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Resumo

O objetivo proposto desta investigacdo consistiu na anélise do potencial da integracdo
de dois processos de tratamento de efluentes envolvendo o reagente de Fenton e a biofiltracdo
com améijoa asiatica, na depuracao de aguas residuais provenientes da industria de producao
de vinho.

Nos estudos desenvolvidos com o processo de Fenton foram analisadas duas gamas de
condicdes de tratamento tendo em conta a carga de reagentes (peroxido de hidrogenio e ferro)
utilizada. A utilizacdo da gama baixa permitiu avaliar se as condi¢des operacionais descritas
na literatura para o tratamento de efluentes vinicolas usando foto-Fenton (isto é, recorrendo a
radiacdo como coadjuvante da reagdo) podiam ser extrapoladas, para 0 caso em que ndo €
utilizada luz. No entanto, para esta gama, a remocao de carga organica (medida como caréncia
quimica de oxigénio — CQO) maxima foi de 19.4% usando [Fe®] = 13,3 mM e [H,0,] = 0.05
M. Tendo em conta a baixa degradacdo obtida, planeou-se um desenho de experiéncias para
avaliar o efeito da concentracdo de reagentes na eficiéncia do processo, agora usando uma
gama alta de carga de ferro e de peréxido de hidrogénio. Concluiu-se que, para a gama
testada, as melhores condicdes seriam [Fe?*] = 30 mM [H,0,] = 0.206 M, levando a uma
remocao de CQO de 52%.

Tendo em conta a sazonalidade da sua composic¢do, a toxicidade dos efluentes vinicolas
produzidos em diferentes alturas do ano foi estudada atraves de testes de mortalidade com a
améijoa asiatica, para uma exposi¢do de 96h. Os resultados revelaram que, quanto maior a
carga organica do efluente, maior a toxicidade. Por outro lado, verificou-se que aplicacdo do
processo de Fenton (usando as duas condicGes referidas anteriormente) reduz
significativamente o impacto das aguas residuais sobre a C. fluminea. De facto, entre as duas
condicdes de Fenton referidas houve apenas pequenas diferencas no que toca a mortalidade da
améijoa, pelo que a escolha da melhor terd que passar por uma analise econémica.

O processo de biofiltracdo (10 dias) demonstrou elevada eficiéncia na remocéo de CQO.
A caréncia quimica de oxigénio apresentou um pico de remocdo, que rondou 0s 100%, no
oitavo dia, aproximadamente, para todos os efluentes em teste. No entanto, esse valor ndo se
manteve devido a matéria organica expelida das améijoas ao longo do processo que, ao fim do
8° dia, levou a um gradual aumento do CQO da agua.

Os resultados obtidos demonstram assim, que a integracdo entre o processo de Fenton

e a biofiltragdo com C. fluminea constitui uma tecnologia promissora, podendo permitir a



recuperacdo e reutilizagdo da agua num processo vinicola. Além disso, esta metodologia

constitui uma forma inovadora de controlo de uma espécie invasora.
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Abstract

The aim of the research carried out was to analyze the integration of two wastewater
treatment processes involving Fenton’s reactant and biofiltration using Asian clam.

In what regards, the studies developed using Fenton’s process, two ranges of reactants
(hydrogen peroxide and iron) concentration were tested. The application of a low range of
reactants load allowed to evaluate the possibility of applying the conditions described in
literature for photo-Fenton (using light to enhance the reaction) in dark Fenton (without
radiation). However, for that range, the maximum organic charge (measured as chemical
oxygen demand — COD) removal was about 19.4% using [Fe**] = 13,3 mM e [H,0] = 0.05
M. Bearing in mind these results, a design of experiments was planned to evaluate the effect
of iron and hydrogen peroxide load over the process efficiency at a higher range of
concentrations. It was concluded that, for the range studied, the best conditions were [Fe*"] =
30 mM [H20;] = 0.206 M, leading to up to 52% of COD removal. Due to the well seasonality
of this kind of water, the toxicity of winery effluent produced during different periods of the
year was studied through mortality tests with Asian clam, with an exposition time of 96h. It
was verified that the higher organic load led to higher toxicity. On the other hand, the use of
Fenton’s process as pre-treatment (for both conditions referred before) strongly reduced the
toxicity of the effluent over C. fluminea. In fact, only slight differences were found between
the wastewaters treated by both Fenton’s operating conditions. In this context, the selection of
Fenton’s reactants loads must consider an economical evaluation. The biofiltration process
(10 days) revealed a high efficiency for COD removal. The chemical oxygen demand
abatement showed a maximum after 8 days (~100%). But, this efficiency was not constant
probably due to the fact that the clams expelled some organic matter along time leading to a
COD increase after that day.

The results obtained with this research demonstrate that the integration between
Fenton’s process and biofiltration using C. fluminea is a promising technology able to obtain
treated water with conditions to be reused. Moreover, this methodology constitutes an

innovative way to control invasive species.
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I. Introducéo

O aumento do impacto das acdes do Homem sobre os ecossistemas tem levado a uma
crescente preocupacdo, no que diz respeito aos efeitos da poluicdo. Assim, impera a
necessidade constante de proteger 0s recursos mais escassos, como € o caso dos hidricos, cuja
contaminacdo prejudica necessariamente a saude e qualidade de vida das populacdes.

Estes meios sdo comumente poluidos por residuos, sélidos e liquidos, domésticos, ou
mesmo provenientes da agricultura e da inddstria. Alguns dos contaminantes presentes nos
efluentes caracterizam-se por serem tdxicos e persistentes, mesmo em baixas concentracées, 0
gue torna a remocado destas moléculas dificil. Desta forma, é de maneira preocupada que se
procuram solugdes sustentaveis para tratar as aguas residuais, com o objetivo de as reutilizar,
gastando menos recursos, ndo contribuindo para a escassez da agua.

Existem diversos tipos de efluentes liquidos oriundos da inddstria, pelo que o foco desta
dissertacdo é nos residuos provenientes de adegas. Este tipo de aguas residuais sdo muito
variadas, pois apresentam elevada sazonalidade, o que afeta muito as suas caracteristicas. Na
sua grande maioria, os residuos da producédo de vinho sdo originarios das lavagens necessarias
ao processo sendo caracterizados por uma elevada carga organica e relativa toxicidade.
Assim, sem tratamento ndo ha possibilidade de descarregar estas aguas nos cursos naturais, ou
mesmo nas ETARs (estacdo de tratamento de &guas residuais), uma vez 0 que causariam
riscos eminentes aos seres vivos do meio aquatico, e posteriores recetores da agua em
questao.

A procura constante pelo tratamento que melhor se adeque a este efluente com a
eficacia pretendida tanto a nivel de processo, como a nivel econémico, leva a investigaces
perspicazes nesta area.

Atualmente existem variados processos que podem ser utilizados no tratamento do
efluente vinicola, de entre sistemas bioldgicos, fisicos, quimicos, por membrana, combinados,
surgem os PAOs (processos avangados de oxidagdo), com elevadas eficiéncias e velocidades
de reacdo. A caracteristica geral dos processos avancados de oxidacdo € a producdo de
espécies oxidantes fortes, os radicais hidroxilo, que promovem uma elevada eficacia no
tratamento, pois apresentam capacidade de oxidar de uma forma néo seletiva um amplo leque
de compostos biorecalcitantes (compostos organicos de dificil degradacédo, hidrofobicos e
bioacumulativos) e toxicos. O processo de Fenton é um dos processos avancgados de oxidacéo
mais usado industrialmente devido as vantagens associadas (economia, eficacia na redugéo de
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contaminantes, além de envolver reagentes ambientalmente seguros). Este sistema é baseado
no uso de sais de ferro e perdxido de hidrogénio para formacao dos radicais hidroxilo.

Outro sistema de remediacdo de aguas residuais atualmente em estudo envolve a
biofiltracdo usando moluscos, nomeadamente a améijoa asiatica. Este bivalve tem muito boa
capacidade de filtracdo e bioacumulagdo, o que o torna promissor no ambito do tratamento de
efluentes liquidos. Como peste invasora que este bivalve é, causando problemas a niveis
industriais e aquaticos, e devido a sua capacidade de elevada dispersdo, ha necessidade de
uma gestdo conveniente. Uma das possibilidades consiste na sua aplicacdo que pode passar
pela aposta na exposicdo deste molusco a contaminantes existentes nas &guas para
bioremediacéo.

Com base nestas problematicas, o objetivo desta dissertacdo centra-se no estudo do
melhor tratamento integrado de efluentes provenientes de adegas, envolvendo o processo de
Fenton e a biofiltracdo com a améijoa asiatica.

Na Figura 1 é apresentada a estrutura da tese. Esta esta organizada em cinco capitulos,
sendo o primeiro esta nota introdutéria, seguida do Estado da Arte, onde se analisam as
caracteristicas do efluente vinicola, os tratamentos usualmente usados na sua depuracdo, em
pormenor o processo de Fenton, e as investigacdes ja publicadas com esta tecnologia para este
tipo de residuos. Apresenta-se também a biologia da améijoa asiética, como esta se tornou
uma espécie invasora e 0 seu aproveitamento, para por exemplo remediacdo. No terceiro
capitulo estdo descritos os métodos experimentais usados na caraterizacdo e tratamento do
efluente, e no quarto séo apresentados os resultados obtidos e as respetivas conclusdes. Por
altimo, sdo expostas as conclusGes mais importantes desta dissertacdo e as propostas de

trabalho futuro.

Apresentacado do efluente vinicola e possiveis tratamentos.
Apresentacdo do processo de Fenton.
Biologia da Corbicula fluminea e seu aproveitamento.

Metodologias experimentais usadas para o tratamento do
efluente com o processo de Fenton, biofiltragdo com a ameijoa
asiatica e caraterizacao do efluente.

Resultados relativos ao tratamento do efluente e sua
conclusao.

Conclus6es finais e perspetivas futuras.

VAV
N INAINANA

Figura 1 - Estrutura da tese.



Il. Estado da Arte

Este capitulo apresenta as caracteristicas do efluente vinicola, os varios processos
usados para tratar este residuo, e mais detalhadamente o processo avancado de oxidacédo
escolhido. Nesta seccdo estdo ainda presentes as caracteristicas da améijoa asiatica, bem como
0 seu aproveitamento enguanto espécie invasora, e a sua utilidade, enquanto biofiltro no

tratamento de efluentes.

1. Problema do Efluente Vinicola e seu Tratamento

1.1. Efluente Vinicola

A producdo de vinho gera diferentes tipos de poluicdo, relacionados sobretudo com
residuos solidos e efluentes liquidos. O efluente vinicola, proveniente de operacdes com as
uvas para producdo de vinho, € gerado maioritariamente por diversos processos limpeza,
como é o caso das lavagens que ocorrem durante a trituracdo e prensagem da uva. Por outro
lado, ha que considerar as operacdes de limpeza de tanques de fermentacéo, barris, garrafas e
outros equipamentos ou superficies (Mosteo, et al., 2008 e Lucas, et al., 2008).

As caracteristicas do efluente vinicola dependem dos meses caracteristicos da colheita
da uva, e posteriores processos que sao necessarios a producdo do vinho (Ornad, et al., 2006;
Lucas, et al., 2009 e Mosteo, et al., 2006). As etapas de producdo de vinho baseiam-se na
rececdo de uvas, seguida de esmagamento, fermentacdo, decantacdo, maturacdo e
estabilizacdo, filtracdo e, por ultimo, engarrafamento e embalagem (Lucas & Peres, 2011). Ao
longo do ano existem duas épocas na producdo do efluente vinicola, a alta, de Agosto a
Novembro, onde acontece o processamento do vinho, e a baixa, que ocorre no resto no ano,
aquando o armazenamento e engarrafamento.

Assim, este tipo de efluente apresenta elevada variabilidade nas suas caracteristicas,
devido a sua sazonalidade, aos métodos usados na producdo de vinho, ou mesmo o tipo de
vinho que esta a ser processado. O efluente vinicola € tipicamente biodegradavel, €
caracterizado pela sua elevada acidez, odor e cor desagradaveis, bem como uma elevada
concentracdo de carga organica, maioritariamente composta por &cidos organicos, etanol,
glucose, frutose e polifenois. No entanto, parte da matéria organica destes efluentes é
biorecalcitante e potencialmente toxica para varios microrganismos e plantas (Lucas, et al.,
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2009; Martins, et al., 2009 e loannou, et al, 2013, 2015). Isto dificulta a aplicacdo direta de
processos de tratamento por lamas ativadas. Por outro lado, a elevada variabilidade do
efluente implica uma continua adaptacéo dos microrganismos ao efluente.

A Tabela 1 mostra as caracteristicas mais importantes do efluente vinicola assim como

0s respetivos valores minimos, médios e maximos tipicamente encontrados na literatura.

Tabela 1 - Caracteristicas do Efluente Vinicola, (Adaptado (Mosse, et al., 2011))

Parametros Unidades  Minimo Maximo Média
CQO mg O,/L 320 296119 15553
CBOs mg O,/L 125 130000 8858

pH 3 12 5

Portugal, como um dos paises com maior producdo de vinho, em 2009, apresentava uma
producdo anual de 600000 L de vinho, sendo a producdo de efluente vinicola de cerca de
3000-5000 L por tonelada de uva processada. Isto é, por cada litro de vinho produzido estima-
se a geracdo de 1,3 a 1,5 kg de residuos, em que 75% é efluente vinicola, ou seja, 1 a 2 litros
de efluente por cada litro de vinho, 24% sdo subprodutos de vinificacdo e 1% de residuos
solidos (Souza, et al., 2013; Lucas, et al., 2008 e loannou, et al., 2013).

Os efluentes, em particular o efluente vinicola, apresentam uma problematica em termos
de poluicdo ambiental, mais especificamente hidrica, podendo causar salinizacdo e
eutrofizacdo destes recursos. Se estes efluentes forem descarregados no meio hidrico, sem
tratamento, além do potencial efeito tdxico, como possuem elevada caréncia bioquimica de
oxigénio, pode levar a uma répida deplecdo do oxigénio dissolvido das aguas recetoras
levando & morte dos seres vivos aquéaticos e anfibios existentes, por falta de oxigénio.

No que toca ao solo, a aplicacdo deste tipo de efluentes sem tratamento, pode alterar
propriedades fisico-quimicas dos len¢ois de agua, afetando a cor, pH e condutividade elétrica.
Por vezes, estas aguas residuais sdo usadas para irrigacdo da vinha, mas se esta aplicacao for
inadequada pode prejudicar a saude do solo, por alagamentos, salinizacdo, contaminacdo
quimica, erosdo, afetando também a diversidade de microrganismos presentes (Kumar, et al.,
2006 e loannou, et al., 2015).

Em Portugal, os limites legais para descarga de aguas residual em meio hidrico estdo
estabelecidos pelo Decreto-Lei n® 236/98, 1 de Agosto de 1998. Por exemplo, o valor de CQO
(Caréncia Quimica de Oxigénio) e CBOs (Caréncia Bioquimica de Oxigénio) ndo podem

ultrapassar 0s 150 e 40 mg O./L, respetivamente. Posto isto, ha necessidade de realizar uma
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eficiente gestdo das aguas residuais da industria vinica, por forma a proteger 0s ecossistemas.
Por outro lado, a possibilidade de reutilizacdo da agua é uma estratégia cada vez mais

apetecida tendo em conta a crescente escassez mundial neste recurso.

