance do método de Box-Draper, com outros dois métodos de estimativa de
parametros em modelos ndo lineares com respostas multiplas. Os autores destacaram que 0S
resultados obtidos ndo foram satisfatérios, mas que o método de Box-Draper ndo apresentou
desvantagem, quando comparado com o método de Huber, considerado um método mais
robusto de estimativa de pardmetros em modelos ndo lineares (WANG et al., 2007).

A matriz de Box-Draper, é construida como a soma das funcBes quadradas e a
covariancia entre as respostas e tem a seguinte forma para um exemplo de trés respostas
mensuradas (BROWN; MAC BERTHOUEX, 2002):

>(va— yA)Z Y04 =30 —98) 2a—3)Yc—Yc)
minlV| = | X4 — 94) s — I5) > (s — 95)* >s = I8) e —Ic)

Y04 =3)c—9c) X —I8)c— V) >e —Fc)?
Em que: Y indica que a diferenca entre os termos deve ser somada; y,, Yz € Y Sao as respostas

medidas; y,, ¥ € Y. S0 as respostas resultantes da simulacao.
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Na matriz V, os elementos da diagonal principal representam a soma dos quadrados dos
residuos para cada uma das respostas. Os termos fora da diagonal principal representam a
correlacdo das diferencas das respostas. A minimizacdo do determinante de V fornece a melhor
estimativa do parametro. Se os residuos das respostas forem independentes uns dos outros, 0s
valores esperados para os termos fora da diagonal principal sera zero e a estimagdo dos
parametros é simplificada para (BROWN; MAC BERTHOUEX, 2002):

min > (s = 90 + 05 = 9)? + (e = 9)? (36)

Segundo Box et al. (1973), para a correta aplicacdo do método é necessario verificar se
existe dependéncia linear entre os dados e entre os valores esperados das respostas. No caso de
dependéncia linear entre os dados, eles podem ser estimados usando relagdes estequiométricas,
porém os autores destacam que devem ser mensurados independentemente. Ja a dependéncia
linear entre os valores esperados das respostas acontece quando uma equagdo do modelo € uma
combinacdo linear de outra equacdo do modelo. A consequéncia para estes casos é a
singularidade da matriz V, o que acarreta problemas durante a simulacdo. Para evitar estes
problemas, pode-se verificar a adequacdo do modelo plotando os residuos (erros) contra 0s
valores previstos e contra as varidveis independentes. Geralmente, as inadequacdes geradas
pelo grafico podem revelar pistas sobre como o modelo pode ser melhorado.

A regido de confianca dada pelo método de Box-Draper para 0 modelo € dada pela

Equacéo 3.7:

Xp1-a
|V|1—a= |V|minexp T (37)

Em que: p é o nimero de parametros estimados; n é o nimero de observagdes; X2 é o valor

Chi-quadrado para v = n — p graus de liberdade.

O método de Box-Draper ndo fornece informages estatisticas acerca dos parametros
estimados. Dessa maneira, 0s valores dos parametros obtidos pela minimizagéo do determinante
de V podem ser usados como suposicdo inicial de metodos de otimizagdo, como o0 método de
simulagédo de Monte Carlo com Cadeia de Markov (COUTO et al., 2019).
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3.5.2 Meétodo de simulacédo de Monte Carlo e Cadeia de Markov

Em modelos matematicos, geralmente, ha a presenca de parametros desconhecidos que
devem ser estimados a partir de dados experimentais. Apos o ajuste dos valores simulados com
os dados experimentais, 0 modelo pode ser usado para estudar o fendbmeno em questdo. Uma
outra aplicacdo do modelo ajustado € a otimizacdo do processo, o qual o objetivo € encontrar
as condicBes operacionais otimizadas, seguindo critérios determinados. Um dos problemas
encontrados durante a otimizacdo é que os parametros estimados sdo, na maioria das vezes, ndo
confiaveis, pois sao estimados a partir de dados experimentais insuficientes. Uma das solucdes,
é a aplicacdo de modelos de inferéncia Bayesiana para andlise estatistica de parametros
estimados em modelos ndo lineares. Nesta abordagem, é possivel evitar aproximagoes lineares
na analise de incertezas dos parametros (SOLONEN; HAARIO, 2012).

A simulacdo de Monte Carlo e Cadeia de Markov (MCMC — Monte Carlo Markov
Chain) é uma técnica Bayesiana de inferéncia estatistica que objetiva a estimacdo das
caracteristicas que uma distribuicdo de amostra deve apresentar e seus respectivos valores, em
uma simulacdo iterativa. Esta técnica € aplicada em casos onde 0s pardmetros e as respostas
medidas possuem uma complexa interdependéncia entre si (COUTO, 2021).

Zhang et. al. (2017) estudaram métodos bayesianos (MCMC) para identificacdo de
estratégias no mercado de efluentes. Os autores concluiram que, quando comparado a métodos
convencionais de otimizacdo, 0 MCMC, apresenta vantagens em lidar com multiplas incertezas
associadas com a aleatoriedade do mercado de efluentes e em refletir as incertezas existentes
no comportamento do transporte de nutrientes, afim de melhorar a precisdo da previsdo da
qualidade da &gua, e em apoiar a tomada de decisbes, promovendo alternativas diversificadas,
nas estratégias do mercado de efluentes.

No MCMC é produzida uma sequéncia de valores 0s quais ndo sdo independentes entre
si, ao contrario, seguem um processo estocastico chamado de Cadeia de Markov. Suponha uma

série de variaveis aleatorias, (X, X, ...)), ela é uma Cadeia de Markov se o valor de X(™+%

depender somente de seu estado antecessor X(™. Matematicamente isso é representado pela
Equacéo 3.8 (COUTO, 2021; LAINE, 2008; SOLONEN, 2006).

P(X, € AlXq, ..., Xn_1) = P(X,, € AlX,,_;) (3.8)

O algoritmo usado parao MCMC, gera um caminho aleatdrio 6, que converge para uma

distribuicéo estacionaria (6|D). Por exemplo, na distribuicdo 8'(i = 1, ..., n), com n amostras,
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de m(6|D), a integracdo estimada pelo método de Monte Carlo é dada pela Equacdo 3.9
(COUTO, 2021; QIAN; STOW; BORSUK, 2003). Dessa maneira, 0 MCMC é um método de
amostragem de valores a partir das distribuigdes posteriores, realizando inferéncias sobre 6 na
forma de amostras de médias e por meio de histogramas e estimativas de densidade (LAINE,
2008).

1w
E(g@lD)) == " g(6") (3.9)
i=1

Segundo Mesa et al. (2016), para se atingir uma Unica distribuicdo de equilibrio no
MCMC, a Cadeia de Markov deve ser aperiodica para evitar que caia em um looping infinito,
irredutivel, ou seja, é possivel alcancar qualquer estado da cadeia partindo de um estado inicial
em um numero finito de iteracGes, e homogénea, isto &, as transi¢des de probabilidade de um
estado para outro deve ser invariavel.

O MCMC gera uma cadeia de valores, os quais cada um pode depender do seu valor
anterior na sequéncia. Por exemplo, um caminho aleatério no MCMC avanca na cadeia
propondo e, aceitando ou rejeitando novos valores, por meio de uma proposta de distribuicéo
centrada na posicdo atual da cadeia. Assim, os valores da sequéncia, possuem uma correlacao
entre si. Por causa disso, a amostra das médias, usadas para estimar os valores posteriores
correspondentes, possuem um erro devido ao procedimento de amostragem (LAINE, 2008).

No método MCMC, o caminho aleatério da distribuicdo é criado usando amostradores
aleatdrios, tais como amostradores de Gibs e de Metropolis-Hastings, que realizam a
amostragem de densidades de probabilidade. Neste trabalho foi usado o algoritmo DRAM
(Delayed Rejection Adaptive Metropolis) desenvolvido por Haario et al. (2006), que € uma
adaptacdo do algoritmo Metropolis-Hastings (MH) (COUTO, 2021).

O algoritmo MH é, atualmente, o amostrador mais geral para a simulacdo MCMC. Sua
forma mais simples é de facil implementacgéo e possui diversas generalizagdes e casos especiais
para diversas aplicagdes. No MH, uma sequéncia de estados 6°,0%,...,6N é gerada para
convergir para uma distribui¢do estacionaria (6). Assim, a cadeia em um estado 9, ira gerar
um novo estado 6’ de uma nova distribuicdo q(6] -). Essa nova distribuicdo depende apenas do
seu atual estado, sendo que as informacGes sobre os estados anteriores sdo descartadas. O novo
estado 0’ é aceito de acordo com a Equagdo 3.10 (LAINE, 2008).
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(3.10)

N, m(8)q(8'16)
a(6,0') = min (LW)

O algoritmo MH ¢ dado pelos seguintes passos (LAINE, 2008):
1. Inicie do estado 6° e selecione a distribuicéo de interesse q;

2. A cada passo, o qual seu valor atual é 6'=1, proponha um candidato para novo

estado 0’ a partir da distribuigdo q(6"| -);
3. O novo valor 6’ é aceito se m(0')q(6'|6) > m(6)q(6]6');
4. Se o estado 0’ for aceito, sua probabilidade sera dada pela Equacéo 3.8;
5. Se o estado 8’ for rejeitado, a cadeia permanece no seu valor atual 61~%;
6. Repita o algoritmo a partir do passo ii até que valores suficientes sejam gerados.

A escolha da distribuicdo de interesse q, a qual os novos valores para a cadeia sao
gerados, pode ser, em alguns casos, bastante arbitraria, no entanto a escolha de uma distribuicéo
que mais se aproxime da distribuicdo de interesse, pode acelerar a convergéncia da cadeia.
Dessa maneira, quanto mais a distribuicao proposta q, se aproximar da distribuicdo de interesse
1(0), melhor a cadeia sera construida (LAINE, 2008).

No algoritmo DRAM, que é uma adaptacdo do MH, a distribuicdo é ajustada pelo
historico dos estados ja aceitos, no caso dos estados rejeitados € feita a adaptacao destes locais.

De acordo com Mesa et al. (2016), o algoritmo DRAM inclui os seguintes procedimentos:

1. O contador inicia no valor 8° e no primeiro estagio de covariancia (C(i) = CO).
Selecione o tamanho do passo (s), o fator de regularizacdo de covariancia k, o
periodo inicial de adaptacdo (n,), € 0 Ultimo estidgio para a covariancia

(Ca,i=1,..,N), sendo N o nlimero de iteracdes;
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2. O looping é feito até que se aceite um novo valor, ou até atingir o namero N de
iteracdes. Um novo valor (6") é proposto a partir de uma distribuigdo Gaussiana
centrada no valor atual (N6¢_;),Cqy) Ou um novo valor é aceito pela

probabilidade de aceitacdo do estagio (k);

3. O novo estado serd (6; = 0") ou (8; = 6;_,), dependendo se o valor for aceito

ou nao;

4. Apo6s um periodo inicial de simulacdo (i > ng), a proposta principal da
covariancia necessita ser adaptada usando a nova cadeia gerada até 0 momento

(Cqy = cov(By ... 8;)s + Ik). Calcule 0 novo estagio proposto para C;y;

5. As iteracGes a partir do item 2 desse algoritmo sdo realizadas até que sejam

gerados valores suficientes.

Malve et al. (2007), aplicaram o MCMC com o algoritmo DRAM, para estimar 0s
parametros de um modelo ndo linear, que descreve o comportamento de organismos dos grupos
fitoplancton zooplancton presentes em um lago. Os autores destacaram que a metodologia
utilizada é muito uatil em diversas aplicacdes. Pois, assegura resultados precisos e mais
significativos, quando comparado a métodos estatisticos comumente utilizados no campo das
ciéncias ambientais.

Apos a finalizagdo da simulacdo de Monte Carlo com Cadeia de Markov, é necessario
avaliar se a cadeia gerada é estavel, ou seja, se a variabilidade dos dados é pequena durante a
simulacdo, caso contrario, os valores dos parametros encontrados e seus respectivos erros estdo
incorretos. Assim, adota-se juntamente com 0 MCMC um método de convergéncia estatistica,

que sera descrito na proxima secao.
3.5.3 Meétodo de convergéncia de Geweke

O teste de Geweke é um método de convergéncia estatistica que se baseia em séries
temporais, em que o intervalo de tempo divide os dados em conjuntos de tamanhos nue ng €
para cada um destes conjuntos é calculada a média da amostra. Este método também é chamado
de teste Z e converge para uma Gaussiana de distribuicdo normal, segundo a Equagéo 3.11
(GEWEKE, 1992):



55

7= th —lp
JVar(ty) + Var(tg)

(3.11)

Em que: t, —tg € a diferenga entre os tempos; /Var(ts) + Var(tg) € a raiz quadrada da

variancia dos tempos.

A convergéncia do método é analisada pelo valor de Z. Caso os valores de Z sejam
grandes, os resultados divergem ao longo do tempo, indicando que o modelo ndo se adequa
corretamente aos dados. No entanto, valores de Z proximos a 1 indicam uma boa convergéncia
(GEWEKE, 1992).

3.5.4 Andlise de sensibilidade

A analise de sensibilidade ¢ um método para determinar os fatores mais influentes em
um modelo, compreendendo o estudo do efeito que a variagéo de um parametro de entrada pode
ocasionar na saida. Quando uma pequena variagdo num parametro altera drasticamente um
parametro de saida do modelo, 0 mesmo € muito sensivel a este parametro. Dessa maneira, €
possivel identificar os pardmetros mais importantes, e conduzir, de forma controlada,
experimentos e investigacdes com o uso de um modelo matematico (HAMBY, 1994).

A andlise de sensibilidade de um modelo é conduzida pela necessidade de determinar:
[i] quais parametros precisam ser focados durante a pesquisa para reduzir as incertezas dos
resultados; [ii] quais parametros sdo insignificantes e podem ser eliminados do modelo; [iii]
quais pardmetros de entrada contribuem mais para variabilidade da saida do modelo; [iv] quais
parametros tem mais correlagdo com a saida do modelo; [v] como uma variagao nos valores de
entrada dos parametros, influencia o todo o processo (HAMBY, 1994).

Geralmente, os passos a serem seguidos para a realizacdo da analise de sensibilidade
sdo: (a) definir qual o0 modelo e suas variaveis dependentes e independentes; (b) definir as
funcOes de densidade de probabilidade para cada parametro de entrada; (c) gerar uma matriz
apropriada de entrada através de um método de amostragem aleatéria; por fim, (d) determinar
a importancia e as relagdes entre cada um dos pardmetros de entrada e saida (COUTO, 2021,
HAMBY, 1994).

