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RESUMO 
 

No presente trabalho foi estudada a produção de H2, via fermentação escura, 

usando como substrato amostras de efluente tratado da produção de biodiesel. Este 

efluente foi caracterizado físico-quimicamente visando conhecer as suas 

propriedades poluidoras mais relevantes, destacando-se pelo seu pH ácido (pH = 

4,22), baixa concentração de nitrogênio e fósforo (Nitrogênio total<1 mg.L-1, o-

fosfatos = 30,0 ± 1,2 mg.L-1), e alta concentração de matéria orgânica dissolvida 

(DQOT = 72,52 ±  1,23g O2.L-1, e DQOS = 70,50 ± 2,65 g O2.L-1), sendo esta 

principalmente metanol (128,04 ± 0,24 g.L-1). Diferentes pré-tratamentos do inóculo 

foram avaliados visando enriquecê-lo em microrganismos produtores de H2. O pré-

tratamento térmico seguido de repouso apresentou melhor desempenho, com 

produtividade de H2 de 62,94 ± 4,96 mLH2.L-1.d-1. Ensaios de fermentação anaeróbia 

mostraram que o metanol tornou o efluente da produção de biodiesel inadequado 

como substrato para a produção de H2 via fermentação escura, tornando-se 

necessário o seu condicionamento prévio. Ensaios adicionais de produção de H2, via 

fermentação escura, foram feitos usando metodologias de planejamento 

experimental e soluções substrato sintéticas contendo glicerol, metanol e NaCl. A 

partir destes, observou-se que o enriquecimento de soluções sintéticas de metanol 

com glicerol aumentou o seu potencial de produção de H2. Finalmente, sob as 

condições experimentais estudadas no presente trabalho, a melhor condição para a 

produção de H2, via fermentação escura, usando como substrato soluções sintéticas 

contendo glicerol, metanol e NaCl, foi: concentração de DQOT 75 – 83 g O2.L-1, 

concentração de sal 1,51 – 4,10 g.L-1, e ajuste da concentração de glicerol, como 

porcentagem da DQOT, de 75% (ou 68,4 – 75,7 gGlicerol.L-1 no substrato). Nesta 

condição obteve-se uma conversão total do glicerol e a maximização da 

produtividade e rendimento de H2, com valores de 87 – 89 mL H2.L-1.d-1 e de 12 - 13 

mL H2.g-1DQOAlimentada, respectivamente.  

 

Palavras-chave: Biohidrogênio, Fermentação escura, Planejamento experimental, 

Glicerol, Efluentes da produção de biodiesel. 

 



ii 
 

 
 

ABSTRACT 
 

In this work it was studied the production of H2 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-1, o- phosphate = 

30,0 ± 1,2 mg.L-1) and high concentration of dissolved organic matter (TCOD = 72,52 

± 1,23 g O2.L-1 and DCOD = 70,50 ± 2,65 g O2.L-1), which was mainly methanol 

(128,04 ± 0,24 g.L-1). Different inoculum pretreatments were assessed for enriching 

the inoculum in H2-producing microorganisms. The thermal pretreatment followed by 

rest showed the best performance, with H2 productivity of 62,94 ± 4,96 mLH2.L-1.d-1. 

Anaerobic fermentation tests showed that methanol leads the biodiesel production 

wastewater becomes inappropriate as substrate for H2 production by fermentation 

dark, making necessary its prior conditioning. Additional H2 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 H2 production potential. Finally, under the experimental conditions studied in this 

work, the best condition for H2 production by dark fermentation, using as substrate, 

synthetic solutions containing glycerol, methanol and NaCl, was: TCOD 

concentration 75 - 83 g O2.L-1, salt concentration between 1,51 and 4,10 g.L-1, and 

glycerol concentration, as a percentage of the TCOD, of 75% (equivalent to 68,4 – 

75,7 gGlycerol.L-1). In this condition it was obtained a total conversion of the added 

glycerol and the maximization of the H2 productivity and H2 yield getting values 

between 87 - 89 mLH2.L-1.d-1 and 12 - 13 ml H2.g-1CODAdded, respectively. 

 

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

Biodiesel production wastewater. 
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1. INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 
 

1.1. INTRODUÇÃO 

 

Desde a implementação do uso obrigatório de misturas porcentuais de biodiesel 

no diesel petroquímico comercializado no Brasil, a crescente demanda por este 

biocombustível tem levado ao aumento acentuado tanto da produção anual de 

biodiesel quanto das capacidades nominais e de empresas produtoras no país 

(ANP, 2015).  

No ano 2009, o diesel comercializado no Brasil apresentava um porcentual 

obrigatório de 2% em biodiesel. Nessa oportunidade, a produção total de biodiesel 

B100 atingiu um valor de 1,6 milhões de m3. Já para o ano 2013, período no qual a 

porcentagem autorizada de biodiesel no diesel no Brasil foi de 5%, a quantidade 

total de biodiesel produzida no país chegou a um valor de 2,9 milhões de m3 (ANP, 

2015). Os dados anteriores mostram que no transcurso de 5 anos a produção de 

biodiesel no Brasil teve um aumento superior a 80%. Espera-se que o incremento na 

produção de biodiesel no país seja muito maior nos próximos anos, já que a partir do 

segundo semestre de 2014, o porcentual autorizado de biodiesel no diesel passou 

do 5% para 7%, e para o ano 2019 este deve chegar até um patamar de 10% 

(BRASIL, 2016). 

O rápido desenvolvimento da indústria do biodiesel no Brasil também tem criado 

importantes desafios no que diz respeito à gestão dos efluentes gerados durante a 

produção desde biocombustível e a identificação de alternativas de mercado à 

glicerina obtida como subproduto. Ao redor de 10% em volume da produção de 

biodiesel são gerados como glicerol durante o processo de produção do biodiesel 

(LEONETI; ARAGÃO-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 são 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 milhões de m3 de glicerina e no máximo 

3,5 milhões de m3 de efluente da produção de biodiesel, tornando-se um problema 

ambiental e econômico relevante para a indústria do biodiesel brasileira.  
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Embora uma fração da glicerina obtida como subproduto da produção de 

biodiesel seja comercializada no Brasil como suplementação de ração animal 

(LEONETI; ARAGÃO-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’água, tornam necessária a 

implementação de novas tecnologias para o tratamento dos efluentes da produção 

de biodiesel, visando enquadrar as suas características físico-químicas dentro dos 

limites estabelecidos (CONAMA, 2011). Esta situação, indispensável para a 

sustentabilidade e responsabilidade ambiental da indústria do biodiesel, aumenta o 

custo de produção do biodiesel no país, tornando-se necessária a procura de 

tecnologias de tratamento que permitam a obtenção de produtos de valor agregado 

ou o reúso direto destes efluentes dentro do próprio processo produtivo. 

Entre as tecnologias disponíveis para o aproveitamento tanto da glicerina quanto 

da matéria orgânica dos efluentes da produção de biodiesel, os processos biológicos 

destacam-se pela possibilidade de obtenção de produtos de alto valor agregado 

(AGV, etanol, 1,3-propanodiol, CH4, H2, entre outros) (ARIMI et al., 2015; BHATTI et 

al., 1996; ITO et al., 2005; SILES et al., 2010) 

 Diversos estudos utilizando a digestão anaeróbia para a bioconversão de 

glicerina têm sido reportados na literatura, apresentando resultados satisfatórios com 

relação à produção de biogás rico em CH4 ou H2 (SARMA et al., 2013a; SILES et al., 

2011; WATANABE et al., 2013). As características metanólicas dos efluentes da 

produção de biodiesel também os tornam adequados para a produção de biogás rico 

em CH4 mediante digestão anaeróbia (BHATTI et al., 1996; LETTINGA et al., 1979). 

Porém, a produção de H2 a partir destes efluentes como substrato tem mostrado 

menor potencial (MANGAYIL; KARP; SANTALA, 2012). 

O tratamento biológico combinado destaca-se como uma alternativa promissora 

com relação à maximização do aproveitamento integral da matéria orgânica 

dissolvida em efluentes industriais (ARGUN; KARGI, 2011; CAVINATO et al., 2012; 

GHIMIRE et al., 2015). A fermentação anaeróbia combinada com etapas 

independentes de acidogênese e metanogênese apresenta uma oportunidade 

interessante como alternativa de tratamento dos efluentes da produção de biodiesel 
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e simultâneo aproveitamento da glicerina bruta, tendo como objetivo principal a 

produção de bioenergia na forma de H2, etanol, e CH4 (LUO et al., 2011; RIVERO; 

SOLERA; PEREZ, 2014; TANGKATHITIPONG; INTANOO; CHAVADEJ, 2014). 

Neste caso, condições adequadas de acidogênese podem ser configuradas no 

reator visando à maximização de produção de compostos como H2 e etanol, ambos 

possíveis de serem metabolizados a partir do glicerol (VIANA et al., 2014). Por outro 

lado, os efluentes da etapa de acidogênese, ricos em AGV ou até diretamente os 

efluentes metanólicos da produção de biodiesel, podem ser conduzidos até uma 

etapa final de metanogênese visando à produção de CH4 com a simultânea redução 

da concentração de matéria orgânica 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 produção de H2 e CH4 mediante etapas 

independentes de acidogênese e metanogênese, usando efluentes da produção de 

biodiesel condicionados com glicerina bruta, têm focado principalmente na análise 

inicial de variáveis de processo relacionadas com a operação contínua dos mesmos, 

tais como a carga orgânica e tempo de retenção hidráulica (TANGKATHITIPONG; 

INTANOO; CHAVADEJ, 2014), deixando de lado aspectos importantes como a 

influência que a composição da mistura possa ter sobre os processos de digestão 

anaeróbia, especialmente na etapa de acidogênese, na qual a produção de H2 vem 

acompanhada da formação de AGV e outros metabolitos intermediários mais 

reduzidos (consumidores de H2 na sua formação). 
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1.2. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial de geração de energia (como biohidrogênio) a partir do 

tratamento biológico anaeróbio de efluente da produção de biodiesel obtido via 

catálise básica.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Obter a melhor condição de pré-tratamento do lodo usado como inóculo para 

produção de biohidrogênio a partir de efluente da produção de biodiesel; 

• Obter a melhor condição de produção de biohidrogênio a partir de soluções 

sintéticas contendo glicerol, metanol e cloreto de sódio, simulando o efluente 

da produção de biodiesel condicionado com glicerina bruta. 

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

• Quantificação dos contaminantes do efluente da produção de biodiesel após a 

melhor condição de tratamento físico-químico (denominado efluente pré-

tratado) definida em trabalho anterior; 

• Implantação e validação de metodologias de quantificação de metanol e 

glicerol em soluções aquosas (efluente pré-tratado e produtos líquidos de 

fermentação), e de H2, CH4, CO2, e H2S no biogás; 

• Avaliação da produção de H2 por fermentação escura de efluente da 

produção de biodiesel em frascos tipo penicilina, sob diferentes condições de 

pré-tratamento do lodo e concentrações iniciais de DQO total; 

• Avaliação de diferentes métodos de pré-tratamento do inóculo na produção 

de H2 por fermentação escura, empregando meios sintéticos simulando 

efluentes da produção de biodiesel ricos em glicerol ou metanol como 

substrato; 

• Estudo da influência de diferentes variáveis, por meio de planejamento 

experimental, na produção de H2 a partir de meios sintéticos, simulando o 

efluente da produção de biodiesel suplementado com glicerina bruta. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1. SITUAÇÃO ENERGÉTICA MUNDIAL E NO BRASIL 

 

Durante os últimos 40 anos a crescente demanda energética mundial tem sido 

suprida principalmente com o uso de fontes de energia primária, as quais envolvem 

combustíveis fósseis como petróleo, carvão e gás natural (IEA, 2015) (Figura 2.1). O 

uso excessivo de combustíveis fósseis tem gerado diversos problemas econômicos, 

sociais e ambientais, entre os que se destacam o aumento dos preços do petróleo, 

aumento da poluição atmosférica e aceleração do aquecimento global, e o rápido 

esgotamento das reservas mundiais de petróleo, gás natural e carvão 

(ABBASZAADEH et al., 2012). As problemáticas anteriores têm fomentado a criação 

de planos estratégicos para a obtenção de fontes alternativas de energia, 

principalmente nos países em desenvolvimento, que assegurem a sua segurança e 

autossustentabilidade energética (IRENA, 2016). 

 

 
Figura 2.1. Produção e consumo energético mundial para o período 1971 – 2013. (a) Consumo de 

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



6 
 

 
 

A pesar dos esforços feitos, a inserção de fontes de energia limpas e renováveis 

na matriz energética mundial continua sendo lenta. Segundo dados apresentados 

pela Agência Internacional de Energia (IEA, 2015), de 1973 até 2013 a participação 

das fontes de energia limpas e renováveis (hídrica, biocombustíveis, eólica, solar, 

termal, entre outras) dentro da matriz energética mundial aumentou somente 11%, 

passando de uma participação 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 utilização de fontes de energia fósseis, 

distribuindo-se principalmente no uso de petróleo com 31,1%, seguido do uso de 

carvão com 28,9% e gás natural com 21,4% (Figura 2.2)(IEA, 2015). Estima-se que 

este panorama não mude muito até o ano 2040, onde o uso de fontes de energia 

fósseis para a satisfação das necessidades energéticas mundiais continuará sendo 

no mínimo de 80% (SUNGGYU; SPEIGHT; LOYALKA, 2015). 

 

 
Figura 2.2. Principais fontes de energia utilizadas para o abastecimento de energia mundial em 2013. 

Adaptado de IEA (2015) 
 

Comumente, o gás natural e carvão produzidos mundialmente são destinados à 

geração de energia elétrica ou térmica, tanto para o setor industrial quanto para 

outros envolvendo atividades agrícolas, comerciais ou residenciais. Em 

contrapartida, o petróleo destina-se principalmente como matéria-prima na produção 

de combustíveis líquidos para o setor de transporte, tais como gasolina, querosene 

de aviação, diesel petroquímico, óleo combustível, etc.(Tabela 2.1)(IEA, 2015). De 

modo ilustrativo, destaca-se que em 2013 aproximadamente 63,8% do petróleo 

produzido foi destinado principalmente para a produção de combustíveis para o 
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setor de transporte, representando um incremento de 40% com relação à sua 

participação 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 primária fósseis em 2013. 

Tomado de IEA (2015). 
Matéria-prima Transporte Indústria Usos não energéticos Outros* 

Petróleo 63,80% 8,40% 16,20% 11,6%  
Gás Natural 6,90% 37,20% 11,10% 44,8%  

Carvão 0,30% 78,90% 6,10% 14,7% 
* Inclui usos na agricultura, setor comercial e doméstico, entre outros. 

 

 
Figura 2.3. Histórico de consumo de petróleo por setor durante o período 1971 – 2013. Adaptado de 

IEA (2015). 
 

O Brasil destaca-se como um dos países onde a inserção de fontes de energia 

renováveis 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 fósseis convencionais, e os 41,2% restantes sendo 

atribuídos a fontes de energia renováveis. O valor de oferta energética a partir de 

fontes renováveis 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 renováveis mais importantes no Brasil encontram-se a 

hídrica, os derivados da cana de açúcar (etanol, bagaço, etc.), e o carvão ou lenha 

vegetal. Na Figura 2.4 apresenta-se uma classificação completa da participação de 

cada uma das fontes de energia produzidas no Brasil para o ano de 2015. 
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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 ENERGÉTICA BRASILEIRA 

 

2.2.1. Breve introdução ao processo de produção de biodiesel 

 

Dentre os combustíveis alternativos propostos para substituir o diesel de 

petróleo, o biodiesel destaca-se como o de maiores oportunidades devido a 

atraentes vantagens no que diz respeito a suas fontes de matéria prima renováveis, 

condições de produção, propriedades combustíveis, e menores impactos ambientais 

(ABBASZAADEH et al., 2012; ARANSIOLA et al., 2014; DAUD et al., 2014; 

KNOTHE; KRAHL; VAN GERPEN, 2010). 

O biodiesel, denominação comercial feita principalmente aos ésteres metílicos de 

ácidos graxos (mas também podem ser ésteres etílicos de ácidos graxos), pode ser 

feito a partir de uma grande quantidade de matérias-primas de base oleosa, entre as 

que se encontram óleos vegetais (como o de soja, palma, girassol, canola, entre 

outros), óleos 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 produção de 

biodiesel. 

O processo de produção mais comum do biodiesel é conhecido como 

transesterificação metanólica (Figura 2.5). Este processo consiste basicamente na 

reação de uma matéria-prima rica em triglicerídeos com álcoois de cadeia curta 

(principalmente metanol e etanol), na presença de um catalisador homogêneo, o 

qual pode ser de caráter ácido ou básico.  

Além da transesterificação metanólica, outras tecnologias de produção de 

biodiesel têm sido desenvolvidas. Aransiola et al. (2014), Daud et al. (2014) e 
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Adewale et al. (2015) apresentaram compilações das principais tecnologias 

disponíveis para a produção de biodiesel, entre as quais se destacam a 

transesterificação em duas etapas, transesterificação heterogênea (ácida e básica), 

transesterificação supercrítica (catalítica e não catalítica), transesterificação 

enzimática, destilação reativa, entre outras.  

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

(2014). 
Matérias-primas 

comestíveis 
Matérias-primas 
não comestíveis Outros 

Óleo de soja Gordura bovina Óleo de frituras 

Óleo de colza Gordura de 
frango Óleo de algas 

Óleo de palma Óleo de 
mamona 

Gordura de estações de 
tratamento de efluentes 

Óleo de canola Gordura de 
porco  

Óleo de girassol   
Óleo de algodão   

Óleo de amendoim   
Óleo de milho   
Óleo de coco   

Óleo de linhaça   
Óleo dendê   

 

 
Figura 2.5. Diagrama geral do processo de produção de biodiesel por transesterificação metanólica. 

Adaptado de DAUD et al. (2014). 
 

No processo de produção de biodiesel por transesterificação metanólica destaca-

se a geração de dois principais subprodutos. O primeiro deles é o glicerol, o qual é 

produzido durante a reação de transesterificação. 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 são obtidos como subproduto (LEONETI; ARAGÃO-

LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012). 

A fração rica em glicerol gerada durante o refino do biodiesel pode conter 

quantidades significativas de água, metanol, sais, e outros compostos 

contaminantes, que impedem a sua direta utilização como matéria-prima em 

processos onde o glicerol é considerado um composto de alto valor agregado. A 

fração rica em glicerol é comercializada como glicerina bruta, sendo considerada um 

subproduto de baixo valor agregado e um enorme problema ambiental a solucionar 

na produção de biodiesel, devido a seu limitado aproveitamento e contínua 

acumulação, promovida pela crescente demanda mundial por biodiesel. Potenciais 

processos alternativos para o aproveitamento da glicerina bruta têm sido propostos, 

como por exemplo, a desidratação térmica ou catalítica para a produção de químicos 

de alto valor agregado como acroleína, aldeídos, cetonas, metanol e etanol, a 

produção de H2 e CH4 via gaseificação ou digestão anaeróbia, e a sua utilização 

como fonte de alimentação animal (KNOTHE; KRAHL; VAN GERPEN, 2010; 

LEONETI; ARAGÃO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012). 

Outro importante subproduto da produção de biodiesel é 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’água devido ao seu alto teor de matéria 

orgânica solúvel e de compostos recalcitrantes para a vida aquática. Vários autores 

têm relatado que, dependendo do processo de refino do biodiesel, entre 20 – 300 L 

de efluentes são gerados para cada 100 L de biodiesel produzido (DAUD et al., 

2014; MENESES et al., 2012; PALOMINO-ROMERO et al., 2012).  

Diferentes tecnologias têm sido aplicadas no tratamento dos efluentes da 

produção de biodiesel. Dentre estas se destacam os processos físico-químicos, 

eletroquímicos, biológicos e combinações 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 produção de biodiesel. Destaca-se que a 

utilização de tratamentos biológicos combinados apresenta-se como uma opção 

atraente desde o ponto de vista de conseguir simultaneamente a redução das 
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características poluidoras dos efluentes e a obtenção de produtos de valor 

agregado, como por exemplo, a geração de biogás rico em CH4 ou H2.  
 

Tabela 2.3. Tipos de tratamentos aplicados a efluentes da produção de biodiesel. 
Tipo de tratamento %Remoção Tempo de duração Produtos gerados 

Eletrocoagulação 

DQO: 55,7 

25 min Nenhum 

Glicerina: 3,5 

Metanol: 16,9 

SS: 100 

O&G: 100 

Eletrocoagulação 

DQO: 55,01 

23 min Nenhum SS: 96,75 

O&G: 97,76 

Oxidação eletroquímica 

DBO: 90 

7h Nenhum DQO: 100 

O&G: 100 

Biológico (Rhodotorula 
mucilaginosa) Óleo: 98 66h Nenhum 

Biológico (inóculo: UASB-
abatedouro de aves) 

Matéria orgânica: 85 
8h Nenhum 

DQO: 66 – 93 

Físico-químico (Al2(SO4)3) 

DQO: 69 

Não informado Nenhum Cor, Turbidez, 
Hidrocarbonetos e 

O&G: 100 

Eletrocoagulação + 
Codigestão anaeróbia DQO: 81 14 – 45h Metano 

Biológico (Inóculo: águas 
residuais domésticas) DQO: 90 700h Eletricidade: 2110 ± 68 

mW m-2 de catodo 

Biológico (Bacillussubtilis) Não informado 600h Eletricidade: 0,06 mW 
cm-2 

Neutralização com ácido Não informado 30 min Glicerol 

Biológico (inóculo: Efluente 
de cervejaria) 

Não informado  
(356 mLCH4.g-

1DQOremovida)  
50h Metano 

Biológico (inóculo: 
Enterobacteraerogenes) Glicerol: 100 24h 

H2 
Etanol 

Biológico (inóculo: 
Thermotoganeopolitana) Glicerol: 27,3 50h H2 

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

 

2.2.2. Situação da produção de biodiesel no Brasil 

 

No Brasil, a principal tecnologia de produção de biodiesel é a transesterificação 

metanólica. Segundo Meneses et al. (2012), das 48 usinas de produção de biodiesel 

existentes no Brasil em 2009, 42 empregavam esta tecnologia na produção de 
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biodiesel. Em agosto de 2016, a quantidade de plantas autorizadas de biodiesel no 

país foi de 50, as quais contaram com uma capacidade de produção autorizada de 

20480,81 m3.d-1 de biodiesel (ANP, 2016a).  

A principal matéria-prima para a produção de biodiesel utilizada no Brasil é o óleo 

de soja, seguida da gordura animal e o óleo de algodão. A título de ilustração, 

destaca-se que em 2015 o óleo de soja representou 76,9% do total das matérias-

primas usadas na produção de biodiesel, enquanto a gordura animal, óleo de 

algodão e demais matérias-primas representaram 19,8%, 2,2% e 1,1% do total 

empregado, respectivamente (ANP, 2015).  

A autorização da mistura de biodiesel e diesel convencional foi introduzida pela 

primeira vez no Brasil a partir de 2005, através da Lei nº 11097, desde então 

incrementos do porcentual do biodiesel no diesel têm sido efetuados, sendo estes de 

2% em 2008, 5% em 2010 e a partir de 2014 a porção de biodiesel adicionada ao 

diesel petroquímico convencional passou para 7%, sendo autorizado pela Lei nº 

13033/2014 (ANP, 2016b). 

Em 2014, a produção total de biodiesel B100 no Brasil foi de aproximadamente 

3,4 milhões de m3 (ANP, 2015), sendo acompanhada da necessidade de tratamento 

de aproximadamente 4,0 – 10,2 milhões de m3 de efluentes da produção de 

biodiesel (assumindo uma relação de 1,2 – 3,0 Lefluente.L-1
biodiesel) (MENESES et al., 

2012; PALOMINO-ROMERO et al., 2012). Durante 2014, também foram produzidos 

um total de 311,8 mil m3 de glicerina, produção 7,4% maior que a de 2013 (ANP, 

2015).  

Parte da glicerina produzida no Brasil é destinada à produção de ração animal, 

como complemento. Porém, nem toda a glicerina produzida é absorvida pelo 

mercado nacional, levando à sua acumulação no mercado e, portanto, a reduções 

significativas no seu preço de comercialização, principalmente nas regiões 

produtoras de biodiesel (LEONETI; ARAGÃO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012). 

Assim sendo, o desenvolvimento de novas alternativas de uso da glicerina e de 

reúso dos efluentes gerados dentro da indústria brasileira do biodiesel torna-se uma 

alternativa atraente, visando aumentar a rentabilidade e sustentabilidade ambiental 

desde biocombustível no país.  

 



13 
 

 
 

2.3. HIDROGÊNIO COMO FONTE DE ENERGIA ALTERNATIVA 

 

Atualmente, o H2 é usado como matéria-prima básica em diversos processos de 

indústrias como a petroquímica, metalúrgica, química, de manufatura, entre outras 

(JIN ZHONG et al., 2003). Não obstante, este composto é considerado um dos 

combustíveis mais promissores como fonte de energia limpa em diferentes campos, 

nos quais combustíveis fósseis são usados, como por exemplo, os setores 

automotivo, industrial, elétrico, entre outros, conforme apresentado na Figura 2.6  

(GUBTA et al., 2008). 

 

 
Figura 2.6. Utilização comum do H2 como matéria-prima e setores com potencial de uso como fonte 

combustível alternativa. Adaptado de GUBTA et al.(2008). 
 

Dentre as características que destacam o H2 como fonte ideal de energia 

alternativa e limpa encontram-se o seu alto conteúdo energético e propriedades 

combustíveis, não emissão de subprodutos contaminantes durante a sua combustão 

(somente geração de vapor de água), e capacidade de geração a partir de diversas 

fontes renováveis (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GUBTA, 2008). 

O conteúdo energético do H2 é o mais alto entre os combustíveis convencionais, 

com um valor de 141,90 J.kg-1, sendo este 375, 284 e 184% maior que o conteúdo 

energético do etanol (29,9 J.kg-1), do biodiesel (37,0 J.kg-1) e do gás natural (50,0 

J.kg-1), respectivamente (Tabela 2.4). Além do mais, o H2 possui outras importantes 

propriedades físico-químicas que favorecem seu uso como combustível, entre elas: 

a sua alta difusão 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 ignição, alta temperatura de chama (2207 °C), 

entre outros (GUBTA, 2008). 

 
Tabela 2.4. Conteúdo energético do H2 e de outros combustíveis convencionais. Adaptado de DAS et 

al. (2011). 

