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RESUMO

No presente trabalho foi estudada a producéo de H,, via fermentacéo escura,
usando como substrato amostras de efluente tratado da producéo de biodiesel. Este
efluente foi caracterizado fisico-quimicamente visando conhecer as suas
propriedades poluidoras mais relevantes, destacando-se pelo seu pH acido (pH =
4,22), baixa concentracdo de nitrogénio e fésforo (Nitrogénio total<l mg.L™, o-
fosfatos = 30,0 + 1,2 mg.L™"), e alta concentracdo de matéria organica dissolvida
(DQOr = 72,52 + 1,23g O,.L*, e DQOs = 70,50 + 2,65 g O,.L™), sendo esta
principalmente metanol (128,04 + 0,24 g.L™). Diferentes pré-tratamentos do inéculo
foram avaliados visando enriquecé-lo em microrganismos produtores de H,. O pré-
tratamento térmico seguido de repouso apresentou melhor desempenho, com
produtividade de H, de 62,94 + 4,96 mLH,.L™.d". Ensaios de fermentacéo anaerébia
mostraram que o metanol tornou o efluente da producédo de biodiesel inadequado
como substrato para a produgdo de H, via fermentacdo escura, tornando-se
necessario o seu condicionamento prévio. Ensaios adicionais de producéo de H; via
fermentacdo escura, foram feitos usando metodologias de planejamento
experimental e solucBes substrato sintéticas contendo glicerol, metanol e NaCl. A
partir destes, observou-se que o enriquecimento de solugfes sintéticas de metanol
com glicerol aumentou o seu potencial de producédo de H,. Finalmente, sob as
condicOes experimentais estudadas no presente trabalho, a melhor condicdo para a
producao de H,, via fermentacdo escura, usando como substrato solucdes sintéticas
contendo glicerol, metanol e NaCl, foi: concentracdo de DQOt 75 — 83 g O,.L™,
concentracdo de sal 1,51 — 4,10 g.L, e ajuste da concentracdo de glicerol, como
porcentagem da DQO+r, de 75% (ou 68,4 — 75,7 Qaicero.L™ NO substrato). Nesta
condicdo obteve-se uma conversdo total do glicerol e a maximizacdo da
produtividade e rendimento de H., com valores de 87 — 89 mL H,.L .d? e de 12 - 13

ML H..g*DQOajimentada, respectivamente.

Palavras-chave: Biohidrogénio, Fermentacdo escura, Planejamento experimental,

Glicerol, Efluentes da producao de biodiesel.



ABSTRACT

In this work it was studied the production of H, by dark fermentation, using as
substrate samples of treated biodiesel production wastewater. This effluent was
characterized chemically and physically in order to know their most important
polluting properties, and was highlighted for its acidic pH (pH = 4.22), low
concentrations of nitrogen and phosphorus (total nitrogen <1 mg.L™, o- phosphate =
30,0 + 1,2 mg.L™) and high concentration of dissolved organic matter (TCOD = 72,52
+ 1,23 g O,.L"" and DCOD = 70,50 + 2,65 g O,.L™), which was mainly methanol
(128,04 + 0,24 g.L™"). Different inoculum pretreatments were assessed for enriching
the inoculum in Hx-producing microorganisms. The thermal pretreatment followed by
rest showed the best performance, with H, productivity of 62,94 + 4,96 mLH,.L™*.d™.
Anaerobic fermentation tests showed that methanol leads the biodiesel production
wastewater becomes inappropriate as substrate for H, production by fermentation
dark, making necessary its prior conditioning. Additional H, production tests by dark
fermentation were made using Design of Experiments (DOE) methodologies and
synthetic substrates containing glycerol, methanol and NaCl. From these, it was
observed that the enrichment of methanol synthetic solutions with glycerol increased
their H, production potential. Finally, under the experimental conditions studied in this
work, the best condition for H, production by dark fermentation, using as substrate,
synthetic solutions containing glycerol, methanol and NaCl, was: TCOD
concentration 75 - 83 g O,.L™?, salt concentration between 1,51 and 4,10 g.L™, and
glycerol concentration, as a percentage of the TCOD, of 75% (equivalent to 68,4 —
75,7 Qaiyeero-L™). In this condition it was obtained a total conversion of the added
glycerol and the maximization of the H, productivity and H, yield getting values
between 87 - 89 mLH,.L™.d? and 12 - 13 ml H,.g CODaqgeq, respectively.

Keywords: Biohydrogen, Dark fermentation, Design of Experiments, Glycerol,

Biodiesel production wastewater.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. INTRODUCAO

Desde a implementacdo do uso obrigatério de misturas porcentuais de biodiesel
no diesel petroquimico comercializado no Brasil, a crescente demanda por este
biocombustivel tem levado ao aumento acentuado tanto da producdo anual de
biodiesel quanto das capacidades nominais e de empresas produtoras no pais
(ANP, 2015).

No ano 2009, o diesel comercializado no Brasil apresentava um porcentual
obrigatério de 2% em biodiesel. Nessa oportunidade, a producao total de biodiesel
B100 atingiu um valor de 1,6 milhées de m*. J& para o ano 2013, periodo no qual a
porcentagem autorizada de biodiesel no diesel no Brasil foi de 5%, a quantidade
total de biodiesel produzida no pais chegou a um valor de 2,9 milhdes de m*® (ANP,
2015). Os dados anteriores mostram que no transcurso de 5 anos a producéo de
biodiesel no Brasil teve um aumento superior a 80%. Espera-se que o incremento na
producao de biodiesel no pais seja muito maior nos proximos anos, ja que a partir do
segundo semestre de 2014, o porcentual autorizado de biodiesel no diesel passou
do 5% para 7%, e para 0 ano 2019 este deve chegar até um patamar de 10%
(BRASIL, 2016).

O rapido desenvolvimento da industria do biodiesel no Brasil também tem criado
importantes desafios no que diz respeito a gestdo dos efluentes gerados durante a
producdo desde biocombustivel e a identificagdo de alternativas de mercado a
glicerina obtida como subproduto. Ao redor de 10% em volume da producédo de
biodiesel sdo gerados como glicerol durante o processo de producédo do biodiesel
(LEONETI; ARAGAO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012), enquanto que, dependendo
do processo de refino do biodiesel, aproximadamente um volume de até 0,2 - 3,0 L
de efluentes sdo gerados para cada litro de biodiesel refinado (CHAVALPARIT;
ONGWANDEE, 2009; DAUD et al., 2014; MENESES et al., 2012).

Levando em conta as cifras anteriores, para o ano de 2014 foram gerados no
Brasil um total de aproximadamente 0,291 milhdes de m? de glicerina e no méaximo
3,5 milhdes de m* de efluente da producdo de biodiesel, tornando-se um problema

ambiental e econémico relevante para a industria do biodiesel brasileira.



Embora uma fragdo da glicerina obtida como subproduto da producdo de
biodiesel seja comercializada no Brasil como suplementacdo de racdo animal
(LEONETI; ARAGAO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012), grande parte desta continua
sem um mercado suficientemente desenvolvido no pais para ser totalmente
absorvida.

Por outro lado, as cada vez mais restritas leis ambientais para o controle do
descarte de efluentes industriais nos corpos d’agua, tornam necessaria a
implementacéo de novas tecnologias para o tratamento dos efluentes da producao
de biodiesel, visando enquadrar as suas caracteristicas fisico-quimicas dentro dos
limites estabelecidos (CONAMA, 2011). Esta situacdo, indispensavel para a
sustentabilidade e responsabilidade ambiental da industria do biodiesel, aumenta o
custo de producdo do biodiesel no pais, tornando-se necesséria a procura de
tecnologias de tratamento que permitam a obtencdo de produtos de valor agregado
ou o reuso direto destes efluentes dentro do préprio processo produtivo.

Entre as tecnologias disponiveis para o aproveitamento tanto da glicerina quanto
da matéria organica dos efluentes da producéo de biodiesel, os processos bioldgicos
destacam-se pela possibilidade de obtencdo de produtos de alto valor agregado
(AGV, etanol, 1,3-propanodiol, CH,4, H», entre outros) (ARIMI et al., 2015; BHATTI et
al., 1996; ITO et al., 2005; SILES et al., 2010)

Diversos estudos utilizando a digestdo anaerdébia para a bioconversdo de
glicerina tém sido reportados na literatura, apresentando resultados satisfatorios com
relacdo a producado de biogas rico em CH, ou H, (SARMA et al., 2013a; SILES et al.,
2011; WATANABE et al.,, 2013). As caracteristicas metandlicas dos efluentes da
producédo de biodiesel também os tornam adequados para a produc¢éo de biogas rico
em CH,; mediante digestdo anaerdbia (BHATTI et al., 1996; LETTINGA et al., 1979).
Porém, a producdo de H; a partir destes efluentes como substrato tem mostrado
menor potencial (MANGAYIL; KARP; SANTALA, 2012).

O tratamento biolégico combinado destaca-se como uma alternativa promissora
com relacdo a maximizacdo do aproveitamento integral da matéria organica
dissolvida em efluentes industriais (ARGUN; KARGI, 2011; CAVINATO et al., 2012;
GHIMIRE et al., 2015). A fermentagdo anaerébia combinada com etapas
independentes de acidogénese e metanogénese apresenta uma oportunidade

interessante como alternativa de tratamento dos efluentes da producéo de biodiesel



e simultaneo aproveitamento da glicerina bruta, tendo como objetivo principal a
producdo de bioenergia na forma de H,, etanol, e CH, (LUO et al., 2011; RIVERO,;
SOLERA; PEREZ, 2014; TANGKATHITIPONG; INTANOO; CHAVADEJ, 2014).
Neste caso, condicbes adequadas de acidogénese podem ser configuradas no
reator visando a maximizacéo de producdo de compostos como H, e etanol, ambos
possiveis de serem metabolizados a partir do glicerol (VIANA et al., 2014). Por outro
lado, os efluentes da etapa de acidogénese, ricos em AGV ou até diretamente 0s
efluentes metandlicos da producdo de biodiesel, podem ser conduzidos até uma
etapa final de metanogénese visando a producao de CH, com a simultadnea reducao
da concentracdo de matéria organica dissolvida no efluente, permitindo o seu
adequado descarte final (BHATTI et al., 1996; LEE et al.,, 2014; RUGGERI,
TOMMASI; SANFILIPPO, 2015).

Até agora, os limitados estudos de producdo de H, e CH,; mediante etapas
independentes de acidogénese e metanogénese, usando efluentes da producéo de
biodiesel condicionados com glicerina bruta, tém focado principalmente na andlise
inicial de variaveis de processo relacionadas com a operacdo continua dos mesmos,
tais como a carga organica e tempo de retencao hidraulica (TANGKATHITIPONG;
INTANOO; CHAVADEJ, 2014), deixando de lado aspectos importantes como a
influéncia que a composicdo da mistura possa ter sobre os processos de digestao
anaerodbia, especialmente na etapa de acidogénese, na qual a producao de H, vem
acompanhada da formacdo de AGV e outros metabolitos intermediarios mais

reduzidos (consumidores de H, na sua formacao).



1.2.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de geracdo de energia (como biohidrogénio) a partir do

tratamento biolégico anaerdbio de efluente da producdo de biodiesel obtido via

catalise basica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter a melhor condicdo de pré-tratamento do lodo usado como indculo para
producao de biohidrogénio a partir de efluente da producéo de biodiesel;

Obter a melhor condicdo de producéo de biohidrogénio a partir de solucdes
sintéticas contendo glicerol, metanol e cloreto de sédio, simulando o efluente

da producéao de biodiesel condicionado com glicerina bruta.

Para atingir tais objetivos, as seguintes etapas de trabalho foram conduzidas:

Quantificacdo dos contaminantes do efluente da producao de biodiesel apos a
melhor condicdo de tratamento fisico-quimico (denominado efluente pré-
tratado) definida em trabalho anterior;

Implantacdo e validacdo de metodologias de quantificacdo de metanol e
glicerol em solucBes aquosas (efluente pré-tratado e produtos liquidos de
fermentacao), e de H,, CH,4, CO,, e H,S no biogas;

Avaliacdo da producdo de H, por fermentacdo escura de efluente da
producado de biodiesel em frascos tipo penicilina, sob diferentes condi¢cdes de
pré-tratamento do lodo e concentragdes iniciais de DQO total;

Avaliacdo de diferentes métodos de pré-tratamento do indculo na producao
de H, por fermentacdo escura, empregando meios sintéticos simulando
efluentes da producdo de biodiesel ricos em glicerol ou metanol como
substrato;

Estudo da influéncia de diferentes variaveis, por meio de planejamento
experimental, na producdo de H, a partir de meios sintéticos, simulando o

efluente da producéo de biodiesel suplementado com glicerina bruta.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. SITUACAO ENERGETICA MUNDIAL E NO BRASIL

Durante os ultimos 40 anos a crescente demanda energética mundial tem sido
suprida principalmente com o uso de fontes de energia primaria, as quais envolvem
combustiveis fésseis como petréleo, carvéo e gas natural (IEA, 2015) (Figura 2.1). O
uso excessivo de combustiveis fésseis tem gerado diversos problemas econémicos,
sociais e ambientais, entre os que se destacam o aumento dos precos do petroleo,
aumento da poluicdo atmosférica e aceleragcdo do aquecimento global, e o rapido
esgotamento das reservas mundiais de petrdleo, g&s natural e carvao
(ABBASZAADEH et al., 2012). As problematicas anteriores tém fomentado a criacao
de planos estratégicos para a obtencdo de fontes alternativas de energia,
principalmente nos paises em desenvolvimento, que assegurem a sua seguranca e

autossustentabilidade energética (IRENA, 2016).

10000

[ carvao

] Biocombustiveis e residuos

- Petroleo

[ Etetricidade
- Gas natural

[ outros

8000

6000

Mtep

4000

2000

0
1971 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2013
Ano

(a)

14 000
12 000
10 000
8000
6000
4000
2000

[ carvio

[ Biocombustiveis e residuos
- Petréleo

[ Nuclear

- Gas natural

[ outros

[ Hidrica

Mtep

0
1971 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2013

Ano

(b)
Figura 2.1. Producéo e consumo energético mundial para o periodo 1971 — 2013. (a) Consumo de

energia mundial estimada por tipo de combustivel. (b) Producéo de energia por tipo de fontes
empregadas para o abastecimento da demanda mundial. Adaptada de IEA (2015).



A pesar dos esforcos feitos, a insercao de fontes de energia limpas e renovaveis
na matriz energética mundial continua sendo lenta. Segundo dados apresentados
pela Agéncia Internacional de Energia (IEA, 2015), de 1973 até 2013 a participagéo
das fontes de energia limpas e renovaveis (hidrica, biocombustiveis, edlica, solar,
termal, entre outras) dentro da matriz energética mundial aumentou somente 11%,
passando de uma participacao total de 12,4% em 1973 para 13,8% no ano 2013.

Por outro lado, do total da energia produzida em 2013 no mundo (estimada em
13541 Mtep) cerca de 81,4% veio da utilizacdo de fontes de energia fosseis,
distribuindo-se principalmente no uso de petréleo com 31,1%, seguido do uso de
carvao com 28,9% e gas natural com 21,4% (Figura 2.2)(IEA, 2015). Estima-se que
este panorama ndo mude muito até o ano 2040, onde o uso de fontes de energia
fésseis para a satisfacdo das necessidades energéticas mundiais continuara sendo
no minimo de 80% (SUNGGYU; SPEIGHT; LOYALKA, 2015).
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Figura 2.2. Principais fontes de energia utilizadas para o abastecimento de energia mundial em 2013.
Adaptado de IEA (2015)

Comumente, o0 gas natural e carvao produzidos mundialmente sdo destinados a
geracdo de energia elétrica ou térmica, tanto para o setor industrial quanto para
outros envolvendo atividades agricolas, comerciais ou residenciais. Em
contrapartida, o petréleo destina-se principalmente como matéria-prima na producao
de combustiveis liquidos para o setor de transporte, tais como gasolina, querosene
de aviacdo, diesel petroquimico, 6leo combustivel, etc.(Tabela 2.1)(IEA, 2015). De
modo ilustrativo, destaca-se que em 2013 aproximadamente 63,8% do petréleo

produzido foi destinado principalmente para a producdo de combustiveis para o



setor de transporte, representando um incremento de 40% com relacdo a sua
participacdo no setor de transportes 40 anos antes (valor que foi de 45,4%) (IEA,
2015) (Figura 2.3).

Tabela 2.1. Uso final de cada uma das principais fontes de energia primaria fésseis em 2013.
Tomado de IEA (2015).

Matéria-prima Transporte Inddstria Usos nédo energéticos Outros*
Petroleo 63,80% 8,40% 16,20% 11,6%
Gés Natural 6,90% 37,20% 11,10% 44.,8%
Carvao 0,30% 78,90% 6,10% 14,7%

* Inclui usos na agricultura, setor comercial e doméstico, entre outros.
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Figura 2.3. Histdrico de consumo de petrdleo por setor durante o periodo 1971 — 2013. Adaptado de
IEA (2015).

. Usos nédo energéticos

O Brasil destaca-se como um dos paises onde a insercao de fontes de energia
renovaveis na sua matriz energética é forte. Segundo dados do Ministério de Minas
e Energia do Brasil (MME), para o ano de 2015 a oferta de energia no Brasil
apresentou um equivalente a 299,2 Mtep (MME, 2015), sendo 58,8% produzida a
partir de fontes de energia fosseis convencionais, e os 41,2% restantes sendo
atribuidos a fontes de energia renovaveis. O valor de oferta energética a partir de
fontes renovaveis no Brasil ultrapassou significativamente o valor médio mundial, o
qual foi somente de 14,2% para o mesmo ano (MME, 2015).

Entre as fontes de energia renovaveis mais importantes no Brasil encontram-se a
hidrica, os derivados da cana de acucar (etanol, bagaco, etc.), e o carvdo ou lenha
vegetal. Na Figura 2.4 apresenta-se uma classificacdo completa da participacéo de
cada uma das fontes de energia produzidas no Brasil para o ano de 2015.



Nao-Renovaveis Total Renovaveis
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Figura 2.4. Oferta interna de energia no Brasil para o ano 2015. Adaptado de MME (2015)

2.2. O BIODIESEL NA MATRIZ ENERGETICA BRASILEIRA

2.2.1. Breve introducao ao processo de producado de biodiesel

Dentre os combustiveis alternativos propostos para substituir o diesel de
petréleo, o biodiesel destaca-se como o de maiores oportunidades devido a
atraentes vantagens no que diz respeito a suas fontes de matéria prima renovaveis,
condi¢des de produgédo, propriedades combustiveis, e menores impactos ambientais
(ABBASZAADEH et al., 2012; ARANSIOLA et al.,, 2014; DAUD et al.,, 2014;
KNOTHE; KRAHL; VAN GERPEN, 2010).

O biodiesel, denominacéo comercial feita principalmente aos ésteres metilicos de
acidos graxos (mas também podem ser ésteres etilicos de acidos graxos), pode ser
feito a partir de uma grande quantidade de matérias-primas de base oleosa, entre as
gue se encontram 6leos vegetais (como o de soja, palma, girassol, canola, entre
outros), 6leos de fritura e até mesmo gorduras animais (ARANSIOLA et al., 2014;
DAUD et al.,, 2014; KNOTHE; KRAHL; VAN GERPEN, 2010). Na Tabela 2.2
mostram-se algumas das fontes de matéria-prima mais comuns na producdo de
biodiesel.

O processo de producdo mais comum do biodiesel é conhecido como
transesterificacdo metandlica (Figura 2.5). Este processo consiste basicamente na
reacdo de uma matéria-prima rica em triglicerideos com &lcoois de cadeia curta
(principalmente metanol e etanol), na presenca de um catalisador homogéneo, o
gual pode ser de carater acido ou basico.

Além da transesterificacdo metandlica, outras tecnologias de producdo de

biodiesel tém sido desenvolvidas. Aransiola et al. (2014), Daud et al. (2014) e



Adewale et al. (2015) apresentaram compilacbes das principais tecnologias
disponiveis para a producdo de biodiesel, entre as quais se destacam a
transesterificacdo em duas etapas, transesterificacdo heterogénea (acida e bésica),
transesterificacdo supercritica (catalitica e ndo catalitica), transesterificacédo

enzimatica, destilacdo reativa, entre outras.

Tabela 2.2. Algumas matérias-primas usadas para a producgéo de biodiesel. Adaptado de DAUD et al.

(2014).
Matérias-primas Matérias-primas
. ~ L Outros
comestiveis nao comestiveis
Oleo de soja Gordura bovina Oleo de frituras
. Gordura de <
Oleo de colza Oleo de algas
frango
< Oleo de Gordura de estacfes de
Oleo de palma
mamona tratamento de efluentes
- Gordura de
Oleo de canola
porco
Oleo de girassol
Oleo de algoddo
Oleo de amendoim
Oleo de milho
Oleo de coco
Oleo de linhaca
Oleo dendé
Unidade de
secagem
Biodiesel
refinado
Separador
Reator de Biodiesel-Glicerol _
transesterificacdo Unidade de
Y Biodiesel Lavagem

Gordura
ouOleo 7] LJ

Unidade de Efluentes aguosos a
\T/ recuperacdo de tratamento
Gliceral metanol Agua
Metanol ———p 4

. Y Acido
Catalisador —— 3l
acido ou \¥/
basico

Figura 2.5. Diagrama geral do processo de producao de biodiesel por transesterificacdo metandlica.
Adaptado de DAUD et al. (2014).

No processo de producao de biodiesel por transesterificacdo metandlica destaca-
se a geracao de dois principais subprodutos. O primeiro deles € o glicerol, o qual é

produzido durante a reacao de transesterificacdo. Alguns autores reportam que ao
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redor de 10% do volume total de biodiesel produzido por uma usina é gerado como
glicerol, enquanto que outros autores relatam que para cada 100 kg de biodiesel
produzido, 10 kg de glicerol sdo obtidos como subproduto (LEONETI; ARAGAO-
LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012).

A fracdo rica em glicerol gerada durante o refino do biodiesel pode conter
quantidades significativas de agua, metanol, sais, e outros compostos
contaminantes, que impedem a sua direta utilizacio como matéria-prima em
processos onde o glicerol é considerado um composto de alto valor agregado. A
fracao rica em glicerol € comercializada como glicerina bruta, sendo considerada um
subproduto de baixo valor agregado e um enorme problema ambiental a solucionar
na producdo de biodiesel, devido a seu limitado aproveitamento e continua
acumulacéo, promovida pela crescente demanda mundial por biodiesel. Potenciais
processos alternativos para o aproveitamento da glicerina bruta tém sido propostos,
como por exemplo, a desidratacdo térmica ou catalitica para a producdo de quimicos
de alto valor agregado como acroleina, aldeidos, cetonas, metanol e etanol, a
producdo de H, e CH, via gaseificacdo ou digestdo anaerbbia, e a sua utilizacdo
como fonte de alimentacdo animal (KNOTHE; KRAHL; VAN GERPEN, 2010;
LEONETI; ARAGAO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012).

Outro importante subproduto da producao de biodiesel € a grande quantidade de
efluente aquoso gerado durante o processo de refino do biodiesel, o qual precisa ser
tratado antes de descarte nos corpos d’agua devido ao seu alto teor de matéria
organica soluvel e de compostos recalcitrantes para a vida aquatica. Varios autores
tém relatado que, dependendo do processo de refino do biodiesel, entre 20 — 300 L
de efluentes sdo gerados para cada 100 L de biodiesel produzido (DAUD et al.,
2014; MENESES et al., 2012; PALOMINO-ROMERO et al., 2012).

Diferentes tecnologias tém sido aplicadas no tratamento dos efluentes da
producdo de biodiesel. Dentre estas se destacam 0s processos fisico-quimicos,
eletroquimicos, biol6gicos e combinacfes deles (DAUD et al., 2014; PALOMINO-
ROMERO et al., 2012). Na Tabela 2.3 apresentam-se alguns estudos da literatura
sobre o tratamento dos efluentes da producdo de biodiesel. Destaca-se que a
utilizacdo de tratamentos biolégicos combinados apresenta-se como uma Opgao

atraente desde o ponto de vista de conseguir simultaneamente a reducdo das
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caracteristicas poluidoras dos efluentes e a obtencdo de produtos de valor

agregado, como por exemplo, a geracdo de biogas rico em CH4 ou H.

Tabela 2.3. Tipos de tratamentos aplicados a efluentes da producéo de biodiesel.

Tipo de tratamento %Remocao Tempo de duragéo Produtos gerados
DQO: 55,7
Glicerina: 3,5
Eletrocoagulacéo Metanol: 16,9 25 min Nenhum
SS: 100
0&G: 100
DQO: 55,01
Eletrocoagulagdo SS: 96,75 23 min Nenhum
0&G: 97,76
DBO: 90
Oxidacgéo eletroquimica DQO: 100 7h Nenhum
0&G: 100
Biologico (Rhadotorula Oleo: 98 66h Nenhum
mucilaginosa)
Biolégico (indculo: UASB- Mateéria orgénica: 85
8h Nenhum
abatedouro de aves) DQO: 66 — 93
DQO: 69
Fisico-quimico (Al2(SO4)s) Cor, Turbidez, N&o informado Nenhum
Hidrocarbonetos e
0&G: 100
Eletrocoagulacéo + .
Codigestdo anaerdbia DQO: 81 14 —45h Metano
Bioldgico (In6culo: Aguas . Eletricidade: 2110 + 68
residuais domésticas) DQO: 90 700h mW m de catodo
Biolégico (Bacillussubtilis) N&o informado 600h EIetnudagigEZO,OG mw
Neutralizacdo com é&cido Nao informado 30 min Glicerol
S o . Nao informado
B'O'Og'sz ggrovce‘;;?i'a')fﬂue”te (356 MLCHa.g° 50h Metano
DQOremovida)
R .. . H
Biolbégico (in6culo: Glicerol: 100 24h 2
Enterobacteraerogenes) Etanol
Biologico (indculo: Glicerol: 27,3 50h H;

Thermotoganeopolitana)

FONTE: PALOMINO-ROMERO et al. (2012).

2.2.2. Situacao da producéo de biodiesel no Brasil

No Brasil, a principal tecnologia de producéo de biodiesel é a transesterificacdo

metanolica. Segundo Meneses et al. (2012), das 48 usinas de producédo de biodiesel

existentes no Brasil em 2009, 42 empregavam esta tecnologia na producdo de
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biodiesel. Em agosto de 2016, a quantidade de plantas autorizadas de biodiesel no
pais foi de 50, as quais contaram com uma capacidade de producdo autorizada de
20480,81 m°.d™ de biodiesel (ANP, 2016a).

A principal matéria-prima para a producédo de biodiesel utilizada no Brasil é o 6leo
de soja, seguida da gordura animal e o 6leo de algoddo. A titulo de ilustracéo,
destaca-se que em 2015 o Oleo de soja representou 76,9% do total das matérias-
primas usadas na producdo de biodiesel, enquanto a gordura animal, Oleo de
algodao e demais matérias-primas representaram 19,8%, 2,2% e 1,1% do total
empregado, respectivamente (ANP, 2015).

A autorizacdo da mistura de biodiesel e diesel convencional foi introduzida pela
primeira vez no Brasil a partir de 2005, através da Lei n°® 11097, desde entédo
incrementos do porcentual do biodiesel no diesel tém sido efetuados, sendo estes de
2% em 2008, 5% em 2010 e a partir de 2014 a porcao de biodiesel adicionada ao
diesel petroquimico convencional passou para 7%, sendo autorizado pela Lei n°
13033/2014 (ANP, 2016b).

Em 2014, a producéo total de biodiesel B100 no Brasil foi de aproximadamente
3,4 milhdes de m® (ANP, 2015), sendo acompanhada da necessidade de tratamento
de aproximadamente 4,0 — 10,2 milhdes de m*® de efluentes da producdo de
biodiesel (assumindo uma relacdo de 1,2 — 3,0 Lefiuente.L “biodieset) (MENESES et al.,
2012; PALOMINO-ROMERO et al., 2012). Durante 2014, também foram produzidos
um total de 311,8 mil m® de glicerina, producdo 7,4% maior que a de 2013 (ANP,
2015).

Parte da glicerina produzida no Brasil é destinada a producdo de racao animal,
como complemento. Porém, nem toda a glicerina produzida € absorvida pelo
mercado nacional, levando a sua acumulacdo no mercado e, portanto, a reducdes
significativas no seu preco de comercializacdo, principalmente nas regides
produtoras de biodiesel (LEONETI; ARAGAO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012).

Assim sendo, o desenvolvimento de novas alternativas de uso da glicerina e de
reuso dos efluentes gerados dentro da industria brasileira do biodiesel torna-se uma
alternativa atraente, visando aumentar a rentabilidade e sustentabilidade ambiental

desde biocombustivel no pais.
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2.3. HIDROGENIO COMO FONTE DE ENERGIA ALTERNATIVA

Atualmente, o H; é usado como matéria-prima basica em diversos processos de
inddstrias como a petroquimica, metallrgica, quimica, de manufatura, entre outras
(JIN ZHONG et al., 2003). Nao obstante, este composto € considerado um dos
combustiveis mais promissores como fonte de energia limpa em diferentes campos,
nos quais combustiveis fésseis sdo usados, como por exemplo, 0s setores
automotivo, industrial, elétrico, entre outros, conforme apresentado na Figura 2.6
(GUBTA et al., 2008).

+ Sintese do aménia. Aplicagdes Energia a J Aplicagdes no Células de combustivel.
* Produgéo de fertilizantes. industriais [ | partir do H " transporte Combustdo interna.

+ Refinagdo do petréleo. Industria de defesa.

« Aplicages na metalurgia. Geragdo de energia.

* Armazenamento de Motores de navios.

Defesa.

Comunicagdes.

Controle de poluigdo.
Armazenamento de energia

energia.

Produgao de fibras e vidro.
* Reatores nucleares.

* Sistemas de geragao de

energia

A 4

Outras
aplicagbes
e Células combustiveis. Aplicagdes na Aplicacdes : ggzg;g"emﬂ-
) » e N _ )
e Turbinas. < geragao de |¢— P domésticas b madn,
e Plantas de H, eletricidade .

Bombeio.

4

s« Motores de jato.

s Construgéo de foguetes e
armas.

¢ Combustivel na Industria
espacial.

Figura 2.6. Utilizagdo comum do H, como matéria-prima e setores com potencial de uso como fonte
combustivel alternativa. Adaptado de GUBTA et al.(2008).

Dentre as caracteristicas que destacam o H, como fonte ideal de energia
alternativa e limpa encontram-se o0 seu alto conteddo energético e propriedades
combustiveis, ndo emissao de subprodutos contaminantes durante a sua combustéo
(somente geracao de vapor de agua), e capacidade de geracéo a partir de diversas
fontes renovaveis (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GUBTA, 2008).

O conteudo energético do H, é o mais alto entre 0s combustiveis convencionais,
com um valor de 141,90 J.kg™, sendo este 375, 284 e 184% maior que o contetido
energético do etanol (29,9 J.kg™), do biodiesel (37,0 J.kg™?) e do gas natural (50,0
J.kg™), respectivamente (Tabela 2.4). Além do mais, o H, possui outras importantes
propriedades fisico-quimicas que favorecem seu uso como combustivel, entre elas:
a sua alta difusdo no ar, alta flutuabilidade (melhor que o metano, propano e

gasolina), baixa toxicidade, maior intervalo de inflamabilidade (4 -75% em volume),
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baixo requerimento de energia na sua igni¢ao, alta temperatura de chama (2207 °C),
entre outros (GUBTA, 2008).

Tabela 2.4. Contelido energético do H, e de outros combustiveis convencionais. Adaptado de DAS et

al, (2011).

Tipo de Estrutura ge%r de Matéria-prima de Conteudo Emlssoes d?f'
combustivel Quimica aroono produgéo energeﬁlco carbono _elspeCI ICO
(%) (3-kg™) (kg C.kg "combustiver)

Géas natural, metanol,
Hidrogénio Ho 0 nafta, carvao, eletrélise 141,9 0
da agua, biomassa.

Milho, gréos, residuos

Etanol C2HsOH 52 .
agricolas.

29,9 0,5

. Gorduras e 6leos de
Esteres ;
metilicos de fontes como soja,
Biodiesel L . 77 residuos de frituras, 37 0,5
acidos graxos
abate e processamento

Ci2-Cz de animais, etc.
Metanol CH5OH 37,5 Gas natural, carvéo, 22,3 0,5
madeira.
Gas natural CHg4 75 -—- 50 0,46
Gasolina  Hidrocarbonetos 4, Petréleo 47.4 0,86

Cs-Co2

A producdo mundial de H, para o ano de 2009 foi estimada em 400 — 500
bilhdes de Nm?, sendo o H, produzido principalmente a partir de fontes de matéria-
prima fosseis como gas natural, carvdo, e nafta petroquimica (Figura 2.7). As
principais rotas comerciais de producdo de H, envolvem processos termoquimicos
(Figura 2.8). Este tipo de processo demanda grandes quantidades de energia e
descarta altas vazbes de gases de efeito estufa e poluentes na atmosfera (DAS,;
KHANNA; DASGUPTA, 2011).

Reformade
nafta

Gasificacdo de
carvéo
18,0%

Eletrélise da Reformaa
agua vapor de

o, metano
3.9% 48,0%

Figura 2.7. Producéo de H, de diferentes fontes de matéria-prima. Adaptado de DAS et al. (2011).
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Outros processos alternativos para a producdo de H; a partir de fontes de
matéria-prima nao fésseis tém sido desenvolvidos, como por exemplo, a eletrolise e
foto-eletrélise de &4gua, e a pirdlise de biomassa. Porém, o alto custo de producéo e
manutengao, ou etapas ainda em desenvolvimento, tém dificultado sua aplicagao.
Além dos processos termoquimicos e eletroquimicos mencionados, o H,; também
pode se produzido mediante processos bioldgicos fotossintéticos e fermentativos.
Estes processos sdo considerados dos mais promissores no que diz respeito a
producdo renovavel e sustentavel deste combustivel mediante tecnologias limpas e
de baixo custo econdémico (podem usar como fonte de matéria-prima subprodutos,
residuos ou, efluentes ricos em compostos organicos de outros processos
industriais). Porém, para a sua aplicacdo industrial, grandes esforcos precisam ser
feitos visando aumentar a produtividade e rendimento de H, dos mesmos (ARIMI et
al., 2015; BICAKOVA; STRAKA, 2012; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; SHOW et
al., 2012).

Convencional RVM

RVM melhorada

Reforma com membrana de Hz

Reforma a vapor de metano
(RVM)
45{ Reforma auto-termica
Oxidagao parcial (OP)

OF com l
membrana de O
—b{ Reforma combinada
Pr(?ce‘?sos PVF com metano
oxidativos
I Processos vapor-ferro
"l (PVF) PVF com dleo
"] pesado residual
Reforma com CO» de
metano
Plasma térmico
Reforma com plasma +—— —
_‘ Plasma ndo
térmico
4>{ Converséo fotocatalitica
] convencionais
Craqueamento térmico ——

Termolise avancada
Processos Refinagdo de petrdleo
nao —

oxidativos

Tecnologias
convencionais de
produgdo de H;

Catalizado com metal

—’{ Cragueamento catalitico ——
Catalizado com carbono

Plasma ndo

Cragueamento com térmico
plasma

L—»{ Plasma térmico |

Figura 2.8. Principais tecnologias de producéo de H; a partir de fontes fosseis. Adaptado de GUBTA
et al.(2008).

i
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A producao biologica de H, pode se classificar em 4 tipos de processos
diferentes, sendo estes: a biofotdlise direta, biofotélise indireta, fotofermentacéo, e
fermentacdo escura (BICAKOVA; STRAKA, 2012; DAS; KHANNA; DASGUPTA,
2011) (Figura 2.9). Aléem do mais, a produgéo biologica de H, pode ser feita através
da integracdo entre dois ou mais processos biologicos, o que leva ao melhoramento
significativo da produtividade e rendimento de H, (SHOW et al., 2012; SINHA,;
PANDEY, 2011; VASCONCELOS DE SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO,
2014).

Dentre os processos de producao bioldgica de H, o processo de producéo de
H, via fermentacdo escura destaca-se como o de maior potencial de exploracéo,
principalmente devido a que neste processo uma grande variedade de efluentes
industriais ricos em matéria organica podem ser usados como substrato. Além disto,
a fermentacdo escura ndo requer luz solar (permitindo a utilizacdo de reatores
convencionais) e, dependendo dos microrganismos usados, outros subprodutos de
alto valor agregado também poderiam ser gerados (VASCONCELOS DE SA;
CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014).

Biofotolise Reacédo modelo
—| . }
direta 2H,0 + Luz solar — 2H, + O,

Processos
Fotosintéticos

X — Reagdo modelo
B:ﬁiﬁﬁ;{je L 36CO, + 6H,0 + Luz solar — CeH120 + 6CO;

Produggo CgH 12,0 + 6H,0 + Luz solar — 12H, + 6CO,
bioldgica de H;

Reacdo modelo
CH;COOH + 2H;0 + Luz solar — 4H, + 2CO;

A 4

» Fotofermentagao

Processos
fermentativos

Fermentagao Reagdo modelo
escura CeH1206 + 2H;O — 2CH;COOH + 2CO; + 4H,

Figura 2.9. Principais processos de produc¢éo bioldgica de H,.
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2.4. PRODUCAO DE H, VIA FERMENTACAO ESCURA

O processo de producao de H; via fermentacdo escura pode ser definido como
um processo de degradacdo anaerébia da matéria organica, no qual diferentes tipos
de microrganismos (anaerdbios ou facultativos) trabalham de forma sintroéfica,
convertendo a matéria organica complexa disponivel no meio em H,, CO, e acidos
graxos volateis (acético, butirico, propionico, lactico, etc), entre outros subprodutos
organicos mais simples (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGERI; TOMMASI;
SANFILIPPO, 2015).

A producdo de H, via fermentacdo escura envolve basicamente as mesmas
etapas do bem conhecido processo de digestdo anaerébia de producédo de metano
(CHERNICHARO, 2007) (Tabela 2.5). Porém, no processo de producdo de H, os
microrganismos consumidores de H; ou as etapas que conduzem ao consumo deste
composto sdo indesejaveis. A eliminagcdo ou inibicdo dos microrganismos
consumidores de H; (principalmente metanogénicos) pode ser realizada mediante a
selecdo adequada do in6culo usado, pré-tratamentos do in6culo, reducédo do pH, e
estabelecimento de baixos tempos de retencdo hidraulica no reator (ARIMI et al.,
2015; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015; SHOW; LEE; CHANG, 2011;
SINHA; PANDEY, 2011). Na Figura 2.10 é apresentado um diagrama geral com
cada uma das etapas envolvidas durante a degradacao de diferentes compostos
organicos visando a producéo de H; via fermentacao escura.