O resultado final da analise de sensibilidade gera uma lista dos parametros de entrada,
elencados segundo sua influéncia na saida do modelo. Ha diferentes formas de se realizar a

andlise de sensibilidade, uma delas, é a aplicacdo de técnicas de derivacdo parcial, que também
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sdo chamados de meétodos diretos. Esta abordagem é pautada na derivacdo parcial do modelo
em sua forma agregada, e o coeficiente de sensibilidade de um parametro é dado pela relagéo
entre uma mudanca na entrada pela mudanca provocada na saida, enquanto o restante dos
parametros permanece constantes. Por exemplo, quando se tem uma equacao algebrica explicita
que descreve a relagdo entre variaveis independentes e dependentes, o coeficiente de
sensibilidade (§;), para uma varidvel independente Y pode ser calculado a partir da derivada

parcial da variavel dependente em relacdo a varidvel independente, de acordo com a Equacédo

3.12, a qual o termo Xi/Y é introduzido para normalizar o coeficiente, removendo o efeito das

unidades.

5-—& Y (3.12)
R arye

Segundo Hamby (1994), os modelos sdo sensiveis aos parametros de duas maneiras
distintas:

i.  Pela variabilidade, ou incerteza, de um parametro de entrada ter uma grande

contribuicdo para a variabilidade de saida total;

ii.  Os resultados do modelo podem estar intrinsicamente correlacionados, de modo
que pequenas mudancas no valor de entrada resultardo em significativas

alteracOes na saida.

E possivel encontrar na literatura diversos trabalhos que utilizam métodos de analise de
sensibilidade, aplicadas a producdo de PHA, como uma ferramenta para analisar a viabilidade
econdmica do processo de producdo (CHOI; LEE, 1999; FERNANDEZ-DACOSTA et al.,
2015; LEONG et al., 2017; WANG et al., 2021). Wang et. al. (2018), realizaram a analise de
sensibilidade absoluta-relativa, para investigar quais parametros mais influenciavam cada
processo descrito pelo modelo, que compreendia a competicdo entre o consumo de diferentes
acidos organicos durante a fase de feast.

Neste trabalho, sera realizada uma analise de sensibilidade local relativa a parametros e
variaveis, com o objetivo de determinar a influéncia nas variaveis de saida a partir de uma
alteracdo dos parametros de entrada, descrita pela Equacdo 3.13 (COUTO, 2021): A Equagéo
3.13 foi construida de acordo com a Equacéo 3.12 e representa 0 comportamento das variaveis
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de saida do modelo, quando uma pequena variagdo ocorre nos valores dos pardmetros

analisados, enquanto mantém os demais pardmetros constantes.

9y, 6; _ 6;[y(6; +¢6;) — y(6)) (3.13)
99y, v, £6;

Em que: y; refere-se a todas as variaveis i; 6; refere-se a todos os parametros j; € representa a

variacdo dada ao parametro e ¢é igual a 1.10°.
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4 MATERIAL E METODOS E ETAPAS DE PESQUISA
4.1 DADOS EXPERIMENTAIS: SBR DE SELECAO E ENSAIOS DE ACUMULACAO

Os dados experimentais utilizados para calibracédo e validacdo dos modelos construidos
foram coletados a partir do aparato experimental apresentado na Figura 5. A producdo de PHA
por CMM foi realizada em reatores em escala de bancada, em trés estagios consecutivos. No
estagio acidogénico (Fase 1), a vinhaca de cana-de-aglcar foi processada em um reator
anaerdbio de leito empacotado termofilico (55°C) (AnPBR) para ser utilizada como substrato
(vinhaca acidificada) no estagio de selecdo e, posteriormente, no estagio de acumulo. A
caracterizagdo da vinhaca acidificada é apresentada na Tabela 3. A etapa de selecdo das espécies
acumuladoras de PHA (Fase 2) foi realizada em um SBR de acrilico agitado mecanicamente,
com 2 L de volume total e 1,4 L de volume util. A temperatura foi mantida em condicGes
mesofilicas, 30,0+1,9°C. O SBR foi operado com ciclos de 8 horas consistindo de 5 minutos de
alimentacéo, 470 minutos de reacéo e 5 minutos de descarga. A relagéo de troca de volume foi
definida em 1/3, resultando em um tempo de retencédo hidraulica (HRT) equivalente a 24 h. A
agitacdo mecanica e aeracdo foram mantidas durante todo o ciclo, mantendo-se o tempo de
retencdo de lodo (SRT) e o HRT iguais durante a operacdo. A COV foi fixada em 5,0 kg DQOx
m=d. O SBR foi avaliado em quatro condicdes operacionais (I, 11, 11l e IV) nas quais a relagdo
DQO/N foi a variavel principal. Diferentes relagdes DQO/N de 15, 30 e 40 para as condi¢des
operacionais |, Il e Ill, respectivamente, foram obtidas através de uma dosagem externa de
solucdo nutritiva apds 3 h do inicio de cada ciclo, a fim de desacoplar a fase de feast da
disponibilidade de nutrientes (OLIVEIRA et al., 2017). Na condi¢do operacional IV, ndo houve
suplementagdo externa de nitrogénio e a relagio DQO¢/N foi de 80. Alil-tioureia (20 mg L™?)
foi adicionado ao SBR para inibir a nitrificacdo. O SBR foi monitorado através de amostras de
final de ciclo para biomassa (medida como sélidos suspensos volateis), DQO e pH de acordo
com os Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA; AWWA,
WEF, 2005). O PHA foi analisado de acordo com Braunegg et al. (1978) e os acidos organicos
volateis foram analisados de acordo com Adorno et al. (2014). O acido lactico foi analisado de
acordo com Taylor (1996). O SBR foi operado até que a estabilidade operacional fosse
observada e perfis temporais foram avaliados para caracterizar a evolugdo dos ciclos do SBR
em cada condicdo. A capacidade de acumulacdo da biomassa selecionada em cada condicao
operacional do SBR foi avaliada através de ensaios de acumulacdo realizados com biomassa

coletada no final da fase de feast durante os periodos de estabilidade operacional.
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Os ensaios de acumulacgéo (Fase 3) foram realizados em reatores de batelada alimentada
com 500 mL de volume total e 250 mL de volume util. A concentracdo inicial de biomassa foi
mantida em 1 gSSV L™ em todas as quatro condi¢des. Os reatores foram alimentados com
vinhaca acidificada, produzida no AnPBR, atraves de seis pulsos distribuidos ao longo das 8 h
do teste. A determinagdo do momento do pulso foi possivel pelo monitoramento continuo da
concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), o que permitiu a identificagdo da exaustdo do
substrato. Os testes de acumulacdo foram caracterizados por amostras coletadas antes de cada
pulso e os parametros monitorados foram DQO, PHA, H.Org e biomassa. O volume de cada
pulso foi determinado mantendo uma proporcao de 2 gDQO: por g de biomassa ativa (2 gDQOx
g X1). O volume amostrado e o volume do pulso foram mantidos iguais e constantes durante
0S experimentos.

Para avaliar a aplicabilidade do modelo de acumulacdo desenvolvido foi realizada uma
validacdo cruzada. Para isso, foram utilizados dados experimentais de acumulagdo com melago
de cana acidificado realizado com as biomassas selecionadas no SBR. As mesmas condic¢des
experimentais usadas nas corridas de acumulagdo com vinhaca acidificada foram mantidas nos
experimentos com melaco acidificado, exceto pelas caracteristicas do substrato fornecido. O
melaco foi acidificado em um reator anaerébio de leito estruturado (AnSTBR) em escala de
bancada operado em condic¢des termofilicas (55 °C). A caracterizacdo do melaco de cana
acidificado é apresentada Tabela 4.

A Figura 5 ilustra o esquema da operacdo dos reatores adotado na etapa experimental.
Esta etapa teve como objetivo avaliar o efeito da relacdo DQO./Nitrogénio sobre o
enriguecimento de biomassa acumuladora de PHA (Fase 1) e sobre o desempenho dos ensaios
de acumulacédo (Fase 2). O reator SBR foi operado sob quatro fases operacionais (I, I, 1l e
IV) e COV de 5,0 kg DQO-m=3-d%. A relagdo DQO./Nitrogénio era alcangada por meio de uma
dosagem de nutrientes realizada 3 h apds o inicio de cada ciclo, com o objetivo de desacoplar
a fase de feast da disponibilidade de nutrientes, visando aumentar a pressao de selecdo de um
consorcio microbiano capaz de acumular PHA. A biomassa obtida durante o periodo de

estabilidade para cada condigéo estudada foi utilizada nos ensaios de acumulagéo de PHA.
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Figura 5 - Esquema da operacdo dos reatores operados na etapa experimental.

Fase 2 — Reator de selegdo
e enriquecimento

!

Fase 1 — Fermentacgdo
acidogénica
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enriguecida

'

- Reator de bateladas sequenciais;
- Condigbes feast-famine
- Fornecimento desacoplado de
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11-DQOt/N =30
111-DQOt/N = 40
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Selecdoe

desenvolvimento
dos modelos

Pad

—s Andlise de sensibilidade — Calibragdo e validagdo
e otimizacdo dos direta dos modelos
parametros

P SN
?

- Reatores de batelada alimenta;
- Limitag&o de nitrogénio;
v

Fase 3 — Reatoresde
acumulagdo

Fonte: do autor.

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas da vinhaca acidificada utilizada no SBR de selecédo e

nos ensaios de acumulacéo.

Parametro Concentracéo
pH 6,04 [gDQO-LY]
DQO.t 22,70 [gDQO-L Y]
DQO; 21,00 [gDQO-L™

Acido acético
Acido propiénico
Acido latico
Acido butirico
Acido valérico
Acido capréico
Biomassa residual
DQO.t/Nitrogénio
H.Org/DQO0;

1,85 [gDQO-L™]
1,71 [gDQO-L™Y]
0,02 [gDQO-LY]
4,48 [gDQO-LY]
2,67 [gDQO-L™Y]
4,49 [gDQO-L]
0,003 [gDQO-L]
80
72 (%)

Fonte: Adaptado de projeto FAPESP n°: 2016/01253-8.

Siglas: DQO, (demanda quimica de oxigénio total), H.Org (&cidos organicos), DQO, (demanda quimica de
oxigénio solavel); L (litro).
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Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas do melago acidificado utilizado nos ensaios de

acumulacao.
Parametro Concentracéo
pH 4.87 [gDQO L1
DQO.t 42.60 [gDQO L]
DQO 41.10 [gDQO L™1]

Acido acético
Acido propiénico
Acido latico
Acido butirico
Acido valérico
Acido capraico
Biomassa residual
DQO.t/Nitrogénio
H.Org/DQO0;

2.56 [gDQO L]
19.13 [gDQO L 1]
4.08 [gDQO L]

0.46 [gDQO L]

227
64 (%)

Os fatores de conversdo dos compostos organicos em equivalentes de DQO utilizados
foram: Acido acético: 1,07 gDQO-g*; acido propidnico: 1,51 gDQO-g*; 4cido latico : 1,07
gDQO-g?; 4cido butirico 1,81 gDQO-g%; cido valérico: 2,19 gDQO-g™; 4cido caprdico: 2,20
gDQO-g?; polihidroxialcanoato: 1,70 gDQO-g*; biomassa residual: 1,42 gDQO-gx*

(BECCARI et al., 2009; TAMIS et al., 2014b).
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42 ETAPA DE MODELAGEM

Por se tratar de processos com caracteristicas diferentes a etapa de modelagem foi
dividida entre a modelagem do reator SBR de enriquecimento (Fase 1) e 0s ensaios de
acumulacdo (Fase 2) com vinhaga acidificada. Tanto o modelo de selecdo quanto o modelo de

acumulacdo foram desenvolvidos seguindo a sequéncia de passos da Figura 6.

Figura 6 — Sequéncia de passos empregados para a constru¢cdo dos modelos de selecdo e
acumulacdo deste trabalho.

Condicdes experimentais

1 Caso II:
Reformulagio do
Adequagio do modelo modelo e/oun
mudanca nos
v parametros livres

Minimizacdo por [
Box-Draper e andlise
de sensibilidade dos

parametros livres

¥

Definigdo dos
parametros livres

¥
Minimizacio e
otimizacdo por
MCMC dos
parametros livres

O método
convergiu?

Caso I Aumentar

o mumero de
iteracdes

Validacdo direta

!

Validagdo cruzada

Fonte: adaptado de Couto et. al. (2019).

4.2.1 Fase 1: Modelagem do reator SBR de selecao

Neste trabalho, para caracterizar a etapa de sele¢do no SBR, um modelo matematico foi

desenvolvido, baseado em Tamis et al. (2014a).



64

A concentracdo de biomassa ativa foi calculada pela diferenca entre a concentragédo
total de biomassa e a concentragdo de PHA. O modelo SBR considerou dois tipos de biomassa:
i) [Xp] biomassa que produz PHA a partir do consumo de H.Org e usa 0 PHA armazenado para
crescimento; i) [Xo] biomassa ndo produtora de PHA que utiliza substrato residual (DQOy) para
crescimento. Os dados experimentais ndo diferenciam os dois tipos de biomassa, assim, neste
caso a biomassa ativa foi considerada ser a soma dos dois tipos de biomassa, de acordo com a
Equacéo 4.1.

Xo=X,+X, (4.1)
Em que: X, é a biomassa ativa no sistema [gDQO-L™]; X, é a biomassa produtora de PHA

[gDQO-L™Y]; X, é a biomassa ndo produtora de PHA [gDQO-L™].

Na

Tabela 5 estdo apresentadas as rotas metabdlicas consideradas na modelagem do SBR
de selecdo: a reacdo 1 considera o consumo de H.Org para produzir PHA, a reacdo 2 considera
a degradacgédo de PHA para crescimento de biomassa produtora de PHA e a rea¢do 3 considera
a degradacao de substrato residual para crescimento direto de biomassa ndo produtora de PHA.
A matéria organica medida como DQOw.org foi calculada como a soma da DQO equivalente a

cada &cido organico presente na vinhaca acidificada, de acordo com a Equacao 4.2:

DQOy.org = DQOyac + DQOy pr + DQOy gyt + DQO{yar + DQO0y cap (4.2)
+ DQO0y Lac
Em que: DQOy.ac, DQOy.pry DQOy pus, DQOnyar, DQOy cap € DQOy 14c SA0 as fragdes de
DQO dos &cidos acético, propidnico, butirico, valérico caproico e latico, respectivamente
[gDQO-L1].

O substrato residual (DQOy) foi considerado como substrato para crescimento da

biomassa ndo produtora de PHA (X,) e foi calculado de acordo com a Equacéo 4.3:

DQOT' = DQOS - DQOH.Org (43)
Em que: DQO; representa a fracio soltvel da DQO [gDQO-L™]; DQOy orq representa a fragdo
da DQO de &cidos organicos [gDQO-L]; DQO, representa a fragdo residual da DQO [gDQO-L
1

].
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Tabela 5 — Rotas metabolicas consideradas no modelo de selegéo.