1.2. Tratamento de Efluente Vinicola

O tratamento do efluente vinicola torna-se complicado devido elevada variabilidade, em
termos de volume e composicao, relacionada com a sazonalidade desta agua residual.

A reducdo da carga orgénica, medida em termos de Caréncia Quimica e Bioquimica de
Oxigénio, é dos parametros mais importantes quando se fala de tratamento de efluentes. A
matéria organica das aguas residuais da industria vinicola, € maioritariamente caracterizada
por acucares muito solUveis, alcoois, acidos e compostos recalcitrantes de elevado peso
molecular (como polifendis, taninos e lenhinas), que se tornam dificeis de remover por
processos fisicos ou bioldgicos (Lucas & Peres, 2011).

Foram ja testadas varias tecnologias, para o tratamento destas aguas, mas ainda
nenhuma foi considerada “a ideal”, o que faz com que a investigacdo nesta area nao tenha
terminado. A escolha do melhor tipo de tratamento ndo é facil, visto que tém de ser
considerados diferentes fatores importantes, como é o caso da redugdo da carga organica,
recursos gastos no tratamento, bem como todos os custos acoplados.

Para tratar os residuos liquidos produzidos durante a producdo de vinho sédo conhecidos
processos fisico-quimicos, bioldgicos, filtracdo e separacdo por membrana, pProcessos
avancados de oxidacdo (PAOs) e processos combinados (tipicamente processo bioldgico
integrado com sistemas quimicos avancados). A Tabela 2 resume 0s principais processos

utilizados na depuracéo de aguas residuais da industria do vinho.

Tabela 2 - Processos existentes para tratamento do efluente vinicola.

Precipitacdo quimica com agentes quelantes
Processos Fisico-quimicos Sedimentagdo com adigéo de floculantes

Coagulacdo/Floculacao

Eletrocoagulacao

L Lamas ativadas
Processos Biologicos Lagoas arejadas

Digestdo Anaerdbia

Processos filtracdo e separacdo  Nanofiltracéo

por membrana Osmose inversa
Ozonolise
Processos avancados de oxidacdo  Oxidagdo Humida
(PAOs) Fotocatalise
Fenton




Os processos fisico-quimicos sdo comumente usados como pré-tratamento, para baixar
a quantidade de sélidos suspensos, a turbidez, bem como parte da matéria organica existente
no efluente, facilitando os sistemas posteriores. O processo de coagulacdo/floculacdo, com
varios coagulantes, podem atingir remocdes de CQO de 31,5%-37,9%, de turbidez cerca de
93% e de sdlidos suspensos a volta de 95% (Braz, et al., 2010). Rizzo, et al. (2010), testou um
coagulante organico natural, atingindo remoges de 73%, 92% e 80%, em termos de CQO,
turbidez e solidos suspensos, respetivamente. A eletrocoagulacdo, usando elétrodos de
aluminio e de ferro, pode apresentar remocdes de CQO, turbidez e cor na ordem dos 46,6%
(eletrodo de aluminio) - 48,5% (eletrodo de ferro), 92,3% (aluminio) - 98,6% (ferro) e 80,3%
(Al) - 97,2% (Fe), respetivamente (Kara, et al., 2013 e loannou, et al., 2015).

Os processos bioldgicos sdo considerados amigos do ambiente, mas, por vezes, ndo sdo
capazes de remover a matéria organica presente, que se encontra em elevadas concentraces,
e assim, alguns componentes toxicos podem degradar-se tdo lentamente sendo considerados
recalcitrantes. Por outro lado, ha a desvantagem dos sistemas mais comuns (lamas ativadas)
produzirem grandes quantidades de lamas, cuja gestdo constitui um desafio. Ha ainda a ter em
conta, que é praticamente impossivel maximizar a eficiéncia destes processos, devido as
propriedades muito varidveis do efluente vinicola tanto qualitativa como quantitativamente
(elevado CQO, cor escura, acido e, por vezes, contem espécies fenolicas) que leva a inibicdo
dos sistemas de tratamento bioldgico. Além disto, alguns dos poluentes possuem propriedades
antioxidantes, tornando-se téxicos para 0Ss microrganismos, resultando numa pobre
biodegradabilidade do efluente, dificultando assim o bom funcionamento dos reatores
biol6gicos. Assim, é necessario ter cuidado na escolha dos microrganismos, bem como a
adaptacdo destes ao tratamento em questdo. O controlo dos processos bioldgicos torna-se
dificil, devido, por exemplo, a sensibilidade das bactérias em termos de condi¢cGes ambientais,
0 que afeta o seu crescimento (loannou, et al., 2015; Martins, et al., 2009; Peres & Lucas,
2011 e Lucas, et al., 2009).Por exemplo, quando devidamente otimizado, o sistema SBR
(sequential batch reactor) torna-se muito eficiente no tratamento de &guas residuais,
provenientes da producdo vinicola de pequena escala, tendo em conta que pode remover 95%
de CQO e 97,5% de CBOs, apresentando custos operacionais relativamente baixos (loannou,
etal., 2015).

Os tratamentos por membrana podem apresentar elevadas remocgbes de sélidos
dissolvidos, carbono orgéanico, ides inorganicos e compostos organicos. Neste tipo de
processos a pressao e temperatura tém que ser controladas, pois afetam a seletividade das

membranas. Com a osmose inversa consegue reduzir-se carga organica e inorganica dos
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efluentes, bem como a sua toxicidade. Este processo é de facil operacéo, flexivel no que toca
a temperatura e valores de pH, tornando o efluente de boa qualidade. Mas contém alguns
requisitos rigorosos, no que toca a membrana e a sua alimentacdo. Com estes processos
conseguem remover-se elevadas percentagens de caréncia quimica de oxigénio (97%), de
toxicidade (100%) e de sélidos (94%-96%) (loannou, et al., 2015). Estes sistemas possuem a
desvantagem de requerem pressdes de operagéo altas e da limpeza/substituicdo frequente das
membranas 0 que encarece 0 processo. Por outro lado, ha a produgdo de um concentrado com
uma elevada carga organica e de dificil tratamento posterior.

Como alternativa aos tratamentos convencionais surgiram 0S processos avancados de
oxidagdo (PAOs), que se mostraram eficazes na degradacdo de poluentes orgénicos
fortemente persistentes e refratarios. Estes processos podem tratar contaminantes em
concentragdes muito diminutas (ppb), conseguindo que ndo se formem subprodutos
probleméticos, sendo também uteis para melhorar as propriedades organoléticas
(caracteristicas dos materiais que podem ser percebidas pelos sentidos humanos, como a cor,
brilho, luz, odor, textura, som e sabor) da agua, ou mesmo para descorar os efluentes mais
escuros. Os PAQOs conseguem superar 0S processos convencionais usados, visto que sdo mais
rapidos e eficientes. O maior problema é o custo dos reagentes usados, visto que sdo caros,
mas consegue-se uma melhoria desta desvantagem, com a diminuicdo do consumo dos
reagentes, através do uso de catalisadores e energia elétrica ou solar (Peres & Lucas, 2011).

Com estes processos ha formacdo de espécies oxidantes fortes, o que resulta num
elevado grau de tratamento, incluindo a quebra de compostos biorecalcitantes e toxicos. As
espécies oxidantes que se formam sdo espécies radicalares muito reativas e com elevada
capacidade oxidante, designadamente os radicais hidroxilo (HO«). Estes sdo espécies ndo
seletivas reagindo rapidamente com compostos organicos e inorganicos, conduzindo a
completa mineralizacdo ou a formacdo de compostos intermédios biodegradaveis, isto é,
oxidam quase todos 0s compostos presentes no meio reacional, sem restricdes a classes
especificas ou grupos de compostos, quando comparados com outros oxidantes. No entanto, a
sua acdo pode ser prejudicada pela presenca de compostos designados como radicais
scavengers, como é o caso dos carbonatos, dos tert-butanol e dos acidos humicos, que reagem
rapidamente com os radicais hidroxilo, parando a reacdo de degradacdo em cadeia (Peres &
Lucas, 2011; Mosteo, et al., 2008 e Ornad, et al., 2006).

Os radicais hidroxilo podem ser formados por decomposicdo do perdxido de
hidrogénio, do ozono ou através da oxidagdo fotocatalitica usando radiagéo ultravioleta ou luz

solar com presenca de catalisadores.



A oxidagdo por ozonodlise e pelo processo de Fenton pode ser realizada sem
preocupacBes com pressao e temperatura, 0 que reduz custos operacionais. A ozonolise ocorre
sob acdo do ozono, que apresenta interessantes propriedades oxidantes. O processo de
oxidacdo humida surge como uma via de remocdo de matéria organica de efluentes,
necessitando do aquecimento destes até elevadas temperaturas, bem como injecéo de ar a altas
pressdes. A fotocatélise usa luz para ativar substancias, aumentando a velocidade da reacéo,
podendo apresentar-se de forma heterogénea, ativando um semicondutor (por exemplo,
dioxido de titanio). O processo de Fenton usa como reagentes o perdxido de hidrogénio e o
ferro, este ultimo atua como catalisador, promovendo a decomposicdo do peroxido de
hidrogénio em radicais hidroxilo.

Ja foram realizadas varios estudos em torno destes processos avancados para 0
tratamento do efluente vinicola. Com a ozonolise ha dados que demonstram uma remocao de
carga orgéanica, cor e solidos de 54%, 66% e 85%, respetivamente. Realizando o método de
fotocatalise com didxido de titdnio apenas se conseguem degradacBes de matéria organica de
cerca 26%. O processo de Fenton, dependendo das concentracdes usadas de peroxido de
hidrogénio e de ferro Il, pode proporcionar remocdes de CQO e de solidos de cerca de 30% e
95%, respetivamente. Este Ultimo processo avangado de oxidacdo, por ter sido o escolhido
para tratamento do efluente vinicola desta dissertacdo, sera tratado em maior detalhe na secéo
seguinte (loannou, et al., 2015 e Navarro, et al., 2005).

Os processos avancados de oxidacdo surgem também como pré-tratamento, para que
maior parte da matéria organica se degrade e a concentracdo de compostos inibidores
diminua, tornando-se possivel aplicar um processo bioldgico aerdbio posterior sem problemas
(Mosteo, et al, 2006, 2008). Esta integracdo leva a uma reducdo de custos operacionais

quando se compara com 0 caso em que cada tratamento é aplicado em separado.

1.3. Processo de Fenton aplicado a Efluentes Vinicolas

De entre os PAOs mais usados no tratamento de efluentes, o processo Fenton combina
vantagens economicas com a eficicia na reducdo de contaminantes e representa um dos
melhores métodos para processos limpos e seguros na degradacdo de produtos organicos
(Bianco, et al., 2011).

Para que o processo de Fenton se dé € necessario que ocorram reacgdes entre 0 Ferro e 0
Peroxido de Hidrogénio para que haja formacdo de radicais hidroxilo. Nestas reagdes de

Fenton (equacges 1 - 3) ha uma reducdo e oxidacéo do Ferro.
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Fe?* + H,0, > Fe3* + °‘OH + OH~ [1]
Fe3* + H,0, - Fe(OOH)** + H* 2]

Fe(OOH)?** - Fe?t + *0,H [3]

O processo Fenton € um dos sistemas utilizados no tratamento de efluentes com elevado
contetdo fendlico, como é o caso dos vinicolas, de lagares de azeite, de indUstria de pasta e
papel e pesticidas. Por via desta tecnologia consegue-se uma melhoria na qualidade do
efluente e aumento da sua biodegradabilidade, bem como na remocdo de cloro (Rossi, et al.,
2012).

No tratamento de efluentes vinicolas varios estudos efetuados passam pela aplicacéo de
luz no processo de Fenton (foto-Fenton) (equacéo 4):

FeOH?* + hv - Fe?* + °OH [4]

A luz aumenta a velocidade da reagcdo devido ao aumento da taxa de producdo de
radicais HOe, além da fotdlise direta de alguns poluentes (Mosteo, et al., 2008).

O processo de Fenton depende de véarios parametros, tais como: a temperatura, a
concentracdo de Fe**, a concentragdo de H,0,, 0 pH, 0 tempo de reac&o, a composicao inicial
do efluente e da sua carga organica (Ornad, et al., 2006 e Bautista, et al., 2008).

O efluente destinado a reacdo de Fenton deve ter um pH entre 2,8 e 3. Se estiver acima
de 3, o ferro comeca a precipitar como Fe (OH)3; e 0 H,O, decompde-se em O, e H,O. Por
outro lado, valores de pH mais baixos inibem as reacdes de reducdo do Fe** em Fe*
impedindo assim o passo de regeneracdo do catalisador o que reduz a eficiéncia do
tratamento.

O aumento da temperatura melhora a cinética do processo, no entanto, também favorece
a decomposicdo de H,0O, no sentido O, e H,0, cuja taxa de aumento é de 2,2 a cada 10°C (na
gama de 20-100°C), levando a uma diminuicdo da quantidade de oxidante disponivel para a
degradacdo da matéria organica (Bautista, et al., 2008).

Uma das vantagens deste processo, em relacdo a outros sistemas, é a ndo necessidade de
usar energia para ativar o peroxido de hidrogénio, visto que a reacdo se d& a temperatura
ambiente e pressdo atmosférica. Por outro lado, requer reagentes de facil manuseamento e
envolve tempos de reacdo curtos. A simplicidade e baixo custo, quando comparado com
outros PAOs, também se torna um ponto a favor. Como todos 0s processos, este apresenta

desvantagens, como é exemplo o custo elevado do peroxido de hidrogénio e a necessidade de



remocdo das lamas de ferro apds tratamento (Bautista, et al., 2008; Dominguez, et al., 2014 e
Martins, et al., 2010).

Ja foram realizados variados estudos envolvendo o tratamento de efluente vinicolas por

processos avancados de oxidacao, mais objetivamente com o processo de Fenton, na Tabela 3

séo expostas algumas dessas investigagoes.

Tabela 3 - Processo de Fenton ou foto-Fenton aplicado a efluentes vinicolas.

Sistemas testados

Principais Conclusdes

Referéncia

Processo Fenton

solar para
melhorar 0
efluente pré
tratado em MBR
(bioreator de
membrana)

e Tratamento de efluente
vinicola em MBR seguido
de foto-Fenton

[Fe®] ®™ =3 mg/L
[H20,] °"™ = 350 mg/L
Remogdo, apés 180
fotocatalise, de:

CQO (caréncia quimica de oxigénio) =
85%; DOC (carbono organico dissolvido)
= 62-68%; Cor = ~80%

minutos  de

(loannou, et al.,
2014)

Foto-Fenton na
degradacdo  de
efluentes

e Processo  foto-Fenton
homogéneo na
degradacdo de efluentes
vinicolas.

e Efluentes simulados:
WV- dilui¢do de vinho
tinto comercial (elevado
teor de alcool)

WG - diluigdo de sumo
de uva comercial (elevado
teor de agucares).

pH inicial=3,5

Gamas de valores usados:

[CQOQO] inicial=5000-10000 mg O2/L
[TOC (carbono organico total)] inicial
=1500-1300mg C/L

[H,0,] = 0,02-0,05 M

[Fe**] = 5-500 mg Fe/L

treagao = 5-30 min

Degradacdo méxima (WG) =95%
Degradac¢do méxima (WV) =50%

(Ornad, et al.,

2006)

[CQO] iniciar = 5350 mg O,/L

Por osmose inversa, remogdo de:

CQO = 97% (o que equivale a [CQQ]
=150 mg O,/L);

Azoto= 67%;

(] P
oquica | de vincols  por osmose FOSOO=T62%: (1oamou L. A
Processo  foto- inversa seguido de foto- Sgl!dos Suspgnsos Totais=94%; etal., 2013) '
Fenton Fenton Solldos_T_otals:%%; ’
Condutividade=94%.
Tratamento do concentrado da osmose
inversa por foto-Fenton:
[CQO] concentrado = 10290 mg/L
Reducéo de CQO = 75%
Degradagio  do oF_oto—oxidagéo do é&cido Degragagéo de 34.7% com lampada de
Acido Galico por galico (composto radiagdo UV TNT15/32; 20.2% com (Lucas, et al.,
foto- fendlico) de efluentes ldmpada UV TQ150 e 2.3% com radiagdo 2008)
oto-Fenton L .
vinicolas solar em 60 minutos.
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Tabela 3 - Processo de Fenton ou foto-Fenton aplicado a efluentes vinicolas (continuagéo).