A producéo de H; via fermentacdo escura tem sido estudada principalmente sob
condi¢cdes de anaerobiose, pressao atmosférica, pH entre 5,5 — 6,5 e temperaturas
entre 30 - 80°C, empregando-se diversos tipos de fonte de in6culo, sendo estes
consorcios microbianos ou, culturas puras de microrganismos especificos, entre os
que se destacam os géneros Enterobacter sp e Clostridium sp (BICAKOVA et al.;
STRAKA, 2012; DAS et al.,, 2011; GHIMIRE et al., 2015; SINHA et al., 2011,
VASCONCELOS DE SA et al., 2014).

Véarios estudos de producdo de H, via fermentacdo escura tém usado
carboidratos como fontes de substrato (glicose, sacarose, amido, celulose, etc.)
devido a seu alto potencial de producdo de H; e biodegradabilidade. N&o obstante,
outras fontes alternativas de baixo custo como efluentes industriais, residuos

agricolas, glicerina bruta, entre outros, também tém mostrado um forte potencial
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para serem usadas como substrato na producdo de H;, via fermentacdo escura
(ARIMI et al., 2015; CHONG et al., 2009; GHIMIRE et al., 2015; GUO et al., 2010;
SHOW et al., 2012).

Tabela 2.5. Descri¢do geral das etapas envolvidas durante a degradacao anaerdbia da matéria

orgéanica via fermentacéo anaerébia (CHERNICHARO, 2007).

. _ Tipos (_je Principais
Etapa Descrigédo geral microrganismos rodutos
envolvidos P
. Géneros Clostridium,
Nesta etapa comega a degradacao MICrococcus
da matéria organica complexa até Stanh Iococcu’s
compostos organicos dissolvidos Bactercfid)és But vii)rio
mais simples capazes de atravessar Fusobaéteriuym ' Acucares
a membrana celular dos ! simples,
S . : P Selenomonas, L
Hidrdlise microrganismos  acidogénicos. A Aminoacidos,
A P A Streptococcus, Proteus, A
solubilizagdo da matéria orgénica : Acidos
p . . Peptococcus, Bacillus,
complexa é realizada mediante a Staphvlococcus graxos.
acdo de exoenzimas produzidas A?cgtivibrio !
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Figura 2.10. Principais etapas envolvidas na producéo de H, através da degradac¢do anaerébia da
matéria organica. Adaptado de CHERNICHARO et al. (2007), e GHIMIRE et al. (2015).

2.4.1. Principais parametros de influéncia sobre a producéo de H,

A producdo de H, via fermentagcdo escura pode ser melhorada
significativamente a partir do estudo e adequado ajuste de diversos parametros
relacionados tanto com o controle das variaveis préprias do processo fermentativo,
quanto os relacionados com a inibicdo da proliferacdo de microrganismos
indesejaveis dentro do biorreator (ARIMI et al., 2015; GHIMIRE et al., 2015;
RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015; SINHA; PANDEY, 2011). A seguir, sao
apresentados os parametros destacados na literatura como os de maior influéncia

sobre o processo de producédo de H; via fermentacdo escura.

2.4.1.1. Tipo de inoculo e pré-tratamento
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A selecdo do tipo de indculo apresenta-se como um dos principais parametros
do processo de producéo de H, pela sua forte relacdo com a praticidade e economia
do processo fermentativo, ja que define ou ndo a necessidade de manter a operacao
estéril do processo (evitando a contaminacdo do meio quando usadas culturas
puras), e a realizacdo de etapas adicionais para o enriquecimento do meio de cultura
em microrganismos produtores de H; (quando usados como fonte de in6culo
populacdes microbianas mistas) (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGERI,
TOMMASI; SANFILIPPO, 2015; SHOW et al., 2012; SINHA; PANDEY, 2011).

Diversos estudos de producdo de H, via fermentacdo escura tém sido
executados usando culturas puras como fontes de indculo e carboidratos puros
como substrato (glicose, sacarose, frutose, etc.) (DE SA et al., 2013; SINHA;
PANDEY, 2011). Entre os tipos de microrganismos mais estudados encontram-se 0s
relacionados com géneros como Clostridium e Enterobacter, mas também
microrganismos  termofilicos dos géneros Thermoanaerobacterium  sp.,
Thermotogales sp., e Thermotoga sp tém sido identificados como apropriados para a
producdo de H, via fermentacdo escura (CHONG et al., 2009; SHIN; YOUN; KIM,
2004; SINHA; PANDEY, 2011; VASCONCELOS DE SA; CAMMAROTA; FERREIRA-
LEITAO, 2014).

Microrganismos produtores de H, podem ser encontrados em ambientes
naturais como solo, lodos de esgoto, lodos anaerdbios, lagoas, entre outros (DAS;
KHANNA; DASGUPTA, 2011). Por isto, amostras coletadas nestes ambientes tém
sido usadas como indculo na producdo de H, em estudos executados por diversos
autores (GHIMIRE et al., 2015).

A utilizagdo de culturas mistas como fonte de inéculo apresenta atraentes
vantagens para o processo de producdo de H, via fermentacdo escura, destacando-
se a diminuicdo do custo de producéo do processo fermentativo por utilizar fontes de
indculo de ampla disponibilidade, e a auséncia da necessidade de manter condi¢cbes
estéreis. Além do mais, os diferentes microrganismos envolvidos nas culturas mistas
permitem o processamento de um maior espectro de substratos complexos com
bons resultados de produtividade e rendimento de H,. Em contrapartida, a principal
desvantagem do uso de culturas mistas concentra-se na forte presenca de
microrganismos consumidores de H; no consorcio microbiano (ARIMI et al., 2015;
CHONG et al., 2009; SINHA; PANDEY, 2011).
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O enriquecimento dos meios de cultura mistos em microrganismos produtores
de H, efetua-se mediante a aplicacdo de pré-tratamentos fisico-quimicos sobre o
indculo. Os diferentes tipos de pré-tratamentos do inOculo existentes exploram as
diferencas fisioldgicas entre as bactérias produtoras e consumidoras de H
(CHERNICHARO, 2007; RUGGERI et al., 2015). Entre os principais tipos de preé-
tratamentos fisico-quimicos amplamente testados sobre diferentes fontes de culturas
mistas encontram-se o choque térmico, alcalino, acido, quimico e ultrassom, além do
pré-tratamento de selecdo natural (BOBOESCU et al, 2014; KAN, 2013;
MOHAMMADI et al., 2011; ROSSI et al., 2011; SINHA; PANDEY, 2011).

2.4.1.2. Tipo e concentragéo do substrato

A importancia do tipo de substrato usado no processo de producdo de H,
baseia-se no seu significativo impacto sobre a viabilidade econémica e técnica do
processo fermentativo. Acucares simples (glicose, frutose, xilose) e outros
carboidratos de baixa complexidade (sacarose, amido, celulose) tém sido
identificados como os mais adequados para serem usados como substratos na
producao de H; via fermentacédo escura. Tais compostos possuem altas proporcdes
de H, na estrutura molecular, como também uma alta afinidade como substrato para
a maioria dos microrganismos produtores de H,, sendo facilmente biodegradados
com altas taxas de producdo e rendimento de H, (SHOW et al., 2012;
VASCONCELOS DE SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014).

Muitos dos estudos de produgédo de H, via fermentagdo escura com bons
resultados de produtividade e rendimento de H; tém sido feitos usando solugdes de
carboidratos de alta pureza como substrato. Estudos avaliando a producédo de H,
usando outras fontes de substrato como proteinas e lipideos também tém sido
executados, mas seu potencial de producgéo de H, tem sido significativamente menor
gue os obtidos com substratos ricos em carboidratos (ARIMI et al., 2015; CHONG et
al., 2009; SHOW; LEE; CHANG, 2011).

Sob uma perspectiva de grande escala, o alto custo dos substratos puros e a
sua limitada disponibilidade aumentam significativamente o custo de producéo do
processo fermentativo e dificultam potencialmente a viabilidade técnica da producéo

de H, via fermentacéo escura. Deste modo, a busca de novas fontes de substrato
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atingindo caracteristicas de alta biodegradabilidade, rapida metabolizacdo, baixo
custo e alta disponibilidade tem se tornado necessaria para o desenvolvimento e
rentabilidade econbmica das tecnologias de producao de H; via fermentacao escura
(BICAKOVA; STRAKA, 2012; SHOW; LEE; CHANG, 2011; VASCONCELOS DE SA;
CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014).

Diversos tipos de efluentes industriais e residuos da atividade agricola,
caracterizados por possuirem grande concentracdo de compostos organicos
fermentaveis na sua composi¢do, tém sido avaliados por varios autores como
potenciais fontes de substrato na producéo de H, (ARIMI et al., 2015; CHONG et al.,
2009; GHIMIRE et al., 2015; GUO et al., 2010; LIN et al., 2012; SHOW et al., 2012).

2.4.1.3. Temperatura

A temperatura de fermentacdo € considerada um dos parametros
fundamentais do processo de produc¢do de H; via fermentagdo escura, ja que esta se
relaciona diretamente com o melhoramento da producdo e rendimento de H, do
processo. A adequada selecdo da temperatura de fermentacdo pode contribuir com
o favorecimento da cinética e viabilidade termodinamica de diversas reacfes
bioquimicas intracelulares ligadas a formagdo de H, (ARIMI et al., 2015;
CHERNICHARO, 2007; GHIMIRE et al., 2015; GUO et al., 2010; SINHA; PANDEY,
2011).

A temperatura de fermentacdo também afeta diretamente o crescimento dos
microrganismos envolvidos na producdo de H,. A selecdo inadequada da
temperatura de fermentacdo, dependendo do tipo de microrganismos usados como
inodculo, pode levar a inibicdo ou desnaturacdo de enzimas envolvidas na geracao de
H. e no metabolismo préprio da célula, ocasionando mudanc¢as na rota metabdlica
dominante do processo (passando de acidogénese para solvetogénese), ou até
mesmo a morte da prépria célula (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et
al., 2015; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015). Todos estes problemas
podem gerar reducdes significativas da producao e rendimento de H,.

A maioria dos estudos de producéo de H;, usando tanto substratos puros
quanto alternativos (como por exemplo, residuos agricolas, efluentes industriais,

subprodutos industriais, etc.), tém sido conduzidos com temperaturas mesofilicas (20
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— 40°C). Porém, alguns estudos usando microrganismos termofilicos como os do
género Thermoacetobacterium sp. tém sido desenvolvidos usando temperaturas
termofilicas (50 — 60°C) (ARIMI et al., 2015; CHONG et al., 2009; GUO et al., 2010;
LIN et al., 2012; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2012a).

A definicdo de intervalos de temperatura de fermentacédo 6timos na producao
de H, via fermentacdo escura € ainda muito dispersa, pois a sua escolha depende
da configuracdo de outros parametros como o pH de fermentacdo, carga organica
volumétrica (OLR - sigla em inglés), tipo de cultura usada como inéculo (pura ou
mista), e tipo de substrato. No entanto, a utilizacdo de intervalos de temperatura
entre 30 - 40°C para microrganismos mesofilicos, e entre 45 — 50°C para
microrganismos termofilicos, tém sido relatadas como os mais favoraveis visando a
maximizacdo da producao e rendimento de H, (ARIMI et al., 2015; CHONG et al.,
2009; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO,
2015).

O desenvolvimento de processos de producdo de H, via fermentacdo escura
em ambientes termofilicos tem ganho um enorme interesse devido ao seu potencial
para o melhoramento da producdo e rendimento de H, a partir de efluentes
industriais e residuos agricolas. Entre as vantagens dos processos termofilicos de
producdo de H, encontram-se: a eliminacdo do potencial de contaminac¢éo do reator
por microrganismos consumidores de H,, 0 aumento da velocidade das reagdes
enzimaticas de producao de H,, o favorecimento da rota metabdlica de formacéo de
H, mediante acetogénese (maior producédo de Hy), e a aceleracdo da velocidade de
hidrélise e degradacdo de substratos complexos (ARIMI et al., 2015;
CHERNICHARO, 2007; CHONG et al., 2009; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011,
GHIMIRE et al, 2015; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015). Em
contrapartida, a principal desvantagem da implementacéo de processos termofilicos
esta no seu alto consumo energético, diminuindo o lucro liquido de energia como
biohidrogénio (LIN et al., 2012; PERERA et al., 2010).

2.4.1.4. pH e alcalinidade

O pH do meio de fermentacéo apresenta importantes efeitos sobre o processo

de producédo de H; via fermentacéo escura, ja que dependendo do seu valor varios
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parametros de interesse sado afetados significativamente, entre eles o metabolismo
dos microrganismos produtores de H,, o controle da proliferacdo de microrganismos
indesejaveis no meio de fermentagdo (arquéias metanogénicas ou bactérias
consumidoras de H,), e o grau de toxicidade do meio de fermentacdo pela
acumulacdo de subprodutos de fermentacdo como AGV (DAS; KHANNA,;
DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et al., 2015).

O pH de fermentacéo afeta diretamente a rota metabdlica dos microrganismos
produtores de H,. Valores de pH inferiores a 4,5 ocasionam a redug&o do potencial
de producéo de H; por causa do aumento do estresse acido sobre o microrganismos
produtores de H,. O aumento do estresse acido sobre as células promove
mecanismos de defesa que visam manter o gradiente de prétons H*, entre o meio
intra e extracelular, em um nivel favoravel para a correta expulsdo de diversos
metabolitos de fermentacdo da célula (CHONG et al.,, 2009; DAS; KHANNA,;
DASGUPTA, 2011; LIN et al., 2014).

Entre os principais mecanismos da célula para reduzir os efeitos do estresse
acido encontra-se a mudanca na sua rota metabdlica predominante, passando de
um metabolismo acidogénicos (gerador de H, com a formacgéo principalmente de
AGV como subprodutos de fermentacdo) para outro de carater principalmente
solventogénico (consumidor de H, com a formacdo de metabdlitos como etanol,
butanol, 1,3-propanodiol, etc.). Este ultimo pode levar a mudancas no perfil final de
produtos de fermentacéo e a reducao significativa da producéo e rendimento de H,
no processo fermentativo (ARIMI et al., 2015; CHONG et al., 2009; GHIMIRE et al.,
2015; SINHA; PANDEY, 2011).

Nos processos de digestdo anaerdbia a formacdo de H, vem acompanhada
com a producdo simultdnea de compostos como o0s acidos acético, butirico,
propidnico, lactico, entre outros AGV. O acumulo excessivo de AGV no meio de
fermentacdo pode levar a uma reducgdo relevante do pH. Em ambientes &cidos a
principal forma de dissolucdo dos AGV é na sua forma néo dissociada, sendo esta a
mais toxica, jA que os AGV conseguem permear com maior facilidade a parede
celular dos microrganismos produtores de H,, conduzindo ao seu acumulo no meio
intracelular e a reducdo do pH dentro da célula. A acidificacdo do meio intracelular
pode ocasionar a desnaturacao ou reducdo significativa da atividade catalitica das

enzimas hidrogenases, envolvidas diretamente na capacidade de formacéo de H,
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dos microrganismos produtores de H, (CHERNICHARO, 2007; CHONG et al., 2009;
DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et al., 2015).

Levando em conta os efeitos prejudiciais da redugéo excessiva do pH no meio
de fermentacdo da producgédo de H; via fermentag&o escura, diversos estudos tém
sido realizados em busca da identificacdo do pH o6timo de operagcdo. Como
resultados importantes destaca-se que a producdo de H via fermentacdo escura
tem sido realizada satisfatoriamente usando valores de pH no meio de fermentagao
no intervalo de 4,5 — 9,0. Porém, os melhores resultados com relacdo a
produtividade e rendimento de H, tém sido alcancados principalmente na faixa de pH
entre 4,5 — 5,0 (ARIMI et al., 2015; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; LIN et al.,
2012).

A selecdo do valor 6timo de pH para cada caso particular depende também
de outros parametros como a carga organica volumétrica (OLR — em inglés), tipo de
substrato, tipo de indculo, alcalinidade, e tempo de retencéo hidraulica (HRT — pela
sigla em inglés). Por exemplo, valores de pH entre 4,5 e 7,0 foram encontrados mais
favoraveis na producgéo de H, via fermentagéo escura usando residuos alimenticios
como substrato, enquanto valores na faixa de 6,5 a 7,0 foram os mais indicados para
o processamento de residuos lignocelulésicos como substrato (DAS; KHANNA,;
DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et al., 2015; GUO et al., 2010). O intervalo de valores
de pH entre 5,5 e 5,7 foi identificado como o mais favoravel para o melhoramento da
producédo e rendimento de H, usando acucares e amidos como substrato (ARIMI et
al., 2015).

Além de favorecer a producao e rendimento de H; a partir da correta escolha
do pH inicial de fermentacdo, este parametro também pode ser utilizado como
controle dos microrganismos consumidores de H; no meio de fermentacao,
especialmente os metanogénicos, os quais sao fortemente inibidos em pH acido
(pH< 6,5) (CHERNICHARO, 2007).

Por fim, a importancia da alcalinidade durante o processo de producdo de H,
via fermentacdo escura tem relacédo principalmente com o seu impacto no controle
da acidez no meio devido ao acumulo de AGV na sua forma né&o dissociada e na
estabilidade do processo fermentativo. O adequado ajuste da alcalinidade no meio
de fermentacao evita a toxicidade do meio para os microrganismos produtores de H,

formada pela alta concentracdo de AGV néo dissociados. Além do mais, também
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evita mudancas na rota metabdlica predominante no processo fermentativo que
levem a reducéo da producéo e rendimento de H, (consumo de H, pela formacéo de
solventes) (CHERNICHARO, 2007; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGER]I,
TOMMASI; SANFILIPPO, 2015).

2.4.1.5. Tempo de retencao hidraulica

O tempo de retencdo hidraulica (HRT) pode ser definido como o tempo médio
gue 0os compostos organicos em solucdo permanecem dentro do reator. O tempo de
retencao hidraulica € um parametro utilizado em processos de digestdo anaerébia
para o controle do tipo de microrganismos predominantes no meio de fermentacao,
mediante o aproveitamento da diferenca entre as cinéticas de crescimento de cada
um deles (CHERNICHARO, 2007; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011).

O tempo de retencao hidraulica € muito importante no controle da estabilidade da
producdo de H, em processos fermentativos usando culturas mistas como fonte de
indculo. As culturas mistas se caracterizam por possuir dentro de sua populagéo
microbiana grupos de microrganismos relacionados diretamente com a formacao de
H. (bactérias hidroliticas, acidogénicas e acetogénicas), mas também com o seu
consumo (principalmente microrganismos metanogénicos), ambos se desenvolvendo
em um ambiente sintréfico que facilita a degradacdo da matéria organica
(CHERNICHARO, 2007; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015).

O potencial de controle da populacdo de microrganismos predominantes no meio
de fermentacdo mediante variacdes do tempo de retencdo hidraulica se baseia na
sua praticidade e menor custo envolvido, quando comparado com 0s métodos
tradicionais de enriquecimento do indculo em microrganismos produtores de H,. Tal
controle se torna muito atraente no escalonamento dos processos de producéo de
H, via fermentac@o escura, nos quais o pré-tratamento de grandes quantidades de
inbculo por métodos fisico-quimicos demanda grande gasto de recursos
(BOBOESCU et al., 2014; GHIMIRE et al.,, 2015; KAN, 2013; SINHA; PANDEY,
2011)

O uso de baixos tempos de reteng&o hidraulica permite a eliminagdo ou inibi¢cao
de microrganismos metanogénicos no biorreator (efeito washout), isto é devido a que

estes microrganismos possuem velocidades de crescimento significativamente
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menores as dos microrganismos produtores de H, (taxa de crescimento dos
microrganismos metanogénicos entre 0,017 e 0,02 h™, taxa de crescimento de
microrganismos produtores de H, ao redor de 0,173 h) (SHOW; LEE; CHANG,
2011).

Diversos estudos relacionados com a producéo continua de H via fermentacéo
escura tém avaliado a influéncia do tempo de retencdo hidraulica sobre a
produtividade e rendimento de H, do processo (ARIMI et al., 2015; DAS; KHANNA;
DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et al., 2015; LIN et al., 2012; REUNGSANG; SREELA-
OR; PLANGKLANG, 2013). Entre os resultados destaca-se o fato de que a
combinacdo de pH acido (na faixa de 5,2 a 5,8) e tempos de retencdo hidraulica
entre 6 e 32h consegue inibir a presenca de microrganismos metanogénicos dentro
do reator, a0 mesmo tempo que permite 0 aumento da produtividade e do

rendimento de H, do processo.

2.4.1.6. Presséo parcial de H, no sistema

A presséo parcial de H, no sistema de fermentacéo afeta diretamente a rota
metabodlica de producdo de H,, tornando seu controle importante, tanto para
processos de produgdo de H, em batelada quanto continuos. As reacfes
bioquimicas de producéo de H, sao fortemente inibidas pelo acimulo de produtos de
fermentacao, levando a diminuicdo da formacdo de H, e de AGV (principalmente o
acetato), produtos predominantes do processo fermentativo. Tal situacdo fomenta a
ocorréncia da solvetogénese, onde parte do H, produzido € consumido na formacao
de outros metabdlitos mais reduzidos (etanol, butanol, acetona, etc)
(VASCONCELOS DE SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014).

As metodologias para a reducdo da pressao parcial de H, no biorreator
dependem significativamente do tipo de processo (continuo ou em batelada) e do
biorreator usado (CSTR, UASB, Leito fixo, etc.). O método mais simples de diminuir
a pressao parcial de H; no sistema de fermentacéo baseia-se na agitacdo do meio
de fermentacdo. Varios estudos de producédo de H, via fermentacdo escura tém
relatado o favorecimento da producéo e do rendimento de H, com o aumento da
velocidade de agitacdo do meio de fermentacdo. Entretanto, velocidades de agitacéo

muito altas podem afetar o adequado desenvolvimento dos microrganismos
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produtores de H, devido ao aumento do estresse mecanico sobre estes. Além do
mais, altas velocidades de agitacdo demandam um maior gasto energético no
processo fermentativo (CHONG et al., 2009; CLARK; ZHANG; UPADHYAYA, 2012;
DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et al., 2015; GUO et al., 2010).

Outra das metodologias empregadas para a diminuicdo da pressao parcial do
H, no sistema de fermentacdo consiste na introducdo de gases no meio
(principalmente N, ou CO)(DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGERI;
TOMMASI; SANFILIPPO, 2015), Esta operacao, além de diminuir a pressao parcial
de H, no sistema, ajuda na manutencao das condi¢cdes de anaerobiose do sistema,
e na inibicdo do desenvolvimento de bactérias acetogénicas no meio, aumentando-
se o potencial de melhoramento da producéo e rendimento de H,.

Diversos estudos avaliando a influéncia da introducao de gas durante o
processo de producdo de H, via fermentacdo escura tém confirmado o
melhoramento da producdo e rendimento de H, (CHONG et al., 2009; CLARK;
ZHANG; UPADHYAYA, 2012; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et al.,
2015; GUO et al., 2010; NGO; KIM; SIM, 2011). Por exemplo, um aumento de até
68% no rendimento de H, foi alcangcado usando gas N, no meio de fermentacao,
enguanto um aumento de 88% na producdo de H; foi observado usando gas metano
no processo.

Entre as principais desvantagens da introducdo de gases no meio de
fermentacdo encontram-se o aumento do custo de operacéo e a diluicdo do biogas
produzido, o que pode afetar seriamente a capacidade de aproveitamento direto na
producdo de energia e a viabilidade econdmica do processo de fermentacao.
Visando superar estes inconvenientes, algumas tecnologias de separacédo por
membranas também tém sido testadas como alternativas para manter baixa a
presséao parcial de H, no sistema de fermentacdo. Ndo obstante, embora se consiga
simultaneamente a diminuicdo da pressao parcial de Hpe a separacéo efetiva dos
produtos gasosos de fermentacdo (gas H, e CO, com até 90% e 99% de pureza,
respectivamente) com estas técnicas, desafios importantes precisam ser resolvidos
antes de sua aplicacdo, como a inibicdo do desenvolvimento de biofilmes nas
membranas (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GUO et al., 2010).
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24.1.7. Adicao de macro- e micronutrientes

O fornecimento de macro e micronutrientes no processo de producgao de H via
fermentacdo escura é essencial para 0 adequado desenvolvimento dos
microrganismos produtores de H,, j& que estes compostos participam em varios
processos metabdlicos da célula, seja como cofatores de varias enzimas, nos
processos de transporte intracelular, no crescimento celular, entre outros
(CHERNICHARO, 2007; CHONG et al., 2009; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011,
GHIMIRE et al., 2015). Entre os nutrientes de maior importancia na producéo de H,
via fermentacdo escura encontram-se o nitrogénio, fosforo, ferro, magnésio, zinco e
sadio.

Nitrogénio e fésforo sdo fundamentais no metabolismo dos microrganismos
envolvidos na producéo de H, via fermentacdo escura, pois participam da formacao
de diversos compostos de interesse para a célula, como proteinas, acidos nucleicos
e enzimas. Além do mais, a adicdo de fésforo na forma de fosfatos atua como
importante controlador da capacidade de tamponamento do meio (DAS; KHANNA,;
DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et al., 2015).

Estudos que avaliam o efeito das relacdes carbono — nitrogénio (C/N) e carbono
— fésforo (C/P) sobre a producéo de H, via fermentacdo escura mostram que valores
otimos dependem fortemente do inéculo empregado, substrato, fontes de nitrogénio
e fésforo, entre outros fatores, tornando necessaria sua avaliagdo sempre que
possivel. Alguns estudos mostraram um aumento de 60% na producédo de H, e de
70% na remogao de DQO com relagbes C/N e C/P de 74 - 94 e 559 — 650,
respectivamente. Entre os compostos mais estudados como fontes de nitrogénio e
fésforo encontram-se (NH;)SO,4, polipeptona, ureia, NH4Cl, extrato de levedura,
Na,PO,4, NaHPO,, entre outros (CHONG et al., 2009; DAS; KHANNA; DASGUPTA,
2011; GHIMIRE et al., 2015; SHOW; LEE; CHANG, 2011; SINHA; PANDEY, 2011).

A manutencdo de adequados niveis de ferro no meio de fermentacédo é crucial
para a maximizacdo da producdo de H,, isto porque este elemento € constituinte
principal da ferredoxina, proteina envolvida na oxida¢cdo do piruvato a Acetil
coenzima A (Acetil-CoA), H, e CO,, como também faz parte essencial como cofator
ativador de varias enzimas hidrogenases (DAS et al.,, 2011). Por outro lado, a

importancia do magnésio esta na sua agcdo como cofator para ativacao catalitica de
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varias enzimas envolvidas no metabolismo de glicose, como por exemplo, as
hexoquinases, fosto-frutoquinases, fosfo-gliceratoquinases, entre outras, mas
também na sua fungcdo como constituinte da parede e membrana celular da célula
(CHONG et al., 2009; DAS et al., 2011). Estudos avaliando a producdo de H, via
fermentacdo escura usando glicose como substrato mostraram favorecimentos na
producao e rendimento de H, quando o meio de fermentacéo foi suplementado com
50 - 500 mg.L de MgS0..7H.0 (SINHA; PANDEY, 2011).

Diversos trabalhos realizados (compilagBes ou resultados préprios) avaliam a
influéncia da concentracdo de diversos nutrientes no meio de fermentacdo, como
nitrogénio, fosforo, ferro, niquel, magnésio, entre outros, sobre a producdo e
rendimento de H, (CHEN et al., 2008; CHONG et al., 2009; CHOOKAEW et al.,
2014; DAS et al., 2011; GHIMIRE et al., 2015; MANGAYIL et al., 2015; SARMA et
al., 2013b; SINHA et al., 2011; SITTIJUNDA et al., 2012b).

2.4.2. Resumo das principais consideracdes apresentadas com relacdo a producao
de H, via fermentacdo escura, e sua relagcdo com as atividades realizadas

durante o presente trabalho.

Nas secdes anteriores apresentou-se de forma geral a importancia do H, como
matéria-prima em diversos setores industriais, assim como também as suas
caracteristicas mais relevantes que o tornam uma potencial fonte de energia
alternativa para a crescente demanda energética da sociedade moderna. No
entanto, verificou-se que para a completa insercdo do H, como combustivel
alternativo limpo, renovavel, e sustentavel na matriz energética mundial, novas
tecnologias para a sua producédo, que ndo precisem de fontes de matéria-prima
fésseis e alto consumo de recursos, devem ser criadas e aperfeicoadas.

Entre as tecnologias alternativas para a producdo de H,, destacou-se a sua
geracdo mediante a fermentacdo escura (processo fermentativo anaerébio), a qual
tem como uma das suas principais vantagens a possibilidade do reaproveitamento
como matéria-prima de subprodutos, residuos, e efluentes de diversos setores
industriais, caracterizados pela alta fragdo de matéria organica biodegradavel na sua

composicdo. Estes materiais, de um outro ponto de vista, seriam considerados
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somente rejeitos de alta carga contaminante e de baixo valor agregado a serem
simplesmente tratados.

Por ultimo, foi também apresentada uma compilacédo das principais variaveis que
afetam a produgéo de H; via fermentagdo escura, com 0 que se tentou destacar a
importancia e necessidade de estudar algumas ou todas as variaveis mencionadas
(seja direta ou indiretamente) durante a avaliacdo do potencial de producédo de Hy,
via fermentacdo escura, de diferentes tipos de substratos, especialmente quando
usadas como substrato fontes ndo convencionais (efluentes industriais, residuos,
subprodutos com alto teor de impurezas, etc.), ja que este procedimento € vital para
um melhor entendimento do desempenho do processo fermentativo.

Levando em conta o anterior, espera-se que durante as seguintes secdes 0
leitor consiga acompanhar o desenvolvimento do presente trabalho, o qual teve
como objetivo principal avaliar o potencial de producdo de H,, via fermentacdo
escura, dos efluentes da producédo de biodiesel pré-tratados fisico-quimicamente.
Para isto, desenvolveram-se diferentes etapas experimentais onde se buscou avaliar
o efeito sobre o processo fermentativo, em especial sobre os parametros
produtividade de H,, rendimento de H,, e conversao de glicerol; de diferentes
variaveis relacionadas com o enriquecimento do inoculo, condicdes de fermentacéo
(entre elas a DQO do substrato, pH do meio, relagdo DQO:SSV e DQO:N:P), e a
composicao do substrato. Cada uma das etapas realizadas sera discutida mais

detalhadamente a seguir.



3. MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo apresentadas as metodologias de andlise e procedimentos
experimentais realizados durante o desenvolvimento do presente trabalho. Para facilitar

o entendimento do leitor, uma descricdo rapida do conteudo geral desta secdo é

apresentada na Figura 3.1.
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operagao no processo de fermentacao anaerdbia usando efluente sintético
(simulando os efluentes pré-tratados da producao de biodiesel condicionados com

Figura 3.1. Fluxograma geral de atividades realizadas durante o presente trabalho. As atividades em
as atividades em azul desenvolveram-se

verde foram desenvolvidas diretamente no projeto, entretanto,

em parceria com outros projetos.
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3.1. CARACTERIZACAO DO EFLUENTE DA PRODUCAO DE BIODIESEL

3.1.1. Origem e preparacgao do efluente da producéo de biodiesel

O efluente da producédo de biodiesel usado no presente estudo foi coletado na
usina de producédo de biodiesel de Candeias (Salvador-Bahia), pertencente a Petrobras,
sendo o ponto de amostragem localizado ap6s o separador agua-6leo da estacdo de
tratamento de efluentes da usina. Acondicionado em bombonas plasticas de 50 L, o
efluente foi transportado para o Laboratorio de Tratamento de Aguas e Reuso de
Efluentes (LabTARE/UFRJ), onde permaneceu estocado a 4°C até ser submetido a
tratamento fisico-quimico.

A amostra de efluente bruto coletada foi submetida a tratamento fisico-quimico
definido por OLIVEIRA (2013) em trabalho anterior, antes do seu uso como substrato
nos testes bioldgicos elaborados. O tratamento fisico-quimico consistiu em etapas de
coagulacéo e floculagdo usando velocidades de agitacdo de 140 e 40 rpm por periodos
de 1 e 15 min, respectivamente. Como coagulante foi usado cloreto férrico em
concentracdo de 150 - 300 mg.L™, o pH foi ajustado a um valor de 4,0 usando solu¢des
de hidroxido de aménio 6N e acido sulfurico 6N, o tempo de sedimentacéo final foi de
20 min.

O tratamento fisico-quimico do efluente bruto foi realizado no LabTARE/UFRJ,
tendo como objetivo principal condicionar o efluente para o tratamento bioldgico,
mediante a remocdo de 6leos e graxas (O&G) e sdlidos suspensos. O efluente apés
tratamento fisico-quimico foi nomeado como efluente pré-tratado e estocado a 4°C no
Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LTA/UFRJ) até a sua utilizac&o.

3.1.2. Metodologias de caracterizacdo do efluente da producdo de biodiesel apos

tratamento fisico-quimico

Amostras coletadas do efluente da producdo de biodiesel pré-tratado foram
caracterizadas, permitindo-se conhecer os parametros fisico-quimicos de interesse do

efluente, entre eles a demanda quimica de oxigénio total e solavel (DQO+t e DQOs),
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sélidos sedimentaveis (SS), pH, Turbidez, Oleos e graxas (0&G), Cloretos, Sulfatos, o-
Fosfatos, Acidos graxos volateis totais (AGVr como mg Acido acético.L™), Nitrogénio
total, metanol e glicerol. Conforme apresentado na Figura 3.2, metanol e glicerol foram
quantificados somente em uma segunda etapa de caracterizacdo do efluente preé-

tratado.

[
DQOs #—
DQOy 4——

AGV; ——ro i"f'il

| ss |

W EFLUENTE PRE-TRATADO —o@

| (MATERIA-PRIMA)

2 etapa de caracterizagao
Turbidez (apos testes preliminares)

| |
-

Sulfatos

N total

Cloretos

asa

1 etapa de caracterizagao

Figura 3.2. Andlises envolvidas em cada uma das etapas de caracterizacé@o do efluente pré-tratado da
producéo de biodiesel.

Na Tabela 3.1 sdo apresentadas as metodologias utilizadas na caracterizacao do
efluente bruto e pré-tratado da producdo de biodiesel. As metodologias de
caracterizacdo empregadas se basearam em procedimentos padrdes recomendados no
Standard Methods (APHA, 2005), e por outros autores (RIBAS; MORAES; FORESTI,
2007; RIPLEY; BOYLE; CONVERSE, 1986).

As metodologias utilizadas para a determinacdo e quantificacdo de metanol e
glicerol foram adaptadas para o efluente pré-tratado da producéo de biodiesel. A seguir,
apresentam-se as modificacdes realizadas nas metodologias definidas para a analise

desses compostos de interesse.
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Tabela 3.1. Metodologias de caracterizacdo empregadas no efluente da producéo de biodiesel bruto e
pré-tratado.

Parametro de caracterizacéo Metodologia empregada
Demanda quimica de oxigénio total (DQO~) 5220 D (APHA, 2005)
pH 4500-H+B (APHA, 2005)
Nitrogénio total 4500-N B (APHA, 2005)
o-Fosfatos 4500-P C (APHA, 2005)
Oleos e graxas (O&G) 5520-D (APHA, 2005)
Soélidos sedimentaveis (SS) 2540-F (APHA, 2005)
Turbidez 2130-B (APHA, 2005)
Acidos Graxos Volateis totais (AGV-) Dilallo e Alberton (1961); Ribas et al. (2007)
Cloretos 4500-CT B (APHA, 2005)
Metanol CG (ABNT NBR 15343:2012 adaptada)
Sulfatos 4500-S042-E (APHA, 2005)
Glicerol Adaptada de Bondioli et al. (2005)
3.1.2.1. Determinacéo de metanol por cromatografia em fase gasosa

A metodologia empregada para quantificacdo do metanol no efluente pré-tratado
da producao de biodiesel foi baseada na norma brasileira ABNT NBR 15343:Biodiesel-
Determinacdo da concentracdo de metanol e/ou etanol por cromatografia gasosa
(ABNT, 2012), sendo desenvolvida em cromatdgrafo de gases (CG) marca Shimadzu,
modelo GC 17-A, controlado com o software Class GC-10, e apresentada com maior
detalhamento no Apéndice Al.

Para a quantificacdo do metanol no efluente da producdo de biodiesel se fez
necessario mudar tanto o padrao interno quanto o solvente de trabalho recomendados
pela norma ABNT NBR 15343. O terc-butanol foi substituido pela acetonitrila como
padrdo interno de calibracdo, enquanto que agua destilada foi usada como solvente de
trabalho ao invés do n-butanol. As mudancas anteriores foram realizadas visando
superar os problemas de solubilidade e detec¢édo que o terc-butanol apresentou quando
empregado como padréo interno em fase aquosa, assim como simular de maneira mais
precisa a matriz na qual as andlises de metanol seriam feitas.

A elaboracédo e validacdo da curva analitica de quantificacdo do metanol foi

realizada em trés etapas. A primeira etapa consistiu na injecdo em triplicata de cada
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uma das solucfes padrédo produzidas (Tabela 3.2). Na segunda etapa se determinou a
curva analitica de quantificacdo de metanol a partir do comportamento da relacao entre
as areas dos sinais atribuiveis ao metanol e acetonitrila no detector (Aweton-A  acetonitia)
versus a relagdo entre a concentragdo de metanol e acetonitrila em solugdo (gmeton-9°
! cetonitiila). Para isso, o coeficiente de determinacdo (R?), o coeficiente angular e o
coeficiente linear foram calculados mediante o ajuste dos dados experimentais obtidos
a uma regressao linear, usando o método de regressdo de minimos quadrados
(GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008; MONTGOMERY, 2001). Na
ultima etapa, sete solugdes sintéticas com concentracdo conhecida de metanol foram
analisadas, conferindo-se o grau de precisdo, mediante a porcentagem de erro relativo,

entre o valor esperado com o calculado pela curva analitica desenvolvida.

Tabela 3.2. Solu¢bes padrao de metanol e acetonitrila usadas na realizacdo da curva analitica de
calibracdo para a quantificacdo de metanol no efluente tratado da producéo de biodiesel por
cromatografia em fase gasosa.

Concentragcdo Concentracao

metanol acetonitrila Volume Relacao
(MeOH) (ACN) padrdo (mL) g MeOH.gACN
(@.L?) (9.L")

0,51 5,0 500 0,10

1,01 5,0 500 0,20

2,02 5,0 100 0,40

4,04 5,0 50 0,81

5,06 5,0 50 1,01
10,13 5,0 50 2,03

Valores do coeficiente de determinacdo acima de 95%, e porcentagens de erro
relativo entre 90 — 110% foram considerados como parametros de aceitacdo da curva
analitica de quantificacdo do metanol no efluente pré-tratado da producao de biodiesel.

3.1.2.2. Determinacéo de glicerol
A metodologia para a quantificacdo do glicerol, tanto no efluente pré-tratado da

producédo de biodiesel quanto nos produtos liquidos de fermentacao obtidos no decorrer

do presente trabalho, foi baseada no método proposto por Bondioli e Della Bella
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(2005), o qual estabelece um procedimento alternativo para a determinacao do glicerol
livre em amostras de biodiesel por espectrofotometria.