Tipo de 
combustível 

Estrutura 
Química 

Teor de 
Carbono 

(%) 

Matéria-prima de 
produção 

Conteúdo 
energético                 

(J.kg-1) 

Emissões de 
carbono específico                    
(kg C.kg-1

combustível) 

Hidrogênio H2 0 
Gás natural, metanol, 

nafta, carvão, eletrólise 
da água, biomassa. 

141,9 0 

Etanol C2H5OH 52 Milho, grãos, resíduos 
agrícolas. 29,9 0,5 

Biodiesel 

Ésteres 
metílicos de 

ácidos graxos 
C12 - C22 

77 

Gorduras e óleos de 
fontes como soja, 

resíduos de frituras, 
abate e processamento 

de animais, etc. 

37 0,5 

Metanol CH3OH 37,5 Gás natural, carvão, 
madeira. 22,3 0,5 

Gás natural CH4 75 --- 50 0,46 

Gasolina Hidrocarbonetos 
C4 - C12 

74 Petróleo  47,4 0,86 

 

 A produção mundial de H2 para o ano de 2009 foi estimada em 400 – 500 

bilhões de Nm3, sendo o H2 produzido principalmente a partir de fontes de matéria-

prima fósseis como gás natural, carvão, e nafta petroquímica (Figura 2.7). As 

principais rotas comerciais de produção de H2 envolvem processos termoquímicos 

(Figura 2.8). Este tipo de processo demanda grandes quantidades de energia e 

descarta altas vazões de gases de efeito estufa e poluentes na atmosfera (DAS; 

KHANNA; DASGUPTA, 2011).  

 
Figura 2.7. Produção de H2 de diferentes fontes de matéria-prima. Adaptado de DAS et al. (2011). 
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Outros processos alternativos para a produção de H2 a partir de fontes de 

matéria-prima não fósseis têm sido desenvolvidos, como por exemplo, a eletrólise e 

foto-eletrólise de água, e a pirólise de biomassa. Porém, o alto custo de produção e 

manutenção, ou etapas ainda em desenvolvimento, têm dificultado sua aplicação. 

Além dos processos termoquímicos e eletroquímicos mencionados, o H2 também 

pode se produzido mediante processos biológicos fotossintéticos e fermentativos. 

Estes processos são considerados dos mais promissores no que diz respeito à 

produção renovável e sustentável deste combustível mediante tecnologias limpas e 

de baixo custo econômico (podem usar como fonte de matéria-prima subprodutos, 

resíduos ou, efluentes ricos em compostos orgânicos de outros processos 

industriais). Porém, para a sua aplicação industrial, grandes esforços precisam ser 

feitos visando aumentar a produtividade e rendimento de H2 dos mesmos (ARIMI et 

al., 2015; BIČÁKOVÁ; STRAKA, 2012; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; SHOW et 

al., 2012). 

 

 
Figura 2.8. Principais tecnologias de produção de H2 a partir de fontes fósseis. Adaptado de GUBTA 

et al.(2008). 
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 A produção biológica de H2 pode se classificar em 4 tipos de processos 

diferentes, sendo estes: a biofotólise direta, biofotólise indireta, fotofermentação, e 

fermentação escura (BIČÁKOVÁ; STRAKA, 2012; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 

2011) (Figura 2.9). Além do mais, a produção biológica de H2 pode ser feita através 

da integração entre dois ou mais processos biológicos, o que leva ao melhoramento 

significativo da produtividade e rendimento de H2 (SHOW et al., 2012; SINHA; 

PANDEY, 2011; VASCONCELOS DE SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 

2014).  

 Dentre os processos de produção biológica de H2, o processo de produção de 

H2 via fermentação escura destaca-se como o de maior potencial de exploração, 

principalmente devido a que neste processo uma grande variedade de efluentes 

industriais ricos em matéria orgânica podem ser usados como substrato. Além disto, 

a fermentação escura não requer luz solar (permitindo a utilização de reatores 

convencionais)  e, dependendo dos microrganismos usados, outros subprodutos de 

alto valor agregado também poderiam ser gerados (VASCONCELOS DE SÁ; 

CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014).  

 

 
Figura 2.9. Principais processos de produção biológica de H2. 
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2.4. PRODUÇÃO DE H2 VIA FERMENTAÇÃO ESCURA 

 
O processo de produção de H2 via fermentação escura pode ser definido como 

um processo de degradação anaeróbia da matéria orgânica, no qual diferentes tipos 

de microrganismos (anaeróbios ou facultativos) trabalham de forma sintrófica, 

convertendo a matéria orgânica complexa disponível no meio em H2, CO2 e ácidos 

graxos voláteis (acético, butírico, propiônico, láctico, etc), entre outros subprodutos 

orgânicos mais simples (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGERI; TOMMASI; 

SANFILIPPO, 2015).  

A produção de H2 via fermentação escura envolve basicamente as mesmas 

etapas do bem conhecido processo de digestão anaeróbia de produção de metano 

(CHERNICHARO, 2007) (Tabela 2.5). Porém, no processo de produção de H2 os 

microrganismos consumidores de H2 ou as etapas que conduzem ao consumo deste 

composto são indesejáveis. A eliminação ou inibição dos microrganismos 

consumidores de H2 (principalmente metanogênicos) pode ser realizada mediante a 

seleção adequada do inóculo usado, pré-tratamentos do inóculo, redução do pH, e 

estabelecimento de baixos tempos de retenção hidráulica 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 degradação de diferentes compostos 

orgânicos visando à produção de H2 via fermentação escura.  

A produção de H2 via fermentação escura tem sido estudada principalmente sob 

condições de anaerobiose, pressão atmosférica, pH entre 5,5 – 6,5 e temperaturas 

entre 30 - 80°C, empregando-se diversos tipos de fonte de inóculo, sendo estes 

consórcios microbianos ou, culturas puras de microrganismos específicos, entre os 

que se destacam os gêneros Enterobacter sp e Clostridium sp (BIČÁKOVÁ et al.; 

STRAKA, 2012; DAS et al., 2011; GHIMIRE et al., 2015; SINHA et al., 2011; 

VASCONCELOS DE SÁ et al., 2014). 

Vários estudos de produção de H2 via fermentação escura têm usado 

carboidratos como fontes de substrato (glicose, sacarose, amido, celulose, etc.) 

devido a seu alto potencial de produção de H2 e biodegradabilidade. Não obstante, 

outras fontes alternativas de baixo custo como efluentes industriais, resíduos 

agrícolas, glicerina bruta, entre outros, também têm mostrado um forte potencial 
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para serem usadas como substrato na produção de H2 via fermentação escura 

(ARIMI et al., 2015; CHONG et al., 2009; GHIMIRE et al., 2015; GUO et al., 2010; 

SHOW et al., 2012).  

 
Tabela 2.5. Descrição geral das etapas envolvidas durante a degradação anaeróbia da matéria 

orgânica via fermentação anaeróbia (CHERNICHARO, 2007). 

Etapa Descrição geral 
Tipos de 

microrganismos 
envolvidos 

Principais 
produtos 

Hidrólise 

Nesta etapa começa a degradação 
da matéria orgânica complexa até 
compostos orgânicos dissolvidos 
mais simples capazes de atravessar 
a membrana celular dos 
microrganismos acidogênicos. A 
solubilização da matéria orgânica 
complexa é realizada mediante a 
ação de exoenzimas produzidas 
pelos microrganismos fermentativos 
hidrolíticos. 

Gêneros Clostridium, 
Micrococcus, 

Staphylococcus, 
Bacteroides, Butyvibrio, 

Fusobacterium, 
Selenomonas, 

Streptococcus, Proteus, 
Peptococcus, Bacillus, 

Staphylococcus, 
Acetivibrio, 

Eubacterium, entre 
outros. 

Açúcares 
simples, 

Aminoácidos, 
Ácidos 
graxos. 

Acidogênese 

Nesta etapa o material orgânico 
dissolvido produzido durante a etapa 
de hidrólise é usado como substrato 
por microrganismos acidogênicos. 
Estes microrganismos são os 
responsáveis de executar a 
degradação deste material orgânico 
até compostos orgânicos 
intermediários, produzindo-se 
principalmente ácidos orgânicos, H2, 
e CO2 como produtos de 
fermentação. 

Gêneros Clostridium, 
Bacteroides, 

Ruminococcus, 
Butyribacterium, 

Propionobacterium, 
Eubacterium, 
Lactobacillus, 

Streptococcus, 
Pseudomomas, 
Desulfobacter, 

Micrococcus, Bacillus, 
Escherichia, entre 

outros. 

Ácidos 
orgânicos 
(Acético, 
Butírico, 

Propiônico), 
Álcoois, 

Cetonas, H2, 
CO2. 

Acetogênese 

Nesta etapa se produz a degradação 
dos compostos orgânicos 
intermediários gerados na etapa de 
acidogênese (propionato, butirato, 
etc.) até acetato, H2, e CO2, 
compostos que são utilizados como 
substrato pelas bactérias 
metanogênicas na degradação final 
da matéria orgânica. A degradação 
dos compostos orgânicos 
intermediários é desenvolvida pela 
ação de microrganismos 
acetogênicos sintróficos. 

Gêneros 
Shyntrophobacter e 
Shyntrophomomas 

Acetato, H2, 
CO2. 

Metanogênese 

Nesta etapa os diferentes compostos 
produzidos durante a degradação da 
matéria orgânica nas etapas 
anteriores (H2, CO2, e acetato) são 
usados como substrato pelos 
microrganismos metanogênicos 
acetoclásticos e hidrogenotróficos, 
encarregando-se de mineralizar a 
matéria orgânica remanescente no 
meio de fermentação e conduzindo à 
formação de metano e CO2.  

Metanogênicas 
acetoclásticas: 
Principalmente 

pertencentes aos 
gêneros 

Methanosarcina e 
Methanosaeta 

CH4 e CO2. Metanogênicas 
Hidrogenotróficas: 

Envolve os gêneros 
Methanobacterium, 
Methanospirillum, 

Methanobrevibacter, 
Methanoculleus, e 

Methanocorpusculum 
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Figura 2.10. Principais etapas envolvidas na produção de H2 através da degradação anaeróbia da 

matéria orgânica. Adaptado de CHERNICHARO et al. (2007), e GHIMIRE et al. (2015). 
 

2.4.1. Principais parâmetros de influência sobre a produção de H2 

 

A produção de H2 via fermentação escura pode ser melhorada 

significativamente a partir do estudo e adequado ajuste de diversos parâmetros 

relacionados tanto com o controle das variáveis próprias do processo fermentativo, 

quanto os relacionados com a inibição da proliferação de microrganismos 

indesejáveis dentro do biorreator (ARIMI et al., 2015; GHIMIRE et al., 2015; 

RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015; SINHA; PANDEY, 2011). A seguir, são 

apresentados os parâmetros destacados na literatura como os de maior influência 

sobre o processo de produção de H2 via fermentação escura.  

 

2.4.1.1. Tipo de inóculo e pré-tratamento 
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A seleção do tipo de inóculo apresenta-se como um dos principais parâmetros 

do processo de produção de H2 pela sua forte relação com a praticidade e economia 

do processo fermentativo, já que define ou não a necessidade de manter a operação 

estéril do processo (evitando a contaminação do meio quando usadas culturas 

puras), e a realização de etapas adicionais para o enriquecimento do meio de cultura 

em microrganismos produtores de H2 (quando usados como fonte de inóculo 

populações microbianas mistas) (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGERI; 

TOMMASI; SANFILIPPO, 2015; SHOW et al., 2012; SINHA; PANDEY, 2011).  

Diversos estudos de produção de H2 via fermentação escura têm sido 

executados usando culturas puras como fontes de inóculo e carboidratos puros 

como substrato (glicose, sacarose, frutose, etc.) (DE SÁ et al., 2013; SINHA; 

PANDEY, 2011). Entre os tipos de microrganismos mais estudados encontram-se os 

relacionados com gêneros como Clostridium e Enterobacter, mas também 

microrganismos termofílicos dos gêneros Thermoanaerobacterium sp., 

Thermotogales sp., e Thermotoga sp têm sido identificados como apropriados para a 

produção de H2 via fermentação escura (CHONG et al., 2009; SHIN; YOUN; KIM, 

2004; SINHA; PANDEY, 2011; VASCONCELOS DE SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-

LEITÃO, 2014).  

Microrganismos produtores de H2 podem ser encontrados em ambientes 

naturais como solo, lodos de esgoto, lodos anaeróbios, lagoas, entre outros (DAS; 

KHANNA; DASGUPTA, 2011). Por isto, amostras coletadas nestes ambientes têm 

sido usadas como inóculo na produção de H2 em estudos executados por diversos 

autores (GHIMIRE et al., 2015).  

A utilização de culturas mistas como fonte de inóculo apresenta atraentes 

vantagens para o processo de produção de H2 via fermentação escura, destacando-

se a diminuição do custo de produção do processo fermentativo por utilizar fontes de 

inóculo de ampla disponibilidade, e a ausência da necessidade de manter condições 

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 H2. Em contrapartida, a principal 

desvantagem do uso de culturas mistas concentra-se na forte presença de 

microrganismos consumidores de H2 no consórcio 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 H2 efetua-se mediante a aplicação de pré-tratamentos físico-químicos sobre o 

inóculo. Os diferentes tipos de pré-tratamentos do inóculo existentes exploram as 

diferenças fisiológicas entre as bactérias produtoras e consumidoras de H2 

(CHERNICHARO, 2007; RUGGERI et al., 2015). Entre os principais tipos de pré-

tratamentos físico-químicos amplamente testados sobre diferentes fontes de culturas 

mistas encontram-se o choque térmico, alcalino, ácido, químico e ultrassom, além do 

pré-tratamento de seleção natural (BOBOESCU et al., 2014; KAN, 2013; 

MOHAMMADI et al., 2011; ROSSI et al., 2011; SINHA; PANDEY, 2011). 

 

2.4.1.2. Tipo e concentração do substrato 

 

A importância do tipo de substrato usado no processo de produção de H2 

baseia-se no seu significativo impacto sobre a viabilidade econômica e técnica do 

processo fermentativo. Açucares simples (glicose, frutose, xilose) e outros 

carboidratos de baixa complexidade (sacarose, amido, celulose) têm sido 

identificados como os mais adequados para serem usados como substratos na 

produção de H2 via fermentação escura. Tais compostos possuem altas proporções 

de H2 na estrutura molecular, como também uma alta afinidade como substrato para 

a maioria dos microrganismos produtores de H2, sendo facilmente biodegradados 

com altas taxas de produção e rendimento de H2 (SHOW et al., 2012; 

VASCONCELOS DE SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014).  

Muitos dos estudos de produção de H2 via fermentação escura com bons 

resultados de produtividade e rendimento de H2 têm sido feitos usando soluções de 

carboidratos de alta pureza como substrato. Estudos avaliando a produção de H2 

usando outras fontes de substrato como proteínas e lipídeos também têm sido 

executados, mas seu potencial de produção de H2 tem sido significativamente menor 

que 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 produção do 

processo fermentativo e dificultam potencialmente a viabilidade técnica da produção 

de H2 via fermentação escura. Deste modo, a busca de novas fontes de substrato 
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atingindo características de alta biodegradabilidade, rápida metabolização, baixo 

custo e alta disponibilidade tem se tornado necessária para o desenvolvimento e 

rentabilidade econômica das tecnologias de produção de H2 via fermentação escura 

(BIČÁKOVÁ; STRAKA, 2012; SHOW; LEE; CHANG, 2011; VASCONCELOS DE SÁ; 

CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014).  

Diversos tipos de efluentes industriais e resíduos da atividade agrícola, 

caracterizados por possuírem grande concentração de compostos orgânicos 

fermentáveis na sua composição, têm sido avaliados por vários autores como 

potenciais fontes de substrato na produção de H2 (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 fermentação é considerada um dos parâmetros 

fundamentais do processo de produção de H2 via fermentação escura, já que esta se 

relaciona diretamente com o melhoramento da produção e rendimento de H2 do 

processo. A adequada seleção da temperatura de fermentação pode contribuir com 

o favorecimento da cinética e viabilidade termodinâmica de diversas reações 

bioquímicas intracelulares ligadas à formação de H2 (ARIMI et al., 2015; 

CHERNICHARO, 2007; GHIMIRE et al., 2015; GUO et al., 2010; SINHA; PANDEY, 

2011). 

A temperatura de fermentação também afeta diretamente o crescimento dos 

microrganismos envolvidos na produção de H2. A seleção inadequada da 

temperatura de fermentação, dependendo do tipo de microrganismos usados como 

inóculo, pode levar à inibição ou desnaturação de enzimas envolvidas na geração de 

H2 e no metabolismo próprio da célula, ocasionando mudanças na rota metabólica 

dominante do processo (passando de acidogênese para solvetogênese), ou até 

mesmo a morte da própria célula (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et 

al., 2015; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015). Todos estes problemas 

podem gerar reduções significativas da produção e rendimento de H2. 

A maioria dos estudos de produção de H2, usando tanto substratos puros 

quanto alternativos (como por exemplo, resíduos agrícolas, efluentes industriais, 

subprodutos industriais, etc.), têm sido conduzidos com temperaturas mesofílicas (20 
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– 40°C). Porém, alguns estudos usando microrganismos termofílicos como os do 

gênero Thermoacetobacterium sp. têm sido desenvolvidos usando temperaturas 

termofílicas (50 – 60°C) (ARIMI et al., 2015; CHONG et al., 2009; GUO et al., 2010; 

LIN et al., 2012; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2012a). 

A definição de intervalos de temperatura de fermentação ótimos na produção 

de H2 via fermentação escura é ainda muito dispersa, pois a sua escolha depende 

da configuração de outros parâmetros como o pH de fermentação, carga orgânica 

volumétrica (OLR - sigla em inglês), tipo de cultura usada como inóculo (pura ou 

mista), e tipo de substrato. No entanto, a utilização de intervalos de temperatura 

entre 30 - 40°C para microrganismos mesofílicos, e entre 45 – 50ºC para 

microrganismos termofílicos, têm sido relatadas como os mais favoráveis visando à 

maximização da produção e rendimento de H2 (ARIMI et al., 2015; CHONG et al., 

2009; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 

2015). 

O desenvolvimento de processos de produção de H2 via fermentação escura 

em ambientes termofílicos tem ganho um enorme interesse devido ao seu potencial 

para o melhoramento da produção e rendimento de H2 a partir de efluentes 

industriais e resíduos agrícolas. Entre as vantagens dos processos termofílicos de 

produção de H2 encontram-se: a eliminação do potencial de contaminação do reator 

por microrganismos consumidores de H2, o aumento da velocidade das reações 

enzimáticas de produção de H2, o favorecimento da rota metabólica de formação de 

H2 mediante acetogênese (maior produção de H2), e a aceleração da velocidade de 

hidrólise e degradação 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 implementação de processos termofílicos 

está no seu alto consumo energético, diminuindo o lucro líquido de energia como 

biohidrogênio (LIN et al., 2012; PERERA et al., 2010). 

 

2.4.1.4. pH e alcalinidade 

 

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

de produção de H2 via fermentação escura, já que dependendo do seu valor vários 
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parâmetros de interesse são afetados significativamente, entre eles o metabolismo 

dos microrganismos produtores de H2, o controle da proliferação de microrganismos 

indesejáveis no meio de fermentação (arquéias metanogênicas ou bactérias 

consumidoras de H2), e o grau de toxicidade do meio de fermentação pela 

acumulação de subprodutos de fermentação como AGV (DAS; KHANNA; 

DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et al., 2015). 

O pH de fermentação afeta diretamente a rota metabólica dos microrganismos 

produtores de H2. Valores de pH inferiores a 4,5 ocasionam a redução do potencial 

de produção de H2 por causa do aumento do estresse ácido sobre o microrganismos 

produtores de H2. O aumento do estresse ácido sobre as células promove 

mecanismos de defesa que visam manter o gradiente de prótons H+, entre o meio 

intra e extracelular, em um nível favorável para a correta expulsão de diversos 

metabólitos de fermentação 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 

ácido encontra-se a mudança na sua rota metabólica predominante, passando de 

um metabolismo acidogênicos (gerador de H2 com a formação principalmente de 

AGV como subprodutos de fermentação) para outro de caráter principalmente 

solventogênico (consumidor de H2 com a formação de metabólitos como etanol, 

butanol, 1,3-propanodiol, etc.). Este último pode levar a mudanças no perfil final de 

produtos de fermentação e à redução significativa da produção e rendimento de H2 

no processo fermentativo (ARIMI et al., 2015; CHONG et al., 2009; GHIMIRE et al., 

2015; SINHA; PANDEY, 2011).  

Nos processos de digestão anaeróbia a formação de H2 vem acompanhada 

com a produção simultânea de compostos como os ácidos acético, butírico, 

propiônico, láctico, entre outros AGV. O acúmulo excessivo de AGV no meio de 

fermentação pode levar a uma redução relevante do pH. Em ambientes ácidos a 

principal forma de dissolução dos AGV é na sua forma não dissociada, sendo esta a 

mais tóxica, já que os AGV conseguem permear com maior facilidade a parede 

celular dos microrganismos produtores de H2, conduzindo ao seu acúmulo no meio 

intracelular e à redução do pH dentro da célula.  A acidificação do meio intracelular 

pode ocasionar a desnaturação ou redução significativa da atividade catalítica das 

enzimas hidrogenases, envolvidas diretamente na capacidade de formação de H2 
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dos microrganismos produtores de H2 (CHERNICHARO, 2007; CHONG et al., 2009; 

DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GHIMIRE et al., 2015). 
Levando em conta os efeitos prejudiciais da redução excessiva do pH no meio 

de fermentação da produção de H2 via fermentação escura, diversos estudos têm 

sido realizados em busca da identificação do pH ótimo de operação. Como 

resultados importantes destaca-se que a produção de H2 via fermentação escura 

tem sido realizada satisfatoriamente usando valores de pH no meio de fermentação 

no intervalo de 4,5 – 9,0. Porém, os melhores resultados com relação à 

produtividade e rendimento de H2 têm sido alcançados principalmente na faixa de pH 

entre 4,5 – 5,0 (ARIMI et al., 2015; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; LIN et al., 

2012).  

A seleção do valor ótimo de pH para cada caso particular depende também 

de outros parâmetros como a carga orgânica volumétrica (OLR – em inglês), tipo de 

substrato, tipo de inóculo, alcalinidade, e tempo de retenção hidráulica (HRT – pela 

sigla em inglês). Por exemplo, valores de pH entre 4,5 e 7,0 foram encontrados mais 

favoráveis na produção de H2 via fermentação escura usando resíduos alimentícios 

como substrato, enquanto valores na faixa de 6,5 a 7,0 foram os mais indicados para 

o processamento de resíduos lignocelulósicos 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 favorável para o melhoramento da 

produção e rendimento de H2 usando açucares e amidos como substrato (ARIMI et 

al., 2015). 

Além de favorecer a produção e rendimento de H2 a partir da correta escolha 

do pH inicial de fermentação, este parâmetro também pode ser utilizado como 

controle dos microrganismos consumidores de H2 no meio de fermentação, 

especialmente os metanogênicos, os quais são fortemente inibidos em pH ácido 

(pH< 6,5) (CHERNICHARO, 2007). 

Por fim, a importância da alcalinidade durante o processo de produção de H2 

via fermentação escura tem relação principalmente com o seu impacto no controle 

da acidez no meio devido ao acúmulo de AGV na sua forma não dissociada e na 

estabilidade do processo fermentativo. O adequado ajuste da alcalinidade no meio 

de fermentação evita a toxicidade do meio para os microrganismos produtores de H2 

formada pela alta concentração de AGV não dissociados. Além do mais, também 
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evita mudanças na rota metabólica predominante no processo fermentativo que 

levem à redução da produção e rendimento de H2 (consumo de H2 pela formação de 

solventes) (CHERNICHARO, 2007; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGERI; 

TOMMASI; SANFILIPPO, 2015). 

 

2.4.1.5. Tempo de retenção hidráulica 

 

O tempo de retenção hidráulica (HRT) pode ser definido como o tempo médio 

que os compostos orgânicos em solução permanecem dentro do reator. O tempo de 

retenção hidráulica é um parâmetro utilizado em processos de digestão anaeróbia 

para o controle do tipo de microrganismos predominantes no meio de fermentação, 

mediante o aproveitamento da diferença entre as cinéticas de crescimento de cada 

um deles (CHERNICHARO, 2007; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011). 

O tempo de retenção hidráulica é muito importante no controle da estabilidade da 

produção de H2 em processos fermentativos usando culturas mistas como fonte de 

inóculo. As culturas mistas se caracterizam por possuir dentro de sua população 

microbiana grupos de microrganismos relacionados diretamente com a formação de 

H2 (bactérias hidrolíticas, acidogênicas e acetogênicas), mas também com o seu 

consumo (principalmente microrganismos metanogênicos), ambos se desenvolvendo 

em um ambiente sintrófico que facilita a degradação da matéria orgânica 

(CHERNICHARO, 2007; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015). 

O potencial de controle da população de microrganismos predominantes no meio 

de fermentação mediante variações do tempo de retenção hidráulica se baseia na 

sua praticidade e menor custo envolvido, quando comparado com os métodos 

tradicionais de enriquecimento do inóculo em microrganismos produtores de H2. Tal 

controle se torna muito atraente no escalonamento dos processos de produção de 

H2 via fermentação escura, nos quais o pré-tratamento de grandes quantidades de 

inóculo por métodos físico-químicos demanda grande gasto de recursos 

(BOBOESCU et al., 2014; GHIMIRE et al., 2015; KAN, 2013; SINHA; PANDEY, 

2011) 

O uso de baixos tempos de retenção hidráulica permite a eliminação ou inibição 

de microrganismos metanogênicos no biorreator (efeito washout), isto é devido a que 

estes microrganismos possuem velocidades de crescimento significativamente 
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menores às dos microrganismos produtores de H2 (taxa de crescimento dos 

microrganismos metanogênicos entre 0,017 e 0,02 h-1, taxa de crescimento de 

microrganismos produtores de H2 ao redor de 0,173 h-1) (SHOW; LEE; CHANG, 

2011).  

Diversos estudos relacionados com a produção contínua de H2 via fermentação 

escura têm avaliado a influência do tempo de retenção hidráulica sobre a 

produtividade e rendimento de H2 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 

combinação de pH ácido (na faixa de 5,2 a 5,8) e tempos de retenção hidráulica 

entre 6 e 32h consegue inibir a presença de microrganismos metanogênicos dentro 

do reator, ao mesmo tempo que permite o aumento da produtividade e do 

rendimento de H2 do processo.   