Sistemas testados Principais Conclusdes Referéncia
Degradacdo fotocatalitica heterogénea
(TiOy)
[TiO,] = 200 mg/L
Remocdo de TOC (WV) =8 %
Remocdo de TOC (WG) =10 %
t reacdo= 400 min
Degradacdo fotocatalitica heterogénea
e Degradacdo de efluente (TiOx/H,0,¢e Ti0,/S,04>
vinicola simulado a escala -TiO,/H,0,
T piloto num CPC. Remogdo de TOC=11% (no final de 150
ratamento . . -
fotoquimico  num ® Efluentes simulados: min) S
reator CPC (coletor _WV- dlluu;a}o de vinho -Adl(;ag de 10 mM de S,05" a TiO, (Lucas, et al,
- tinto comercial (elevado Remogao de TOC=12% 2009)
parabdlico . : - 2
composto) teor de aIc_oo_I)~ -Reacdo  TiO,/S,04 com  S2082
WG - diluicdo de sumo constante
de uva comercial (elevado Remogdo de TOC=25% (no final de 440
teor de agucares). min)
Degradacdo fotocatalitica homogénea

com foto-Fenton, com 400 min:
[Fe?"] =55 mg/L

[Hzoz] =12 mM

treacdo = 500 min

Remocédo de TOC (WV) =46 %
Remocédo de TOC (WG) =93 %

Foto-Fenton

e Reacdo de foto-Fenton
heterogéneo para
degradacdo de efluentes
vinicolas.

e Efluentes simulados:
WV- diluicdo de vinho

Gama de valores:
[CQO] inicial=5000-10000 mg O,/L
[TOC] inicial =1500-1300 mg C/L

[H,O,] =0,003-3 M (Mosteo, et al.,

. 3+ —
heterogéneo tinto comercial (elevado t[Fe ]_—12-5%(()) mg Fe/L 2006)
de &lcool) reagao™= = - 67 M1 _
teor o Degradac¢édo de TOC (WG) =55%
WG - diluigdo de sumo Degradacéo de TOC (WV) =55%
de uva comercial (elevado
teor de agucares).
PH inicia=3,5
[CQOY] iniciar=3300 mg O2/L
[TOC] inicia=969 mg C/L
TPh inicia (contetdo fenodlico) = 99 mg
acido galico/L
e Processo  foto-Fenton tyaamento = 24h
Sistema sequencial heterogéneo usado antes [H202] inicia =0,1 M (Mosteo, et al
foto-Fenton- do processo bioldgico de [catalisador] = 31 g catalisador/L 2008) ' "
Bioldgico lamas ativadas. Remogdo de:
e Efluente vinicola real. TOC finalrenton=50-60 %
CQO finairenton=1000 mg O,/L
PH fina = 4,1
TOC fina|:90%
CQO fina =128 mg O,/L
TPh fina =49 mg acido galico/L
Comparagao de e Processo de floculagdo, Remogdo de CQO por:

processos integrados
(floculacdo, Fenton,
ozonolise)

Fenton e ozondlise no
tratamento de efluentes
vinicolas.

Floculacdo (floculante 4350SH): 10%
Fenton (4g/L de ferro 1l e 9g/L de
peroxido de hidrogénio): 30%

Ozondlise (3 gO3/h): 54%

(Martins, et al.,
2009)
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Tabela 3 - Processo de Fenton ou foto-Fenton aplicado a efluentes vinicolas (continuagéo).

Sistemas testados Principais Conclusdes Referéncia

PH inicia=4.9
[CQO] iniciaI:3820 mg OZ/I—
e Processo biologico e de  [TOC] inicia=1628 mg C/L
Fenton combinado. Taxa CBO/CQO=0,55, que indica boa

et vinicola *US0 da_bactéria C.. degradabilidace.

combinado laurentii (escolhldzzl tgndo Processo b~|olog|co +2+Fenton (39,2mM  (Santos, et al.,
processos biolégicos em conta a resisténcia e H,0,; e razdo H,O,/Fe”™ 15:1) 2014)

com Eenton. desempenho na PpH fina=4,9

degradacdo da poluicdo) [CQO] =94 mg O./L (remogdo de
para o processo bioldgico.  97,5%)
[TOC] #na=311 mg C/L (remogdo de
81%)

loannou, et al. (2014) concluiram que com o processo integrado de Fenton seguido de
MBR, se consegue uma remoc¢do de poluentes até ao limite permitido para descarga, a
toxicidade para D. magna € eliminada e a fitotoxicidade reduzida.

Com a avaliacdo realizada para comparar a degradacdo do efluente vinicola por via de
foto-Fenton, alterando concentracdo de ferro, concentracdo de peroxido, tempo de reagdo e
concentracdo de matéria organica inicial, realizada por Ornad, et al. (2006), concluiu-se que a
composicao inicial do efluente influencia a eficiéncia, isto €, quanto maior o CQO inicial,
menor é o grau de degradacdo e se se aumentar as concentracdes de Ferro Ill, peroxido ou
tempo de reacdo, ha um aumento na taxa de reducdo de carga organica. Conseguem-se
diferentes remocdes que surgem pela formacdo dos compostos intermediarios distintos, como
0 &cido acético, que inibem a reacao.

A investigacao realizada em torno da degradacdo de acido galico, realizada por Lucas,
et al. (2008), concluiu que de entre o processo Fenton tradicional, o uso de oxalato de ferro
(quelante que impede a precipitacdo do ferro a pH neutro) e fotocatélise heterogénea, o foto-
Fenton (UV TNT15/32) mostrou-se o processo mais eficiente com degradacdo de 95.6% em
7,5 min e resultou numa total eliminacéo da toxicidade.

O tratamento fotoquimico do efluente vinicola torna-se mais eficiente se o etanol for
removido previamente, por stripping, visto que se conseguem remogdes de CQO, TOC e TPh
de 98% (ao fim de 82 min), de 96% (ao fim de 130 min) e de 92% (no final da reacdo),
conseguindo-se ainda reducgéo da toxicidade de 48 para 28% (no final da reagédo) (Lucas, et
al., 2009).

Investigou-se 0 uso de catalisadores solidos (clay) no tratamento de efluente vinicola
através do processo de Fenton heterogéneo. As particulas aplicadas apresentavam tamanhos
de 80-500 um e a concentracdo usada foi de 0.1-0.2g/L. A matéria organica removida do
efluente simulado de sumo de uva, mostrou ndo depender do tamanho das particulas de
12



catalisador ao contrario do que acontecia com o efluente simulado de vinho (Mosteo, et al.,
2006).

E possivel aumentar a eficiéncia dos tratamentos através da integracio de processos. Por
exemplo, usando Fenton + Ozondlise, conseguem-se remogdes de 73% de CQO. Comparada
com outras alternativas, esta integracdo torna-se a mais barata, em termos de custo de
remocdo de CQO (Martins, et al., 2009). E ainda, a combinacdo de processos quimicos,
nomeadamente o processo de Fenton com bioldgicos tem sido muito estudada, devido as
remocdes de CQO obtidas, que se encontram dentro dos limites de descarga no meio hidrico,
tornando-se uma alternativa viavel no tratamento deste tipo de efluentes (Santos, et al., 2014 e
Mosteo, et al., 2008).

Como se pode verificar, pela bibliografia referida, o processo de Fenton € um bom
sistema de tratamento de efluentes vinicolas, apresentando elevada eficiéncia na remocéo de
matéria organica, bem como facilidade no manuseamento dos reagentes e custos reduzidos.
Fica, deste modo, evidente o interesse em investigar este sistema de tratamento para a

remediacdo de efluentes liquidos.
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2. A améijoa asidtica enquanto biofiltro para tratamento de efluente vinicola
A améijoa asiatica (Corbicula Fluminea (Mdller, 1774)) é um bivalve invasor, de agua
doce, pertencente a familia Corbiculidae. Com origem no sudeste asiatico, esta especie
hermafrodita tem vindo a dispersar-se pelo mundo, tornando-se uma peste, com necessidade
de monitorizagéo e controlo.
2.1. Biologia da améijoa asiatica

e Morfologia/Anatomia

A améijoa asiatica apresenta conchas com tamanho

médio entre 3-4 cm, com brilho e estrias salientes

uniformemente espacadas (Figura 2). A concha € produzida

) ) Figura 2 - Ameijoa Asiatica
pelo bivalve, através de secrecOes de carbonato de calcio, de (Adaptado (Mackie & Claudi, 2010)).

dentro para fora, e possui duas valvulas iguais inequilaterais. Estas valvulas unem-se pela
charneira, com a ajuda de trés dentes cardinais e dois laterais

(Figura 3), tendo também ligamentos e musculos adutores, que

aproximam as valvulas e fecham a concha rapidamente, quando
Serrated b

lateral teeth /r 9
Tri-radiate L7

cardinal teeth
Figura 3 - Dentes laterais quando os musculos adutores relaxam e o ligamento forca a
serrilhados da Ameijoa Asidtica.

(Adaptado de (Ma)f;kie & Claudi, separac¢do das valvulas (Mackie & Claudi, 2010).
2010

contraidos. A abertura das valvulas torna-se um movimento

lento, devido a ndo existéncia de musculos antogonios, dando-se

A parte interna da concha é composta pelo manto,
envolvendo a massa visceral e segregando a concha. E na cavidade do manto que se situa o
sistema respiratorio, composto por dois pares de branquias delgadas, formadas por lamelas,
que funcionam para retirar o oxigénio do meio onde se encontram, e para se alimentarem.
Entre as branquias encontra-se a boca, pertencente a cabeca, e envolvida pelos palpos labiais.
Perto da boca esta o pé muscular, afilado e em forma de machado, que se estende para fora da
cavidade do manto. Nas proximidades dos ganglios do pé e na regido do sifdo inalante,
encontra-se o estatocisto, 0 6rgao capsular enervado por ganglios cerebrais. A massa visceral,
encontrada abaixo do pé, contem os 6rgdos de digestdo, reproducdo e excrecdo desta espécie
invasora (Mackie & Claudi, 2010 e Rosa, et al., 2011).
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A C. Fluminea apresenta sistema digestivo completo com palpos labiais para classificar
alimentos e estilete cristalino para os digerir, bem como duas aberturas, uma boca para
entrada dos alimentos e um anus para eliminar os residuos que ndo foram absorvidos durante
a digestdo. Tem também sistema nervoso composto por pé, ganglio cerebral e ganglio
visceral. Contém um 6rgéo de equilibrio, um 6rgéo olfativo para o sistema respiratorio, com
dois pares de branquias compostas por lamelas interior e exterior, sistema circulatdrio fechado
e sistema excretor (Mackie & Claudi, 2010).

e Reproducéo e Ciclo de Vida

A Ameijoa Asiatica é hermafrodita, proto-oogadmica e inicia a oogénese antes da
espermatogénese. Durante os ciclos de reproducdo sazonais a oogénese é quase continua, mas
a espermatogénese € episodica. A espermatogénese é estimulada pelo aumento da temperatura
na primavera e também pela diminuicdo de temperatura no outono. O desenvolvimento
embrionario resulta da autofertilizacdo e alogamia (fertilizacdo cruzada) e incluem bléstula,
trocdfora, veligera e pediveligera. Um individuo apenas pode dar continuidade a populagéo
(Mackie & Claudi, 2010).

O genero Corbicula distingue-se por varias estratégias reprodutivas, que passam pela

fecundacdo interna com langamento

de larvas planctonicas (larvas que

Straight-hinge

larvae exit via
: excurrent siphon
‘ & S
@+ kg
Internal @) e e ‘
fertilization @ @

\Spelm
22 J

nadam livremente para a fertilizacéo

interna) e incubacdo de larvas nas

100 pm

branquias para a fase de straight-
hinge. As espécies com larvas

planctonicas sdo tolerantes a agua

Straight-hinge

salgada, enquanto que as espécies larvae

Embryo

com larvas incubadas estdo limitadas | i peat it
i\ sec;ndary' lines
a agua doce (Mackie & Claudi, i e
2010). - e ¢
: : Figura 4 - Ciclo de vida da améijoa asiatica. (Mackie & Claudi,
Quanto ao ciclo de vida 2010)

(Figura 4), a gametogénese ocorre durante todo o ano, e o tecido feminino é mais comum que
0 masculino. As améijoas que transportam os gametas possuem conchas entre 7 € 10 mm. Os
embrides sdo incubados no interior das branquias e passam por uma fase trocéfora que carece

de cilios. As larvas sdo lancadas como larvas de forma-D (staight-hige) (> 195 um de
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comprimento de concha) ja com pé e velum, sendo eliminadas ap6s emergéncia (~100h apds a
libertagdo). As larvas umbonadas (> 280 um de comprimento), sdo parecidas a ameijoas em
miniatura, contém sifoes e o pé, o Unico meio de locomocgdo. A concha das pediveligeras
apresenta comprimento superior a 500 pm, sdo opacas e tém estrias evidentes. Ndo ocorre
mais nenhum desenvolvimento para além do crescimento continuo e da maturidade sexual. O
tamanho minimo dos adultos que transportam larvas encontra-se entre 13 e 15 mm de
comprimento de concha (Mackie & Claudi, 2010).

As larvas sdo libertadas entre Maio e Setembro, quando a temperatura média da agua
excede os 15°C, existindo mais dois picos de reproducdo, sendo estes entre Outubro e
Dezembro e Marco e Abril, quando a temperatura da agua se encontra entre 6 e 15°C. O pico
da segunda desova é menor que a primeira, e a percentagem de individuos é muito menor
durante o segundo periodo. A frequéncia da desova esta correlacionada positivamente com o
teor de clorofila da &gua. Sdo produzidas, por dia, cerca de 600 a 700 larvas por individuo,
durante a Primavera e o Outono, apesar de sobreviverem apenas 0,1% dessas larvas. Estas
larvas, bastante leves, sdo facilmente arrastadas por correntes, suspensas em colunas de agua,
facilitando a sua dispersdo. A esperanca de vida desta espécie é de 1-4 anos e a sua primeira
fonte de alimentacéo € o fitoplancton (Mackie & Claudi, 2010; Rosa, et al., 2011 e Burkhead,
2001).

e Habitat

Como espécie invasora bem sucedida, a C. Fluminea apresenta elevada capacidade de
adaptacdo a novos habitats, elevada tolerancia a uma ampla gama de condi¢cdes ambientais,
grande potencial reprodutivo, crescimento rapido, maturidade sexual precoce e grande
capacidade de dispersdo. A améijoa asiatica € comummente encontrada em rios, canais,
albufeiras, lagos e zonas com influéncia de maré, bem como na parte inferior de estruturas.
Apresenta preferéncia quanto ao substrato, este tem que ser arenoso, e heterogéneo, com
mistura de areias, pedras e rochas, sendo evitadas zonas de sedimentos muito finos e com
correntes fortes (Rosa, et al., 2011 e Mackie & Claudi, 2010).