No entanto, devido as caracteristicas da matriz aquosa do efluente da producdo
de biodiesel e dos produtos de fermentacdo dos testes biologicos elaborados, foi
necessaria uma modificacdo da metodologia inicialmente proposta pelos autores. A
etapa de mistura da amostra em analise com hexano e o denominado solvente de
trabalho (solucdo aquosa de etanol a 50% v/v) foi eliminada. Essa etapa visava a
transferéncia do glicerol encontrado na fase apolar (no caso de amostras de biodiesel)
para a fase aquosa do solvente de trabalho, permitindo dessa forma uma melhor
quantificacdo do glicerol livre apresentado na amostra analisada.

Todos os reagentes utilizados na preparacdo das solugbes necessarias para a
elaboracdo da curva analitica de quantificacdo do glicerol livre em solu¢bes aquosa se
na analise de amostras problema foram de grau analitico. No Quadro 3.1 sao listadas
as solucbes preparadas para a metodologia modificada de determinacdo e

quantificacao do glicerol livre utilizada no presente estudo.

Quadro 3.1. Solugdes utilizadas na metodologia modificada de determinacéo e quantificacéo do glicerol
livre em amostras de efluente da producéo de biodiesel e produtos liquidos de fermentacéo.

Solugéo Caracteristicas
* Solucéo de &cido acético 1,6 M Usou-se reagente de grau analitico
* Solucéo de acetato de aménio 4,0 M Usou-se reagente de grau analitico

Preparou-se dissolvendo 200 uL de acetilacetona em
5 mL da solucao de acido acético 1,6 M, apds isso
adicionaram-se a solucao resultante 5 mL de solucao
de acetato de aménio 4,0 M

* Solucéo acetilacetona 0,2 M

Preparou-se dissolvendo 21 mg de meta-periodato de
s6dio em 5 mL de solucao de acido acético 1,6 M,
seguido da adicdo de 5 mL de solugao de acetato de
amoénio 4,0 M a solucao resultante

* Solucéo de etanol 50% (v/v). Definida como solvente de trabalho

* Solucéo de glicerol de referéncia com
3 g.L™" de glicerol

* Solucéo de glicerol de trabalho com Preparou-se diluindo 1 mL da solucéo de glicerol de
um teor de 0,03 g.L™" de glicerol referéncia em agua destilada em baldo de 100 mL

* Solucéo de periodato de sédio 10 mM

Usou-se reagente de grau analitico

Na realizacdo da curva analitica de quantificacdo do glicerol foram preparadas

solucbes padrdo de diferentes concentracdes utilizando uma solucdo de glicerol de
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concentracdo 0,03 g.L ™! e uma solucéo de etanol 50% (v/v) como diluente. Adicionou-se
1,2 mL de solucéo de periodato de sédio 10 mM a cada uma das solucdes de glicerol
padrdo preparadas, misturando a solucdo resultante por 30 segundos. Apdés isso,
adicionou-se em cada tubo de ensaio mais 1,2 mL de solucdo de acetilacetona 0,2 M,
mantendo-se a solucao final em banho-maria pré-aquecido a 70°C, sob agitacdo, por 1
min. Por ultimo, os tubos de ensaio foram resfriados em agua a temperatura ambiente e
levados para analise em espectrofotdmetro marca HACH DR5000, ajustado para um
comprimento de onda de 410 nm. A analise de cada uma das solu¢des de glicerol
padréo foi realizada em triplicata.

O procedimento de analise da concentracdo de glicerol livre em amostras, tanto do
efluente pré-tratado da producdo de biodiesel quanto dos produtos liquidos de
fermentacdo obtidos nos testes biolégicos elaborados, foi realizado utilizando uma
aliquota de 0,5 mL de amostra condicionada (ap0s ajuste da concentracdo do glicerol
em solucdo mediante diluicdo com agua destilada visando obter uma concentracdo de
glicerol na aliquota entre 4,0 e 10,0 mg.L™). A aliquota da amostra condicionada foi
levada até um volume final de 2,0 mL usando a solucdo de etanol 50% (v/v). As
analises de quantificacdo da concentracdo de glicerol nas solu¢cdes problema foram
realizadas em triplicata.

Na sequéncia, um procedimento similar ao descrito na realizacdo da curva
analitica de quantificacdo de glicerol foi realizado, empregando solucbées de periodato
de sbédio 10 mM e acetilacetona 0,2 M. Valores do coeficiente de determinacdo acima
de 95% e porcentagens de erro relativo no intervalo de 90 — 110% foram considerados

como parametros aceitaveis para a curva analitica de quantificacdo do glicerol.

3.2. ELABORACAO E CALIBRACAO DA METODOLOGIA DE DETERMINACAO DE
H,, CH4, CO, E H,S NO BIOGAS POR CG

Desenvolveram-se e compararam-se duas metodologias de andlise para a
determinacdo de H,;, CH4, CO, e H,S no biogas produzido nos testes biologicos
elaborados durante o presente trabalho. Usaram-se dois cromatégrafos a gas distintos.

A primeira metodologia de analise foi elaborada em cromatografo a gas (CG) marca
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Agilent 7820A, sendo focada na identificacdo e quantificacdo de H, e CH,4 no biogas.
Neste caso, devido a configuracdo propria do cromatografo fez-se necessario o uso de
prolongados tempos de analise.

Por outro lado, uma metodologia alternativa de analise do biogas foi montada em
micro-cromatografo a gas (microCG) marca Varian tipo CP-4900 microGC. Esta, por
sua vez, desenvolveu-se com 0 objetivo de reduzir os tempos de andlise das amostras
gasosas (vital na diminuicdo de possiveis vazamentos das amostras gasosas devido a
longos tempos de estocagem) e conseguir quantificar, durante uma mesma andlise, a
maior quantidade de compostos de interesse presentes no biogas (nesse caso H,, CHy,
COg,, H2S). No Apéndice A apresentam-se detalhadamente cada uma das metodologias

de analise por cromatografia em fase gasosa desenvolvidas no presente trabalho.

3.2.1. Misturas padrdo utilizadas no desenvolvimento das curvas analiticas de
quantificacdo do H,, CH,4, CO; e H,S

Utilizaram-se dois tipos diferentes de misturas padrdo para a realizacdo das
curvas analiticas de quantificacdo de cada um dos compostos de interesse a serem
avaliados nas amostras de biogas. Para a realizacdo das curvas analiticas de
calibracdo do CH4, CO,, e H,S foram empregadas trés misturas padréo fornecidas pela
empresa White Martins Gases Industriais Ltda., sendo as concentragdes de cada uma
destas misturas apresentadas na Tabela 3.3. J4 para a elaboracdo das curvas
analiticas de quantificacdo do H,, foram realizadas misturas padrdo de H, preparadas
manualmente (Tabela 3.4), usando gases hidrogénio e nitrogénio de alta pureza. Na
Figura 3.3 constam os dispositivos usados para a preparagcdo e estoque das misturas

de gas hidrogénio preparadas manualmente.

3.2.2. Validacdo das metodologias de andlise e curvas analiticas de quantificagdo do
H,, CH4, CO; e H,S em amostras de biogas

A validacdo das metodologias de andlise e curvas analiticas de quantificacdo do

H,, CHs4 CO, e H,S foram estabelecidas usando-se o0s principais critérios
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recomendados pelo INMETRO (2011) e outros autores (ANVISA, 2003; RIBANI et al.,
2004). Para cada uma das curvas analiticas de quantificacdo dos componentes de
interesse foram avaliados os parametros de especificidade e seletividade, linearidade,
precisdo, e exatiddo. Além disso, calcularam-se os seus limites de deteccdo e
quantificacdo. No Apéndice A5 se explica brevemente a definicdo e objetivo de cada um
dos parametros avaliados no processo de validacdo das metodologias de analise e

curvas analiticas de quantificacdo do H,, CH4, CO, e H,S em amostras de biogés.

Figura 3.3. Sistema de preparacéo e estocagem das misturas padréo de hidrogénio preparadas
manualmente.
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Tabela 3.3. Misturas padréo usadas para elaboragdo das curvas de calibragdo de CH,4, CO, e H,S.

CH, CO; H,S
ppm certificada %mol/mol ppm certificada %mol/mol ppm certificada %mol/mol
pelo certificado pelo certificado pelo certificado
fornecedor pelo fornecedor fornecedor pelo fornecedor fornecedor pelo fornecedor
Mistura padrédo 1 6074 0,61 6160 0,62 1012 0,10
Mistura padrdo 2 4021 0,40 4053 0,41 807 0,08
Mistura padrao 3 2071 0,21 2061 0,21 508 0,05

Tabela 3.4. Misturas padréo usadas para elaboracdo das curvas de calibracdo de H,.

Codificacéo Volume H, Volume Concentragéo

amostra (mL) total (mL)  H, (Yomol/mol)
H, 10% 5,0 50,0 10,0+2,2
H, 20% 10,0 50,0 20,0+24
H, 30% 15,0 50,0 30,0+£2,6
H, 40% 20,0 50,0 40,0+ 2,8
H, 50% 25,0 50,0 50,0+ 3,0
H, 60% 30,0 50,0 60,0 + 3,2
H, 70% 35,0 50,0 70,0+ 3,4
H, 80% 40,0 50,0 80,0+ 3,6
H, 90% 45,0 50,0 90,0+ 3,8

H, 100% 50,0 50,0 100,0+ 4,0
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3.2.3. Comparacdo das metodologias cromatograficas de analise do biogas
elaboradas no CG 7820A e CP-4900 microGC

Testes de avaliagdo por contraste de hip6teses do tipo ajuste Qui-quadrado
(MONTGOMERY, 2001) foram usados para comparar estatisticamente a
semelhanca entre os resultados gerados por cada uma das metodologias
cromatograficas desenvolvidas e as definidas como referéncia. No que diz respeito a
quantificacdo do H, e CHj,, testes de ajuste Qui-quadrado foram realizados entre as
metodologias elaboradas nos cromatografos a gas CP-4900 microGC (metodologia
alternativa) e CG 7820A (essa ultima definida como a metodologia de referéncia).
Por outro lado, com relacdo a quantificacdo do CH,4, CO; e H,S, testes de ajuste Qui-
quadrado foram elaborados entre a metodologia alternativa que permite a analise
simultanea de H,, CHy4, CO, e H,S feita no CP-4900 microGC, e a metodologia de
referéncia do Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LTA/UFRJ), empregada na
caracterizagcdo de amostras de biogas (Tabela A. 4, Apéndice A4). Os testes de
hipoteses foram avaliados empregando-se um nivel de confianca de 95% junto com
amostras gasosas de misturas padrdo e de biogas obtidas nos experimentos
conduzidos no decorrer do trabalho.

Por fim, avaliaram-se os graus de proximidade e semelhanca, em termos da
precisdo, entre as metodologias desenvolvidas mediante o erro experimental (EX).
Definiu-se como valor verdadeiro a concentracdo obtida pela metodologia
considerada de referéncia, e como valor experimental a concentracdo obtida pela

metodologia alternativa em comparagéo.

3.3. INOCULO E SOLUCAO DE SUPLEMENTAGCAO DE NUTRIENTES

Todos os testes bioldgicos de fermentacdo anaerdbia, realizados no decorrer
do presente trabalho, usaram como fonte de inéculo lodo anaerdbio de um reator
UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) em operacdo em industria de abate de
aves, situada na cidade do Rio de Janeiro. As amostras de lodo coletadas,
caracterizadas em termos de sélidos suspensos volateis por procedimento padrdao
(APHA, 2005), apresentaram contetido de 10630 a 31940 mg SSV.L™.
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Caracterizacdes realizadas por DAMASCENO (2013) mostraram que este lodo
anaerobio possui uma alta atividade metanogénica especifica (0,173 g DQOcnas.0
SSv™.d?). Esta propriedade afetou o seu uso direto como inéculo na producdo de
H,, via fermentacéo escura. A presenca de microrganismos consumidores de H,, em
especial as arquéias metanogénicas hidrogenotroficas, aumentam o risco de
reducdo da producdo e rendimento de hidrogénio (LIN et al., 2012). Considerando
este obstaculo, fez-se necessaria a utilizacdo e avaliagdo de etapas de preé-
tratamento do indculo, visando melhorar o potencial do lodo como inéculo nos testes
de fermentacéo anaerdbia de producao de hidrogénio.

Os baixos niveis de N e P, encontrados no efluente pré-tratado da producao de
biodiesel apds a sua caracterizacao, indicaram a necessidade de suplementacdo de
nutrientes no meio de fermentacdo. Portanto, prepararam-se solu¢cées de macro e
micronutrientes que foram empregadas nos testes de fermentacdo anaerdbia,
conforme a relacdo DQO:N:P a ser avaliada. A composicao das solu¢cdes de macro e
micronutrientes foi definida de acordo com DE SA et al. (2013), sendo apresentada
na Tabela 3.5. A solugéo final de nutrientes utilizada foi preparada adicionando-se

10 mL da solugéo 2 a 1000 mL da solucao 1.

Tabela 3.5. Composic¢ao das solugBes de nutrientes usadas nos testes de digestdo anaerdbia.

Solucao Reagentes Concentracado (mg.L™) Uso
KH,PO, 2500 Tampao
1 K,HPO, 2500 Macronutriente
NH,CI 20000 Macronutriente
FeCl; 2000
ZnCl, 50
CuCl,.2H,0 30
MnCI2.4H,0 500 , .
Micronutriente
(NH4)6.M070,4.4H,0 50
AICI3 50
CoCl,.6H,0 2000
HCI (concentrado) 1mL

Fonte: DE SA et al. (2013)
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3.4. TESTES DE PRODUCAO DE H, A PARTIR DE EFLUENTE DA PRODUCAO
DE BIODIESEL APOS TRATAMENTO FiSICO-QUIMICO.

3.4.1. Testes preliminares

A realizacdo de testes preliminares, trés grupos no total, teve como objetivo
principal identificar o potencial de producdo de H,, via fermentacdo escura, do
efluente da producéo de biodiesel apds tratamento fisico-quimico (definido também
como efluente pré-tratado), sendo usado diretamente como substrato. Deste modo,
no caso de serem obtidos resultados pouco promissores, seriam realizadas as
modificagdes pertinentes no planejamento experimental inicialmente definido. Na
Figura 3.4 sdo apresentados de forma geral os objetivos de cada um dos testes

preliminares realizados, os quais serdo descritos com mais detalhe nas secdes

seguintes.
Testes preliminares de
produgdo de H;
A 4 h 4 h 4
Primeiro grupo Segundo grupo Terceiro grupo
A 4 h 4 h 4
Objetivo: ShiStie:

Avaliar o efeito da mudanca da
fonte de carbono principal no
substrato na produgao de
biogas e H,;, usando como
substrato glicerina pura
(substituindo ao efluente pré-
tratado).

Identificar a influéncia da
concentracao de matéria
organica na baixa produgdo de
biogas e H,, observadas usando
efluente pré-tratado como
substrato.

Objetivo:
Avaliar o potencial de produgéo
de H,, usando como substrato
efluente pré-tratado.

Figura 3.4. Objetivos principais dos testes preliminares de fermentacéo anaerdbia realizados durante
a avaliacdo do potencial de producédo de H, a partir do efluente pré-tratado da producéo de biodiesel.

Nos testes preliminares, foram analisadas seis variaveis de interesse, sendo
estas: as produtividades de Biogas, H, e CHs (como mL.LYd? mLH..L*d" e
mLCH,4.L™td™?, respectivamente), as concentracdes de H, e CH, no biogas (como
%mol.mol™ ou %v.v?') e os rendimentos de H, e CH4 em func&o da concentracdo de
matéria organica alimentada (como mLH.g"DQO4imentada € MLCH4.g™ ' DQO00aimentadas

respectivamente).
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As condicbes de fermentacdo de referéncia usadas para a avaliagcdo do
potencial de producdo de H, a partir do uso direto do efluente pré-tratado da
producdo de biodiesel, foram escolhidas com base nas melhores condi¢cdes de
fermentacdo encontradas por DE SA et al. (2013), na producdo de H, a partir de
solucdes de glicerol.

Os testes biolégicos foram conduzidos em frascos de penicilina de 100 mL
usando um volume til de meio de 90 mL. Para o uso direto do efluente pré-tratado
da producao de biodiesel como substrato, foi necesséaria a sua diluicdo com agua
destilada até alcancar o valor de demanda quimica de oxigénio total (DQO~y) de
alimentacdo desejado. As condicGes fixas de fermentacdo usadas em todos os
testes preliminares foram pH 5,5, temperatura constante igual a 30°C, relacdo
DQO:SSV igual a 1:1 e relacdo DQO:N:P de 350:5:1. O tempo de fermentagéo total
foi de 48h (fixo) e todas as corridas foram realizadas em quintuplicata.

Apoés o tempo de fermentacédo, o volume de biogas produzido foi mensurado
usando seringas plasticas de 60 mL e armazenado em ampolas gasométricas até a
sua analise (equipamentos semelhantes aos apresentados na Figura 3.3). As fases
liquidas sobrenadantes foram filtradas usando membrana de celulose com tamanho

de poro de 0,45 um, e estocados a 4°C até a sua analise.

3.4.1.1. Primeiro grupo de testes preliminares

Nesse grupo de testes bioldgicos verificou-se o potencial de producdo de
biogds e H, usando efluente da producdo de biodiesel apos tratamento fisico-
quimico (efluente pré-tratado) como substrato, inodculo pré-tratado, e suplementacao
de nutrientes. Realizaram-se trés corridas experimentais usando dois tipos de pré-
tratamento do indculo, térmico (choque térmico a uma temperatura entre 90 - 95°C
por um periodo de 60 min), e térmico mais repouso ou T+R (choque térmico a 90 -
95°C por 60 min e repouso do lodo por 6h a temperatura ambiente). Um controle foi
conduzido empregando in6culo sem pré-tratamento algum. A DQOx- foi fixada em 10
g O, L™
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3.4.1.2. Segundo grupo de testes preliminares

O segundo grupo de testes preliminares teve como objetivo avaliar o impacto
da concentracao inicial do substrato (como DQO) na producdo de biogas e Hy,
quando usado efluente pré-tratado da producéo de biodiesel como substrato, in6culo
pré-tratado, e suplementacdo de nutrientes. Deste modo, tentou-se conhecer se o
uso de uma DQO+ elevada no substrato, nos primeiros testes bioldgicos, teria sido
responsavel pela baixa producao de biogas e H, observadas.

Avaliaram-se 4 diferentes concentragdes iniciais de DQO+ no substrato: 1, 4,
10 e 15 g O,.L™*. O lodo anaerébio usado como indculo foi submetido a pré-
tratamento térmico (choque térmico por 60 min a 90 - 95°C), sendo usado logo
depois de atingida a temperatura ambiente. As demais condi¢des de fermentacéo e
andlise dos produtos finais foram iguais as definidas no item 3.4.1.

3.4.1.3. Terceiro grupo de testes preliminares

O terceiro grupo de testes preliminares foi realizado usando como substrato
solugBes aquosas de glicerol puro com concentracées iniciais de 3,28 g.L™ e 8,22
g.L?, as quais resultaram em valores de DQOr de 4 g O.,.L* e 10 g O..L™,
respectivamente, inéculo pré-tratado, e suplementagdo de nutrientes. As demais
condi¢des de fermentacdo e andlise dos produtos finais foram iguais as definidas no
item 3.4.1.

As solucdes de glicerol visaram simular um efluente da producéo de biodiesel
considerando o glicerol como fonte de carbono dominante, pois este composto pode
estar presente no efluente em altas concentracbes devido a ser o principal
subproduto da producéo de biodiesel (ATADASHI et al., 2011; DAUD et al., 2014).

Com este grupo final de testes preliminares tentou-se conferir se as baixas
producdes de biogas e H, observadas nos testes preliminares prévios, estariam
ligadas ao tipo de fonte de carbono dominante no efluente ou, ao contrario, seria
uma caracteristica propria do inoculo usado no estudo. Segundo algumas
referéncias na literatura (LEONETI; ARAGAO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012;
SARMA et al., 2012; VIANA et al., 2014), a presenca de glicerol no efluente pré-
tratado da producao de biodiesel poderia melhorar a producéo de H..
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3.4.2. Estudo da influéncia do tipo de pré-tratamento do inéculo na producédo e

rendimento de H, usando solu¢des sintéticas de glicerol e metanol

A influéncia do tipo de pré-tratamento do in6culo no potencial de producéo e
rendimento de H, foi avaliada empregando-se dois substratos sintéticos diferentes,
cada um deles simulando efluentes da producéo de biodiesel com fontes de carbono
dominantes distintas (um deles simulando um efluente da producéo de biodiesel rico
em glicerol e o outro rico em metanol), inéculo pré-tratado, e suplementacdo de
nutrientes. Avaliaram-se 4 tipos de pré-tratamentos do in6culo, em comparacao com
um controle (indculo in natura), a saber: térmico (choque térmico a 90 - 95°C por 1h),
térmico mais repouso (choque térmico a 90 - 95°C por 1lh, repouso por 6h a
temperatura ambiente), acido (choque &cido a pH 2,0 por 24h) e bésico (choque
alcalino a pH 10,0 por 24h).

Os testes de fermentacdo foram realizados em frascos tipo penicilina de 100
mL empregando-se um volume de reacdo de 90 mL. A concentracdo de substrato
para ambos os efluentes sintéticos se ajustou a uma DQOr de 4 gO..L*?, e as
condicdes iniciais de fermentacdo foram ajustadas a um pH de 5,5, temperatura de
30°C, relacdo DQO:SSV 1:1, relacdo DQO:N:P 350:5:1 e 48h de tempo de
fermentacdo. Os testes de avaliacdo dos pré-tratamentos propostos foram realizados
em quintuplicata.

Os parametros selecionados para efetuar a comparacdo entre os diferentes
pré-tratamentos foram a produtividade de biogas (como mL.L*d?) e H, (como
mLH,.L*d™"), rendimento de H, em funcdo da DQO alimentada (como mLH,.g"
'DQOujimentada), @ composicdo do biogas (CO,, H,S, CH4), o pH inicial e final do meio,
a demanda quimica de oxigénio soluvel (DQOs) inicial e final do meio, e a

concentracdo de AGV (como mg &cido acético.L™) inicial e final do meio.

3.5. TESTES DE PRODUCAO DE H, USANDO COMO SUBSTRATO SOLUCOES
SINTETICAS CONTENDO GLICEROL, METANOL E CLORETO DE SODIO.

Visando melhorar os resultados inicialmente obtidos no que diz respeito a
producdo de H, a partir do efluente pré-tratado da producdo de biodiesel,

procuraram-se novas estratégias que permitissem aproveitar a matéria organica
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presente no efluente pré-tratado e, ao mesmo tempo, aumentar o seu potencial de
producdo de H,, o qual tinha sido baixo nos testes bioldgicos realizados segundo a
secédo 3.4.

O estudo da influéncia da composi¢ao do substrato, usando solu¢ées sintéticas
de glicerol, metanol e cloreto de sodio (NaCl), e de outras variaveis proprias do
processo de fermentacdo anaerObia para a producdo de H, foi executado com o
objetivo de determinar as melhores condi¢cdes de operacdo de partida (j& que foram
estabelecidas com base em solugdes sintéticas e ndo reais) para aumento do
potencial de producdo de H, de misturas de efluente pré-tratado da producédo de
biodiesel e glicerina bruta.

A nova fase de testes de digestdo anaerébia consistiu de duas etapas (Figura
3.5), a primeira delas consistiu na identificacdo e selecdo das trés principais
variaveis que afetam a producéo e o rendimento de H, quando empregadas como
substrato solucfes sintéticas de glicerol, metanol e cloreto de sodio (simulando a
mistura de efluente pré-tratado da producédo de biodiesel com glicerina bruta). Na
segunda etapa experimental se estudou o efeito das trés variaveis principais de
processo selecionadas na etapa anterior. Nesse caso 0 objetivo foi selecionar a
condicdo de fermentacdo que apresentasse a melhor producao e rendimento de H..
A seguir, descrevem-se em detalhe as condi¢cOes avaliadas em cada uma das

etapas experimentais mencionadas.

3.5.1. Avaliacao e selecdo das principais variaveis na producédo de H,

Apbs a revisao bibliogréafica de diversos estudos relacionados com a producao
de H, a partir de efluentes industriais (ARIMI et al., 2015; BOBOESCU et al., 2014;
CHEN; CHENG; CREAMER, 2008; CHONG et al., 2009; GUO et al., 2014; LIN et al.,
2012), assim como da identificagdo das varidveis associadas a preparacdo do
substrato composto do efluente pré-tratado da producdo de biodiesel e glicerina
bruta, definiu-se um conjunto de 13 variaveis que poderiam afetar significativamente

o potencial de producédo de H, do processo (Tabela 3.6).



Testes fermentativos com meio de fermentagéo composto de:
. Solugdes sintéticas contendo glicerol, metanol, e cloreto de sodio
(efluente pré-tratado sintético).
* Indculo submetido a pré-tratamento T+R.
»  Suplementagédo de nutrientes (dependeu da relagado DQO:N:P)

Y

Primeiro planejamento
experimental

(Tipo fatorial fracionado 2%°%)

Y

Objetivo: Avaliagéo de 6 variaveis principais que
afetam a produtividade de Hs, rendimento aHz e
conversdo do glicerol

A 4 4 Y Y h 4
%Glicerol DQO DQO:sSsV DQO:N:P NaCl pH

A

Selegéo de trés variaveis com maior impacto na
produtividade de Hy, rendimento a H;, e converséo
do glicerol

y

Novos testes fermentativos com meio de fermentagéo composto de:
«  Solugdes sintéticas contendo glicerol, metanol, e cloreto de sadio
(efluente pré-tratado sintético).
. Indculo submetido a pré-tratamento T+R.
e  Suplementagéo de nutrientes.

Execucdo do segundo planejamento
experimental
(tipo composto central 2* com estrela)

v

Objetivo: Estudo do comportamento da
produtividade de H,, rendimento a Hz, e
conversao do glicerol; com respeito as trés
variaveis pré-selecionadas em etapa anterior

A

%Glicerol DQO NaCl

A identificar

v v

Condicses experimentais que preiudicam a Condigédo experimental que permite obter a
GOBS exp Que prej maior produtividade e rendimento a H,,
produtividade e rendimento a H, T - X

maximizando a converséo do glicerol

Figura 3.5. Atividades executadas durante os testes de producgédo de H, usando como substrato
solugBes sintéticas contendo glicerol, metanol e cloreto de sédio.
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Tabela 3.6. Variaveis com potencial impacto na cofermentacéo de efluente da producéo de biodiesel
com glicerina bruta.

Variavel

Condicéo

Tipo de in6culo
Tipo de pré-tratamento do in6culo

Composicéo do substrato

DQO (como DQOx inicial)
Relagdo DQO:SSV

Temperatura
pH (como pH inicial)
Adicao de nutrientes (Relagdo DQO:N:P)
NaCl (como salinidade)
Agitacdo

Presséo parcial de H, e CO,

Tempo de fermentagéo

Concentracéo inicial de AGV no meio

Definida e constante

Selecionado e definido em
etapa prévia

Controlavel
Controlavel
Controlavel
Definida e constante
Controlavel
Controlavel
Controlavel
Definida mas néo controlavel

Nao controlavel

Definido e constante

Nao controlavel

Definiram-se como constantes um total de 4 variaveis, sendo estas o tipo de
indculo, tipo de pré-tratamento do inéculo, temperatura de fermentacédo, e tempo de
fermentacdo. O tipo de in6culo empregado durante todo o decorrer da presente
secdo foi proveniente da mesma fonte empregada nos ensaios preliminares,
conforme apresentado na secdo 3.3, sendo este lodo anaerdbio de reator UASB.
Todas as amostras de in6culo foram submetidas ao melhor pré-tratamento definido
em etapa prévia, sendo este o pré-tratamento térmico com repouso (choque térmico
do lodo a 90 - 95°C por 1h, seguido de um periodo de repouso de 6h a temperatura
ambiente). Todos os experimentos desta etapa foram executados em frascos de
penicilina de 100 mL com 90 mL de lodo, suplementacdo de nutrientes (quando
assim definido), e solucéo sintética contendo glicerol, metanol e cloreto de sédio, a
uma temperatura de fermentacédo de 30°C e por um periodo de 48h (fixo). A agitacéo

do meio, a concentracao inicial de AGV no meio, e a pressao parcial de H, e CO; no
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sistema de fermentacédo foram consideradas variaveis nao controlaveis. No que diz
respeito a agitacdo do meio, cada um dos frascos de penicilina usados nos ensaios
experimentais foi deixado em repouso em sala climatizada a temperatura de
fermentacao e tempo estabelecidos.

Para a analise simultanea das seis variaveis de interesse definidas como
controlaveis, usou-se uma metodologia de planejamento de experimentos do tipo
fatorial fracionado 2°° (GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008;
MONTGOMERY, 2001). Os niveis de estudo selecionados para cada uma das

variaveis de interesse séo apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Codifica%éo e definicdo dos niveis a serem estudados no planejamento de experimentos
fatorial fracionado 2°° empregado na etapa de identificacéo e selecdo das variaveis de maior impacto
sobre a produtividade e rendimento de H,.

Variavel Nivel

codificada Variavel Real codificado Nivel real
A %Glicerol -1 25%
(Composicéo do substrato) 1 75%
B DQO (como DQO; inicial) 1 49 0L”
como inicia
T 1 50g O,.L™
~ -1 1:1
C Relacdo DQO:SSV
1 5:1
N -1 350:0:0
D Relacdo DQO:N:P
1 350:5:1
NaCl -1 0,5 g.L* como NacCl
E < .
(Salinidade) 1 12,00 g.L™ como NaCl
F H( H inicial) 1 4.0
como inicia
P P 1 55

O planejamento experimental fatorial fracionado 2°° contou com uma resolugéo
de grau lll, cujo detalhamento pode ser visto no Apéndice Bl. Este tipo de
planejamento foi considerado adequado para 0s objetivos procurados mesmo
conhecendo as suas potenciais restricbes devido a sua baixa resolugdo (ndo
identificacdo do grau de participacdo das interacOes aliases de segunda ordem
sobre o efeito total associado a cada uma das variaveis principais estudadas). Na
Tabela 3.8 se apresenta a ordem e numero total de ensaios executados no decorrer
do planejamento experimental, sendo cada um deles realizado em quintuplicata, e
tomando para a andlise estatistica os valores médios de cada um dos parametros
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avaliados. Apds o tempo de fermentacdo, os produtos gasosos e liquidos foram
armazenados conforme descrito na secao 3.4.1.

A produtividade de H, (como mL H..L™*d™), o rendimento de H, (como mL H..g"
'DQOujimentada) € @ conversdo de glicerol foram selecionadas como as variaveis de
resposta do planejamento experimental fatorial fracionado 2°. Além disso, durante o
desenvolvimento dos ensaios experimentais, outras variaveis de interesse do
processo fermentativo também foram registradas, sendo estas o pH inicial e final do
meio, a DQOs inicial e final do meio, a produtividade de AGVt (como mg Ac.
acético.L™ d), a conversdo de metanol, e a composicdo do biogas (CO,, H,S, CH,).

Com relacéo a variavel %Glicerol (composi¢do do substrato), selecionaram-se
0s niveis 25% e 75% de glicerol, que indicaram a porcentagem da DQOt do
substrato atribuivel ao glicerol dissolvido, sendo o balan¢o na porcentagem da DQO+
completado com metanol. Ambos os reagentes usados foram de grau analitico. As
porcentagens de glicerol a serem testadas foram selecionadas com base nos
possiveis valores de glicerol encontrados na solucdo substrato real, apés a mistura
do efluente pré-tratado da producao de biodiesel com a glicerina bruta.

Os valores de DQO do substrato selecionados foram 4 e 50 g O,.L™* (como
DQOr), tendo como base para esta escolha a concentracdo encontrada no efluente
pré-tratado da producdo de biodiesel, tanto nas caracteriza¢bes feitas no presente
estudo, quanto em outros estudos publicados na literatura (NGAMLERDPOKIN et
al., 2011; OLIVEIRA, 2013; PITAKPOOLSIL; HUNSOM, 2014; VELJKOVIC;
STAMENKOVIC; TASIC, 2014). Embora tenham sido registradas concentracées no
efluente pré-tratado da producéo de biodiesel tio altas quanto 180 g O,.L™?, decidiu-
se testar um valor maximo de 50 g O,.L™ para evitar a possivel inibicdo total da
producdo de H; por parte de uma alta concentracdo no substrato, 0 que prejudicaria
a avaliacao dos resultados.

O efeito da variavel NaCl (relacionada com a salinidade no substrato) foi
estudado usando concentragdes de cloreto de sédio (NaCl) no substrato de 0,5 e
12,0 g.L™, valores escolhidos a partir do nivel minimo e méaximo de cloretos (como
mg CI'*.L™") encontrados no efluente pré-tratado da producéo de biodiesel da usina
de Candeias, e publicados em estudo prévio realizado por BEDOR (2015). Os
valores de salinidade associados as concentracbes de cloretos em solugcdo no

efluente foram calculadas usando a relacdo apresentada na Equacao 3.1 (VERNIER
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SOFTWARE AND TECHNOLOGY, 2015). O cloreto de sodio foi selecionado como
referéncia na simulacéo do teor de sais do substrato por ser o principal sal formado
no processo de producdo de biodiesel quando empregados hidroxido ou metilato de
sodio como catalisadores (DAUD et al., 2014).

Salinidade = 0,0018066 x CI * (Equacéo 3.1)

Onde: CI'™* = concentracéo de cloretos em solugédo em mg.L™
Salinidade = Concentracéo de sais em ppt, sendo 1ppt=1g.L*

Os valores escolhidos para a analise da variavel pH (pH inicial do meio) foram
4,0 e 5,5. A selecédo de valores de pH inferiores a 5,5 foi feita com dois objetivos
principais, o primeiro deles foi evitar o crescimento de microrganismos consumidores
de H,, conhecidos por serem inibidos fortemente em ambientes acidos. Por outro
lado, procurou-se também avaliar um intervalo de pH chave na economia do
processo de producdo de H, a partir do efluente pré-tratado da producdo de
biodiesel da usina de Candeias, ja que esse efluente caracterizou-se por possuir um
pH no intervalo de 1,2 - 4,2 (ver se¢ao 4.1). Portanto, se o processo de producéo de
H, conseguisse se realizar com valores de pH tdo baixos quanto possiveis, 0
consumo de reagentes na etapa de alcaliniza¢do seria minimo.

Por ultimo, a relacdo DQO:SSV foi avaliada nos niveis de 1:1 e 5:1, enquanto
gue a adicdo de nutrientes ao meio de fermentacéo, associada a relacdo DQO:N:P,
foi estudada empregando os valores de 350:5:1, adigdo de nutrientes recomendada
por CHERNICHARO (2007) para processos de digestdo anaerdbia, e 350:0:0, sem
adicdo de fontes externas de nitrogénio e fosforo ao meio. O estudo da relacdo
DQO:SSV foi realizado devido a que esta variavel se relaciona com a concentracao
inicial de microrganismos no meio de fermentacdo. A utilizacdo de uma baixa
concentracdo inicial de microrganismos no meio de fermentacdo (relacdo
DQO:SSV= 5:1) poderia conduzir o sistema até niveis de formacdo acelerada de
inibidores pelo substrato. Por outro lado, o estudo da necessidade de
suplementacao de nutrientes foi realizado visando avaliar a possibilidade de eliminar
a adicdo de nutrientes no sistema, o0 que poderia conduzir a uma diminuicdo do
consumo de recursos no processo e evitar inibicdes pela excessiva concentracao

inicial de nutrientes no meio de fermentacao.



Tabela 3.8. Corridas experimentais realizadas durante o planejamento experimental fatorial fracionado 2
a) valores nao codificados. b) valores codificados.

6-3

Corida  %Glicerol (9%231) DFée(I)a:%aSoV ggg?ﬁ% (Z'iﬁ') pH
1 75% 4 11 350:5:1 12,0 40
2 25% 4 11 350:0:0 0.5 40
3 250 50 11 350:5:1 0.5 5,5
4 75% 50 11 350:0:0 12,0 5,5
5 250 4 5:1 350:0:0 12,0 5,5
6 75% 4 5:1 350:5:1 0.5 5,5
7 75% 50 5:1 350:0:0 0.5 4,0
8 25% 50 5:1 350:5:1 12,0 4.0

(@)

Corrida A B C D E F
1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1
7 1 1 1 1 1 1
8 1 1 1 1 1 1

(b)

54
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3.5.1.1. Andlise estatistica dos resultados

A identificagéo e selegéo das variaveis com maior impacto na produtividade e
rendimento de H, foi realizada aplicando a metodologia de andlise de variancia
(ANOVA) (GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008; MONTGOMERY,
2001) sobre o grupo de dados experimentais obtidos no decorrer do planejamento
experimental realizado (fatorial fracionado do tipo 2°3).

O tratamento estatistico dos dados (ANOVA) foi realizado sobre as principais
variaveis de resposta de interesse, sendo estas: Produtividade de biogas (PB),
produtividade de H, (PH), rendimento de H, (RH>), e conversado de glicerol. O grau
de nivel de confianca utilizado para avaliar a significAncia do efeito de cada uma das
variaveis estudadas sobre as varidveis de resposta mencionadas anteriormente foi
de 95% (a= 0,05). O parametro estatistico usado para a analise da significancia de
cada um dos efeitos principais estudados sobre as varidveis de resposta
selecionadas foi o valor-p (GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008;
MONTGOMERY, 2001). A andlise estatistica dos resultados foi realizada usando o
software Design Expert 10 na versao de prova.

Todos os ANOVA calculados foram submetidos a testes de comprovacao de
normalidade, variancia constante e independéncia a fim de validar a veracidade das
conclusdes finais obtidas a partir desses (GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA
SALAZAR, 2008).

3.5.2. Determinacgéo da melhor condigéo de producéo de H,

ApoOs a identificacdo das trés variaveis de maior impacto na produtividade e
rendimento de H,, e conversdo do glicerol (sendo estas: %Glicerol, DQO e NaCl),
realizou-se um segundo planejamento experimental. Este planejamento teve como
objetivo principal estudar com mais detalhe o comportamento da produtividade de
H., o rendimento de H,, e a conversédo do glicerol qguando manipuladas as variaveis
citadas dentro do intervalo de operacdo de interesse. Desse modo, possiveis
condicdes criticas de operacao do processo de mistura real de efluentes pré-tratados
da producéo de biodiesel e glicerina bruta poderiam ser indicadas previamente

mediante os testes experimentais usando soluc¢des sintéticas contendo glicerol,



56

metanol, e cloreto de sodio, possibilitando tanto a maximizacédo da produtividade e
rendimento de H,, quanto a minimizacéo de inibicéo.

O intervalo de analise e codificagdo de cada uma das variaveis principais
selecionadas é apresentado na Tabela 3.9. Os intervalos de estudo para as
variaveis %Glicerol e NaCl em solucdo nao foram modificados, continuando na
mesma faixa avaliada no planejamento experimental anterior. Porém, o intervalo de
estudo da variavel DQO foi incrementado da faixa 4 - 50 g O,.L™ para uma faixa de
maior concentracédo, sendo esta estabelecida no intervalo de 50 - 100 g O,.L™.