 

2.4.1.6. Pressão parcial de H2 no sistema 

 

A pressão parcial de H2 no sistema de fermentação afeta diretamente a rota 

metabólica de produção de H2, tornando seu controle importante, tanto para 

processos de produção de H2 em batelada quanto contínuos. As reações 

bioquímicas de produção de H2 são fortemente inibidas pelo acúmulo de produtos de 

fermentação, levando à diminuição da formação de H2 e de AGV (principalmente o 

acetato), produtos predominantes do processo fermentativo. Tal situação fomenta a 

ocorrência da solvetogênese, onde parte do H2 produzido é consumido na formação 

de outros metabólitos mais reduzidos (etanol, butanol, acetona, etc) 

(VASCONCELOS DE SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014). 

As metodologias para a redução da pressão parcial de H2 no biorreator 

dependem significativamente do tipo de processo (contínuo ou em batelada) e do 

biorreator usado (CSTR, UASB, Leito fixo, etc.). O método mais simples de diminuir 

a pressão parcial de H2 no sistema de fermentação baseia-se na agitação do meio 

de fermentação. Vários estudos de produção de H2 via fermentação escura têm 

relatado o favorecimento da produção e do rendimento de H2 com o aumento da 

velocidade de agitação do meio de fermentação. Entretanto, velocidades de agitação 

muito altas podem afetar o adequado desenvolvimento dos microrganismos 
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produtores de H2 devido ao aumento do estresse mecânico sobre estes. Além do 

mais, altas velocidades de agitação 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 diminuição da pressão parcial do 

H2 no sistema de fermentação consiste na introdução de gases no meio 

(principalmente N2 ou CO2)(DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; RUGGERI; 

TOMMASI; SANFILIPPO, 2015), Esta operação, além de diminuir a pressão parcial 

de H2 no sistema, ajuda na manutenção das condições de anaerobiose do sistema, 

e na inibição do desenvolvimento de bactérias acetogênicas no meio, aumentando-

se o potencial de melhoramento da produção e rendimento de H2.  

Diversos estudos avaliando a influência da introdução de gás durante o 

processo de produção de H2 via fermentação escura têm confirmado o 

melhoramento da produção e rendimento de H2 (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 H2 foi alcançado usando gás N2 no meio de fermentação, 

enquanto um aumento de 88% na produção de H2 foi observado usando gás metano 

no processo. 

Entre as principais desvantagens da introdução de gases no meio de 

fermentação encontram-se o aumento do custo de operação e a diluição do biogás 

produzido, o que pode afetar seriamente a capacidade de aproveitamento direto na 

produção de energia e a viabilidade econômica do processo de fermentação. 

Visando superar estes inconvenientes, algumas tecnologias de separação por 

membranas também têm sido testadas como alternativas para manter baixa a 

pressão parcial de H2 no sistema de fermentação. Não obstante, embora se consiga 

simultaneamente a diminuição da pressão parcial de H2e a separação efetiva dos 

produtos gasosos de fermentação (gás H2 e CO2 com até 90% e 99% de pureza, 

respectivamente) com estas técnicas, desafios importantes precisam ser resolvidos 

antes de sua aplicação, como a inibição do desenvolvimento de biofilmes nas 

membranas (DAS; KHANNA; DASGUPTA, 2011; GUO et al., 2010).  
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2.4.1.7. Adição de macro- e micronutrientes 

 

O fornecimento de macro e micronutrientes no processo de produção de H2 via 

fermentação escura é essencial para o adequado desenvolvimento dos 

microrganismos produtores de H2, já que estes compostos participam em vários 

processos metabólicos da célula, seja como cofatores de várias 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 importância na produção de H2 

via fermentação escura encontram-se o nitrogênio, fósforo, ferro, magnésio, zinco e 

sódio. 

Nitrogênio e fósforo são fundamentais no metabolismo dos microrganismos 

envolvidos na produção de H2 via fermentação escura, pois participam da formação 

de diversos compostos de interesse para a célula, como proteínas, ácidos nucleicos 

e enzimas. Além do mais, a adição de fósforo 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 relações carbono – nitrogênio (C/N) e carbono 

– fósforo (C/P) sobre a produção de H2 via fermentação escura mostram que valores 

ótimos dependem fortemente do inóculo empregado, substrato, fontes de nitrogênio 

e fósforo, entre outros fatores, tornando necessária sua avaliação sempre que 

possível. Alguns estudos mostraram um aumento de 60% na produção de H2 e de 

70% na remoção de DQO com relações C/N e C/P de 74 - 94 e 559 – 650, 

respectivamente. Entre os compostos mais estudados como fontes de nitrogênio e 

fósforo encontram-se (NH4)SO4, polipeptona, ureia, NH4Cl, extrato de levedura, 

Na2PO4, NaHPO4, entre outros (CHONG et al., 2009; DAS; KHANNA; DASGUPTA, 

2011; GHIMIRE et al., 2015; SHOW; LEE; CHANG, 2011; SINHA; PANDEY, 2011). 

A manutenção de adequados níveis de ferro no meio de fermentação é crucial 

para a maximização da produção de H2, isto porque este elemento é constituinte 

principal da ferredoxina, proteína envolvida na oxidação do piruvato a Acetil 

coenzima A (Acetil-CoA), H2 e CO2, como também faz parte essencial como cofator 

ativador de várias enzimas hidrogenases (DAS et al., 2011). Por outro lado, a 

importância do magnésio está na sua ação como cofator para ativação catalítica de 
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várias enzimas envolvidas no metabolismo de glicose, como por exemplo, as 

hexoquinases, fosto-frutoquinases, fosfo-gliceratoquinases, entre outras, mas 

também na sua função como constituinte da parede e membrana celular da célula 

(CHONG et al., 2009; DAS et al., 2011). Estudos avaliando a produção de H2 via 

fermentação escura usando glicose como substrato mostraram favorecimentos na 

produção e rendimento de H2 quando o meio de fermentação foi suplementado com 

50 - 500 mg.L-1de MgSO4.7H2O (SINHA; PANDEY, 2011).  

Diversos trabalhos realizados (compilações ou resultados próprios) avaliam a 

influência da concentração de diversos nutrientes no meio de fermentação, como 

nitrogênio, fósforo, ferro, níquel, magnésio, entre outros, sobre a produção e 

rendimento de H2 (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 considerações apresentadas com relação à produção 

de H2 via fermentação escura, e sua relação com as atividades realizadas 

durante o presente trabalho.  

 

Nas seções anteriores apresentou-se de forma geral a importância do H2 como 

matéria-prima em diversos setores industriais, assim como também as suas 

características 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 inserção do H2 como combustível 

alternativo limpo, renovável, e sustentável na matriz energética mundial, novas 

tecnologias para a sua produção, que não precisem de fontes de matéria-prima 

fósseis e alto consumo de recursos, devem ser criadas e aperfeiçoadas. 

Entre as tecnologias alternativas para a produção de H2, destacou-se a sua 

geração mediante a fermentação escura (processo fermentativo anaeróbio), a qual 

tem como uma das suas principais vantagens a possibilidade do reaproveitamento 

como matéria-prima de subprodutos, resíduos, e efluentes de diversos setores 

industriais, caracterizados pela alta fração de matéria orgânica biodegradável na sua 

composição. 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 último, foi também apresentada uma compilação das principais variáveis que 

afetam a produção de H2 via fermentação escura, com o que se tentou destacar a 

importância e necessidade de estudar algumas ou todas as variáveis mencionadas 

(seja direta ou indiretamente) durante a avaliação do potencial de produção de H2, 

via fermentação escura, de diferentes tipos de substratos, especialmente quando 

usadas como substrato fontes não convencionais (efluentes industriais, resíduos, 

subprodutos com alto teor de impurezas, etc.), já que este procedimento é vital para 

um melhor entendimento do desempenho do processo fermentativo. 

 Levando em conta o anterior, espera-se que durante as seguintes seções o 

leitor consiga acompanhar o desenvolvimento do presente trabalho, o qual teve 

como objetivo principal avaliar o potencial de produção de H2, via fermentação 

escura, dos efluentes da produção de biodiesel pré-tratados físico-quimicamente. 

Para isto, desenvolveram-se diferentes etapas experimentais onde se buscou avaliar 

o efeito sobre o processo fermentativo, em especial sobre os parâmetros 

produtividade de H2, rendimento de H2, e conversão de glicerol; de diferentes 

variáveis relacionadas com o enriquecimento do inóculo, condições de fermentação 

(entre elas a DQO do substrato, pH do meio, relação DQO:SSV e DQO:N:P), e a 

composição do substrato. Cada uma das etapas realizadas será discutida mais 

detalhadamente a seguir.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Nesta seção serão apresentadas as metodologias de análise e procedimentos 

experimentais realizados durante o desenvolvimento do presente trabalho. Para facilitar 

o entendimento do leitor, uma descrição rápida do conteúdo geral desta seção é 

apresentada na Figura 3.1. 

 

 
Figura 3.1. Fluxograma geral de atividades realizadas durante o presente trabalho. As atividades em 

verde foram desenvolvidas diretamente no projeto, entretanto, as atividades em azul desenvolveram-se 
em parceria com outros projetos. 
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3.1. CARACTERIZAÇÃO DO EFLUENTE DA PRODUÇÃO DE BIODIESEL 

 

3.1.1. Origem e preparação do efluente da produção de biodiesel 

 

O efluente da produção de biodiesel usado no presente estudo foi coletado na 

usina de produção de biodiesel de Candeias (Salvador-Bahia), pertencente à Petrobras, 

sendo o ponto de amostragem localizado após o separador água-óleo da estação de 

tratamento de efluentes da usina. Acondicionado em bombonas plásticas de 50 L, o 

efluente foi transportado para o Laboratório de Tratamento de Águas e Reúso de 

Efluentes (LabTARE/UFRJ), onde permaneceu estocado a 4°C até ser submetido a 

tratamento físico-químico. 

A amostra de efluente bruto coletada foi submetida a tratamento físico-químico 

definido por OLIVEIRA (2013) em trabalho anterior, antes do seu uso como substrato 

nos testes biológicos elaborados. O tratamento físico-químico consistiu em etapas de 

coagulação e floculação usando velocidades de agitação de 140 e 40 rpm por períodos 

de 1 e 15 min, respectivamente. Como coagulante foi usado cloreto férrico em 

concentração de 150 - 300 mg.L-1, o pH foi ajustado a um valor de 4,0 usando soluções 

de hidróxido de amônio  6N e ácido sulfúrico 6N, o tempo de sedimentação final foi de 

20 min.  

O tratamento físico-químico do efluente bruto foi realizado no LabTARE/UFRJ, 

tendo como objetivo principal condicionar o efluente para o tratamento biológico, 

mediante a remoção de óleos e graxas (O&G) e sólidos suspensos. O efluente após 

tratamento físico-químico foi nomeado como efluente pré-tratado e estocado a 4°C no 

Laboratório de Tecnologia Ambiental (LTA/UFRJ) até a sua utilização. 

 

3.1.2. Metodologias de caracterização do efluente da produção de biodiesel após 

tratamento físico-químico 

 

Amostras coletadas do efluente da produção de biodiesel pré-tratado foram 

caracterizadas, permitindo-se conhecer os parâmetros físico-químicos de interesse do 

efluente, entre eles a demanda química de oxigênio total e solúvel (DQOT e DQOS), 
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sólidos sedimentáveis (SS), pH, Turbidez, Óleos e graxas (O&G), Cloretos, Sulfatos, o-

Fosfatos, Ácidos graxos voláteis totais (AGVT como mg Ácido acético.L-1), Nitrogênio 

total, metanol e glicerol. Conforme apresentado na Figura 3.2, metanol e glicerol foram 

quantificados somente em uma segunda etapa de caracterização do efluente pré-

tratado. 

 

 
Figura 3.2. Análises envolvidas em cada uma das etapas de caracterização do efluente pré-tratado da 

produção de biodiesel. 
 

Na Tabela 3.1 são apresentadas as metodologias utilizadas na caracterização do 

efluente bruto e pré-tratado da produção de biodiesel. As metodologias de 

caracterização empregadas se basearam em procedimentos padrões recomendados no 

Standard Methods (APHA, 2005), e por outros autores (RIBAS; MORAES; FORESTI, 

2007; RIPLEY; BOYLE; CONVERSE, 1986).  

As metodologias utilizadas para a determinação e quantificação de metanol e 

glicerol foram adaptadas para o efluente pré-tratado da produção de biodiesel. A seguir, 

apresentam-se as modificações realizadas nas metodologias definidas para a análise 

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

Parâmetro de caracterização Metodologia empregada 

Demanda química de oxigênio total (DQOT) 5220 D (APHA, 2005) 

pH 4500-H+B (APHA, 2005) 

Nitrogênio total 4500-N B (APHA, 2005) 

o-Fosfatos 4500-P C (APHA, 2005) 

Óleos e graxas (O&G) 5520-D (APHA, 2005) 

Sólidos sedimentáveis (SS) 2540-F (APHA, 2005) 

Turbidez 2130-B (APHA, 2005) 

Ácidos Graxos Voláteis totais (AGVT) Dilallo e Alberton (1961); Ribas et al. (2007) 

Cloretos 4500-CT B (APHA, 2005) 

Metanol CG (ABNT NBR 15343:2012 adaptada) 

Sulfatos 4500-SO42-E (APHA, 2005) 

Glicerol Adaptada de Bondioli et al. (2005) 

 

3.1.2.1. Determinação de metanol por cromatografia em fase gasosa 

 

A metodologia empregada para quantificação do metanol no efluente pré-tratado 

da produção de biodiesel foi baseada na norma brasileira ABNT NBR 15343:Biodiesel-

Determinação da concentração de metanol e/ou etanol por cromatografia gasosa 

(ABNT, 2012), sendo desenvolvida em cromatógrafo de gases (CG) marca Shimadzu, 

modelo GC 17-A, controlado com o software Class GC-10, e apresentada com maior 

detalhamento no Apêndice A1.  

Para a quantificação do metanol no efluente da produção de biodiesel se fez 

necessário mudar tanto o padrão interno quanto o solvente de trabalho recomendados 

pela norma ABNT NBR 15343. O terc-butanol foi substituído pela acetonitrila como 

padrão interno de calibração, enquanto que água destilada foi usada como solvente de 

trabalho ao invés do n-butanol. As mudanças anteriores foram realizadas visando 

superar os problemas de solubilidade e detecção que o terc-butanol apresentou quando 

empregado como padrão interno em fase aquosa, assim como simular de maneira mais 

precisa a matriz na qual as análises de metanol seriam feitas. 

A elaboração e validação da curva analítica de quantificação do metanol foi 

realizada em três etapas. A primeira etapa consistiu na injeção em triplicata de cada 
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uma das soluções padrão produzidas (Tabela 3.2). Na segunda etapa se determinou a 

curva analítica de quantificação de metanol a partir do comportamento da relação entre 

as áreas dos sinais atribuíveis ao metanol e acetonitrila no detector (AMetOH.A-1
Acetonitrila) 

versus a relação entre a concentração de metanol e acetonitrila em solução (gMetOH.g-

1
Acetonitrila). Para isso, o coeficiente de determinação (R2), o coeficiente angular e o 

coeficiente linear foram calculados mediante o ajuste dos dados experimentais obtidos 

a uma regressão linear, usando o método de regressão de mínimos quadrados 

(GUTIÉRREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008; MONTGOMERY, 2001). Na 

última etapa, sete soluções sintéticas com concentração conhecida de metanol foram 

analisadas, conferindo-se o grau de precisão, mediante a porcentagem de erro relativo, 

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

 
Tabela 3.2. Soluções padrão de metanol e acetonitrila usadas na realização da curva analítica de 

calibração para a quantificação de metanol no efluente tratado da produção de biodiesel por 
cromatografia em fase gasosa. 

Concentração 
metanol 
(MeOH)    
(g.L-1) 

Concentração 
acetonitrila 

(ACN)               
(g.L-1) 

Volume 
padrão (mL) 

Relação                     
g MeOH.g-1ACN 

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 determinação acima de 95%, e porcentagens de erro 

relativo entre 90 – 110% foram considerados como parâmetros de aceitação da curva 

analítica de quantificação do metanol no efluente pré-tratado da produção de biodiesel.  

 

3.1.2.2. Determinação de glicerol 

 
A metodologia para a quantificação do glicerol, tanto no efluente pré-tratado da 

produção de biodiesel quanto nos produtos líquidos de fermentação 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 determinação do glicerol 

livre em amostras de biodiesel por espectrofotometria.  

No entanto, devido às características da matriz aquosa do efluente da produção 

de biodiesel e dos produtos de fermentação dos testes biológicos elaborados, foi 

necessária uma modificação da metodologia inicialmente proposta pelos autores. A 

etapa de mistura da amostra em análise com hexano e o denominado solvente de 

trabalho (solução aquosa de etanol a 50% v/v) foi eliminada. Essa etapa visava à 

transferência 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 

quantificação do glicerol livre apresentado na amostra analisada. 

Todos os reagentes utilizados na preparação das soluções necessárias para a 

elaboração da curva analítica de quantificação do glicerol livre em soluções aquosa se 

na análise de amostras problema foram de grau analítico. No Quadro 3.1 são listadas 

as soluções preparadas para a metodologia modificada de determinação e 

quantificação do glicerol livre utilizada no presente estudo. 

 
Quadro 3.1. Soluções utilizadas na metodologia modificada de determinação e quantificação do glicerol 

livre em amostras de efluente da produção de biodiesel e produtos líquidos de fermentação. 
Solução Características 

• Solução de ácido acético 1,6 M Usou-se reagente de grau analítico 

• Solução de acetato de amônio 4,0 M Usou-se reagente de grau analítico 

• Solução acetilacetona 0,2 M 

Preparou-se dissolvendo 200 μL de acetilacetona em 
5 mL da solução de ácido acético 1,6 M, após isso 

adicionaram-se à solução resultante 5 mL de solução 
de acetato de amônio 4,0 M 

• Solução de periodato de sódio 10 mM 

Preparou-se dissolvendo 21 mg de meta-periodato de 
sódio em 5 mL de solução de ácido acético 1,6 M, 

seguido da adição de 5 mL de solução de acetato de 
amônio 4,0 M à solução resultante 

• Solução de etanol 50% (v/v). Definida como solvente de trabalho 
• Solução de glicerol de referência com  
3 g.L-1 de glicerol Usou-se reagente de grau analítico 

• Solução de glicerol de trabalho com 
um teor de 0,03 g.L-1 de glicerol 

Preparou-se diluindo 1 mL da solução de glicerol de 
referência em água destilada em balão de 100 mL 

 

Na realização da curva analítica de quantificação do glicerol foram preparadas 

soluções padrão de diferentes concentrações utilizando uma solução de glicerol de 
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concentração 0,03 g.L-1 e uma solução de etanol 50% (v/v) como diluente. Adicionou-se 

1,2 mL de solução de periodato de sódio 10 mM a cada uma das soluções de glicerol 

padrão preparadas, misturando a solução resultante por 30 segundos. Após isso, 

adicionou-se em cada tubo de ensaio mais 1,2 mL de solução de acetilacetona 0,2 M, 

mantendo-se a solução final em banho-maria pré-aquecido a 70°C, sob agitação, por 1 

min. Por último, os tubos de ensaio foram resfriados em água à temperatura ambiente e 

levados para análise em espectrofotômetro marca HACH DR5000, ajustado para um 

comprimento de onda de 410 nm. A análise de cada uma das soluções de glicerol 

padrão foi realizada em triplicata.   

O procedimento de análise da concentração de glicerol livre em amostras, tanto do 

efluente pré-tratado da produção de biodiesel quanto dos produtos líquidos de 

fermentação obtidos nos testes biológicos elaborados, foi realizado utilizando uma 

alíquota de 0,5 mL de amostra condicionada (após ajuste da concentração do glicerol 

em solução mediante diluição com água destilada visando obter uma concentração de 

glicerol na alíquota entre 4,0 e 10,0 mg.L-1). A alíquota da amostra condicionada foi 

levada até um volume final de 2,0 mL usando a solução de etanol 50% (v/v). As 

análises de quantificação da concentração de glicerol nas soluções problema foram 

realizadas em triplicata. 

Na sequência, um procedimento similar ao descrito na realização da curva 

analítica de quantificação de glicerol foi realizado, empregando soluções de periodato 

de sódio 10 mM e acetilacetona 0,2 M. Valores do coeficiente de determinação acima 

de 95% e porcentagens de erro relativo no intervalo de 90 – 110% foram considerados 

como parâmetros aceitáveis para a curva analítica de quantificação do glicerol. 

 

3.2. ELABORAÇÃO E CALIBRAÇÃO DA METODOLOGIA DE DETERMINAÇÃO DE 

H2, CH4, CO2 E H2S NO BIOGÁS POR CG 

 

Desenvolveram-se e compararam-se duas metodologias de análise para a 

determinação de H2, CH4, CO2 e H2S no biogás produzido nos testes biológicos 

elaborados durante o presente trabalho. Usaram-se dois cromatógrafos a gás distintos. 

A primeira metodologia de análise foi elaborada em cromatógrafo a gás (CG) marca 
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Agilent 7820A, sendo focada na identificação e quantificação de H2 e CH4 no biogás. 

Neste caso, devido à configuração própria do cromatógrafo fez-se necessário o uso de 

prolongados tempos de análise.  

Por outro lado, uma metodologia alternativa de análise do biogás foi montada em 

micro-cromatógrafo a gás (microCG) marca Varian tipo CP-4900 microGC. Esta, por 

sua vez, desenvolveu-se com o objetivo de reduzir os tempos de análise das amostras 

gasosas (vital na diminuição de possíveis vazamentos das amostras gasosas devido a 

longos tempos de estocagem) e conseguir quantificar, durante uma mesma análise, a 

maior quantidade de compostos de interesse presentes no biogás (nesse caso H2, CH4, 

CO2, H2S). No Apêndice A apresentam-se detalhadamente cada uma das metodologias 

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

 

3.2.1. Misturas padrão utilizadas no desenvolvimento das curvas analíticas de 

quantificação do H2, CH4, CO2 e H2S 

 

Utilizaram-se dois tipos diferentes de misturas padrão para a realização das 

curvas analíticas de quantificação de cada um dos compostos de interesse a serem 

avaliados nas amostras de biogás. Para a realização das curvas analíticas de 

calibração do CH4, CO2, e H2S foram empregadas três misturas padrão fornecidas pela 

empresa White Martins Gases Industriais Ltda., sendo as concentrações de cada uma 

destas misturas apresentadas na Tabela 3.3. Já para a elaboração das curvas 

analíticas de quantificação do H2, foram realizadas misturas padrão de H2 preparadas 

manualmente (Tabela 3.4), usando gases hidrogênio e nitrogênio de alta pureza. Na 

Figura 3.3 constam os dispositivos usados para a preparação e estoque das misturas 

de gás hidrogênio preparadas manualmente.  

 

3.2.2. Validação das metodologias de análise e curvas analíticas de quantificação do 

H2, CH4, CO2 e H2S em amostras de biogás 

 

A validação das metodologias de análise e curvas analíticas de quantificação do 

H2, CH4, CO2 e H2S foram estabelecidas usando-se os principais critérios 
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recomendados pelo INMETRO (2011) e outros autores (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 

2004). Para cada uma das curvas analíticas de quantificação dos componentes de 

interesse foram avaliados os parâmetros de especificidade e seletividade, linearidade, 

precisão, e exatidão. Além disso, calcularam-se os seus limites de detecção e 

quantificação. No Apêndice A5 se explica brevemente a definição e objetivo de cada um 

dos parâmetros avaliados no processo de validação das metodologias de análise e 

curvas analíticas de quantificação do H2, CH4, CO2 e H2S em amostras de biogás. 

 

 

 
Figura 3.3.  Sistema de preparação e estocagem das misturas padrão de hidrogênio preparadas 

manualmente. 
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Tabela 3.3. Misturas padrão usadas para elaboração das curvas de calibração de CH4, CO2 e H2S. 

 

 

CH4 CO2 H2S 

ppm certificada 
pelo 

fornecedor 

%mol/mol 
certificado 

pelo fornecedor 

ppm certificada     
pelo  

fornecedor 

%mol/mol 
certificado 

pelo fornecedor 

ppm certificada 
pelo  

fornecedor 

%mol/mol 
certificado 

pelo fornecedor 

Mistura padrão 1 
 6074 0,61 6160 0,62 1012 0,10 

Mistura padrão 2 
 4021 0,40 4053 0,41 807 0,08 

Mistura padrão 3 2071 0,21 2061 0,21 508 0,05 

 

Tabela 3.4. Misturas padrão usadas para elaboração das curvas de calibração de H2. 

Codificação 
amostra 

Volume H2 
(mL) 

Volume 
total (mL) 

Concentração 
H2 (%mol/mol) 

H2 10% 5,0 50,0 10,0 ± 2,2  
H2 20% 10,0 50,0 20,0 ± 2,4 
H2 30% 15,0 50,0 30,0 ± 2,6 
H2 40% 20,0 50,0 40,0 ± 2,8 
H2 50% 25,0 50,0 50,0 ± 3,0 
H2 60% 30,0 50,0 60,0 ± 3,2 
H2 70% 35,0 50,0 70,0 ± 3,4 
H2 80% 40,0 50,0 80,0 ± 3,6 
H2 90% 45,0 50,0 90,0 ± 3,8 

H2 100% 50,0 50,0 100,0± 4,0 
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3.2.3. Comparação das metodologias cromatográficas de análise do biogás 

elaboradas no CG 7820A e CP-4900 microGC 

 

Testes de avaliação por contraste de hipóteses do tipo ajuste Qui-quadrado 

(MONTGOMERY, 2001) foram usados para comparar estatisticamente a 

semelhança entre os resultados gerados por cada uma das metodologias 

cromatográficas desenvolvidas e as definidas como referência. No que diz respeito à 

quantificação do H2 e CH4, testes de ajuste Qui-quadrado foram realizados entre as 

metodologias elaboradas nos cromatógrafos a gás CP-4900 microGC (metodologia 

alternativa) e CG 7820A (essa última definida como a metodologia de referência). 

Por outro lado, com relação à quantificação do CH4, CO2 e H2S, testes de ajuste Qui-

quadrado foram elaborados entre a metodologia alternativa que permite a análise 

simultânea de H2, CH4, CO2 e H2S feita no CP-4900 microGC, e a metodologia de 

referência do Laboratório de Tecnologia Ambiental (LTA/UFRJ), empregada na 

caracterização de amostras de biogás (Tabela A. 4, Apêndice A4). Os testes de 

hipóteses foram avaliados empregando-se um nível de confiança de 95% junto com 

amostras gasosas de misturas padrão e de biogás obtidas nos experimentos 

conduzidos no decorrer do trabalho.  

Por fim, avaliaram-se os graus de proximidade e semelhança, em termos da 

precisão, entre as metodologias desenvolvidas mediante o erro experimental (EX). 