Reacéo
1. Consumo de H.Org H.Org = Yepnam.org PHA + (1- YeHam.0rg) CO2
2. Consumo de PHA PHA - YxpHa Xp + (1- YxpHa) CO2
3. Consumo de DQOx DQOr = Yxipgor Xo + (1- Yxpoor) CO2

Fonte: Adaptado de Tamis et. al. (2014b).

Siglas: H.Org (acidos organicos); PHA (polihidréxialcanoatos); DQO, (demanda quimica de oxigénio residual);
CO, (dioxido de carbono); Ypya,/u.0rg (rendimento de PHA referente a H.Org); Yy py4 (rendimento de biomassa
referente a PHA); Yy, poor (rendimento de biomassa referente a DQOTr); X,, (biomassa produtora de PHA); X,
(biomassa néo produtora de PHA).

O consumo de H.Org (Equacéo 4.4) e DQOy (Equacéo 4.5) foram baseados na cinética
descrita pelo modelo de Monod. A velocidade de produgdo de PHA (Equacdo 4.6) foi
relacionada com o consumo de H.Org e a degradacgédo de PHA seguiu o0 modelo de Tamis et. al.
(2014a). A velocidade de crescimento de biomassa ativa (Xa) (Equacdo 4.7) considerou uma
parcela advinda da degradacdo de PHA e outra relacionada com o consumo de DQO:y. Os fatores
de manutencdo celular foram considerados nulos, pelo fato do sistema operar em um SRT de
somente 1 dia (TAMIS et al., 2014b).

0o 1/3 2/3
Cx, Crua
dpua = Ypua/H.Org " QH.Org — kpha - o ) C
Xq Xq

= gy — oo
Qor Cpoo, + Kpgo,

2/3

CPHA

"\ T + Yx,/pgo, " dpgo,
Xa

dpgo,

1/3

Cx,
u= YXa/PHA k- C
Xa

Em que: gu.org € a velocidade especifica de consumo de H.Org [gDQOy org gDQO0x! h™1],
qiérg € a velocidade maxima especifica de consumo de H.Org [gDQOy org gDQOx" h™1],
Ch.org € a concentragdo de H.Org [gDQOy org L1, Ki.org € @ constante de meia saturagao
para H.Org [gDQOy.org LY, gpua € a velocidade especifica de producdo de PHA
considerando as fases de feast e famine [gDQOpya gDQP; * h71], Ypuasm.org € 0 rendimento
de PHA em H.Org [gDQOppa gDQO;I_lOrg ], kpua constante de degradacédo especifica de PHA

[eDQOS., gDQOL /> h~1], C? & a concentragéo inicial de biomassa ativa [gDQOx L], Cx &

(4.4)

(4.5)

(4.6)

(4.7)
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a concentracdo de biomassa ativa [gDQOx L7!], Cpys € a concentracdo de PHA
[gDQOpya L7, qcop, € @ velocidade especifica de consumo de DQOr [gDQO, gDQOx*.h™],
apgs,. é a velocidade maxima de consumo de DQO: [gDQO, gDQOx*.h™'], Cpqo, € a
concentracdo de DQOr [gDQO, L™'], Kpgo, € a constante de meia saturagdo de DQOx
[gDQO, L™], u é velocidade de crescimento especifico de biomassa ativai [h™'], Yx/pya € 0
rendimento de biomassa ativa em PHA [gDQOx gDQOpfiA ] and Yx/poo, € 0 rendimento de

biomassa ativa em DQOy [gDQOx gDQO;* .

A concentragdo de substratos (C.org € Cpqor), biomassa ativa (Cxa) € PHA (Cpna) pelo

tempo foram calculados pelas Equacdes 4.8-11, respectivamente.

% = —qu.org " Cx, (4.8)
% = —(qpgo, * Cx, (4.9)
dg;‘a = - Cy, (4.10)
dC;tHA = qpua " Cx, (4.11)

Os parametros livres do modelo sdo: velocidade méaxima especifica de consumo de
substrato (qiyore: ADG0,)> CONstante de degradacdo especifica de PHA (kpy,), rendimento de
PHA referente a H. Org (Ypua,/n.org), rendimento de X, referente a PHA (Y, /pua), rendimento
de X, referente a DQO, (Yx,/pqo,) € 0S parametros de meia saturagdo (Ky.org, Kpqo,)- Para

calibracdo do modelo, uma calibragéo preliminar foi realizada para todas as condi¢des do SBR
e 0 melhor ajuste foi obtido para a condicéo operacional Il. Portanto, os dados experimentais
da condicdo operacional 11 foram utilizados para calibracdo e otimizacdo dos parametros e,

posteriormente, aplicados para validagédo direta do modelo de selecdo.
4.2.2 Fase 2: Modelagem do reator de acumulagao

O modelo estruturado para o SBR de selecdo foi adaptado para representar a etapa de

acumulacgdo de PHA. Pelo fato da biomassa nos ensaios de acumulagdo ndo passar por periodos
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de famine, ou seja, sempre h& disponibilidade de substrato, foi desconsiderada as parcelas
referentes ao consumo de PHA tanto na velocidade de acumulacdo de PHA (Equagéo 4.11),
como na velocidade de crescimento de biomassa ativa (Equacéo 4.10). As Equacdes 4.8 e 4.9
ndo foram alteradas. Varios estudos disponiveis na literatura relataram uma diminuigéo na taxa
de acimulo de PHA com o aumento do contedo intracelular de PHA. Assim, os modelos
disponiveis para o estdgio de acumulacdo de PHA em reatores de batelada alimentada
geralmente descrevem a producdo de PHA nesses sistemas sendo inibida pelo conteddo
intracelular de PHA (JOHNSON; KLEEREBEZEM; VAN LOOSDRECHT, 2009; TAMIS et
al., 2014a; WERKER et al., 2022). Essa inibicdo é usualmente dependente do contetdo
intracelular méaximo de PHA da biomassa (fpiia) € de uma constante de inibicdo, usualmente
representada pela letra grega alfa (o). Entretanto, a constante a tende a variar significativamente
sob condigdes experimentais similares, tornando sua aplicacéo inviavel (TAMIS et al., 2014a).
Portanto, no presente trabalho, foi escolhido ndo utilizar esse termo de inibig&o e considerar a
producdo de PHA um processo dependente somente do consumo de substrato. Uma tendéncia
similar também foi relatada para o consumo de substrato nestes sistemas, entretanto, a inibicdo
é causada pela alta concentracdo de substrato e pode ser modelada utilizando um modelo
cinético de consumo de substrato com inibicdo (WERKER et al., 2022). No presente trabalho,
tanto a producdo de PHA quanto o consumo de substrato no modelo de acumulacdo foram
modelados sem considerar fatores de inibi¢do. Além disso, devido as condicGes de inibicao do
crescimento celular normalmente utilizadas nas corridas de acumulacdo, o crescimento de
biomassa ativa é desconsiderado nos modelos de acumulagdo. Porém, crescimento foi
observado em todas as corridas de acumulacdo e, portanto, considerada no modelo de
acumulacdo.

A concentragdo de substratos (CH.org € Cpqor), biomassa ativa (Cxa) € PHA (Cpha) pelo
tempo foram calculados pelas Equacdes 4.8-11, respectivamente.

Assim como no modelo de selecdo, uma calibracao preliminar foi realizada para todas
as condicdes dos ensaios de acumulagdo e o melhor ajuste foi obtido para a condicdo
operacional I. Portanto, os dados experimentais da condic¢ao operacional | foram utilizados para
calibracdo e otimizacdo dos parametros livres para, posteriormente, serem utilizados para
validacdo direta das condicOes operacionais 11, 111 e 1V. O contetdo intracelular de PHA ao

final dos ensaios de acumulacéo foi calculado segundo a Equagéo 4.21:

Cpra (4.12)

froa=7—""F"7++—
Cpua + Cx,
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Em que: fpya € 0 conteddo intracelular de PHA ao final do ensaio de acumulagdo

[gPHA gVSS™']; Cpua € Cx, S0 as concentragdes de PHA e biomassa ativa ao final do ensaio

de acumulacdo [gPHA L1, gVSS L™1];
43  ESTIMACAO DOS PARAMETROS LIVRES

Os parametros livres dos modelos foram estimados pelo método de minimizagédo de
Box-Draper seguido de otimizacdo pelo método de Monte Carlo com Cadeia de Markov
(MCMC), de acordo com Couto et al. (2019). O método de Box-Draper determina os valores
dos pardmetros através da minimizagdo do determinante da matriz de Box-Draper (BROWN;
MAC BERTHOUEX, 2002). A matriz de Box-Draper para os modelos foi construida da

seguinte maneira:

A a b c

) a B f g
min|z| = }
b f C |

c g j D

Onde:

A = Z(CH-OTgobs - CH-Orgmod)Z;

a =Y (Crorgops = CHorgmoa)  (Criiagns = CPHAmoa):
b =3 (Chorgars — Chorgmod) * (Cogoryp, = €00y )’
¢ = 5(Ct0rg0ps = C0ramo) " (Craons = Chamon):

B = %(Connyy, — Crnanng) ;

f =Y (Crttnm — Critanoa)* (Coa0ry, = Coaorpy )

9 =3 (Cottagss = Cottamoa) * (Crany, = Cxapog)

B = % (Co001yp, = Cot0ry)

g = Z(CDQOTObS - CDQOrmod) ' (CXaobs - CXamod);

B =X (CXaobs - CXamod)Z;
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Em que Cy.org: Cpuas Cx,. Cpgo, S30 as concentracdes em g DQO-L™ dos &cidos
organicos, polihidroxialcanoatos, biomassa ativa e DQO,., respectivamente para os dados
experimentais (obs) e para os valores simulados (mod).

O método MCMC assegura que os parametros estimados pelo método de Box-Draper
ndo representem um minimo local. E um método baseado no teorema de Bayes e foi
implementado utilizando o algoritmo Delayed Rejection Adaptative Metropolis (DRAM)
(HAARIO et al., 2006). O método MCMC cria um caminho aleatorio dentro de um espaco,
chamado de Cadeia de Markov (8), e em seguida varia esse caminho por tempo suficiente para
gue se atinja a convergéncia para uma distribuicdo estacionaria m(6|D) de interesse do
problema. O estado atual da cadeia 6 depende apenas do estado anterior 6,,_;, mesmo que se
tenha informac6es sobre todos os estados anteriores. Dessa maneira, 0 MCMC é chamado de
estocastico e é representado pela Equacdo 3.8 (COUTO et al., 2019; MESA et al., 2016; QIAN;
STOW; BORSUK, 2003). Para se obter uma distribuicdo de equilibrio Gnica, a Cadeia de
Markov necessita ter as seguintes caracteristicas: ser homogénea, irredutivel e aperiddica.

Portanto o processo deve atender a seguinte equacao de balanco (MESA et al., 2016):

P(i = p;(6|D) = P(j = D)p;(6|D) (4.13)

A convergéncia da Cadeia de Markov foi avaliada pelo teste estatistico de Geweke que
compara a localizagdo dos pardmetros amostrados em dois intervalos de tempo diferentes da
cadeia. Se as médias dos parametros sdo similares entre elas, pode-se assumir que duas partes
diferentes da cadeia tém localizacGes semelhantes no espaco de estados e, portanto, supde-se
que as duas amostras provém da mesma distribuicdo (SAHLIN, 2011). Quanto mais préximo
de 1, melhor é a convergéncia da Cadeia de Markov. De acordo com a Figura 6, quando a cadeia
ndo converge devemos aumentar o numero de iteracdes e calcular novamente o MCMC. No
entanto, ha casos em que o0 aumento do numero de iteracdes provoca uma divergéncia da cadeia,
0 que significa que o modelo ndo descreve corretamente os dados experimentais. Nesse caso,
devemos reformular as hipoteses e modificar o0 modelo. Dessa maneira, € necessario estimar
novamente os parametros livres pelos métodos de minimizacgdo e otimizacéo, até que se atinja
a convergéncia da cadeia.

O método MCMC também fornece a média dos parametros gerados na cadeia, seus
desvios padrdes e o erro associado ao método. Alem disso, a incerteza da previsdo do modelo

foi calculada com 50%, 90%, 95% e 99% de confianca.
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A fim de aumentar a precisdo dos parametros livres determinados, foi realizada uma
andlise de sensibilidade local em relacdo a pardmetros e varidveis. Esta técnica foi realizada
para determinar quais parametros tém maior influéncia sobre as variaveis de saida dos modelos.
Para fazer isso, os modelos foram calibrados e os valores dos parametros foram estimados. A
partir destes valores, o metodo de analise de sensibilidade calcula os valores de saida das
variaveis ao longo do tempo submetidas uma perturbagdo nos pardmetros previamente
estimados. Para tornar os resultados comparaveis, 0 método leva em conta a influéncia das
variaveis e parametros, normalizando os resultados, de acordo com a Equacéo 3.9 (COUTO et
al., 2020). Os resultados da analise de sensibilidade podem ser representados por graficos das
variaveis ao longo do tempo, onde a &rea sob a curva (calculada por métodos de integracéo)
para cada parametro indica a sensibilidade atribuida a ele. Assim, os parametros menos
sensiveis, ou seja, aqueles com uma area menor, podem ser fixados utilizando valores da
literatura o que diminui 0 nimero de parametros livres no modelo e, consequentemente,

aumenta a confiabilidade dos resultados do modelo.
4.4 IMPLEMENTACAO DOS MODELOS

Os modelos e os codigos para os métodos aplicados foram implementados no software
Matlab R2015a. Todos os codigos estdo disponiveis no Apéndice. O conjunto de equacdes
diferenciais ordinarias (EDO) foi resolvido utilizando o comando odel5s. A minimizagdo do
determinante da matriz de Box-Draper foi realizada aplicando o comando fminsearch. O solver
fminsearch é um algoritmo para encontrar o valor minimo de uma funcdo sem restricdes aos
parametros. Ele incorpora em sua base de calculos o algoritmo simplex de Nelder-Mead
(LAGARIAS et al., 1998). A implementacdo do fminsearch é realizada usando a seguinte
sintaxe (MATHWORKS, [s.d.]):

x = fminsearch(fun, x0)
Em que: x pode ser um vetor ou uma matriz; fun € a funcdo descrita pelo modelo; x0 é o ponto

inicial do solver.