O aumento da concentracdo de matéria organica no substrato a ser avaliada foi
realizado devido ao efeito positivo observado no que diz respeito a produtividade e
rendimento de H, quando usada uma DQO inicial de 50 g O,.L™, indicando ainda a
auséncia de efeitos de inibicdo significativos por altas concentracbes de matéria
organica no meio de fermentacéo, possibilitando o estudo da influéncia de maiores

concentracdes de matéria organica no substrato.

Tabela 3.9. Codificacéo e definicdo dos niveis a serem estudados no planejamento experimental do
tipo composto central 2°- estrela, empregado na etapa de identificacdo da melhor condico de
fermentacdo visando aumentar a produtividade e rendimento de H,.

Variavel Nome da Nivel

codificada variavel codificado Valor real
; -1 25%
A %Glicerol
1 75%
-1 50 gO,.L™
B DQO .
1 100 gO,.L
-1 0,50 g.L™
c NaCl .
1 12,09g.L

Como limite superior da variavel DQO definiu-se um valor de DQOr inicial do
substrato de 100 g O,.L™, o qual abrangeu a simulacéo de efluentes pré-tratados da
producao de biodiesel com concentracdes maiores as observadas na caracterizacao
realizada no presente estudo. Os resultados de producéo e rendimento de H, foram
muito baixos quando utilizada uma concentracdo de substrato de 4 g O,.L™ , fazendo
com que o estudo de uma faixa mais baixa de concentracdo se tornasse pouco
atraente.

O tipo de planejamento experimental utilizado nesta etapa baseou-se nas
metodologias de superficie de resposta (GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA
SALAZAR, 2008), visando identificar a influéncia das variaveis selecionadas sobre
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as variaveis de resposta tanto em termos de efeitos principais, quanto de interacdes
entre as variaveis ou fatores em estudo. Empregou-se um planejamento
experimental do tipo composto central 2% com estrela (Figura 3.6), com duas réplicas
no ponto central (distancia axial igual a 1,28719), de modo a assegurar a sua
ortogonalidade (GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008). O arranjo
experimental contou com um numero total de 16 pontos experimentais, conforme
apresentado na Tabela 3.10, sendo cada um deles executado em quintuplicata, e
tomando para as andlises estatisticas os valores médios de cada um dos parametros
avaliados.

Cada ponto experimental foi realizado em frascos de penicilina de 100 mL,
empregando um volume Util de meio de 90 mL (composto por solugéo sintética de
glicerol, metanol, e NaCl como substrato, inéculo apés pré-tratamento T+R, e
solucéo para suplementacao de nutrientes), sendo as demais variaveis de operacao,
como a temperatura de fermentacéo, relacdo DQO:SSV, relacdo DQO:N:P e tempo
de fermentacdo, ajustadas nos valores de 30°C, 1:1, 350:5:1 e 48h,
respectivamente. Nao foi empregada agitacdo, sendo os frascos de penicilina
deixados em repouso em sala climatizada a temperatura de fermentacdo. A
estocagem dos produtos gasosos e liquidos de fermentacéo foi executada de forma
semelhante a apresentada na se¢éo 3.4.1.

Como variaveis de resposta do planejamento experimental selecionaram-se a
produtividade de H, (como mL H,.L*d?), rendimento de H, (como mL H,.g
'DQO0.imentada) € conversdo de glicerol. Além disso, de forma semelhante a realizada
no planejamento experimental da secdo 3.5.1, outras variaveis de interesse do
processo fermentativo foram registradas, sendo estas o pH e DQOs inicial e final do
meio, a produtividade de AGV+ (como mg Ac. acético.L™ d™), conversdo de metanol,

e composicao do biogas (CO,, H,S, CHy,).

c (-
A~ P

Figura 3.6. Representac&o e construcao do planejamento experimental composto central 2% com
estrela. Fonte: (GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008)



Tabela 3.10. Corridas experimentais realizadas durante o planejamento experimental composto
central 2% com estrela. a) valores ndo codificados. b) valores codificados.

Corrida %Gilicerol DQO»1 Naqll
(%) (902L7) (9L
1 75,0 50 12,00
2 25,0 100 1,51
3 25,0 50 12,00
4 50,0 75 13,51
5 50,0 75 6,76
6 82,2 75 6,76
7 25,0 50 1,51
8 25,0 100 12,00
9 50,0 75 6,76
10 75,0 50 1,51
11 75,0 100 12,00
12 50,0 107 6,76
13 50,0 75 0,00
14 75,0 100 1,51
15 17,8 75 6,76
16 50,0 42 6,76
(a)
Corrida  %Gilicerol DQO NacCl
1 1,0 -1,0 1,0
2 -1,0 1,0 -1,0
3 -1,0 -1,0 1,0
4 0,0 0,0 1,28719
5 0,0 0,0 0,0
6 1,28719 0,0 0,0
7 -1,0 -1,0 -1,0
8 -1,0 1,0 1,0
9 0,0 0,0 0,0
10 1,0 -1,0 -1,0
11 1,0 1,0 1,0
12 0,0 1,28719 0,0
13 0,0 0,0 -1,28719
14 1,0 1,0 -1,0
15 -1,28719 0,0 0,0
16 0,0 -1,28719 0,0

(b)
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3.5.2.1. Andlise estatistica dos resultados

A analise estatistica da influéncia das variaveis principais %Glicerol, DQO e
NaCl sobre os parametros de interesse produtividade de H,, rendimento de H, e
conversao de glicerol, assim como da produtividade de AGVr foi realizada aplicando
as metodologias de analise de variancia (ANOVA) e superficie de resposta (MSR) .
A superficie de resposta finalmente definida para a representacdo do
comportamento de cada um dos parametros de interesse mencionados em funcéo
das variaveis %Glicerol, DQO e NaCl foi feita utilizando um modelo quadratico.

O nivel de confianca utilizado para avaliar a significancia de cada um dos
parametros do modelo quadratico sobre as variaveis de interesse PH;, RHy,
conversao de glicerol, e PAGV+ foi de 95% (a= 0,05). O parametro estatistico usado
para a analise da significancia de cada um dos efeitos estudados sobre as variaveis
de resposta selecionadas foi o valor-p (GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA
SALAZAR, 2008; MONTGOMERY, 2001). A analise estatistica dos resultados foi
realizada usando o software Design Expert 10 na versao de prova.

Todas as analises estatisticas realizadas para cada um dos parametros de
interesse foram submetidas a testes de comprovacdo de normalidade, variancia
constante, e independéncia, necessarios para validar a veracidade das conclusdes

obtidas a partir delas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DO EFLUENTE DA PRODUCAO DE BIODIESEL

Os resultados da caracterizacdo do efluente da producéo de biodiesel da usina
de Candeias, antes e apdés tratamento fisico-quimico, foram obtidos tanto em estudo
prévio realizado por BEDOR (2015), quanto em analises realizadas no decorrer do
presente estudo. O efluente bruto da producédo de biodiesel se constituiu
principalmente de uma fase aquosa contendo quantidades elevadas de compostos
soltveis em agua como metanol, glicerol e sais. Além disso, o efluente bruto também
apresentou uma pequena fragdo oleosa possivelmente formada por &cidos graxos,
metil ésteres e mono-, di-, e triglicerideos residuais do processo de producédo de
biodiesel (DAUD et al., 2014; VELJKOVIC; STAMENKOVIC; TASIC, 2014).

As analises de caracterizacdo do efluente da producéo de biodiesel realizadas
no presente trabalho focaram-se principalmente na identificacdo das caracteristicas
poluidoras do efluente pré-tratado (efluente apds tratamento fisico-quimico), usado
como substrato nos testes bioldégicos de producdo de H,. Inicialmente, a
caracterizacdo do efluente pré-tratado limitou-se a determinacdo de pH,
concentracdo de matéria organica (como DQO+r e DQOs), concentracdo de AGVr,
0O&G, SST, turbidez e outros parametros importantes, conhecidos pela sua funcéo,
seja como nutrientes ou inibidores, nos processos de tratamento bioldgico, tais como
a concentracdo de cloretos, sulfatos, o-fosfatos e nitrogénio total (Figura 3.2). Apés a
primeira etapa de caracterizacao, o efluente pré-tratado da producéo de biodiesel foi
usado como substrato na primeira e segunda etapa de testes preliminares descrita
na secéo 3.4.

A falta de resultados satisfatérios nos testes preliminares de digestao
anaerobia, tanto de produtividade de biogas, quanto de H,, usando como substrato
efluente pré-tratado da producédo de biodiesel, fez necessaria a realizacdo de uma
segunda etapa de caracterizacdo, com o0 objetivo de identificar os principais
compostos em solucdo responsaveis pelo conteddo organico do efluente, e
conhecer a possivel relagdo entre eles e a inibicdo da producdo de biogas e H;
observada.
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A segunda etapa de caracterizacdo do efluente pré-tratado da producdo de
biodiesel consistiu na analise qualitativa e quantitativa de glicerol e metanol no
efluente pré-tratado. No entanto, para a quantificacdo de metanol e glicerol no
efluente  pré-tratado da producdo de biodiesel, foram necessérias
modificacdes/adaptacbes dos metodos analiticos empregados. A seguir Ssao

apresentados resultados alcancados na determinacdo de metanol e glicerol.

4.1.1. Determinagcao do metanol por cromatografia em fase gasosa

A utilizacdo do terc-butanol como padréo interno de calibracdo em solucdes
aquosas apresentou problemas de identificacdo e quantificacdo durante a andlise
cromatografica, principalmente pela formacao de dois sinais em tempos diferentes
de eluicdo no detector, atribuiveis ao terc-butanol (Figura 4.1-a), impossibilitando-o
como componente de referéncia na quantificacdo de outros compostos presentes na
amostra analisada. Os problemas de deteccdo associados ao terc-butanol foram
superados quando utilizada a acetonitrila como padr&o interno, a qual foi identificada
por um sinal simples bem definido durante as analises cromatograficas de amostras

aquosas (Figura 4.1-b).

0,81

(a)

Terc-butanol

1,30

Metanaol
Terc-butanol

I \ I "
0,5 1,0 1.5
Tempo de corrida (min)

(b)

1,076

Acetonitrila

0,5 1.0 15

Tempo de corrida (min)

Figura 4.1. Comparacao do uso de terc-butanol e acetonitrila como padrdo interno no
desenvolvimento da metodologia de quantificacdo de metanol no efluente da producgéo de biodiesel
por cromatografia em fase gasosa. (a) usando terc-butanol como padréo interno. (b) usando
acetonitrila como padréo interno.
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Na determinacdo da curva analitica de quantificacdo de metanol, a relacédo
Antetor-A ™ acetonitiia VETSUS  OmetoH-  Acetoniila @presentou um comportamento linear em
todo o intervalo de concentracdo de metanol avaliado (Figura 4.2). Os parametros da
regressao linear, calculados a partir dos dados experimentais desta relagdo sao
apresentados na Tabela 4.1. O valor do coeficiente de determinacéo (R?) estimado
para a curva analitica de quantificacdo de metanol desenvolvida foi superior a 95%.
Este resultado permitiu considerar como adequado o uso da regressao linear
definida para estimar o comportamento da relacdo Aweion.A ™ acetonitila VErSUS Qwvieto.g
! cetonitiia- Além do mais, todas as amostras de concentracdo conhecida de metanol
avaliadas apresentaram valores de ER no intervalo de 90 — 110%, indicando a
adequada exatiddo da curva analitica produzida na quantificacdo de metanol em
solugbes aquosas (Tabela A. 2, Apéndice Al). Os resultados anteriores serviram
para considerar como adequado o uso da curva analitica desenvolvida para a
quantificacdo de metanol no efluente tratado da producdo de biodiesel e em

amostras de produtos liquidos de fermentacao.

1,24
1,04

0,84

Acetonitrila

0,6

-1

A

0,4

0,2

A‘Metanol

0,04

00 05 10 15 20

-1
gMetanol ' gAcetonitrila
Figura 4.2. Comportamento da relacao Avetor-A  acetonitriaVETSUS gMetOH.g'lAcetonmi.a obtida durante a
realizacdo da curva analitica de quantificacdo do metanol por cromatografia em fase gasosa.

Tabela 4.1. Curva analitica de quantificacdo de metanol em solu¢fes aquosas obtida pela técnica de
cromatografia em fase gasosa usando acetonitrila como padrao interno.

Coeficiente angular 0,59371 + 0,01206
Coeficiente linear ~ -7,1734-10 + 1,2070-10
R? 0,99794




4.1.2. Determinacéao do glicerol
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A validacao da curva analitica de quantificacdo do glicerol se realizou mediante

o coeficiente de determinacéo (R?) da curva obtida a partir de solucdes padrdo de

glicerol de diferentes concentracdes utilizando etanol 50% (v/v) como diluente

(Figura 4.3, Tabela 4.2). Também foram feitas analises de solucfes de concentracao

conhecida de glicerol, conferindo o seu grau de predicdo, mediante a porcentagem

de erro relativo (Tabela 4.3), entre o valor esperado e o calculado usando a curva
analitica desenvolvida.
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Figura 4.3. Absorvancia versus concentracéo de glicerol antes (a), e apés (b) selecéo da faixa de
trabalho linear para a estima¢éo da curva analitica de quantificacdo de glicerol em solu¢des aquosas.

Tabela 4.2. Curva analitica de quantificacdo de glicerol livre em solu¢Bes aquosas

Coeficiente angular

Coeficiente linear

RZ

0,05418 + 0,00178
0,01123 + 0,02209

0,99571

Tabela 4.3. Resultados finais de quantificacdo da concentracdo de glicerol livre em solu¢gbes aquosas
de glicerol com concentrac6es conhecidas como parte da validagdo da precisdo da metodologia

desenvolvida.
Valor Valor
Nome ABS Gl|pe_rol Glicerol %ER
tedrico calculado
(mg.L?) (mg.L?)
Teste 1 0,417 7,5 7,5 99,9
Teste 2 0,644 11,3 11,7 103,8
Teste 3 0,844 15,0 15,4 102,5
Teste 4 0,315 5,9 5,6 94,1
Teste 5 0,760 14,9 13,8 92,9
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Tanto o valor do coeficiente de determinacdo (R? da regressdo linear
estimada quanto os valores de erro relativo obtidos apés a comparacao entre as
concentracfes de glicerol esperadas e estimadas para varias amostras problema,
permitiram aceitar como adequada a metodologia desenvolvida para a quantificacao
de glicerol em amostras de efluente pré-tratado da producdo de biodiesel e de
produtos liquidos de fermentacdo. No caso do coeficiente de determinacédo o valor
obtido foi superior a 95%, indicando o ajuste da relacdo concentragéo de glicerol
versus absorvancia a regressao linear estimada pelo método de minimos quadrados.
Por outro lado, valores de ER entre 90 - 110% indicaram o adequado nivel de
precisdo da metodologia desenvolvida na estimacdo de glicerol em amostras

aguosas, obtendo-se resultados comparaveis com os esperados.

4.1.3. Resultados da caracterizacédo do efluente pré-tratado

Os resultados finais da primeira e segunda etapa de caracterizacao do efluente
pré-tratado da producdo de biodiesel, empregado no presente estudo, sé&o
apresentados na Tabela 4.4. O efluente pré-tratado da producdo de biodiesel
apresentou caracteristicas acidas, com pH de 4,22 + 0,30. O baixo valor de pH
encontrado no efluente pré-tratado da usina de Candeias é consequéncia do
tratamento fisico-quimico recomendado por OLIVEIRA (2013), no qual o efluente

bruto é acidificado até pH 4,0 apos a adicao de cloreto férrico.

Tabela 4.4. Caracterizacao do efluente da producao de biodiesel apés tratamento fisico-quimico
(efluente pré-tratado).

Parametro Valor
pH 4,22 +0,30
DQO; (MgO,.L™) 72522 + 1233
DQOs (mgO,.L™) 70500 + 2646
AGV+ (mg Ac. acético.L™) 108 + 12
o-Fosfatos (mg.L™) 30,0+1,2
Nitrogénio total (mg.L™) <1
Cloretos (mg.L™) 800 + 19
Sulfatos (mg.L™) 75+8
SS (mL.L™) <1
Turbidez (FTU) 74+5
0&G (mg.L™ 88,53+ 2,7
Metanol (g.L™) 128,04 + 0,24
Glicerol (g.L™) 3,96 + 0,53
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A acidificacdo do efluente procura melhorar a etapa de coagulacao,
estabilizando os microflocos formados, mediante a neutralizacdo das cargas
eletrostaticas das particulas suspensas no efluente, pela acdo do agente coagulante
(DAUD et al., 2014; RATTANAPAN et al., 2011). A presenca de prétons H* em
solugcédo, promovida pela acidez do meio, ajuda a manter a carga positiva nos
microflocos formados na solucdo, permitindo que estes continuem se agregando
com outros coloides, formando flocos com massa suficiente para a precipitacao
(ECKENFELDER, 2000; OLIVEIRA, 2013). O pH &cido também favorece a
desemulsificacdo de solucdes oleosas, favorecendo a separacdo da fracdo oleosa
sem a necessidade de agentes quimicos adicionais (RATTANAPAN et al., 2011).

O nivel de turbidez encontrado no efluente pré-tratado foi de 74 £+ 5 FTU. O
efluente bruto da producéo de biodiesel pode ter altos valores de turbidez devido a
formacdo de emulsdes, entre a fase aquosa e as fragcdes de metil ésteres (biodiesel)
e acidos graxos livres (AGL) presentes no efluente, tornando-o um liquido com
caracteristicas leitosas (DAUD et al., 2014; KUMJADPAI et al., 2011; RATTANAPAN
et al., 2011). No entanto, apdés o tratamento fisico-quimico, envolvendo o uso de
agentes coagulantes, o nivel de turbidez e outros parametros associados a presenca
de coloides no efluente (cor, hidrocarbonetos, O&G), podem reduzir
significativamente, com eficiéncia de remocao de até 100% (PALOMINO-ROMERO
et al., 2012; RATTANAPAN et al., 2011; VELJKOVIC; STAMENKOVIC; TASIC,
2014).

A concentracdo de O&G encontrada no efluente pré-tratado foi de 88,5 + 2,7
mg.L™, nivel esperado quando aplicados tratamentos semelhantes ao proposto por
OLIVEIRA (2013). Por exemplo, RATTANAPAN et al. (2011) conseguiu reduzir a
concentracdo de O&G no efluente para valores entre 30 — 100 mg.L™, em estudo
relacionado com o tratamento de efluentes da producdo de biodiesel mediante
processos de acidificacdo (usando HCl ou H,SO,4 1IN, pH 3,0, 20 min), coagulagao
(alumen e cloreto férrico entre 0,5 - 1,5 g.L™, policloreto de aluminio (PAC) entre 0,5
- 2,0 g.L'h, pH 6,0), e flotacdo com ar dissolvido (4 bar, 4 min, 20% de reciclo).
KUMJADPAI et al. (2011) também obteve concentracdo de O&G entre 105 e 185
mg.L?, ap6s o tratamento de efluentes da producdo de biodiesel empregando os
processos de acidificagdo usando H,SO4 (pH 1 — 2,5 por 7 min), e coagulagao
quimica usando Al,(SO,); (2 g.L ™, pH 6,0) e PAC (1,0 g.L™, pH 4,0).
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Por outro lado, o resultado da analise de AGV+ no efluente pré-tratado mostrou
um valor de 108 + 12 mg Ac. Acético.L™. Baixas concentracdes de AGV: sdo
também encontradas nos efluentes brutos da producdo de biodiesel, devido seu
contetdo orgéanico ser constituido de, principalmente, metil ésteres, sabdes e acidos
graxos livres de cadeia longa (VELJKOVIC; STAMENKOVIC; TASIC, 2014). Porém,
apos o tratamento, a presenca de AGV no efluente pré-tratado pode acontecer
devido a degradacao, por acdo microbiolégica, dos componentes ndo oleosos ainda
remanescentes em solugdo como, por exemplo, o metanol (LETTINGA et al., 1979)
e o glicerol (VIANA et al., 2012). Baixas concentracdes de AGV+ sdo desejadas em
efluentes industriais visando seu tratamento biologico, pois elevadas concentracdes
destes componentes tornam-se potenciais agentes inibitérios dos processos de
tratamento bioldgico anaerébio (CHERNICHARO, 2007; DOBLE; KUMAR, 2005).

No que diz respeito a concentracdo de matéria organica dissolvida no efluente
pré-tratado da producdo de biodiesel, altos niveis foram encontrados, com valores
de DQOr e DQOs de 72522 + 1233 mg O,.L' e 70500 + 2646 mg O..L™,
respectivamente. Os principais compostos retirados do efluente, apos acidificacao e
coagulacéo, consistem basicamente nas fracbes de compostos com caracteristicas
oleosas (sendo estes metil ésteres, sabbes e acidos graxos livres). Porém, outros
compostos organicos sollveis em fase aquosa, tais como o0 metanol e o glicerol, ndo
sdo eliminados totalmente, pelo que permanecem remanescentes em solugéo e
tornam-se 0s responsaveis pelos altos valores de DQO do efluente apds o
tratamento fisico-quimico.

A segunda etapa de caracterizacdo do efluente pré-tratado da producdo de
biodiesel permitiu confirmar, tanto a presenca de glicerol e metanol no efluente,
quanto a sua relacdo com os altos valores de DQOt e DQOs remanescentes no
efluente apdés o seu tratamento fisico-quimico. A matéria organica dissolvida no
efluente pré-tratado pode ser atribuida principalmente ao metanol, o qual apresentou
uma concentracdo em solugdo de 128,04 * 0,24 g.L*' representando
estequiometricamente uma porcentagem aproximada do 94% da DQOr
determinada. Por outro lado, o glicerol foi detectado no efluente pré-tratado com uma
concentracdo de 3,96 * 0,53 g.L?, sendo associado a apenas 6% da DQO+
determinada (Tabela 4.4).
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Os resultados anteriores indicaram que no efluente pré-tratado utilizado no
presente estudo o metanol constituiu a principal fonte de carbono disponivel para os
processos biologicos associados a fermentagdo anaerdbia, o que possivelmente
explica a inibicdo na geragéo de biogas e H, nos testes preliminares executados. O
metanol pode ser empregado em baixas concentracfes como substrato por arquéias
metanogénicas metilotroficas, gerando metano como produto principal apds o
processo de fermentacédo anaerdbia (BHATTI; FURUKAWA; FUJITA, 1996; LARGE,
1983; LETTINGA et al., 1979; YAMAGUCHI et al.,, 1989). Porém, este mesmo
componente é inadequado como substrato na producdo de H,, ja que ndo é
facilmente metabolizado por bactérias produtoras de H,, tais como as bactérias
acidogénicas e acetogénicas (MANGAYIL; KARP; SANTALA, 2012). Durante a
producédo de biodiesel efluentes ricos em glicerol também podem ser gerados como
apresentado por ITO et al. (2005) e XIE et al. (2011), sendo estes mais adequados
para aproveitamento na producdo biolégica de H, via fermentacédo escura (SARMA
et al., 2012; VASCONCELOS DE SA et al., 2014; VIANA et al., 2014).

Levando em conta o anterior, a determinagdo e quantificagcdo do metanol e
glicerol torna-se muito importante como parte dos parametros de caracterizacao do
efluente da producéo de biodiesel, quando se pensa no tratamento mediante rotas
bioldgicas, j& que sua composicao relativa afeta significativamente o rendimento do
processo, seja pelo impacto como fonte de carbono no metabolismo fermentativo, ou
agindo como potenciais inibidores da atividade microbiolégica (LETTINGA et al.,
1979; RETFALVI et al., 2011; SILES LOPEZ et al., 2009; VIANA et al., 2012, 2014).

Outra caracteristica do efluente pré-tratado a ser destacada foi a elevada
concentracéo de cloretos em solugéo, com valor de 800 + 19 mg.L™. Este valor pode
ser atribuido principalmente aos cloretos pertencentes aos sais formados durante o
processo de producdo de biodiesel, envolvendo as etapas de neutralizacéo e refino;
tais como a etapa de neutralizacao do catalisador, acidificacédo do meio ou adicao de
sais para melhorar a recuperacao de acidos graxos livres e metil ésteres nas etapas
de decantacdo ou separacdo Oleo-agua, dissolucdo de coagulantes, entre outros
(ARANSIOLA et al., 2014; ATADASHI et al., 2011; ATADASHI et al., 2011; DAUD et
al., 2014). Além do mais, uma alta concentracdo de cloretos no efluente também
pode estar relacionada com o0s sais em solucdo, produto das operagbes de

recuperacdo de equipamentos de troca i6nica da usina. No caso da usina de
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Candeias, HCI é usado para reduzir o pH (visando obter valores <2) dos efluentes da
producdo de biodiesel antes destes entrarem no separador 6leo-agua, pelo que a
alta concentragdo de cloretos observada também pode estar relacionada com este
fator.

O tratamento dos efluentes da producdo de biodiesel mediante metodologias
de acidificacdo e coagulacao-floculacdo pode aumentar a concentracdo de cloretos
livres no efluente pré-tratado, principalmente pela utilizacdo tanto de acido cloridrico,
quanto de sais coagulantes com cloro na sua composi¢cdo (como por exemplo, o
FeCl3). Altas concentracGes de cloretos relacionados com a presenca de elevadas
concentracbes de sais no efluente pré-tratado, como por exemplo, o NaCl, podem
afetar fortemente a capacidade do efluente de ser tratado mediante digestao
anaerdbia para a producdo de H, e CH,, pois elevadas concentracdes de sais
possuem efeitos inibitorios sobre os microrganismos produtores de ambos o0s
compostos (DE BAERE et al., 1984; FEIJOO et al., 1995; GUO et al., 2014).

A concentracdo de sulfatos detectada no efluente pré-tratado empregado no
estudo foi de 75 + 8 mg.L™", encontrando-se dentro da faixa de tolerancia para
sistemas anaerobios recomendada por CHERNICHARO (2007), sendo esta entre 50
— 100 mg.L*. A presenca de sulfatos no efluente pré-tratado da producdo de
biodiesel ndo € desejada quando se pensa no seu aproveitamento para a produgao
de H, e CH,, via processos anaerébios, ja que altas concentracbes de sulfatos
podem levar a formacao de elevadas concentracfes de sulfeto de hidrogénio (H,S),
por acdo de bactérias redutoras de sulfato (BRS). O H,S € um agente inibitério nos
processos de digestdo anaerdbia, especialmente na faixa de pH envolvida na
producédo bioldgica de H, (pH 4,5 - 6,5) e CH,4 (6,5 - 8,0), a0 se apresentar na sua
forma mais toxica, como H,S nao dissociado. O H,S ocasiona diversos problemas
no processo fermentativo, entre eles a diminuicdo do H, e CH,4 produzidos (pelo uso
do H, como substrato pelas BRS), e a inibicAo de fungbes celulares dos
microrganismos produtores de H; e CHs (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008;
CHERNICHARO, 2007).

Por fim, tanto o nitrogénio total quanto os o-fosfatos em solugdo no efluente
pré-tratado apresentaram-se em baixas concentracdes, sendo de 0,86 + 0,08 mg.L™
e 30,0 + 1,2 mg.L™", respectivamente. Varias caracterizacbes de efluentes da

producao de biodiesel apresentadas na literatura destacam a baixa concentracdo de
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nitrogénio e fésforo como uma das caracteristicas principais deste tipo de efluentes
(BEDOR, 2015; VELJKOVIC et al., 2014). O anterior resultado torna necesséria a
suplementacdo de fontes externas de nitrogénio e fésforo no efluente pré-tratado,
quando se pensa no aproveitamento do efluente pré-tratado da producdo de
biodiesel através de processos de tratamento bioldgico, principalmente pela acéo
desses elementos como parte dos nutrientes basicos utilizados no metabolismo
microbiano (CHERNICHARO, 2007).

4.2. ELABORACAO E VALIDACAO DAS METODOLOGIAS DE ANALISE DE H,,
CH4, CO; E H,S NO BIOGAS POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

4.2.1. Resultados referentes a metodologia de analise do biogas desenvolvida no
CG 7820A

Na Figura 4.4 é apresentado um dos cromatogramas obtidos apds a analise
de amostras de biogas, contendo H,;, CH4, CO, e H,S, pela metodologia
desenvolvida no CG 7820A (denominada Metodologia A). A identificacdo qualitativa
de CH, foi possivel usando tanto o detector FID (Figura 4.4-a), quanto o detector
TCD (Figura 4.4-b). A identificacdo qualitativa de H, e CO, no biogas foi executada
utilizando somente o detector TCD (Figura 4.4-b). Contudo, a identificagdo qualitativa
do CO, no biogas, s6 foi possivel quando este se apresentou em altas
concentracdes. Os tempos de eluicdo médios obtidos para o H, e CO,, no detector
TCD, e para o CHg4, no detector FID, foram de 10,353 = 0,052 min, 2,068 £ 0,023
min, e 10,848 *= 0,037 min, respectivamente, todos apresentando uma
reprodutibilidade adequada.

Com a metodologia A nédo foi possivel identificar qualitativamente o H,S nas
amostras de biogas avaliadas, problema atribuido a baixa concentragdo de H,S nas
misturas padrdo usadas e a proximidade da condutividade térmica de H,S e N
(KERN, 1965), acentuando a conhecida perda de resolucdo na identificacdo de
compostos quando empregado N, como gas de arraste em detectores tipo TCD
(COUWPER et a., 1983; JENNINGS et al., 1997; SEVCIK, 1976).

No que diz respeito a quantificacdo dos compostos de interesse no biogas,

com a metodologia A foram elaboradas satisfatoriamente curvas analiticas de
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quantificacdo para o H, (no TCD) e CH,4 (no FID). Em contrapartida, apresentaram-se
problemas na realizacdo da curva analitica de quantificacdo de CO,, devido a falta
de misturas padrdo com uma maior concentracdo deste composto. A seguir,
apresentam-se os resultados de validacdo das curvas analiticas de quantificacao
para o H, e CHy, realizadas no CG 7820A.

CH4

()

(b)

Figura 4.4. Cromatograma de referéncia para a identificacdo qualitativa de H,, CO, e CH; em
amostras de biogas, usando a metodologia desenvolvida no CG 7820A (metodologia A). (a) Detector
FID, (b) Detector TCD.

A analise das misturas de gas padrao contendo CH4, CO,, e H,S (Tabela 3.3)
permitiram identificar um comportamento linear da relacdo Area do sinal do detector

versus concentracdo do componente de interesse (AvsX) para o CHg, no intervalo de
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concentracbes disponiveis (0,21 — 0,61% mol.mol* ). A continuidade deste
comportamento linear da relagcdo (AvsX) para o CH,4 foi assumida para todo o
intervalo de concentracdes de CH,4 esperadas no biogés, a qual pode chegar até
70% (mol.mol*)(CHERNICHARO, 2007). Desse modo, considerou-se adequado o
uso das misturas padrao de CH,4 disponiveis na elaboracdo da curva analitica de
quantificacdo deste composto usando a metodologia A.

Por outro lado, as andlises das misturas padrdo de H, (Tabela 3.4),
mostraram um comportamento linear da relacdo (AvsX) em todo o intervalo de
concentracdes avaliadas (10-100% mol.mol™), podendo este resultado ser atribuido
as vantagens que trouxe a diluicdo das misturas gasosas padrédo do H, por meio da
injecdo tipo split no CG 7820A (GROB, 2001). O intervalo de concentracdes de
trabalho definido finalmente para o H, foi de 10-80% (mol.mol™), permitindo analisar
concentracbes de H,; no biogas dentro da faixa esperada em processos de
fermentacdo escura, a qual pode chegar até 90% (mo.mol™) (DAS, 2001).

Na validacéo da linearidade das curvas analiticas de quantificagéo elaboradas
para o CH; e H, (Tabela A. 5, Apéndice A5) os valores do coeficiente de
determinacao (R?) das regressées lineares obtidas para ambos os compostos foram

maiores que o valor critico recomendado pelo INMETRO (2011), estabelecido como

R?=0,81 ou r=0,90 (r= VR2), demonstrando assim a adequada representacdo da
relacéo (AvsX) pelas equacdes lineares propostas dentro da faixa de concentragoes
de interesse.

Os resultados de validacdo da repetitividade e reprodutibilidade das curvas
analiticas de quantificacdo para o CH; e H, (Tabela A. 7, Apéndice ADb5)
determinaram que a metodologia A gerou resultados com repetitividade e precisao
intermediaria aceitaveis e comparaveis, independentemente do dia e operador
realizando as analises cromatograficas.

No que diz respeito a exatiddo da metodologia A, todos os niveis de
concentracdo avaliados, tanto para o CH, quanto para o H;, apresentaram valores
de ER no intervalo de 90-110% (Tabela A. 9, Apéndice A5). Com base no anterior
resultado, as curvas analiticas de quantificacdo elaboradas para o CH4; e H, foram
consideradas como regressdes com exatiddo aceitaveis, e proprias para 0 seu uso

na quantificacdo desses compostos em amostras de biogas.
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Por fim, na Tabela 4.5 apresentam-se as curvas analiticas de quantificacdo de
CH4 e H; finalmente definidas para serem usadas junto com metodologia A na
andlise de amostras de biogas, assim como os limites de detec¢do e quantificacao
de cada uma delas.

Tabela 4.5. Curvas analiticas de quantificacédo definidas para a andlise de CH, e H,, em amostras de
biogds, usando o CG 7820A (Metodologia A).

Coeficiente

Composto Coeficiente angular Coeficiente linear de correlacio LOD LOQ
P (Area/%mol) (Area) 0 90 96mol)  (%mol)
CH, 16350124 + 553898 168294 + 242181 0,9994 0,0014 0,0048

H, 528122 + 10697 501542 + 540163 0,9988 7,4 24,6

4.2.2. Resultados referentes a metodologia de andlise do biogas desenvolvida no
CP-4900 microGC.

Na Figura 4.5 é apresentado um dos cromatogramas obtidos apos a analise de
amostras de biogas, contendo H,, CH4 CO, e H,S; usando a metodologia
desenvolvida no CP-4900 micro GC (denominada metodologia B). Com a
metodologia B, excelentes resultados foram obtidos na determinacdo qualitativa de
todos os compostos de interesse no biogas (H,, CHs, CO, e H,S). Todos os
compostos gasosos em analise apresentaram sinais nos detectores TCD com
intensidade suficiente para se obter curvas analiticas de quantificacdo adequadas.
Estes resultados foram possiveis por causa das vantagens geradas pela
configuracdo propria do CP-4900 microGC, o qual utliza duas colunas
independentes, cada uma usando um tipo de gas de arraste diferente, otimizando a
deteccdo dos compostos de interesse no biogas.

O H, foi detectado no canal 1 do equipamento configurado com N, como gas
de arraste e uma coluna do tipo Molesieve-5A (Figura 4.5-a). Por outro lado, o CHy,
CO; e H,S foram detectados no canal 2 do cromatégrafo, utilizando He como gas de
arraste e uma coluna do tipo Porapak Q na separagéo dos compostos (Figura 4.5-b).

Diferente ao observado com o CG 7820A, o uso de He como gas de arraste no
canal 2 do CP-4900 micro GC melhorou significativamente a resolucédo de deteccao
no TCD de H,S e CO, O melhoramento na resolucdo de detec¢éo pode ser atribuido

as diferencas favoraveis entre as condutividades térmicas do H,S e CO,, e o gas de
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arraste, conforme apresentado na literatura (COUWPER et al.,, 1983; KERN, 1965;
SEVCIK, 1976).

Os tempos de eluicdo obtidos, apds a andlise de misturas gasosas padréo
usando a metodologia B foram: (1,168 + 0,007 min) para H, (0,883 £ 0,000 min)
para CHy, (1,029 = 0,001 min) para CO; e (1,937 = 0,002 min) para H,S. O desvio
padrdo nos tempos de eluicdo para cada um dos compostos de interesse foram
satisfatorios, tornando a metodologia executada no CP-4900 microGC adequada
para uso na analise qualitativa de H,, CH4, CO, e H,S em amostras de biogas. Os
resultados do procedimento de validacdo das curvas analiticas de quantificacdo do

H., CO,, CH4 e H3S, usando a metodologia B, sdo apresentados a seguir.

malts

Nz+ H:

(b)

Figura 4.5. Cromatograma de referéncia para a identificacdo qualitativa de H,, CO,, CHy4, € H,S em
amostras de biogas, usando a metodologia desenvolvida no CP-4900 microGC (metodologia B). (a)
Canal 1 de analise, (b) Canal 2 de analise.

Apo6s a andlise das misturas de gas padrao disponiveis para 0 CH4, CO; €

H.S (Tabela 3.3) usando a metodologia B, foi observado um comportamento linear
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na relacdo (AvsX) para todos os compostos de interesse dentro do intervalo de
concentracdes disponiveis (0,21 — 0,61% mol.mol* para o CH, 0,21 — 0,62%
mol.mol™ para o CO,, e 0,05 — 0,10% mol.mol™* para o H,S). A continuidade destes
comportamentos lineares na relacdo (AvsX) foi assumida para todo o intervalo de
concentracdes de CHy4, CO; e H,S esperadas no biogéas, as quais podem chegar até
70, 30 e 2% (mol.mol™) para o CH,4, CO, e H,S, respectivamente (CHERNICHARO,
2007). Portanto, o uso das misturas padrédo disponiveis de CH;, CO, e H,S na
elaboracdo das curvas analiticas de quantificagdo a serem empregadas junto com a
metodologia B foi considerado adequado.

As analises cromatogréaficas das misturas padrao de H, disponiveis (Tabela
3.4) mostraram um comportamento linear da relagdo (AvsX) na faixa de
concentracdes de H, de 10 - 80% (mol.mol™?), a qual se encontrou dentro das
concentracdes de H, esperadas em amostras de biogas que, segundo DAS (2001),
podem chegar até 90%. Levando em conta o anterior, o intervalo de concentracdes
de H, de 10 — 80% (mol.mol™) foi selecionado como a faixa de trabalho a usar no
desenvolvimento das curvas analiticas de quantificacdo deste composto.

Concentracbes de H, maiores que 80% (mol.mol®) mostraram um
comportamento da relacdo (AvsX) diferente ao estimado com a curva analitica de
quantificacdo de H, obtida para a faixa de trabalho selecionada. Portanto, ndo é
recomendavel a avaliagdo de amostras de biogds com concentracdes de H; no
intervalo de 80 - 100% (mol.mol™") usando a metodologia B desenvolvida no CP-
4900 GC, isso sem antes elaborar uma nova curva de quantificacéo para esta faixa
especifica de trabalho.

Em todas as curvas analiticas de quantificacao elaboradas para o CH,4, CO,,
H,S e H, (Tabela A. 6, Apéndice A5), os coeficientes de determinacdo (R?)
calculados ultrapassaram o valor recomendado pelo INMETRO (2011) (R?= 0,81 ou
r = 0,90), sendo as equacdes lineares propostas para a representacao da relacao
(AvsX) para todos os compostos de interesse (Hz, CH4, CO, e H,S) consideradas
adequadas.