Definiu-se como valor verdadeiro a concentração obtida pela metodologia 

considerada de referência, e como valor experimental a concentração obtida pela 

metodologia alternativa em comparação.  

 

3.3. INÓCULO E SOLUÇÃO DE SUPLEMENTAÇÃO DE NUTRIENTES 

 

Todos os testes biológicos de fermentação anaeróbia, realizados no decorrer 

do presente trabalho, usaram como fonte de inóculo lodo anaeróbio de um reator 

UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) em operação em indústria de abate de 

aves, situada na cidade do Rio de Janeiro. As amostras de lodo coletadas, 

caracterizadas em termos de sólidos suspensos voláteis por procedimento padrão 

(APHA, 2005), apresentaram conteúdo de 10630 a 31940 mg SSV.L-1. 
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Caracterizações realizadas por DAMASCENO (2013) mostraram que este lodo 

anaeróbio possui uma alta atividade metanogênica específica (0,173 g DQOCH4.g 

SSV-1.d-1). Esta propriedade afetou o seu uso direto como inóculo na produção de 

H2, via fermentação escura. A presença de microrganismos consumidores de H2, em 

especial as arquéias metanogênicas hidrogenotróficas, aumentam o risco de 

redução da produção e rendimento de hidrogênio (LIN et al., 2012). Considerando 

este obstáculo, fez-se necessária a utilização e avaliação de etapas de pré-

tratamento do inóculo, visando melhorar o potencial do lodo como inóculo nos testes 

de fermentação anaeróbia de produção de hidrogênio.  

Os baixos níveis de N e P, encontrados no efluente pré-tratado da produção de 

biodiesel após a sua caracterização, indicaram a necessidade de suplementação de 

nutrientes no meio de fermentação. Portanto, prepararam-se soluções de macro e 

micronutrientes que foram empregadas nos testes de fermentação anaeróbia, 

conforme a relação DQO:N:P a ser avaliada. A composição das soluções de macro e 

micronutrientes foi definida de acordo com DE SÁ et al. (2013), sendo apresentada 

na Tabela 3.5. A solução final de nutrientes utilizada foi preparada adicionando-se 

10 mL da solução 2 a 1000 mL da solução 1.   

 
Tabela 3.5. Composição das soluções de nutrientes usadas nos testes de digestão anaeróbia. 

Solução Reagentes Concentração (mg.L-1) Uso 

1 
KH2PO4 2500 Tampão 

Macronutriente K2HPO4 2500 
NH4Cl 20000 Macronutriente 

2 

FeCl3 2000 

Micronutriente 

ZnCl2 50 
CuCl2.2H2O 30 
MnCl2.4H2O 500 

(NH4)6.Mo7O24.4H2O 50 
AlCl3 50 

CoCl2.6H2O 2000 
HCl (concentrado) 1 mL 

Fonte: DE SÁ et al. (2013)  
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3.4. TESTES DE PRODUÇÃO DE H2 A PARTIR DE EFLUENTE DA PRODUÇÃO 

DE BIODIESEL APÓS TRATAMENTO FÍSICO-QUÍMICO. 

 

3.4.1. Testes preliminares 

 

A realização de testes preliminares, três grupos no total, teve como objetivo 

principal identificar o potencial de produção de H2, via fermentação escura, do 

efluente da produção de biodiesel após tratamento físico-químico (definido também 

como efluente pré-tratado), sendo usado diretamente como substrato. Deste modo, 

no caso de serem obtidos resultados pouco promissores, seriam realizadas as 

modificações pertinentes no planejamento experimental inicialmente definido. Na 

Figura 3.4 são apresentados de forma geral os objetivos de cada um dos testes 

preliminares realizados, os quais serão descritos com mais detalhe nas seções 

seguintes. 

 

 
Figura 3.4. Objetivos principais dos testes preliminares de fermentação anaeróbia realizados durante 
a avaliação do potencial de produção de H2 a partir do efluente pré-tratado da produção de biodiesel.  
 

Nos testes preliminares, foram analisadas seis variáveis de interesse, sendo 

estas: as produtividades de Biogás, H2 e CH4 (como mL.L-1
.d-1, mLH2.L-1

.d-1 e 

mLCH4.L-1
.d-1, respectivamente), as concentrações de H2 e CH4 no biogás (como 

%mol.mol-1 ou %v.v-1) e os rendimentos de H2 e CH4 em função da concentração de 

matéria orgânica alimentada (como mLH2.g-1DQOalimentada e mLCH4.g-1DQOalimentada, 

respectivamente). 
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As condições de fermentação de referência usadas para a avaliação do 

potencial de produção de H2, a partir do uso direto do efluente pré-tratado da 

produção de biodiesel, foram escolhidas com base nas melhores condições de 

fermentação encontradas por DE SÁ et al. (2013), na produção de H2 a partir de 

soluções de glicerol. 

Os testes biológicos foram conduzidos em frascos de penicilina de 100 mL 

usando um volume útil de meio de 90 mL. Para o uso direto do efluente pré-tratado 

da produção de biodiesel como substrato, foi necessária a sua diluição com água 

destilada até alcançar o valor de demanda química de oxigênio total (DQOT) de 

alimentação desejado. As condições fixas de fermentação usadas em todos os 

testes preliminares foram pH 5,5, temperatura constante igual a 30⁰C, relação 

DQO:SSV igual a 1:1 e relação DQO:N:P de 350:5:1. O tempo de fermentação total 

foi de 48h (fixo) e todas as corridas foram realizadas em quintuplicata. 

Após o tempo de fermentação, o volume de biogás produzido foi mensurado 

usando seringas plásticas de 60 mL e armazenado em ampolas gasométricas até a 

sua análise (equipamentos semelhantes aos apresentados na Figura 3.3). As fases 

líquidas sobrenadantes foram filtradas usando membrana de celulose com tamanho 

de poro de 0,45 µm, e estocados a 4⁰C até a sua análise. 

 

3.4.1.1. Primeiro grupo de testes preliminares 

 

Nesse grupo de testes biológicos verificou-se o potencial de produção de 

biogás e H2 usando efluente da produção de biodiesel após tratamento físico-

químico (efluente pré-tratado) como substrato, inóculo pré-tratado, e suplementação 

de nutrientes. Realizaram-se três corridas experimentais usando dois tipos de pré-

tratamento do inóculo, térmico (choque térmico a uma temperatura entre 90 - 95⁰C 

por um período de 60 min), e térmico mais repouso ou T+R (choque térmico a 90 - 

95⁰C por 60 min e repouso do lodo por 6h à temperatura ambiente). Um controle foi 

conduzido empregando inóculo sem pré-tratamento algum. A DQOT foi fixada em 10 

g O2.L-1. 
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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 concentração inicial do substrato (como DQO) na produção de biogás e H2, 

quando usado efluente pré-tratado da produção de biodiesel como substrato, inóculo 

pré-tratado, e suplementação de nutrientes. Deste modo, tentou-se conhecer se o 

uso de uma DQOT elevada no substrato, nos primeiros testes biológicos, teria sido 

responsável pela baixa produção de biogás e H2 observadas. 

 Avaliaram-se 4 diferentes concentrações iniciais de DQOT no substrato: 1, 4, 

10 e 15 g O2.L-1. O lodo anaeróbio usado como inóculo foi submetido a pré-

tratamento térmico (choque térmico por 60 min a 90 - 95⁰C), sendo usado logo 

depois de atingida a temperatura ambiente. As demais condições de fermentação e 

análise dos produtos finais foram iguais às 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 

soluções aquosas de glicerol puro com concentrações iniciais de 3,28 g.L-1 e 8,22 

g.L-1, as quais resultaram em valores de DQOT de 4 g O2.L-1 e 10 g O2.L-1, 

respectivamente, inóculo pré-tratado, e suplementação de nutrientes. As demais 

condições de fermentação e análise dos produtos finais foram iguais às definidas no 

item 3.4.1.  

As soluções de glicerol visaram simular um efluente da produção de biodiesel 

considerando o glicerol como fonte de carbono dominante, pois este composto pode 

estar presente no efluente em altas concentrações devido a ser o principal 

subproduto da produção de biodiesel (ATADASHI et al., 2011; DAUD et al., 2014). 

Com este grupo final de testes preliminares tentou-se conferir se as baixas 

produções de biogás e H2, observadas nos testes preliminares prévios, estariam 

ligadas ao tipo de fonte de carbono dominante no efluente ou, ao contrário, seria 

uma característica própria do inóculo usado no estudo. Segundo algumas 

referências na literatura (LEONETI; ARAGÃO-LEONETI; DE OLIVEIRA, 2012; 

SARMA et al., 2012; VIANA et al., 2014), a presença de glicerol no efluente pré-

tratado da produção de biodiesel poderia melhorar a produção de H2. 
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3.4.2. Estudo da influência do tipo de pré-tratamento do inóculo na produção e 

rendimento de H2 usando soluções sintéticas de glicerol e metanol 

 

A influência do tipo de pré-tratamento do inóculo no potencial de produção e 

rendimento de H2 foi avaliada empregando-se dois substratos sintéticos diferentes, 

cada um deles simulando efluentes da produção de biodiesel com fontes de carbono 

dominantes distintas (um deles simulando um efluente da produção de biodiesel rico 

em glicerol e o outro rico em metanol), inóculo pré-tratado, e suplementação de 

nutrientes. Avaliaram-se 4 tipos de pré-tratamentos do inóculo, em comparação com 

um controle (inóculo in natura), a saber: térmico (choque térmico a 90 - 95°C por 1h), 

térmico mais repouso (choque térmico a 90 - 95°C por 1h, repouso por 6h à 

temperatura ambiente), ácido (choque ácido a pH 2,0 por 24h) e básico (choque 

alcalino a pH 10,0 por 24h).  

Os testes de fermentação foram realizados em frascos tipo penicilina de 100 

mL empregando-se um volume de reação de 90 mL. A concentração de substrato 

para ambos os efluentes sintéticos se ajustou a uma DQOT de 4 gO2.L-1, e as 

condições iniciais de fermentação foram ajustadas a um pH de 5,5, temperatura de 

30°C, relação DQO:SSV 1:1, relação DQO:N:P 350:5:1 e 48h de tempo de 

fermentação. Os testes de avaliação dos pré-tratamentos propostos foram realizados 

em quintuplicata. 

Os parâmetros selecionados para efetuar a comparação entre os diferentes 

pré-tratamentos foram a produtividade de biogás (como mL.L-1
.d-1) e H2 (como 

mLH2.L-1
.d-1), rendimento de H2 em função da DQO alimentada (como mLH2.g-

1DQOalimentada), a composição do biogás (CO2, H2S, CH4), o pH inicial e final do meio, 

a demanda química de oxigênio solúvel (DQOS) inicial e final do meio, e a 

concentração de AGVT (como mg ácido acético.L-1) inicial e final do meio.  

 

3.5. TESTES DE PRODUÇÃO DE H2 USANDO COMO SUBSTRATO SOLUÇÕES 

SINTÉTICAS CONTENDO GLICEROL, METANOL E CLORETO DE SÓDIO. 

 

Visando melhorar os resultados inicialmente obtidos no que diz respeito à 

produção de H2 a partir do efluente pré-tratado da produção de biodiesel, 

procuraram-se novas estratégias que permitissem aproveitar a matéria orgânica 
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presente no efluente pré-tratado e, ao mesmo tempo, aumentar o seu potencial de 

produção de H2, o qual tinha sido baixo nos testes biológicos realizados segundo a 

seção 3.4. 

O estudo da influência da composição do substrato, usando soluções sintéticas 

de glicerol, metanol e cloreto de sódio (NaCl), e de outras variáveis próprias do 

processo de fermentação anaeróbia para a produção de H2 foi executado com o 

objetivo de determinar as melhores condições de operação de partida (já que foram 

estabelecidas com base em soluções sintéticas e não reais) para aumento do 

potencial de produção de H2 de misturas de efluente pré-tratado da produção de 

biodiesel e glicerina bruta.   

A nova fase de testes de digestão anaeróbia consistiu de duas etapas (Figura 

3.5), a primeira delas consistiu na identificação e seleção das três principais 

variáveis que afetam a produção e o rendimento de H2 quando empregadas como 

substrato soluções sintéticas de glicerol, metanol e cloreto de sódio (simulando a 

mistura de efluente pré-tratado da produção de biodiesel com glicerina bruta). Na 

segunda etapa experimental se estudou o efeito das três variáveis principais de 

processo selecionadas na etapa anterior. Nesse caso o objetivo foi selecionar a 

condição de fermentação que apresentasse a melhor produção e rendimento de H2. 

A seguir, descrevem-se em detalhe as condições avaliadas em cada uma das 

etapas experimentais mencionadas. 

 

3.5.1. Avaliação e seleção das principais variáveis na produção de H2 

 

Após a revisão bibliográfica de diversos estudos relacionados com a produção 

de H2 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 identificação das variáveis associadas à preparação do 

substrato composto do efluente pré-tratado da produção de biodiesel e glicerina 

bruta, definiu-se um conjunto de 13 variáveis que poderiam afetar significativamente 

o potencial de produção de H2 do processo (Tabela 3.6).  
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Figura 3.5. Atividades executadas durante os testes de produção de H2 usando como substrato 

soluções sintéticas contendo glicerol, metanol e cloreto de sódio. 
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Tabela 3.6. Variáveis com potencial impacto na cofermentação de efluente da produção de biodiesel 
com glicerina bruta. 

Variável Condição 

Tipo de inóculo Definida e constante 

Tipo de pré-tratamento do inóculo Selecionado e definido em 
etapa prévia 

Composição do substrato Controlável 

DQO (como DQOT inicial) Controlável 

Relação  DQO:SSV Controlável 

Temperatura Definida e constante 

pH (como pH inicial)  Controlável 

Adição de nutrientes (Relação DQO:N:P) Controlável 

NaCl (como salinidade) Controlável 

Agitação Definida mas não controlável 

Pressão parcial de H2 e CO2 Não controlável 

Tempo de fermentação Definido e constante 

Concentração inicial de AGV no meio Não controlável 

 

Definiram-se como constantes um total de 4 variáveis, sendo estas o tipo de 

inóculo, tipo de pré-tratamento do inóculo, temperatura de fermentação, e tempo de 

fermentação. O tipo de inóculo empregado durante todo o decorrer da presente 

seção foi proveniente da mesma fonte empregada nos ensaios preliminares, 

conforme apresentado na seção 3.3, sendo este lodo anaeróbio de reator UASB. 

Todas as amostras de inóculo 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 período de repouso de 6h à temperatura 

ambiente). Todos os experimentos desta etapa foram executados em frascos de 

penicilina de 100 mL com 90 mL de lodo, suplementação de nutrientes (quando 

assim definido), e solução sintética contendo glicerol, metanol e cloreto de sódio, a 

uma temperatura de fermentação de 30°C e por um período de 48h (fixo). A agitação 

do meio, a concentração inicial de AGV no meio, e a pressão parcial de H2 e CO2 no 
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sistema de fermentação foram consideradas variáveis não controláveis. No que diz 

respeito à agitação do meio, cada um dos frascos de penicilina usados nos ensaios 

experimentais foi deixado em repouso em sala climatizada à temperatura de 

fermentação e tempo estabelecidos.   

Para a análise simultânea das seis variáveis de interesse definidas como 

controláveis, usou-se uma metodologia de planejamento de experimentos do tipo 

fatorial fracionado 26-3 (GUTIÉRREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008; 

MONTGOMERY, 2001). Os níveis de estudo selecionados para cada uma das 

variáveis de interesse são apresentados na Tabela 3.7. 

 
Tabela 3.7. Codificação e definição dos níveis a serem estudados no planejamento de experimentos 
fatorial fracionado 26-3 empregado na etapa de identificação e seleção das variáveis de maior impacto 

sobre a produtividade e rendimento de H2. 
Variável 

codificada Variável Real Nível 
codificado Nível real 

A %Glicerol 
(Composição do substrato)  

-1 25% 
1 75% 

B DQO (como DQOT inicial) 
-1 4g O2.L-1 

1 50g O2.L-1 

C Relação DQO:SSV 
-1 1:1 
1 5:1 

D Relação DQO:N:P 
-1 350:0:0 
1 350:5:1 

E NaCl  
(Salinidade)                

-1 0,5 g.L-1 como NaCl 
1 12,00 g.L-1 como NaCl 

F pH (como pH inicial) 
-1 4,0 
1 5,5 

 

O planejamento experimental fatorial fracionado 26-3 contou com uma resolução 

de grau III, cujo detalhamento pode ser visto no Apêndice B1. Este tipo de 

planejamento foi considerado adequado para os objetivos procurados mesmo 

conhecendo as suas potenciais restrições devido à sua baixa resolução (não 

identificação do grau de participação das interações aliases de segunda ordem 

sobre o efeito total associado a cada uma das variáveis principais estudadas).  Na 

Tabela 3.8 se apresenta a ordem e número total de ensaios executados no decorrer 

do planejamento experimental, sendo cada um deles realizado em quintuplicata, e 

tomando para a análise estatística os valores médios de cada um dos parâmetros 
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avaliados. Após o tempo de fermentação, os produtos gasosos e líquidos foram 

armazenados conforme descrito na seção 3.4.1. 

A produtividade de H2 (como mL H2.L-1
.d-1), o rendimento de H2 (como mL H2.g-

1DQOalimentada) e a conversão de glicerol foram selecionadas como as variáveis de 

resposta do planejamento experimental fatorial fracionado 26-3. Além disso, durante o 

desenvolvimento dos ensaios experimentais, outras variáveis 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-1
.d-1), a conversão de metanol, e a composição do biogás (CO2, H2S, CH4). 

Com relação à variável %Glicerol (composição do substrato), selecionaram-se 

os níveis 25% e 75% de glicerol, que indicaram a porcentagem da DQOT do 

substrato atribuível ao glicerol dissolvido, sendo o balanço na porcentagem da DQOT 

completado com metanol. Ambos os reagentes usados foram de grau analítico. As 

porcentagens de glicerol a serem testadas foram selecionadas com base nos 

possíveis valores de glicerol encontrados na solução substrato real, após a mistura 

do efluente pré-tratado da produção de biodiesel com a glicerina bruta.  

Os valores de DQO do substrato selecionados foram 4 e 50 g O2.L-1 (como 

DQOT), tendo como base para esta escolha a concentração encontrada no efluente 

pré-tratado da produção de biodiesel,  tanto nas caracterizações feitas no presente 

estudo, quanto em outros estudos publicados na literatura (NGAMLERDPOKIN et 

al., 2011; OLIVEIRA, 2013; PITAKPOOLSIL; HUNSOM, 2014; VELJKOVIĆ; 

STAMENKOVIĆ; TASIĆ, 2014). Embora tenham sido registradas concentrações no 

efluente pré-tratado da produção de biodiesel tão altas quanto 180 g O2.L-1, decidiu-

se testar um valor máximo de 50 g O2.L-1 para evitar a possível inibição total da 

produção de H2 por parte de uma alta concentração no substrato, o que prejudicaria 

a avaliação dos resultados.   

O efeito da variável NaCl (relacionada com a salinidade no substrato) foi 

estudado usando concentrações de cloreto de sódio (NaCl) no substrato de 0,5 e 

12,0 g.L-1, valores escolhidos a partir do nível mínimo e máximo de cloretos (como 

mg Cl-1.L-1) encontrados no efluente pré-tratado da produção de biodiesel da usina 

de Candeias, e publicados em estudo prévio realizado por BEDOR (2015). Os 

valores de salinidade associados às concentrações de cloretos em solução no 

efluente foram calculadas usando a relação apresentada na Equação 3.1 (VERNIER 
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SOFTWARE AND TECHNOLOGY, 2015). O cloreto de sódio foi selecionado como 

referência na simulação do teor de sais do substrato por ser o principal sal formado 

no processo de produção de biodiesel quando empregados hidróxido ou metilato de 

sódio como catalisadores (DAUD et al., 2014). 

 
10018066,0 −×= ClSalinidade  (Equação 3.1) 

 

Onde: Cl-1 = concentração de cloretos em solução em mg.L-1 
 Salinidade =  Concentração de sais em ppt, sendo 1ppt = 1 g.L-1 

 

Os valores escolhidos para a análise da variável pH (pH inicial do meio) foram 

4,0 e 5,5. A seleção 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 H2, conhecidos por serem inibidos fortemente em ambientes ácidos. Por outro 

lado, procurou-se também avaliar um intervalo de pH chave na economia do 

processo de produção de H2 a partir do efluente pré-tratado da produção de 

biodiesel da usina de Candeias,  já que esse efluente caracterizou-se por possuir um 

pH no intervalo de 1,2 - 4,2 (ver seção 4.1). Portanto, se o processo de produção de 

H2 conseguisse se realizar com valores de pH tão baixos quanto possíveis, o 

consumo de reagentes na etapa de alcalinização seria mínimo.  

Por último, a relação DQO:SSV  foi avaliada nos níveis de 1:1 e 5:1, enquanto 

que a adição de nutrientes ao meio de fermentação, associada à relação DQO:N:P, 

foi estudada empregando os valores de 350:5:1, adição de nutrientes recomendada 

por CHERNICHARO (2007) para processos de digestão anaeróbia, e 350:0:0,  sem 

adição de fontes externas de nitrogênio e fósforo ao meio. O estudo da relação 

DQO:SSV  foi realizado devido à que esta variável se relaciona com a concentração 

inicial de microrganismos no meio de fermentação. A utilização de uma baixa 

concentração inicial de microrganismos no meio de fermentação (relação 

DQO:SSV= 5:1) poderia conduzir o sistema até níveis de formação acelerada de 

inibidores pelo substrato. Por outro lado, o estudo da necessidade de 

suplementação de nutrientes foi realizado visando avaliar a possibilidade de eliminar 

a adição de nutrientes no sistema, o que poderia conduzir a uma diminuição do 

consumo de recursos no processo e evitar inibições pela excessiva concentração 

inicial de nutrientes no meio de fermentação.   
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Tabela 3.8. Corridas experimentais realizadas durante o planejamento experimental fatorial fracionado 26-3. 

a) valores não codificados. b) valores codificados. 

Corrida %Glicerol DQO 
(gO2.L-1) 

Relação 
DQO:SSV 

Relação                
DQO:N:P 

NaCl 
(g.L-1) pH  

1 75% 4 1:1 350:5:1 12,0 4,0 
2 25% 4 1:1 350:0:0 0,5 4,0 
3 25% 50 1:1 350:5:1 0,5 5,5 
4 75% 50 1:1 350:0:0 12,0 5,5 
5 25% 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 

(a) 

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) 
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3.5.1.1. Análise estatística dos resultados 

 

A identificação e seleção das variáveis com maior impacto na produtividade e 

rendimento de H2 foi realizada aplicando a metodologia de análise de variância 

(ANOVA) (GUTIÉRREZ 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 26-3).  

O tratamento estatístico dos dados (ANOVA) foi realizado sobre as principais 

variáveis de resposta de interesse, sendo estas: Produtividade de biogás (PB), 

produtividade de H2 (PH2), rendimento de H2 (RH2), e conversão de glicerol. O grau 

de nível de confiança utilizado para avaliar a significância do efeito de cada uma das 

variáveis estudadas sobre as variáveis de resposta mencionadas anteriormente foi 

de 95% (α= 0,05). O parâmetro estatístico usado para a análise da significância de 

cada um dos efeitos principais estudados sobre as variáveis de resposta 

selecionadas foi o valor-p (GUTIÉRREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008; 

MONTGOMERY, 2001). A análise estatística dos resultados foi realizada usando o 

software Design Expert 10 na versão de prova.  

Todos os ANOVA calculados foram submetidos a testes de comprovação de 

normalidade, variância constante e independência a fim de validar a veracidade das 

conclusões finais obtidas a partir desses (GUTIÉRREZ PULIDO; DE LA VARA 

SALAZAR, 2008). 

 

3.5.2. Determinação da melhor condição de produção de H2 

 

Após a identificação das três variáveis de maior impacto na produtividade e 

rendimento de H2, e conversão 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 

H2, o rendimento de H2, e a conversão do glicerol quando manipuladas as variáveis 

citadas dentro do intervalo de operação de interesse. Desse modo, possíveis 

condições críticas de operação do processo de mistura real de efluentes pré-tratados 

da produção de biodiesel e glicerina bruta poderiam ser indicadas previamente 

mediante os testes experimentais usando soluções sintéticas contendo glicerol, 
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metanol, e cloreto de sódio, possibilitando tanto a maximização da produtividade e 

rendimento de H2, quanto a minimização de inibição. 

O intervalo de análise e codificação de cada uma das variáveis principais 

selecionadas é apresentado na Tabela 3.9. Os intervalos de estudo para as 

variáveis %Glicerol e NaCl em solução não foram modificados, continuando na 

mesma faixa avaliada no planejamento experimental anterior. Porém, o intervalo de 

estudo da variável DQO foi incrementado da faixa 4 - 50 g O2.L-1 para uma faixa de 

maior concentração, sendo esta estabelecida no intervalo de 50 - 100 g O2.L-1.  

O aumento da concentração de matéria orgânica no substrato a ser avaliada foi 

realizado devido ao efeito positivo observado no que diz respeito à produtividade e 

rendimento de H2 quando usada uma DQOT inicial de 50 g O2.L-1, indicando ainda a 

ausência de efeitos de inibição significativos por altas concentrações de matéria 

orgânica no meio de fermentação, possibilitando o estudo da influência de maiores 

concentrações de matéria orgânica no substrato.  

 
Tabela 3.9. Codificação e definição dos níveis a serem estudados no planejamento experimental do 

tipo composto central 23- estrela, empregado na etapa de identificação da melhor condição de 
fermentação visando aumentar a produtividade e rendimento de H2. 

Variável 
codificada 

Nome da 
variável 

Nível 
codificado Valor real 

A %Glicerol 
-1 25% 
1 75% 

B DQO 
-1 50 gO2.L-1 
1 100 gO2.L-1 

C NaCl 
-1 0,50 g.L-1 
1 12,0 g.L-1 

 

Como limite superior da variável DQO definiu-se um valor de DQOT inicial do 

substrato de 100 g O2.L-1, o qual abrangeu a simulação de efluentes pré-tratados da 

produção de biodiesel com concentrações maiores às observadas na caracterização 

realizada no presente estudo. Os resultados de produção e rendimento de H2 foram 

muito baixos quando utilizada uma concentração de substrato de 4 g O2.L-1 , fazendo 

com que o estudo de uma faixa mais baixa de concentração se tornasse pouco 

atraente. 