O método MCMC foi implementado com base nos codigos disponiveis em Laine
(2017). As incertezas das previsdes dos modelos foram calculadas usando o comando

mcmcepred.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 MODELO DE SELECAO
5.1.1 Analise de sensibilidade para o modelo de selecdo

Ap0ds a implementacdo do modelo de selecdo no MatLab, uma andlise de sensibilidade
local relativa a parametros e varidveis foi realizada para redugdo do namero de parametros livres
a serem determinados. Para simplificar os resultados a area sob cada curva de sensibilidade foi
calculada. Os resultados estdo apresentados na Tabela 6. A partir da analise dos resultados
conclui-se que os parametros qp'Grg. Kpna» Apgo.. Yewas/morg € Yx,/pwa E€XErcem mais
influéncia nas varidveis de saida do modelo (valores em negrito) e devem ser determinados por
calibracdo do modelo com dados experimentais. Também pode ser verificado que os parametros

Yx./pgo, Ku.org € Kpgo, €xercem menos influéncia nas variaveis de saida do modelo. Marang,

Van Loosdrecht e Kleerebezem (2015) realizaram uma anélise de sensibilidade dos parametros
de um modelo de um SBR e observaram que as constantes de meia saturacdo também exerceram
pouca influéncia nas saidas dos modelos. Portanto, foram assumidos valores encontrados na

literatura para estes parametros (Yx_,pqo, Ku.org € Kpgo,), apresentados na

Tabela 7. Nao foi possivel encontrar valores especificos para estes parametros para
vinhaca de cana-de-acgUcar acidificada. Dessa maneira, foram utilizados valores estimados no
trabalho de Tamis et al. (2014b), pelo fato de terem sido estimados e/ou fixados a partir do
mesmo modelo (TAMIS et al., 2014a). Além disso, Tamis et al. (2014b) utilizaram efluente de
uma fabrica de doces que ap06s o processo de acidificagdo apresentou em sua composi¢ao 0s
mesmos acidos organicos encontrados na vinhaca de cana-de-agucar acidificada utilizada neste
trabalho e também uma relacio DQO./H.Org semelhante, de 0,64 gDQOw.org-gDQOS™,
enquanto que a vinhacga acidificada utilizada neste trabalho possui uma relagdo de 0,72
gDQOH.0rg-gDQOs™. A realizacio da analise de sensibilidade relativa local permitiu reduzir o

numero de parametros livres do modelo de selecdo de oito para cinco.
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Tabela 6 — Resultados numéricos da andlise de sensibilidade relativa local para pardmetros e
varidveis para o modelo de selecdo. Os valores em negrito representam o0s parametros mais
influentes que foram calibrados e otimizados pelo método MCMC.

o Parametros
Variaveis

q}qn.g}rcg kpra CIzTQagr Youwa/norg Yx,pHa Yxy/pgo, Khorg Kpgo,

Ch.org 7,632 0,059 0,020 0,014 0,060 0,020 1,298 3,664x10°

Cpua 0,071 5,178 0,000 6,436 0,000 0,000 0,020 1,122 x10°

Cpoo, 0,010 0,307 2,082 0,199 0,401 0,120 0,002 0,004
Cx 0,035 1,269 0,612 0,970 1,860 0,612 0,001 0,001

a

Fonte: elaborado pelo autor.

Siglas:  Cyorg(concentragdo de acidos organicos), Cpya(concentragdo de  polihidroxialcanoatos),
Cpoor (concentracao de substrato residual), Cy, (concentracdo de biomassa ativa), g6y, (velocidade maxima de
consumo de H.Org), kpy,4 (constante de degradagdo de PHA), 555, (velocidade maxima de consumo de substrato
residual), Yoy 4/m.0rg (rendimento de PHA referente a H.Org), Yy _,pu4 (rendimento de biomassa ativa referente a
PHA), Yx_/poor (rendimento de biomassa ativa referente a substrato residual), Ky o4 (cOnstante de meia saturagéo
de H.Org), Kpqor (constante de meia saturagéo de substrato residual).

Tabela 7 -Parametros extraidos da literatura.

Parametro Referéncia
Ku.0rg[gDQO.L7"] 0,05
Kpoo,[gDQO.L™1] 0,05 (TAMIS et al., 2014b)
Yx,/pgo,.[gDQ0.gDQO™1] 0,39

Fonte: elaborado pelo autor.

Siglas: DQO (demanda quimica de oxigénio), KH.Org (parametro de meia saturacao de acidos organicos), KDQOT
(parémetro de meia saturacdo de substrato residual); L (litro).

5.1.2 Calibragdo do modelo de selecdo

O modelo de selecao foi calibrado com dados experimentais da condicdo operacional Il.
Primeiro os parametros foram minimizados usando o método de Box-Draper e usados como
valores iniciais para otimizagdo com MCMC. As simulagdes com o0 MCMC foram realizadas
com 1000, 5000, 20000 e 50000 iteracOes até que uma convergéncia satisfatoria da cadeia fosse
alcancada. A Tabela 8 apresenta os resultados dos parametros otimizados pelo método MCMC
para 50000 iteracgdes, seus respectivos desvios padréo, o erro associado ao MCMC e o valor do
teste estatistico de Geweke. Os resultados revelam a robustez do método de otimizacdo de
parametros, indicada por valores proximos a 1.00 (>0.99) do teste de Geweke e pelos baixos

valores dos desvios padrdo e erro associado ao MCMC. Além disso estes resultados estdo
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relacionados a uma baixa disperséo dos dados simulados e denotam a estabilidade da cadeia de
Markov gerada. A Figura 7 apresenta o ajuste entre os dados simulados pelo modelo de selecéo
e os dados experimentais da condicdo operacional Il. O modelo de selecdo foi capaz de
descrever adequadamente a evolucao dos substratos e produtos no SBR. A incerteza do modelo
de selecgdo foi calculada a partir dos valores gerados pelo MCMC para cada variavel de estado.
A Figura 8 apresenta 50%, 90%, 95% e 99% de probabilidade de predi¢do do modelo de selecéo
devido as incertezas dos parametros da Cadeia de Markov.

A Tabela 8 também apresenta valores dos parametros da literatura derivados de modelos
cinéticos similares. As diferencas obtidas nos parametros estimados neste trabalho, comparado
com aqueles obtidos por Tamis et al. (2014b) e por Tamis et al. (2018), estdo relacionadas com
0 uso de diferentes substratos os quais possuem diferentes caracteristicas fisico-quimicas,
comparado com a vinhaca acidificada utilizada neste trabalho. Isso resulta na selecdo de
consércios microbianos diferentes possuindo diferentes velocidades de conversdao (HUANG et
al., 2020). Além disso, ambos os trabalhos foram realizados em SBR em escala piloto. O valor
obtido para qpgg, foi notadamente menor que aqueles encontrados por Tamis et al. (2014b) e
por Tamis et al. (2018). Uma baixa velocidade de converséo de substrato residual sugere que o
consorcio selecionado teve uma preferéncia de consumo de substratos diretamente relacionados
com a rota metabdlica de producéo de sintese de PHA, i.e. acidos organicos, indicando que as
condicBes impostas no reator favoreceram espécies produtoras de PHA (TAMIS et al., 2014a).
O que é reforcado pelo fato do consumo de DQO, representar apenas 12,2% da DQO total
consumida, resultante das baixas velocidades de consumo.

O Yx/pua de 0.85 gDQOx gDQOg4 foi ligeiramente maior que aqueles encontrados na
literatura, o que indica que a biomassa selecionada direcionou grande parte do PHA armazenado
durante a fase de feast para crescimento durante a fase de famine. Na verdade, crescimento de
biomassa na fase de famine foi responsavel por aproximadamente 70% do crescimento de
biomassa observado durante o ciclo. Matos et al. (2021) reportaram um Yy, pys de 0.75
gDQO0y gDQOp4 para uma cultura em um SBR alimentado com residuo de fruta acidificado
submetido a fornecimento desacoplado de carbono e nitrogénio a uma DQO,/N de 33.4, SRT
de 2d e uma COV de 6 gDQO,L~1d~1. A constante de degradagdo de PHA (kpy,) Obtida neste
trabalho foi menor que aquelas encontradas na literatura. Segundo Tamis et al. (2014a), o valor
de kpya € influenciado pela temperatura do reator, pelo SRT do sistema, pela concentracéo
inicial de biomassa, pelo teor intracelular de PHA e pelo tempo da fase de famine. No geral,

Kpua aumenta com tempos de ciclos e temperaturas menores. O valor da constante de
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degradacédo de PHA (kppya) obtida neste trabalho foi menor, quando comparado com os valores
obtidos por Tamis et al. (2014b) e Tamis et al. (2018), apesar de ter sido realizada sob o tempo
de ciclo menor (oito horas) e faixa de temperatura igual. Portanto, pode-se esperar valores
préximos ou até mesmo maiores que aqueles estimados por Tamis et al. (2014b) e Tamis et al.
(2018), o que ndo foi observado neste trabalho. O rendimento de PHA em acidos organicos
estimado neste trabalho, Ypya/m.0org d€ 0.50 gDQOpyA gDQOﬁ_IOrg esta de acordo com aqueles
encontrados na literatura para modelos similares, apesar das diferentes condi¢cdes operacionais
adotadas (TAMIS et al., 20144, 2018). Em estudos que adotaram a estratégia de fornecimento

desacoplado de carbono e nitrogénio, Silva et al. (2017) reportaram Ypya /n.org de 0.41
gDQO0pyA gDQOﬁbrg para um SBR com uma relacdo COD;/N de 33.4 e alimentado com uma
mistura sintética de acidos acético e propionico. Matos et al. (2021) reportaram um Ypya /1.0rg
de 0.62 gDQOpya gDQO;I_lOrg para um SBR com uma rela¢do COD, /N de 33.4 alimentado com

residuo fermentado de frutas.

Tabela 8 - Pardmetros livres otimizados pela MCMC para 50.000 iteracGes para 0 modelo de
selecdo, assim como as informacdes estatisticas do método e resultados para 0s respectivos
parametros presentes na literatura.

ParAmetro Valor Desvio Erro Testede  Tamisetal. Tamisetal.
calibrado padrio MCMC  Geweke (2014b)" (2018)f
dHorg 1,802 0,20 0,0036 0,997 1,97 5,49
Ypuasmorg 0,50 0,03 0,0006 0,996 0,62 0,67
4060, 0,03°¢ 0,01 0,0001 0,998 0,35 0,25
Kppia 0,13¢ 0,01 0,0002 0,990 0,21 0,21
Yx./pHa 0,86° 0,11 0,0023 0,997 0,70 0,63

Fonte: elaborado pelo autor.

[gDQ0y org gPQOKE B™11.°[gDQ0py4 gDQ0 g1 TgDQO, gDQOZE. K112 [gDQO, gDQOK," h7Y.

°[gDQO0xq gDQOFi4]-
fCalculado usando os fatores de conversio de 1,67 gDQO-gPHA™ e 1,42 gDQO-gX™*

Siglas: qj'6y4 (velocidade maxima de consumo de H.Org), Ypya/m.0rg (rendimento de PHA referente a H.Org),

dpgor (velocidade maxima de consumo de substrato residual), kpy 4 (constante de degradacdo de PHA), Yy /pua

(rendimento de biomassa ativa referente a PHA).

De Oliveira et al. (2019) avaliaram a selecdo de culturas produtoras de PHA em um
SBR alimentado com vinhaca de cana-de-acucar acidificada sujeito a aumentos sucessivos da

COV e sem suplementacdo externa de nitrogénio. A vinhaca acidificada utilizada no
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mencionado trabalho apresentou caracteristicas bem diferentes da vinhaga utilizada neste
trabalho tais como, uma menor DQOg/H.Org (41) e maior DQO./N (335). Os autores
observaram um aumento NO Ypya/u.org COM 0 aumento da COV, que alcangou Um Ypya /H.org
de 0.73 gDQOpya g8DQO05 oy Para uma COV de 7.0 gDQOL™*d™". Para uma COV de 4.5
gDQO.L~1d™1, similar a aplicada neste trabalho, o Ypua/u.org Feportado por De Oliveira et al.
(2019) foi significativamente maior (0.76 gDQOpga gDQOﬁ_l()rg) que o valor otimizado para
condicdo Il deste trabalho. Valores similares aqueles otimizados neste trabalho foram
reportados para uma COV de 2.3 gDQO,L™'d™" (0.44 gDQOpya 8DQOK o,)- No geral, os
parametros otimizados para o SBR estdo em acordo com a literatura e foram usados para
validacao direta com os dados experimentais das demais condi¢fes experimentais.

Figura 7 — Caracterizacdo detalhada de um ciclo representativo do SBR de selecao da condicéao
operacional 1l incluindo os resultados simulados pelo modelo e dados experimentais.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: linhas pontilhadas representam resultados simulados ap6s otimiza¢do com 0 MCMC para H.Org (verde),
PHA (azul), DQOs (vermelho) e X. (preto); marcadores representam os dados experimentais de um ciclo

representativo do SBR da condigao operacional 11 para H.Org (-7), PHA (x), DQO:s (A) & Xa (0).
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Figura 8 - Previsdo da incerteza do modelo de selecéo para cada variavel de estado com 50%, 90%, 95% e 99% de confianca. A linha continua
representa os resultados modelados e os quadrados representam os dados experimentais.
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5.1.3 Validagéo direta do modelo de selegéo

A fim de avaliar a capacidade de generalizacdo e previsdo do modelo de selecéo, foi
realizada uma validacgéo direta com dados experimentais das condi¢c6es operacionais I, 11 e V.
Assim, foram utilizados os parametros otimizados pelo MCMC durante a calibracdo do modelo
de selecdo. A Figura 9(a-c) apresenta os resultados obtidos com a validagcdo direta. Os
resultados indicam que os parametros do modelo foram capazes de descrever adequadamente o
comportamento dos dados experimentais para as condi¢fes operacionais | e I11, demonstrando
a aplicabilidade e robustez do método de otimizacdo quando a suplementacao de nitrogénio foi
utilizada. Entretanto, para a condi¢do operacional 1V, na qual ndo houve suplementacéo de
nitrogénio, o modelo n&o foi capaz de descrever adequadamente o comportamento do sistema.
A falta de suplementacdo de nitrogénio afetou diretamente a cinética do consércio microbiano
selecionado. Este resultado é esperado, ja que a concentracdao de nitrogénio é um fator-chave
para 0s microrganismos em um processo de feast-famine, impactando seu metabolismo e,
consequentemente, seu comportamento cinético (JOHNSON; KLEEREBEZEM; VAN
LOOSDRECHT, 2010a). Oliveira et al. (2018) e Silva et al. (2017) relataram uma diminuicéao
progressiva na taxa de consumo de H.Org e na taxa especifica de armazenamento de PHA
quando a suplementacéo de nutrientes em um SBR submetido ao processo de feast-famine e a
fornecimento desacoplado de carbono e nitrogénio foi reduzida. Em comparagcdo com as
condigdes operacionais I, 11 e 111, a taxa de consumo de acidos organicos diminuiu na condicéo
operacional 1V, prolongando a fase de feast e impactando a producéo de PHA e o crescimento
da biomassa. Por outro lado, nas condicdes I e 111, o consumo de H.Org foi descrito com bastante
precisdo, como pode ser visto na Figura 9a-b. Os resultados simulados previram o tempo da
fase da feast/tempo da fase da famine (F/F) para as condicdes I, Il e 11l em valores muito
préximos aos observados nos experimentos. Para a condicao Il, o modelo de selecdo previu
uma relacdo F/F de 0,05, com aquela observada experimentalmente que foi de 0,07+0,03. Para
a condicdo I, o valor F/F previsto foi 0,05 e o observado foi 0,05+0,02, e para a condicdo Ill, a
simulacdo previu um valor de 0,08 e 0 observado foi 0,11+0,02. O rendimento do PHA também
foi afetado negativamente na condicdo 1V, e consequentemente, os dados simulados ndo foram
capazes de descrever com precisdo a producdo e a degradacdo do PHA. Além disso, estes
resultados também indicam que a presenca de nitrogénio € um fator importante para a
degradacdo de PHA durante a fase de famine, e consequentemente, para 0 crescimento da

biomassa a partir de PHA, pois a taxa de degradacdo de PHA foi diretamente afetada na
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condicédo operacional V. Baixas velocidade de degradacao de PHA na fase de famine também
foram observados por De Oliveira et al. (2019) em um SBR alimentado com vinhaca acidificada
de cana de aclcar sem suplementacdo nutricional. A producdo de biomassa ativa foi
adequadamente descrita para as condicdes I e Ill, indicando que tanto a utilizagdo do PHA
armazenado quanto de substrato residual para a producdo de biomassa ativa ndo foram
significativamente diferentes nas condi¢Ges nas quais a suplementagdo de nutrientes foi
utilizada. Para a condicéo 1V, a producéo de biomassa ativa foi afetada negativamente pela falta
de suplementacéo de nitrogénio. Isto era esperado, pois o nitrogénio é um fator importante para
a producdo de biomassa. Portanto, 0 modelo de acumulagéo ndo foi capaz de prever a producéo
de biomassa na condicéo operacional V.