Os resultados de validacdo da repetitividade e reprodutibilidade, das curvas
analiticas de quantificacdo de CH4, CO2, H,S e H; feitas usando a metodologia B
(Tabela A. 8, Apéndice A5) estabeleceram como adequada a precisdo de cada uma
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das curvas analiticas de quantificacao elaboradas para a analise dos compostos de
interesse (CH4, CO,, H5S, e Hy) em amostras de biogas.

Por outro lado, a validagao da exatiddo mediante o calculo do ER das curvas
analiticas de quantificacdo de CH,4, CO,, H,S e H; revelou, para todas as curvas
analiticas desenvolvidas, que os valores se encontraram dentro do intervalo de
aceitacdo definido entre 90 e 110% (Tabela A. 10 e Tabela A. 11, Apéndice A5).
Porém, algumas amostras analisadas contaram com valores do ER fora desde
intervalo, mas esses resultados foram atribuidos a possiveis problemas nas ampolas
de estocagem ou na injecdo manual das amostras gasosas no equipamento.

Na Tabela 4.6 se apresentam as curvas analiticas finalmente definidas para
serem usadas na quantificacdo do H,, CH4, CO, e H,S em amostras de biogas,
usando-se a metodologia B proposta no CP-4900 microGC, assim como os limites

de deteccéo e quantificacdo de cada uma delas.

Tabela 4.6. Curvas analiticas de quantificacéo definidas finalmente para a analise de CH,4, CO,, H,S
e H,, em amostras de biogés, usando o CP-4900 microGC (Metodologia B).

Composto Coeficiente angular Coeficiente linear Coeficierlte de LOD LOQ
(Area/%mol) (Area) correlacdo (r)  (%mol) (%mol)

CH, 1099336 + 61864 -17 + 27049 0,9984 0,010 0,034
CO; 1632353 + 122545 -25404 + 54170 0,9972 0,008 0,026
H,S 1336025 + 130190 3951 + 10450 0,9953 0,004 0,015

H, 1424592 + 11248 -1809259 + 567989 0,9998 2,6 8,5

4.2.3. Comparacdo das metodologias cromatogréficas de analise do biogas
elaboradas no CG 7820A e CP-4900 microGC.

Na validacdo da semelhanca estatistica entre os resultados gerados pelas
metodologias A (elaborada no CG 7820A) e B (realizada no CP-4900 microGC) no
que diz respeito a quantificacdo de H, os resultados obtidos revelaram que as
metodologias apresentaram resultados estatisticamente iguais. O mesmo foi
verificado na validacdo da semelhanca estatistica entre os resultados gerados pelas
metodologias B e LTA com relagdo a quantificacdo de CH, e CO, (Tabela A. 12 a
Tabela A. 15, Apéndice A6).

Nado foi possivel a validagdo da semelhanca estatistica entre as

concentracbes de H,S obtidas por ambas as metodologias em comparacao
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(metodologia B e LTA), principalmente devido a que este composto se apresentou
em concentracdes baixas ou menores as detectaveis nas amostras de biogas
utilizadas.

Levando em conta os resultados observados, decidiu-se utilizar a metodologia
B, desenvolvida no CP-4900 microGC, para a andlise dos produtos gasosos
produzidos nos testes bioldgicos de fermentacdo escura executados durante o
presente trabalho. Esta metodologia se destacou por possuir um tempo reduzido de
andlise (3 min) quando comparado com a metodologia A elaborada no GC 7820A
(15 min), demandando um menor consumo de materiais para completar as analises
e diminuindo potenciais problemas devido a longos tempos de estocagem das
amostras. Além do mais, a metodologia B contou com adequadas seletividade,
linearidade, precisédo e exatiddo na determinacdo simultanea de todos os compostos
gasosos de interesse a serem avaliados no biogas (Hz, CH4, CO, e H,S), assim
como resultados estatisticamente iguais aos oferecidos por metodologias de

referéncia.

4.3. RESULTADOS DOS TESTES DE PRODUCAO DE H, A PARTIR DE
EFLUENTE DA PRODUCAO DE BIODIESEL APOS TRATAMENTO FISICO-
QUIMICO (EFLUENTE PRE-TRATADO)

4.3.1. Primeiro grupo de testes preliminares

Na Figura 4.6 sdo apresentadas as produtividades de biogas, H, e CH,4 (item
a), e as concentracdes de H, e CH4 no biogas produzido (item b) obtidos apdés a
fermentacao direta de efluente pré-tratado de producéo de biodiesel, usando inéculo
submetido a dois tipos diferentes de pré-tratamento (térmico e T+R), assim como o
controle conduzido usando in6culo sem pré-tratamento algum.

A maior produtividade de biogas (PB) foi observada quando usado indculo
sem preé-tratamento algum (controle), alcancando-se um valor de 50,09 + 4,99 mL.L
1. d. O biogas produzido neste caso apresentou uma significativa concentracéo de
CH,, sendo esta de 45,58 + 4,16 % (mol.mol™). Contudo, H, ndo foi detectado. O
rendimento de CH, alcancado no ensaio controle conduzido foi de 6,04 + 0,48
mLCH,.g'DQO.
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A produtividade de biogas (PB) foi reduzida significativamente quando usado
in6culo pré-tratado (reducdo superior ao 78%) (Figura 4.6-a). A PB obtida usando
indculo pré-tratado termicamente foi de 10,93 + 0,18 mL.L*d. Com o pré-
tratamento T+R o valor de PB alcancado foi de 9,11 + 3,30 mL.L™.d™. No que diz
respeito a composicao do biogas, ndo foram detectadas quantidades significativas
de H, e CH4 para ambos os pré-tratamentos testados (térmico e T+R), pelo que os
rendimentos de H, e CH; no processo fermentativo foram considerados

despreziveis.
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Figura 4.6. Resultados de produtividade e composi¢éo do biogas, obtidos apos a fermentacéo direta
de efluente pré-tratado da producao de biodiesel. (a). Produtividade de Biogas, H,, e CH,. (b).
Concentracao de H, e CH, no biogas. Condicdes: DQOr = 10 gO,.L™; pH = 5,5; Temperatura = 30°C;
DQO:SSV =1:1; DQO:N:P = 350:5:1; Tempo = 48h.

A maior produtividade de CH,4 (PCH,4) (Figura 4.6-a) foi observada no ensaio
controle e foi atribuida tanto a boa atividade metanogénica do lodo, determinada por
DAMASCENO (2013) em estudo anterior, quanto a presenca significativa de metanol
no efluente, o qual pode ser usado diretamente por microrganismos metanogénicos
metilotroficos presentes no inéculo como fonte de carbono e energia no seu
metabolismo, gerando CH; como um dos principais produtos gasosos de
fermentacdo (LARGE, 1983).

A diminuicdo da PCH, quando aplicados pré-tratamentos do tipo térmico
sobre o0 in6culo indica a eliminacdo, parcial ou total, dos microrganismos
metanogénicos presentes no indculo. Este resultado concordou com o esperado
segundo a literatura (GHIMIRE et al., 2015; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO,
2015; VASCONCELOS DE SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014), na qual
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tem se comprovado a efetividade desde tipo de pré-tratamento na inibicdo de
microrganismos metanogénicos, os quais apresentam diferencas fisiologicas e
metabdlicas significativas com relagdo as bactérias produtoras de H, (RUGGERI;
TOMMASI; SANFILIPPO, 2015).

A auséncia de formacdo de H, mesmo quando empregados pré-tratamentos
sobre o indculo foi atribuida inicialmente a duas possiveis causas. A primeira delas
tem relacdo com inibicdes, devido ao uso de uma alta concentracdo de matéria
organica no substrato (DQO+ de 10 g O,.L™), a qual pode ter levado a mudancas no
metabolismo dos microrganismos acidogénicos e acetogénicos do meio, diminuindo
o rendimento de H; e aumentando a formacado de outros produtos de fermentacéo,
como solventes (alcoois) e AGV (acetato, butirato, proprionato, etc.)(ARIMI et al.,
2015; LIN et al., 2012; SHOW et al., 2012).

A segunda hipotese atribuiu a falta de producdo de H, as caracteristicas
préprias do efluente, como baixa concentracao de fontes de carbono proprias para a
geracdo de H; (até esse momento ndo havia sido quantificados glicerol e metanol no
efluente), e a presenca de elevadas concentracdes de acidos graxos, sais, entre
outros inibidores do processo de producao de H, via fermentacdo escura (DAUD et
al., 2014; VELJKOVIC et al., 2014). Visando descobrir a causa principal da falta de
producdo de H, o segundo grupo de ensaios preliminares de fermentagdo foi
executado.

4.3.2. Segundo grupo de testes preliminares

Na Figura 4.7 sao apresentadas as produtividades de biogas, H, e CH,4, assim
como as concentracdes de H, e CH4 no biogas, obtidos nos ensaios experimentais
de fermentacéo do efluente pré-tratado da producdo de biodiesel, usando-se varias
concentracbes de matéria organica no substrato e tipo de inoculo pré-tratado
termicamente.

A formacdo de H; néo foi observada nos ensaios experimentais realizados
usando diferentes concentracdes de matéria organica no substrato (Figura 4.7-a). A
composicao do efluente pré-tratado da producgéo de biodiesel foi considerada como
uma das principais causas da falta de producdo de H,, j& que depois da

caracterizacdo adicional do efluente uma baixa concentracdo de glicerol (substrato
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considerado adequado para a producdo de H,) foi detectada no efluente, sendo de
3,96 + 0,53 g.Lt. Em contrapartida, metanol foi identificado como o principal
responséavel pela DQO+ do efluente, encontrando-se uma concentracdo de 128,04 +
0,24 g.L™"

A PB continuou baixa mesmo usando condi¢cdes de alta diluicdo do substrato
(concentracées de matéria organica no substrato no intervalo de 1 — 10 g O,.L™). Os
valores de PB obtidos para as concentracdes de DQOrde 1, 4 e 10 g O,.L™ foram de
5,46 + 0,09, 4,04 + 2,84, e 9,29 + 3,86 mL.L™ .d, respectivamente (Figura 4.7-a). No
que diz respeito a composicdo do biogas, CH, foi detectado em concentracdes de
4,50 + 0,22, 1,21 + 0,06, e 10,10 + 0,51% (mol.mol™) para valores de DQOt no
substrato de 1, 4 e 10 g O,.L™, respectivamente (Figura 4.7-b).
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Figura 4.7. Resultados de produtividade e composigéo do biogas obtidos apos a fermentacao de
efluente pré-tratado da producao de biodiesel, usando diferentes concentracdes de DQO+ no
substrato. (a). Produtividade de Biogas, H,, e CH,. (b). Concentracao de H, e CH,4 no biogas.

Condig¢bes: pré-tratamento térmico do inéculo; pH = 5,5; 30°C; DQO:SSV = 1:1; DQO:N:P = 350:5:1;
Tempo = 48h.

As maximas PB e de PCH, foram obtidas utilizando uma concentracdo de
DQOr no substrato de 15 g O,.L™?, alcancando-se valores de 35,52 + 5,31 mL.L™.d*
e 2,24 + 0,08 mLCH,.L™".d™, respectivamente (Figura 4.7-a). Porém, a concentracao
de CH4 no biogas produzido sob esta concentracdo de matéria organica continuou
sendo baixa, com um valor de 6,36 + 1,05% (mol.mol™) (Figura 4.7-b).

A baixa e instavel produtividade de CH,4 ao longo das concentragdes de DQO+t
avaliadas no substrato pode ser considerada um indicativo da efetiva inibicdo dos
microrganismos metanogénicos do inéculo apos o pré-tratamento térmico aplicado e
da acidificacdo do meio de fermentacao (pH inicial = 5,5) (GHIMIRE et al., 2015;
RUGGERI et al., 2015).
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A maior produtividade de biogas obtida com o aumento da concentracdo de
DQO+ no substrato de 1 até 15 g O,.L™".d™, pode-se atribuir & formacéo de CO,
como consequéncia da producdo de AGV (LEE et al., 2014) e de outros metabdlitos
de fermentacdo (SAADY, 2013), gracas a atividade de microrganismos acidogénicos
e acetogénicos presentes no meio (AQUINO; CHERNICHARO, 2005).

O maior rendimento de CH, foi obtido com uma concentracdo de DQO+t no
substrato de 1 g O,.L ™, sendo de 0,55 + 0,03 mLCH..gDQO™, seguido dos valores
obtidos usando concentracbes de matéria organica no substrato de 15, 10, e 4
gO..L™, sendo estes de 0,40 + 0,01, 0,25 + 0,01, e 0,03 + 0,00 mLCH,4.gDQO™,
respectivamente. Baixos rendimentos de CH,; eram esperados devido ao pré-
tratamento do indéculo por choque térmico, promovendo-se a eliminacdo de
microrganismos produtores de metano no meio.

Outras variaveis foram mensuradas no decorrer do segundo grupo de testes
preliminares, sendo estas o pH e DQOs inicial e final no meio de fermentacédo. Os
resultados obtidos ndo mostraram variagdes significativas tanto no pH quanto na
DQOs do meio para todas as concentracdes de matéria organica no substrato
testadas. O pH final do meio oscilou entre 5,50 + 0,20, mantendo-se na mesma faixa
mensurada no inicio dos ensaios fermentativos. Do mesmo modo, no que diz
respeito a DQOs inicial e final do meio, ndo foram observadas mudancas
significativas nesta variavel, mantendo-se valores em média de 923 + 29, 3428 *
151, 6142 + 195, e 8295 + 426 mgO,.L™"; para valores de DQO+ no substrato de 1, 4,
10, e 15 g O,.L™, respectivamente.

Os resultados anteriores podem estar relacionados com uma reduzida
atividade biologica do processo fermentativo, assim como com os baixos valores de
produtividade de biogas, H, e CH,4 obtidos, pois tanto o pH quanto a concentracao
de DQO+r do meio sao utilizados como parametros de controle no tratamento
anaerobio de efluentes industriais (CHERNICHARO, 2007).

Por ultimo, o tipo de in6culo usado nos ensaios experimentais preliminares
também foi considerado como possivel responsavel da falta de producdo de H;
observada usando efluente pré-tratado da producdo de biodiesel como substrato,
sendo este possivelmente inadequado para a producdo de H,. Levando em conta o

anterior, foi realizado um dltimo grupo de ensaios preliminares para identificar se a
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falta de producédo de H, observada estava relacionada com o tipo de in6culo ou com

a composicao do efluente (devido a baixa concentracédo de glicerol detectada).

4.3.3. Terceiro grupo de testes preliminares

Os resultados obtidos no terceiro grupo de testes preliminares usando como
substrato solu¢gdes aquosas de glicerol com diferente concentracdes de DQO+ (4 e
10 g O,.L™") e inéculo pré-tratado termicamente sdo apresentados na Figura 4.8.
Utilizando glicerol como fonte de carbono principal no substrato foi observado um
aumento significativo tanto na produtividade de biogas (Figura 4.8-a) quanto na
concentracdo de H; no biogas produzido (Figura 4.8-b). O aumento na produtividade
de biogés foi superior a 80% com relacdo ao valor mais alto observado nos ensaios
preliminares prévios, enquanto que concentracdes de H; no biogas maiores do que
50% foram detectadas.

O uso do pré-tratamento térmico sobre o indculo continuou sendo efetivo na
inibicdo dos microrganismos metanogénicos no inoculo, pois ndo foram detectadas
concentracbes significativas de CH; no biogas produzido. Estes resultados
demonstram a capacidade do in6culo para a producdo de H, via fermentacdo
escura, mas também permitem relacionar diretamente a falta de geracdo de H
observada nos ensaios preliminares com as caracteristicas proprias da composicao
do efluente pré-tratado da producao de biodiesel usado como substrato.

A produtividade de biogas aumentou com a concentracdo de matéria organica
no substrato (Figura 4.8-a), incrementando de 63,38 + 4,82 mL.L™*.d™ para 84,69 +
5,35 mL.L™.d™* quando a concentracdo de DQO+r no substrato foi de 4 g O,.L™ para
10 g O,.L™. O mesmo comportamento foi obtido para a produtividade de H, (PH>)
(Figura 4.8-a), passando de um valor de 34,30 + 1,68 mLH..L™.d* para 48,60 + 7,94
mLH,.L*.d* usando 0 mesmo aumento na concentracdo de DQO+ no substrato.

O uso de glicerol a uma concentracdo de DQOy no substrato de 4 g O,.L*
permitiu obter um biogas rico em H,, obtendo-se uma concentracdo de H, de 54,22 +
3,10 % (mol.mol™). Com o uso de concentracdo de matéria organica no substrato
maior (DQO+ de 10 g O..L™) a concentracdo de H, no biog4s somente aumentou até
um valor final de 57,26 + 5,83 % (mol.mol™) (Figura 4.8-b), sendo estatisticamente

semelhante (pelo teste t de student) ao valor obtido com uma DQO+ menor.
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Figura 4.8. Producéo e composicdo do biogas obtido apds a fermentacdo de solugdes aquosas de
glicerol, usando diferentes concentracées de DQO+ no substrato. (a). Produtividade de Biogas, H,, e
CHy,. (b). Porcentagem de H, e CH,4 no biogas. Condig6es: pH = 5,5; Temperatura = 30°C; DQO:SSV

=1:1; DQO:N:P = 350:5:1; Tempo = 48h.

Uma redugédo no rendimento de H; foi observada quando se aumentou a
DQO+ no substrato. Usando uma concentracdo de DQO+ no substrato de 4 gO,.L™ o
rendimento de H, obtido foi de 16,76 + 1,84 mLH,.gDQO™, enquanto que
empregando uma DQO+ no substrato de 10 g O,.L™ o rendimento de H; foi de 13,20
+ 2,27 mLH,.gDQO™. Esta reduc&o foi atribuida & influéncia negativa que tem o uso
de elevadas concentragbes de matéria organica no metabolismo dos
microrganismos produtores de H,, especialmente quando usados substratos de
rapida assimilacdo, pois podem gerar rapidamente concentracdes inibitérias de
subprodutos de fermentacdo como AGV (ARIMI et al., 2015). Além da producgéo de
H, ser inibida, a alta concentracdo de matéria organica no substrato pode promover
a formacdo de outros compostos organicos intermediarios, como por exemplo,
etanol, butanol, 1,3-propanodiol, entre outros (CASTRO-VILLALOBOS et al., 2012;
JITRWUNG; YARGEAU, 2015; KIVISTO et al., 2013; LEE et al., 2014).

O pH do meio apresentou uma reducdo de aproximadamente 13% ap6s 48h
de fermentacéo, diminuindo de 5,50 £ 0,20 para 4,75 = 0,1, em média para ambos
os niveis de DQO+ do substrato testados. A acidificacdo do meio foi atribuida a
formacdo de AGV durante a producdo de H, via fermentacdo escura (AQUINO;
CHERNICHARO, 2005; CASTRO-VILLALOBOS et al., 2012).

Com relacdo a concentracdo de matéria organica no meio, com ambas as
concentracfes usadas de DQO+t do substrato verificaram-se reducdes significativas

na DQOs do meio apds as 48h de fermentacdo. Usando substrato com uma DQO+r
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de 4 g O,.L™" a reducdo na concentracdo de matéria organica solGvel do meio atingiu
um valor de aproximadamente 40%, passando de 4094 + 312 mg O,.L™" para 2472 +
193 mg O,.L™. Por outro lado, empregando substrato com uma DQO+de 10 g O,.L™
a reducgdo alcancada na concentracdo de matéria organica solivel do meio foi da
ordem de 63%, passando de um valor inicial de 7365 + 173 mg O,.L™ para uma
concentracdo final de 2719 + 199 mg O..L™.

Embora valores de reducédo na DQOs do meio em processos de producédo de
H, via fermentacdo escura oscilem entre 15 e 30%, redugbes maiores na
concentracdo de matéria organica soluvel do meio podem ser obtidas,
principalmente por causa da degradacdo adicional de &cidos organicos
intermediérios presentes no meio mediante reacdes de acetogénese (BRAVO et al.,
2015; CHOOKAEW et al., 2014; RIVERO et al., 2014). Este resultado pode ser
considerado atraente do ponto de vista de tratamento do efluente. Porém, o principal
problema deste fenbmeno de uma perspectiva de aproveitamento energético da
matéria organica solavel, é o consumo de parte do H, formado no processo
fermentativo, diminuindo-se o rendimento de H;, do processo.

Com base nos resultados obtidos no decorrer dos ensaios preliminares, foi
possivel identificar a causa principal da baixa producdo de H, observada quando
utilizado como substrato efluente pré-tratado de producéo de biodiesel, sendo esta a
propria composicao do efluente. A concentracéo de glicerol no efluente pré-tratado
de producdo de biodiesel (6% da DQO+r determinada) foi insuficiente para ser
aproveitada na geracdo de H, por microrganismos produtores de H, (bactérias
acidogénicas e acetogénicas). Desde modo, foi observado que o uso direto do
efluente pré-tratado da producéo de biodiesel da usina de Candeias como substrato
na producao biolégica de Hy, via fermentacdo escura, € inadequado. O potencial de
uso desde efluente como substrato para a producdo biolégica de H, poderia ser
melhorado através do condicionamento prévio do efluente pré-tratado antes de
alimentado ao processo.

Devido aos resultados ndo satisfatérios de producdo de H, usando como
substrato o efluente pré-tratado da producédo de biodiesel, estabeleceram-se novas
diretrizes no objetivo final do presente estudo. Nessa nova etapa, o foco do estudo
se concentrou na avaliacdo da producao de H,, via fermentacdo escura, a partir do

uso como substrato de solugdes sintéticas contendo glicerol, metanol, e cloreto de
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sbédio, tentando simular efluentes pré-tratados da producdo de biodiesel com
diferentes composicdes relativas de glicerol. Com isto, tentou-se avaliar o impacto da

composic¢ao do substrato na produgéo do H,.

4.3.4. Influéncia do tipo de pré-tratamento do indculo na producédo e rendimento de

H, usando soluc¢des sintéticas de glicerol e metanol

4.3.4.1. Principais resultados

Visando melhorar o potencial de producdo de H, do inoculo utilizado no
presente estudo, testaram-se 4 tipos de pré-tratamentos diferentes (térmico, T+R,
basico e acido) usando como substrato dois tipos de solucbes sintéticas, uma
usando somente glicerol e outra somente metanol como fontes de carbono, ambas
simulando efluentes pré-tratados da producdo de biodiesel com diferentes
caracteristicas. Também, ensaios controle usando inéculo sem pré-tratamento algum
foram realizados para comparacdo. O objetivo principal do uso de dois tipos de
solucdes substrato foi identificar as diferencas na atividade microbioldgica e resposta
de adaptacdo do indculo frente cada uma das fontes de carbono principais
encontradas no efluente pré-tratado da producéo de biodiesel.

Na Figura 4.9 sao apresentados os resultados de produtividade de biogéas, H»
e CH,, e os resultados da caracterizacdo do biogas produzido, apresentando-se as
concentracbes de CH,4 e H,, com cada um dos 4 tipos de pré-tratamento testados e
no ensaio controle, usando como substrato tanto as solugées aquosas de glicerol
(item a) quanto de metanol (item b).

Usando a solucéo aquosa de glicerol como substrato (Figura 4.9-a.1), a maior
PB foi obtida com os pré-tratamentos basico e T+R, alcancando-se valores de 96,53
+ 4,73 e 95,62 + 8,61 mL.L™".d?, respectivamente. Utilizando os pré-tratamentos
acido, térmico e no controle alcancaram-se PB de 83,32 + 4,09, 56,01 *+ 3,65, e
49,18 + 10,27 mL.L™.d?, respectivamente.

A maxima produtividade de H, foi atingida pelos pré-tratamentos T+R, acido, e
basico com valores de 62,94 + 4,96, 61,05 + 5,21, e 60,67 + 3,87 mLH,.L".d",
respectivamente. Todos eles apresentando resultados estatisticamente semelhantes

(pelo teste t student) (Figura 4.9-a.1). Por ultimo, com o pré-tratamento térmico e no
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controle alcancaram-se produtividades de H, de, 36,27 + 0,83, e 28,74 + 4,38

mLH,.L™.d?, respectivamente.
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Figura 4.9. Produtividades de biogéas, H,, e CH4 e concentracbes de H, e CH4 no biogas produzido
guando aplicados diferentes tipos de pré-tratamento no inéculo, usando como substrato solucdes
aquosas de Glicerol (a), e Metanol (b). Condi¢des: DQOr = 4 gO,.L™"; pH = 5,5; Temperatura = 30°C;
DQO:SSV=1:1; DQO:N:P = 350:5:1; Tempo = 48h.

No que diz respeito a composicéo do biogas produzido, usando-se a solucao
de glicerol como substrato, H, sempre foi detectado no biogas sem importar o tipo de
pré-tratamento executado sobre o in6culo (Figura 4.9-a.2). A maxima concentracao
de H, detectada foi obtida com o pré-tratamento acido, alcancando-se um valor de
73,37 + 6,37% (mol.mol™®). Com os pré-tratamentos T+R, térmico, basico e no
controle foram obtidas concentracdes de H, no biogas entre 59 — 65% (mol.mol™).

Por outro lado, ndo foram detectadas quantidades significativas de CH4 no biogas,
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mesmo nos ensaios usando inéculo sem pré-tratamento algum (controle) (Figura
4.9-a.2).

A possibilidade de producdo de biogas rico em H, a partir do uso de glicerol
como substrato tem sido amplamente citada na literatura (SARMA et al., 2012;
VASCONCELOS DE SA et al., 2014; VIANA et al., 2012, 2014). Nestes estudos, a
formacdo de H, durante o processo de fermentacdo anaerdbia tem sido atribuida ao
metabolismo do glicerol via glicolitica; decorrendo também na formacdo de CO,,
acido aceético, acido butirico, entre outros metabalitos intermediarios.

O uso de um tempo de repouso antes da utilizacdo do in6culo pré-tratado
termicamente foi avaliado comparando os pré-tratamentos térmico e T+R. A
utilizacao de 6h de repouso melhorou significativamente o potencial de producéo de
H, do in6culo usado no presente trabalho (Figura 4.9-a.1). Este resultado atribuiu-se
a melhor adaptacdo ao meio de fermentacdo das bactérias produtoras de H, quando
permitido um tempo para a reativacdo dos esporos formados durante o choque
térmico do inéculo (GHIMIRE et al., 2015; RUGGERI et al., 2015; VASCONCELOS
DE SA et al, 2014), conduzindo a uma reducdo da fase lag do processo
fermentativo (MOHAMMADI et al., 2011) e ao aumento da taxa de crescimento das
bactérias produtoras de H, (CASTRO-VILLALOBOS et al., 2012).

Utilizando a solugcdo aquosa de metanol como substrato, a producdo de
biogas ndo esteve acompanhada da formacédo de H,, o qual ndo foi detectado em
nenhum dos ensaios experimentais testando os diferentes tipos de pré-tratamentos
em estudo (Figura 4.9-b.1). Os maiores valores de produtividade de biogas foram
obtidos com o ensaio controle e usando in6culo submetido a pré-tratamento basico,
alcancando-se valores similares de 56,69 + 3,54 e 53,96 + 225 mL.L*d" ,
respectivamente. Também, com ambos o0s pré-tratamentos mencionados se
favoreceu a formacao de quantidades significativas de CH4 no biogas (Figura 4.9-
b.2), atingindo-se concentragdes de CH4 de 56,07 £ 6,20% (PCH, = 31,83 £ 4,75
mLCH4.L".d%) e 51,48 + 2,24% (mol.mol™) (PCHs =27,77 + 1,70 mLCH4.L ™ .d™?)
usando indculo in natura (controle) e pré-tratado mediante choque alcalino (basico),
respectivamente. Nos ensaios usando os pré-tratamentos restantes (térmico, T+R, e
acido) a PB foi inferior a 18 mL.L™ .d*(Figura 4.9-b.1), ndo sendo detectada a

presenca de CHg.
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No que diz respeito aos rendimentos de H, e CH,4 obtidos com os diferentes
tipos de pré-tratamentos em estudo, nos testes experimentais usando glicerol como
substrato e indculo submetido aos pré-tratamentos T+R, acido e basico mostraram
rendimentos de H; similares, com valores de 35,64 + 2,68, 34,57 + 2,83, e 34,36 +
2,07 mLH..g'DQO, respectivamente. Em contrapartida, usando inéculo submetido a
pré-tratamento térmico e no ensaio controle os valores de rendimento de H
observados foram aproximadamente 40 - 50% inferiores aos obtidos empregando
0s outros pré-tratamentos, sendo estes de 20,54 + 0,40 e 16,27 + 2,42 mLH,.g’
'DQO, respectivamente. Por dltimo, usando metanol como substrato os rendimentos
de CH, obtidos nos ensaios controle e com indculo submetido a pré-tratamento
béasico foram de 17,72 + 2,84 e 15,45 + 1,11 mLCH,4.g*DQO, respectivamente.

Com relagdo a variavel DQOs do meio, antes e depois de 48 h de
fermentacao, nos ensaios realizados usando glicerol como substrato a concentracéo
de matéria organica solavel no meio apresentou reducdes entre 0 — 23% com a
utilizacdo de in6culo submetido aos diferentes tipos de pré-tratamentos testados e
no ensaio controle. Estes resultados encontraram-se dentro dos limites esperados
para processos de producdo de H,, via fermentacdo escura, a partir de glicerol
mencionados por BRAVO et al. (2015) (porcentagens de reducdo da DQO no meio
de até 30% podem ser esperadas).

Utilizando-se solugbes aquosas de metanol como substrato ndo se verificou
diferencas significativas entre os valores iniciais e finais na DQOs do meio para
total, dos microrganismos metanogénicos do inoculo pela acdo dos diferentes pré-
tratamentos testados (térmico, T+D, basico e &cido), as condi¢cdes acidas do meio
(pH inicial 5,5 = 0,2), e a presenca em solucdo de AGV em quantidades inibitorias
para 0s microrganismos metanogénicos (concentracdo de AGVr inicial nos ensaios
controle foi de 31,80 * 7,26 mgacsico.L ™), reduzindo-se consideravelmente o
potencial de transformacao da matéria organica soltvel disponivel em CHa.

No que diz respeito ao comportamento da concentracdo de AGVr do meio
durante os ensaios experimentais, utilizando solucbes aquosas de glicerol como
substrato um aumento na concentragcdo de AGVr no meio foi observado para todos
0s pré-tratamentos testados, incluindo os ensaios controle. Porém, os incrementos

mais significativos foram observados usando in6culo submetido aos pré-tratamentos
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basico e T+R. No primeiro deles, 0 aumento na concentracdo de AGVt em solucgéo
foi de 110,83%, passando de um valor inicial de 242 + 20 mgacetico.L™* para 510 + 19
MQacetico.L . POr outro lado, com o pré-tratamento T+R, 0 aumento na concentracdo
de AGVy foi de 110,58%, passando de um valor inicial de 165 + 18 Mgacetico.L™* para
348 + 6 mMQacetico.L>. Ambos os pré-tratamentos (T+R e bésico) também
apresentaram as maiores produtividades de H; (Figura 4.9-a.1).

Nos ensaios experimentais usando indculo submetido aos pré-tratamentos
térmico e &cido, os incrementos na concentracdo de AGV+t no meio foram de 17,59%
(de 343 + 23 para 404 + 11 MQacetico.L™") € de 8,93% (de 356 + 24 para 388 + 13
MQacetico-.L*), respectivamente. J& nos ensaios experimentais controle o aumento na
concentracédo de AGVr no meio foi de 11,11%, passando de um valor inicial de 305 *
22 para 339 + 24 mgacetico-.L .

A ocorréncia de maiores concentracdes AGVr no meio de fermentacédo foi
considerada como a causa principal da reducdo do pH observada em todos os
testes de fermentacdo realizados com glicerol como substrato. Ap6s 48h de
fermentacdo, o pH do meio de fermentacdo usando os diferentes tipos de pré-
tratamento testados passou de um valor inicial em média de 5,5 + 0,2 para um valor
de pH final em média de 4,37 + 0,2.

Quando utilizado metanol como substrato foi observado um aumento
significativo na concentracdo de AGVrt no meio de fermentacdo se executados 0s
pré-tratamentos térmico e T+R sobre o inodculo. O pré-tratamento T+R apresentou o
maior incremento na concentracdo de AGV+, sendo este de 440% e passando de um
valor inicial de AGVy de 31,80 + 7,26 MQacetico-L™* para 171,72 + 8,12 mgacetico-L ™
apos as 48h de fermentacdo. Por outro lado, com o pré-tratamento térmico, o
aumento na concentracdo de AGVt no meio de fermentacéo foi de 376%, passando
de um valor inicial de AGVy de 38,16 + 7,45 mQaceico.L> para 181,66 + 5,76
MQacsico.L. O acimulo de AGV em sistemas de tratamento de efluentes
metandlicos tem sido abordado por diversos autores (BHATTI et al.,, 1996;
FLORENCIO et al., 1995; LETTINGA et al., 1979; PAULO et al., 2003; YAMAGUCHI
et al., 1989), identificando-se a proliferacdo de bactérias acetogénicas no sistema
como o principal responsavel por esse fenébmeno.

Por outro lado, nos ensaios experimentais usando metanol como substrato e

in6culo submetido aos pré-tratamentos basico, acido e nos ensaios controle, ndo se
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observaram diferencas significativas entre as concentracdes finais e iniciais de AGVr
do meio de fermentacdo. A baixa producdo de AGV quando empregado o pré-
tratamento acido sobre o in6culo possivelmente estd atribuida a inibicdo dos
diferentes tipos de microrganismos do meio devido ao efeito toxico da alta
concentracdo inicial de AGV néo dissociados em solu¢do (pH do meio < 6,0 e,
esgotamento da capacidade de tamponamento natural do meio devido ao uso de
uma solugdo fortemente 4cida no pré-tratamento do inéculo). J& no caso dos ensaios
experimentais usando indculo in natura e pré-tratado com choque alcalino (basico), a
reduzida producdo de AGV pode estar ligada a proliferacdo de microrganismos
metilotréficos metanogénicos no meio, 0s quais conseguem transformar diretamente
o0 metanol em solu¢gdo em CH, ainda em ambientes com pH no intervalo de 3,5 - 6,0
(FLORENCIO; FIELD; LETTINGA, 1995; LARGE, 1983; LETTINGA et al., 1979).

Do ponto de vista do potencial de producdo de H;, a comparacdo dos
resultados de PB, PH,, PCH,; e composicdo do biogas (Figura 4.9), usando-se
solugdes sintéticas ricas em glicerol ou metanol como substrato, indicam que
efluentes pré-tratados da producdo de biodiesel com maior propor¢gdo de matéria
organica soluvel como glicerol permitem a producdo de H, mediante o tratamento
biolégico do efluente via fermentacdo escura. Por outro lado, efluentes pré-tratados
da producdo de biodiesel ricos em metanol parecem inadequados para serem
usados na producéo de H, via fermentacéo escura.

4.3.4.2. Selecao final do melhor método de pré-tratamento do indculo

Levando em conta os resultados apresentados nesta secdo, 0Ss pré-
tratamentos acido, basico e T+R, destacaram-se como 0s de maior impacto no
melhoramento do potencial de producdo de H, do inéculo usado no presente
trabalho. Todos o0s pré-tratamentos apresentaram similares valores de
produtividades de H,, junto com altas concentracfes de H; no biogas produzido.

Embora os pré-tratamentos acido, basico e T+R sejam todos adequados para
serem aplicados sobre o indculo visando melhorar o seu potencial de producdo de
H,, o pré-tratamento T+R foi escolhido para ser usado como pré-tratamento padrao
nos testes de digestdo anaerébia do presente trabalho. Entre as vantagens do uso

do pré-tratamento T+R sobre os outros encontram-se: 0 menor tempo requerido na
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realizacdo do pré-tratamento (7h com o pré-tratamento T+R, em comparacao as 24h
requeridas para realizar o pré-tratamento basico e acido), a eliminacdo do uso de
reagentes alcalinos sodicos no pré-tratamento, os quais poderiam aumentar a
concentracdo de sodio até niveis toxicos para o processo fermentativo, afetando o
potencial de producédo de H, do processo (CHEN et al., 2014; FEIJOO et al., 1995;
GUO et al., 2014), e a diminuicdo da possibilidade de producdo de CH4, mesmo
guando usado metanol como substrato.

Na Tabela 4.7 s&o apresentados alguns estudos relacionados com a
producdo de H, via fermentacdo escura, usando como inéculo culturas mistas e
como substrato glicerina bruta. Nesta tabela, pode-se observar a possibilidade de
obtencdo de bons resultados de producdo de biogés rico em H, com inéculo preé-

tratado adequadamente.