A tolerancia aos fatores ambientais é de elevada importancia, pois sdo muito tolerantes
a fatores abioticos, excetuando o oxigénio. Foram realizados estudos para perceber os limites
de tolerdncia a fatores como o pH, salinidade, temperatura para crescimento e
desenvolvimento, para sobrevivéncia, para reproducdo, célcio e oxigénio resumindo-se na

Tabela 6 os limites ambientais tolerados pela améijoa asiatica.
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Tabela 4 - Limites ambientais tolerados pela améijoa asiatica. (Rosa, et al., 2011 e Lucy, et al., 2012)

Parametro

Limite Inferior

Limite Superior

pH

Salinidade (psu)

Temperatura para sobrevivéncia (°C)

Temperatura para crescimento e desenvolvimento (°C)
Temperatura de reproducéo

Célcio (mg/L)

Oxigénio (25-30 °C) (mg/L)

5,6 ND
2 10-17
0-2 36-37
10 ND
15 ND
3 ND
1-3 ND

ND: Néo determinado.

*psu — unidade préatica de salinidade, adimensional, correspondente a razdo entre a condutividade de uma amostra de 4gua do mar e
uma solugdo padréo de KCI (32,4 g de sal dissolvido num kg de solucéo, a 15°C) e 35 psu equivale a 35 g de sal por litro de solucéo.

2.2. A améijoa asiatica enquanto espécie invasora

e Distribuicéo

Minho,
Lima

Cavado,
Ave, Leca|

A C. Fluminea é nativa do sudeste e
oriente da Asia (China, Coreia e Ussuri,
sudeste da Russia), esta espécie foi levada
para a América do Norte por emigrantes

asiaticos, que a usavam COMO recurso

e
alimentar, ou mesmo trazida pelos cascos dos :

Ribeiras do Algarve

barcos, onde se enredavam em macrofitas ou

a

algas, sendo considerada uma peste em
expansdo. A améijoa asiatica também se foi
distribuindo pelo mundo gracas a canais de
agua, aves marinhas e peixes. E atravessando

naturalmente o Oceano Atlantico chegou a

h

Portugal, a bacia do Tejo, 0o que criou uma

porta de entrada para a sua expansdo na

Figura 5 - Mapa de Portugal da distribuicéo da
Corbicula fluminea. a. Regides hidrograficas. b.
Distribuicdo atual da espécie. (adaptado de (Rosa I. C.,
Costa, Goncalves, & Pereira, 2011) ).

Europa. Em Portugal a sua distribuicdo seguiu-se para o rio Douro e Minho, mas ha registos,

ao longo do tempo, do seu alastramento no territorio portugués (Figura 5). Esta presente em

todas as regides hidrogréaficas, excetuando nos rios Cavado, Ave e Leca (Rosa, et al., 2011 e

Mackie & Claudi, 2010).
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e Mecanismos de dispersao

As espécies adultas e as larvas pediveligeras e juvenis tém capacidade de disperséo
devido ao seu pequeno tamanho e massa, 0 que permite que permanegam suspensas por
longas distancias em aguas pouco turbulentas, embora ndo tenham capacidade de nadar
ativamente. As juvenis podem ser transportadas por correntes, ou linha de arrasto, o que
facilita a sua dispersdo. Para uma melhoria na colonizacgdo e disperséo s&o usados cursos de
agua, com controlo de navegacgdo, onde sdo aumentadas as velocidades de fluxo e turbuléncia.
Esta espécie pode sofrer de transferéncia naturalmente, com as correntes de agua, por auxilio
de animais aquéticos, como aves, ou mesmo por acdo humana (Mackie & Claudi, 2010).

A C. Fluminea esta sujeita ao fendmeno de mortalidade em massa, por vezes devido ao
aumento da taxa metabdlica, derivado da restricdo de alimentacdo por longos periodos de
tempo (que pode acontecer no Verdo, com a diminuicdo de caudais), e progressao natural das
invasOes bioldgicas, entre a introducdo da espécie num novo habitat e o estabelecimento total,
a populacdo invasora passa por uma fase de adaptacdo, fase de laténcia, 0 que a faz
permanecer em zonas restritas e com baixa densidade populacional (Rosa, et al., 2011 e
Minchin, 2014).

Para minimizar a dispersdo sdo aplicadas medidas, ecologicamente viaveis: prevencéo,
legislacdo e monitorizacdo. Mas, se a dispersédo for detetada tarde demais tem que se realizar
um controlo mais rigoroso (Rosa, et al., 2011).

e Principais impactos

A améijoa asiatica, como ja referido, pode ser encontrada num qualquer curso de agua,
e pode prejudica-lo, devido a elevada densidade populacional e crescimento rapido.

A nivel industrial, sdo numerosos 0s impactos gerados pelas conchas da améijoa
asiatica, estas podem entupir tubos, permutadores de calor das centrais termoelétricas, ou
fontes de agua, reduzindo o caudal de irrigacdo; dificultam o normal funcionamento de
industrias dependentes de agua, principalmente a que provem de locais onde se encontram
estes bivalves; aumentam a corrosdo nas estruturas metalicas; destroem ou danificam
equipamentos; e colocam em causa os sistemas de protecdo contra incéndios, proporcionando-
Ihes falhas. Assim, as principais industrias afetadas sdo estagbes de tratamento de agua
(ETA’s), cimenteiras, industria da pasta e papel, centrais termo e hidroelétricas e sistemas de

irrigacdo mecanicas (Lucy, et al., 2012; Gabriel, et al., 2013 e Rosa, et al., 2011).
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Nos Estados Unidos o maior impacto econdmico esta relacionado com o macrofouling
nos combustiveis fosseis e nas centrais termoelétricas nucleares, incluindo reatores nucleares,
que tém que ser forcados a parar temporariamente para que se possa remover a améijoa dos
sistemas de refrigeracdo. Na lIrlanda, 0 maior dano econémico incide nas operacdes das
centrais termoelétricas ou mesmo na indUstria da cerveja (importante para a economia
irlandesa), devido a captacdo de agua provir de lagos ou mesmo de fontes de dgua (Lucy, et
al., 2012).

Quanto a impactos ecoldgicos, a améijoa asiatica consegue filtrar elevados volumes de
agua e de nutrientes, competindo, pelo alimento, com outras espécies com capacidade de
filtracdo. Este molusco consegue transportar material removido da coluna de &gua para 0s
organismos do substrato, proporcionando uma ligacdo direta entre o plancton e os bentos
(organismos que vivem no substrato) (Lucy, et al., 2012; Rosa, et al., 2011 e Sampaio &
Rodil, 2014).

Com a invaséo por C. Fluminea, comeca a haver circulacdo de elevadas quantidades de
seston (particulas, organicas ou ndo, que se encontram dispersas na coluna de agua, sendo
alimento para alguns organismos e impossibilitando a difusdo de luz na 4gua) o que induz
alteracbes no ecossistema, reduzindo a sua qualidade biolédgica global. Esta espécie é um dos
vetores de parasitas e outros agentes patogénicos, altera a concentracdo de matéria organica
armazenada nos sedimentos, alterando o ciclo de nutrientes. Quando existe mortalidade em
massa, comec¢a uma producdo abundante de amonia e reducdo de oxigénio, existente no meio,
0 que provoca a morte de bivalves nativos. Foi estudado que as atividades de filtracdo desta
espécie conduzem a maior transparéncia da agua, menor concentracdo de seston, CBO
(caréncia bioquimica de oxigénio) e densidade de fitoplancton, afetando os sedimentos,
enterrando nutrientes, com elevada teor de azoto. Através de biodeposicdo e com 0 pé sdo
capazes de consumir 50 mg/individuo/dia de matéria organica sedimentada. Como a agua fica
mais transparente comeca a haver uma maior por¢do de macréfitas, que comeca a cobrir 0
substrato e a afetar negativamente a densidade total de bivalves (Lucy, et al., 2012; Rosa, et
al., 2011; Bullard & Hershey, 2013; Minchin, 2014 e Sampaio & Rodil, 2014).

2.3. O aproveitamento da améijoa asiatica como eixo na gestao da peste

A gestdo de espécies invasoras tem-se tornado num ponto crucial, visto que estas tém

contribuido em grandes impactos ecoldgicos, industriais e econémicos.
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A prevencdo e mitigagdo surgem como tratamento a preservacdo e recuperacao dos
ecossistemas invadidos, e dividem-se em quatro eixos de gestdo fundamentais (Figura 6):
prevencdo das introducdes de espécies invasoras; detecdo precoce das espécies invasoras nos
novos ecossistemas; erradicacdo dessas espécies; e controlo, quando a irradicacéo é inviavel

ou impossivel (Gabriel, et al., 2014).
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Figura 6. - Eixos de gestdo de pragas

PREVENCAO

A prevencdo é necessaria, pois ha maior dificuldade de irradicacdo a partir do momento
em que a espécie se torna invasora, e ttm que se minimizar impactos (a longo prazo) que
apresentam custos elevados. E a estratégia de gestdo com relacdo custo-beneficio mais
favoravel e impossibilita futuras invasGes. Consiste na intersecdo de espécies exoticas,
tratamento dos materiais que poderdo estar contaminados e proibicdo de transporte de
determinadas mercadorias de acordo com a legislacdo nacional e internacional. Deve apostar-
se, como ponto de partida, na identificacdo de vetores de introducédo e dispersao, bem como

na monitorizacao e controlo destas vias (Gabriel, et al., 2014 e Wittenberg & Cock, 2001).

DETECAO PRECOCE

Para erradicar uma espécie tém-se muito pouco tempo, a partir do momento em que a
espécie invasora chega a determinado local. Esse tempo depende da interacdo da espécie com
0 ecossistema, da forma de introducdo e da disperséo da espécie por acdo humana. Depois
desse periodo a espécie estabelece-se e dispersa-se, 0 que apenas possibilita a sua restricao
num local especifico ou com densidades populacionais relativamente baixas. Assim, a detecéo
precoce é fundamental. Existem, na detecdo precoce, trés tipos de monitorizagdo, a geral, em
locais especificos e de espécies especificas. Este procedimento sO € eficiente se 0s

intervenientes acederem ao habitat da espécie em causa e distinguirem as espécies exoticas
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das nativas pertencentes a0 mesmo taxon ou ao mesmo grupo funcional, visto que podem ser
morfologicamente semelhantes. Assim, ha necessidade de criar programas de monitorizacéo
cuidadosamente, com métodos especificos, adequados a cada situacdo. O valor deste eixo de
gestdo de pestes depende da capacidade e empenho das entidades competentes na resposta
répida a detecdo (Gabriel, et al., 2014 e Wittenberg & Cock, 2001).

ERRADICACAO

A erradicacdo das populacbes ¢ a forma mais eficiente de prevencdo de danos
ecoldgicos e econdmicos causados por espécies invasoras ja instaladas. Tendo em
consideragcdo que o crescimento das populagdes varia com o tempo, e, em condi¢des
favoraveis, é exponencial, é mais eficiente eliminar populac6es quando estdo em densidades
populacionais baixas, do que ap6s o seu crescimento significativo. Esta estratégia usa
métodos de mitigacdo de forma integrada, de acordo com a espécie a erradicar e o
ecossistema em causa (Gabriel, et al., 2014 e Wittenberg & Cock, 2001).

Este eixo de gestdo apresenta custos elevados, uma vez que tem em conta a erradicacao
em si e os fundos de monitorizacdo do sistema intervencionados a curto e longo prazo

necessarios (Gabriel, et al., 2014).

CONTROLO

Esta estratégia de gestdo de pestes so € usado quando a prevencdo e a dete¢do precoce
falharam e a erradicacdo se torna inviavel. SO é possivel aplicar medidas de gestdo para
diminuir a densidade de populacéo, a area de distribuicdo e impactos negativos que as pestes
causem. Apos a aplicacdo de medidas de confinamento de espécie num dado local ou a uma
determinada densidade populacional, verifica-se uma regressdo da infestacdo. Mas, se a
aplicacdo das medidas acabar, o nivel de infestacdo volta a aumentar (Gabriel, et al., 2014).

O plano de controlo deve perdurar, para que o nivel de impactos, area de distribuicdo e
densidade populacional, se mantenham com valores aceitaveis, do ponto de vista econémico e
ecologico (Gabriel, et al., 2014).

Quanto a custos, aplicar processos de controlo consegue ser mais barato a curto prazo,
qguando comparado, com a erradicagdo, mas a longo prazo fica mais caro, pois requer a
aplicacdo constante de medidas corretivas. A decisdo de se seguir para o controlo passa pela
impossibilidade de recorrer a métodos preventivos ou de erradica¢do, de ndo ter fundos
disponiveis para acarretar 0s custos destes processos, ou mesmo se se prejudicarem
organismos ndo-alvo (Gabriel, et al., 2014 e Wittenberg & Cock, 2001).
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Para controlar os bivalves invasores ja existem varias opc¢les, onde a escolha da
metodologia tem em conta a relacdo custo-eficiéncia mais favoravel. Para proceder a
aplicacdo de qualquer estratégia de controlo deve realizar-se uma pré-avaliacdo dos impactos
negativos causados e estudar pormenorizadamente a dindmica da populacdo que esta a afetar
0 equipamento em questéo (Gabriel, et al., 2013).

As metodologias para controlo de bivalves invasores estdo divididas em medidas
reativas e proactivas. O uso das medidas reativas acontece quando ainda se consegue tolerar o
biofouling, sem comprometer a eficacia e seguranca dos sistemas ou processos afetados. Com
0 objetivo de impedir que os bivalves adultos se estabelecam, estas medidas podem ser
quimicas, com dosagens periddicas de quimicos ou entdo apenas no final da época de
reproducdo, ou ndo quimicas, com choques térmicos, ou mesmo dessecacdo, e sao usadas
quando se encontra uma infestacdo pela primeira vez. Com os métodos proactivos, geralmente
quimicos (com dosagem de quimicos continua, semi-continua ou de forma intermitente),
previne-se a acumulagdo de bivalves num dado local. Estes procedimentos sdo 0s mais
indicados para atuar sobre as primeiras fases de vida de uma espécie invasora (Gabriel, et al.,
2013).

2.3.1. Utilizacao de bivalves “filtrantes” para bioremedia¢cao do meio hidrico

Ao longo dos tempos, foram realizados ao longo dos tempos estudos com bivalves,
onde estes poderiam ser aproveitados como tratamento ou mesmo monitorizacdo de meios
hidricos.