Para avaliar o impacto da falta de suplementacéo de nitrogénio nos parametros cinéticos
da biomassa selecionada na condicdo operacional 1V do SBR, o modelo de selecdo foi calibrado
com dados experimentais da condigdo operacional 1V. A simulagéo foi realizada com 50.000
iteracOes e apresentou boa convergéncia da cadeia e baixos valores de desvio padréo e erro
(Tabela 9). O modelo foi capaz de descrever adequadamente o comportamento de substratos e
produtos do SBR na condic¢do operacional V. Como esperado, 0s parametros otimizados pelo
MCMC para a condigdo operacional IV foram muito diferentes daqueles otimizados para a

condigdo operacional 11, exceto para qpgo, que apresentou valores similares. Os parametros
dH.0rg: YPHA/H.Org: € Kpya apresentaram uma variagdo maior em comparagdo com a condigdo

operacional 11, o que destaca o impacto que a suplementacédo de nitrogénio teve na conversao

de H.Org para PHA e na subsequente degradacdo durante o estagio de selecéo.

Tabela 9 — Parametros livres otimizados pelo MCMC para o0 modelo de sele¢do na condicédo
operacional 1V do SBR.

Parametro Valor calibrado  Desvio padrdo  Erro MCMC  Teste de Geweke
A org 0.3829 0.0099 0.00025 0.99651
Yot H.0rg 0.3642 0.0153 0.00035 0.99586
4546, 0.0186 0.0037 0.00013 0.99370
kpra 0.0329 0.0039 0.00014 0.98680
Yx,/pHa 0.7739 0.1437 0.00385 0.97474

Fonte: elaborado pelo autor.
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(c)

Figura 9 - Validagéo direta do modelo de selecdo. Figura (a): fase operacional I — DQO/N 15; Figura (b): fase operacional 111 — DQO/N 40;

Figura (c): fase operacional IV — DQO/N 80.
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5.2 MODELO DE ACUMULAC;AO
5.2.1 Andlise de sensibilidade para o modelo de acumulagéo

Foi realizada uma anélise de sensibilidade relativa local para determinar a influéncia de
cada parametro do modelo de acumulacao sobre as varidveis de saida (Tabela 10). Os resultados
indicam que 0s parametros q 6y, Apqo, aNd YpHa,/H.org €X€rcem a maior influéncia sobre as
variaveis de saida (valores em negrito) do modelo de acumulagdo. Portanto, estes parametros
devem ser determinados por calibracdo com dados experimentais. Assim como para 0 modelo
de selecdo, os parametros Yy pqo,, Kn.org € Kpgo, €xercem menos influéncia. Os valores
utilizados foram os apresentados na Tabela 7. Portanto, o numero de parametros livres foi

reduzido de seis para trés.

Tabela 10 - Resultados numéricos da analise de sensibilidade relativa local para parametros e
variaveis para 0 modelo de acumulacdo. Os valores em negrito representam os parametros mais
influentes que foram calibrados e otimizados pelo método MCMC.

Parametros
Variaveis — —
Au.0rg dpgo, Ypha/u.org YXa/DQOr Ky.org Kpgo,
Ch.org 7.852 0.213 0.000 0.213 0.845 0.007
Cpua 0.494 0.001 6.347 0.013 0.052 4.504x10*
Cpoo, 5.133 x10™® 1.312 0.000 0.030 3.320x10° 0.043
Cx, 1.037 x10° 0.265 0.000 0.266 6.708x10 0.008

Fonte: elaborado pelo autor.

Siglas: g1y, (velocidade maxima de consumo de H.Org), Ypya/m.0rg (rendimento de PHA referente a H.Org),
dpgor (velocidade maxima de consumo de substrato residual), Yy /pqo, (rendimento de biomassa ativa referente
a substrato residual).

5.2.2 Calibragdo do modelo de acumulagdo

O modelo de acumulacdo foi calibrado com dados experimentais da condicdo
operacional I, ou seja, a biomassa usada para acumulacao foi coletada do SBR (fim da fase de
feast) durante a condigdo operacional I. Primeiro, os pardmetros livres do modelo de

acumulagdo foram estimados pelo Box-Draper e pelo método de otimizacdo MCMC. As
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simulacbes MCMC foram realizadas para 500, 1.000, 5.000 e 10.000 iteracdes até que a
convergéncia da cadeia chegasse a um resultado satisfatorio. Os resultados obtidos apds 10.000
iteracbes do MCMC para o modelo de acumulacdo sdo apresentados na Tabela 11. Os
resultados demonstram a robustez do método de otimizacdo que atingiu valores baixos de
desvio padrdo e erro associado ao méetodo. Além disso, todos os pardmetros obtiveram uma
convergéncia superior a 99% para o teste Geweke e uma baixa disperséo da cadeia. Figura 10
apresenta os dados experimentais para a condicao operacional 1 do estagio de acumulacdo e 0s
valores simulados pelo modelo de acumulacéo. A Figura 11, mostra a incerteza do modelo de
acumulacdo para cada variavel de estado com 50%, 90%, 95% e 99% de confianca.

Tabela 11 - Parametros livres otimizados pela MCMC para 10.000 iteragdes para o modelo de
acumulacdo, assim como as informacdes estatisticas do método e resultados para os respectivos
parametros presentes na literatura.

A Valor Desvio Erro Testede  Tamisetal. Tamis etal.
Parametro )
calibrado padrdo MCMC Geweke (2014b)°" (2014b)®&9
q1 org 0.61 0.005 0.00015 0.999 1.55 0.98
Yona/m.org 0.71 0.004 0.00012 0.999 0.83 -
4pgo, 0.10 0.001 0.00002 0.998 0.28 0.14

Fonte: Elaboragdo do autor.

a[gDQOH.Org gDQOJ?; h_l]; b[gDQOPHA gDQOI;})rg];C[gDQOr gDQO;&. h~1; d[gDQOXa gDQO,Tl]
¢ Calculado usando os fatores de conversdo de 1,67 gDQO-gPHA! e 1,42 gDQO-gX*

fexperimentos realizados em escala laboratorial; 9 experimentos realizados em escala piloto.

Siglas: g1y, (velocidade maxima de consumo de H.Org), Ypya/m.0rg (rendimento de PHA referente a H.Org),
dpgor (velocidade maxima de consumo de substrato residual), Yy /pqo, (rendimento de biomassa ativa referente
a substrato residual).

Os resultados obtidos para os parametros livres do modelo de acumulagédo sdo da mesma
ordem de grandeza que os resultados apresentados por Tamis et. al. (2014a) (Tabela 11). O
dH.org aPresentou valores inferiores, em comparagdo com os resultados obtidos no modelo de
selecdo neste trabalho. Esta diminuicdo na taxa de consumo entre os estagios de enriquecimento
e acumulacdo também foi observada por Jiang et al. (2011), que sugeriram que altas
concentracdes iniciais do substrato durante a acumulacdo podem agir como um inibidor,

diminuindo a taxa de consumo do substrato. O Ypya/uorg Obtido neste trabalho (0.71
gDQO0pyA gDQOﬁ_lOrg) é inferior ao obtido por Tamis et al. (2014a) (Tabela 11), porém o valor

de 0.83 gDQOppa gDQO;LlOrg foi obtido em experimentos usando acetato como 0 Unico
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substrato, ou seja sem outros interferentes que pudessem diminuir a producdo de PHA,
indicando que a biomassa selecionada neste trabalho tem uma alta capacidade para converter
H.Org em PHA . Em comparagéo com o valor otimizado para o modelo de selegdo, 0 Ypya/mn.0rg
para 0 modelo de acumulagéo foi significativamente maior. Isto pode estar relacionado com a
maior concentracdo de nitrogénio a que a biomassa esta exposta no SBR. A alimentacédo
desacoplada de carbono e nitrogénio visa dissociar 0 crescimento da biomassa da
disponibilidade de substrato para que menos substrato possa ser utilizado para o crescimento
durante a fase de feast (OLIVEIRA et al., 2017). Na condicdo operacional Il, ao final do ciclo,
0 nitrogénio ndo foi totalmente consumido e estava disponivel no inicio do ciclo subsequente
(dados ndo mostrados). Portanto, durante a fase de feast, o nitrogénio estava presente e 0s acidos
organicos poderiam ser utilizados para crescimento, 0 que causaria uma diminui¢do no
Ypua/uorg- D€ fato, crescimento de biomassa foi observado na fase de feast da condigao
operacional 11 do SBR. Outro fator que pode ter contribuido para 0 Ypya/u.org Mais alto obtido
no modelo de acumulacdo é o fato de que a biomassa foi exposta a concentragdes
significativamente maiores de substrato nos experimentos de acumulacdo. Uma maior
disponibilidade do substrato e condi¢Ges de limitacdo de nitrogénio (sem suplementacdo de
nutrientes) podem ter favorecido o metabolismo do consércio para a producdo de PHA em

detrimento a crescimento na condicdo operacional | das corridas de acumulagdo. O q¢ép,

estimado para o modelo de acumulacéo foi ligeiramente superior em compara¢do com o valor

estimado para 0 modelo de selegdo (Tabela 8). Este aumento em q¢dp, poderia causar uma

maior producdo de biomassa ativa durante a acumulacdo, 0 que teria impacto no fpya,.
Entretanto, a biomassa ativa no reator aumentou em 37,62% na condicdo I, que é o menor
crescimento observado entre as condi¢Bes operacionais avaliadas, e 0 fpys alcancado foi de
0.65 gPHA gSSV~1, que foi o fpy, mais alto observado. Estes resultados indicam que as
condicdes impostas no reator de selecdo (DQO,/N de 15) favoreceram a producdo de PHA no

reator de acumulacéo.
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Figura 10 - — Caracterizacdo detalhada de uma corrida de acumulagdo em reator de batelada
alimentada com biomassa coletada durante o periodo de estabilidade operacional da condicao

I, incluindo os resultados simulados pelo modelo e dados experimentais.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: linhas pontilhadas representam resultados simulados ap6s otimiza¢do com o MCMC para H.Org (verde),
PHA (azul), DQOs (vermelho) e X, (preto); marcadores representam os dados experimentais de uma corrida de

acumulag&o com biomassa da condig&o operacional | para H.Org (), PHA (%), DQOs (A) & Xa (0).
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Figura 11 - Previsdo da incerteza do modelo de acumulagédo para cada variavel de estado com 50%, 90%, 95% e 99% de confianca. A linha continua
representa os resultados modelados e os quadrados representam os dados experimentais.
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5.2.3 Validacao direta do modelo de acumulagéo

A validacédo direta do modelo de acumulacéo foi realizada com dados experimentais das
condicdes operacionais I, Il e IV (Figura 12(a-c), respectivamente). Para isso, foram utilizados
os valores dos parametros otimizados para a condi¢do operacional | (Tabela 11). Os parametros
otimizados para a condic¢ao operacional | ndo descreveram com preciséo os dados experimentais
para as outras condicdes. A taxa de consumo de substrato foi afetada negativamente nas
condicdes Il e 1V, enquanto na condicéo I, a taxa de consumo foi maior em comparagdo com
a condicdo operacional I. Para todas as condicGes, a producdo de PHA foi superestimada
enquanto a taxa de crescimento da biomassa foi subestimada. Este resultado sugere que o
metabolismo da biomassa selecionada mudou, e foi direcionado para crescimento,
consequentemente diminuindo a producdo de PHA. Devido a este comportamento diferente
para todas as condi¢cdes operacionais, 0 modelo de acumulacdo foi melhorado com uma nova

consideracgdo em sua estrutura, conforme descrito na se¢ao seguinte.
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Figura 12 - Validacdo direta do modelo de acumulag&o. Figura (a): fase operacional 11; Figura (b): fase operacional I11; Figura (c): fase operacional
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2.4 Melhorias no modelo de acumulagéo para descrever as condi¢Ges operacionais 11,
llelV.

De acordo com os resultados obtidos para a validagédo direta do modelo de acumulagéo
(Figura 12(a-c)), 0 Ypya/u.org fOi menor para as condigdes operacionais Il, 11l e IV, pois a
producdo de PHA foi superestimada para estas condic¢des. Levando em conta que no modelo de
acumulacdo, o PHA sé pode ser produzido a partir de acidos organicos, pode-se inferir que
parte dos &cidos organicos consumidos foi direcionada para outra via metabolica. Ao mesmo
tempo, foi observado que a concentragdo de biomassa foi subestimada em todas as condic¢des
avaliadas. Assim, foi levantada a hipotese de que os &cidos organicos também poderiam ser
utilizados como substrato para a producdo direta de biomassa, em vez de apenas para a producao
de PHA. Portanto, o0 modelo cinético de acumula¢do foi modificado considerando que a
biomassa ativa pode utilizar tanto DQOTr quanto H.Org para o crescimento. Uma contribuicdo
do consumo de acidos organicos foi adicionada na equacéo da taxa de crescimento de biomassa
(Equacdo 13). Portanto, a nova equacdo é governada por um parametro de producdo de
biomassa ativa em acidos organicos (Yx, u.org)- Assim, a melhoria do modelo de acumulagéo é

representada pelas Equacdes 4.4-6 e 5.13.