O tipo de planejamento experimental utilizado nesta etapa baseou-se nas 

metodologias de superfície de resposta (GUTIÉRREZ PULIDO; DE LA VARA 

SALAZAR, 2008), visando identificar a influência das variáveis selecionadas sobre 
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as variáveis de resposta tanto em termos de efeitos principais, quanto de interações 

entre as variáveis ou fatores em estudo. Empregou-se um planejamento 

experimental do tipo composto central 23 com estrela (Figura 3.6), com duas réplicas 

no ponto central (distância axial igual a 1,28719), de modo a assegurar a sua 

ortogonalidade (GUTIÉRREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008). O arranjo 

experimental contou com um número total de 16 pontos experimentais, conforme 

apresentado na Tabela 3.10, sendo cada um deles executado em quintuplicata, e 

tomando para as análises estatísticas os valores médios de cada um dos parâmetros 

avaliados. 

Cada ponto experimental foi realizado em frascos de penicilina de 100 mL, 

empregando um volume útil de meio de 90 mL (composto por solução sintética de 

glicerol, metanol, e NaCl como substrato, inóculo após pré-tratamento T+R, e 

solução para suplementação de nutrientes), sendo as demais variáveis de operação, 

como a temperatura de fermentação, relação DQO:SSV, relação DQO:N:P e tempo 

de fermentação, ajustadas nos valores de 30°C, 1:1, 350:5:1 e 48h, 

respectivamente. Não foi empregada agitação, sendo os frascos de penicilina 

deixados em repouso em sala climatizada à temperatura de fermentação. A 

estocagem dos produtos gasosos e líquidos de fermentação foi executada de forma 

semelhante à apresentada na seção 3.4.1. 

Como variáveis de resposta do planejamento experimental selecionaram-se a 

produtividade de H2 (como mL H2.L-1
.d-1), rendimento de H2 (como mL H2.g-

1DQOalimentada) e conversão de glicerol. Além disso, de forma semelhante à realizada 

no planejamento experimental da seção 3.5.1, outras variáveis de interesse do 

processo fermentativo foram registradas, sendo estas o pH e DQOS inicial e final do 

meio, a produtividade de AGVT (como mg Ac. acético.L-1
.d-1), conversão de metanol, 

e composição do biogás (CO2, H2S, CH4). 

 

 

Figura 3.6. Representação e construção do planejamento experimental composto central 23 com 
estrela. Fonte: (GUTIÉRREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008) 
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Tabela 3.10. Corridas experimentais realizadas durante o planejamento experimental composto 
central 23 com estrela. a) valores não codificados. b) valores codificados. 

Corrida %Glicerol 
(%) 

DQO                                      
(gO2.L-1) 

NaCl                    
(g.L-1) 

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 %Glicerol DQO NaCl 

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. Análise estatística dos resultados 

 

A análise estatística da influência das variáveis principais %Glicerol, DQO e 

NaCl sobre os parâmetros de interesse produtividade de H2, rendimento de H2 e 

conversão de glicerol, assim como da produtividade de AGVT foi realizada aplicando 

as metodologias de análise de variância (ANOVA) e superfície de resposta (MSR) . 

A superfície de resposta finalmente definida para a representação do 

comportamento de cada um dos parâmetros de interesse mencionados em função 

das variáveis %Glicerol, DQO e NaCl foi feita utilizando um modelo quadrático. 

O nível de confiança utilizado para avaliar a significância de cada um dos 

parâmetros do modelo quadrático sobre as variáveis de interesse PH2, RH2, 

conversão de glicerol, e PAGVT foi de 95% (α= 0,05). O parâmetro estatístico usado 

para a análise da significância de cada um dos efeitos estudados sobre as variáveis 

de resposta selecionadas foi o valor-p (GUTIÉRREZ PULIDO; DE LA VARA 

SALAZAR, 2008; MONTGOMERY, 2001). A análise estatística dos resultados foi 

realizada usando o software Design Expert 10 na versão de prova.  

Todas as análises estatísticas realizadas para cada um dos parâmetros de 

interesse foram submetidas a testes de comprovação de normalidade, variância 

constante, e independência, necessários para validar a veracidade das conclusões 

obtidas a partir delas.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1. CARACTERIZAÇÃO DO EFLUENTE DA PRODUÇÃO DE BIODIESEL 

 

Os resultados da caracterização do efluente da produção de biodiesel da usina 

de Candeias, antes e após tratamento físico-químico, foram obtidos tanto em estudo 

prévio realizado por BEDOR (2015), quanto em análises realizadas no decorrer do 

presente estudo. O efluente bruto da produção de biodiesel se constituiu 

principalmente de uma fase aquosa contendo quantidades elevadas de compostos 

solúveis em água como metanol, glicerol e sais. Além disso, o efluente bruto também 

apresentou uma pequena fração oleosa possivelmente formada por ácidos graxos, 

metil ésteres e mono-, di-, e triglicerídeos residuais do processo de produção de 

biodiesel (DAUD et al., 2014; VELJKOVIĆ; STAMENKOVIĆ; TASIĆ, 2014).  

As análises de caracterização do efluente da produção de biodiesel realizadas 

no presente trabalho focaram-se principalmente na identificação das características 

poluidoras do efluente pré-tratado (efluente após tratamento físico-químico), usado 

como substrato nos testes biológicos de produção de H2. Inicialmente, a 

caracterização do efluente pré-tratado limitou-se à determinação de pH, 

concentração de matéria orgânica (como DQOT e DQOS), concentração de AGVT, 

O&G, SST, turbidez e outros parâmetros importantes, conhecidos pela sua função, 

seja como nutrientes ou inibidores, nos processos de tratamento biológico, tais como 

a concentração de cloretos, sulfatos, o-fosfatos e nitrogênio total (Figura 3.2). Após a 

primeira etapa de caracterização, o efluente pré-tratado da produção de biodiesel foi 

usado como substrato na primeira e segunda etapa de testes preliminares descrita 

na seção 3.4. 

A falta de resultados satisfatórios nos testes preliminares de digestão 

anaeróbia, tanto de produtividade de biogás, quanto de H2, usando como substrato 

efluente pré-tratado da produção de biodiesel, fez necessária a realização de uma 

segunda etapa de caracterização, com o objetivo de identificar os principais 

compostos em solução responsáveis pelo conteúdo orgânico do efluente, e 

conhecer a possível relação entre eles e a inibição da produção de biogás e H2 

observada.  
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A segunda etapa de caracterização do efluente pré-tratado da produção de 

biodiesel consistiu na análise qualitativa e quantitativa de glicerol e metanol no 

efluente pré-tratado. No entanto, para a quantificação de metanol e glicerol no 

efluente pré-tratado da produção de biodiesel, foram necessárias 

modificações/adaptações dos métodos analíticos empregados. A seguir são 

apresentados resultados alcançados na determinação de metanol e glicerol. 

 

4.1.1. Determinação do metanol por cromatografia em fase gasosa 

 

A utilização do terc-butanol como padrão interno de calibração em soluções 

aquosas apresentou problemas de identificação e quantificação durante a análise 

cromatográfica, principalmente pela formação de dois sinais em tempos diferentes 

de eluição no detector, atribuíveis ao terc-butanol (Figura 4.1-a), impossibilitando-o 

como componente de referência na quantificação de outros compostos presentes na 

amostra analisada. Os problemas de detecção associados ao terc-butanol foram 

superados quando utilizada a acetonitrila como padrão interno, a qual foi identificada 

por um sinal simples bem definido durante as análises cromatográficas de amostras 

aquosas (Figura 4.1-b).  

 

 
Figura 4.1. Comparação do uso de terc-butanol e acetonitrila como padrão interno no 

desenvolvimento da metodologia de quantificação de metanol no efluente da produção de biodiesel 
por cromatografia em fase gasosa. (a) usando terc-butanol como padrão interno. (b) usando 

acetonitrila como padrão interno. 
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Na determinação da curva analítica de quantificação de metanol, a relação 

AMetOH.A-1
Acetonitrila versus  gMetOH.g-1

Acetonitrila  apresentou um comportamento linear em 

todo o intervalo de concentração de metanol avaliado (Figura 4.2). Os parâmetros da 

regressão linear, calculados a partir dos dados experimentais desta relação são 

apresentados na Tabela 4.1. O valor do coeficiente de determinação (R2) estimado 

para a curva analítica de quantificação de metanol desenvolvida foi superior a 95%. 

Este resultado permitiu considerar como adequado o uso da regressão linear 

definida para estimar o comportamento da relação AMetOH.A-1
Acetonitrila versus gMetOH.g-

1
Acetonitrila. Além do mais, todas as amostras de concentração conhecida de metanol 

avaliadas apresentaram valores de ER no intervalo de 90 – 110%, indicando a 

adequada exatidão da curva analítica produzida na quantificação de metanol em 

soluções aquosas (Tabela A. 2, Apêndice A1). Os resultados anteriores serviram 

para considerar como adequado o uso da curva analítica desenvolvida para a 

quantificação de metanol no efluente tratado da produção de biodiesel e em 

amostras de produtos líquidos de fermentação. 
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Figura 4.2. Comportamento da relação AMetOH.A-1
Acetonitrilaversus gMetOH.g-1

Acetonitrila obtida durante a 
realização da curva analítica de quantificação do metanol por cromatografia em fase gasosa. 

 
Tabela 4.1. Curva analítica de quantificação de metanol em soluções aquosas obtida pela técnica de 

cromatografia em fase gasosa usando acetonitrila como padrão interno. 
Coeficiente angular 0,59371 ± 0,01206 
Coeficiente linear -7,1734·10-4 ± 1,2070·10-2 

R2 0,99794 
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4.1.2. Determinação do glicerol 

 

A validação da curva analítica de quantificação do glicerol se realizou mediante 

o coeficiente de determinação (R2) da curva obtida a partir de soluções padrão de 

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

(Figura 4.3, Tabela 4.2). Também foram feitas análises de soluções de concentração 

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

de erro relativo (Tabela 4.3), entre o valor esperado e o calculado usando a curva 

analítica desenvolvida. 
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Figura 4.3. Absorvância versus concentração de glicerol antes (a), e após (b) seleção da faixa de 
trabalho linear para a estimação da curva analítica de quantificação de glicerol em soluções aquosas. 

 
Tabela 4.2. Curva analítica de quantificação de glicerol livre em soluções aquosas 

Coeficiente angular 0,05418 ± 0,00178 
Coeficiente linear 0,01123 ± 0,02209 

R2 0,99571 
 
Tabela 4.3. Resultados finais de quantificação da concentração de glicerol livre em soluções aquosas 

de glicerol com concentrações conhecidas como parte da validação da precisão da metodologia 
desenvolvida. 

Nome ABS 

Valor 
Glicerol 
teórico                
(mg.L-1) 

Valor 
Glicerol 

calculado 
(mg.L-1) 

%ER 

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 determinação (R2) da regressão linear 

estimada quanto os valores de erro relativo obtidos após a comparação entre as 

concentrações de glicerol esperadas e estimadas para várias amostras problema, 

permitiram aceitar como adequada a metodologia desenvolvida para a quantificação 

de glicerol em amostras de efluente pré-tratado da produção de biodiesel e de 

produtos líquidos de fermentação. No caso do coeficiente de determinação o valor 

obtido foi superior a 95%, indicando o ajuste da relação concentração de glicerol 

versus absorvância à regressão linear estimada pelo método de mínimos quadrados. 

Por outro lado, valores de ER entre 90 - 110% indicaram o adequado nível de 

precisão da metodologia desenvolvida na estimação de glicerol em amostras 

aquosas, obtendo-se resultados comparáveis com os esperados.   

 

4.1.3. Resultados da caracterização do efluente pré-tratado 

 

Os resultados finais da primeira e segunda etapa de caracterização do efluente 

pré-tratado da produção de biodiesel, empregado no presente estudo, são 

apresentados na Tabela 4.4. O efluente pré-tratado da produção de biodiesel 

apresentou características ácidas, com pH de 4,22 ± 0,30. O baixo valor de pH 

encontrado no efluente pré-tratado da usina de Candeias é consequência do 

tratamento físico-químico recomendado por OLIVEIRA (2013), no qual o efluente 

bruto é acidificado até pH 4,0 após a adição de cloreto férrico.  

 
Tabela 4.4. Caracterização do efluente da produção de biodiesel após tratamento físico-químico 

(efluente pré-tratado). 
Parâmetro Valor 

pH 4,22 ± 0,30 
DQOT (mgO2.L-1) 72522 ± 1233 
DQOS (mgO2.L-1) 70500 ± 2646 

AGVT (mg Ac. acético.L-1) 108 ± 12 
o-Fosfatos (mg.L-1) 30,0 ± 1,2 

Nitrogênio total (mg.L-1) <1 
Cloretos (mg.L-1) 800 ± 19 
Sulfatos (mg.L-1) 75 ± 8 

SS (mL.L-1) <1 
Turbidez (FTU) 74 ± 5 
O&G (mg.L-1) 88,53 ± 2,7 
Metanol (g.L-1) 128,04 ± 0,24 
Glicerol (g.L-1) 3,96 ± 0,53 
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A acidificação do efluente procura melhorar a etapa de coagulação, 

estabilizando os microflocos formados, mediante a neutralização das cargas 

eletrostáticas das partículas suspensas no efluente, pela ação do agente coagulante 

(DAUD et al., 2014; RATTANAPAN et al., 2011). A presença de prótons H+ em 

solução, promovida pela acidez do meio, ajuda a manter a carga positiva nos 

microflocos formados na solução, permitindo que estes continuem se agregando 

com outros coloides, formando flocos com massa suficiente para a precipitação 

(ECKENFELDER, 2000; OLIVEIRA, 2013). O pH ácido também favorece a 

desemulsificação de soluções oleosas, favorecendo a separação da fração oleosa 

sem a necessidade de agentes químicos adicionais (RATTANAPAN et al., 2011). 

O nível de turbidez encontrado no efluente pré-tratado foi de 74 ± 5 FTU. O 

efluente bruto da produção de biodiesel pode ter altos valores de turbidez devido à 

formação de emulsões, entre a fase aquosa e as frações de metil ésteres (biodiesel) 

e ácidos graxos livres (AGL) presentes no efluente, tornando-o um líquido com 

características leitosas (DAUD et al., 2014; KUMJADPAI et al., 2011; RATTANAPAN 

et al., 2011). No entanto, após o tratamento físico-químico, envolvendo o uso de 

agentes coagulantes, o nível de turbidez e outros parâmetros associados à presença 

de coloides no efluente (cor, hidrocarbonetos, O&G), podem reduzir 

significativamente, com eficiência de remoção de até 100% (PALOMINO-ROMERO 

et al., 2012; RATTANAPAN et al., 2011; VELJKOVIĆ; STAMENKOVIĆ; TASIĆ, 

2014).  

A concentração de O&G encontrada no efluente pré-tratado foi de 88,5 ± 2,7 

mg.L-1, nível esperado quando aplicados tratamentos semelhantes ao proposto por  

OLIVEIRA (2013). Por exemplo, RATTANAPAN et al. (2011) conseguiu reduzir a 

concentração de O&G no efluente para valores entre 30 – 100 mg.L-1, em estudo 

relacionado com o tratamento de efluentes da produção de biodiesel mediante 

processos de acidificação (usando HCl ou H2SO4 1N, pH 3,0, 20 min), coagulação 

(alumen e cloreto férrico entre 0,5 - 1,5 g.L-1, policloreto de alumínio (PAC) entre 0,5 

- 2,0 g.L-1, pH 6,0), e flotação com ar dissolvido (4 bar, 4 min, 20% de reciclo).  

KUMJADPAI et al. (2011) também obteve concentração de O&G entre 105 e 185 

mg.L-1, após o tratamento de efluentes da produção de biodiesel empregando os 

processos de acidificação usando H2SO4 (pH 1 – 2,5 por 7 min), e coagulação 

química usando Al2(SO4)3 (2 g.L-1, pH 6,0) e PAC (1,0 g.L-1, pH 4,0).   
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Por outro lado, o resultado da análise de AGVT no efluente pré-tratado mostrou 

um valor de 108 ± 12 mg Ac. Acético.L-1. Baixas concentrações de AGVT são 

também encontradas nos efluentes brutos da produção de biodiesel, devido seu 

conteúdo orgânico ser constituído de, principalmente, metil ésteres, sabões e ácidos 

graxos livres de cadeia longa (VELJKOVIĆ; STAMENKOVIĆ; TASIĆ, 2014). Porém, 

após o tratamento, a presença de AGV no efluente pré-tratado pode acontecer 

devido à degradação, por ação microbiológica, dos componentes não oleosos ainda 

remanescentes em solução como, por exemplo, o metanol (LETTINGA et al., 1979) 

e o glicerol (VIANA et al., 2012). Baixas concentrações de AGVT são desejadas em 

efluentes industriais visando seu tratamento biológico, pois elevadas concentrações 

destes componentes tornam-se potenciais agentes inibitórios dos processos de 

tratamento biológico anaeróbio (CHERNICHARO, 2007; DOBLE; KUMAR, 2005). 

No que diz respeito à concentração de matéria orgânica dissolvida no efluente 

pré-tratado da produção de biodiesel, altos níveis foram encontrados, com valores 

de DQOT e DQOS de 72522 ± 1233 mg O2.L-1 e 70500 ± 2646 mg O2.L-1, 

respectivamente. Os principais compostos retirados do efluente, após acidificação e 

coagulação, consistem basicamente nas frações de compostos com características 

oleosas (sendo estes metil ésteres, sabões e ácidos graxos livres). Porém, outros 

compostos orgânicos solúveis em fase aquosa, tais como o metanol e o glicerol, não 

são eliminados totalmente, pelo que permanecem remanescentes em solução e 

tornam-se os responsáveis pelos altos valores de DQO do efluente após o 

tratamento físico-químico.  

A segunda etapa de caracterização do efluente pré-tratado da produção de 

biodiesel permitiu confirmar, tanto a presença de glicerol e metanol no efluente, 

quanto a sua relação com os altos valores de DQOT e DQOS remanescentes no 

efluente após o seu tratamento físico-químico. A matéria orgânica dissolvida no 

efluente pré-tratado pode ser atribuída principalmente ao metanol, o qual apresentou 

uma concentração em solução de 128,04 ± 0,24 g.L-1, representando 

estequiometricamente uma porcentagem aproximada do 94% da DQOT 

determinada. Por outro lado, o glicerol foi detectado no efluente pré-tratado com uma 

concentração de 3,96 ± 0,53 g.L-1, sendo associado a apenas 6% da DQOT 

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 disponível para os 

processos biológicos associados à fermentação anaeróbia, o que possivelmente 

explica a inibição na geração de biogás e H2 nos testes preliminares executados. O 

metanol pode ser empregado em baixas concentrações como substrato por arquéias 

metanogênicas metilotróficas, gerando metano como produto principal após o 

processo de fermentação anaeróbia (BHATTI; FURUKAWA; FUJITA, 1996; LARGE, 

1983; LETTINGA et al., 1979; YAMAGUCHI et al., 1989). Porém, este mesmo 

componente é inadequado como substrato na produção de H2, já que não é 

facilmente metabolizado por bactérias produtoras de H2, tais como as bactérias 

acidogênicas e acetogênicas (MANGAYIL; KARP; SANTALA, 2012). Durante a 

produção 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 produção biológica de H2 via fermentação escura (SARMA 

et al., 2012; VASCONCELOS DE SÁ et al., 2014; VIANA et al., 2014).  

Levando em conta o anterior, a determinação e quantificação do metanol e 

glicerol torna-se muito importante como parte dos parâmetros de caracterização do 

efluente da produção de biodiesel, quando se pensa no tratamento mediante rotas 

biológicas, já que sua composição relativa afeta significativamente o rendimento do 

processo, seja pelo impacto como fonte de carbono no metabolismo fermentativo, ou 

agindo como potenciais inibidores da atividade microbiológica (LETTINGA et al., 

1979; RÉTFALVI et al., 2011; SILES LÓPEZ et al., 2009; VIANA et al., 2012, 2014). 

Outra característica do efluente pré-tratado a ser destacada foi a elevada 

concentração de cloretos em solução, com valor de 800 ± 19 mg.L-1. Este valor pode 

ser atribuído principalmente aos cloretos pertencentes aos sais formados durante o 

processo de produção de biodiesel, envolvendo as etapas de neutralização e refino; 

tais como a etapa de neutralização do catalisador, acidificação do meio ou adição de 

sais para melhorar a recuperação de ácidos graxos livres e metil ésteres nas etapas 

de decantação ou separação óleo-água, dissolução 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 concentração de cloretos no efluente também 

pode estar relacionada com os sais em solução, produto das operações de 

recuperação de equipamentos de troca iônica da usina. No caso da usina de 
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Candeias, HCl é usado para reduzir o pH (visando obter valores <2) dos efluentes da 

produção de biodiesel antes destes entrarem no separador óleo-água, pelo que a 

alta concentração de cloretos observada também pode estar relacionada com este 

fator.   

O tratamento dos efluentes da produção de biodiesel mediante metodologias 

de acidificação e coagulação-floculação pode aumentar a concentração de cloretos 

livres no efluente pré-tratado, principalmente pela utilização tanto de ácido clorídrico, 

quanto de sais coagulantes com cloro na sua composição (como por exemplo, o 

FeCl3). Altas concentrações de cloretos relacionados com a presença de elevadas 

concentrações de sais no efluente pré-tratado, como por exemplo, o NaCl, podem 

afetar fortemente a capacidade do efluente de ser tratado mediante digestão 

anaeróbia para a produção de H2 e CH4, pois elevadas concentrações de sais 

possuem efeitos inibitórios sobre os microrganismos produtores de ambos os 

compostos (DE BAERE et al., 1984; FEIJOO et al., 1995; GUO et al., 2014).  

A concentração de sulfatos detectada no efluente pré-tratado empregado no 

estudo foi de 75 ± 8 mg.L-1, encontrando-se dentro da faixa de tolerância para 

sistemas anaeróbios recomendada por CHERNICHARO (2007), sendo esta entre 50 

– 100 mg.L-1. A presença de sulfatos no efluente pré-tratado da produção de 

biodiesel não é desejada quando se pensa no seu aproveitamento para a produção 

de H2 e CH4, via processos anaeróbios, já que altas concentrações de sulfatos 

podem levar à formação de elevadas concentrações de sulfeto de hidrogênio (H2S), 

por ação de bactérias redutoras de sulfato (BRS). O H2S é um agente inibitório nos 

processos de digestão anaeróbia, especialmente na faixa de pH envolvida na 

produção biológica de H2 (pH 4,5 - 6,5) e CH4 (6,5 - 8,0), ao se apresentar na sua 

forma mais tóxica, como H2S não dissociado. O H2S ocasiona diversos problemas 

no processo fermentativo, entre eles a diminuição do H2 e CH4 produzidos (pelo uso 

do H2 como substrato pelas BRS), e a inibição de funções celulares dos 

microrganismos produtores de H2 e CH4 (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008; 

CHERNICHARO, 2007). 

Por fim, tanto o nitrogênio total quanto os o-fosfatos em solução no efluente 

pré-tratado apresentaram-se em baixas concentrações, sendo de 0,86 ± 0,08 mg.L-1 

e 30,0 ± 1,2 mg.L-1, respectivamente. Várias caracterizações de efluentes da 

produção de biodiesel apresentadas na literatura destacam a baixa concentração de 
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nitrogênio e fósforo como uma das características principais deste tipo de efluentes 

(BEDOR, 2015; VELJKOVIĆ et al., 2014). O anterior resultado torna necessária a 

suplementação de fontes externas de nitrogênio e fósforo no efluente pré-tratado, 

quando se pensa no aproveitamento do efluente pré-tratado da produção de 

biodiesel através de processos de tratamento biológico, principalmente pela ação 

desses elementos como parte dos nutrientes básicos utilizados no metabolismo 

microbiano (CHERNICHARO, 2007).   

 

4.2. ELABORAÇÃO E VALIDAÇÃO DAS METODOLOGIAS DE ÁNALISE DE H2, 

CH4, CO2 E H2S NO BIOGÁS POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA 

 

4.2.1. Resultados referentes à metodologia de análise do biogás desenvolvida no 

CG 7820A 

 

Na Figura 4.4 é apresentado um dos cromatogramas obtidos após a análise 

de amostras de biogás, contendo H2, CH4, CO2 e H2S, pela metodologia 

desenvolvida no CG 7820A (denominada Metodologia A). A identificação qualitativa 

de CH4 foi possível usando tanto o detector FID (Figura 4.4-a), quanto o detector 

TCD (Figura 4.4-b). A identificação qualitativa de H2 e CO2 no biogás foi executada 

utilizando somente o detector TCD (Figura 4.4-b). Contudo, a identificação qualitativa 

do CO2 no biogás, só foi possível quando este se apresentou em altas 

concentrações. Os tempos de eluição médios obtidos para o H2 e CO2, no detector 

TCD, e para o CH4, 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 não foi possível identificar qualitativamente o H2S nas 

amostras de biogás avaliadas, problema atribuído à baixa concentração de H2S nas 

misturas padrão usadas e a proximidade da condutividade térmica de H2S e N2 

(KERN, 1965), acentuando a conhecida perda de resolução na identificação de 

compostos quando empregado N2 como gás de arraste em detectores tipo TCD 

(COUWPER et a., 1983; JENNINGS et al., 1997; ŠEVČÍK, 1976). 

No que diz respeito à quantificação dos compostos de interesse no biogás, 

com a metodologia A foram elaboradas satisfatoriamente curvas analíticas de 
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quantificação para o H2 (no TCD) e CH4 (no FID). Em contrapartida, apresentaram-se 

problemas na realização da curva analítica de quantificação de CO2, devido à falta 

de misturas padrão com uma maior concentração deste composto. A seguir, 

apresentam-se os resultados de validação das curvas analíticas de quantificação 

para o H2 e CH4, realizadas no CG 7820A. 

 

 
(a) 

 
 

 
(b) 

Figura 4.4. Cromatograma de referência para a identificação qualitativa de H2, CO2 e CH4 em 
amostras de biogás, usando a metodologia desenvolvida no CG 7820A (metodologia A). (a) Detector 

FID, (b) Detector TCD. 
 

A análise das misturas de gás padrão contendo CH4, CO2, e H2S (Tabela 3.3) 

permitiram identificar um comportamento linear da relação Área do sinal do detector 

versus concentração do componente de interesse (AvsX) para o CH4, no intervalo de 
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concentrações disponíveis (0,21 – 0,61% mol.mol-1 ). A continuidade deste 

comportamento linear da relação (AvsX) para o CH4 foi assumida para todo o 

intervalo de concentrações de CH4 esperadas no biogás, a qual pode chegar até 

70% (mol.mol-1)(CHERNICHARO, 2007). Desse modo, considerou-se adequado o 

uso das misturas padrão de CH4 disponíveis na elaboração da curva analítica de 

quantificação deste composto usando a metodologia A.  