4.4. RESULTADOS DOS TESTES DE DIGESTAO ANAEROBIA USANDO COMO
SUBSTRATO SOLUCOES SINTETICAS CONTENDO GLICEROL, METANOL E
CLORETO DE SODIO

4.4.1. Selecao das principais variaveis na producéo de H,
44.1.1. Resultados experimentais

Os resultados de produtividade e composicdo do biogas produzido apés a
execucdo dos ensaios experimentais pertencentes ao planejamento de
experimentos descrito na secdo 3.5.1 sao apresentados na Tabela 4.8. A
produtividade de biogas obtida na maioria dos ensaios experimentais executados
oscilou entre 35,52 — 80,59 mL.L™*.d*, enquanto a concentracdo de H, no biogas
produzido se encontrou geralmente no intervalo de 45,31 — 55,42% (mol.mol™). O
gas CH4 nédo foi detectado em quantidades significativas nas amostras de biogas

avaliadas.
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Tabela 4.7. Estudos de producéo de H, a partir de culturas mistas usadas como inéculo e glicerina bruta como substrato.
Autor T'PO de Pre-trat_amentos Melhor pré-tratamento Tipo de substrato Condigbes Resultados
inéculo avaliados
VARRONE et al. Lodo Aclimatagéo 10 transferéncias (cada 21h de
(2013) ativado natural

~ . _ -1, ~
Concentragéo glicerol —_1? g.L. ; Relacéo %H, no Biogés= 54,05%
fermentagao) somente do in6culo Glicerina bruta vqu_mg reator/volume meio= 1,5; VOILJme de (mol.mol'™®); Produtividade
filtrado em meio novo contendo glicerol ineulo= 10% (v/v); Suplementacdo= - :
9 Nenhuma, Temperatura= 37°C; pH= 8,0
Acido, Basico,
ROSSI et al. Lodo de Térmico, Térmico

de H,= 2960 mLH,.L™".d*
P . ~ o Concentragao glicerol = 30 g.L™"; Relacéo
. . = Térmico com gleadratagap— 2h a 105°C Lo volume reator/volume meio= 2; Volume de %H, no Biogas= 34,19%
reator até desidratacao, e 2h em ambiente seco a temperatura Glicerina bruta iy _ . e 1
(2011) - in6culo= 10% (v/v); Suplementagdo= Sim; (mol.mol™)
UASB Congelamento e ambiente  Apo . =
fuss Temperatura= 35°C; pH= 7,0 ; Tempo= 36h
uséo
Concentragao glicerol = 10 g.L™"; Relagéo . _
CHOOKAEW et Lodo P P o . S volume reator/volume meio= 3; Volume de Produtividade dle Hz=
Térmico Choque térmico a 90°C por 30 min Glicerina bruta S _ . e 332,04 mLH,.L™ (166
al. (2014) natural in6culo= 10% (v/v); Suplementagdo= Sim; mLH, L -d™)
Temperatura= 35°C; pH= 7,0 ; Tempo= 48h =
2 Transferéncias do 5% do meio
fermentado em substrato novo
contendo glicerol puro como fonte de Concentragao glicerol = 1 g.L™"; Relagdo %H, no Biogas= 15,2%
MANGAYIL et al. Lodo Aclimatagéo carbono (100g.L™), e mais 2 Glicerina bruta volume reator/volume meio= 2,4; Volume de (mol.mol™®); Produtividade
(2012) ativado natural transferéncias do 5% do meio indculo= 1% (v/v); Suplementagdo= Sim; de Hp= 322 mLH,.L™ (161
fermentado em meio novo contendo Temperatura= 40°C; pH= 6,5; Tempo= 48h mLH,.L™".d™h
glicerina bruta como fonte de carbono
(259.L
~ . _ -1 —
Térmico, térmico Concepltrlagao gI~|ceroI =33g.L" (DQO= %H, no Biogas= 65,92%
Lodo de . _ o h hd 490,.L™); Relacado volume reator/volume Lmol™): dutividad
Este estudo reator mais repouso T+R= 90\' 95°C por 1h, e 6h de Glicerina pura meio= 1,1; Volume de in6culo= 11% (v/v); (mol.mol’); Produtivi age
(T+R), Acido, repouso a temperatura ambiente e e, Ao, de H,=125,9 mLH,.L
UASB 2 Suplementagdo= Sim; Temperatura= 30°C; 1
Basico iy - (62,94 mLH,.L".d™")
pH=5,5; Tempo= 48h
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A maxima produtividade de biogas foi obtida utilizando a condicdo ponto 4,
obtendo-se um valor de 172,11 + 14,40 mL.L*.d*. Na condicdo ponto 8 foi
alcancada a segunda maior produtividade de biogas e a maxima concentracdo de H,
no biogas detectada, com valores de 123,85 + 15,77 mL.L .d" e 64,18 + 1,54%
(mol.mol™), respectivamente. Por Gltimo, a menor produtividade de biogas e a menor
concentracdo de H, no biogas foram obtidas com a condicédo ponto 1, com 30,96 +
3,66 mL.L™1.d" e 33,47 + 0,78% (mol.mol ™), respectivamente.

Os resultados de produtividade (PH;) e rendimento de H; (RH;) obtidos sao
apresentados na Tabela 4.9. Nesta tabela também s&o mostradas as conversdes de
glicerol obtidas com cada uma das condicGes de fermentacdo testadas. Um dos
resultados importantes a destacar dos testes executados foi a falta de consumo, por
parte dos microrganismos no meio de fermentagdo, do metanol em solugéo
adicionado como parte da matéria organica do substrato, ndo sendo detectadas
conversdes de metanol significativas para todas as condicdes de fermentacdo
testadas. A falta de converséo do metanol em solucao durante a producao de H,, via
fermentacdo escura, usando glicerina bruta como substrato (45% v.v* glicerol, 30%
v.v'* metanol, pH 12) também foi observada por MANGAYIL et al. (2012).

A produtividade de H, obtida se encontrou dentro do intervalo de 16,08 —
43,73 mLH,.L.d?, enquanto que os rendimentos de H, observados oscilaram entre
6,89 — 17,74 mLH..g'DQOxjimentada- J& NO referente & conversdo de glicerol, a
maioria dos resultados obtidos ultrapassou o 50%.

A méxima PH, e RH, foram obtidos com a condicdo ponto 4, mostrando
valores de 102,75 + 18,24 mLH,.L'.d! e 24,48 + 4,37 mLH,.g'DQOuaimentada,
respectivamente. A conversdo de glicerol obtida nesta condicdo foi de 81,34 +
8,87%. Por outro lado, a menor PH; foi observada utilizando a condicéo ponto 1 com
um valor de 10,97 + 0,43 mLH,.L™.d"}. Nesta mesma condic&o obteve-se a segunda
pior converséao de glicerol com um valor de 27,32 = 5,47% e um RH; de 7,38 £ 0,25
MLH2.gDQOjimentada- A pior conversdo de glicerol e RH, foram obtidos com a
condicdo ponto 7, com valores de 26,58 + 4,16% e 3,48 * 0,08 mLH,.g
'DQOaimentada, respectivamente. A PH, observada sob esta condicéo de fermentacéo
foi de 43,73 £ 1,52 mLH,.L™.d™.
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Tabela 4.8. Produtividade e composicéo do biogas produzido nos ensaios experimentais do planejamento de experimentos do tipo fatorial fracionado 2%,

Corrida _% DQ9 Rela.géo Rela.g:é.o Na(_:ll pH PI_B.1 . %H, . %COZ_1 %H,S .
Glicerol (g.L") DQO:SSV DQO:N:P (g.L™) (mL.L™.d™) (mol.mol™) (mol.mol™) (mol.mol™)
Ponto 1 75,0 4 1:1 350:5:1 12,0 4,0 30,96 + 3,66 33,47 +0,78 16,18 £ 0,16 0,49 + 0,08
Ponto 2 25,0 4 11 350:0:0 0,5 4,0 35,52 +4,44 45,31 + 0,88 16,62 + 0,15 0,11 £ 0,04
Ponto 3 25,0 50 1:1 350:5:1 0,5 55 65,57 = 5,80 53,57 + 3,58 25,48+ 1,84 0,19 + 0,08
Ponto 4 75,0 50 1:1 350:0:0 12,0 55 172,11+14,40 59,51 + 5,62 27,36 £ 1,60 0,30 + 0,07
Ponto 5 25,0 4 5:1 350:0:0 12,0 5,5 37,56 £ 7,07 55,42 £ 2,75 13,02+ 0,84 0,00 = 0,00
Ponto 6 75,0 4 5:1 350:5:1 0,5 55 57,37 £ 3,17 54,72 + 2,12 13,32 £ 0,45 0,02 + 0,02
Ponto 7 75,0 50 5:1 350:0:0 0,5 4,0 80,59 + 3,25 54,28 + 2,30 24,54 + 0,24 0,13 +0,01
Ponto 8 25,0 50 5:1 350:5:1 12,0 4,0 123,85%15,77 64,18 £ 1,54 19,49 + 0,57 0,18 £ 0,01

PB: Produtividade de Biogas

Tabela 4.9. Converséo de glicerol, produtividade e rendimento de H, obtidos nos 6egsaios experimentais do planejamento de experimentos do tipo fatorial
fracionado 2°".

Corrida .% DQ? Relggéo Rela.(;é.o Nagl oH PH?1 R 1RH2(mLH2.g’ Cénverséo
Glicerol (g.L7) DQO:SSV  DQO:IN:P (g.L™) (mLH,.L7.d7) DQOjjimentada) glicerol (%)

Ponto 1 75,0 4 11 350:5:1 12,0 4,0 10,97 +0,43 7,38£0,25 27,32 £5,47
Ponto 2 25,0 4 11 350:0:0 0,5 4,0 16,08 £ 1,70 10,99+1,10 90,35+ 5,38
Ponto 3 25,0 50 11 350:5:1 0,5 5,5 35,22 £5,32 9,49+ 1,38 91,13 £6,09
Ponto 4 75,0 50 11 350:0:0 12,0 55 102,75 +£ 18,24 24,48 + 4,37 81,34 £ 8,87
Ponto 5 25,0 4 5:1 350:0:0 12,0 5,5 20,73 +£3,29 11,86 +1,79 94,52 £ 5,63
Ponto 6 75,0 4 5:1 350:5:1 0,5 5,5 31,39+2,21 17,74 +1,01 66,43 £ 7,47
Ponto 7 75,0 50 5:1 350:0:0 0,5 4,0 43,73+ 1,52 3,48 + 0,08 26,58 + 4,16
Ponto 8 25,0 50 5:1 350:5:1 12,0 4,0 79,41 +£9,18 6,89+0,70 51,49 £+ 6,87

PH,= Produtividade de H,; RH,=Rendimento de H, baseado na matéria organica alimentada.
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Na Tabela 4.10 sdo apresentados os resultados obtidos para cada uma das
variaveis adicionais mensuradas, sendo estas a produtividade de AGVt (PAGVy),
porcentagem de reducéo da DQO do meio (% Reducdo DQO) e variagdo do pH do
meio de fermentac&o. A maxima PAVGr observada foi de 242,8 + 21,4 mgacetico.L™.d"
! obtendo-se com a condicdo ponto 4. A relacdo direta entre a formacdo de H, e
acumulo de AGV no meio durante a degradacdo anaerdbia do glicerol também tem
sido observada em outros estudos na literatura (CASTRO-VILLALOBOS et al., 2012;
MANGAYIL et al.,, 2012). O acumulo de AGV foi definido como responséavel pela

reducao no pH do meio de fermentacdo nos ensaios experimentais realizados.

Tabela 4.10. Produtividade de AGV+, porcentagem de redugéo de DQO e variagdo do pH do meio
nos ensaios experimentais do planejamento de experimentos do tipo fatorial fracionado 2%,

Corrida _% DQQlT Relggéo Relagéo Nanl pH Reducgédo PAGV_T1 . Variagcédo
Glicerol (g.L™) DQO:SSV DQO:N:P (g.L™) DQO (%) (MQacetico-L ~-d™) pH*

Ponto 1 75,0 4,0 1:1 350:5:1 12,0 4,0 -1,9+45 45,2+ 16,2 de4,0a4,2
Ponto 2 25,0 4,0 1:1 350:0:0 0,5 4,0 10,0+4,3 50,9+ 16,4 de 4,0a4,2
Ponto 3 25,0 50,0 11 350:5:1 0,5 55 4,0+59 127,7 £ 18,5 de56a5,1
Ponto 4 75,0 50,0 11 350:0:0 12,0 55 0,8+3,0 242,8 +21,4 de55a4,6
Ponto 5 25,0 4,0 5:1 350:0:0 12,0 55 86x4,1 56,5+ 15,6 de55a4.3
Ponto 6 75,0 4,0 5:1 350:5:1 0,5 55 12,1+1,9 59,9+17,4 de55a4,0
Ponto 7 75,0 50,0 5:1 350:0:0 0,5 4,0 3516 76,5+ 18,0 de4,1a4,0
Ponto 8 25,0 50,0 5:1 350:5:1 12,0 4,0 9,1+0,9 122,4+17,4 de4,1a4.3

pH*= O desvio padrdo associado a cada valor foi de 0,2.

Nas condicdes onde n&o foi observada uma reducgao significativa na
concentracdo de DQO no meio apds o tempo de fermentacdo (ponto 1, 3, 4 e 7), 0
resultado atribuiu-se a conservacao de grande parte da matéria organica disponivel
no meio, tanto como metanol quanto como possivelmente solventes e outros
metabdlitos (como etanol e 1,3-PD), formados durante a degradagdo anaerdbia do
glicerol (KIVISTO et al.,, 2013; PACHAPUR et al., 2015; SARMA et al., 2012;
VARRONE et al., 2013).

Por outro lado, nas condi¢cdes onde se observou uma reducéo significativa da
concentracdo de DQO e manutencdo do pH do meio (ponto 2 e 8), o resultado
atribuiu-se a ocorréncia de maiores reacdes de acetogénese nas condigdes
experimentais testadas (CHERNICHARO, 2007), formando-se quantidades
adicionais de H, e CO, a partir de etanol, 1,3-propanodiol, acetato e outros AGV
intermediarios (SARMA et al., 2012).
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4.4.1.2. Discussao final sobre selecdo das trés variaveis estudadas de maior
impacto no processo de producao de H;

O tratamento estatistico dos dados (ANOVA) foi realizado sobre as principais
variaveis de resposta de interesse, sendo estas: Produtividade de biogas (PB),
produtividade de H, (PH,), rendimento de H, (RH;), e conversdao de glicerol. Os
resultados obtidos nos testes de normalidade, variancia constante e independéncia
sdo apresentados no Apéndice B2, sendo satisfatorios para todos os ANOVAS
calculados. Este resultado permitiu dar por validas as conclusdes finais obtidas apos
a interpretacdo das analises estatisticas realizadas aos dados experimentais do
planejamento fatorial fracionado tipo 2°° executado (tabelas e figuras relativas aos
ANOVA'’s melhorados), as quais sdo apresentadas também no Apéndice B3.

Na Tabela 4.11 apresenta-se a classificacdo final das variaveis principais
estudadas, obtida apds as andlises estatisticas associadas ao planejamento fatorial
fracionado tipo 2°3, com respeito ao impacto sobre cada um dos parametros de
interesse avaliados, sendo estes: a produtividade de biogas, produtividade de Hy,
rendimento de H, e conversao de glicerol.

Os resultados das analises estatisticas apresentadas no Apéndice B3 e
resumidas na Tabela 4.11 mostraram que a produtividade de biogas e de H; séo
fortemente afetadas pelas variaveis concentracdo de matéria organica no substrato
(DQO) e concentracdo de sal no substrato (NacCl).

A concentracdo de matéria organica no substrato (DQO) apresentou efeitos
estatisticamente significativos tanto na produtividade de biogas quanto de Ho,
indicando a enorme relevancia desta variavel e tornando-a uns dos parametros
chaves a serem controlados e aperfeicoados visando incrementar o potencial de
producdo de H, a partir de solucdes sintéticas de glicerol, metanol e NaCl
(simulando efluentes pré-tratados da producdo de biodiesel condicionados com
glicerina bruta). Os ensaios experimentais executados mostraram que o0 uso de uma
concentracdo de matéria organica no substrato de até 50 g O,.L™" ndo impactou de
forma negativa a produtividade de biogas e de H, (ver Figura B. 5 e Figura B. 6,
Apéndice B3).
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Tabela 4.11. Classificacao final do impacto de cada uma das variaveis estudadas sobre a
produtividade de biogas e H,, rendimento de H,, e converséo de glicerol, segundo os resultados
obtidos no planejamento fatorial fracionado tipo 2°° executado.

Parédmetro
PB PH, RH2(mLH2.g" Conversao Glicerol
Ordem (mL.L™.d™) (MLHz.L ™ d ) 'DQOimentada) (%)
. Melhor . Melhor . Melhor i Melhor
Variavel -~ Variavel - x Variavel .~ Variavel e
condigcéo condigéo condicéo condigdo
509 50 g
1 DQO 0..L* DQO O..L* pH (5+'15) pH (i’ls)
(+1) (+1)
12,0g.L° 1209.L° o ~p 75% Ol 25%
2 NaCl L(+1) NacCl U(+1) Y%Glicerol (+1) %Glicerol 1)
. 75% 5,5 11 350:0:0
o , . N
3 Y%oGlicerol (+1) pH (+1) DQO:SsV -1) DQO:N:P -1)
5,5 . 75% . 350:0:0 . 1:1
4 pH (+1) %Glicerol (+1) DQO:N:P -1) DQO:SSV -1)
. 350:0:0 . 350:0:0 12,0g.L* 490,.L
5 DQO:N:P -1) DQO:N:P -1) NaCl (+1) DQO ?(_1)
_ 1:1 , 5:1 490,L" 0,50 g.L
6 DQO:SSsV 1) DQO:SSV (+1) DQO -1) NaCl (1)

Variaveis destacadas em negrito= Identificadas por possuir efeitos estatisticamente significativos
sobre os parédmetros de comparacao respectivos.

A variavel NaCl (concentragcdo de sal no substrato) foi a segunda variavel de
maior impacto na PB e PH, (com efeito estatisticamente significativo sobre a PH,).
Aparentemente, o aumento da concentracdo de cloreto de sédio de 0,5 g.L™ para
12,0 g.L™ favoreceu a PB e a PH, (Figuras B.5 e B.6, Apéndice B3). Ndo obstante, a
presenca de uma alta salinidade no meio pode nao ser a melhor condi¢cdo para o
processo fermentativo, especialmente porque nos ensaios experimentais realizados
usaram-se concentracbes de Na“ em solucdo de aproximadamente 200 — 4700
mg.L™ (NaCl no intervalo de 0,50 — 12,0 g.L™%), valores dentro do intervalo no qual
efeitos gerados (CHEN et al, 2008;
CHERNICHARO, 2007; FEIJOO et al., 1995).

Com relacdo a classificacdo do impacto das variaveis estudadas sobre o

inibitérios pelo sodio podem ser

rendimento de H; e conversdo de glicerol, as variaveis pH (pH inicial do meio) e
%Glicerol (composicdo do substrato) foram as de maior impacto sobre o RH; e a
conversdo do glicerol (Tabela 4.11). A variavel pH foi a de maior impacto e

apresentou efeitos estatisticamente significativos sobre ambos os parametros de
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interesse (RH, e conversdo de glicerol). Por outro lado, a variavel %Glicerol
classificando-se como a segunda variavel de maior impacto em ambos 0s
parametros avaliados. N&o obstante, esta afetou de forma mais acentuada a
conversdo de glicerol, apresentando um efeito estatisticamente significativo neste
parametro.

A utilizacdo de um valor de pH inicial no meio de 5,5 favoreceu de forma
significativa o RH; e a converséo de glicerol (Figura B. 7 e Figura B. 8, Apéndice
B3). Além do mais, também permitiu obter os melhores resultados de PB e PH;
(Figura B. 5 e Figura B. 6, Apéndice B3). Este resultado demostra a importancia do
ajuste do pH do meio de fermentacéo dentro da faixa 5,5 — 5,7, considerada a mais
adequada para o processo de producao de H; via fermentacdo escura (ARIMI et al.,
2015).

Por outro lado, a utilizacdo de um valor de pH inicial de 4,0 foi inadequado
para todos os parametros de interesse (RH2, conversédo de glicerol, PB, e PH;). Os
baixos valores de RH,, conversao de glicerol, PB e PH; obtidos usando um pH inicial
de 4,0 atribuiram-se ao aumento da toxicidade do meio de fermentacdo para 0s
microrganismos produtores de H, pelo ambiente acido do meio (pH< 4,5). Um baixo
pH inicial do meio pode levar a alteracdes do metabolismo microbiano por causa do
desequilibrio entre as concentracdes de protons H' intra e extracelulares, entre elas:
maior gasto energético na sintese de ATP, inibicdo de diversas enzimas associadas
com a producédo de H, como a [FeFe]-Hidrogenase e [NiFe]-Hidrogenase, reducéao
da capacidade de utilizacdo de nutrientes pela célula, e o favorecimento da
producao de solventes (envolve o consumo de H;) (CHONG et al., 2009; DAS et al.,
2011; VASCONCELOS DE SA et al., 2014; VIANA et al., 2014).

A variavel %Glicerol (composicdo do substrato) apresentou impactos diferentes
no que diz respeito ao RH, e a conversao de glicerol (Figura B. 7 e Figura B. 8,
Apéndice B3). O aumento do valor da variavel %Glicerol de 25% para 75%
favoreceu o RH,. Em contrapartida, melhores resultados de conversédo de glicerol
foram obtidos usando um valor de %Gilicerol igual a 25%. A variavel %Glicerol
também possuiu um forte impacto no potencial de geracdo de H,. Um valor de
%Gilicerol igual a 75% foi a melhor condicdo observada para o melhoramento dos

parametros PB e PHa.
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A utilizacdo de uma alta concentracdo de glicerol no substrato (%Glicerol =
75%) deve ter facilitado o rapido desenvolvimento e proliferacdo de microrganismos
produtores de H, no meio de fermentagcao, promovendo o aumento na PH; e 0 RHy,
ja que a geracdo de H, estd associada ao crescimento microbiano (CASTRO-
VILLALOBOS et al., 2012; DAS et al., 2011; RUGGERI et al., 2015). Por outro lado,
a diminuicdo na conversdo do glicerol observada usando um valor da variavel
%Glicerol de 75% deve estar relacionada com a existéncia de inibicbes pelo
substrato (AQUINO; CHERNICHARO, 2005).

O melhoramento do RH, com a utilizagdo de solucbes sintéticas ricas em
glicerol como substrato concordou com resultados publicados na literatura, onde
estudos usando glicerina pura e bruta como substrato tém obtido resultados de
producéo e rendimento de H; satisfatorios (Tabela 4.12).

Tabela 4.12. Rendimento de H, obtido em alguns estudos de producéo de H, via fermentagcéo escura
usando glicerina pura e bruta como substrato.

Autor Tipo de inéculo Tipo de Tipo de processo Rendimento de H,
substrato
) Lodo de planta
DE SAetal. (2013)  de tratamento de Glicerina pura Batelada 0,80 molH,.mol ™ gicerol
esgoto
Gli ) Batelada 0,41 mOIHz-mOI-le\icerol
; icerina pura

LO et al. (2013) c. pasé‘m'a”“m Continuo 0,50 molH.mol™ ero

Glicerina bruta Continuo 0,77 molH,.mol jcerol

REUNGSANG et al. E. aerogenes Glicerina pura Continuo 0,41 molH,.mol jcerol

(2013) ATCC 13048 Glicerina bruta Continuo 0,32 molH,.mol jcerol
CHOOéOAfSV)V etal. Klebsiella sp. Glicerina bruta Batelada 5,74 mmolH,.g™" DQOonsumia

E. aerogenes Glicerina pura Batelada 0,89 molH,.mol jcerol

ITO et al. (2005) HU-101 o .

- Glicerina bruta Batelada 0,71 molHz.mol gjicerol

Continuo 0,86 molH,.mol sjcerol

‘]ITRV(VZ%TS etal. E. aerogenes Glicerina bruta o

Batelada 0,96 molH,.mol sjcerol

Glicerina pura Batelada 1,02 molH.mol gjcerar

NGO et al. (2011) T'Sg&ng%na Glicerina bruta Batelada 1,28 molH,.mol " gjcerol

Glicerina bruta Batelada 1,97 molH,.mol  gjcerar

pré-tratada

Por dltimo, as condicdes a serem usadas com as variaveis DQO:SSV e
DQO:N:P, visando obter os melhores resultados de PH,, RH; e conversao de glicerol
foram similares (Tabela 11; Figuras B.5 a B.8, Apéndice B3). Todos os parametros

foram favorecidos com a utilizacdo de uma relacdo DQO:SSV de 1:1, excetuando a
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PH, a qual foi pouco influenciada por esta variavel. Por outro lado, todos os
parametros de interesse indicaram a ndo necessidade de suplementacdo de
nutrientes no meio de fermentagdo (melhor valor da variavel DQO:N:P = 350:0:0).
Este resultado pode indicar que grande parte dos nutrientes necessarios para a
manutencao do consorcio microbiano se encontra na mesma fonte de inoculo.

Com base na analise apresentada, as variaveis principais finalmente
selecionadas para serem estudadas no segundo planejamento experimental foram a
DQO, %Gilicerol, e NaCl. As variaveis restantes foram deixadas constantes e
configuradas da seguinte forma: pH = 5,5, DQO:SSV = 1:1 e DQO:N:P = 350:5:1.
Embora os resultados obtidos no planejamento experimental tenham mostrado que
nao houve necessidade de se manter uma suplementacédo de nutrientes no meio,
esta foi mantida para evitar problemas pela auséncia de nutrientes durante 0s

ensaios de novas condicfes de fermentacdo mais rigorosas.

4.4.2. Determinagao da melhor condi¢cao de produgéo de H,

4.4.2.1. Resultados experimentais

Na Tabela 4.13 sdo apresentados o0s resultados de produtividade e
caracterizagcdo do biogas, obtidos durante os ensaios conduzidos referentes ao
segundo planejamento experimental. A presenca de CH4 nao foi significativa em
nenhuma das amostras de biogas analisadas, indicando a correta inibicdo dos
microrganismos metanogénicos pelo pré-tratamento T+R realizado sobre o inéculo.

A maxima PB foi obtida usando a condicdo experimental ponto 6 (240,41 +
12,34 mL.L*.d™%). Este resultado foi 40% maior ao melhor valor de PB obtido no
planejamento experimental anterior (Secdo 4.4.1). Este melhoramento pode ser
atribuido ao uso de uma maior concentracdo de glicerol e de matéria organica no
substrato (%Glicerol = 82,2%: DQO = 75 g O,.L™"), em comparacéo com os valores
testados em experimentos anteriores.

Por outro lado, a minima PB se obteve usando a condi¢do experimental ponto
15 (46,44 + 2,99 mL.LY.d"). Este resultado foi atribuido principalmente & baixa
concentracdo de glicerol no substrato (%Glicerol = 17,8%), sendo esta a menor

avaliada em todos 0s ensaios experimentais executados durante o presente
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trabalho. Os resultados de PB obtidos com as demais condi¢cdes experimentais

testadas no segundo planejamento experimental se encontraram no intervalo 52,59
—230,03mL.L™".d™

Tabela 4.13. Resultados de produtividade e composicédo do biogas obtidos nos ensaios
experimentais referentes ao planejamento experimental tipo composto central 2° — estrela executado.

Co_rrida %Glicerol DQO_1 Na(_:ll PI__%1 . %H, . %002_1 %HZS_1
experimental (9 02L") (gL (mL.L™.d™) (mol.mol™) (mol.mol™)  (mol.mol™)
Ponto 1 75 50 12,00 57,37 +15,13 18,2+ 2,0 56,1 £5,2 03+0,1
Ponto 2 25 100 1,51 52,59 + 3,47 339+21 39,7+0,6 0,3+0,0
Ponto 3 25 50 12,00 59,56 + 3,26 295+15 439+13 05+0,1
Ponto 4 50 75 13,51 127,04 + 13,34 274+1,1 47,4+3,1 05+0,1
Ponto 5 50 75 6,76 132,23+11,14 444 +19 40,0+0,5 0,5+0,0
Ponto 6 82,2 75 6,76 240,41 +12,34 47,0+1,8 36,5+1,0 0,5+0,0
Ponto 7 25 50 1,51 56,01 + 5,65 188+1,4 56,2+0,9 05+0,1
Ponto 8 25 100 12,00 71,03+ 6,15 21,8+28 52,2+2,0 0,6+0,1
Ponto 9 50 75 6,76 123,85 +5,18 42,4+19 50,9+0,8 0,3+0,0
Ponto 10 75 50 151 230,03+12,04 31,1+1,9 40,319 0,4+0,0
Ponto 11 75 100 12,00 169,38 +12,23 35,6 +5,3 378+22 04+0,1
Ponto 12 50 107,2 6,76 166,10 = 13,36 37,717 35,4+0,8 0,4+0,1
Ponto 13 50 75 0,00 193,97 +13,63 30,3+2,6 44,1 +0,8 0,3+0,0
Ponto 14 75 100 151 182,13+18,43 34,0+2.2 50,1+1,5 0,3+0,0
Ponto 15 17,8 75 6,76 46,44 £ 2,99 13,4+0,6 55,2+1,6 0,2+0,0
Ponto 16 50 42,8 6,76 86,33+ 7,70 23,3+3,2 540+24 0,3+0,0

Com relacdo a composicdo do biogas produzido, este se formou principalmente

por H, (com concentracées entre 13,4 — 47,0% mol.mol™) e CO, (com concentracées

entre 34,5 — 56,2% mol.mol™}), mas também H,S foi detectado em concentracées

inferiores a 0,6 + 0,1% mol.mol™. CH, ndo foi encontrado nas amostras de biogas

analisadas.

A maxima concentracdo de H, no biogas foi obtida usando a condigédo

experimental ponto 6, com um valor de 47,0 + 1,8% mol.mol*. Nesta mesma

condicdo as concentracdes de CO, e H,S no biogas foram de 36,5 + 1,0% mol.mol™

e 0,5 + 0,0% mol.mol™?, respectivamente. Por outro lado, a minima concentracdo de

H, no biogas foi de 13,4 + 0,6% mol.mol?, sendo obtida usando a condicdo

experimental ponto 15. Nesta mesma condigcdo as concentracbes de CO; e HyS

obtidas foram de 55,2 + 1,6% mol.mol™ e 0,2 + 0,0% mol.mol ™, respectivamente.
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Na Tabela 4.14 sdo apresentados os resultados referentes aos parametros de
interesse PH,, RH,, e conversdao de glicerol, obtidos durante o segundo
planejamento experimental. Nesta tabela também sdo mostrados outros parametros
monitorados como a produtividade de AGVrt (PAGVy) e o pH final do meio de
fermentacdo. Os parametros de interesse conversao de metanol e porcentagem de
remocao da matéria organica soluvel ndo sdo mostrados nesta tabela devido a que
estes apresentaram comportamentos diferenciados.

No que diz respeito a conversdo do metanol, ndo se observaram diferencas
significativas entre as concentracdes iniciais e finais de metanol no meio de
fermentacdo para todas as condicbes experimentais testadas no segundo
planejamento experimental, indicando-se assim a auséncia do aproveitamento
desde composto como substrato durante o processo fermentativo. Este resultado foi
semelhante ao observado durante a execucdo do planejamento experimental
anterior discutido na secédo 4.4.1. Com relacdo a remocédo de DQO, em todas as
condi¢cbes experimentais testadas obtiveram-se baixas porcentagens de remocgao de
DQO, com valores em média de 5,1 + 1,9%. Este resultado atribuiu-se tanto a
conservacao do metanol em solucéo, quanto de matéria organica na forma de AGV,
etanol, 1,3-propanodiol, entre outros metabdlitos gerados junto com o H, e 0 CO,,

A PH; e o RH; apresentaram comportamentos semelhantes, além de atingir
0s seus valores maximos e minimos nas mesmas condigfes experimentais. Os
maximos valores de PH; e de RH, foram obtidos usando a condi¢cdo experimental
ponto 6, com valores de 112,83 + 536 mLH,.L".d* e 16,74 + 1,03 mLH..g"
'DQO04imentada, respectivamente. Por outro lado, a pior PH, e RH, foram observados
usando a condicdo experimental ponto 15, apresentando-se valores de 6,22 + 0,43
mLH,.L™.d? e 0,94 + 0,07 mLH.gDQOajimentada, r€Spectivamente.

Com relacéo a converséao de glicerol, na maioria das condi¢cdes experimentais
testadas no segundo planejamento experimental foram obtidas conversdes totais do
glicerol alimentado (Tabela 4.14). No entanto, conversdes de glicerol inferiores a
80% também foram observadas em algumas condicbes experimentais
caracterizadas pelo uso de altas concentracfes de matéria organica (DQO > 100 g
0..L ™) e salinidade no substrato (NaCl > 6,76 g.L™) (condicdes experimentais pontos
12, 11 e 1 da Tabela 4.14), como também pela utilizacdo de baixas concentracfes

de glicerol no substrato (%Glicerol = 25%) (condicao experimental ponto 2 da
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Tabela 4.14. Resultados obtidos durante a execucéo do planejamento experimental tipo composto central 2° — estrela, com relagdo aos parametros de
interesse produtividade de H, (PH,), rendimento de H, (RH,), conversdo do glicerol, produtividade de AGV; (PAGV5), e pH final do meio de fermentacéo.

Co_rrida % Glicerol DQ? Na(:‘,ll PHz_l . _1RH2 Converséo glicerol PAGV_T1 . PHEnal
experimental (9.L7) (9.L7) (MLH2.L7.d7)  (MLH,.9"DQOaimentada) (%) (MQacetico-L ~.d™)

Ponto 1 75 50 12 10,26 £ 1,64 1,65+0,27 43,8 +9,2 181,8+21,4 5,0+0,2
Ponto 2 25 100 1,51 17,79 £ 0,70 2,64 £ 0,09 61,0+£9,7 164,1 + 21,3 5,4+0,2
Ponto 3 25 50 12 17,56 + 0,93 3,03+0,17 100+ 2,2 169,9+21,1 51+0,2
Ponto 4 50 75 13,51 34,75+ 2,98 5,55+0,42 100 +5,2 268,7 + 23,1 49+0,2
Ponto 5 50 75 6,76 58,57 + 3,84 8,38 £ 0,50 100+ 7,2 246,1 + 29,5 48+0,2
Ponto 6 82,2 75 6,76 112,83 + 5,36 16,74 + 1,03 92,8 +£8,7 303,3+£32,0 45+0,2
Ponto 7 25 50 1,51 10,52 +£1,39 1,75+0,22 100+7,8 176,3 £ 20,6 51+0,2
Ponto 8 25 100 12 15,40+ 1,24 2,32+£0,17 100+5,1 226,2 + 28,3 51+0,2
Ponto 9 50 75 6,76 52,43 + 2,33 7,85+ 0,36 100 £5,8 272,7 + 24,3 49+0,2
Ponto 10 75 50 1,51 71,44 £5,41 11,61 +0,84 100+ 2,2 319,3+£30,5 46+0,2
Ponto 11 75 100 12 60,61 +12,91 8,46 + 1,85 59,7+9,8 230,6 +22,8 49+0,2
Ponto 12 50 107,2 6,76 62,52 +4,17 8,68 £ 0,54 76,7 £8,2 216,2+21,3 48+0,2
Ponto 13 50 75 0 58,60 + 4,12 8,77 £0,54 100+4,1 269,4+ 22,8 5,0+0,2
Ponto 14 75 100 1,51 61,85+ 3,84 9,05+0,51 100+ 6,7 352,6 £ 26,5 4,7+0,2
Ponto 15 17,8 75 6,76 6,22 +£0,43 0,94 £ 0,07 100+5,5 195,1 + 21,8 56+0,2
Ponto 16 50 42,8 6,76 19,92 + 1,68 3,56 £ 0,27 100+ 6,5 271,4+235 5,1+0,2
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Tabela 4.14). A pior conversdo de glicerol foi obtida com a condicdo experimental
ponto 1, com um valor de 43,8 £ 9,2%.

A maioria dos valores de PAGVt obtidos durante o segundo planejamento
experimental oscilaram entre 164,1 - 303,3 Mgacetico.L™>.d™, mostrando um actimulo
de AGVt no meio de fermentacdo significativamente maior ao observado nos
ensaios experimentais prévios relacionados com o planejamento experimental da
secao 4.4.1.

A menor PAGVr foi obtida usando a condi¢céo experimental ponto 2, com um
valor de 164,1 + 21,3 mgacsico.L ™ .d*. Por outro lado, a méaxima PAGV: foi
conseguida usando a condicdo experimental ponto 14, com um valor de 352,6 + 26,5
MQacsico.L.d™*. Com a condicdo experimental ponto 14 também foi obtida a maior
concentracdo de CO, no biogas, com um valor de 50,1 + 1,5% mol.mol™* (Tabela
4.13). Este resultado possivelmente deve-se ao favorecimento da degradacéo
anaerobia do glicerol através de rotas metabdlicas sem a evolucao significativa de
H, como produto gasoso principal (GUO et al., 2014; ITO et al., 2005; JITRWUNG,;
YARGEAU, 2015; LEE et al., 2014; SAADY, 2013; ZENG et al., 1993). Uma Alta
PAGVt também foi observada na condicdo que apresentou o melhor resultado de
PH, e RH, (condicdo experimental ponto 6), sendo de 303,3 + 32,0 mgacetico.L .0
Os menores valores de pH final do meio de fermentacdo foram observados nas
condicdes experimentais que apresentaram maiores acumulos de AGVr (sendo
estas as condi¢cdes pontos 14, 10 e 6), atingindo valores dentro do intervalo de 4,5 —
4,7.

Finalmente, na Tabela 4.15 apresenta-se uma compilagdo dos valores
experimentais de PH, obtidos ao longo do presente trabalho. Mesmo usando como
substrato solucdes sintéticas de glicerol com alto conteddo de metanol e cloreto de
sédio em solucédo, através da aplicacdo de metodologias focadas na identificacédo e
ajuste das variaveis de maior impacto sobre o processo fermentativo, foi possivel
obter um aumento de aproximadamente 211% no valor da produtividade de H, com
relacdo ao valor obtido para este parametro usando glicerol puro como substrato.
Além do mais, um incremento maior na PH, foi alcancado através do estudo
adicional das trés variaveis de maior impacto sobre o processo fermentativo,
conduzindo a um aumento de aproximadamente 232% na PH,. Desta forma, cria-se

a possibilidade de que efluentes metandlicos da producéo de biodiesel misturados
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com glicerina bruta também possam ser usados como substrato na producao
biolégica de H,, especialmente pelas caracteristicas similares destas misturas com

as solugdes sintéticas testadas no presente trabalho.

Tabela 4.15. Resumo do aumento na produtividade de H, obtida de forma experimental ao longo do
presente trabalho.

. Pre-
tipo de % DQO NaCl . PH, %Aumento
Teste tratamento . R R DQO:N:P 1
substrato T o Glicerol (g OaL o (gLh Q (mLHz.Lt.d™) na PH,
Efluente
- . 10 0,20 0,0
Preliminar 1 pré- T+R 6,0% 1 1 350:5:1 T
tratado g O..L g.L mLH,.L™".d
- Solugdo P 10 0 . 48,6 -
Preliminar 3 sintética Térmico 100,0% g O, L™ g.L'l 350:5:1 mLH,.L -d™ Referéncia
Melhor
condicéo Solugéo 50 12,0 . 102,7
primeiro sintética TR 75,0% g 0.l gL* 350:0:0 mLH,.Lt.d? 211,32%
planejamento
Melhor
condicéo Solugéo 75 6,76 . 112,8
segundo sintética T+R 82.2% g 0.l gL* 350:5:1 mLHz.L ™ .d? 232,10%
planejamento
Condicdes similares entre os diferentes testes: pH 5,5, DQO:SSV 1:1
4.4.2.2. Andlise estatistica de resultados e definicdo das melhores condi¢cbes a

usar na producgéo de H,

Os resultados das analises estatisticas da influéncia das variaveis principais
%Glicerol, DQO e NaCl sobre os parametros de interesse PH,, RH;, PAGVy, e
conversdo de glicerol sdo encontrados no Apéndice C. Neste apéndice sado
apresentados todos os ANOVA'’s obtidos a partir dos experimentais, assim como 0sS
resultados de cada um dos testes de comprovacao realizados (normalidade,
variancia constante, e independéncia), que permitiram considerar como verdadeiras
as conclusdes obtidas.

Usando modelos quadraticos estimados a partir dos dados experimentais e 0s
ANOVA'S realizados para cada um dos parametros de interesse (Apéndice C2), foi
estudada a influéncia de cada uma das variaveis %Glicerol, DQO e NaCl sobre os
parametros PH,, RH,, PAGVy, e conversdo de glicerol, dentro da regido
experimental estudada (%Glicerol= 25 — 75%, DQO= 50 — 100 g O,.L™*, NaCl= 1,51 —
12,0 g.L™"). A seguir apresentam-se os principais resultados encontrados.