1 = Yx/pQo,dpqo, + Yx/H.orgdHorg (5.13)

Como o comportamento observado durante as corridas de acumulagao para as condicfes
operacionais foi divergente entre si, foi decidido calibrar o modelo de acumulagdo melhorado
para todas as condicGes operacionais individualmente para validar a hipotese levantada.
Portanto, 0 modelo de acumulacdo melhorado foi calibrado com os dados experimentais para
as condigdes operacionais I, Il, 111 e IV. Como um novo parametro foi adicionado ao modelo,
uma analise de sensibilidade relativa local foi realizada para verificar a influéncia deste novo
parametro sobre as variaveis de saida do modelo. Os resultados numéricos da analise de
sensibilidade local do modelo de acumulacdo melhorado sdo apresentados na Tabela 12. Foi
observado que Yx,u.org influencia significativamente os acidos organicos e a concentragdo de
biomassa ativa do modelo. Assim, Yx,pqo,: Ku.org € Kcop, permanecem fixos e com os

mesmos valores considerados anteriormente, € qiorg Apqo,» YpHA/H.org @Nd Yx/Horg S0

pardmetros livres que devem ser estimados através de calibragdo com dados experimentais.
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Tabela 12 - Resultados numéricos da analise de sensibilidade relativa local para parametros e
variaveis para o modelo de acumulacdo melhorado. Os valores em negrito representam 0s
pardmetros mais influentes que foram calibrados e otimizados pelo método MCMC.

Parametros
Variaveis — —
duorg  9dpQo, YPHA/HOrg YX/DQO, YX/H.Org KH.org Kpqo,
CH.org 8.876 0.609 0.000 0.610 1.209 0.696 0.013
Cpua 0.790 0.054 5.940 0.054 0.107 0.062 0.001
CCODr 0.039 1.174 0.000 0.084 0.170 0.003 0.024
Cx 0.218 0.833 0.000 0.835 1.580 0.017 0.017

Fonte: elaborado pelo autor.

Siglas: g6y, (velocidade maxima de consumo de H.Org), Ypy4/4.0rg (rendimento de PHA referente a H.Org),

dpgor (velocidade maxima de consumo de substrato residual), Yy, /pqo, (rendimento de biomassa ativa referente

a substrato residual).

A estimativa dos parametros livres do modelo de acumulacdo melhorado para as
condicGes I, I1, 11l e 1V foi realizada novamente pelos métodos Box Draper e MCMC. Todas as
simulagbes MCMC mostraram baixos valores de erro associados ao método e valores
superiores a 97% para a convergéncia da cadeia, conforme avaliado pelo teste de Geweke
(dados nao mostrados). Os parametros otimizados e os valores de desvio padrao para o modelo
de acumulacdo melhorado para condic¢des operacionais I, 11, 111 e IV sdo apresentados na Tabela
13. Os novos parametros estimados pelo MCMC foram capazes de descrever adequadamente 0
comportamento dos dados experimentais para as condi¢des operacionais I, Il, 111 e IV, como
pode ser visto na Figura 13 a-d, respectivamente. A incerteza do modelo de acumulacédo
melhorado para condic¢des operacionais I, 111 e IV com 50%, 90%, 95% e 99% de confianga
sdo apresentadas nas Figuras 14, 15 e 16, respectivamente. Com relacdo aos parametros
estimados para a condicdo operacional I do modelo de acumulacdo melhorado, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os valores otimizados com aqueles obtidos com o
modelo de acumulacdo anteriormente adotado. As pequenas diferencas observadas estéo

relacionadas com a variabilidade intrinseca do método de otimizacdo adotado neste trabalho.
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Tabela 13 - Parametros livres otimizados pelo MCMC para o modelo de acumulagéo melhorado
nas condicdes operacionais I, I1, 1l e V.

Condicéo operacional

Parametro
otimizado | - DQO/N = Il - DQO/N = I11-DQO/N= IV-DQO/N =
15 30 40 80
q‘lfl‘_%"rga 0.599 +0.006 0.778 £0.023 0.437 +£0.020 0.253 +£0.017
YpHa/H.0rg b 0.740+£0.017 0.502 +£0.013 0.356 = 0.019 0.162 + 0.027
q‘SS’ér ¢ 0.098 + 0.002 0.084 + 0.004 0.033 +0.008 0.107 £0.018
Yx/H.0rg d 0.012 £+ 0.007 0.164 +0.015 0.140 +£0.013 0.248 + 0.020

*[8DQOy.0rg8DQO0%* h™"],"[gDQOp1ABD Q0 org] [8DQ0,gDQO%* h™"1°[gDQOxED Q0 lorg |-
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Figura 13 — Caracterizacdo detalhada das corridas de acumulagdo em reator de batelada alimentada com biomassa coletada no SBR durante o

periodo de estabilidade operacional incluindo os resultados simulados pelo modelo de acumulacdo melhorado e os dados experimentais para as
condicdes (a) I, (b) 11, (c) Il e (d) IV.
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Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: linhas pontilhadas representam resultados simulados apds otimizacdo com 0 MCMC para H.Org (verde), PHA (azul), DQOs (vermelho) e X, (preto); marcadores

representam os dados experimentais das corridas de acumulagio com biomassa da condigdes operacionais I, I, 111 e 1V para H.Org (o), PHA (x), DQOs (A) & Xa (0).
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Figura 14 - Previsdo da incerteza do modelo de acumulacdo melhorado da condicdo operacional 1l para cada variavel de estado com 50%, 90%,

95% e 99% de confianca. A linha continua representa os resultados modelados e os quadrados representam os dados experimentais.
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Figura 15 - Previsdo da incerteza do modelo de acumulacdo melhorado da condigdo operacional Il para cada variavel de estado com 50%, 90%,

95% e 99% de confianca. A linha continua representa os resultados modelados e os quadrados representam os dados experimentais.
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Figura 16 - Previsdo da incerteza do modelo de acumulacdo melhorado da condigdo operacional IV para cada variavel de estado com 50%, 90%,
95% e 99% de confianca. A linha continua representa os resultados modelados e os quadrados representam os dados experimentais.
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A modificacdo do modelo de acumulacéo permitiu a analise do impacto de operar a fase
de selecdo sob diferentes relagdes DQOtU/N sobre a acumulagdo de PHA. A selecdo de
organismos acumuladores de PHA sob diferentes relacdes DQOt/N afetou fortemente o
rendimento de armazenamento, avaliado pelo Ypya m.org Nas corridas de acumulagdo. O
Ypua/norg diminuiu progressivamente, a medida que a suplementacdo de nutrientes foi
reduzida (Tabela 13), atingindo 0.74 gDQOppa gDQO,;_lOrg para a condigéo operacional | e 0.16
gDQO0pyA gDQOﬁ_lOrg para a condicdo operacional V. Vale mencionar que 0 Ypya/H.org
otimizado para o0 modelo de acumulagdo melhorado na condicdo operacional 1l é igual ao do
modelo de selecdo (0.50 gDQO0pya gDQOﬁ},rg) (estimado a partir da calibracdo com dados da
condigdo operacional Il do SBR), o que reforca a capacidade de previsdo que o modelo
estruturado por Tamis et. al. (2014a) possui. Para qjj o, foi observada a mesma tendéncia que
Ypua/H.0rg, EXCeto para a condigédo operacional Il, na qual um valor ligeiramente maior foi
estimado (0.78 gDQOy org gDQ0%x'h™1). 0 diorg foi afetado negativamente nas condicdes
operacionais Il e 1V, nas quais foi observado o acimulo de H.Org dentro do sistema durante
as corridas (Figura 13c - d). Esta diminuicdo na taxa de consumo nao parece ter sido causada
por altas concentracdes de substrato no reator de acumulacdo, pois as condi¢fes de alimentacédo
foram mantidas as mesmas para todas as condi¢Bes operacionais. E mais provavel que esta
diminuicdo possa estar relacionada as condi¢BGes experimentais adotadas no SBR (diferentes
DQOU/N), o que pode ter levado a selecdo de diferentes biomassas. Para qpgo,, néo foi
observada nenhuma tendéncia clara e foram obtidos valores muito semelhantes para as
condigdes I, 1l e IV. Para a condigdo IlI, o valor obtido (0.03 gDQO, gDQOx* h™1) foi
ligeiramente inferior. O Yy y.org, @UMentou progressivamente, a medida que a suplementagao
de nutrientes foi reduzida. Estes resultados demonstram que a diminuigédo da suplementacéo de
nitrogénio no reator de sele¢cdo induziu uma resposta de crescimento nas corridas de
acumulacdo. De fato, a biomassa selecionada sob maior disponibilidade de nitrogénio
direcionou uma quantidade menor dos &cidos organicos para o crescimento (0.01
gDQO0x gDQO;ﬁOrg), enquanto que a biomassa selecionada sob menor disponibilidade de
nitrogénio direcionou uma quantidade maior (0. 25 gDQOx gDQOﬁ},rg), em relacdo as
condigOes operacionais II e 111, ambas tiveram resultados similares para Yy u.org (0.16 € 0.14
gDQO0x gDQO oy, respectivamente).

Na condicéo operacional 11, foi observado um aumento de 125,67% na biomassa ativa

do reator e um fp, de 0.54gPHA gSSV~1. Estes resultados sdo interessantes pois indicam que
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a biomassa selecionada na condicéo Il foi capaz de produzir quantidades significativas de novas
células sem perder a capacidade de acumular PHA em niveis elevados. Em um contexto de
aplicacdo industrial, isto pode ser uma vantagem, pois aumenta a produtividade volumétrica de
PHA no final do processo de trés estagios. Por exemplo, considerando tanto as etapas de selecao
como de acumulacgdo, a produtividade volumétrica observada nas condicdes | e 11 foram muito
semelhantes (2.1 e 2.0 gPHA L~! d~!para as condigdes | e I, respectivamente). Portanto, a
biomassa na condicédo Il produziu quantidades semelhantes de PHA que foram suplementadas
com menos nitrogénio, o que significaria menores custos de producgéo, tornando mais vantajosa
a utilizacdo em escalas maiores. De fato, em experiéncias em escala piloto aplicando o
fornecimento desacoplado de carbono e nitrogénio, a suplementacdo de nitrogénio no SBR de
selecdo visou chegar a uma DQOt/N de 33.4, o que suporta a aplicacdo das condicdes
operacionais que selecionaram a biomassa na condi¢do Il em escalas maiores (MATOS et al.,
2021b, 2021a). Por outro lado, niveis intracelulares elevados de PHA sdo desejaveis para o
processamento downstream de biomassa para extracdo de PHA. Os custos com downstream
estdo entre os fatores mais importantes que afetam o custo total de producdo de PHA por
culturas mistas. Um fpy, mais alto torna a parede das células mais suscetivel a ruptura,
facilitando a liberacdo do biopolimero e diminuindo os custos com solvente usado para extracdo
(DE DONNO NOVELLI; MORENO SAYAVEDRA; RENE, 2021; MANNINA et al., 2020).
Portanto, além da produtividade do processo (avaliada pela produtividade volumétrica), a
guantidade de PHA que o consorcio pode acumular também deve ser levada em conta em
projetos de aumento de escala. Assim, a biomassa selecionada em | tem uma vantagem sobre a
biomassa selecionada em 11, uma vez que atingiu maior fp, (0.65 e 0.54 gPHA gSSV~! para |
e I, respectivamente).

A cultura selecionada sem suplementacdo de nitrogénio (condicdo operacional V)

alcangou 0 menor Ypya /H.0rg € dH.0rg € 0 MAIOr Yy /1 org de todas as condigdes, indicando que

0 metabolismo foi favorecido em direcdo a producdo de biomassa ativa. Além disso, 0 fpya
(0.33 gPHA gSSV~1) no final da corrida de acumulagédo foi inferior ao fpy, no inicio (0.42
gPHA gSSV~1), devido a producdo de biomassa ativa. O contelido intracelular maximo na
condig&o operacional 1V foi alcangado no reator de selecéo no final da fase de feast. Valores
similares foram relatados por de Oliveira et al. (2019) para vinhaca de cana acidificada
apresentando uma relacdo DQOU/N de 335 e sem suplementacéo externa de nitrogénio no SBR.
Nesse trabalho, com um OLR de 7.0 kg DQO, m~3 d~! o fpya no final da fase de feast era de

0.49 gPHA gSSV~1. Uma diminuicdo na capacidade de armazenamento do PHA, quando o
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reator de selecdo é operado sob limitacdo de nutrientes, esta de acordo com as descobertas de
Oliveira et al. (2018), que observaram que um aumento na DQOt/N de 18 para 35 no SBR

resultou em uma diminui¢do nNo Ypya/norg de 0.85 para 0.52 gDQOpya gDQO;[_lOrg nos

experimentos de acumulacéo.
53  VALIDACAO CRUZADA DO MODELO DE ACUMULACAO

Para avaliar melhor o modelo de acumulacéo, foi realizada uma validacéo cruzada com
dados experimentais de uma corrida de acumulacdo com melaco de cana acidificado e a
biomassa do SBR na condicéo operacional 1. A simulagéo foi realizada com 10.000 iteragGes e
mostrou baixo desvio padréo e valores de erro e uma convergéncia satisfatoria da cadeia gerada
(Tabela 14). Vale notar que a biomassa selecionada na condi¢ao | mostrou um comportamento
diferente nos experimentos com melaco acidificado em comparagéo com o observado na corrida

de acumulagdo com vinhaga acidificada. O qjj; foi ligeiramente superior aquele otimizado

para a condicdo | com vinhaca acidificada. E importante ressaltar que o melago acidificado
utilizado é composto de acidos organicos diferentes daqueles encontrados na vinhaca
acidificada, sendo o acido lactico responsavel por 46,55% da DQOs (Tabela 4). Portanto, esta
diferenca na taxa de consumo de H.Org é esperada, pois a vinhaca acidificada utilizada na fase
de selecdo mostrou apenas quantidades traco de acido lactico (Tabela 3). Além disso, isto indica
gue a biomassa selecionada no SBR é capaz de se adaptar a diferentes subprodutos da
biorefinaria da cana-de-acucar, assim a producdo de PHA por culturas mistas poderia ser
integrada tanto a producdo de etanol quanto a producédo de agucar. Outro ponto interessante € o
fato de que ao final dos experimentos uma porc¢éo recalcitrante da DQOs néo foi consumida.
Assim, ainda seria necessario um pés-tratamento para o descarte correto deste efluente. Uma
opcao, que ja foi amplamente avaliada tanto para o melago (FUESS; ZAIAT; NASCIMENTO,
2021) quanto para a vinhaca de cana de aglcar (KIYUNA; FUESS; ZAIAT, 2017) e que poderia
diversificar ainda mais a cadeia de producéo das biorrefinarias, seria a aplicagéo da digestdo
anaerobia para a producdo de biometano. Assim, os efluentes da industria da cana-de-agucar
poderiam ser considerados matéria-prima para a producdo de PHA e para a geracéo de biogas.
A Figura 6 mostra a caracterizacdo detalhada do experimento de acumulagdo com melago

acidificado e os resultados obtidos com o modelo.
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Tabela 14 - Parametros livres otimizados pelo MCMC com 10000 iterac6es para 0 modelo de
acumulacdo melhorado na corrida de acumulagdo com biomassa coletada do SBR na condicéo

operacional | usando melago de cana acidificado, assim como informagdes estatisticas do
método.