Por outro lado, as análises das misturas padrão de H2 (Tabela 3.4), 

mostraram um comportamento linear da relação (AvsX) em todo o intervalo de 

concentrações avaliadas (10-100% mol.mol-1), podendo este resultado ser atribuído 

às vantagens que trouxe a diluição das misturas gasosas padrão do H2 por meio da 

injeção tipo split no CG 7820A  (GROB, 2001). O intervalo de concentrações de 

trabalho definido finalmente para o H2 foi de 10-80% (mol.mol-1), permitindo analisar 

concentrações de H2 no biogás dentro da faixa esperada em processos de 

fermentação escura, a qual pode chegar até 90% (mo.mol-1) (DAS, 2001).  

Na validação da linearidade das curvas analíticas de quantificação elaboradas 

para o CH4 e H2 (Tabela A. 5, Apêndice A5), os valores do coeficiente de 

determinação (R2) das regressões lineares obtidas para ambos os compostos foram 

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

R2=0,81 ou r=0,90 (r= √R2), demonstrando assim a adequada representação da 

relação (AvsX) pelas equações lineares propostas dentro da faixa de concentrações 

de interesse. 

Os resultados de validação da repetitividade e reprodutibilidade das curvas 

analíticas de quantificação para o CH4 e H2 (Tabela A. 7, Apêndice A5) 

determinaram que a metodologia A gerou resultados com repetitividade e precisão 

intermediária aceitáveis e comparáveis, independentemente do dia e operador 

realizando as análises cromatográficas. 

No que diz respeito à exatidão da metodologia A, todos os níveis de 

concentração avaliados, tanto para o CH4 quanto para o H2, apresentaram valores 

de ER no intervalo de 90-110% (Tabela A. 9, Apêndice A5). Com base no anterior 

resultado, as curvas analíticas de quantificação elaboradas para o CH4 e H2 foram 

consideradas como regressões com exatidão aceitáveis, e próprias para o seu uso 

na quantificação desses compostos em amostras de biogás.  
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Por fim, na Tabela 4.5 apresentam-se as curvas analíticas de quantificação de 

CH4 e H2 finalmente definidas para serem usadas junto com metodologia A na 

análise de amostras de biogás, assim como os limites de detecção e quantificação 

de cada uma delas.  

 
Tabela 4.5. Curvas analíticas de quantificação definidas para a análise de CH4 e H2, em amostras de 

biogás, usando o CG 7820A (Metodologia A). 

Composto Coeficiente angular 
(Área/%mol) 

Coeficiente linear 
(Área) 

Coeficiente 
de correlação 

(r) 

LOD 
(%mol) 

LOQ 
(%mol) 

CH4 16350124 ± 553898 168294 ± 242181 0,9994 0,0014 0,0048 
H2 528122 ± 10697 501542 ± 540163 0,9988 7,4 24,6 
 

4.2.2. Resultados referentes à metodologia de análise do biogás desenvolvida no 

CP-4900 microGC. 

 

Na Figura 4.5 é apresentado um dos cromatogramas obtidos após a análise de 

amostras de biogás, contendo H2, CH4, CO2 e H2S; usando a metodologia 

desenvolvida no CP-4900 micro GC (denominada metodologia B). Com a 

metodologia B, excelentes resultados foram obtidos na determinação qualitativa de 

todos os compostos de interesse no biogás (H2, CH4, CO2 e H2S). Todos os 

compostos gasosos em análise apresentaram sinais nos detectores TCD com 

intensidade suficiente para se obter curvas analíticas de quantificação adequadas. 

Estes resultados foram possíveis por causa das vantagens geradas pela 

configuração própria do CP-4900 microGC, o qual utiliza duas colunas 

independentes, cada uma usando um tipo de gás de arraste diferente, otimizando a 

detecção dos compostos de interesse no biogás.  

O H2 foi detectado no canal 1 do equipamento configurado com N2 como gás 

de arraste e uma coluna do tipo Molesieve-5A (Figura 4.5-a). Por outro lado, o CH4, 

CO2 e H2S foram detectados no canal 2 do cromatógrafo, utilizando He como gás de 

arraste e uma coluna do tipo Porapak Q na separação dos compostos (Figura 4.5-b). 

Diferente ao observado com o CG 7820A, o uso de He como gás de arraste no 

canal 2 do CP-4900 micro GC melhorou significativamente a resolução de detecção 

no TCD de H2S e CO2. O melhoramento na resolução de detecção pode ser atribuído 

às diferenças favoráveis entre as condutividades térmicas do H2S e CO2, e o gás de 
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arraste, conforme apresentado na literatura (COUWPER et al.,  1983; KERN, 1965; 

ŠEVČÍK, 1976).  

Os tempos de eluição obtidos, após a análise de misturas gasosas padrão 

usando a metodologia B foram: (1,168 ± 0,007 min) para H2, (0,883 ± 0,000 min) 

para CH4, (1,029 ± 0,001 min) para CO2 e (1,937 ± 0,002 min) para H2S. O desvio 

padrão nos tempos de eluição para cada um dos compostos de interesse foram 

satisfatórios, tornando a metodologia executada no CP-4900 microGC adequada 

para uso na análise qualitativa de H2, CH4, CO2 e H2S em amostras de biogás. Os 

resultados do procedimento de validação das curvas analíticas de quantificação do 

H2, CO2, CH4 e H2S, usando a metodologia B, são apresentados a seguir.  

 

 
(a) 

 
(b) 

Figura 4.5. Cromatograma de referência para a identificação qualitativa de H2, CO2, CH4, e H2S em 
amostras de biogás, usando a metodologia desenvolvida no CP-4900 microGC (metodologia B). (a) 

Canal 1 de análise, (b) Canal 2 de análise. 
 

Após a análise das misturas de gás padrão disponíveis para o CH4, CO2 e 

H2S (Tabela 3.3) usando a metodologia B, foi observado um comportamento linear 
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na relação (AvsX) para todos os compostos de interesse dentro do intervalo de 

concentrações disponíveis (0,21 – 0,61% mol.mol-1 para o CH4, 0,21 – 0,62% 

mol.mol-1 para o CO2, e 0,05 – 0,10% mol.mol-1 para o H2S). A continuidade destes 

comportamentos lineares na relação (AvsX) foi assumida para todo o intervalo de 

concentrações de CH4, CO2 e H2S esperadas no biogás, as quais podem chegar até 

70, 30 e 2% (mol.mol-1) para o CH4, CO2 e H2S, respectivamente (CHERNICHARO, 

2007). Portanto, o uso das misturas padrão disponíveis de CH4, CO2 e H2S na 

elaboração das curvas analíticas de quantificação a serem empregadas junto com a 

metodologia B foi considerado adequado.  

As análises cromatográficas das misturas padrão de H2 disponíveis (Tabela 

3.4) mostraram um comportamento linear da relação (AvsX) na faixa de 

concentrações de H2 de 10 - 80% (mol.mol-1), a qual se encontrou dentro das 

concentrações de H2 esperadas em amostras de biogás que, segundo DAS (2001), 

podem chegar até 90%. Levando em conta o anterior, o intervalo de concentrações 

de H2 de 10 – 80% (mol.mol-1) foi selecionado como a faixa de trabalho a usar no 

desenvolvimento das curvas analíticas de quantificação deste composto.  

Concentrações de H2 maiores que 80% (mol.mol-1) mostraram um 

comportamento da relação (AvsX) diferente ao estimado com a curva analítica de 

quantificação de H2 obtida para a faixa de trabalho selecionada. Portanto, não é 

recomendável a avaliação de amostras de biogás com concentrações de H2 no 

intervalo de 80 - 100% (mol.mol-1) usando a metodologia B desenvolvida no CP-

4900 GC, isso sem antes elaborar uma nova curva de quantificação para esta faixa 

específica de trabalho. 

Em todas as curvas analíticas de quantificação elaboradas para o CH4, CO2, 

H2S e H2 (Tabela A. 6, Apêndice A5), os coeficientes de determinação (R2) 

calculados ultrapassaram o valor recomendado pelo INMETRO (2011) (R2 = 0,81 ou 

r = 0,90), sendo as equações lineares propostas para a representação da relação 

(AvsX) para todos os compostos de interesse (H2, CH4, CO2 e H2S) consideradas 

adequadas. 

Os resultados de validação da repetitividade e reprodutibilidade, das curvas 

analíticas de quantificação de CH4, CO2, H2S e H2 feitas usando a metodologia B 

(Tabela A. 8, Apêndice A5) estabeleceram como adequada a precisão de cada uma 
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das curvas analíticas de quantificação elaboradas para a análise dos compostos de 

interesse (CH4, CO2, H2S, e H2) em amostras de biogás. 

Por outro lado, a validação da exatidão mediante o calculo do ER das curvas 

analíticas de quantificação de CH4, CO2, H2S e H2 revelou, para todas as curvas 

analíticas desenvolvidas, que os valores se encontraram dentro do intervalo de 

aceitação definido entre 90 e 110% (Tabela A. 10 e Tabela A. 11, Apêndice A5). 

Porém, algumas amostras analisadas contaram com valores do ER fora desde 

intervalo, mas esses resultados foram atribuídos a possíveis problemas nas ampolas 

de estocagem ou na injeção manual das amostras gasosas no equipamento.  

Na Tabela 4.6 se apresentam as curvas analíticas finalmente definidas para 

serem usadas na quantificação do H2, CH4, CO2 e H2S em amostras de biogás, 

usando-se a metodologia B proposta no CP-4900 microGC, assim como os limites 

de detecção e quantificação de cada uma delas.  

 
Tabela 4.6. Curvas analíticas de quantificação definidas finalmente para a análise de CH4, CO2, H2S 

e H2, em amostras de biogás, usando o CP-4900 microGC (Metodologia B). 

Composto Coeficiente angular 
(Área/%mol) 

Coeficiente linear 
(Área) 

Coeficiente de 
correlação (r) 

LOD 
(%mol) 

LOQ 
(%mol) 

CH4 1099336 ± 61864 -17 ± 27049 0,9984 0,010 0,034 
CO2 1632353 ± 122545 -25404 ± 54170 0,9972 0,008 0,026 
H2S 1336025 ± 130190 3951 ± 10450 0,9953 0,004 0,015 
H2 1424592 ± 11248 -1809259 ± 567989 0,9998 2,6 8,5 
 

4.2.3. Comparação das metodologias cromatográficas de análise do biogás 

elaboradas no CG 7820A e CP-4900 microGC. 

 

Na validação da semelhança estatística entre os resultados gerados pelas 

metodologias A (elaborada no CG 7820A) e B (realizada no CP-4900 microGC) no 

que diz respeito à quantificação de H2 os resultados obtidos revelaram que as 

metodologias apresentaram resultados estatisticamente iguais. O mesmo foi 

verificado na validação da semelhança estatística entre os resultados gerados pelas 

metodologias B e LTA com relação à quantificação de CH4 e CO2 (Tabela A. 12 a 

Tabela A. 15, Apêndice A6).  

Não foi possível a validação da semelhança estatística entre as 

concentrações de H2S obtidas por ambas as metodologias em comparação 
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(metodologia B e LTA), principalmente devido a que este composto se apresentou 

em concentrações baixas ou menores às detectáveis nas amostras de biogás 

utilizadas. 

Levando em conta os resultados observados, decidiu-se utilizar a metodologia 

B, desenvolvida no CP-4900 microGC, para a análise dos produtos gasosos 

produzidos nos testes biológicos de fermentação escura executados durante o 

presente trabalho. Esta metodologia se destacou por possuir um tempo reduzido de 

análise (3 min) quando comparado com a metodologia A elaborada no GC 7820A 

(15 min), demandando um menor consumo de materiais para completar as análises 

e diminuindo potenciais problemas devido a longos tempos de estocagem das 

amostras. Além do mais, a metodologia B contou com adequadas seletividade, 

linearidade, precisão e exatidão na determinação simultânea de todos os compostos 

gasosos de interesse a serem avaliados no biogás (H2, CH4, CO2 e H2S), assim 

como resultados estatisticamente iguais aos oferecidos por metodologias de 

referência. 

 

4.3. RESULTADOS DOS TESTES DE PRODUÇÃO DE H2 A PARTIR DE 

EFLUENTE DA PRODUÇÃO DE BIODIESEL APÓS TRATAMENTO FÍSICO-

QUÍMICO (EFLUENTE PRÉ-TRATADO) 

 

4.3.1. Primeiro grupo de testes preliminares 

 

Na Figura 4.6 são apresentadas as produtividades de biogás, H2 e CH4 (item 

a), e as concentrações de H2 e CH4 no biogás produzido (item b) obtidos após a 

fermentação direta de efluente pré-tratado de produção de biodiesel, usando inóculo 

submetido a dois tipos diferentes de pré-tratamento (térmico e T+R), assim como o 

controle conduzido usando inóculo sem pré-tratamento algum. 

A maior produtividade de biogás (PB) foi observada quando usado inóculo 

sem pré-tratamento algum (controle), alcançando-se um valor de 50,09 ± 4,99 mL.L-

1.d-1. O biogás produzido neste caso apresentou uma significativa concentração de 

CH4, sendo esta de 45,58 ± 4,16 % (mol.mol-1). Contudo, H2 não foi detectado. O 

rendimento de CH4 alcançado no ensaio controle conduzido foi de 6,04 ± 0,48 

mLCH4.g-1DQO. 



77 
 

 
 

A produtividade de biogás (PB) foi reduzida significativamente quando usado 

inóculo pré-tratado (redução superior ao 78%) (Figura 4.6-a). A PB obtida usando 

inóculo pré-tratado termicamente foi de 10,93 ± 0,18 mL.L-1d-1. Com o pré-

tratamento T+R o valor de PB alcançado foi de 9,11 ± 3,30 mL.L-1.d-1. No que diz 

respeito à composição do biogás, não foram detectadas quantidades significativas 

de H2 e CH4 para ambos os pré-tratamentos testados (térmico e T+R), pelo que os 

rendimentos de H2 e CH4 no processo fermentativo foram considerados 

desprezíveis. 
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Figura 4.6. Resultados de produtividade e composição do biogás, obtidos após a fermentação direta 
de efluente pré-tratado da produção de biodiesel. (a). Produtividade de Biogás, H2, e CH4. (b). 

Concentração de H2 e CH4 no biogás. Condições: DQOT = 10 gO2.L-1; pH = 5,5; Temperatura = 30°C; 
DQO:SSV = 1:1; DQO:N:P = 350:5:1; Tempo = 48h. 

 

A maior produtividade de CH4 (PCH4) (Figura 4.6-a) foi observada no ensaio 

controle e foi atribuída tanto à boa atividade metanogênica do lodo, determinada por 

DAMASCENO (2013) em estudo anterior, quanto à presença significativa de metanol 

no efluente, o qual pode ser usado diretamente por microrganismos metanogênicos 

metilotróficos presentes no inóculo como fonte de carbono e energia no seu 

metabolismo, gerando CH4 como um dos principais produtos gasosos de 

fermentação (LARGE, 1983).   

A diminuição da PCH4 quando aplicados pré-tratamentos do tipo térmico 

sobre o inóculo indica a eliminação, parcial ou total, dos microrganismos 

metanogênicos presentes no inóculo. Este resultado concordou com o esperado 

segundo a literatura (GHIMIRE et al., 2015; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 

2015; VASCONCELOS DE SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014), na qual 
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tem se comprovado a efetividade desde tipo de pré-tratamento na inibição de 

microrganismos metanogênicos, os quais apresentam diferenças fisiológicas e 

metabólicas significativas com relação às bactérias produtoras de H2 (RUGGERI; 

TOMMASI; SANFILIPPO, 2015).  

A ausência de formação de H2 mesmo quando empregados pré-tratamentos 

sobre o inóculo foi atribuída inicialmente a duas possíveis causas. A primeira delas 

tem relação com inibições, devido ao uso de uma alta concentração de matéria 

orgânica no substrato (DQOT de 10 g O2.L-1), a qual pode ter levado a mudanças no 

metabolismo dos microrganismos acidogênicos e acetogênicos do meio, diminuindo 

o rendimento de H2 e aumentando a formação de outros produtos de fermentação, 

como solventes (álcoois) e AGV (acetato, butirato, proprionato, etc.)(ARIMI et al., 

2015; LIN et al., 2012; SHOW et al., 2012).  

A segunda hipótese atribuiu a falta de produção de H2 às características 

próprias do efluente, como baixa concentração de fontes de carbono próprias para a 

geração de H2 (até esse momento não havia sido quantificados glicerol e metanol no 

efluente), e a presença de elevadas concentrações de ácidos graxos, sais, entre 

outros inibidores do processo de produção de H2 via fermentação escura (DAUD et 

al., 2014; VELJKOVIĆ et al., 2014). Visando descobrir a causa principal da falta de 

produção de H2 o segundo grupo de ensaios preliminares de fermentação foi 

executado. 

 

4.3.2. Segundo grupo de testes preliminares 

 

Na Figura 4.7 são apresentadas as produtividades de biogás, H2 e CH4, assim 

como as concentrações de H2 e CH4 no biogás, obtidos nos ensaios experimentais 

de fermentação do efluente pré-tratado da produção de biodiesel, usando-se várias 

concentrações de matéria orgânica no substrato e tipo de inóculo pré-tratado 

termicamente.  

A formação de H2 não foi observada nos ensaios experimentais realizados 

usando diferentes concentrações de matéria orgânica no substrato (Figura 4.7-a). A 

composição do efluente pré-tratado da produção de biodiesel foi considerada como 

uma das principais causas da falta de produção de H2, já que depois da 

caracterização adicional do efluente uma baixa concentração de glicerol (substrato 
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considerado adequado para a produção de H2) foi detectada no efluente, sendo de 

3,96 ± 0,53 g.L-1. Em contrapartida, metanol foi identificado como o principal 

responsável pela DQOT do efluente, encontrando-se uma concentração de 128,04 ± 

0,24 g.L-1. 

A PB continuou baixa mesmo usando condições de alta diluição do substrato 

(concentrações de matéria orgânica no substrato no intervalo de 1 – 10 g O2.L-1). Os 

valores de PB obtidos para as concentrações de DQOT de 1, 4 e 10 g O2.L-1 foram de 

5,46 ± 0,09, 4,04 ± 2,84, e 9,29 ± 3,86 mL.L-1.d-1, respectivamente (Figura 4.7-a). No 

que diz respeito à composição do biogás, CH4 foi detectado em concentrações de 

4,50 ± 0,22, 1,21 ± 0,06, e 10,10 ± 0,51% (mol.mol-1) para valores de DQOT no 

substrato de  1, 4 e 10 g O2.L-1, respectivamente (Figura 4.7-b). 
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Figura 4.7. Resultados de produtividade e composição do biogás obtidos após a fermentação de 
efluente pré-tratado da produção de biodiesel, usando diferentes concentrações de DQOT no 
substrato. (a). Produtividade de Biogás, H2, e CH4. (b). Concentração de H2 e CH4 no biogás. 

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

 

As máximas PB e de PCH4 foram obtidas utilizando uma concentração de 

DQOT no substrato de 15 g O2.L-1, alcançando-se valores de 35,52 ± 5,31 mL.L-1.d-1 

e 2,24 ± 0,08 mLCH4.L-1.d-1, respectivamente (Figura 4.7-a). Porém, a concentração 

de CH4 no biogás produzido sob esta concentração de matéria orgânica continuou 

sendo baixa, com um valor de 6,36 ± 1,05% (mol.mol-1)  (Figura 4.7-b).  

A baixa e instável produtividade de CH4 ao longo das concentrações de DQOT 

avaliadas no substrato pode ser considerada um indicativo da efetiva inibição dos 

microrganismos metanogênicos do inóculo após o pré-tratamento térmico aplicado e 

da acidificação do meio de fermentação (pH inicial = 5,5) (GHIMIRE et al., 2015; 

RUGGERI et al., 2015).  
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A maior produtividade de biogás obtida com o aumento da concentração de 

DQOT no substrato de 1 até 15 g O2.L-1.d-1, pode-se atribuir à formação de CO2 

como conseqüência da produção de AGV (LEE et al., 2014) e de outros metabólitos 

de fermentação (SAADY, 2013), graças à atividade de microrganismos acidogênicos 

e acetogênicos presentes no meio (AQUINO; CHERNICHARO, 2005). 

O maior rendimento de CH4 foi obtido com uma concentração de DQOT no 

substrato de 1 g O2.L-1, sendo de 0,55 ± 0,03 mLCH4.gDQO-1, seguido dos valores 

obtidos usando concentrações de matéria orgânica no substrato de 15, 10, e 4 

gO2.L-1, sendo estes de 0,40 ± 0,01, 0,25 ± 0,01, e 0,03 ± 0,00 mLCH4.gDQO-1, 

respectivamente.  Baixos rendimentos de CH4 eram esperados devido ao pré-

tratamento do inóculo por choque térmico, promovendo-se a eliminação de 

microrganismos produtores de metano no meio. 

Outras variáveis foram mensuradas no decorrer do segundo grupo de testes 

preliminares, sendo estas o pH e DQOS inicial e final no meio de fermentação. Os 

resultados obtidos não mostraram variações significativas tanto no pH quanto na 

DQOS do meio para todas as concentrações de matéria orgânica no substrato 

testadas. O pH final do meio oscilou entre 5,50 ± 0,20, mantendo-se na mesma faixa 

mensurada no início dos ensaios fermentativos. Do mesmo modo, no que diz 

respeito à DQOS inicial e final do meio, não foram observadas mudanças 

significativas nesta variável, mantendo-se valores em média de 923 ± 29, 3428 ± 

151, 6142 ± 195, e 8295 ± 426 mgO2.L-1; para valores de DQOT no substrato de 1, 4, 

10, e 15 g O2.L-1, respectivamente. 

Os resultados anteriores podem estar relacionados com uma reduzida 

atividade biológica do processo fermentativo, assim como com os baixos valores de 

produtividade de biogás, H2 e CH4 obtidos, pois tanto o pH quanto a concentração 

de DQOT do meio são utilizados como parâmetros de controle no tratamento 

anaeróbio de efluentes industriais (CHERNICHARO, 2007).  

Por último, o tipo de inóculo usado nos ensaios experimentais preliminares 

também foi considerado como possível responsável da falta de produção de H2 

observada usando efluente pré-tratado da produção de biodiesel como substrato, 

sendo este possivelmente inadequado para a produção de H2. Levando em conta o 

anterior, foi realizado um último grupo de ensaios preliminares para identificar se a 
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falta de produção de H2 observada estava relacionada com o tipo de inóculo ou com 

a composição do efluente (devido à baixa concentração de glicerol detectada). 

 

4.3.3. Terceiro grupo de testes preliminares 

 

Os resultados obtidos no terceiro grupo de testes preliminares usando como 

substrato soluções aquosas de glicerol com diferente concentrações de DQOT (4 e 

10 g O2.L-1) e inóculo pré-tratado termicamente são apresentados na Figura 4.8. 

Utilizando glicerol como fonte de carbono principal no substrato foi observado um 

aumento significativo tanto na produtividade de biogás (Figura 4.8-a) quanto na 

concentração de H2 no biogás produzido (Figura 4.8-b). O aumento na produtividade 

de biogás foi superior a 80% com relação ao valor mais alto observado nos ensaios 

preliminares prévios, enquanto que concentrações de H2 no biogás maiores do que 

50% foram detectadas. 

O uso do pré-tratamento térmico sobre o inóculo continuou sendo efetivo na 

inibição dos microrganismos metanogênicos no inóculo, pois não foram detectadas 

concentrações significativas de CH4 no biogás produzido. Estes resultados 

demonstram a capacidade do inóculo para a produção de H2 via fermentação 

escura, mas também permitem relacionar diretamente a falta de geração de H2 

observada nos ensaios preliminares com as características próprias da composição 

do efluente pré-tratado da produção de biodiesel usado como substrato. 

A produtividade de biogás aumentou com a concentração de matéria orgânica 

no substrato (Figura 4.8-a), incrementando de 63,38 ± 4,82 mL.L-1.d-1 para 84,69 ± 

5,35 mL.L-1.d-1 quando a concentração de DQOT no substrato foi de 4 g O2.L-1 para 

10 g O2.L-1. O mesmo comportamento foi obtido para a produtividade de H2 (PH2) 

(Figura 4.8-a), passando de um valor de 34,30 ± 1,68 mLH2.L-1.d-1 para 48,60 ± 7,94 

mLH2.L-1.d-1 usando o mesmo aumento na concentração de DQOT no substrato.  

O uso de glicerol a uma concentração de DQOT no substrato de 4 g O2.L-1 

permitiu obter um biogás rico em H2, obtendo-se uma concentração de H2 de 54,22 ± 

3,10 % (mol.mol-1). Com o uso de concentração de matéria orgânica no substrato 

maior (DQOT de 10 g O2.L-1) a concentração de H2 no biogás somente aumentou até 

um valor final de 57,26 ± 5,83 % (mol.mol-1) (Figura 4.8-b), sendo estatisticamente 

semelhante (pelo teste t de student) ao valor obtido com uma DQOT menor. 
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Figura 4.8. Produção e composição do biogás obtido após a fermentação de soluções aquosas de 
glicerol, usando diferentes concentrações de DQOT no substrato. (a). Produtividade de Biogás, H2, e 
CH4. (b). Porcentagem de H2 e CH4 no biogás. Condições: pH = 5,5; Temperatura = 30°C; DQO:SSV 

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

Uma redução no rendimento de H2 foi observada quando se aumentou a 

DQOT no substrato. Usando uma concentração de DQOT no substrato de 4 gO2.L-1 o 

rendimento de H2 obtido foi de 16,76 + 1,84 mLH2.gDQO-1, enquanto que 

empregando uma DQOT no substrato de 10 g O2.L-1o rendimento de H2 foi de 13,20 

± 2,27 mLH2.gDQO-1. Esta redução foi atribuída à influência negativa que tem o uso 

de elevadas concentrações de matéria orgânica no metabolismo dos 

microrganismos produtores de H2, especialmente quando usados substratos de 

rápida assimilação, pois podem gerar rapidamente concentrações inibitórias de 

subprodutos de fermentação como AGV (ARIMI et al., 2015). Além da produção de 

H2 ser inibida, a alta concentração de matéria orgânica no substrato pode promover 

a formação de outros compostos orgânicos intermediários, como por exemplo, 

etanol, butanol, 1,3-propanodiol, entre outros (CASTRO-VILLALOBOS et al., 2012; 

JITRWUNG; YARGEAU, 2015; KIVISTÖ et al., 2013; LEE et al., 2014).  