O efeito das varidveis %Glicerol e NaCl sobre a PH, apresentou um

comportamento similar em todos os niveis testados de DQO no substrato (50, 75 e
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100 g O,.L™") (Figura 4.10). Neste caso, o valor da PH, se caracterizou por estar
principalmente influenciado pela concentracdo de glicerol no substrato (avaliada
mediante a variavel %Glicerol). Foi observado que o aumento do valor da %Glicerol
de 25 até 75% (%Glicerol de -1 até 1 na codificagdo) levou ao incremento
significativo do potencial de PHs.

Por outro lado, a influéncia da variavel NaCl (concentracdo de sal no substrato)
parece ter sido pouco relevante sobre a PH,, especialmente usando valores da
variavel %Gilicerol inferiores a 50%, e quando as concentragces de DQO no
substrato foram superiores a 75 g O,.L™" (Figura 4.10-b, e —c). Usando uma
concentracdo de DQO no substrato de 50 gO,.L™ (Figura 4.10-a), a diminuicéo da
concentracédo de NaCl no meio favoreceu a obtengcé&o de maiores valores de PH..

Na Figura 4.11 apresentam-se os graficos de contorno do comportamento da
PH, com relacéo a interacdo entre as variaveis DQO e NaCl (para trés niveis de
%Glicerol: 25, 50 e 75%). A PH, foi favorecida pelo aumento da concentracdo de
glicerol no substrato. O méaximo potencial de PH, foi observado usando uma
%Glicerol de 75% (80 - 89 mL H,.L™".d™?) (Figura 4.11—c).

Com relacdo ao efeito da variavel DQO sobre a PH,, foi observado que o
aumento da concentracdo de matéria organica no substrato de 50 até 75 g O,.L™
(DQO de -1 até 0 segundo a codificacdo) produziu um aumento significativo na PH>
(Figura 4.11-a, —b, e —c). Os melhores resultados de PH; foram alcangados usando
valores de DQO no substrato no intervalo de 75 a 83 g O,.L"* (DQO entre 0 — 0,3
segundo codificacdo), independentemente do valor da variavel %Glicerol. Valores de
DQO no substrato acima de 83 g O,.L™* (DQO > 0,3 segundo a codificacéo) afetaram
negativamente a PH, (Figura 4.11-a, —b, e —).

Identificou-se que a influéncia da concentracdo de sal no substrato sobre a PH,
dependeu da concentracdo de glicerol no substrato. Conforme se aumentou o valor
da %Gilicerol, a presenca de uma alta concentragdo de sal no substrato tornou-se
prejudicial para a PH,. O melhor potencial de PH, (87 - 89 mL H..L™.d™) foi obtido
com uma %Glicerol de 75%, e usando concentra¢cdes de DQO no substrato entre 75
e 83 g O,.L" (DQO entre 0 e 0,3 na codificacdo), e concentracdes de sal no
substrato no intervalo de 1,51 a 4,13 g.L™* (NaCl entre -1 e -0,5 na codificacdo) (
Figura 4.11-c).
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Figura 4.10. Comportamento da produtividade de H, com relacdo a interagcdo entre as variaveis
%Glicerol e NaCl, mantendo a variavel DQO nos niveis: (a) DQO =50 g O,.L™ (-1), (b) DQO = 75 g
0,.L™ (0), (c) DQO = 100 g O,.L™ (2).
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Figura 4.11. Comportamento da produtividade de H, com relacéo a interacdo entre as variaveis DQO
e NaCl, mantendo a variavel %Glicerol nos niveis: (a) %Glicerol = 25% (-1), (b) %Glicerol = 50% (0),
(c) %Gilicerol = 75% (1).
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Figura 4.12. Comportamento do rendimento de H, com relag&o a interacdo entre as variaveis
%Glicerol e NaCl, mantendo a variavel DQO nos niveis: (a) DQO =50 g O,.L™ (-1), (b) DQO = 75 g
0,.L™ (0), (c) DQO =100 g O,.L™ ().
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Figura 4.13. Comportamento do rendimento de H, com relacéo a interagao entre as variaveis DQO e
NaCl, mantendo a variavel %Glicerol nos niveis: (a) %Glicerol = 25% (-1), (b) %Glicerol = 50% (0), (c)
%Glicerol = 75% (1).
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Figura 4.14. Comportamento da produtividade de AGVy com relacédo a intera(iéo entre as variaveis
%Glicerol e NaCl, mantendo a variavel DQO nos niveis: (a) DQO =50 g O,.L ™ (-1), (b)) DQO =75¢
0,.L™ (0), (c) DQO =100 g O,.L™ (2).
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Figura 4.15. Comportamento da produtividade de AGV: com relacdo a interagdo entre as variaveis
DQO e NaCl, mantendo a variavel %Glicerol nos niveis: (a) %Glicerol = 25% (-1), (b) %Glicerol = 50%
(0), (c) %Glicerol = 75% (1).
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Figura 4.16. Comportamento da conversao do glicerol com relagao a interacéo entre as variaveis
%Glicerol e NaCl, mantendo a variavel DQO nos niveis: (a) DQO = 50 g O,.L™ (-1), (b) DQO = 75 g
0,.L™" (0), (c) DQO = 100 g O,.L™ (1).
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Figura 4.17. Comportamento da conversao do glicerol com relagdo a interacéo entre as variaveis
DQO e NaCl, mantendo a variavel %Glicerol nos niveis: (a) %Glicerol = 25% (-1), (b) %Glicerol = 50%
(0), (c) %Glicerol = 75% (1).
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Na Figura 4.12 sédo apresentados os graficos de contorno do comportamento
do RH,; em funcdo da interacdo entre as variaveis %Glicerol e NaCl, usando trés
niveis diferentes da variavel DQO (50, 75, e 100 g O..L™") (Figura 4.12—a, -b, e —c).
De forma semelhante a PH,, o RH; foi afetado principalmente pela concentracdo de
glicerol no substrato (Variavel %Glicerol). Independente da concentracdo de DQO
no substrato, 0 aumento da %Glicerol de 25% até 75% (de -1 até 1 segundo a
codificacdo) conduziu ao incremento do potencial de RH; de 2 - 6 mL H,.g
'DQOimentada até valores de aproximadamente 10 — 12 mL H..g'DQOjimentada, O que
representou um aumento de aproximadamente 50% neste parametro (Figura 4.12-a,
-b, e —c).

O impacto da concentracdo de sal no substrato (Variavel NaCl) sobre o RH;
tornou-se importante em substratos usando valores de %Glicerol entre 62% e 75%
(entre 0,5 e 1 segundo a codificacdo) (Figura 4.12—a, -b, e —c). Nestas condic¢des, 0
RH. se favoreceu com a utilizacdo de valores de NaCl inferiores a 6,76 g.L™ (NaCl
entre -1 e 0 segundo a codificacdo).

O potencial de RH; foi influenciado de forma similar pela concentracédo de DQO
do substrato nas diferentes concentracdes de glicerol avaliadas (%Glicerol: 25%,
50%, e 75%) (Figura 4.13). Foi observado que a utilizacdo de concentracbes de
DQO no substrato entre 62 - 82 g O,.L™" (DQO entre -0,5 e 0,3 na codificac&o)
permitiram a obteng&o do melhor potencial de RH; nas diferentes concentragdes de
glicerol no substrato testadas (Figura 4.13-a, -b, e —C).

Usando um valor de %Glicerol de 25% (-1 segundo a codificacdo), a
concentracdo de sal no substrato apresentou pouca influéncia sobre o RH, para
concentracdes de DQO no substrato entre 50 — 75 g O..L™ (DQO entre -1 e 0 na
codificacdo) (Figura 4.13-a). Por outro lado, em substratos caracterizados com
valores de %Glicerol maiores que 50% (Figura 4.13-b, e -c) a presenca de uma
concentracdo de sal no substrato inferior a 6,76 g.L* (NaCl < 0 segundo a
codificagcéo) favoreceu o potencial de RH, obtido.

O melhor potencial de RH, (12 - 13 mL H,.g"'DQOaimentada) f0i alcancado
usando substratos com uma %Glicerol de 75% (1 segundo a codificacdo), e
concentracdes de DQO e sal no substrato no intervalo entre 62 — 87 g O,.L™ (DQO
entre -0,5 e 0,5) e 1,51 — 6.76 g.L™* (NaCl entre -1 e 0), respectivamente.
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A Figura 4.14 contem gréficos de contorno mostrando o comportamento da
PAGVt com respeito a interacdo entre as variaveis %Glicerol e NaCl, usando trés
niveis diferentes de DQO no substrato (50, 75 e 100 g O,.L™). O potencial de PAGV+
foi afetado principalmente pela concentragdo de glicerol no substrato (avaliada
mediante a variavel %Glicerol), sendo favorecido com o seu aumento de 25% para
75% (%Glicerol de -1 até 1 na codificacao).

A influéncia da concentracdo de sal no substrato sobre a PAGV+ tornou-se
mais relevante na medida em que o valor da variavel %Glicerol foi maior do que 37%
(%Glicerol > -0,5 segundo a codificacdo). Neste caso, quanto maior a concentracao
de glicerol disponivel no substrato, maior o impacto negativo da alta salinidade do
meio sobre a PAGVt (Figura 4.14-a. —b, e -c). A PAGV+ foi pouco afetada pela
concentracdo de sal no substrato quando a variavel %Glicerol apresentou valores
menores que 37% (%Glicerol < -0,5 segundo a codificacéo).

O intervalo de %Glicerol de 62 — 75% (entre 0,5 - 1 segundo a codificacéo) foi
identificado como o mais favoravel para a maximizacdo do potencial de PAGVr.
Neste intervalo, a presenca de baixas concentracdes de sal no substrato (NaCl entre
1,51 — 5,2 g.L* ou, -1 e -0,3 segundo a codificacdo) conduziu a incrementos da
PAGV até valores entre 290 - 330 mgacetico.L™*.d™ (Figura 4.14-a, -b, e —c).

Na Figura 4.15 apresentam-se os graficos de contorno do comportamento da
PAGVt com relagdo a interagdo entre as variaveis DQO e NaCl, usando diferentes
valores de %Glicerol (25, 50 e 75%). A concentracdo de DQO no substrato néo
afetou significativamente a PAGV: quando usados substratos com uma alta
concentracdo de glicerol (%Glicerol = 75%) (Figura 4.15—c). Porém, observou-se que
a utilizacdo de concentracdes de matéria organica no substrato no intervalo entre 62
—87 g 0,.L* (DQO entre -0,5 e 0,5 segundo a codificacdo), e concentracdes de sal
no substrato inferiores a 6,76 g.L™* permitiu 0 melhoramento do potencial de PAGV+
até valores entre 300 - 340 mQacsico.L *.d™* (Figura 4.15—c).

O impacto das variaveis DQO e NaCl sobre a PAGVr em situacdes onde o
substrato contou com uma concentracao de glicerol menor a 50% (Figura 4.15-a e —
b) ndo foi muito claro. Este resultado atribuiu-se a limitada formacdo de AGV como
subprodutos da degradacéo anaerdbia do glicerol devido a baixa concentracdo deste
composto no substrato.
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Os graficos de contorno para o potencial de conversédo do glicerol mostraram
que este parametro foi afetado principalmente pela concentracdo de glicerol e de
DQO no substrato (relacionadas com as variaveis %Glicerol e DQO,
respectivamente). Por outro lado, a varidvel NaCl tornou-se mais influente sobre a
conversao de glicerol em situacfes onde o0 substrato possuiu altas concentracdes de
glicerol e de matéria organica (Figura 4.16— b, e Figura 4.17-c).

Com relacéo a influéncia das variaveis %Glicerol e NaCl sobre o potencial de
converséo de glicerol (Figura 4.16), foi identificado que em substratos com elevada
concentracdo de DQO no substrato (DQO = 100 gO..L™) (Figura 4.16—c), o impacto
da concentracdo de glicerol e de sal no substrato sobre a conversao de glicerol
tornou-se menos claro, e 0 maximo potencial de conversao do glicerol obtido oscilou
entre 70 — 90%. Este resultado pode estar associado a presenca de inibic6es pelo
substrato.

Quando a DQO do substrato foi inferior a 75 g O,.L™" (Figura 4.16-a, e —b),
observou-se que o ajuste da concentracdo de glicerol no substrato em valores
menores do que 50% (%Glicerol < 0 segundo a codificacdo) conduziram a
conversdo completa do glicerol alimentado, independentemente da concentracéo de
sal presente no substrato. Usando valores de %Glicerol superiores a 50% (%Glicerol
> 0 na codificacédo) o efeito da concentracdo de sal sobre a converséo de glicerol
tornou-se significativo. Neste caso, a presenca de concentra¢des de sal no substrato
superiores a 4,1 g.L™ (NaCl > 0,5 segundo a codificac&o), pode chegar a reduzir o
potencial de conversao de glicerol até valores proximos de 60%.

O comportamento do potencial de conversdo de glicerol com respeito as
variaveis DQO e NaCl dependeu da concentracdo de glicerol no substrato. Em
substratos com baixa concentracdo de glicerol (%Glicerol = 25%) (Figura 4.17-a)
observou-se que a conversdao de glicerol foi afetada principalmente pela
concentracdo de DQO no substrato. O potencial de conversao de glicerol atingiu
valores acima dos 90% quando o valor de DQO no substrato foi menor do que 75 g
0,.L™* (DQO < 0 segundo a codificacdo), independentemente da concentracéo de sal
presente no substrato. Por outro lado, o aumento da concentracdo de DQO no
substrato de 75 até 100 g O,.L™ (DQO de 0 até 1 na codificagéo) reduziu o potencial
de converséo de glicerol até um 70%.
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Quando a concentracdo de glicerol no substrato foi ajustada em um valor de
50% (%Glicerol = 0 segundo a codificacdo) (Figura 4.17-b), o efeito tanto da
concentragdo de sal quanto de DQO no substrato sobre o potencial de conversao de
glicerol foi pouco significativo. O potencial de conversdo de glicerol oscilou
aproximadamente entre 90 -100% em toda a regido experimental estudada (DQO =
50 — 100 g O,.L™, e NaCl = 1,51 — 12,0 g.L ™).

Por ultimo, quando utilizados substratos com altas concentragfes de glicerol
em solucao (valor de %Glicerol = 75%) (Figura 4.17—c), independentemente do valor
de DQO no substrato, a conversdo de glicerol foi melhorada com a reducédo da
concentracdo de sal no meio. Concentracdes de sal inferiores a 4,1 g.L™ (NaCl < 0,5
na codificacéo) permitiram obter conversdes completas do glicerol em solugéo.

Apéds a andlise estatistica dos resultados experimentais de PH,, RH,, PAGVr,
e conversdo de glicerol obtidos no segundo planejamento experimental,
conseguiram-se identificar as condi¢cdes experimentais que melhoraram cada um

dos parametros de interesse, sendo estas resumidas na Tabela 4.16.

Tabela 4.16. Melhores condi¢des de fermentacéo apresentada durante a producéo de H, via
fermentacéo escura, usando como substrato solucdes sintéticas contendo glicerol, metanol e NaCl.

Parametro Melhores condictes Valores esperados
%Glicerol = 75%
Produtividade de H, DQO=75-83g0,.L" 87 — 89 mLH,.L".d"

NaCl=1,51-4,1¢g.L"
%Glicerol = 75%
Rendimento de H, DQO=62-83g0,.L" 12 -13 mLH,.g ' DQOajmentada
NaCl=1,51-6,76 g.L™”
%Glicerol = 75%
Conversao de Glicerol DQO=75-87¢0,.L" 100%
NaCl=1,51-4,1¢g.L"
%Glicerol = 75%
Produtividade de AGV;y DQO=62-87gO0,L" 320 - 340 Myacetico.L.d™
NaCl=1,51-4,1¢g.L"

O favorecimento da PH; e do RH, com o aumento da concentragéo de glicerol
no meio mostrou a possibilidade de aumentar o potencial de uso dos efluentes preé-
tratados da producéo de biodiesel para a producdo de H,, via fermentacdo escura,
mediante o seu condicionamento com glicerina bruta. Outros autores também
reportaram o efeito positivo do incremento da concentragédo de glicerol na producao
de H; via fermentacéo escura (ITO et al., 2005; JITRWUNG et al, 2015; KIVISTO et
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al., 2013; REUNGSANG et al., 2013; SEIFERT et al., 2009). Por outro lado, conferiu-
se que a baixa concentracdo de glicerol em solucdo foi possivelmente a principal
causa da limitada producdo de biogas e de H, observada nos primeiros ensaios
experimentais de fermentacdo anaerdbia, executados com amostras de efluente pré-
tratado da producao de biodiesel como substrato (Secéo 4.3.1).

A reducao do potencial de PH,, RH, e converséo de glicerol com a utilizacdo de
maiores concentracdes de DQO atribuiu-se a inibicdes pelo substrato no processo
fermentativo. Este tipo de comportamento também foi citado por outros autores que
avaliaram o efeito da concentracdo de matéria organica no substrato sobre a
producdo e rendimento de H, (ARIMI et al., 2015; REUNGSANG et a., 2013). O
conhecimento do intervalo de concentragdes de DQO no substrato, adequadas para
a producao de Hy, usando solucdes sintéticas de glicerol, metanol e cloreto de sédio,
pode se considerar um ponto de partida para futuros estudos onde se usem
efluentes pré-tratados da producdo de biodiesel como substrato, j& que ajuda no
estabelecimento de limites praticos de DQO no efluente pré-tratado a serem
ajustados para considera-lo adequado na producéo de H; via fermentagéo escura.

A presenca de altas concentracbes de sal no substrato (NaCl = 12,0 g.L™?)
afetaram significativamente todos os parametros de interesse avaliados. Porém, o
efeito toxico da salinidade em solucéo foi mais acentuado sobre os parametros PH,
e conversao de glicerol. Os bons resultados de PH;, RH; e conversao de glicerol
obtidos dentro do intervalo de concentracdes de sal entre 1,51 e 4,51 g.L™ atribuiu-
se a existéncia de efeitos favoraveis do sd6dio no processo fermentativo, ao se
encontrar dentro das concentragdes toleraveis reportadas na literatura (CHEN et al.,
2008; CHERNICHARO, 2007).

O forte impacto da salinidade do meio sobre a producdo de H, mostra que a
presenca de altas concentracbes de sal, tanto nos efluentes pré-tratados da
producdo de biodiesel quanto na glicerina bruta, podem-se tornar-se um fator
restritivo na preparagéo da solugéo substrato final a ser usada como substrato, mas
também na obtencdo de altos valores de PH,, RH; e conversdao de glicerol, no
processo fermentativo. Levando em conta o anterior, a reducdo da salinidade dos
efluentes pré-tratados da producdo de biodiesel e da glicerina bruta torna-se um
desafio importante a ser superado visando otimizar o reaproveitamento destes

subprodutos na geracao biologica de H, e CHa.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1. Conclusbes

A partir dos resultados obtidos durante o presente trabalho identificaram-se as
seguintes conclusdes principais:

A caracterizacao fisico-quimica dos efluentes pré-tratados da producédo de
biodiesel permitiu identificar as suas principais caracteristicas poluidoras, as quais
consistem em: pH &cido ( pH = 4,22 £ 0,30), alta concentracdo de matéria organica
dissolvida (DQOs = 70,50 + 2,65 g O,.L™) principalmente como metanol (128,04 +
0,24 g.L™"), mas também com uma fracéo na forma de glicerol (3,96 +0,53 g.L ™), e
alto teor de cloretos (800 + 19 mg.L™). Por outro lado, os efluentes pré-tratados da
producdo de biodiesel apresentaram baixas concentracbes de O&G (88,53 + 2,7
mg.L™), enxofre (como sulfatos, sendo de 75 + 8 mg.L™), nitrogénio (como nitrogénio
total, sendo < 1 mg.L™), e fésforo em solucdo (como o-fosfatos, sendo de 30,0 + 1,2
mg.L™).

Determinou-se que a caracterizagdo completa dos principais compostos
organicos dissolvidos nos efluentes pré-tratados da producdo de biodiesel torna-se
uma ferramenta vital para a escolha do tratamento biolégico mais indicado a ser
aplicado sobre eles. Deste ponto de vista, observou-se que efluentes pré-tratados da
producdo de biodiesel ricos em metanol sdo inadequados para a sua utilizacdo na
producdo de H, via fermentacdo escura. N&o obstante, efluentes com estas
caracteristicas possuem um grande potencial para serem usados na producdo de
biogas rico em CH4 via digestdo anaerobia. Por outro lado, efluentes ricos em
glicerol foram identificados como os mais indicados para serem usados na producao
biologica de H; via fermentagéo escura.

Dentre os varios tipos de pré-tratamento testados, determinou-se que o
tratamento térmico mais repouso (T+R) foi o de melhor desempenho no
enriguecimento do indculo em microrganismos produtores de H,, permitindo a
obtencdo de um biogas rico em H, (65,92% mol.mol-1) e com uma produtividade de
62,94 mLH,.L™".d™". O pré-tratamento T+R também permitiu a inibicéo significativa de
microrganismos metanogénicos do inoculo, ja que ndo se detectaram quantidades
relevantes de CH4 nos ensaios biologicos que utilizaram indculo pré-tratado por este

método.
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Observou-se que a aplicacdo de um tempo de repouso apds o tratamento
térmico de ind6culo melhora significativamente o enriguecimento do indculo em
microrganismos produtores de H; (produtividade de H, sem repouso = 36,27 + 083
mL H,.L™.d; produtividade de H, com repouso de 6h = 62,94 + 4,96 mL H,.L.d*
sendo 73% maior). Este resultado associou-se ao melhoramento da capacidade de
reativacdo dos esporos, e adaptacao final dos microrganismos produtores de H, ao
substrato com a utilizacdo de um periodo de repouso.

Conseguiu-se aplicar adequadamente a metodologia de planejamento
experimental fatorial fracionado no estudo da producdo de H, via fermentacdo
escura, usando como substrato solucdes sintéticas contendo glicerol, metanol e
NaCl. Esta metodologia foi empregada na identificacdo das variaveis de maior
impacto sobre os parametros de interesse produtividade de H,, rendimento de H, e
conversdo de glicerol. Observou-se que o pH inicial do meio de fermentacdo e a
concentracdo de glicerol no substrato (como porcentagem da DQO), foram os
parametros que mais impactaram o rendimento de H, e converséo do glicerol. Por
outro lado, a produtividade de H, foi principalmente influenciada pela concentracao
de matéria organica e de sal no substrato. No entanto, o pH e a concentracéo de
glicerol no substrato também apresentaram efeitos relevantes sobre este parametro.

Mesmo usando como substrato solugBes sintéticas de glicerol com alto
contetdo de metanol e cloreto de sddio em solucdo, mediante a identificacdo e
ajuste das variaveis de maior impacto na producao de H; foi possivel a obtencéo de
valores experimentais de PH, um 232% superior aos obtidos para este parametro
usando glicerol puro como substrato. Com este resultado, cria-se a possibilidade de
que efluentes metandlicos da producdo de biodiesel misturados com glicerina bruta
também possam ser usados como substrato na producédo bioldgica de H,, via
fermentacdo escura, especialmente pelas caracteristicas similares destas solucdes
com os substratos sintéticos testados no presente trabalho.

Identificaram-se as condi¢cdes de fermentacdo que permitem alcancar os
melhores valores de produtividade e rendimento de H,, mantendo-se conversdes
completas do glicerol suplementado, na fermentacdo anaerébia de solucbes
sintéticas substrato contendo glicerol, metanol e cloreto de sédio. Segundo os
resultados obtidos, usando concentracbes de matéria organica e de NaCl no

substrato no intervalo entre 75 — 83 g O,.L™, e 1,51 — 4,10 g.L™, respectivamente, e
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ajustando a concentracédo de glicerol como DQO em um valor de 75% (68,4 — 75,7
Jaiicero.L 1), Obteve-se uma converséo total do glicerol alimentado e a maximizagéo
da produtividade e rendimento de H.,, com valores entre 87 — 89 mLH,.L™ .d* e de 12
-13 mLH,.gDQOjimentada, FeSpectivamente.

Observou-se que o pior desempenho de produtividade e rendimento de H,
usando solucdes sintéticas de glicerol, metanol, e cloreto de sddio como substrato,
se produziu usando baixas concentracbes de glicerol e matéria organica no
substrato (%Glicerol = 25% ou concentra¢des entre 15,2 — 18,8 gaiicero.L ™, DQO = 50
- 62 g 0,.L™), junto com uma alta salinidade do mesmo (NaCl = 9,4 — 12,0 g.L™).
Também se identificou que a utilizacdo de uma alta concentracdo de glicerol no
substrato (%Glicerol = 75%) em substratos com alta salinidade conduziu a
conversdes de glicerol inferiores a 70%, indicando o forte efeito inibitério da
concentracdo de sal no processo fermentativo.

Por daltimo, determinou-se que o metanol presente no substrato nao foi
metabolizado durante as etapas de acidogénese relacionadas com a producgéo de H,
via fermentacdo anaerdbia, sendo inadequado tanto como fonte principal de
substrato quanto como cossubstrato em processos de producdo de Hj, via
fermentacdo escura, de solucdes sintéticas de glicerol, metanol, e cloreto de sodio

sob as condi¢des testadas no presente trabalho.

5.2. Sugestdes para trabalhos futuros

A informacédo obtida neste trabalho, empregando a metodologia de analise por
superficie de resposta, € considerada um ponto de partida muito importante para
trabalhos futuros, pois permite conhecer as condi¢des criticas de mistura que inibem
ou reduzem significativamente a conversdao do glicerol, a produtividade e o
rendimento de H, no processo fermentativo. Assim, misturas reais de efluentes preé-
tratados da producédo de biodiesel, condicionados com glicerina bruta, devem ser
avaliadas como substrato na producao de H, via fermentacao escura.

Sugere-se também que estas misturas sejam avaliadas em regime de batelada
alimentada e continuo, a fim de verificar a resposta dos microrganismos ap0s uma
completa adaptacdo a alimentagéo e frente ao acumulo de inibidores da producéo
de Ho.
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APENDICE A

1. Metodologia de determinagdo de metanol por cromatografia em fase gasosa

O cromatografo foi configurado com uma coluna capilar do tipo DB-1 (30m X
0,32mm x 3um) e um detector de ionizacdo de chama (ou FID - sigla em inglés). As
condicbes de operacdo empregadas no CG para a analise de metanol sdo
apresentadas na Tabela A. 1. Os resultados de quantificacdo de metanol para cada
uma das solugbes sintéticas de concentragdo conhecida de metanol produzida,
assim como os valores de erro relativo (ER) calculados para cada uma delas séo
apresentados na Tabela A. 2.

Tabela A. 1. Condi¢Bes cromatograficas usadas na metodologia para a quantificacdo de metanol no
efluente pré-tratado da producao de biodiesel.

Parametro Variavel Valor
Temperatura 250°C
Injetor Tipo de injec&o Split
Relagéo Split 100:1
Detector Temperatura 250°C
Temperatura inicial da coluna 50°C
Tempo de sustentacdo a temperatura inicial 6 min

Forno Gradiente de aguecimento 20°C/min
Temperatura final da coluna 260°C

Gas de arraste H,
Presséo do gas de arraste 100Pa

Tabela A. 2. Resultados de quantificagcdo de metanol em solugdes aquosas com concentracdes
conhecidas como parte da validac@o da precisdo da metodologia desenvolvida.

Concentragéo Concentragéo

Volume Volume

Nome  Metanol solucéo de m,e_tanol de metanol %ER
() (mL) teorl_ria calcul_z%da
(9.L7) (9.L7)
Teste 1 320 500 0,51 0,50 99,37
Teste 2 640 500 1,01 0,96 94,64
Teste 3 250 100 1,98 1,94 98,29
Teste 4 250 50 3,95 4,28 108,25
Teste 5 320 50 5,06 4,89 96,74
Teste 6 640 50 10,11 10,35 102,40

Teste 7 500 50 7,90 7,93 100,36




133

2. Metodologia de analise do biogas desenvolvida no CG 7820A

O cromatografo de gases marca Agilent 7820A foi configurado com dois
detectores acoplados em série, o primeiro deles foi um detector de condutividade
térmica (ou TCD - sigla em inglés) usado para a analise de H, e CO,, o segundo foi
um detector de ionizacdo de chama (ou FID - sigla em inglés) empregado na analise
de CH4. Além disso, o cromatografo configurou-se com um sistema de injecdo de
volume fixo do tipo six-port valve (com loop de injecdo de 0,25 mL), e duas colunas
capilares montadas em série e separadas por mais uma valvula automatica do tipo
six-port valve. A valvula presente entre as colunas capilares teve como funcéo
principal separar e concentrar os componentes H, e CH, presentes na amostra de
biogas, mas também serviu para evitar que outros compostos como o CO;, H,S,
H,O, entre outras impurezas, entrassem na coluna capilar do tipo HP-Molesieve. As
colunas capilares instaladas no CG 7820A foram uma HP-PLOT Q (30m x 0.53mm x
40um), seguida de uma HP-Molesieve (30m x 0.53mm x 50um). Na Figura A. 1

apresenta-se uma descricdo detalhada da configuracdo do CG 7820A.

Valvula 1

1
Valvula 2

Figura A. 1. Diagrama da configuragdo interna do CG 7820A usado no trabalho (adaptado da Agilent
Technologies). Coluna 1: HP-PLOT Q, Coluna 2: HP-Molesieve.

A metodologia de andlise das amostras de biogas empregada no CG 7820A
foi elaborada a partir das referéncias encontradas na literatura para equipamentos
semelhantes (TOONEN; VAN LOON, 2013; XIAOHUA; ZHENXI, 2009; ZHENGHUA,
2000), mas fizeram-se necessarias mudancas significativas em varios parametros do
equipamento por causa da configuracdo prépria do CG usado no trabalho. A
metodologia completa usada no CG 7820A para caracterizagdo das amostras de

biogas ricas em H, € apresentada na Tabela A. 3.
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Tabela A. 3. Metodologia de analise definida no CG 7820A para a determinagéo e quantificagéo de H,, CH, e CO, (a), e no CG CP-4900 microGC para a
determinag&o e quantificacdo de H,, CH,, CO, e H,S (b), em amostras de biogas.

(@)

Condi¢Bes experimentais no CG 78202

(b)

Coluna 1
Coluna 2
Gés de arraste

30mX0,53mmX40um HP-PLOT Q
30mX0.53mmX50um HP-Molesieve

Nitrogénio 15 mL/min (3min), 60 mL/min/min até 45 mL/min (5,5
min), 60 mL/min/min até 25 mL/min (2,42 min), modo vazé&o
variavel

Condic¢des experimentais do CG CP-4900 micro GC

Tempo de amostragem 15s

Tempo de corrida 150 s

Tempo de 20s
estabilizagédo

Te_mperatLira 90°C
alimentacao

Canal 1
Coluna Molesieve-52

Gas de arraste
Temperatura coluna
Temperatura Injetor

Tempo injegdo
Polaridade detector

Nitrogénio, 10 psi/min
50°C
90°C
40 ms
Negativa

Canal 2

Coluna
Gas de arraste
Temperatura coluna
Temperatura Injetor
Tempo inje¢cdo
Polaridade detector

Porapak Q
Hélio, 10 psi/min
60°C
90°C
40 ms
Positiva

Forno 35°C (0 min), 5°C/min até 50°C (9 min)
Injecao Modo Split, 200°C, volume de injecéo 0,25 mL, caixa de valvulas a
150°C
Relagdo Split  1:1
Detector FID
Temperatura  250°C
Vazéao H, 40 mL/min
Vazéo Ar 300 mL/min
sintético
Makeup (He) 0 mL/min
Detector TCD
Temperatura  250°C
Vazdo gasde 48 mL/min
referéncia
Makeup (N2) 2 mL/min
Polaridade Negativa
Eventos principais
Vélvulal Ligar (0,01 min), Desligar (11,9 min)
Vélvula 2 Ligar (1,95 min, 11,5 min), Desligar (1,25 min, 10,00 min)
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3. Metodologia de analise do biogas desenvolvida no CP-4900 microGC

A metodologia de analise do biogas desenvolvida no CP-4900 microGC foi
elaborada a partir da adaptacéo de metodologias similares encontradas na literatura
(DUVEKOT, 2012; TOONEN; VAN LOON, 2013). No entanto, modificacdes foram
feitas visando ajustar alguns parametros importantes, expostos nas metodologias de
referéncia, a configuracdo propria do CP-4900 microGC empregado no estudo.
Também procurou-se assegurar a correta identificacdo dos compostos de interesse
no biogas. A descricdo detalhada da configuracédo final estabelecida no CP-4900
microGC para a determinacao e quantificacdo de H,, CH,4, CO; e H,S apresenta-se
na Tabela A. 3.

O CG CP-4900 microGC esteve composto por dois canais de analise,
instalados em paralelo, cada um deles usando detectores de condutividade térmica
(ou TCD - sigla em inglés). O canal 1 constituiu-se de uma coluna do tipo Molesieve-
5A (10 m), na qual nitrogénio foi usado como gas de arraste. Por outro lado, o canal
2 esteve constituido de uma coluna do tipo PPQ (10 m) empregando hélio como géas
de arraste. A identificacdo e quantificacdo do H, foram realizadas no canal 1,
enguanto que 0s outros compostos de interesse presentes no biogas (CH,4, CO; e

H,S) foram analisados por meio do canal 2.

4. Metodologia de analise do biogas desenvolvida no LTA

A metodologia de referéncia do Laboratério de Tecnologia Ambiental
(LTA/UFRJ), empregada na caracterizacdo de amostras de biogas, e que permite a
analise de CH,4, CO; e H,S no CP-4900 microGC, é apresentada na Tabela A. 4, a

seqguir.
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Tabela A. 4. Metodologia de referéncia do Laboratério de Tecnologia Ambiental (LTA/UFRJ), definida
no CG CP-4900 microGC, para a determinacéo e quantificacdo de CH,, CO,, e H,S em amostras de
biogas.

Condicdes experimentais do CG CP-4900 microGC

Tempo de amostragem 20s
Tempo de corrida 100 s
Tempo de estabilizacéo 5s
Temperatura alimentacéo 30°C
Canal 1
Coluna Molesieve-52
Gas de arraste Nitrogénio, 21 psi/min
Temperatura coluna 50°C
Temperatura injetor 80°C
Tempo inje¢céo 20 ms
Tempo de backflush 10s
Polaridade detector Positiva
Canal 2
Coluna Porapak Q
Gas de arraste Hélio, 21 psi/min
Temperatura coluna 50°C
Temperatura injetor 80°C
Tempo inje¢céo 20 ms
Polaridade detector Positiva

5. Parametros avaliados no processo de validacdo das metodologias de analise

de H,, CH4, CO; e H,S em amostras de biogas

a. Especificidade e seletividade

A especificidade e seletividade de uma metodologia analitica sédo definidas pelo
INMETRO (2011) como a capacidade do método de detectar e distinguir
separadamente 0s sinais atribuiveis a cada um dos compostos de interesse quando
apresentados juntos em uma amostra em andlise. No presente trabalho, a
especificidade e seletividade das metodologias cromatograficas desenvolvidas foram
avaliadas mediante a comparacédo visual de varios cromatogramas obtidos apos a
analise, tanto de misturas gasosas padrdo quanto de misturas gasosas problema
(criadas a partir da mistura de compostos gasosos conhecidos), com o objetivo de
identificar os sinais associados a Hy, CHs, CO; e H,S.
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b. Faixa de trabalho e Linearidade

A linearidade de uma metodologia refere-se a sua capacidade de relacionar, de
forma diretamente proporcional, a intensidade do sinal obtido pelo detector com a
concentracdo do composto de interesse na amostra avaliada. Por outro lado, a faixa
de trabalho linear define-se como o intervalo de resposta do detector no qual se
pode demonstrar a determinacdo da concentracdo do composto de interesse com
adequada preciséo, exatidao e linearidade (INMETRO, 2011). A faixa de trabalho e o
comportamento linear da relacdo area do sinal no detector vs concentracdo do
analito, para cada composto de interesse, foram avaliados mediante a selecdo dos
dados experimentais que produziram o melhor coeficiente de determinacéo (R?) ou

coeficiente de correlacdo (r=(R?)?

) para cada curva analitica de quantificacao
obtida. Outros parametros de interesse das curvas analiticas, como o coeficiente
angular e o coeficiente linear, foram obtidos mediante o0 método de ajuste dos
minimos quadrados (GUTIERREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008;
MONTGOMERY, 2001).

A Tabela A. 5 apresenta os parametros de validacdo da linearidade das curvas
analiticas de quantificacdo elaboradas para o CH4 e H;, respectivamente, usando a

metodologia desenvolvida no CG 7820A (Metodologia A).

Tabela A. 5. Avaliacdo da linearidade das curvas analiticas de quantificagdo do CH4 e H,, usando o
CG 7820A (Metodologia A).

a;::lri;/iia Coeficiente angular Coeficiente linear Coeficiente de
CH (Area/%mol) (Area) correlacao (r)
4
Regresséo 1 16094325 + 303511 183561 + 132704 0,9998
Regresséo 2 16206348 + 404474 173600 + 176848 0,9997
Regresséo 3 16350124 + 553898 168294 + 242181 0,9994

Curva analitica
H,

Coeficiente angular
(Area/%mol)

Coefici?nte linear
(Area)

Coeficiente de
correlacéo (r)

Regresséo 1
Regresséo 2
Regresséao 3

589610 + 29205
528122 + 10697
515096 + 3030

-2150180 + 1474765

501542 + 540163

-484742 + 153026

0,9927
0,9988
0,9999

Obs: As regressdes foram consideradas validas no intervalo de 0-70%mol de CH, e
de 10-80%mol de H.
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A Tabela A. 6 apresenta os parametros de validacdo da linearidade das curvas
analiticas de quantificacdo elaboradas para o CH4;, CO; H,S, e H, usando a

metodologia desenvolvida no CP-4900 microGC (Metodologia B).

Tabela A. 6. Avaliacdo da linearidade das curvas analiticas de quantificagdo do CH,4, CO, H,S e H,

usando o CP-4900 microGC (Metodologia B).