Parametro Valor otimizado  Desvio padrdo  Erro MCMC  Teste de Geweke
qrﬁ‘_%xrga 0.7843 0.0147 0.00070 0.99847
Ypua/HOrg 0.4891 0.0066 0.00038 0.99534
qg‘S’ér ¢ 0.0055 0.0028 0.00016 0.80683
Yx/H.0rg 0.1663 0.0067 0.00029 0.98089

2[8DQ0y 0rg8DQ0%* h™*],°[gDQORKAZDQOR gl “[8DQO,8DQ0K " h™*1,[gDQOxgDQO0 oy -

Figura 17 - Caracterizacdo detalhada da corrida de acumulacdo em reator de batelada
alimentada com melaco de cana acidificado e biomassa selecionada no SBR durante o periodo
de estabilidade operacional da condicéo I.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: linhas pontilhadas representam resultados simulados ap6s otimizagcdo com 0 MCMC para H.Org (verde),
PHA (azul), DQO;s (vermelho) e Xa (preto); marcadores representam os dados experimentais de uma corrida de
acumulagdo com melaco de cana acidificado e biomassa da condicdo operacional | para H.Org (o), PHA (%), DQOs

(A) e Xa (0).
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, foram desenvolvidos modelos que descrevem o enriquecimento das
espeécies produtoras de PHA e o acimulo de PHA a partir da vinhaca de cana de agucar. Para o
SBR de enriquecimento, foi obtido um modelo geral para o caso em que houve suplementacao
de nitrogénio. Para a fase de acumulagdo, ndo foi possivel obter um modelo geral, devido as
diferentes condicOes adotadas no SBR. Dessa maneira, foi proposta uma modificagdo no
modelo estruturado para o reator de acumulacdo para descrever todas as condi¢cdes operacionais
adotadas. A otimizacdo dos parametros do modelo de acumulacdo melhorado permitiu avaliar
o0 impacto que diferentes niveis de suplementacdo externa de nitrogénio no reator de selecéo
possui na acumulacdo de PHA. A aplicacdo de maiores relagdes DQOt/N induziu uma resposta
de crescimento na biomassa, diminuindo o rendimento e a producdo de PHA. Em contrapartida,
menores relagdes DQOW/N induziram uma resposta de armazenamento na biomassa, atingido
maiores rendimentos e teores finais polimero. Os resultados encontrados neste trabalho
revelaram o impacto que a relagdo DQOt/N adotada no SBR tem sobre o acumulo de PHA,
avaliando os parametros cinéticos das biomassas, contribuindo para a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos na producao de PHA a partir de vinhaca de cana-de-agucar por culturas

mistas microbianas.
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7 RECOMENDAGCOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A seguir sdo apresentadas sugestes para trabalhos futuros acerca da modelagem

matematica do processamento da vinhaca de cana-de-acucar para producédo de PHA por CMM:

O modelo de Tamis et. al. (2014a) considera a conversao dos acidos organicos
em PHA, ndo havendo a diferenciacdo entre 0s mondmeros produzidos. Uma
forma de melhorar o modelo seria diferenciar o consumo de acidos organicos
entre precursores de PHB, PHV, PHH, entre outros, com o objetivo de prever a

composic¢éo final do polimero produzido;

O modelo Tamis et. al. (2014a) considera a biomassa como “aglomerada”, isto
é, a biomassa ativa do sistema € a soma entre a biomassa produtora de PHA e a
biomassa ndo produtora de PHA. A inser¢do no modelo SBR de enriquecimento
da dindmica do nitrogénio associada a analises de biologia molecular no decorrer
do tempo dos ciclos feast-famine, poderia auxiliar na elucidacdo de quais
espécies foram enriquecidas sob maior disponibilidade de nitrogénio e que

tiveram importante papel na acumulagdo de PHA,

Durante a etapa de acumulagéo os consorcios selecionados sob maiores relacoes
DQO,/Nitrogénio apresentaram um metabolismo diferente, quando comparados
com as biomassas selecionadas sob menores relagdes DQO,./Nitrogénio,
ocorrendo um redirecionamento dos 4acidos organicos consumidos para
crescimento, em detrimento a acumulacdo de PHA. Analises de biologia
molecular durante o ensaio de acumulacdo, poderiam indicar se esse
redirecionamento do metabolismo foi realizado pelas bactérias produtoras ou
pelas ndo produtoras, através da anélise da mudanca na abundancia relativa das
espécies no decorrer do tempo, o que poderia auxiliar na elucidacdo dos

mecanismos envolvidos;
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APENDICE A - CODIGOS MATEMETICOS DO MODELO SBR DE
SELECAO

A.1 Modelo SBR de selecao
A.1.1 Modelo cinético para o SBR de selecéo.
function dy=Batelada mestrado ode try(~,y,p0)

global g HOrg max K HOrg k PHA g DQOr max K DQOr...
Y PHA HOrg Y X PHA Y X DQOr XO

% PARAMETROS CINETICOS—=———————————————————————————————————

K HOrg = 0.05;
K DQOr = 0.05;

o

Y X PHA = 0.78;
Y X DQOr = 0.392;

$Modelo cinético-—--—---—-—-—-—-—-———————————————————————————————

g HOrg = p0(1)*y(1l)/ (K HOrg+y(1l));

g _PHA = p0(2)*g HOrg -
PO (4)*(X0/y (4))~(1/3)*(y(2)/y(4))"~(2/3);

q_DQOr = p0(3)*y(3)/(K_DQOr+y(3));

u X = Y X PHA*pPO(4)*(X0/y(4))"(1/3)*(y(2)/y(4))"(2/3) +
Y X DQOr*qg DQOr;

SVARIAVE I S—————————— oo mm -

o©

HOrg - Acidos Organicos

PHA - Polihidréxialcanoatos
DQOr - DQO residual

X - Biomassa ativa

o o°
D w N -

o°

PARAMETROS ESTEQUIOMETRICOS-————————————————————————————
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A.1.2 Anélise de sensibilidade relativa global dos pardmetros livres do modelo SBR de selecéo.

global XO

data.ydata = [

% Time (h) [HOrg] [ PHA] [DQOr] [Xr]
0 0.7520 0.1735 0.5830 1.4860
0.08 0.4590 0.2730 0.7440 1.4820
0.17 0.2690 0.3573 0.7980 1.4850
0.25 0.2250 0.4361 0.7420 1.5270
0.42 0.1220 0.4820 0.6950 1.5430
0.67 0.0120 0.4631 0.7300 1.6170
1.42 0.0000 0.4982 0.6120 1.6180
2.9 0.0000 0.3579 0.5405 1.6900
2.93 0.0000 0.3343 0.5240 1.6560
4.42 0.0000 0.2623 0.5225 1.8610
5.42 0.0000 0.1356 0.5215 1.9750
6.42 0.0000 0.1112 0.5165 1.9890
7.75 0.0000 0.0856 0.4785 1.9310

1;

% Initial amounts of HOrg, PHA, DQOr, Xr [gDQO/L]:
HOrg = 0.7520;

PHA = 0.1735;

DQOr = 0.7440;

Xr = 1.4860;

data.Y0=[HOrg; PHA;DQOr;Xr];

YO0=data.YO;

p(l)= 1.8834;
p(2)= 0.1245;
p(3)= 0.0247;
p(4)= 0.4947;
p(5)= 1.7272;
p(6)= -0.9109;
p(7)= 0.0775;
p(8)= -0.0014;

X0=data.Y0(4);% degradacdo de PHA - Tamis

tspan = (0:7.75/3000:7.75);

options = odeset ('AbsTol',1le-3, 'NonNegative',1:4);
[t,zl]=0delbs (@ (t,y)

Batelada mestrado ode try(t,y,p),tspan,data.¥Y0,options);

xi=le-5;
S=1[1;
I2=[];



colorspec= {[1 1
1 01;00 0 01}s
linespeC:{l_lll_l,l_l,l:l,l:l,
for i=1:8

pad_p=p;

pad p(i)=p(i)* (1+xi);
[t,z2]=0delbs (@ (t, V)

Batelada mestrado ode try(t,y,pad p),tspan,data.Y0,options);

mz=mean (z1,1);
B = repmat (mz,3001,1);
sens=(z2-z1)/(xi*p (1)) *p (1)

figure (1) ;

hold on;

plot(t,sens(:,1),
linespec{i});

xlabel ('Time [h]");

ylabel ('"H.Org');

'Color',

figure (2);

hold on;

plot(t,sens(:,2),
linespec{i});

xlabel ('Time [h]"');

ylabel ("PHA'") ;

'Color',

figure (3);

hold on;

plot(t,sens(:,3),
linespec{i});

xlabel ('Time [h]");

ylabel ('DQOxr"') ;

'Color',

figure (4);

hold on;

plot (t,sens(:,4),
linespec{i});

xlabel ('Time

ylabel ('Xa') ;

'Color',

[(h]")7

S=[S;sens];
Il=trapz(sens(:,:));
I2=[12;trapz (tspan, (sens(:,
I3=abs (I2'");

end

for i=1:4
figure (i)

./B;

colorspec{i}, 'LineStyle"',

colorspec{i}, 'LineStyle"',

colorspec{i}, 'LineStyle"',

colorspec{i}, 'LineStyle"',

2))) 13
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01;[0 1 0];[0 0 O];[1 O 0];[0O 1 1];[1 1 0];IO
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legend('q_{HOrg_{max}}','k_{PHA}','q_{DQOr_{max}}','Y_{PHA/HOr
gl','Y {X/PHA}','Y {X/DQOr}','K {HOrg}', 'K {DQOr}")
end



A.1.3 Método de minimizacao de Box-Draper para o reator SBR de selecdo.

function ss = Batelada mestrado ss(p,data,~)
global XO

time = data.ydata(:,1);
HOrg obs = data.ydata(:,2);
PHA obs = data.ydata(:,3)
DQOr obs = data.ydata(:,4
Xr obs = data.ydata(:,5

) ;
).

4

RT = 24; % tempo de retencdo de sdbdélidos [h]
CL = 8; % tempo de ciclo [h]

% Initial amounts of HOrg, PHA, DQOr, Xr [gDQO/L]:
HOrg = 0.7520;

PHA = 0.1735;

DQOr = 0.7440;

Xr = 1.4860;

data.Y0=[HOrg; PHA;DQOr;Xr];

X0=data.Y0(4);% degradacdo de PHA - Tamis

tspan = data.ydata(:,1);

options = odeset ('AbsTol',le-6', 'NonNegative',1:4);

117

[t,Y1l]=0del5s (EBatelada mestrado ode try,tspan,data.Y0,options

/p);

Tot HOrg=Y1(:,1);
Tot PHA=Y1(:,2);
Tot DQOr=Y1(:,3);
Tot X=Y1(:,4);
Tot time=t;

A=sum ( (HOrg obs - Tot HOrg) ."2);

a=sum( (HOrg obs - Tot HOrg).* (PHA obs - Tot PHA));
b=sum( (HOrg obs - Tot HOrg).* (DQOr obs - Tot DQOr));
c=sum( (HOrg obs - Tot HOrg) .* (Xr obs - Tot X));

B=sum( (PHA obs - Tot PHA)."2);
f=sum((PHA obs - Tot PHA).* (DQOr obs - Tot DQOr));
g=sum ( (PHA obs - Tot PHA).* (Xr obs - Tot X));

C=sum ( (DQOr obs - Tot DQOr)."2);
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J=sum( (DQOr obs - Tot DQOr) .* (Xr obs - Tot X));
D=sum ( (Xr obs - Tot X)."2);
Z=[Aabc; aBfg; bfC3j; cg]jD]l;

ss=det (Z)
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A.1.4 Método de simulacdo de Monte Carlo e Cadeia de Markov para o reator SBR de selecéo.

clear model data parama options

data.ydata = [

% Time (h) [HOrg] [ PHA] [DQOr] [Xr]
0 0.7520 0.1735 0.5830 1.4860
0.08 0.4590 0.2730 0.7440 1.4820
0.17 0.2690 0.3573 0.7980 1.4850
0.25 0.2250 0.4361 0.7420 1.5270
0.42 0.1220 0.4820 0.6950 1.5430
0.67 0.0120 0.4631 0.7300 1.6170
1.42 0 0.4982 0.6120 1.6180
2.9 0 0.3579 0.5405 1.6900
2.93 0 0.3343 0.5240 1.6560
4.42 0 0.2623 0.5225 1.8610
5.42 0 0.1356 0.5215 1.9750
6.42 0 0.1112 0.5165 1.9890
7.75 0 0.0856 0.4785 1.9310

17

RT = 24; % tempo de retencdo de sdbdélidos [h]
CL = 8; % tempo de ciclo [h]

% Initial amounts of HOrg, PHA, DQOr, Xr [gDQO/L]:

HOrg = 0.7520;

PHA = 0.1735;

DQOr = 0.7440;

Xr = 1.4860;

data.Y0=[HOrg; PHA;DQOr;Xr];

p00 = [1.7567 0.5183 0.0283 0.1293];

[p0,ss0] = fminsearch(@Batelada mestrado ss,p00, [],data);

)
°70

mse = ss0/((length(data.ydata))-4);

o°
o°

params = {
{'a"{max}_ {HOrg}', p0(1),0}
{'Y {PHA/HOrg}', p0(2),0}
{'g”{max} {DQOr}', p0(3),0}
{'k_{PHA}', pO(4),0}
}i

o°
o°

nsimu = 10000; %numero de simulacdes



npar = 4; %numero de pardmetros livres
model.ssfun = (@Batelada mestrado ss2Z;

model.sigma?2 = mse;
model .N=10;

o°
o°

[Sig, Lam] = covcond (100, ones (npar,1)):;

options.nsimu = nsimu;

options.updatesigma = 1;

options.method = 'dram';

[results,chain,s2chain] = mcmcrun (model,data,params,options);

o°
o°

figure(l), clf
mcmcplot (chain, [], results, 'chainpanel')

chainstats (chain, results)

options = odeset ('RelTol', 1le-10, 'AbsTol', 1le-10);