O pH do meio apresentou uma redução de aproximadamente 13% após 48h 

de fermentação, diminuindo de 5,50 ± 0,20 para 4,75 ± 0,1, em média para ambos 

os níveis de DQOT do substrato testados. A acidificação do meio foi atribuída à 

formação de AGV durante a produção de H2 via fermentação escura (AQUINO; 

CHERNICHARO, 2005; CASTRO-VILLALOBOS et al., 2012). 

Com relação à concentração de matéria orgânica no meio, com ambas as 

concentrações usadas de DQOT do substrato verificaram-se reduções significativas 

na DQOS do meio após as 48h de fermentação. Usando substrato com uma DQOT 
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de 4 g O2.L-1 a redução na concentração de matéria orgânica solúvel do meio atingiu 

um valor de aproximadamente 40%, passando de 4094 ± 312 mg O2.L-1 para 2472 ± 

193 mg O2.L-1. Por outro lado, empregando substrato com uma DQOT de 10 g O2.L-1 

a redução alcançada na concentração de matéria orgânica solúvel do meio foi da 

ordem de 63%, passando de um valor inicial de 7365 ± 173 mg O2.L-1 para uma 

concentração final de 2719 ± 199 mg O2.L-1. 

Embora valores de redução na DQOS do meio em processos de produção de 

H2 via fermentação escura oscilem entre 15 e 30%, reduções maiores na 

concentração de matéria orgânica solúvel do meio podem ser obtidas, 

principalmente por causa da degradação adicional de ácidos orgânicos 

intermediários presentes no meio mediante reações de acetogênese (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 fenômeno de uma perspectiva de aproveitamento energético da 

matéria orgânica solúvel, é o consumo de parte do H2 formado no processo 

fermentativo, diminuindo-se o rendimento de H2 do processo. 

Com base nos resultados obtidos no decorrer dos ensaios preliminares, foi 

possível identificar a causa principal da baixa produção de H2 observada quando 

utilizado como substrato efluente pré-tratado de produção de biodiesel, sendo esta a 

própria composição do efluente. A concentração de glicerol no efluente pré-tratado 

de produção de biodiesel (6% da DQOT determinada) foi insuficiente para ser 

aproveitada na geração de H2 por microrganismos produtores de H2 (bactérias 

acidogênicas e acetogênicas). Desde modo, foi observado que o uso direto do 

efluente pré-tratado da produção de biodiesel da usina de Candeias como substrato 

na produção biológica de H2, via fermentação escura, é inadequado. O potencial de 

uso desde efluente como substrato para a produção biológica de H2 poderia ser 

melhorado através do condicionamento prévio do efluente pré-tratado antes de 

alimentado ao processo. 

Devido aos resultados não satisfatórios de produção de H2 usando como 

substrato o efluente pré-tratado da produção de biodiesel, estabeleceram-se novas 

diretrizes no objetivo final do presente estudo. Nessa nova etapa, o foco do estudo 

se concentrou na avaliação da produção de H2, via fermentação escura, a partir do 

uso como substrato de soluções sintéticas contendo glicerol, metanol, e cloreto de 
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sódio, tentando simular efluentes pré-tratados da produção de biodiesel com 

diferentes composições relativas de glicerol. Com isto, tentou-se avaliar o impacto da 

composição do substrato na produção do H2.  

 

4.3.4. Influência do tipo de pré-tratamento do inóculo na produção e rendimento de 

H2 usando soluções sintéticas de glicerol e metanol 

 

4.3.4.1. Principais resultados 

 

Visando melhorar o potencial de produção de H2 do inóculo utilizado no 

presente estudo, testaram-se 4 tipos de pré-tratamentos diferentes (térmico, T+R, 

básico e ácido) usando como substrato dois tipos de soluções sintéticas, uma 

usando somente glicerol e outra somente metanol como fontes de carbono, ambas 

simulando efluentes pré-tratados da produção de biodiesel com diferentes 

características. Também, ensaios controle usando inóculo sem pré-tratamento algum 

foram realizados para comparação. O objetivo principal do uso de dois tipos de 

soluções substrato foi identificar as diferenças na atividade microbiológica e resposta 

de adaptação do inóculo frente cada uma das fontes de carbono principais 

encontradas no efluente pré-tratado da produção de biodiesel. 

Na Figura 4.9 são apresentados os resultados de produtividade de biogás, H2 

e CH4, e os resultados da caracterização do biogás produzido, apresentando-se as 

concentrações de CH4 e H2, com cada um dos 4 tipos de pré-tratamento testados e 

no ensaio controle, usando como substrato tanto as soluções aquosas de glicerol 

(item a) quanto de metanol (item b). 

Usando a solução aquosa de glicerol como substrato (Figura 4.9-a.1), a maior 

PB foi obtida com os pré-tratamentos básico e T+R, alcançando-se valores de 96,53 

± 4,73 e 95,62 ± 8,61 mL.L-1.d-1, respectivamente. Utilizando os pré-tratamentos 

ácido, térmico e no controle alcançaram-se PB de 83,32 ± 4,09, 56,01 ± 3,65, e 

49,18 ± 10,27 mL.L-1.d-1, respectivamente.  

A máxima produtividade de H2 foi atingida pelos pré-tratamentos T+R, ácido, e 

básico com valores de 62,94 ± 4,96, 61,05 ± 5,21, e 60,67 ± 3,87 mLH2.L-1.d-1, 

respectivamente. Todos eles apresentando resultados estatisticamente semelhantes 

(pelo teste t student) (Figura 4.9-a.1). Por último, com o pré-tratamento térmico e no 
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controle alcançaram-se produtividades de H2 de, 36,27 ± 0,83, e 28,74 ± 4,38 

mLH2.L-1.d-1, respectivamente. 
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Figura 4.9. Produtividades de biogás, H2, e CH4 e concentrações de H2 e CH4 no biogás produzido 
quando aplicados diferentes tipos de pré-tratamento no inóculo, usando como substrato soluções 

aquosas de Glicerol (a), e Metanol (b). Condições: DQOT = 4 gO2.L-1; pH = 5,5; Temperatura = 30⁰C; 
DQO:SSV= 1:1; DQO:N:P = 350:5:1; Tempo = 48h. 

 

No que diz respeito à composição do biogás produzido, usando-se a solução 

de glicerol como substrato, H2 sempre foi detectado no biogás sem importar o tipo de 

pré-tratamento executado sobre o inóculo (Figura 4.9-a.2). A máxima concentração 

de H2 detectada foi obtida com o pré-tratamento ácido, alcançando-se um valor de 

73,37 ± 6,37% (mol.mol-1). Com os pré-tratamentos T+R, térmico, básico e no 

controle foram obtidas concentrações de H2 no biogás entre 59 – 65% (mol.mol-1). 

Por outro lado, não foram detectadas quantidades significativas de CH4 no biogás, 
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mesmo nos ensaios usando inóculo sem pré-tratamento algum (controle) (Figura 

4.9-a.2).  

A possibilidade de produção de biogás rico em H2 a partir do uso de glicerol 

como substrato tem sido amplamente citada na literatura (SARMA et al., 2012; 

VASCONCELOS DE SÁ et al., 2014; VIANA et al., 2012, 2014). Nestes estudos, a 

formação de H2 durante o processo de fermentação anaeróbia tem sido atribuída ao 

metabolismo do glicerol via glicolítica; decorrendo também na formação de CO2, 

ácido acético, ácido butírico, entre outros metabólitos intermediários.   

O uso de um tempo de repouso antes da utilização do inóculo pré-tratado 

termicamente foi avaliado comparando os pré-tratamentos térmico e T+R. A 

utilização de 6h de repouso melhorou significativamente o potencial de produção de 

H2 do inóculo usado no presente trabalho (Figura 4.9-a.1). Este resultado atribuiu-se 

à melhor adaptação ao meio de fermentação das bactérias produtoras de H2 quando 

permitido um tempo para a reativação dos esporos formados durante o choque 

térmico do inóculo (GHIMIRE et al., 2015; RUGGERI et al., 2015; VASCONCELOS 

DE SÁ et al., 2014), conduzindo a uma redução da fase lag do processo 

fermentativo (MOHAMMADI et al., 2011) e ao aumento da taxa de crescimento das 

bactérias produtoras de H2 (CASTRO-VILLALOBOS et al., 2012). 

Utilizando a solução aquosa de metanol como substrato, a produção de 

biogás não esteve acompanhada da formação de H2, o qual não 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 biogás foram 

obtidos com o ensaio controle e usando inóculo submetido a pré-tratamento básico, 

alcançando-se valores similares de 56,69 ± 3,54 e 53,96 ± 2,25 mL.L-1.d-1 , 

respectivamente. Também, com ambos os pré-tratamentos mencionados se 

favoreceu a formação de quantidades significativas de CH4 no biogás (Figura 4.9-

b.2), atingindo-se concentrações de CH4 de 56,07 ± 6,20% (PCH4 = 31,83 ± 4,75 

mLCH4.L-1.d-1) e 51,48 ± 2,24% (mol.mol-1) (PCH4 =27,77 ± 1,70 mLCH4.L-1.d-1) 

usando inóculo in natura (controle) e pré-tratado mediante choque alcalino (básico), 

respectivamente. Nos ensaios usando os pré-tratamentos restantes (térmico, T+R, e 

ácido) a PB foi inferior a 18 mL.L-1.d-1(Figura 4.9-b.1), não sendo detectada a 

presença de CH4. 
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No que diz respeito aos rendimentos de H2 e CH4 obtidos com os diferentes 

tipos de pré-tratamentos em estudo, nos testes experimentais usando glicerol como 

substrato e inóculo submetido aos pré-tratamentos T+R, ácido e básico mostraram 

rendimentos de H2 similares, com valores de 35,64 ± 2,68, 34,57 ± 2,83, e 34,36 ± 

2,07 mLH2.g-1DQO, respectivamente. Em contrapartida, usando inóculo submetido a 

pré-tratamento térmico e no ensaio controle os valores de  rendimento de H2 

observados  foram  aproximadamente 40 - 50% inferiores aos obtidos empregando 

os outros pré-tratamentos, sendo estes de 20,54 ± 0,40 e 16,27 ± 2,42  mLH2.g-

1DQO, respectivamente. Por último, usando metanol como substrato os rendimentos 

de CH4 obtidos nos ensaios controle e com inóculo submetido a pré-tratamento 

básico foram de 17,72 ± 2,84 e 15,45 ± 1,11 mLCH4.g-1DQO, respectivamente. 

Com relação à variável DQOS do meio, antes e depois de 48 h de 

fermentação, nos ensaios realizados usando glicerol como substrato a concentração 

de matéria orgânica solúvel no meio apresentou reduções entre 0 – 23% com a 

utilização de inóculo submetido aos diferentes tipos de pré-tratamentos testados e 

no ensaio controle. Estes resultados encontraram-se dentro dos limites esperados 

para processos de produção de H2, via fermentação escura, a partir de glicerol 

mencionados por BRAVO et al. (2015) (porcentagens de redução da DQO no meio 

de até 30% podem ser esperadas).  

Utilizando-se soluções aquosas de metanol como substrato não se verificou 

diferenças significativas entre os valores iniciais e finais na DQOS do meio para 

todos os pré-tratamentos testados. Este resultado foi atribuído à inibição, parcial ou 

total, dos microrganismos metanogênicos do inóculo pela ação dos diferentes pré-

tratamentos testados (térmico, T+D, básico e ácido), às condições ácidas do meio 

(pH inicial 5,5 ± 0,2), e à presença em solução de AGV em quantidades inibitórias 

para os microrganismos metanogênicos (concentração de AGVT inicial nos ensaios 

controle foi de 31,80 ± 7,26  mgAcético.L-1), reduzindo-se consideravelmente o 

potencial de transformação da matéria orgânica solúvel disponível em CH4.  

No que diz respeito ao comportamento da concentração de AGVT do meio 

durante os ensaios experimentais, utilizando soluções aquosas de glicerol como 

substrato um aumento na concentração de AGVT no meio foi observado para todos 

os pré-tratamentos testados, incluindo os ensaios controle. Porém, os incrementos 

mais significativos foram observados usando inóculo submetido aos pré-tratamentos 
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básico e T+R. No primeiro deles, o aumento na concentração de AGVT em solução 

foi de 110,83%, passando de um valor inicial de 242 ± 20 mgAcetico.L-1 para 510 ± 19 

mgAcetico.L-1. Por outro lado, com o pré-tratamento T+R, o aumento na concentração 

de AGVT foi de 110,58%, passando de um valor inicial de 165 ± 18 mgAcetico.L-1 para 

348 ± 6 mgAcetico.L-1. Ambos os pré-tratamentos (T+R e básico) também 

apresentaram as maiores produtividades de H2 (Figura 4.9-a.1). 

Nos ensaios experimentais usando inóculo submetido aos pré-tratamentos 

térmico e ácido, os incrementos na concentração de AGVT no meio foram de 17,59% 

(de 343 ± 23 para 404 ± 11 mgAcetico.L-1) e de 8,93% (de 356 ± 24 para 388 ± 13 

mgAcetico.L-1), respectivamente. Já nos ensaios experimentais controle o aumento na 

concentração de AGVT no meio foi de 11,11%, passando de um valor inicial de 305 ± 

22 para 339 ± 24 mgAcetico.L-1. 

A ocorrência de maiores concentrações AGVT no meio de fermentação foi 

considerada como a causa principal da redução do pH observada em todos os 

testes de fermentação realizados com glicerol como substrato. Após 48h de 

fermentação, o pH do meio de fermentação 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 concentração de AGVT no meio de fermentação se executados os 

pré-tratamentos térmico e T+R sobre o inóculo. O pré-tratamento T+R apresentou o 

maior incremento na concentração de AGVT, sendo este de 440% e passando de um 

valor inicial de AGVT de 31,80 ± 7,26 mgAcético.L-1 para 171,72 ± 8,12 mgAcético.L-1 

após as 48h de fermentação. Por outro lado, com o pré-tratamento térmico, o 

aumento na concentração de AGVT no meio de fermentação foi de 376%, passando 

de um valor inicial de AGVT de 38,16 ± 7,45 mgAcético.L-1 para 181,66 ± 5,76 

mgAcético.L-1. O acúmulo de AGV em sistemas de tratamento de efluentes 

metanólicos 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 proliferação de bactérias acetogênicas no sistema 

como o principal responsável por esse fenômeno.  

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

inóculo submetido aos pré-tratamentos básico, ácido e nos ensaios controle, não se 
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observaram diferenças significativas entre as concentrações finais e iniciais de AGVT 

do meio de fermentação. A baixa produção de AGV quando empregado o pré-

tratamento acido sobre o inóculo possivelmente está atribuída à inibição dos 

diferentes tipos de microrganismos do meio devido ao efeito tóxico da alta 

concentração inicial de AGV não dissociados em solução (pH do meio < 6,0 e, 

esgotamento da capacidade de tamponamento natural do meio devido ao uso de 

uma solução fortemente ácida no pré-tratamento do inóculo). Já no caso dos ensaios 

experimentais usando inóculo in natura e pré-tratado com choque alcalino (básico), a 

reduzida produção de AGV pode estar ligada à proliferação de microrganismos 

metilotróficos metanogênicos no meio, os quais conseguem transformar diretamente 

o metanol em solução em CH4 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 produção de H2, a comparação dos 

resultados de PB, PH2, PCH4 e composição do biogás (Figura 4.9), usando-se 

soluções sintéticas ricas em glicerol ou metanol como substrato, indicam que 

efluentes pré-tratados da produção de biodiesel com maior proporção de matéria 

orgânica solúvel como glicerol permitem a produção de H2 mediante o tratamento 

biológico do efluente via fermentação escura. Por outro lado, efluentes pré-tratados 

da produção de biodiesel ricos em metanol parecem inadequados para serem 

usados na produção de H2 via fermentação escura. 
 

4.3.4.2. Seleção final do melhor método de pré-tratamento do inóculo 

 

Levando em conta os resultados apresentados nesta seção, os pré-

tratamentos ácido, básico e T+R, destacaram-se como os de maior impacto no 

melhoramento do potencial de produção de H2 do inóculo usado no presente 

trabalho. Todos os pré-tratamentos apresentaram similares valores de 

produtividades de H2, junto com altas concentrações de H2 no biogás produzido.  

Embora os pré-tratamentos ácido, básico e T+R sejam todos adequados para 

serem aplicados sobre o inóculo visando melhorar o seu potencial de produção de 

H2, o pré-tratamento T+R foi escolhido para ser usado como pré-tratamento padrão 

nos testes de digestão anaeróbia do presente trabalho. Entre as vantagens do uso 

do pré-tratamento T+R sobre os outros encontram-se: o menor tempo requerido na 
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realização do pré-tratamento (7h com o pré-tratamento T+R, em comparação às 24h 

requeridas para realizar o pré-tratamento básico e ácido), a eliminação do uso de 

reagentes alcalinos sódicos no pré-tratamento, os quais poderiam aumentar a 

concentração de sódio até níveis tóxicos para o processo fermentativo, afetando o 

potencial de produção de H2 do processo (CHEN et al., 2014; FEIJOO et al., 1995; 

GUO et al., 2014), e a diminuição da possibilidade de produção de CH4, mesmo 

quando usado metanol como substrato.  

Na Tabela 4.7 são apresentados alguns estudos relacionados com a 

produção de H2 via fermentação escura, usando como inóculo culturas mistas e 

como substrato glicerina bruta. Nesta tabela, pode-se observar a possibilidade de 

obtenção de bons resultados de produção de biogás rico em H2 com inóculo pré-

tratado adequadamente. 

 

4.4. RESULTADOS DOS TESTES DE DIGESTÃO ANAERÓBIA USANDO COMO 

SUBSTRATO SOLUÇÕES SINTÉTICAS CONTENDO GLICEROL, METANOL E 

CLORETO DE SÓDIO 

 

4.4.1. Seleção das principais variáveis na produção de H2 

 

4.4.1.1. Resultados experimentais 

 

Os resultados de produtividade e composição do biogás produzido após a 

execução dos ensaios experimentais pertencentes ao planejamento de 

experimentos descrito na seção 3.5.1 são apresentados na Tabela 4.8. A 

produtividade de biogás obtida na maioria dos ensaios experimentais executados 

oscilou entre 35,52 – 80,59 mL.L-1.d-1, enquanto a concentração de H2 no biogás 

produzido se encontrou geralmente no intervalo de 45,31 – 55,42% (mol.mol-1). O 

gás CH4 não foi detectado em quantidades significativas nas amostras de biogás 

avaliadas. 
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Tabela 4.7. Estudos de produção de H2 a partir de culturas mistas usadas como inóculo e glicerina bruta como substrato. 

Autor Tipo de 
inóculo 

Pré-tratamentos 
avaliados Melhor pré-tratamento Tipo de substrato Condições Resultados 

VARRONE et al. 
(2013) 

Lodo 
ativado 

Aclimatação 
natural 

10 transferências (cada 21h de 
fermentação) somente do inóculo 

filtrado em meio novo contendo glicerol 
Glicerina bruta 

Concentração glicerol = 15 g.L-1; Relação 
volume reator/volume meio= 1,5; Volume de 

inóculo= 10% (v/v); Suplementação= 
Nenhuma, Temperatura= 37°C; pH= 8,0 

%H2 no Biogás= 54,05% 
(mol.mol-1); Produtividade 
de H2= 2960 mLH2.L-1.d-1 

ROSSI et al. 
(2011) 

Lodo de 
reator 
UASB 

Ácido, Básico, 
Térmico, Térmico 
até desidratação, 
Congelamento e 

fusão 

Térmico com desidratação= 2h a 105°C 
e 2h em ambiente seco à temperatura 

ambiente 
Glicerina bruta 

Concentração glicerol = 30 g.L-1; Relação 
volume reator/volume meio= 2; Volume de 
inóculo= 10% (v/v); Suplementação= Sim; 

Temperatura= 35°C; pH= 7,0 ; Tempo= 36h 

%H2 no Biogás= 34,19% 
(mol.mol-1) 

CHOOKAEW et 
al. ( 2014) 

Lodo 
natural Térmico Choque térmico a 90°C por 30 min Glicerina bruta 

Concentração glicerol = 10 g.L-1; Relação 
volume reator/volume meio= 3; Volume de 
inóculo= 10% (v/v); Suplementação= Sim; 

Temperatura= 35°C; pH= 7,0 ; Tempo= 48h 

Produtividade de H2= 
332,04 mLH2.L-1 (166 

mLH2.L-1.d-1) 

MANGAYIL et al. 
(2012) 

Lodo 
ativado 

Aclimatação 
natural 

2 Transferências do 5% do meio 
fermentado em substrato novo 

contendo glicerol puro como fonte de 
carbono (100g.L-1), e mais 2 

transferências do 5% do meio 
fermentado em meio novo contendo 

glicerina bruta como fonte de carbono 
(2,5 g.L-1) 

Glicerina bruta 

Concentração glicerol = 1 g.L-1; Relação 
volume reator/volume meio= 2,4; Volume de 

inóculo= 1% (v/v); Suplementação= Sim; 
Temperatura= 40°C; pH= 6,5; Tempo= 48h 

%H2 no Biogás= 15,2% 
(mol.mol-1); Produtividade 
de H2= 322 mLH2.L-1 (161 

mLH2.L-1.d-1) 

Este estudo 
Lodo de 
reator 
UASB 

Térmico, térmico 
mais repouso 
(T+R), Ácido, 

Básico 

T+R= 90 - 95°C por 1h, e 6h de 
repouso à temperatura ambiente Glicerina pura 

Concentração glicerol = 3,3 g.L-1 (DQO= 
4gO2.L-1); Relação volume reator/volume 
meio= 1,1; Volume de inóculo= 11% (v/v); 

Suplementação= Sim; Temperatura= 30°C; 
pH=5,5; Tempo= 48h 

%H2 no Biogás= 65,92% 
(mol.mol-1); Produtividade 

de H2= 125,9 mLH2.L-1 
(62,94 mLH2.L-1.d-1) 
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A máxima produtividade de biogás foi obtida utilizando a condição ponto 4, 

obtendo-se um valor de 172,11 ± 14,40 mL.L-1.d-1. Na condição ponto 8 foi 

alcançada a segunda maior produtividade de biogás e a máxima concentração de H2 

no biogás detectada, com valores de 123,85 ± 15,77 mL.L-1.d-1 e 64,18 ± 1,54% 

(mol.mol-1), respectivamente. Por último, a menor produtividade de biogás e a menor 

concentração de H2 no biogás foram obtidas com a condição ponto 1, com 30,96 ± 

3,66 mL.L-1.d-1 e 33,47 ± 0,78% (mol.mol-1), respectivamente. 

Os resultados de produtividade (PH2) e rendimento de H2 (RH2) obtidos são 

apresentados na Tabela 4.9. Nesta tabela também são mostradas as conversões de 

glicerol obtidas com cada uma das condições de fermentação testadas. Um dos 

resultados importantes a destacar dos testes executados foi a falta de consumo, por 

parte dos microrganismos no meio de fermentação, do metanol em solução 

adicionado como parte da matéria orgânica do substrato, não sendo detectadas 

conversões de metanol significativas para todas as condições de fermentação 

testadas. A falta de conversão do metanol em solução durante a produção de H2, via 

fermentação escura, usando glicerina bruta como substrato (45% v.v-1 glicerol, 30% 

v.v-1 metanol, pH 12) também foi observada por MANGAYIL et al. (2012). 

A produtividade de H2 obtida se encontrou dentro do intervalo de 16,08 – 

43,73 mLH2.L-1.d-1, enquanto que os rendimentos de H2 observados oscilaram entre 

6,89 – 17,74 mLH2.g-1DQOAlimentada. Já no referente à conversão de glicerol, a 

maioria dos resultados obtidos ultrapassou o 50%.  

A máxima PH2 e RH2 foram obtidos com a condição ponto 4, mostrando 

valores de 102,75 ± 18,24 mLH2.L-1.d-1 e 24,48 ± 4,37 mLH2.g-1DQOAlimentada, 

respectivamente. A conversão de glicerol obtida nesta condição foi de 81,34 ± 

8,87%. Por outro lado, a menor PH2 foi observada utilizando a condição ponto 1 com 

um valor de  10,97 ± 0,43 mLH2.L-1.d-1. Nesta mesma condição obteve-se a segunda 

pior conversão de glicerol com um valor de 27,32 ± 5,47% e um RH2 de 7,38 ± 0,25 

mLH2.g-1DQOAlimentada. A pior conversão de glicerol e RH2 foram obtidos com a 

condição ponto 7, com valores de 26,58 ± 4,16% e 3,48 ± 0,08 mLH2.g-

1DQOAlimentada, respectivamente. A PH2 observada sob esta condição de fermentação 

foi de 43,73 ± 1,52 mLH2.L-1.d-1. 
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Tabela 4.8. Produtividade e composição do biogás produzido nos ensaios experimentais do planejamento de experimentos do tipo fatorial fracionado 26-3. 

Corrida %           
Glicerol 

DQO   
(g.L-1) 

Relação 
DQO:SSV 

Relação 
DQO:N:P 

NaCl                     
(g.L-1) pH PB               

(mL.L-1.d-1) 
%H2                       

(mol.mol-1) 
%CO2                   

(mol.mol-1) 
%H2S                

(mol.mol-1) 

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 1:1 350:0:0 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 5,5 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 5,5 172,11 ± 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 5,5 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 Biogás 

 
Tabela 4.9. Conversão de glicerol, produtividade e rendimento de H2 obtidos nos ensaios experimentais do planejamento de experimentos do tipo fatorial 

fracionado 26-3. 

Corrida %           
Glicerol 

DQO   
(g.L-1) 

Relação 
DQO:SSV 

Relação 
DQO:N:P 

NaCl                     
(g.L-1) pH 

PH2 
(mLH2.L-1.d-1) 

RH2(mLH2.g-

1DQOalimentada) 
Conversão 
glicerol (%) 

Ponto 1 75,0 4 1:1 350:5:1 12,0 4,0 10,97 ± 0,43 7,38 ± 0,25 27,32 ± 5,47 
Ponto 2 25,0 4 1:1 350:0:0 0,5 4,0 16,08 ± 1,70 10,99 ± 1,10 90,35 ± 5,38 
Ponto 3 25,0 50 1:1 350:5:1 0,5 5,5 35,22 ± 5,32 9,49 ± 1,38 91,13 ± 6,09 
Ponto 4 75,0 50 1:1 350:0:0 12,0 5,5 102,75 ± 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 

PH2= Produtividade de H2; RH2=Rendimento de H2 baseado na matéria orgânica alimentada. 
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Na Tabela 4.10 são apresentados os resultados obtidos para cada uma das 

variáveis adicionais mensuradas, sendo estas a produtividade de AGVT (PAGVT), 

porcentagem de redução da DQO do meio (% Redução DQO) e variação do pH do 

meio de fermentação. A máxima PAVGT observada foi de 242,8 ± 21,4 mgAcético.L-1.d-

1, obtendo-se com a condição ponto 4. A relação direta entre a formação de H2 e 

acúmulo de AGV no meio durante a degradação anaeróbia do glicerol também tem 

sido observada em outros estudos na literatura (CASTRO-VILLALOBOS et al., 2012; 

MANGAYIL et al., 2012). O acúmulo de AGV foi definido como responsável pela 

redução no pH do meio de fermentação nos ensaios experimentais realizados. 
 