Como ¢ de conhecimento geral, existem variados produtos quimicos que poluem o meio
ambiente, nesses produtos estdo incluidos os metais pesados e 0S compostos organicos
recalcitrantes, que provém da industria, da agricultura e de aplicacbes domésticas. Estes
poluentes constituem um risco para o0 ser humano e mesmo para 0s animais, visto que podem
ser absorvidos por ingestdo, respiracdo, ou simplesmente por absor¢cdo cutdnea. EXiste
também poluicdo sob forma de libertacdo de agentes patogénicos para o ambiente,
provenientes do esgoto, que podem causar riscos na saude e levar a eutrofizagdo, devido as
elevadas cargas de nutrientes para 0s ecossistemas marinhos. Assim, como forma de
biomonitorizagdo da poluicdo marinha usam-se bivalves, uma vez que apresentam elevada
capacidade de filtracdo de grandes volumes de &gua e de bioacumulagdo. Com todos os
pontos a favor, no que diz respeito a “limpeza” da agua, a implanta¢do de bivalves torna-se

importante, no ponto de vista de bioremediacdo. Esta implantagdo tem que ser controlada,
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tendo em conta 0s impactos negativos associados ao ecossistema recetor. Os bivalves tém
elevado potencial na remocdo de metais pesados e organopoluentes presentes no meio
marinho circundante, levando a uma melhoria na qualidade da agua (Gifford, Dunstan,
O’Connor, Roberts, & Toia, 2004).

Os metais pesados (Hg, Cr, Pb, Cd, Cu, Zn, Ni, etc.) constituem uma preocupacao
ambiental nos meios aquéticos, pois podem prejudicar toxicologicamente 0s organismos vivos
em toda a cadeia alimentar. Desta forma a monitorizacdo e prevencao da poluicdo provocada
por estes elementos torna-se relevante. Devido a consisténcia entre o organismo selecionado e
o0 correspondente habitat, a biomonitorizacdo pode oferecer diretamente dados sobre os efeitos
potenciais e toxicidades integradas de poluentes. Os organismos que vivem no sistema
aquatico podem servir como bioindicadores para este tipo de estudo, sendo que os preferidos
sdo o mexilhdo e outros bivalves, devidos aos seus atributos, como a sua distribuicao
geogréfica, tolerancia a alteracfes ambientais, entre outros fatores. Os moluscos bivalves
apresentam outro fator importante, pois tém elevada capacidade de filtragdo e acumulagéo
nomeadamente de metais pesados que podem provocar efeitos nocivos nestes individuos. Os
programas de monitorizagdo ja4 estudados foram baseados no conceito de “organismo de
sentinela”, de onde se conseguem detetar tendéncias de concentragdes de VArios
contaminantes marinhos. Ap6s a exposicdo destes individuos a metais pesados, ha elevada
acumulacdo e podem ocorrer alteracbes enzimaticas, como a fosfatase alcalina. Foram
realizadas comparacfes, onde a metamorfose das larvas se apresentava mais sensivel, em
relacdo aos adultos, no que toca a monitorizar a toxicidade dos poluentes, o que pode ser
usado para avaliacdo de riscos da poluicdo ambiental. A interagdo entre os diferentes
poluentes e os bivalves e seus habitos alimentares e de filtracdo, pode afetar as capacidades de
indicar a poluicdo aquatica (Zhou, et al., 2008).

Em particular, a améijoa asidtica tem vindo a ser usada como biomonitor para
investigagOes acerca dos microminerais. Com o aumento da urbanizagdo, as correntes dos
ribeiros sdo prejudicadas, pelo aumento das concentragdes de metais, metal6ides e dos
microminerais, provenientes de estacdes de tratamento de agua residuais, aguas pluviais e
atividades industriais. Neste estudo foram avaliadas fontes pontuais de poluigéo de bacias
urbanas, como esgotos, estaches de tratamento de aguas residuais, centrais elétricas
alimentadas a carvdo e outras atividades industriais, e ndo pontuais, como escoamento
agricola, lixiviados de fossa sética e deposicdo atmosférica. Como as améijoas apresentam
boas capacidades de acumulacédo, estas foram expostas a varias fontes de poluicdo, e foram

realizadas medicGes de microminerais presentes nos tecidos moles, apds a sua exposicéo. Por
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exemplo, 0s moluscos de bacias hidrograficas analisados, apresentavam elevadas
concentracfes de mercudrio. Em locais onde se efetua a descarga das centrais elétricas as
concentragcdes mais elevadas identificadas eram de arsénio e selénio e perto de urbanizacdes
as concentracdes de cadmio eram as mais significativas (Peltier, et al., 2008). A gestdo e
tratamento de residuos industriais nocivos estdo em grande foco. O tipo de residuo tratado no
estudo desenvolvido por Rosa et al., 2014, provinha da drenagem &cida de minas contendo
um elevado teor em metais. Foi entdo testada a améijoa asiatica, que, como ja referido, é um
bivalve invasor com elevadas capacidades de filtracdo e acumulacdo e tem sido usado como
organismo de sentinela, para bioremediar estes efluentes. Verificou-se uma remocao
significativa dos metais presentes no efluente (que foi diluido em 4 e 10% antes de 0 expor
aos bivalves), bem como diminuicdo da toxicidade ambiental.

Um outro tipo de molusco, a améijoa negra (Chione fluctifraga) pode ser usada para
bioremediar descargas de efluentes de aquacultura de camardo. Este tipo de efluentes tem uma
elevada quantidade de sélidos suspensos totais e organicos que causam instabilidade
ecologica no ambiente que os acolhe. Por exemplo, o mexilhdo verde (Perna viridis), remove
efetivamente o excesso de particulas e melhora a qualidade da dgua. As condic¢des suportadas
pela améijoa negra, como elevada concentracdo de matéria orgénica na coluna de agua,
salinidade e temperatura, sdo também caracteristicas do efluente em questéo, pelo que se torna
um ambiente com qualidade para a vivéncia destes bivalves. A Chione fluctifraga contribui
para a “satde” dos ecossistemas, agindo como bioremediador, conseguindo ainda diminuir a
quantidade de sélidos suspensos (Martinez-Cérdova, et al., 2011).

Riley (2008) analisou correntes de &guas residuais vindas da agricultura, contendo
fésforo, que limita o crescimento de algas e outras plantas nos sistemas aquaticos, e ndo pode
ser removido por volatilizacdo, como outros nutrientes (por exemplo, azoto e carbono). O uso
da C. fluminea teve como objetivos a captura, sequestro e retencdo de diferentes quantidades
de fésforo, por biofiltracdo. O fésforo dissolvido no efluente é convertido em particulas
através do fitoplancton e é acoplado a outras particulas, tornando-se alimento para populacées
de bivalves. O fosforo sequestrado na biomassa das améijoas e os sedimentos depositados
podem ser periodicamente removidos, até retirar permanentemente o fésforo do sistema de
tratamento.

Uma das fontes de dispersdo indesejavel, tanto a nivel ecolégico como economico, € a
remocdo de moluscos a partir de sistemas de agua ou simplesmente colocados em aterros. No
entanto, McLaughlan, et al. (2014) investigaram a possibilidade de inserir o mexilhdo zebra

(Dreissena Polymorpha) na alimentacao de frangos, como suplemento, proporcionando assim
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um final mais atraente econdémica e ecologicamente deste bivalve. As galinhas requerem
constantemente proteinas de elevada qualidade para o seu crescimento e produtividade, e as
poedeiras necessitam de uma alimentacdo rica em calcio para a producdo da casca do ovo.
Concluiu-se com este estudo que, 0 mexilhdo zebra inteiro fornece elevados niveis de calcio,
ndo é prejudicial na producdo de ovos e é aceitavel ao paladar das galinhas. Este bivalve
inteiro tem baixo teor de proteinas, o que leva a separacdo da concha da carne, ou a adigdo de
um suplemento de calcio, caso seja para alimentacdo de galinhas. Os estudos mostram um
elevado interesse no desenvolvimento de estratégias de aproveitamento de espécies invasoras.
Devido ao seu potencial de biofiltragdo e bioacumulacdo, os bivalves (como a C. fluminea)
apresentam grandes potencialidades de utilizagdo em sistemas de tratamento de efluentes, sem
custos acrescidos. Torna-se entdo um desafio cientifico avaliar e otimizar esta possibilidade
que integra duas vertentes ambientalmente interessantes como seja a remediacdo das aguas e o

aproveitamento de uma espécie invasora.
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I11.  Procedimentos Experimentais

Este capitulo aborda os procedimentos experimentais utilizados na persecucdo deste
trabalho, nomeadamente para a otimizacdo da reacdo de Fenton, testes de mortalidade e
biofiltracdo com a améijoa asiatica. Descrevem-se ainda as técnicas analiticas utilizadas para

a caracterizacao do efluente vinicola.

1. Tratamento pelo Processo de Fenton

A reacdo de Fenton foi levada a cabo
em reatores descontinuos de vidro (Figura
7). Nestes, foram introduzidos 300 mL de
efluente vinicola filtrado (a pH 3, corrigido
com acido sulfurico). De seguida, sob
agitacdo a 200 rpm, foram introduzidas as
quantidades de Ferro (sob a forma de

Sulfato de Ferro) e de Perdxido de

Hidrogénio requeridas. Assim que se ~ : :
Figura 7 - Sistema reacional para a rea¢do de Fenton.

adiciona o peroxido de hidrogénio a reacdo

inicia-se, tendo esta decorrido durante 1h. Ao longo do tempo reacional foram retiradas
amostras, cujo pH € imediatamente elevado para 7, e adicionadas algumas gotas de catalase
por forma a eliminar o peréxido de hidrogénio remanescente que interfere com as técnicas

analiticas utilizadas para caracterizar o efluente.

2. Avaliacao do potencial da améijoa asiatica enquanto biofiltro

2.1. Organismos de teste

Os organismos de teste (ameijoa asiatica) foram recolhidos no Casal de Sdo Tomé,
concelho de Mira, num canal que desagua na Ria de Aveiro, onde a populagéo invasora se
encontra bem estabelecida. A recolha dos bivalves foi realizada, com tamanhos entre 16 e 27

mm, por peneira¢do dos sedimentos, colocados num saco de malha de 1 mm com auxilio de
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uma p4, e transportados para o laboratério com agua do canal. As améijoas foram mantidas,
pelo menos, uma semana sob arejamento continuo, a uma temperatura constante (20 + 2°C) e

fotoperiodo (16h de luz e 8horas de escuro), antes de se utilizarem para testes.

2.2. Testes de Mortalidade

Os ensaios com a améijoa asiatica foram conduzidos em condicdes estaticas, como
mostra a Figura 8. Para este teste sdo necessarios varios recipientes, com um controlo (dgua
sem cloro que é obtida através do arejamento de 4gua municipalizada, durante pelo menos 48
horas), juntamente com uma série de dilui¢des de efluente (20%, 40%, 60%, 80% e 100%),
ndo tratado e tratados por Fenton. A exposicdo de todos os efluentes teve uma duracéo de 96h.

A cada um dos recipientes sdo adicionadas 10 améijoas
asiaticas e 500 mL de &gua. Antes da dosagem, durante a
noite, os moluscos s&o mantidos nos recipientes de ensaio
com agua municipal sem cloro e sob arejamento continuo com
pedras difusoras, para fins de aclimatacdo. Apds esse periodo,
procede-se a dosagem, com remog¢do do volume de agua do

meio igual ao volume que serd inserido de efluente. A taxa de

Figura 8 - Teste de mortalidade com  mortalidade € acompanhada de 24 em 24 horas. Todos 0s
a Corbicula fluminea.
vasos ficam sob arejamento continuo durante todo o periodo
de exposigéo.
A mortalidade foi avaliada diariamente, com base na atividade e resisténcia a abertura

das valvulas, os bivalves mortos foram descartados a cada avaliacdo de mortalidade.

2.3. Testes de Biofiltracdo

Nos testes de biofiltracdo, que duram 10 dias (0 mesmo tempo que € usado no
tratamento por lamas ativadas, que é tradicionalmente utilizado para estes efluentes, apds
processamento via Fenton), sd@o usadas trés réplicas, cada uma com 2 L de efluente sob
constante arejamento, e 20 améijoas, previamente aclimatadas aos recipientes de teste. Neste

estudo foram usadas amostras com 100 % de efluente, 50 % de efluente e 50 % de agua sem



cloro e apenas &4gua sem cloro (controlo). Estes testes cingiram-se ao efluente ndo tratado e ao
efluente tratado nas duas condicdes estudadas.
Ao longo destas experiéncias, contabilizou-se a mortalidade e acompanhou-se

diariamente o CQO, oxigénio dissolvido e pH do efluente.

3. Caracterizacao do Efluente

Nesta seccdo descrevem-se as técnicas analiticas que foram utilizadas para caracterizar
as amostras de efluente, ao longo do trabalho.

3.1. Determinacdo da Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)

Para a determinacdo de CQO, isto é, medicdo da quantidade de oxigénio que é
necessaria para a degradacdo quimica de toda a matéria organica nas amostras, usam-se vials
onde se insere 1,2 mL de solucdo de digestdo (Dicromato de Potassio - K,Cr,0y), 2,8 mL de
acido sulfarico (H,SO,4) e 1 mL de amostra. Esta mistura € introduzida num termoreator (ECO
25) (Figura 10), a 150°C, durante 2 horas, seguido de 1 hora no escuro para arrefecimento. O
valor da CQO ¢é medido diretamente no fotometro (Photolab S6 WTW), numa gama de 500-
10000 mg de O/L ou através da leitura de absorvancia, com comprimento de onda a 605 hm
(onde o valor da CQO se obtém através de uma curva de calibracdo, obtida com solucdes
padrdo de KHP) (Figura 11).

Figura 9 — Termoreator. Figura 10 - Fotémetro.
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3.2. Determinacdo da Caréncia Bioguimica de Oxigénio (CBOs)

O CBO funciona como indicador do grau de poluicdo orgéanica biodegradavel de
qualquer efluente. Quantifica-se através da quantidade de oxigénio que 0s microrganismos
aerébios consomem, em mg O,/L, quando se d& a degradacdo da matéria organica.
Normalmente, a Caréncia Bioquimica de Oxigénio é medida apds 5 dias de teste, dai ser
comummente chamada de CBOs.

Para utilizacdo desta técnica ha necessidade de preparar solugdes:

e Solucdo de cloreto de calcio anidro (CaCl,) — 13,75 g de cloreto de calcio em
500 mL de agua destilada.

e Solucdo de cloreto férrico hexahidratado (FeCls.sH.O) — 0,125 g de cloreto
férrico hexahidratado em 500 mL de &gua destilada.

e Solucdo tampdo — dissolver em agua destilada, num baldo de 1L: 8,5 g de
dihidrogenofosfato de potéssio (KH2PO4), 21,75 g de hidrogenofosfato de
dipotassio (K;HPO,), 1,7 g de cloreto de amonia (NH4Cl) e 33,4 g de
hidrogenofosfato dissddio heptahidratado (Na;,HPO,4.7H,0).

e Agua de diluicdo — por cada litro de 4gua destilada adicionar 1 mL da soluc&o de
cloreto férrico hexahidratado, 1 mL da solucdo de sulfato de magnésio e 1 mL
da solucdo de cloreto de célcio anidro. Agita-se bem e deixa-se em repouso
durante uma hora, para que seja adicionado, de seguida, 1 mL de solucédo
tampao. Para realizacdo deste teste, a 4gua de diluicdo tem que ser preparada no
dia anterior ao inicio do teste.

e Solucédo padrdo de glucose e acido glutdmico — seca-se, numa estufa a 103°C
durante uma hora, glucose e acido glutamico. Dissolve-se num baldo de 50 mL,
com agua destilada, 150 mg de glucose e 150 mg de acido glutamico.