. Coeficiente . . Coeficiente
Curva analitica Coeficiente linear ~
CH ) angular (Area) de correlacéo
4 (Area/%mol) (r)

Regresséo 1 1099336 + 61864 -17 + 27049 0,9984
Regresséo 2 1105633 + 72100 -4753 + 31524 0,9979
Regresséo 3 1108033 + 81292 -7489 + 35543 0,9973

Coeficiente

Curva analitica

Coeficiente angular

Coeficiente linear

de correlacéo

CO, (Area/%mol) (Area) )
Regresséo 1 1623994 + 112563 -19123 + 49757 0,9976
Regresséo 2 1632353 + 122545 -25404 £ 54170 0,9972
Regresséo 3 1631368 + 133488 -27086 + 59007 0,9967

Coeficiente

Curva analitica

Coeficiente angular

Coeficiente linear

de correlacéo

H,S (Area/%mol) (Area) 0
Regresséo 1 1336025 + 130190 3951 + 10450 0,9953
Regresséo 2 1336899 + 205110 2260 + 16464 0,9884
Regresséo 3 1360996 + 170898 -1+13718 0,9922

. Coeficiente - . Coeficiente
Curva analitica Coeficiente linear ~
H _angular (Area) de correlacéo
2 (Area/%mol) (r
Regresséo 1 1434991 + 18492 -258976 * 933805 0,9995
Regresséo 2 1424592 + 11248  -1809259 + 567989 0,9998
Regresséo 3 1374510 £ 78816  -4165335 + 3979978 0,9903

c. Precisao e exatidao

A precisdo avalia o quao dispersos estdo os resultados produzidos por uma
metodologia desenvolvida (INMETRO, 2011). A avaliagdo da precisdo é feita
mediante 0s conceitos de repetitividade e reprodutibilidade ou precisdo
intermediéria. A repetitividade é definida como a concordancia entre os resultados da
andlise de uma mesma amostra em curtos periodos de tempo sob condi¢des de
mesmo método, mesmo analista e mesmo local. Por outro lado, a reprodutibilidade
refere-se a concordancia entre os resultados produzidos por uma metodologia sob

condicbes como diferente analista, diferente dia de analise, diferentes amostras em



139

analise, entre outras (INMETRO, 2011). O desvio padrao e o desvio padrédo relativo
geralmente sdo utilizados como ferramentas para mensurar a precisdo de uma
metodologia. Por ultimo, a exatiddo de uma metodologia pode ser definida como a
capacidade do método de gerar resultados congruentes quando comparados com
valores de referéncia ou considerados verdadeiros (ANVISA, 2003; INMETRO,
2011).

Neste trabalho, a repetitividade foi avaliada mediante a realizacao de testes em
triplicata de cada uma das amostras padrdo de H,, CH,4, CO; e H,S, calculando-se o
seu grau de dispersdo mediante o desvio padrdo relativo (RSD), conforme
apresentado na Equacdo A.l. Esses testes foram realizados sob condi¢cbes de
mesmo procedimento de medicdo, curto intervalo de tempo entre as analises,

mesmo analista e mesmo local.
S
RSD(%) = X x100 (Equagdo A. 1)

Onde: s corresponde ao desvio padrdo e X a média dos valores.

Nas Tabela A. 7 e Tabela A. 8 sdo apresentados os resultados de validagao
da repetitividade e reprodutibilidade das curvas analiticas de quantificacdo para o
CH4 e H; (pela Metodologia A) e de CHy4, CO,, H,S e H; (pela metodologia B),
respectivamente. Para CH; e H, (pela Metodologia A), na maioria dos niveis de
concentracdo avaliados o valor do desvio padréo relativo (RSD) foi inferior ao valor
critico recomendado pelo INMETRO (2011) e ANVISA (2003) (RSDgritico=5,0%). Um
valor atipico no RSD igual a 9,14% se apresentou com uma das concentracdes
avaliadas de H,, sendo esta de 60% mol.mol*. Este resultado foi atribuido a
possiveis vazamentos da mistura padrdo de H, na ampola de estocagem ou no
momento da sua andlise. Ja para CH,4, CO,, H,S e H; (pela metodologia B), todos os
valores de RSD estimados foram menores que o valor critico recomendado
(RSDcritico=5,0%).

A reprodutibilidade foi avaliada mediante a elaboracdo de novos testes em
triplicata sob diferentes condicbes, em diferentes dias de elaboracéo (dois testes
adicionais elaborados com trés dias de diferenca entre eles), com a mesma amostra,
e com amostras diferentes (0 teste usou amostras com concentracdes esperadas

iguais as avaliadas com antecedéncia para cada componente). Utilizou-se o desvio
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padréo relativo (RSD) como parametro de avaliacdo da reprodutibilidade, conforme
apresentado na Equacéo A.1.

Por ultimo, a exatiddo das metodologias foi avaliada calculando o erro relativo
(ER), conforme apresentado na Equagéo A.2. Definiu-se como valor verdadeiro a
concentracdo de cada analito de interesse reportada na mistura padrdo, enquanto
que como valor experimental definiu-se a concentracdo do analito de interesse
calculada mediante as curvas analiticas de quantificacdo elaboradas. Na Tabela A. 9
sao apresentados os resultados de ER obtidos para CH, e H; pela metodologia A,
enquanto nas Tabela A. 10 e Tabela A. 11 sdo apresentados os resultados de ER

obtidos para CH,4, CO,, H,S e H; pela metodologia B.

X
ER = XeXp x100 (Equagdo A. 2)

\

Onde:
X oxp = Valor médio da concentragédo do analito obtido experimentalmente

X,= Valor da concentragdo do analito aceito como verdadeiro.
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Tabela A. 7. Valores do RSD obtidos na validacdo dos par&dmetros de repetitividade e precisao
intermediaria para o CH, e H,, usando o CG 7820A (Metodologia A). (a). Testes realizados ap6és 3
dias, (b) Testes realizados ap6és 6 dias.

9%mol CH, RS_D (%) RSD (%) .p,re_ciséo RSD (%) .p,re_ciséo
repetitividade intermediaria (a) intermediaria (b)
0,61 1,71 0,81 0,11
0,40 0,10 1,59 0,27
0,21 2,68 0,59 0,75
%mol H, RS.I:.) (%) RSD (%) p,rejciséo R_SD (%) p,rgciséo
repetitividade intermediaria (a) intermediéria (b)
10,00 0,37 0,29 0,28
20,00 0,18 0,04 0,22
30,00 0,08 0,19 0,02
40,00 0,21 0,10 0,12
50,00 0,22 0,10 1,48
60,00 9,14 2,52 0,06
70,00 0,06 0,08 0,36
80,00 0,96 0,04 0,30

Tabela A. 8. Valores do RSD obtidos na validagdo dos pardmetros de repetitividade e preciséo
intermediéria para o CHy, CO,, H,S e H, usando o CP-4900 microGC (Metodologia B). (a). Testes
realizados ap6s 3 dias, (b) Testes realizados apés 6 dias.

%molCH, RS_D_ (%) RSD (%) p,re_ciséo RSD (%) _p,re_.ciséo
repetitividade intermediéria (a) intermediéria (b)
0,61 0,05 0,07 0,04
0,40 0,22 0,24 0,13
0,21 0,22 0,02 0,48
%mol CO, RS.D. (%) RSD (%) p,rejciséo F\_’SD (%) p,rgciséo
repetitividade intermediaria (a) intermediéria (b)
0,62 0,10 0,22 0,14
0,41 0,17 0,12 0,11
0,21 0,21 0,10 0,11
%mol H,S RS.[_) (%) RSD (%) .p,rgciséo RSD (%) p}re.ciséo
repetitividade intermediaria (a) intermediéria (b)
0,10 0,45 0,40 0,63
0,08 1,21 3,59 0,97
0,05 1,22 0,72 1,70
%mol H, RS_D_ (%) RSD (%) p’re_ciséo RSD (%) _p,re_.ciséo
repetitividade intermediaria (a) intermediéria (b)
10,00 0,73 0,59 0,53
20,00 0,17 0,31 0,27
30,00 0,37 1,76 0,50
40,00 2,07 1,00 0,66
50,00 1,67 0,69 0,39
60,00 1,14 1,45 1,13
70,00 0,82 0,27 0,19
80,00 1,18 0,05 0,09
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Tabela A. 9. Resultados do calculo do ER na quantificacdo de CH,4 (a esquerda) e H, (a direita), usando cada uma das curvas analiticas de quantificacdo
elaboradas no CG 7820A (Metodologia A).

%mol esperada  %mol calculada  Desvio padrao %mol ER% %mol esperada  %mol calculada  Desvio padrédo %mol ER%
Curva analitica Regresséo 1 Curva analitica regressao 1
0,607 0,605 0,030 99,65 10,0 12,4 31 123,91
0,402 0,406 0,016 101,08 20,0 21,8 3,6 109,14
0,207 0,205 0,018 98,92 30,0 25,4 3,8 84,80
Curva analitica Regresséo 2 40,0 39,8 4,5 99,44
0,607 0,605 0,031 99,54 50,0 49,5 51 98,99
0,402 0,408 0,028 101,43 60,0 60,6 10,7 101,02
0,207 0,204 0,017 98,57 70,0 66,3 5,8 94,68
Curva analitica Regresséo 3 80,0 84,2 7,4 105,22
0,607 0,604 0,036 99,37 Curva analitica regresséo 2
0,402 0,410 0,030 101,95 10,0 9,0 1,2 90,18
0,207 0,203 0,023 98,06 20,0 20,0 14 100,23
30,0 30,7 1,7 102,44
40,0 41,2 1,9 103,12
50,0 51,0 2,1 102,05
60,0 57,6 3,7 96,04
70,0 69,6 25 99,47
80,0 80,7 2,7 100,85
Curva analitica regresséo 3
10,0 9,7 0,4 97,42
20,0 19,9 0,5 99,52
30,0 30,5 0,5 101,67
40,0 40,4 0,6 100,91
50,0 49,9 1,3 99,77
60,0 59,4 0,7 99,07
70,0 69,9 1,0 99,84
80,0 80,3 1,0 100,34
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Tabela A. 10. Resultados do célculo do ER na quantificacdo de CH,, CO, e H,S,usando cada uma das curvas analiticas de quantificacédo elaboradas no CP-
4900 microGC (Metodologia B).

%mol %mol Desvio padréo ER% %mol %mol Desvio ER% %mol %mol D~esvio ER%
esperadaCH, calculada %mol esperada CO, calculada padréo %mol esperada H,S  calculada  padrdo %mol
Curva analitica regressao 1 Curva analitica regresséo 1 Curva analitica regresséo 1
0,607 0,614 0,059 101,04 0,616 0,624 0,074 101,29 0,101 0,103 0,018 101,66
0,402 0,389 0,047 96,77 0,405 0,389 0,058 95,95 0,081 0,078 0,016 96,48
0,207 0,214 0,037 103,22 0,206 0,215 0,046 104,09 0,051 0,052 0,014 102,27
Curva analitica regresséo 2 Curva analitica regresséao 2 Curva analitica regresséo 2
0,607 0,615 0,069 101,21 0,616 0,625 0,081 101,40 0,101 0,104 0,029 102,62
0,402 0,387 0,055 96,25 0,405 0,388 0,063 95,62 0,081 0,076 0,027 94,47
0,207 0,215 0,043 103,73 0,206 0,215 0,050 104,43 0,051 0,053 0,021 103,58
Curva analitica regressao 3 Curva analitica regresséo 3 Curva analitica regresséo 3
0,607 0,616 0,078 101,36 0,616 0,625 0,088 101,53 0,101 0,103 0,024 102,14
0,402 0,385 0,061 95,78 0,405 0,386 0,068 95,22 0,081 0,077 0,021 95,47
0,207 0,216 0,049 104,20 0,206 0,216 0,054 104,83 0,051 0,052 0,018 102,93
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Tabela A. 11. Resultados do célculo do ER na quantificacdo de H,, usando cada uma das curvas

analiticas de quantificacdo elaboradas no CP-4900 microGC (Metodologia B).

%mol esperada %mol calculada Desvio padrdo %mol ER%
Curva analitica regresséo 1
10,0 10,8 0,9 107,9
20,0 20,2 0,9 100,9
30,0 29,4 11 98,0
40,0 39,7 1,9 99,1
50,0 50,0 2,1 99,9
60,0 59,2 2,1 98,7
70,0 69,3 2,1 99,0
80,0 81,4 2,6 101,8
Curva analitica regressao 2
10,0 10,6 0,5 106,3
20,0 20,1 0,6 100,4
30,0 29,6 1,1 98,6
40,0 39,7 1,1 99,4
50,0 49,8 1,1 99,6
60,0 59,5 1,7 99,2
70,0 69,9 1,1 99,8
80,0 80,8 1,1 101,0
Curva analitica regresséo 3
10,0 11,1 3,6 1111
20,0 21,1 4,2 105,7
30,0 31,4 4,8 104,6
40,0 40,6 55 101,6
50,0 41,9 55 83,9
60,0 59,9 7,0 99,9
70,0 70,3 7,1 100,4
80,0 83,6 7,8 104,5

d. Limite de detec¢ao e quantificacao

O limite de detecc¢éo é definido como o valor da concentracdo do analito que,

quando detectada, se diferencia do ruido no sinal do equipamento e que pode se

considerar como maior do que zero em um nivel de confianca de 95%. Por outro

lado, o limite de quantificacdo refere-se ao menor valor da concentracdo do

componente de interesse que se pode determinar com niveis aceitaveis de precisao
e confianca (INMETRO, 2011; RIBANI et al., 2004).
Os limites de deteccéo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para o H,, CHy4, CO; e H,S

foram calculados mediante os parametros das curvas analiticas de quantificacéo,
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obtidos para cada componente, conforme recomendado por RIBANI et al.(2004) e

apresentado nas Equacdes A.3 e A.4.

SC

LOD = S I X 3(Equagéo A. 3)
Scl

LOD = S x10 (Equacéao A. 4)

ca
Onde:

S¢ = desvio padréo dos coeficientes lineares das curvas de quantificacdo
S., = valor médio dos coeficientes angulares das curvas de quantificacéo.

6. Comparacdo das metodologias cromatograficas de andlise do biogas
elaboradas no CG 7820A e CP-4900 microGC.

Os resultados da analise de 18 amostras de biogas ricas em H;, obtidas no
decorrer do presente trabalho, sdo apresentados na Tabela A. 12. Nesta mesma
tabela, também se mostram os valores do erro experimental (EX) calculado usando
as concentracdes de H; obtidas por ambas as metodologias de determinacédo de H,
em comparagao.

A validacdo da semelhanca estatistica entre os resultados gerados pelas
metodologias B e LTA com relagcdo a quantificacdo de CH; e CO, foi realizada
utiizando um total de 18 amostras de biogas, todas provenientes de testes de
digestdo anaerdbia focados na produgcdo de metano a partir da cofermentagcédo de
esgoto com glicerina bruta. Estas amostras foram coletadas em estudo investigativo
desenvolvido por pessoal associado ao LTA/UFRJ. Os resultados da quantificacdo
de CH4 e CO; nas amostras de biogas mencionadas, assim como os valores do EX
estimados, sdo apresentados nas Tabela A. 13 e Tabela A. 14, respectivamente.

Além dos estatisticos do tipo Qui-quadrado, os resultados de quantificacdo de
H., CH4 e CO; entre as metodologias em comparacdo mencionadas apresentaram
valores do EX inferiores a 5%, confirmando novamente a semelhanca entre os

valores reportados por ambas as metodologias comparadas.
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Tabela A. 12. Resultados da analise de amostras de biogas focadas na determinacéo de H,, usando
a metodologia A, elaborada no CG 7820A (referéncia - Fe), e a metodologia B, feita no CP-4900
microGC (alternativa - Fo).

Amostra Fo Fe xi2=((Fo-Fe)2)/ Fe %EX
1 75,34 75,49 0,0003 0,20
2 20,26 20,05 0,0021 1,01
3 29,88 30,77 0,0261 3,00
4 58,06 56,58 0,0388 2,55
5 69,40 69,67 0,0011 0,40
6 82,10 80,70 0,0245 1,71
7 39,67 39,53 0,0005 0,35
8 46,55 46,04 0,0056 1,09
9 53,13 52,66 0,0041 0,88
10 34,18 33,60 0,0098 1,67
11 46,48 47,79 0,0358 2,81
12 29,25 29,22 0,0000 0,11
13 26,58 26,18 0,0060 1,50
14 30,59 30,46 0,0006 0,43
15 35,28 35,66 0,0041 1,08
16 40,30 41,34 0,0259 2,57
17 43,07 43,38 0,0023 0,73
18 42,24 42,61 0,0034 0,90

Tabela A. 13. Resultados da analise de amostras de biogés focadas na determinacédo de CHy,,

usando a metodologia LTA (referéncia - Fe) e metodologia B (alternativa - Fo), ambas elaboradas no
CP-4900 microGC.

Amostra Fo Fe xiz=((Fo-Fe)®)/[Fe  %EX
1 1,91 1,95 0,0008 2,07
2 1,91 1,95 0,0009 2,26
3 4,93 4,77 0,0052 3,19
4 0,28 0,29 0,0002 2,92
5 19,56 19,37 0,0020 1,00
6 22,15 21,91 0,0026 1,08
7 42,50 41,62 0,0188 2,08
8 38,69 38,26 0,0048 1,11
9 37,67 37,23 0,0054 1,19
10 9,93 10,03 0,0009 0,97
11 40,57 40,10 0,0056 1,17
12 38,16 37,31 0,0191 2,21
13 38,14 38,08 0,0001 0,15
14 28,72 28,34 0,0050 1,32
15 33,21 32,29 0,0260 2,76
16 43,72 43,53 0,0008 0,43
17 39,03 38,24 0,0166 2,04
18 38,50 38,09 0,0046 1,08
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Tabela A. 14. Resultados da analise de amostras de biogas focadas na determinacao de CO,,
usando a metodologia METANOO4 (Fe) e metodologia B (Fo), ambas elaborada no CP-4900

microGC.

Amostra Fo Fe xi2=((Fo-Fe)2)/Fe %EX
1 9,80 10,09 0,0078 2,86
2 9,82 10,06 0,0058 2,47
3 11,28 11,09 0,0032 1,67
4 15,37 14,73 0,0281 4,18
5 5,54 5,81 0,0128 4,93
6 8,41 8,62 0,0054 2,56
7 9,37 9,40 0,0001 0,35
8 8,67 8,83 0,0028 1,83
9 14,37 14,01 0,0096 2,55
10 8,70 8,98 0,0083 3,14
11 9,68 9,88 0,0037 1,98
12 8,22 8,29 0,0005 0,81
13 7,99 8,16 0,0035 2,10
14 6,41 6,50 0,0013 1,43
15 7,68 7,73 0,0003 0,60
16 10,22 10,40 0,0029 1,71
17 8,48 8,54 0,0003 0,62
18 8,73 8,81 0,0008 0,98

Com base nos resultados apresentados nas Tabela A. 12 a Tabela A. 14
foram calculados os estatisticos Qui-quadrado para a comparacdo das hipdteses
segundo a Equacao A.5.

N
(Fo - Fe)?
Xi’=it _ (Equacdo A. 5)
Fe

Onde:
Fo = Dados observados ou obtidos com as metodologias alternativas.

Fe = Dados esperados ou obtidos com as metodologias de referéncia.

O valor do estatistico Qui-quadrado critico foi calculado usando um nivel de
confianca dos 95% e 17 graus de liberdade (G.L = N-1, onde N=18 amostras de
biogas avaliadas). As hipGteses estatisticas e os resultados finais dos estatisticos
Qui-quadrado (critico e experimental) estimados séo apresentados no Quadro A. 1 e
Tabela A. 15, respectivamente. Todos os valores dos estatisticos Qui-quadrado
calculados(Xi?caiculado) foram menores ao valor critico (Xi%ciico = 27, 5871) para todos
os resultados de quantificacdo de H,, CH4 e CO, no biogas em comparacado, o que

indicou a aceitacdo da hipotese nula apresentada no Quadro A. 1, a qual considera
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estatisticamente igual os resultados de quantificacdo gerados pelas metodologias de

referéncia e alternativas para o H,, CH, e CO..

Quadro A. 1. Hipéteses estatisticas utilizadas na elaboracéo dos testes de ajuste Qui-quadrado, para
a validacdo da semelhanca estatistica, entre as metodologias de quantificacdo de H,, CH,; e CO, de
referéncia e alternativas.

Os dados obtidos com cada metodologia sdo estatisticamente iguais,
pelo que se valida o uso da metodologia de andlise rapida do CP-4900
microGC na caracterizacéo de amostras de biogas

Ho
(Hip6tese nula)

Ha Os dados obtidos com cada metodologia séo estatisticamente
(Hipotese diferentes, pelo que nédo é possivel a validacdo da metodologia rapida
alternativa) do CP-4900 microGC para a caracterizacdo de amostras de biogas

Tabela A. 15. Resultados dos testes de contraste de hipéteses do tipo ajuste Qui-quadrado,
realizados na validacdo da semelhanca estatistica, entre as metodologias de quantificacdo de Ho,
CH,4 e CO, de referéncia e alternativas.

Composto  yi®critico  xi®calculado

H, 27,5871 0,1909
CH, 27,5871 0,1194
CO; 27,5871 0,0973

N=18, G.L=17; Nivel de confianga = 95%
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APENDICE B

1. Parametros de construcdo do planejamento fatorial fracionado tipo 2°3
empregado no estudo

Grau de resolucéo Il

Efeitos principais ndo sao alias entre eles. Porém, Alguns efeitos principais sdo
aliases com interacdes duplas entre parametros.

Geradores para os efeitos faltantes:
D=-AB, E=-AC, F=-BC.
Estruturas aliases simplificadas para cada um dos efeitos calculados:
A+BD +CE
B+ AD+CF
C + AE +BF
D+ AB +EF
E + AC + DF
F+BC +DE
p+AF+BE+CD

Codificacao

A: Efeito principal variavel %Glicerol
B: Efeito principal variavel DQO inicial
C: Efeito principal variavel relacdo DQO:SSV
D: Efeito principal variavel relagdo DQO:N:P
E: Efeito principal variavel NaCl
F: Efeito principal variavel pH
AB: Efeito da interacéo entre as variaveis %Glicerol-DQO inicial
AD: Efeito da interacdo entre as variaveis %Glicerol-relacdo DQO:N:P
AE: Efeito da interacéo entre as variaveis %Glicerol-NaCl
AF: Efeito da interacdo entre as variaveis %Glicerol-pH
BC: Efeito da interacdo entre as variaveis DQO inicial-relacdo DQO:SSV
BD: Efeito da interagdo entre as variaveis DQO inicial-relagcdo DQO:N:P
BE: Efeito da interacéo entre as variaveis DQO inicial-NaCl
BF: Efeito da interacdo entre as variaveis DQO inicial-pH
CD: Efeito da interacdo entre as variaveis relacdo DQO:SSV-relacdo DQO:N:P
CE: Efeito da interacéo entre as varidveis relagdo DQO:SSV-NaCl
CF: Efeito da interacao entre as variaveis relagdo DQO:SSV-pH
DE: Efeito da interagdo entre as variaveis relacdo DQO:N:P-NaCl
EF: Efeito da interagdo entre as varidveis NaCl-pH
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2. Resultados dos testes de normalidade, variancia constante e independéncia, obtidos na andlise estatistica dos dados
experimentais produtividade de biogas, concentracdo de H,, produtividade de H,, rendimento de H, e conversao de glicerol,
produzidos com o planejamento experimental fatorial fracionado tipo 2°

Valores pretidos
Residuos
IS
n
T
|

Residuo

T T T T T T T T T T T T T T 75 L L L Pl
0 50 100 150 200 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 2 a4 6 8

Ordem de corrida

Valores observados Valores pretidos

(a) (b) (©)
Figura B. 1. Resultados da avaliagdo da normalidade, varidncia constante, e independéncia dos resultados experimentais para o parametro produtividade de
biogas. (a). Gréfico valores preditos vs valores observados, (b). Grafico Residuos vs valores preditos, (c). Grafico Residuo vs Ordem de corrida.

Valores preditos
Py
|
Residuos
©
T
|

Residuo

. .

Ordem de corrida

Valores observados Valores preditos

(a) (b) (©)
Figura B. 2. Resultados da avaliacdo da normalidade, variancia constante, e independéncia dos resultados experimentais para o parametro produtividade de
H,. (a). Gréfico valores preditos vs valores observados, (b). Grafico Residuos vs valores preditos, (c). Grafico Residuo vs Ordem de corrida.
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Figura B. 3. Resultados da avaliacdo da normalidade, variancia constante, e independéncia dos resultados experimentais para o pardmetro rendimento de
H,. (a). Grafico valores preditos vs valores observados, (b). Grafico Residuos vs valores preditos, (c). Grafico Residuo vs Ordem de corrida.
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Figura B. 4. Resultados da avaliacdo da normalidade, varidncia constante, e independéncia dos resultados experimentais para o pardmetro conversao de
glicerol. (a). Grafico valores preditos vs valores observados, (b). Grafico Residuos vs valores preditos, (c). Grafico Residuo vs Ordem de corrida.
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3. ANOVA melhorados obtidos na andlise estatistica dos dados experimentais
produzidos com o planejamento experimental fatorial fracionado tipo 2°3

Nas Tabelas e Figuras a seguir sdo apresentados os ANOVA's obtidos a

partir do tratamento estatistico dos resultados do planejamento experimental fatorial

fracionado tipo 2°3. Cada um dos gréaficos apresentados foi estimado usando um

modelo empirico de primeira ordem obtido a partir dos dados experimentais. A

andlise estatistica dos dados foi realizada usando um nivel de confianca de 95%, a

excecao dos dados de conversdo de glicerol cuja analise empregou 90% de nivel de

confianca.

Tabela B. 1. ANOVA melhorado obtido apds o tratamento estatistico dos resultados de produtividade
de biogas produzidos durante a producéo de H,,via fermentagdo escura, de solu¢des aguosas
sintéticas contendo glicerol, metanol, e cloreto de sédio.

Oigem  odrados O quadrados  VAUF  probor
Modelo 16855,22 5 3371,04 23,14 0,0419 Significativo
A-%Gilicerol 771,14 1 771,14 5,29 0,148
B-DQO 9849,7 1 9849,7 67,63 0,0145
E-NaCl 1966,98 1 1966,98 13,5 0,0667
F-pH 475,81 1 475,81 3,27 0,2124
AF 3791,58 1 3791,58 26,03 0,0363
Residuo 291,3 2 145,65
Cor Total 17146,52 7
R? 98,30%

O grau de representagdo dos dados experimentais de PB com o modelo empirico estimado
foi considerado adequado, ja que os valores do coeficiente de determinacé@o e valor-p do
modelo encontraram-se dentro dos limites considerados aceitos (R*> 0,80 e valor-p < 0,05).
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Figura B. 5. Comportamento estimado da PB com relacdo a cada uma das variaveis estudadas no
planejamento experimental fatorial fracionado do tipo 2°°.

Tabela B. 2. ANOVA melhorado obtido apés o tratamento estatistico dos resultados de produtividade
de H; produzidos durante a produgédo de H,, via fermentacdo escura, de solugbes aquosas sintéticas
contendo glicerol, metanol, e cloreto de sdodio.

Origem qigg]rzggs G.L unZger(;j(?s Valor F I\D/ﬁg(t));l[l;
Modelo 7236,56 5 1447,31 29,09 0,0336 significativo
A-%Gilicerol 174,97 1 174,97 3,52 0,2016
B-DQO 4137,22 1 4137,22 83,16 0,0118
E-NacCl 955,86 1 955,86 19,21 0,0483
F-pH 199,1 1 199,1 4 0,1834
AF 1769,42 1 1769,42 35,57 0,027
Residuo 99,5 2 49,75
Cor Total 7336,06 7
R 98,64%

Tanto o valor do coeficiente de determinacéo quanto do estatistico valor-p calculado para o
modelo empirico se encontraram dentro dos limites considerados como aceitos (R2> 80% e
vapor-p < 0,05), indicando a correta predicdo da produtividade de H, usando o modelo
empirico estimado.
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Figura B. 6. Comportamento estimado da produtividade de H, com relacdo a cada uma das variaveis

estudadas no planejamento experimental fatorial fracionado do tipo 2°°.

Tabela B. 3. ANOVA melhorado obtido apés o tratamento estatistico dos resultados de rendimento de
H, produzidos durante a producéo de H,,via fermentacdo escura, de solu¢des aquosas sintéticas

contendo glicerol, metanol, e cloreto de sdodio.

ogen  Somate Gu Métate vaorr  perp

Modelo 292,11 4 73,03 9,78 0,0455 Significativo
A-%Gilicerol 24,01 1 24,01 3,22 0,1708
C-DQO:SSV 19,18 1 19,18 2,57 0,2073

F-pH 151,65 1 151,65 20,31 0,0204

AF 97,28 1 97,28 13,03 0,0365

Residuo 22,4 3 7,47

Cor Total 314,51 7

R? 92,88%

Os testes de ajuste do coeficiente de determinacéo e estatistico valor-p mostraram resultados
dentro dos limites considerados como aceitos (R2 > 0,80, valor-p < 0,05), permitindo-se
definir como adequada a utilizacdo do modelo empirico na estimacdo do comportamento do
rendimento de H, quando manipuladas cada uma das variaveis principais estudadas.
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Figura B. 7. Comportamento estimado do rendimento de H, com relacéo a cada uma das variaveis
estudadas no planejamento experimental fatorial fracionado do tipo 2%3,

Tabela B. 4. ANOVA melhorado obtido apés o tratamento estatistico dos resultados de conversao de
glicerol produzidos durante a producéo de H,,via fermentagdo escura, de solu¢des aquosas sintéticas
contendo glicerol, metanol, e cloreto de sddio.

Origem q?gc;]rzddgs G.L qhgzglrzocljoes Valor F ;/?JELFF)
Modelo 5386,16 5 1077,23 14,59 0,0654  Significativo
A-%Glicerol 1978,87 1 1978,87 26,81 0,0353
C-DQO:SSV 326,56 1 326,56 4,42 0,1701
D-DQO:N:P 397,86 1 397,86 5,39 0,146
F-pH 2369,5 1 2369,5 32,1 0,0298
AF 313,38 1 313,38 4,25 0,1755
Residuo 147,63 2 73,81
Cor Total 5533,79 7
R® 97,33%

A estimagéo da converséao de glicerol usando o modelo empirico foi considerada adequada, ja
que valores do coeficiente de determinagdo de 97,33% e do estatistico valor-p de 0,0654
encontram-se dentro dos limites considerados como aceitos.
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Figura B. 8. Comportamento estimado de conversao de glicerol com relacédo a cada uma das
variaveis estudadas no planejamento experimental fatorial fracionado do tipo 2°°.
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1. Resultados dos testes de normalidade, variancia constante, e independéncia, obtidos na andlise estatistica dos dados
experimentais produtividade de H,, rendimento de H,, produtividade de AGVt e conversao de glicerol, produzidos com o
planejamento experimental tipo composto central 2° - Estrela
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Figura C. 1. Resultados da avaliagdo da normalidade, variancia constante, e independéncia dos resultados experimentais para o parametro produtividade de

H.. (a). Grafico valores preditos vs valores observados, (b). Grafico Residuos vs valores preditos, (c). Grafico Residuo vs Ordem de corrida.

Valores preditos

Valores observados

(@)

Residuos

Valores preditos

(b)

Residuo

8
Ordem de corrida

(©)

Figura C. 2. Resultados da avaliacdo da normalidade, variancia constante, e independéncia dos resultados experimentais para o pardmetro rendimento de

H.. (a). Gréfico valores preditos vs valores observados, (b). Grafico Residuos vs valores preditos, (c). Grafico Residuo vs Ordem de corrida.
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Figura C. 3. Resultados da avaliagdo da normalidade, variancia constante, e independéncia dos resultados experimentais para o parametro produtividade de
AGV+. (a). Gréfico valores preditos vs valores observados, (b). Grafico Residuos vs valores preditos, (c). Grafico Residuo vs Ordem de corrida.
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Figura C. 4. Resultados da avaliagdo da normalidade, variancia constante, e independéncia dos resultados experimentais para o parametro converséo de
glicerol. (a). Grafico valores preditos vs valores observados, (b). Grafico Residuos vs valores preditos, (c). Grafico Residuo vs Ordem de corrida.
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2. ANOVA melhorados obtidos na analise estatistica dos dados experimentais
de produtividade de H;, rendimento de H,, produtividade de AGVr: e
conversdo de glicerol, produzidos com o planejamento experimental tipo
composto central 22 - Estrela

Nas Tabelas e Figuras a seguir sao apresentados os ANOVA'’s obtidos a
partir do tratamento estatistico dos resultados do planejamento experimental fatorial
tipo composto central 22 - Estrela. Cada um dos graficos apresentados foi estimado
usando um modelo empirico quadratico obtido a partir dos dados experimentais. A

analise estatistica dos dados foi realizada usando um nivel de confianca de 95%.

Tabela C. 1. ANOVA melhorado para o parametro produtividade de H, obtido a partir dos dados
experimentais da fermentacdo anaerébia de solugcbes aquosas sintéticas contendo glicerol, metanol,
e cloreto de s6dio, manipulando as variaveis %Glicerol, DQO, NaCl.

Orgem o des L quadiados VAU propop

Modelo 10907,46 7 1558,21 4,98 0,0191  Significativo
A-%Glicerol 6935,25 1 6935,25 22,15 0,0015

B-DQO 896,28 1 896,28 2,86 0,1291

C-NaCl 691,68 1 691,68 2,21 0,1755

AC 561,95 1 561,95 1,79 0,2172

BC 318,99 1 318,99 1,02 0,3424

B? 960,98 1 960,98 3,07 0,1179

c? 542,34 1 542,34 1,73 0,2246

Residuo 2505,08 8 313,13
Falta de ajuste  2486,24 7 355,18 18,86  0,1755 sign?fi;%tivo
Erro puro 18,83 1 18,83

Cor Total 13412,54 15

R’ 81,32%

O grau de ajuste do modelo quadratico empirico de PH, com os dados experimentais foi
avaliado mediante o teste estatistico valor-p para o modelo e para o parametro grau de falta
de ajuste. O coeficiente de determinacdo R? também foi calculado e usado como parametro
de avaliagdo do ajuste do modelo quadratico na predi¢do dos dados experimentais de PH,. O
teste estatistico valor-p do modelo apresentou um valor de 0,0191, indicando que o modelo
foi significativo na representac@o dos dados experimentais. O teste estatistico valor-p para o
parametro falta de ajuste foi de 0,1755, considerando-se ndo significativo. O coeficiente de
determinacéo R? do modelo foi igual 81,32%, o qual foi considerado adequado para os
objetivos do presente trabalho.



Tabela C. 2. ANOVA melhorado para o parametro rendimento de H, obtido a partir dos dados
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experimentais da fermentacéo anaerodbia de solu¢gbes aquosas sintéticas contendo glicerol, metanol,
e cloreto de sédio, manipulando as variaveis %Glicerol, DQO, NaCl.

Origem Soma de Média de valor F Valor p
guadrados guadrados Prob>F
Modelo 232,55 7 33,22 4,89 0,0201 Significativo
A-%Gilicerol 151,22 1 151,22 22,27 0,0015
B-DQO 10,71 1 10,71 1,58 0,2445
C-NacCl 16,63 1 16,63 2,45 0,1562
AC 16,54 1 16,54 2,44 0,1572
BC 7,55 1 7,55 1,11 0,3224
B? 20,52 1 20,52 3,02 0,1203
c? 9,36 1 9,36 1,38 0,2741
Residuo 54,33 8 6,79
Falta de ajuste 54,19 7 7,74 54,73  0,1037 Signﬁgtivo
Erro puro 0,14 1 0,14
Cor Total 286,87 15
R? 81,06%

O valor do coeficiente de determinacdo do modelo foi de 81,06%, o qual foi considerado
adequado para os objetivos do presente estudo. O teste estatistico valor-p para o modelo
apresentou um valor de 0,0201, indicando que o modelo foi significativo na representacdo do
comportamento do RH,. Além do mais, o valor do estatistico valor-p para o parametro falta de
ajuste foi de 0,1037, conferindo-se a existéncia de uma adequada correlacdo entre os fatores
experimentais avaliados e o RH,.

Tabela C. 3. ANOVA melhorado para o parametro produtividade de AGV+ obtido a partir dos dados
experimentais da fermentacéo anaerobia de solugGes aquosas sintéticas contendo glicerol, metanol,
e cloreto de sédio, manipulando as variaveis %Glicerol, DQO, NaCl.

Origem Soma de Média de Valor E Valor p
guadrados guadrados Prob>F
Modelo 41726,39 8 5215,8 6,07 0,014 Significativo
A-%Glicerol 20999,05 1 20999,05 24,43 0,0017
B-DQO 270,51 1 270,51 0,31 0,5923
C-NacCl 3709,36 1 3709,36 4,32 0,0764
AB 177,62 1 177,62 0,21 0,6632
AC 12393,03 1 12393,03 14,42 0,0067
BC 887,5 1 887,5 1,03 0,3434
A? 1334,48 1 1334,48 1,55 0,2529
B2 1954,83 1 1954,83 2,27 0,1753
Residuo 6017,04 7 859,58
Falta de ajuste  5663,03 6 943,84 2,67 0,4373 sign%ﬁ:%tivo
Erro puro 354,02 1 354,02
Cor Total 47743,43 15
R? 87,40%

Os testes estatisticos valor-p para 0 modelo e para o parametro falta de ajuste apresentaram
valores de 0,014 e 0,4373, respectivamente. Estes resultados indicaram que o modelo foi
significativo e que existiu uma adequada correlacao entre os fatores experimentais estudados
e 0 comportamento do potencial de PAGV+. Adicionalmente, o valor coeficiente de
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determinacéo R? do modelo foi de 87,40%, o qual foi considerado adequado para os objetivos
procurados no presente estudo.

Tabela C. 4. ANOVA melhorado para o parametro converséo de glicerol obtido a partir dos dados
experimentais da fermentacéo anaerodbia de solugbes aquosas sintéticas contendo glicerol, metanol,
e cloreto de sédio, manipulando as variaveis %Glicerol, DQO, NaCl.

ogen  Sonate Gi MRt vaor paerp
Modelo 4731,33 8 591,42 9,39 0,0039 Significativo

A-%Gilicerol 394,86 1 394,86 6,27 0,0407
B-DQO 249,34 1 249,34 3,96 0,0869
C-NacCl 292,34 1 292,34 4,64 0,0681
AB 375,46 1 375,46 5,96 0,0446
AC 22941 1 22941 36,43 0,0005
BC 375,46 1 375,46 5,96 0,0446
A? 165,07 1 165,07 2,62 0,1495
B’ 584,69 1 584,69 9,29 0,0187
Residuo 440,77 7 62,97

Falta de ajuste 440,77 6 73,46

Erro puro 0 1 0

Cor Total 5172,09 15
R® 91,48%

O valor estimado para o coeficiente de determinacdo do modelo foi de 91,48%, indicando que
0 modelo permitiu explicar 91,48% da variabilidade da converséo do glicerol dentro da regido
experimental estudada. Além do mais, o teste estatistico valor-p para o modelo apresentou
um valor de 0,0039, mostrando que o modelo foi significativo em um nivel de confianca de
95%.

O teste estatistico de valor-p para o parametro falta de ajuste do modelo quadratico de
estimagado da converséo de glicerol em funcéo das variaveis de interesse estudadas nao foi
avaliado devido a que se observaram limitacdes nos testes de normalidade e variancia
constante dos dados experimentais de conversdo de glicerol obtidos no segundo
planejamento experimental. Estes problemas foram atribuidos ao fato de que na maioria das
condi¢des experimentais testadas obteve-se uma conversdo completa do glicerol, atribuindo
valores iguais da variavel de resposta para multiplas condi¢fes experimentais. Apesar destes
problemas, o modelo quadratico empirico de estimacdo do comportamento da converséo de
glicerol em funcéo das variaveis %Glicerol, DQO, e NacCl foi considerado adequado para 0s
fins procurados no presente estudo, apoiando-se em que tanto o coeficiente de determinacéo
guanto o teste de significAncia do modelo apresentaram bons resultados.
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