[t,Y1] = odelbs(@(t,y,p) Batelada mestrado ode try (t,y,p), [0

7.75],data.Y0,options, mean (chain));

o\°
o\°

figure(2); clf
mcmcplot (sgrt (s2chain), []1,[], "hist")
title('Error std posterior')

o°
o°

figure(3); clf
mcmcplot (chain, [], results, 'pairs');

o°
o°

figure(4); clf

plot (data.ydata(:,1),data.ydata(:,2),'sb',t,¥1(:,1),"'-b")
hold on

plot (data.ydata(:,1),data.ydata(:,3),'sg',t,¥1(:,2),"'-g")
hold on

plot (data.ydata(:,1),data.ydata(:,4),'sr',t,¥1(:,3),"'-r")
hold on

plot (data.ydata(:,1),data.ydata(:,5),'sk',t,Y1(:,4),"'-k")
hold on

xlabel ('t [h]', 'Color', 'b'")
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ylabel ('Concentracdo [gDQO/L]', 'Color', 'b'")
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APENDICE B - CODIGOS MATEMETICOS DO MODELO DE ACUMULAGCAO

B.1 Modelo de acumulacéo

B.1.1 Modelo cinético adaptado do modelo SBR de enriquecimento para a etapa de acumulacéo.

function dy=Ac ode(~,y,p)
global K HOrg K DQOr

% BIOMASS SPECIFIC PARAMETERS: KINETICS-—-—————————————————————
. cte. de meia saturacdo de HOrg [gDQO HOrg/L]
K DQOr = 0.05; % cte. de meia saturacdo de DQOr [gDQOr/L]

% Considerando a fase de feast

g HOrg = p(1l)*y(1l)/ (K HOrg+y(l)); %velocidade especifica de
consumo de HOrg [gDQO HOrg/gX.h]

g PHA = p(2)*g HOrg; %-

k PHA* (X0/y (4))"(1/3)*(y(2)/y(4))"~(2/3); % acumulacédo de PHA,
considerando feast e famine e degradacdo segundo TAMIS

[gDQO PHA/gX.h]

g DQOr = p(3)*y(3)/ (K DQOr+y(3)); %velocidade especifica de
consumo de DQOr [gDQOr/gX.h]

u X = p(4)*g DQOr; crescimento de biomassa

1: HOrg - Acidos Orgénicos

2: PHA - Polihidroxialcanoatos

%3: DQOr - DQO residual

4: Xa - Biomassa
Balances———————"="""="""—"—"—"—"—"—"—"—"—"—"—~—~—(—~—~—(—~—~—(—(———————————————————

dy=zeros(4,1);

dy (1) -y (4) * (g_HOrg); % HOrg
dy(2) = y(4)* (g PHA); % PHA
dy(3) = -y (4)*(g_DQOr); % DQOt
dy(4) = y(4)*(u X); % Xa

end
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B.1.2 Método de minimizacao de Box-Draper para estimativa dos pardmetros livres do modelo
de acumulacéo.

function ss = Batelada mestrado ss ac(p,data,~)

time = data.ydata(:,1);
HOrg obs = data.ydata(:,2);
PHA obs = data.ydata(:,3)
DQOr obs = data.ydata(:,4
Xr obs = data.ydata(:,5

14

) ;
)

$ PROCESS PARAMETERS—————————————— - — oo

HOrg feed = 0.9862; % []HOrg no pulso (dentro do reator)
[gDQO/L]
DQOr feed

0.46455; % [1DQOr no pulso [gDQO/L]

$declarar o tempo que os pulsos foram dosados ao reator
$tempo dos pulsos
tl = 1.07;%segundo pulso

t2 = 2.25;%terceiro pulso
t3 = 4.02;%quarto pulso
t4 = 5.47;%quinto pulso
th = 6.78;%sexto pulso
t6 = 8.10;%tempo final

% []inicial de HOrg, PHA, DQOr, Xr [gDQO/L] apds o primeiro
pulso no instante t=0:

%%primeiro pulso

HOrg = 0 + HOrg feed;

PHA = 0.268;

DQOr = 0.621 + DQOr feed;

Xr = 1.441; %GHDO

YO=[HOrg; PHA; DQOr;Xr];

tspan=linspace(0,tl,100);

options = odeset ('AbsTol',le-3, 'NonNegative',1l:4);
[~,Y1]=0del5s (@Ac_ode, tspan,Y0,options,p);

AO0=Y1 (end, :);

%$Segundo pulso

Y2=A0";

%atualizando a []de H.Org e []de DQOr

Y2 (1,1)=Y2(1,1)+HOrg feed;

Y2 (3,1)=Y2(3,1)+DQ0r feed;
tspan=linspace(tl,t2,100);

options = odeset ('AbsTol',le-3, 'NonNegative',1l:4);
[~,Y3]=0del5s (@Ac_ode, tspan,Y2,options,p);

Al=Y3 (end, :);



%terceiro pulso

Y4=A1l";

%atualizando a []de H.Org e []de DQOr
Y4(1,1)=Y4(1,1)+HOrg feed;

Y4 (3,1)=Y4(3,1)+DQ0r feed;

tspan=linspace (t2,t3,100);

options = odeset ('AbsTol',le-3, 'NonNegative',1:4);
[~,Y5]=0delb5s (@Ac_ode, tspan,¥Y4,options,p);
A2=Y5(end, :) ;

gquarto pulso

Y6=A2"';

%atualizando a []de H.Org e []de DQOr
Y6 (1,1)=Y6(1,1)+HOrg feed;
¥6(3,1)=Y6(3,1)+DQ0r feed;
tspan=linspace (t3,t4,100);

options = odeset ('AbsTol',1le-3, 'NonNegative',1:4);

[~,Y7]=0del5s (@Ac ode, tspan,Y6,options,p);
A3=Y7 (end, :);

squinto pulso

Y8=A3"';

%atualizando a []de H.Org e []de DQOr
Y8 (1,1)=Y8(1,1)+HOrg feed;
¥8(3,1)=Y8(3,1)+DQ0r feed;
tspan=linspace (t4,t5,100);

options = odeset ('AbsTol',le-3, 'NonNegative',1l:4);

[~,Y9]=0del5s (@Ac_ode, tspan,¥Y8,options,p);
A4=Y9 (end, :) ;

%$sexto pulso

Y10=A4";

%atualizando a []de H.Org e []de DQOr
¥Y10(1,1)=Y10(1,1)+HOrg feed;
Y10(3,1)=Y10(3,1)+DQOr feed;
tspan=linspace (t5,t6,100);

options = odeset ('AbsTol',1le-3, 'NonNegative',1:4);

[~,Y1l]=0del5s (QAc ode, tspan,Y10,options,p);
A5=Y11 (end, :);

%$Armazenando os resultados ao final de cada pulso
A=[Y0';AOQ0,;Al1;A2;A3;A4;A5];

Tot HOrg=A(:,1);

Tot PHA=A(:,2);

Tot_DQOr=A(:,3);

Tot X=A(:,4);

Tot time=[0;1.07;2.25;4.02;5.47;6.78;8.10];

A=sum( (HOrg obs - Tot HOrg)."2);
a=sum ( (HOrg obs - Tot HOrg) .* (PHA obs - Tot PHA));
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b=sum( (HOrg obs - Tot HOrg) .* (DQOr obs - Tot DQOr)) ;
c=sum( (HOrg obs - Tot HOrg) .* (Xr obs - Tot X));

B=sum( (PHA obs - Tot PHA)."2);
f=sum((PHA obs - Tot PHA).* (DQOr obs - Tot DQOr)):;
g=sum ( (PHA obs - Tot PHA).* (Xr obs - Tot X));

C=sum ( (DQOr obs - Tot DQOr)."2);
J=sum ( (DQOr obs - Tot DQOr).* (Xr obs - Tot X));

D=sum( (Xr obs - Tot X)."2);

Z=[Aabc; aBfg; bfC3j; cgijD];

ss=det (2)
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B.1.3 Método simulacdo de Monte Carlo com cadeia de Markov (MCMC) para otimizacao
dos parametros livres do modelo de acumulagéo.

clear model data parama options

data.ydata = [

% Time (h) [HOrg] [ PHA] [DQOr] [Xr]
0 0.9862 0.268 1.085 1.441
1.07 0 1.097 0.997 1.672
2.25 0 1.818 1.317 1.755
4.02 0 2.720 1.480 1.805
5.47 0 3.343 1.635 1.872
6.78 0 3.961 1.862 1.934
8.10 0 4.428 2.052 1.968

17

% PROCESS PARAMETERS-——=-—-—"=""—""—"—"—"—"—"—"—"—"—"—"—~—(—~—~—~—(—(——— ————— ——————
HOrg feed = 0.9862; % []HOrg no pulso (dentro do reator)
[gDQO/L]

DQOr feed = 0.46455; % []DQOr no pulso [gDQO/L]

% []linicial de HOrg, PHA, DQOr, Xr [gDQO/L] apds o primeiro
pulso no instante t=0:

HOrg = 0 + HOrg feed;

PHA = 0.268;

DQOr = 0.621 + DQOr feed;

Xr = 1.441; %GHDO

YO=[HOrg; PHA; DQOr;Xr];

p00 = [0.6037 0.6874 0.1054 0.35617];

[pO,ss0] = fminsearch(@Batelada mestrado ss ac,p00, [],data);

o)

mse = ss0/((length(data.ydata))-4);

params = {
{'a"{max}_ {HOrg}', p0(1),0}
{'Y {PHA/HOrg}', p0(2),0}
{'g*{max} {DQOr}', pO0(3),0}
{'Y {Xa/PHA}', p0(4),0}
s{'p5', pO(5),0}
s{'p6', pO(6),0}
}s

o°
o°

nsimu = 10000; %nUmero de simulacdes
npar = 4; %nUmero de pardmetros livres
model.ssfun = (@Batelada mestrado ss3 acEl;

model.sigma?2 = mse;
model .N=10;

o°
o°
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[Sig,Lam] = covcond(100,ones (npar,1));

o°
o°

data.Lam = Lam;

oo

[Cle)

options.nsimu = nsimu;

options.updatesigma = 1;

options.method = 'dram';

9 o

oo

[results,chain,s2chain] = mcmcrun (model,data, params,

options) ;

o°
o°

figure(1l), clf
mcmcplot (chain, [], results, 'chainpanel')

chainstats (chain, results)

options = odeset ('RelTol', 1le-3, 'AbsTol', le-3);

HOrg feed = 0.9862; % []HOrg no pulso (dentro do reator)
DQOr feed 0.46455; % [1DQOr no pulso [gDQO/L]

$declarar o tempo que os pulsos foram dosados ao reator
%$tempo dos pulsos

tl = 1.07;%segundo pulso
t2 = 2.25;%terceiro pulso
t3 = 4.02;%quarto pulso
t4d = 5.47;%quinto pulso
th = 6.78;%sexto pulso

t6 = 8.10;%tempo final

%%primeiro pulso

HOrg = 0 + HOrg feed;

PHA = 0.268;

DQOr = 0.621 + DQOr feed;
Xr = 1.441; %GHDO
YO=[HOrg; PHA; DQOr;Xr];

tspan=linspace(0,tl,100);

options = odeset ('AbsTol',1le-3, 'NonNegative',1:4);
[~,Y1]=0del5s (@Ac_ode, tspan, Y0, options, p0);

AO0=Y1 (end, :);

%$Segundo pulso
Y2=A0";
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%atualizando a []de H.Org e []de DQOr
Y2(1,1)=Y2(1,1)+HOrg feed;

Y2 (3,1)=Y2(3,1)+DQ0r feed;
tspan=linspace(tl,t2,100);

options = odeset ('AbsTol',le-3, 'NonNegative',1:4);
[~,Y3]=0del5s (@Ac_ode, tspan, Y2, options, p0);

Al=Y3 (end, :);

%terceiro pulso

Y4=A1l";

%atualizando a []de H.Org e []de DQOr
Y4(1,1)=Y4(1,1)+HOrg feed;

Y4 (3,1)=Y4(3,1)+DQOr feed;

tspan=linspace (t2,t3,100);

options = odeset ('AbsTol',1le-3, 'NonNegative',1:4);
[~,Y5]=0delb5s (Ac ode, tspan,Y4,options,p0);

A2=Y5 (end, :);

squarto pulso

Yo=A2";

%atualizando a []de H.Org e []de DQOr

Y6 (1,1)=Y6(1,1)+HOrg feed;

Y6 (3,1)=Y6(3,1)+DQ0r feed;

tspan=linspace (t3,t4,100);

options = odeset ('AbsTol',1le-3, 'NonNegative',1:4);
[~,Y7]=0delb5s (@Ac_ode, tspan,¥6,options, p0);

A3=Y7 (end, :);

%squinto pulso

Y8=A3"';

%atualizando a []de H.Org e []de DQOr
¥8(1,1)=Y8(1,1)+HOrg feed;
¥8(3,1)=Y8(3,1)+DQ0r feed;

tspan=linspace (t4,t5,100);

options = odeset ('AbsTol',1le-3, 'NonNegative',1:4);
[~,Y9]=0del5s (GAc_ode, tspan, ¥8,options, p0);

A4d=Y9 (end, :);

%$sexto pulso

Y10=A4"';

%atualizando a []de H.Org e []de DQOr
Y10(1,1)=Y10(1,1)+HOrg feed;
¥10(3,1)=Y10(3,1)+DQ0Or feed;

tspan=linspace (t5,t6,100);

options = odeset ('AbsTol',le-3, 'NonNegative',1l:4);
[~,Y11l]=0del5s (@Ac_ode, tspan, Y10, options,pl);
A5=Y11 (end, :) ;

%$Armazenando os resultados ao final de cada pulso
A=[Y0';AOQO;Al;A2;A3;A4;A5];
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Tot HOrg=A(:,1);

Tot PHA=A(:,2);

Tot DQOr=A(:,3);

Tot X=A(:,4);

Tot time=[0;1.07;2.25;4.02;5.47;6.78;8.10];

%% plots

figure(2); clf

mcmcplot (sqgrt (s2chain), [1,[]1, "hist")

title('Error std posterior')

figure(3); clf

mcmcplot (chain, [], results, "pairs');

figure(4); clf

plot (data.ydata(:,1),data.ydata(:,2), "'sb',Tot time,Tot HOrg,'-
b')

hold on

plot (data.ydata(:,1),data.ydata(:,3), "'sg',Tot time,Tot PHA,'-
g')

hold on

plot (data.ydata(:,1),data.ydata(:,4), "'sr',Tot time,Tot DQOr,'-
r')

hold on

plot (data.ydata(:,1),data.ydata(:,5), "'sk',Tot time,Tot X, '-k')
hold on

xlabel ('Tempo [h]', 'Color', 'b'")

ylabel ('Concentracdo (gbhQO/L)', 'Color', 'b')