Nos frascos de reacdo (Erlenmeyer de 300 mL de boca esmerilada) coloca-se o volume
de amostra, tendo em conta a gama de CQO que essa amostra tem (Tabela 7), 300 pyL de
in6culo (microrganismos provenientes de lamas ativadas) e dgua de diluicdo até encher. A
agua de diluicdo é preparada colocando 1 mL de cada uma das quatro primeiras solugdes
referidas acima. Estas servem para garantir 0s minerais necessarios para uma correta atividade
microbiana. Esta agua é arejada de forma a que esteja saturada em oxigénio. Juntamente com
as amostras, é necessario fazer um Branco, que apenas tem agua de dilui¢do e inoculo, por

forma a medir o consumo de oxigénio por via endégena. Por outro lado, para verificar se o
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teste foi efetuado corretamente, mede-se, em simultaneo o CBOs de uma solucdo padréo de

glucose e acido glutamico.

Tabela 5 - Volume de amostra por gama de CQO.

Volume de amostra (mL) Gama de CQO (mg O,/L)
0.02 30 000 — 105 000
0.05 12 000 — 42 000
0.10 6 000 — 21 000
0.20 3000 - 10 500
0.50 1200 -4 200

1.0 600 — 2 100

2.0 300 -1 050

5.0 120 - 420
10.0 60 — 210
20.0 30-105
50.0 12 -42
100.0 6-21
300.0 0-7

Ap0s a preparacao de todos os frascos de reacdo, mede-

=)

[ -

se 0 oxigénio dissolvido das amostras ([O];), do branco

([O2]ni) e da solucdo padrdo (sabendo-se que com 20 mL da
solucdo padrdao em 300 mL de &gua de diluicdo com indculo,
0 CBO deve-se encontrar no intervalo de 198 + 30,5 mg/L).

Esta medigdo € feita com o auxilio de um medidor automatico Figura 11 - Equipamento de
medicéo de Oxigénio Dissolvido

de oxigénio dissolvido (WTW Series inoLab Terminal 740) (WTW Series inoLab Terminal 740).
(Figura 12). Colocam-se os frascos durante 5 dias a 20 °C, no escuro, e passado esse tempo,
faz-se nova leitura de oxigénio dissolvido, [O;]s (amostras) e [O;]us (branco). Determinando-
se através da equacdo seguinte 0 CBO:s.

([Oz]i—[oz]f)— ([Oz]bi—[oz]bf) [5]

Vamostra
Viotal

Em que Vamostra € 0 Volume de amostra que se coloca consoante a gama de CQO, e o

CBO5(mg 0,/L) =

Viotal 0 VOlume total do frasco de reacéo.
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3.3. Determinacdo do Azoto Kjedhal

Para determinacdo de azoto organico e amoniacal (vulgarmente chamado Kjedhal) nas
amostras de efluente, sdo usadas uma unidade de digestdo (VELP Scientifica — DKL Heating
Digester - Figura 13) e uma unidade de destilagdo (VELP
Scientific - UDK 129 Distillation Unit — Figura 14), através do
método Kjedahl.

Nos tubos de digestdo inserem-se 50 mL de amostra,
reagentes para a digestdo: 7 g de Sulfato de Potassio Anidro
(K2S04), 350 mg de Oxido de Merctrio (HgO vermelho), 25

Figura 12 - Unidade de destilagéo ; .
(VELP Scientific - UDK 129 mL de Acido Borico, H3BO3; (4g/L) e 10 mL de Acido

Distillation Unit).
Sulfadrico concentrado (H,SO4). Apds a insercdo de todos o0s

reagentes necessarios, 0s tubos sdo colocados na unidade de
digestdo, onde aquecem 60 minutos a 200°C, para evaporar a agua,
seguidos de 120 minutos a 370 °C. De seguida deixam-se arrefecer
os tubos até 50-60 °C, para que se consiga proceder a destilago.

Para a destilacdo, que dura 3 minutos, colocam-se os tubos de

digest&o na posicdo de destilacdo, adicionando-lhe 25 mL de Acido
Borico, obtendo-se o destilado num Erlenmeyer. Para este  Figura 13- Unidade de'
procedimento sdo necessarios 50 mL de Hidroxido de Sédio (NaOH, D_iggsKtﬁokf;/afihz B‘,’;i’;i‘e?f ¢
entre 25-35% w/w) e vapor de agua Mili-Q a 100%.

Por ultimo determina-se a quantidade de nitrogénio existente no destilado, atraves de
uma titulagio, com 3 gotas de indicador (indicador de Tashiro) e Acido Sulftrico (0,01 M),
em que 1 mL de &cido correspondem a 0,028 mg de N-NH,.

Para obter o indicador de Tashiro sdo necesséarias duas solugdes conjugadas, a primeira
com 0,6 g de vermelho de metilo dissolvidas em 50 mL de alcool etilico, a 95%, e a segunda
com 0,19 de solucdo azul metileno dissolvida em agua destilada.

Durante a titulacdo adicionam-se 3 gotas de indicador ao destilado, ficando verde, que
indica que esta na gama baésica, e conforme se adiciona o Acido Sulfurico, a solugéo passa de
cinzento a rosa.

Ha sempre necessidade de preparar num tubo de digestdo um Branco, em que a amostra

é agua destilada (sem azoto), e outro que contém uma solugéo padréo.
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Para a solugdo padrdo de azoto (1 L), é necessario 25 mL de uma solucdo de cloreto de

amonia (153 mg por 100 mL de &gua), 10 mL de H,SO4, a 1 M, e dgua destilada. Esta solugéo
contém 0,01 mg/mL de N-NHj.

3.4. Medicdo de pH

O pH mediu-se utilizando um medidor

automatico (Crison micropH 2002) (Figura 14).

Figura 14 - Medidor de pH.

3.5. Determinacdo de fitotoxicidade

O nivel de toxicidade da &gua residual teve por base o método de germinacao descrito

por Trautmann & Krasny (1997). Foram adicionadas as amostras liquidas de efluente (5mL),

a trés réplicas, para humedecer o papel de filtro presente numa caixa de petri. O branco foi

determinado da mesma maneira, mas o efluente é substituido por dgua destilada. Antes de se

proceder ao fecho das caixas, colocaram-se 10 sementes de Lepidium satium, bem

distribuidas, em cada uma. De seguida, as caixas foram colocadas numa estufa a 27°C, onde

permaneceram durante 48h. Apos esse tempo registou-se o nimero de sementes germinadas

(Nsg) em cada caixa, e 0 comprimento das suas raizes (Lg).

Para determinar o indice de germinacdo (equacdo 6) usam-se 0s parametros RSG

(percentagem relativa de germinacdo de sementes) (equagédo 7) e RRG (percentagem relativa

do comprimento das raizes) (equacao 8).

RSG (%)*RRG (%)

GI(%) = =) 6]

RSG (%) = ngz %100 [7]

RRG (%) = 2L %100 [8]
R,B

Onde Ng; 1 € a média aritmética do nimero de sementes germinadas em cada caixa com

amostra, Ns; p a média aritmética do nimero de sementes germinadas no branco; Ly € 0

comprimento médio das raizes nas amostras e Lrp € comprimento médio das raizes no

branco.
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Os indices de germinagdo sdo classificados em termos de toxicidade:

>100% - A amostra potencia a germinacdo e o crescimento da raiz das plantas;
80-100% - Nao fitotdxico;

60-80% - Moderadamente fitotoxico;

60-40% - Fitotoxico;

<40% - Muito fitotoxico.



IV. Resultados e Discussao

Neste capitulo apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos no decorrer da

investigacdo levada a cabo.

1. Tratamento Pelo Processo De Fenton

Na realizacdo deste trabalho laboratorial foram analisados vérios efluentes vinicolas
vindos de diferentes adegas e em diferentes meses de processamento do efluente, e como ja
referido no capitulo 11, estes apresentam variacGes importantes na sua composicao. Este facto
pode ser comprovado pelos dados coligidos na Tabela 8 onde estdo apresentados, para 0s

parametros analisados, 0s respetivos, valores maximos e minimos.

Tabela 6 - Parametros medidos nos efluentes vinicolas analisados.

Parametros Unidades  Maximo Minimo
CQO mg O, /L 2280 1705
CBOs mg O/L 1092 597
pH 4,5 5,2
Fitotoxicidade (GI) % 95 74

O tratamento do efluente vinicola torna-se crucial, e a op¢do pela melhor técnica de
tratamento encontra-se ainda em estudo. No entanto, é provavel que a melhor opcdo em
termos eficiéncia/custo passe pela integracdo de sistemas de depuracdo. De facto, os
processos avangados de oxidagdo podem ser utilizados por forma minimizar a toxicidade das
aguas residuais permitindo a aplicacdo de um sistema bioldgico posterior (com custos
operatorios mais baixos). Com base nesta filosofia, nesta investigacdo foi avaliada a
potencialidade da integracdo do Processo de Fenton, seguido de biofiltracdo com C. fluminea.
Esta metodologia permite, além do tratamento dos efluentes, estabelecer uma aplicacéo para a

améijoa asiatica que permita o seu controlo.
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1.1. Anélise do impacto das varidveis operacionais do processo de Fenton

As variaveis operacionais chave que controlam a eficiéncia do processo de Fenton séo o
pH e a concentracdo de perdxido de hidrogénio e de ido ferroso. No entanto, diversos estudos
(como presente no capitulo 1) indicam que este sistema de tratamento opera de forma 6tima a
pH 3. Neste sentido, optou-se por fixar este parametro neste valor no decorrer das
experiéncias.

Por forma a avaliar o impacto das concentracdes de ferro e de peréxido de hidrogénio
realizaram-se seis experiéncias. Nas primeiras trés analisou-se o efeito da concentracdo de
ferro, mantendo a carga de H,O, e nas restantes estudou-se o efeito da concentracdo de
perdéxido de hidrogénio mantendo a carga de ferro.

Para estabelecer a gama de valores de concentracdo de reagentes a testar, teve-se em
conta os varios trabalhos ja publicados na literatura envolvendo o processo de Fenton para o
tratamento de efluentes vinicolas (Mosteo, et al., 2006; Lucas, et al., 2009; Ornad, et al., 2006
e loannou, et al., 2013) e ja referidos no estado da arte (Capitulo Il.). De notar que estas
publicacGes tratam de foto-Fenton, ou seja, além do reagente de Fenton (peréxido de
hidrogeénio e ferro) utilizou-se luz para promover a oxidacdo. Neste caso, apesar de ndo se ter
aplicado radiacdo, os resultados irdo permitir verificar se, sem a presenca de luz, sera viavel
usar estas concentracdes de reagentes. De facto, tipicamente, a aplicacdo de radiacdo permite
reduzir a carga de reagentes a utilizar.

Todas as reagfes ocorreram durante 60 minutos, com uma amostra de efluente vinicola
real de 300 mL.

i Efeito da concentracdo de Ferro 1l

Numa primeira fase, procedeu-se a analise da variacdo do Ferro mantendo-se a
concentracdo de perdxido de hidrogénio. O valor escolhido, com base nos artigos revistos,
para o peroxido de hidrogénio é de 0,05 M, e a carga de ferro encontra-se entre 0,133 - 12,298
mM.

Através da Tabela 9 observam-se os resultados de remog¢édo de CQO ao fim de 1 h de

reacdo para as diferentes condicdes testadas.
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Tabela 7 - Remocédo de CQO para diferentes concentragdes de Ferro I1.

N° da Reacdo  [H,O,] (M) [Fe*] (mM) Remocdo de CQO (%) *+ SD

11 0,133 19,2+ 0.01
1.2 0,05 1,353 16,8 +0,31
1.3 13,30 19,4 +0,30

*Remocéo de CQO (%) = (( Valor Inicial CQO — Valor Final CQO) / Valor Inicial CQO)*100

De um modo geral, pode afirmar-se que a carga de ferro (dentro da gama testada) ndo
afeta significativamente a eficiéncia do processo tendo-se atingido uma remoc¢do de CQO
entre 16.8 — 19.4 %.

ii. Efeito da concentracdo de Perdxido de Hidrogénio

De seguida analisou-se o efeito da variacdo de perdxido de hidrogénio, mantendo a
concentracdo de ferro constante. Nesta analise aplicou-se a carga de ferro mais elevada (13.30
mM) tendo em conta que foi nestas condi¢des que se obteve uma remogdo de CQO mais
elevada. A Tabela 10 mostra os valores de remocdo de CQO para as diferentes condicdes

aplicadas.

Tabela 8 - Remogdo de CQO usando diversas concentracgdes de Peroxido de Hidrogénio.

N° da Reagdo [H,O,] (M) [Fe*] (mM) % Remocéo de CQO + SD

14 0,002 1,1+0,93
1.5 0,026 13,30 55+0,31
1.6 0,05 19,4 + 0,30

Como se pode comprovar, a melhor opcdo, do ponto de vista de remocao de matéria
organica, quando se realiza a analise do impacto do peroxido, é o uso de 0,05 M deste
reagente.

Comparando todas as reacgdes efetuadas, com o mesmo tempo de reacdo, e variagOes de
ferro ou de perdxido de hidrogénio, os resultados obtidos mostram que a opgdo que apresenta
maior eficiéncia, a nivel de percentagem de remocéo de carga orgénica do efluente é com 0,05

M de perdxido e 13,3 mM de ferro.

Na Tabela 11 estdo presentes os valores da caréncia quimica de oxigénio antes e apos o

tratamento, sendo possivel notar uma remocdo de matéria organica de apenas 19.4%.
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Tabela 9 - Valores de Caréncia Quimica de Oxigénio, com as melhores condi¢des obtidas da andlise de impacto das
variaveis processuais.

Antes do Processo de Fenton Depois do Processo de Fenton Remog?&gle CQO
Condic¢6es: 300mL de Efluente, [Fe2+] =13,30 mM e [H,0,] =0,05 M

(mg OJ/L) 2280 1838

Comparando com situacdes em que se aplicou Foto-Fenton, onde se obtinham remocdes
entre 70 e 97% (Mosteo, et al., 2006; Lucas, et al., 2009; Ornad, et al., 2006 e loannou, et al.,
2013), comprova-se que sem luz ndo ha possibilidade de atingir tais valor usando estas cargas
de reagentes. No entanto, ha que ter em conta que a utilizacdo de radiacdo é apenas possivel
quando os efluentes sdo translucidos permitindo uma melhor penetracdo da luz. Esta premissa
nem sempre é cumprida pelos efluentes vinicolas, pelo que se torna relevante tentar otimizar o
sistema de Fenton por forma a que este consiga uma mais eficiente remogéo de carga organica
sem recorrer ao uso de luz. Neste sentido, procedeu-se seguidamente a um novo estudo com

concentracdes de reagentes mais elevadas.

1.2. Otimizacdo das condicoes de tratamento

As varidveis mais importantes do processo de Fenton, como ja referido, sdo as
concentracdes de ferro e de peroxido de hidrogénio. Desta forma, numa tentativa de
otimizacdo dessas concentracfes, foram feitas experiéncias, onde se diversificavam as
quantidades de ferro e perdxido, numa amostra de 300 mL de efluente vinicola real,
analisando o CQO ao final de 60 minutos de reacao.

Como ferramenta estatistica utilizou-se a metodologia de desenho de experiéncias, que
permite avaliar o efeito das varidveis independentes e das suas interac6es, analisando um fator
resposta, neste caso é a percentagem de remocao de CQO. Esta metodologia permite estudar
um processo aplicando poucas experiéncias. Por outro lado, ajuda a retirar conclusées de qual
Ou quais as variaveis mais importantes para a descricdo do processo e das suas possiveis
interacdes. De facto, a escolha das quantidades de ferro e peroxido de hidrogénio deve ser
cuidadosa, devido ao potencial efeito scavenger que estes reagentes podem exibir quando em
excesso. O peroxido de hidrogénio permite a produgdo de radicais hidroxilo (que sdo as
principais espécies responsaveis pela oxidacdo da materia organica), no entanto, quando em
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excesso, promove a producdo de radicais hidroperoxilo que apresentam um menor potencial
de oxidacdo. Também o excesso de ferro promove a decomposicéo dos radicais hidroxilo em
ibes hidroxido. Em qualquer uma destas situacdes ha uma diminuicdo da eficiéncia de
tratamento. No entanto, o excesso de cada um dos reagentes, tipicamente, depende da
quantidade do outro que se esta a utilizar. Este fato justifica a utilizacdo de um desenho de
experiéncias para analisar 0 processo.

Com o auxilio da ferramenta computacional STATISTICA foi possivel realizar a
avaliacdo dos fatores independentes e suas interacfes, usando o 3 K-p Box Behnken designs.
As variaveis independentes (peroxido de hidrogénio e ferro) foram divididas em trés niveis (-
1, 0, +1), como se pode ver na Tabela 12. As concentra¢fes usadas derivaram de analise

bibliografica, nomeadamente nos resultados eficientes de Martins, et al. (2009).

Tabela 10 - Niveis dos fatores independentes usados no desenho de experiéncias 1.

Parametros Niveis
- 0 +
[H,0,] (M) 0,029 0,118 0,206
[Fe?'] (M) 0,03 0,161 0,291

Os trés niveis foram divididos aleatoriamente por nove experiéncias, como mostra a

matriz da Tabela 13:

Tabela 11 - Valores codificados das reacdes realizadas.

N° da Reagéo [H,0,] [Fe*]
1 - -
2 + .
3 0 i
4 - +
5 + +
6 0 +
7 - 0
8 + 0
9 0 0

Como resultante das experiéncias realizadas, a maior remocao de carga organica (52%),
ao fim de 60 minutos de reacdo, aconteceu quando o0s niveis de perdxido de hidrogénio e de
ferro utilizados foram o mais elevado e mais baixo, respetivamente. Enquanto que a menor
remoc&o obtida (0,2%) aconteceu com o inverso, isto €, com menor concentracdo de perdxido

e maior concentracgdo de ferro. A Tabela 14 mostra as remocgdes obtidas em cada reagéo.
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Tabela 12 - Dados relativos ao segundo Desenho de Experiéncias.

Experiéncia  [H,0,] (M) [Fe*] (M) Remogio de CQO (%) + SD

1 0,029 0,03 30428
2 0,206 0,03 52,0+0,7
3 0,118 0,03 449+21
4 0,029 0,291 02+14
5 0,206 0,291 29,8 0,7
6 0,118 0,291 72+0

7 0,029 0,161 1,7+3,6
8 0,206 0,161 33,4443
9 0,118 0,161 24,8+0,7

Como analise da significancia de cada variavel independente sobre a dependente, a
Figura 15 mostra a variacdo de remog¢do de CQO causada pela mudanca de nivel de cada
variavel independente (a — perdxido de hidrogénio e a — ferro 1) e o declive aponta a

importancia de cada uma das variaveis no processo.

60 60

a b
50 50
40 40
30

a0

20 20

RerMcan de OO0 (%)
Remocao de OG0 (%)

029 RRE 208 i 03 161 291
H202 (M) Fe2+ (M)

Figura 15 - Significancia das variaveis independentes sobre a independente. a - perdxido de hidrogénio e b — ferro 11.

Ambas as variaveis sao significativas para o processo, visto que o declive observado é
bastante diferente de zero. Para a variavel presente na Figura 15.a nota-se que o seu aumento
influencia positivamente a eficiéncia na remocdo de CQO, e pelo contrario com o Ferro
(Figura 15.b), quanto menor é a sua concentracdo maior remocao acontece. Visualiza-se uma
maior remoc¢édo de CQO para o valor mais elevado de concentracdo de perdxido de hidrogénio
e mais baixo de ferro. Estes resultados indicam que existe um excesso de Ferro no sistema o
que significa que o aumento da sua concentragdo leva a uma diminui¢do da quantidade de

radicais hidroxilo o que inibe a eficiéncia do processo.
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Com esta metodologia hd uma analise ndo s6 da importancia de cada variavel, mas
também a interacdo entre elas. Na Figura 16 estdo representadas essas interacbes com
influéncia na remocdo de carga organica.

g0
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a0

40
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RermocHo de OG0 (%)

== H202 (M)
-20 029

= H202 (M)
118

03 161 291 —E H202 (M)
Fez+ (M) 208
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Figura 16 - Interagdes entre as varidveis do processo de Fenton.
Como se pode verificar, as linhas sdo paralelas, o que permite concluir que as interac6es
entre as variaveis independentes sdo desprezaveis.
Como forma de analisar as condigBes operacionais mais favoraveis ao processo,

determinou-se a superficie correspondente a regressdo polinomial dada pelo ANOVA (Figura
17).

(o) 0D ap oEdoway

I -50
<50
Il <50
B < 40
[J<30
<20
B <10
<0

Figura 17 - Efeitos dos parametros independentes na remogao de CQO.
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Analisando esta superficie visualmente, nota-se que, para a gama de valores de
concentracdo de Fe** e H,0O, estudados, ndo se atingiu um 6timo com este desenho de
experiéncias. Pela indicacdo do grafico, € visivel que a busca de um potencial 6timo de
remocdao de carga organica, deveria seguir no sentido da aplicacdo de uma maior concentracao
de perdxido de hidrogénio e uma menor carga de ferro.

Mesmo sem um 6timo, a reacdo que se mostrou mais eficiente ([Fe*] = 0,03 M e
[H2.0] = 0,206 M), do ponto de vista de percentagem de remocdo de matéria organica ao fim
de 60 minutos, levou a uma reducdo da CQO de 995 mg O,/L a cerca 478 mg O,/L (Tabela
15).

Deve ter-se em conta que o valor da CQO atingido no d&mbito do presente trabalho,
usando o processo de Fenton, se encontra ainda acima do limite de descarga imposto, quando
se pretende encaminhar uma agua residual para os meios hidricos (150 mgO,/L). Assim
sendo, ha a necessidade de estudar a aplicagdo de um sistema de tratamento subsequente.
Neste caso foi testado o processo de biofiltragdo com a améijoa asiatica, apresentado no

subcapitulo seguinte.

Tabela 13 - Valores de Caréncia Quimica de Oxigénio, com as melhores condi¢des do segundo Desenho de
Experiéncias.

Antes do Processo de Fenton Depois do Processo de Fenton Remog?&c)ie CQO
Condicdes: 300mL de Efluente, [Fe**] = 0,03 M e [H,0,] = 0,206 M
52,0
CQO ,
(mg O,/L) 995 478

Para que se possa comparar 0s dados a escala laboratorial com os dados industriais, foi
realizada uma reacdo com as concentracfes usadas na industria (Rodrigues, 2014), Com uma
amostra de 300 mL de efluente vinicola, durante 60 minutos, com concentracbes de ferro e
peréxido de hidrogénio, de 0,01 e 0,10M, respetivamente, obteve-se uma remocdo de 27% de
CQO. Concluindo-se assim, que as condigdes testadas nesta investigacao realizada se tornam
mais eficientes do que a praticada atualmente na industria. No entanto, ha que ressalvar que o
efluente usado durante este trabalho provém de adegas diferentes daquelas onde o processo de

Fenton esta a ser aplicado industrialmente.
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2. Avaliacao do potencial da améijoa asiatica enquanto biofiltro

2.1. Testes de Mortalidade

Foram realizados trés testes de mortalidade, com efluentes vinicolas originais (i.e., pré-
Fenton) de diferentes alturas do ano.

O primeiro teste de mortalidade ocorreu em condicGes de elevada carga organica (2280
mg O./L), visto que o efluente proveio de uma adega no inicio de Outubro, em plena época de
vindimas (pico de producéo do efluente), sendo usado no final do mesmo més. No segundo, o
residuo liquido adveio no meio de Novembro, onde ocorrem ainda lavagens a cubas e a
equipamentos na producao e melhoria do vinho, tendo de caréncia quimica de oxigénio 1930
mgO,/L e usado no final do més. O terceiro teste foi realizado sob a combinacdo de trés
efluentes, vindos em Dezembro, Janeiro e Fevereiro, com quantidade matéria organica
inferior, de 1700 mgO,/L, este combinado foi usado no de fim de Abril.

Os trés testes de mortalidade realizados permitiram analisar ndo s6 o efeito da
concentracdo, mas também da data de producdo do efluente na sua toxicidade para a améijoa

asiatica. (Figura 18).

Probit Outubro
®  Outubro
100 | 7. Probit Novembro
B Novembro
8o | ¢ Probit Abril .
3 A At |
2 -
= N U N oy
60, - 1
o .-
s ¥ e e
0 A et AT A
O\o ............................
2 LLI ..................................................
0 == L
0 20 40 60 80 100

% Efluente

Figura 18 - Comparacéo da toxicidade dos trés efluentes para um periodo de exposicao de 96h.

Pela anélise do gréafico da Figura 18, pode verificar-se que 0 aumento da concentracao
de efluente leva a um aumento da mortalidade da améijoa asiatica, numa clara dose-resposta,
qualquer que seja o efluente em questdo. Comparando as trés curvas, tal como se previa, nota-
se que a toxicidade € mais elevada quando estamos perante 0 pico de producdo do efluente
(Outubro), devido a carga organica associada. Aparentemente, uma maior carga organica leva
a maior toxicidade, apesar de ndo terem sido identificados 0s compostos presentes na

composicao dos efluentes (devido a complexidade destas aguas residuais).
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Para que se consiga progredir para o teste de biofiltracdo, h& necessidade de avaliar a
toxicidade do efluente tratado pelo processo de Fenton, para entdo se determinar uma gama de
operacdo para os biofiltros. Assim, para uma segunda ronda de testes de mortalidade, o
efluente correspondente ao més de Abril, no grafico anterior, foi sujeito a dois tratamentos
pelo processo de Fenton, sendo um deles com gamas mais baixas de reagentes (0 mais
eficiente na analise de impacto de variaveis — [Fe?*] = 13,30 mM e [H,0,] = 0,05 M) e outro
com a gama mais elevada (o mais eficaz na remocdo de CQO do desenho de experiéncias -
[Fe?*] = 0,03 M e [H,0,] = 0,206 M). O efluente foi depois aplicado em trés condicdes
(Figura 19): efluente puro sem tratamento (Abril), efluente tratado pelas condigdes menos
severas (Condicdo 1 (Gama baixa de reagentes de Fenton)) e efluente tratado pelas condicdes
mais severas (Condicdo 2 (Gama alta de reagentes de Fenton)).

Para obter o volume de efluente pds-Fenton necessario para os testes de mortalidade, a
reacdo de Fenton teve que ser realizada em varios batch, de um ou dois litros. Por esta razéo,
a eficiéncia na remocéo de carga organica ndo se mostrou tdo elevada como nas experiéncias
realizadas antes (analise de impacto de variaveis e desenho de experiéncias) (Tabela 16). Este
facto pode dever-se a agitacdo ndo perfeita uma vez que se utilizou as mesmas condic¢des de
agitacdo para um volume maior de reator, pelo que poderia ultrapassar-se esta
descompensacao aumentando o tempo de reacéo.

Tabela 14 - Caréncia Quimica de Oxigénio do Efluente Puro e suas condicfes de tratamento.

CQO (mg O,/L) Remocé&o de CQO (%)

Efluente 1705
Efluente Condicéo 1 1453 15
Efluente Condicéo 2 1328 22

De seguida, na Figura 19, sdo mostrados os resultados de mortalidade obtidos com o

efluente vinicola sem tratamento e nas duas condic¢des de tratamento.
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Figura 19- Mortalidade produzida, em 96h, por efluente original (de Abril) e por efluente sujeito a tratamento de
Fenton em duas condig@es distintas.

Analisando os resultados obtidos constata-se que a toxicidade do efluente diminui ap6s
tratamento por processo Fenton. No efluente original, sem tratamento, as 96 horas, hd morte
de aproximadamente 45% dos individuos expostos, enquanto que para exposi¢des a efluentes
tratados a mortalidade ndo excede 10-15%, ndo sendo significativamente diferente dos valores
obtidos e aceitaveis para o controlo (menor que 10%).

Quanto a comparacdo das duas condicBes de tratamento Fenton, o aumento de
concentracdo dos reagentes de Fenton, e consequente remocdo da CQO (Tabela 16), ndo
aparenta resultar numa diminuicao significativa da toxicidade. Isto é, parece que por mais que
se diminua a carga organica, abaixo do valor ja alcangado com a gama baixa de reagente
Fenton, ndo ocorre diminuicdo da toxicidade, traduzida pela mortalidade as 96 horas.
Aparentemente, mesmo as condicbes de Fenton menos severas sdo capazes de
satisfatoriamente remover os compostos que levam a uma acentuada morte das ameijoas.

Na escolha da gama de operacdo para a biofiltracdo, os dois efluentes pds-Fenton nao se
mostraram toxicos, pelo que se optou pela aplicacdo do efluente puro, a 100% (situagdo mais
conservadora e mais facilmente aplicada industrialmente) e a 50%, para que haja informacéo

acerca da relacdo concentracdo de efluente e eficiéncia do processo.
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2.2. Testes de Biofiltracdo

Para este teste de biofiltracdo o efluente usado foi 0 mesmo que o empregue na 2% ronda
de testes de mortalidade (Figura 19). O efluente foi aplicado nas mesmas trés condicdes
anteriores (sem tratamento Fenton, condicdo 1 e condigéo 2).

Por forma a avaliar as condicOes para a sobrevivéncia das améijoas, foram determinados
alguns parametros chave ao longo do teste de biofiltracdo: mortalidade, pH, oxigénio
dissolvido e amodnia. A evolugdo da qualidade dos efluentes processados pelas améijoas foi
avaliada com base na medicdo da caréncia quimica de oxigénio, quantificando a remocéo de
carga organica por acdo dos bivalves, caréncia bioquimica de oxigénio e fitotoxicidade.

A Tabela 17 mostra o LTso (tempo letal mediano) e a mortalidade ao fim de 10 dias de

biofiltracdo para ameijoas expostas aos varios efluentes.

Tabela 15 - Toxicidade dos efluentes no teste de biofiltragéo.

50% de Efluente  50% de Efluente  50%b de

Efluente Efluente Puro Efluente Puro Efluente

Controlo Puro Sem s L . L

Tratamento Sem Condicdo Condi¢cdo Condi¢do Condigdo
Tratamento 1 1 2 2
LTs, (dias) 10 3,2 3,6 5,8 8,1 7.9 7
Mortalidade ao 50 100 100 95 85 75 95

fim de 10 dias (%)

*LTso — tempo de mortalidade mediano (median lethal time), tempo de exposicéo a substancias téxicas que provoca a morte de 50%

dos individuos expostos.

A tabela anterior mostra que o efluente sem tratamento Fenton é mais toxico do que 0s
efluentes tratados. Com as condi¢des 1, como era de esperar, o residuo liquido puro é mais
toxico que o diluido. Nas condigdes 2, o efluente diluido provocou mortalidade
marginalmente superior ao puro, mas as diferencas estdo dentro do esperado, tendo em conta
a variabilidade normal nos controlos. Quanto a mortalidade observada nos controlos, esta é
muito menor quando comparada com 0s outros meios de exposi¢do, mas para tempos de
exposicao mais longos aumenta, chegando aos 50%, devendo-se este facto a ndo renovagao do
meio e possivelmente ndo alimentacdo dos organismos.

Do ponto de vista da toxicidade para a améijoa asiatica, e tal como ja tinha indicado o
teste de mortalidade (Figura 19), a condicdo de tratamento Fenton com maior carga de
reagentes (condigdo 1) ndo resulta numa significativa diminuicdo da toxicidade, quando

comparada com a condicéo 2.
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Em relacdo ao pH, durante o tempo em que a biofiltragdo ocorreu, houve um ligeiro
aumento de cerca de 7,5 para 8-8,5, estando estes valores dentro dos limites de sobrevivéncia
deste bivalve invasor (pH > 5,6; Rosa, et al., 2011 e Lucy, et al., 2012). No que toca ao
oxigeénio dissolvido no meio, no geral, manteve-se constante, com média de 8+0,75 mg O,/L.
A analise da amonia foi apenas realizada para o inicio, meio e final da biofiltracdo e os
resultados estéo presentes na Figura 20.

O Controlo

m 50% Efluente Condigdo 1 (Gama baixa de reagentes de Fenton)
Efluente Puro C'ondigao | (Gama baixa de reagentes de Fenton)
50% Efluente Condigdo 2 (Gama alta de reagentes de Fenton)
Efluente Puro Condigiio 2 (Gama alta de reagentes de Fenton)

m 50% Efluente Sem Tratamento

m EfluentePuto Sem Tratamento

12

10

—Linute de descarga

N-NH4 (mg/L)
(=)

6
Tempo (dias)

Figura 20 — Anélise da amdnia ao longo do teste de Biofiltracéo.

No geral, e como era de esperar, 0 valor da amdnia sofre um aumento ao longo do
tempo, acompanhando a mortalidade das améijoas. O incremento deste parametro deve-se a
acumulacdo de produtos de excrecdo das améijoas vivas e de produtos resultantes da
decomposicdo das mortas. O valor para o efluente a 50% nas condi¢des 2, inicialmente
aparenta ser um outlier, provavelmente de carater experimental, a esta tendéncia.

Como é possivel visualizar através do limite de descarga para o meio hidrico (Decreto-
Lei n® 236/98, 1 de Agosto de 1998), representado pela linha horizontal (azoto amoniacal = 10
mg/L), apenas o efluente sem tratamento Fenton ndo se encontra abaixo deste valor.

Finalizando, a remocao de matéria organica dos efluentes de teste por acéo dos bivalves,

¢ apresentado nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21 - Remocéao de CQO ao longo do teste de Biofiltra¢do. a- meios com 50% de efluente e b- efluente puro.

Pela analise dos graficos de remocdo de carga organica (Figura 21) constatam-se duas
zonas temporais distintas no que diz respeito a evolucdo da CQO. No geral, observa-se um
rapido aumento na remocao de matéria orgénica no periodo inicial, o que é justificavel pela
elevada capacidade de biofiltracdo da C. fluminea. A esta, segue-se uma primeira diminuigédo
da remocao, que corresponde ao inicio da morte das améijoas em teste; esta diminuicdo pode
ainda ser devida a libertacdo de compostos que poderiam estar adsorvidos nas conchas ou
retidos no interior dos bivalves, o que resulta num aumento temporéario da carga organica na
agua. O segundo decréscimo da remoc¢do da CQO ja no final do teste, aproximadamente no
dia 8, coincide com mortalidade j& bastante elevadas, pelo que deve estar relacionado com a
libertacdo de compostos, provenientes da decomposicdo dos animais mortos. E de ressalvar,
que os dados parecem indicar que, no inicio do teste, a capacidade de filtracdo de carga
organica destes moluscos é menor nos efluentes puros, ainda que no final se consigam
remogdes proximas de 100% em todos 0s casos.

Para uma analise mais detalhada na Figura 22 apresentam-se os valores de caréncia

quimica de oxigénio no inicio, 0 minimo atingido e o valor no final deste teste de biofiltracéo.
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Figura 22 - Variagdo da CQO no teste de Biofiltracéo.
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A figura anterior mostra que o valor da caréncia quimica de oxigénio diminui ao longo
da biofiltragdo, e chega mesmo a atingir um minimo, entre os dias 7 e 9, consoante o efluente.
Este valor minimo encontra-se abaixo do limite de descarga na vala hidrica (Decreto-Lei n°
236/98, 1 de Agosto de 1998), pelo que seria uma boa opcdo para parar a biofiltracdo neste
periodo, visto que posteriormente a CQO aumenta novamente. De notar que para esses dias,
com excecdo do caso do efluente sem tratamento, também o valor do azoto se encontra dentro
dos limites legais para descarga.

A utilizacdo de duas condicBGes do processo de Fenton tornou-se uma mais-valia no
estudo das cargas de reagentes para o tratamento quimico, concluindo-se que (i) ambas
resultam em efluente de baixa toxicidade para as améijoas e (ii) na biofiltracdo ha remocéo
quase completa de matéria organica qualquer que seja a condicdo de Fenton usada. Assim
sendo, a escolha do tratamento mais eficiente em termos custo-eficiéncia, passa pela
preferéncia das CondicOes 1 para o processo de Fenton. De facto, o uso de uma menor carga
de reagentes diminui os custos operacionais da tecnologia.

Foram avaliados outros dois parametros ambientalmente importantes, como
demonstracdo da eficiéncia do sistema integrado de tratamento, o CBOs (Caréncia
Bioguimica de Oxigénio) (Figura 23) e a fitotoxicidade (Figura 24). Estes foram apenas
estimados para o efluente puro nas trés condicdes de teste, no inicio e no final da biofiltracéo.
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mEfluente Puro Condigao 1 (Gama baixa de reagentes de Fenton)
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Figura 23 - Analise da CBOs no inicio e final da biofiltracéo.

E de notar que o grau de poluicdo biodegradavel do efluente diminui do inicio para o
final do teste de biofiltracéo, isto €, ha remoc¢do da materia organica, pelo que se conclui que o
organismo exposto, a améijoa asiatica, tem capacidades elevadas de filtragdo de compostos de
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carbono, corroborando o que ja se havia concluido pela anélise de CQO. Nas trés condicdes
de efluente ocorreu um decréscimo da matéria orgénica, com remogdes de CBOs de 83%,
29% e 69%, nos efluentes puros sem tratamento, na condicdo 1 e na condi¢do 2,
respetivamente. Para descarga (valor limite: 40 mgO,/L) apenas o efluente sob as condicdes 2
tem caracteristicas vantajosas. No entanto, h4 que ter em conta que no final do teste a
remocdo ndo foi méxima, como ja visto e discutido para a caréncia quimica de oxigénio, pelo
que é espectavel que no dia 8, aproximadamente, quando o valor da CQO é diminuto a CBO
também o seja, 0 que faz prever que haja possibilidade de descarregar o efluente para 0 meio
hidrico sem problemas.

Tendo em conta que, na pratica, as aguas residuais vinicolas tratadas sdo utilizadas
geralmente para a irrigacdo dos campos, torna-se relevante avaliar a sua fitotoxicidade. Este

parametro medido para o inicio e fim da biofiltracdo encontra-se na Figura 24.
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Figura 24 — Analise da fitotoxicidade no inicio e final da biofiltracéo.

Através da andlise do grafico da figura anterior, nota-se uma ligeira reducdo de indice
de germinacdo, durante o teste de biofiltracdo, para os efluentes pré-tratados pelo processo de
Fenton, traduzindo-se num aumento de fitotoxicidade, enquanto que no efluente sem
tratamento acontece o contrario. Mesmo assim, podem considerar-se efluentes apropriados
para irrigacdo, devido aos seus desvios apresentados e ao facto de este teste ter a duracao de
apenas 48 h, tornando-se uma andlise pouco significativa para avaliacdes a longo prazo.
Apesar do efluente ndo tratado apresentar um interessante indice de germinacao, ha queter em
conta o o potencial efeito cronico que a continua irrigacdo com uma agua rica em compostos

organicos potencialmente toxicos pode ter para a satde de um solo a longo prazo.
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V. Conclusotes e Trabalhos Futuros

De maneira a culminar este trabalho, neste Ultimo capitulo sdo apresentadas as
principais conclus@es do estudo realizado, bem como sugestdes para trabalhos futuros.

Para o0 processo de Fenton, procedeu-se a uma analise do impacto que as variaveis
operacionais, mais importantes para 0 processo, originam, por avaliacdo da CQO que
caraterizava cada reacdo. Assim, foram variadas concentracdes de ferro ou de peroxido de
hidrogénio. As cargas de reagente testadas foram as otimizadas para foto-Fenton, pelo que se
pode concluir que, sem aplicacdo de luz, pequenas quantidades de reagentes ndo sdo eficientes
para remoc¢ao de matéria organica. Assim, nesta gama, a remoc¢do mais elevada atingida foi de
19,4%, com concentracdes de ferro de 13,3 mM e de perdxido de hidrogénio de 0,05 M. Esta
foi considerada a Condicdo 1 de tratamento por processo Fenton, com gama baixa de
reagentes.

Como tentativa de otimizacdo das condicdes de tratamento por Fenton foi realizado um
desenho de experiéncias partindo de concentracdes mais elevadas de reagentes, ja que pela
andlise feita as variaveis independentes do processo se mostrou baixa eficiéncia. Desde ja se
lembra que maiores concentragcdes de reagentes geram um processo mais caro. Mas, com a
gama de concentrac@es usada (Ferro 0,03 — 0,291 M e Perdxido de hidrogénio 0,029 — 0,206
M), conseguem-se maiores percentagens de remocdo. A maior remocao (52%) aconteceu com
0 uso da maior quantidade de peroxido de hidrogénio e menor concentracdo de ferro, mas a
superficie dada pelo teste ANOVA mostra ndo haver um valor 6timo com estas condicdes,
sendo apenas possivel concluir que este valor se encontra para concentracGes ainda mais
baixas de ferro e mais elevadas de peroxido de hidrogénio. As melhores condicdes
encontradas neste desenho de experiéncias correspondem as condi¢bes 2 de tratamento
Fenton, com gama alta de reagentes.

De maneira a seguir para o segundo tratamento, por biofiltracdo, foram realizados testes
de mortalidade, com efluentes originados em diferentes datas de producdo e outro teste com
efluentes sem tratamento de Fenton e com as condicGes 1 e 2. Da comparacdo dos efluentes
de diferentes origens temporais, conclui-se que é tanto mais tdxico o efluente, para a améijoa
asiatica, quanto maior a carga organica que ele possui. Comparou-se, por outro lado, o
tratamento por biofiltracdo quando aplicado ao efluente ndo tratado e apoOs ser sujeito as
condicdes 1 e 2 do processo de Fenton. Com esta experiéncia concluiu-se que o efluente sem

tratamento de Fenton é mais toxico para os bivalves que os efluentes nas condigdes 1 e 2. Por
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outro lado, tendo em conta as duas condi¢Oes de tratamento consideradas, ambas apresentam
toxicidade relativamente baixa, e aproximadamente igual, para o periodo de exposi¢do de 96
horas. Pelo que, ndo ha necessidade de usar gamas mais altas de concentracfes de reagentes,
no que toca a toxicidade com bivalves. Isto leva a uma diminui¢do dos custos operacionais
associados ao processo de Fenton.

Para o teste de biofiltracdo foram usadas concentragcdes de 50% e 100% de efluente,
propostas pelo teste de mortalidade. Neste teste a avaliacdo de parametros diariamente foi
necessaria. Posto isto, a leitura de pH e oxigénio dissolvido demonstraram haver uma boa
qualidade do meio para a sobrevivéncia animal. A quantidade de amdnia, como previsivel,
aumentou ao longo do processo sem, no entanto, atingir o valor limite de descarga no meio
hidrico, com excecdo do efluente ndo tratado. Em relacdo a medicdo da caréncia quimica de
oxigénio, conclui-se que a C. fluminea possui uma elevada capacidade de remocédo de carga
organcia, tendo atingido percentagens de remocao, perto de 100%, para os efluentes testados
nas 3 condi¢des. No entanto, para os Ultimos dias do teste, verificou-se um aumento nos
valores de CQO. Este fendmeno deve-se inicialmente ao come¢o da morte das améijoas e
excrecdo de compostos que poderiam estar acumulados nas cascas ou retidos dentro delas, e
mais para o final do ensaio causado pela mortalidade bastante elevada, provavelmente
relacionada com a libertacdo de compostos da decomposi¢do de animais mortos. Avaliando
este pardmetro, conclui-se que as améijoas tém elevada capacidade de filtracdo de compostos
carbonados. Foi avaliada também a caréncia bioquimica de oxigénio, no inicio e fim do teste,
onde se demonstrou que a carga organica presente no efluente sofre grande diminuigcdo. A
medicao de toxicidade pelo método de germinacdo foi realizada também para o inicio e fim da
biofiltracdo, de onde se conclui que as aguas residuais tratadas apresentam boas condicGes
para irrigacdo. Apesar do efluente sem tratamento ter mostrado nao ser fitotoxico, ha que
considerar o potencial impacto para o solo devido a continua irrigacdo com uma agua
contendo uma elevada quantidade de matéria organica. Com todas os parametros analisados, o
efluente apresenta caracteristicas aceitaveis, dentro do limite, para descarga na vala hidrica.

O estudo de duas condicBes de gamas de reagente para o processo Fenton foi uma boa
aposta, concluindo-se que entre condigdes h& realmente melhoria, e ambas resultam em
efluente de baixa toxicidade para as améijoas, mas analisando a biofiltracdo e todas as
condicdes, os resultados obtidos sdo aproximadamente iguais. Assim sendo, a escolha do
tratamento mais eficiente em termos custo-eficiéncia, passa pela preferéncia das Condigdes 1
para 0 processo de Fenton, que apresenta menores quantidades de reagentes reduzindo assim

0S custos operacionais.
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De um modo geral pode concluir-se que a integracdo entre o processo de Fenton e a
biofiltracdo é uma estratégia interessante para o tratamento dos efluentes vinicolas levando a
reutilizacdo da agua. Por outro lado, esta metodologia permite o controlo da C. fluminea

dando-lhe uma aplicacao ecologicamente relevante.

Quanto a trabalhos futuros, sdo apresentadas algumas sugestoes:
e Otimizagdo das concentracOes de reagentes do processo de Fenton, no sentido
em que o desenho de experiéncias aponta.
e Otimizar as condigOes para 0 processo Fenton, como por exemplo a rotagéo,
dimensdo e material das pas, bem como tempo de reacéo.
e Otimizacdo do numero de améijoas em cada recipiente, para melhoria na
remocéao.

e Estudos do teste de biofiltracdo em continuo.
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