Tabela 4.10. Produtividade de AGVT, porcentagem de redução de DQO e variação do pH do meio 
nos ensaios experimentais do planejamento de experimentos do tipo fatorial fracionado  26-3. 

Corrida %           
Glicerol 

DQOT   
(g.L-1) 

Relação 
DQO:SSV 

Relação 
DQO:N:P 

NaCl                     
(g.L-1) pH Redução 

DQO (%) 
PAGVT                

(mgAcético.L-1.d-1) 
Variação 

pH* 

Ponto 1 75,0 4,0 1:1 350:5:1 12,0 4,0 -1,9 ± 4,5 45,2 ± 16,2 de 4,0 a 4,2 

Ponto 2 25,0 4,0 1:1 350:0:0 0,5 4,0 10,0 ± 4,3 50,9 ± 16,4 de 4,0 a 4,2 

Ponto 3 25,0 50,0 1:1 350:5:1 0,5 5,5 4,0 ± 5,9 127,7 ± 18,5 de 5,6 a 5,1 

Ponto 4 75,0 50,0 1:1 350:0:0 12,0 5,5 0,8 ± 3,0 242,8 ± 21,4 de 5,5 a 4,6 

Ponto 5 25,0 4,0 5:1 350:0:0 12,0 5,5 8,6 ± 4,1 56,5 ± 15,6 de 5,5 a 4,3 

Ponto 6 75,0 4,0 5:1 350:5:1 0,5 5,5 12,1 ± 1,9 59,9 ± 17,4 de 5,5 a 4,0 

Ponto 7 75,0 50,0 5:1 350:0:0 0,5 4,0 3,5 ± 1,6 76,5 ± 18,0 de 4,1 a 4,0 

Ponto 8 25,0 50,0 5:1 350:5:1 12,0 4,0 9,1 ± 0,9 122,4 ± 17,4 de 4,1 a 4,3 

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

 

Nas condições onde não foi observada uma redução significativa na 

concentração de DQO no meio após o tempo de fermentação (ponto 1, 3, 4 e 7), o 

resultado atribuiu-se à conservação de grande parte da matéria orgânica disponível 

no meio, tanto como metanol quanto como possivelmente solventes e outros 

metabólitos (como etanol e 1,3-PD), formados durante a degradação anaeróbia do 

glicerol (KIVISTÖ et al., 2013; PACHAPUR et al., 2015; SARMA et al., 2012; 

VARRONE et al., 2013).  

Por outro lado, nas condições onde se observou uma redução significativa da 

concentração de DQO e manutenção do pH do meio (ponto 2 e 8), o resultado 

atribuiu-se à ocorrência de maiores reações de acetogênese nas condições 

experimentais testadas (CHERNICHARO, 2007), formando-se quantidades 

adicionais de H2 e CO2 a partir de etanol, 1,3-propanodiol, acetato e outros AGV 

intermediários (SARMA et al., 2012).  
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4.4.1.2. Discussão final sobre seleção das três variáveis estudadas de maior 

impacto no processo de produção de H2 

 

O tratamento estatístico dos dados (ANOVA) foi realizado sobre as principais 

variáveis de resposta de interesse, sendo estas: Produtividade de biogás (PB), 

produtividade de H2 (PH2), rendimento de H2 (RH2), e conversão de glicerol. Os 

resultados obtidos nos testes de normalidade, variância constante e independência 

são apresentados no Apêndice B2, sendo satisfatórios para todos os ANOVAS 

calculados. Este resultado permitiu dar por válidas as conclusões finais obtidas após 

a interpretação das análises estatísticas realizadas aos dados experimentais do 

planejamento fatorial fracionado tipo 26-3 executado (tabelas e figuras relativas aos 

ANOVA’s melhorados), as quais são apresentadas também no Apêndice B3.  

Na Tabela 4.11 apresenta-se a classificação final das variáveis principais 

estudadas, obtida após as análises estatísticas associadas ao planejamento fatorial 

fracionado tipo 26-3, com respeito ao impacto sobre cada um dos parâmetros de 

interesse avaliados, sendo estes: a produtividade de biogás, produtividade de H2, 

rendimento de H2 e conversão de glicerol.  

Os resultados das análises estatísticas apresentadas no Apêndice B3 e 

resumidas na Tabela 4.11 mostraram que a produtividade de biogás e de H2 são 

fortemente afetadas pelas variáveis concentração de matéria orgânica no substrato 

(DQO) e concentração de sal no substrato (NaCl).  

A concentração de matéria orgânica no substrato (DQO) apresentou efeitos 

estatisticamente significativos tanto na produtividade de biogás quanto de H2, 

indicando a enorme relevância desta variável e tornando-a uns dos parâmetros 

chaves a serem controlados e aperfeiçoados visando incrementar o potencial de 

produção de H2 a partir de soluções sintéticas de glicerol, metanol e NaCl 

(simulando efluentes pré-tratados da produção de biodiesel condicionados com 

glicerina bruta). Os ensaios experimentais executados mostraram que o uso de uma 

concentração de matéria orgânica no substrato de até 50 g O2.L-1 não impactou de 

forma negativa a produtividade de biogás e de H2 (ver Figura B. 5  e Figura B. 6, 

Apêndice B3).  
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Tabela 4.11. Classificação final do impacto de cada uma das variáveis estudadas sobre a 
produtividade de biogás e H2, rendimento de H2, e conversão de glicerol, segundo os resultados 

obtidos no planejamento fatorial fracionado tipo 26-3 executado. 

Ordem 

Parâmetro 

PB                                   
(mL.L-1.d-1) 

PH2                              
(mLH2.L-1.d-1) 

RH2(mLH2.g-

1DQOAlimentada) 
Conversão Glicerol 

(%) 

Variável Melhor 
condição Variável Melhor 

condição Variável Melhor 
condição Variável Melhor 

condição 

1 DQO 
50 g 

O2.L-1 
(+1) 

DQO 
50 g 

O2.L-1 
(+1) 

pH 5,5            
(+1) pH 5,5                

(+1) 

2 NaCl 12,0 g.L-

1 (+1) NaCl 12,0 g.L-

1 (+1) %Glicerol 75%             
(+1) %Glicerol 25%             

(-1) 

3 %Glicerol 75%              
(+1) pH 5,5                

(+1) DQO:SSV 1:1                
(-1) DQO:N:P 350:0:0             

(-1) 

4 pH 5,5               
(+1) %Glicerol 75%                   

(+1) DQO:N:P 350:0:0          
(-1) DQO:SSV 1:1               

(-1) 

5 DQO:N:P 350:0:0              
(-1) DQO:N:P 350:0:0            

(-1) NaCl 12,0 g.L-1 
(+1) DQO 4 g O2.L-

1 (-1) 

6 DQO:SSV 1:1                 
(-1) DQO:SSV 5:1              

(+1) DQO 4 g O2.L-1 
(-1) NaCl 0,50 g.L-

1 (-1) 

Variáveis destacadas em negrito= Identificadas por possuir efeitos estatisticamente significativos 
sobre os parâmetros de comparação respectivos.  
 

A variável NaCl (concentração de sal no substrato) foi a segunda variável de 

maior impacto na PB e PH2 (com efeito estatisticamente significativo sobre a PH2).  

Aparentemente, o aumento da concentração de cloreto de sódio de 0,5 g.L-1 para 

12,0 g.L-1 favoreceu a PB e a PH2 (Figuras B.5 e B.6, Apêndice B3). Não obstante, a 

presença de uma alta salinidade no meio pode não ser a melhor condição para o 

processo fermentativo, especialmente porque nos ensaios experimentais realizados 

usaram-se concentrações de Na+ em solução de aproximadamente 200 – 4700 

mg.L-1  (NaCl no intervalo de 0,50 – 12,0 g.L-1), valores dentro do intervalo no qual 

efeitos inibitórios pelo sódio podem ser gerados (CHEN et al., 2008; 

CHERNICHARO, 2007; FEIJOO et al., 1995). 

Com relação à classificação do impacto das variáveis estudadas sobre o 

rendimento de H2 e conversão de glicerol, as variáveis pH (pH inicial do meio) e 

%Glicerol (composição do substrato) foram as de maior impacto sobre o RH2 e a 

conversão do glicerol (Tabela 4.11). A variável pH foi a de maior impacto e 

apresentou efeitos estatisticamente significativos sobre ambos os parâmetros de 
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interesse (RH2 e conversão de glicerol). Por outro lado, a variável %Glicerol 

classificando-se como a segunda variável de maior impacto em ambos os 

parâmetros avaliados. Não obstante, esta afetou de forma mais acentuada a 

conversão de glicerol, apresentando um efeito estatisticamente significativo neste 

parâmetro.  

A utilização de um valor de pH inicial no meio de 5,5 favoreceu de forma 

significativa o RH2 e a conversão de glicerol (Figura B. 7 e Figura B. 8, Apêndice 

B3). Além do mais, também permitiu obter os melhores resultados de PB e PH2 

(Figura B. 5 e Figura B. 6, Apêndice B3).  Este resultado demostra a importância do 

ajuste do pH do meio de fermentação dentro da faixa 5,5 – 5,7, considerada a mais 

adequada para o processo de produção de H2 via fermentação escura (ARIMI et al., 

2015). 

Por outro lado, a utilização de um valor de pH inicial de 4,0 foi inadequado 

para todos os parâmetros de interesse (RH2, conversão de glicerol, PB, e PH2). Os 

baixos valores de RH2, conversão de glicerol, PB e PH2 obtidos usando um pH inicial 

de 4,0 atribuiram-se ao aumento da toxicidade do meio de fermentação para os 

microrganismos produtores de H2  pelo ambiente ácido do meio (pH< 4,5). Um baixo 

pH inicial do meio pode levar a alterações do metabolismo microbiano por causa do 

desequilíbrio entre as concentrações de prótons H+ intra e extracelulares, entre elas: 

maior  gasto energético na síntese de ATP, inibição de diversas enzimas associadas 

com a produção de H2 como a [FeFe]-Hidrogenase e [NiFe]-Hidrogenase, redução 

da capacidade de utilização de nutrientes pela célula, e o favorecimento da 

produção de solventes (envolve o consumo de H2) (CHONG et al., 2009; DAS et al., 

2011; VASCONCELOS DE SÁ et al., 2014; VIANA et al., 2014).  

A variável %Glicerol (composição do substrato) apresentou impactos diferentes 

no que diz respeito ao RH2 e a conversão de glicerol (Figura B. 7 e Figura B. 8, 

Apêndice B3). O aumento do valor da variável %Glicerol de 25% para 75% 

favoreceu o RH2. Em contrapartida, melhores resultados de conversão de glicerol 

foram obtidos usando um valor de %Glicerol igual a 25%. A variável %Glicerol 

também possuiu um forte impacto no potencial de geração de H2. Um valor de 

%Glicerol igual a 75% foi a melhor condição observada para o melhoramento dos 

parâmetros PB e PH2.  
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A utilização de uma alta concentração de glicerol no substrato (%Glicerol = 

75%) deve ter facilitado o rápido desenvolvimento e proliferação de microrganismos 

produtores de H2 no meio de fermentação, promovendo o aumento na PH2 e o RH2, 

já que a geração de H2 está associada ao crescimento microbiano (CASTRO-

VILLALOBOS et al., 2012; DAS et al., 2011; RUGGERI et al., 2015). Por outro lado, 

a diminuição na conversão do glicerol observada usando um valor da variável 

%Glicerol de 75% deve estar relacionada com a existência de inibições pelo 

substrato (AQUINO; CHERNICHARO, 2005). 

O melhoramento do RH2 com a utilização de soluções sintéticas ricas em 

glicerol como substrato concordou com resultados publicados na literatura, onde 

estudos usando glicerina pura e bruta como substrato têm obtido resultados de 

produção e rendimento de H2 satisfatórios (Tabela 4.12).  

 
Tabela 4.12. Rendimento de H2 obtido em alguns estudos de produção de H2 via fermentação escura 

usando glicerina pura e bruta como substrato. 
Autor Tipo de inóculo Tipo de 

substrato Tipo de processo Rendimento de H2 

DE SÁ et al. (2013) 
Lodo de planta 

de tratamento de 
esgoto 

Glicerina pura Batelada 0,80 molH2.mol-1Glicerol 

LO et al. (2013) C. pasteurianum 
CH4 

Glicerina pura 
Batelada 0,41 molH2.mol-1Glicerol 

Contínuo 0,50 molH2.mol-1Glicerol 

Glicerina bruta Contínuo 0,77 molH2.mol-1Glicerol 

REUNGSANG et al. 
(2013) 

E. aerogenes 
ATCC 13048 

Glicerina pura Contínuo 0,41 molH2.mol-1Glicerol 

Glicerina bruta Contínuo 0,32 molH2.mol-1Glicerol 

CHOOKAEW et al. 
(2015) Klebsiella sp. Glicerina bruta Batelada 5,74 mmolH2.g-1DQOconsumida 

ITO et al. (2005) E. aerogenes 
HU-101 

Glicerina pura Batelada 0,89 molH2.mol-1Glicerol 

Glicerina bruta Batelada 0,71 molH2.mol-1Glicerol 

JITRWUNG et al. 
(2015) E. aerogenes Glicerina bruta 

Contínuo 0,86 molH2.mol-1Glicerol 

Batelada 0,96 molH2.mol-1Glicerol 

NGO et al. (2011) T. neapolitana 
DSM 4359 

Glicerina pura Batelada 1,02 molH2.mol-1Glicerol 

Glicerina bruta Batelada 1,28 molH2.mol-1Glicerol 

Glicerina bruta 
pré-tratada Batelada 1,97 molH2.mol-1Glicerol 

 

Por último, as condições a serem usadas com as variáveis DQO:SSV e 

DQO:N:P, visando obter os melhores resultados de PH2, RH2 e conversão de glicerol 

foram similares (Tabela 11; Figuras B.5 a B.8, Apêndice B3). Todos os parâmetros 

foram favorecidos com a utilização de uma relação DQO:SSV de 1:1, excetuando a 
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PH2 a qual foi pouco influenciada por esta variável. Por outro lado, todos os 

parâmetros de interesse indicaram a não necessidade de suplementação de 

nutrientes no meio de fermentação (melhor valor da variável DQO:N:P = 350:0:0). 

Este resultado pode indicar que grande parte dos nutrientes necessários para a 

manutenção do consórcio microbiano se encontra na mesma fonte de inóculo.  

Com base na análise apresentada, as variáveis principais finalmente 

selecionadas para serem estudadas no segundo planejamento experimental foram a 

DQO, %Glicerol, e NaCl. As variáveis 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 

não houve necessidade de se manter uma suplementação de nutrientes no meio, 

esta foi mantida para evitar problemas pela ausência de nutrientes durante os 

ensaios de novas condições de fermentação mais rigorosas. 

 

4.4.2. Determinação da melhor condição de produção de H2 

 

4.4.2.1. Resultados experimentais 

 

Na Tabela 4.13 são apresentados os resultados de produtividade e 

caracterização do biogás, obtidos durante os ensaios conduzidos referentes ao 

segundo planejamento experimental. A presença de CH4 não foi significativa em 

nenhuma das amostras de biogás analisadas, indicando a correta inibição dos 

microrganismos metanogênicos pelo pré-tratamento T+R realizado sobre o inóculo. 

A máxima PB foi obtida usando a condição experimental ponto 6 (240,41 ± 

12,34 mL.L-1.d-1). Este resultado foi 40% maior ao melhor valor de PB obtido no 

planejamento experimental anterior (Seção 4.4.1). Este melhoramento pode ser 

atribuído ao uso de uma maior concentração de glicerol e de matéria orgânica no 

substrato (%Glicerol = 82,2%; DQO = 75 g O2.L-1), em comparação com os valores 

testados em experimentos anteriores.  

Por outro lado, a mínima PB se obteve usando a condição experimental ponto 

15 (46,44 ± 2,99 mL.L-1.d-1). Este resultado foi atribuído principalmente à baixa 

concentração de glicerol no substrato (%Glicerol = 17,8%), sendo esta a menor 

avaliada em todos os ensaios experimentais executados durante o presente 
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trabalho. Os resultados de PB obtidos com as demais condições experimentais 

testadas no segundo planejamento experimental se encontraram no intervalo 52,59 

– 230,03 mL.L-1.d-1.  

 
Tabela 4.13.  Resultados de produtividade e composição do biogás obtidos nos ensaios 

experimentais referentes ao planejamento experimental tipo composto central 23 – estrela executado. 

Corrida 
experimental %Glicerol DQO          

(g O2.L-1) 
NaCl    
(g.L-1) 

PB               
(mL.L-1.d-1) 

%H2     
(mol.mol-1) 

%CO2 
(mol.mol-1) 

%H2S 
(mol.mol-1) 

Ponto 1 75 50 12,00 57,37 ± 15,13 18,2 ± 2,0 56,1 ± 5,2 0,3 ± 0,1 

Ponto 2 25 100 1,51 52,59 ± 3,47 33,9 ± 2,1 39,7 ± 0,6 0,3 ± 0,0 

Ponto 3 25 50 12,00 59,56 ± 3,26 29,5 ± 1,5 43,9 ± 1,3 0,5 ± 0,1 

Ponto 4 50 75 13,51 127,04 ± 13,34 27,4 ± 1,1 47,4 ± 3,1 0,5 ± 0,1 

Ponto 5 50 75 6,76 132,23 ± 11,14 44,4 ± 1,9 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 18,8 ± 1,4 56,2 ± 0,9 0,5 ± 0,1 

Ponto 8 25 100 12,00 71,03 ± 6,15 21,8 ± 2,8 52,2 ± 2,0 0,6 ± 0,1 

Ponto 9 50 75 6,76 123,85 ± 5,18 42,4 ± 1,9 50,9 ± 0,8 0,3 ± 0,0 

Ponto 10 75 50 1,51 230,03 ± 12,04 31,1 ± 1,9 40,3 ± 1,9 0,4 ± 0,0 

Ponto 11 75 100 12,00 169,38 ± 12,23 35,6 ± 5,3 37,8 ± 2,2 0,4 ± 0,1 

Ponto 12 50 107,2 6,76 166,10 ± 13,36 37,7 ± 1,7 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 1,51 182,13 ± 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 54,0 ± 2,4 0,3 ± 0,0 

 

Com relação à composição do biogás produzido, este se formou principalmente 

por H2 (com concentrações entre 13,4 – 47,0% mol.mol-1) e CO2 (com concentrações 

entre 34,5 – 56,2% mol.mol-1), mas também H2S foi detectado em concentrações 

inferiores a 0,6 ± 0,1% mol.mol-1. CH4 não foi encontrado nas amostras de biogás 

analisadas.  

A máxima concentração de H2 no biogás foi obtida usando a condição 

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

condição as concentrações de CO2 e H2S no biogás foram de 36,5 ± 1,0% mol.mol-1 

e 0,5 ± 0,0% mol.mol-1, respectivamente. Por outro lado, a mínima concentração de 

H2 no biogás foi de 13,4 ± 0,6% mol.mol-1, sendo obtida usando a condição 

experimental ponto 15. Nesta mesma condição as concentrações de CO2 e H2S 

obtidas foram de 55,2 ± 1,6% mol.mol-1 e 0,2 ± 0,0% mol.mol-1, respectivamente.  
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Na Tabela 4.14 são apresentados os resultados referentes aos parâmetros de 

interesse PH2, RH2, e conversão de glicerol, obtidos durante o segundo 

planejamento experimental. Nesta tabela também são mostrados outros parâmetros 

monitorados como a produtividade de AGVT (PAGVT) e o pH final do meio de 

fermentação. Os parâmetros de interesse conversão de metanol e porcentagem de 

remoção da matéria orgânica solúvel não são mostrados nesta tabela devido a que 

estes apresentaram comportamentos diferenciados. 

No que diz respeito à conversão do metanol, não se observaram diferenças 

significativas entre as concentrações iniciais e finais de metanol no meio de 

fermentação para todas as condições experimentais testadas no segundo 

planejamento experimental, indicando-se assim a ausência do aproveitamento 

desde composto como substrato durante o processo fermentativo. Este resultado foi 

semelhante ao observado durante a execução do planejamento experimental 

anterior discutido na seção 4.4.1. Com relação à remoção de DQO, em todas as 

condições experimentais testadas obtiveram-se baixas porcentagens de remoção de 

DQO, com valores em média de 5,1 ± 1,9%. Este resultado atribuiu-se tanto à 

conservação do metanol em solução, quanto de matéria orgânica na forma de AGV, 

etanol, 1,3-propanodiol, entre outros metabólitos gerados junto com o H2 e o CO2.  

A PH2 e o RH2 apresentaram comportamentos semelhantes, além de atingir 

os seus valores máximos e mínimos nas mesmas condições experimentais. Os 

máximos valores de PH2 e de RH2 foram obtidos usando a condição experimental 

ponto 6, com valores de 112,83 ± 5,36 mLH2.L-1.d-1, e 16,74 ± 1,03 mLH2.g-

1DQOalimentada, respectivamente. Por outro lado, a pior PH2 e RH2 foram observados 

usando a condição experimental ponto 15, apresentando-se valores de 6,22 ± 0,43 

mLH2.L-1.d-1 e 0,94 ± 0,07 mLH2.g-1DQOAlimentada, respectivamente. 

Com relação à conversão de glicerol, na maioria das condições experimentais 

testadas no segundo planejamento experimental foram obtidas conversões totais do 

glicerol alimentado (Tabela 4.14). No entanto, conversões de glicerol inferiores a 

80% também foram observadas em algumas condições experimentais 

caracterizadas pelo uso de altas concentrações de matéria orgânica (DQO > 100 g 

O2.L-1) e salinidade no substrato (NaCl > 6,76 g.L-1) (condições experimentais pontos 

12, 11 e 1 da Tabela 4.14), como também pela utilização de baixas concentrações 

de glicerol no substrato (%Glicerol = 25%) (condição experimental ponto 2 da  
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Tabela 4.14. Resultados obtidos durante a execução do planejamento experimental tipo composto central 23 – estrela, com relação aos parâmetros de 
interesse produtividade de H2 (PH2), rendimento de H2 (RH2), conversão do glicerol, produtividade de AGVT (PAGVT), e pH final do meio de fermentação. 

Corrida 
experimental % Glicerol DQO   

(g.L-1) 
NaCl    
(g.L-1) 

PH2               
(mLH2.L-1.d-1) 

RH2                               
(mLH2.g-1DQOalimentada) 

Conversão glicerol 
(%) 

PAGVT              
(mgAcético.L-1.d-1) pHFinal 

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 5,1 ± 0,2 
Ponto 4 50 75 13,51 34,75 ± 2,98 5,55 ± 0,42 100 ± 5,2 268,7 ± 23,1 4,9 ± 0,2 
Ponto 5 50 75 6,76 58,57 ± 3,84 8,38 ± 0,50 100 ± 7,2 246,1 ± 29,5 4,8 ± 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 4,5 ± 0,2 
Ponto 7 25 50 1,51 10,52 ± 1,39 1,75 ± 0,22 100 ± 7,8 176,3 ± 20,6 5,1 ± 0,2 
Ponto 8 25 100 12 15,40 ± 1,24 2,32 ± 0,17 100 ± 5,1 226,2 ± 28,3 5,1 ± 0,2 
Ponto 9 50 75 6,76 52,43 ± 2,33 7,85 ± 0,36 100 ± 5,8 272,7 ± 24,3 4,9 ± 0,2 
Ponto 10 75 50 1,51 71,44 ± 5,41 11,61 ± 0,84 100 ± 2,2 319,3 ± 30,5 4,6 ± 0,2 
Ponto 11 75 100 12 60,61 ± 12,91 8,46 ± 1,85 59,7 ± 9,8 230,6 ± 22,8 4,9 ± 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 4,8 ± 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 5,6 ± 0,2 
Ponto 16 50 42,8 6,76 19,92 ± 1,68 3,56 ± 0,27 100 ± 6,5 271,4 ± 23,5 5,1 ± 0,2 
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Tabela 4.14). A pior conversão de glicerol foi obtida com a condição 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 mgAcético.L-1.d-1, mostrando um acúmulo 

de AGVT no meio de fermentação significativamente maior ao observado nos 

ensaios experimentais prévios relacionados com o planejamento experimental da 

seção 4.4.1.  

A menor PAGVT foi obtida usando a condição experimental ponto 2, com um 

valor de 164,1 ± 21,3 mgAcético.L-1.d-1. Por outro lado, a máxima PAGVT foi 

conseguida usando a condição experimental ponto 14, com um valor de 352,6 ± 26,5 

mgAcético.L-1.d-1. Com a condição experimental ponto 14 também foi obtida a maior 

concentração de CO2 no biogás, com um valor de 50,1 ± 1,5% mol.mol-1 (Tabela 

4.13). Este resultado possivelmente deve-se ao favorecimento da degradação 

anaeróbia do glicerol através de rotas metabólicas sem a evolução significativa de 

H2 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 condição que apresentou o melhor resultado de 

PH2 e RH2 (condição experimental ponto 6), sendo de 303,3 ± 32,0 mgAcético.L-1.d-1.  

Os menores valores de pH final do meio de fermentação foram observados nas 

condições experimentais que apresentaram maiores acúmulos de AGVT (sendo 

estas as condições pontos 14, 10 e 6), atingindo valores dentro do intervalo de 4,5 – 

4,7.  

Finalmente, na Tabela 4.15 apresenta-se uma compilação dos valores 

experimentais de PH2 obtidos ao longo do presente trabalho. Mesmo usando como 

substrato soluções sintéticas de glicerol com alto conteúdo de metanol e cloreto de 

sódio em solução, através da aplicação de metodologias focadas na identificação e 

ajuste das variáveis de maior impacto sobre o processo fermentativo, foi possível 

obter um aumento de aproximadamente 211% no valor da produtividade de H2 com 

relação ao valor obtido para este parâmetro usando glicerol puro como substrato. 

Além do mais, um incremento maior na PH2 foi alcançado através do estudo 

adicional das três variáveis de maior impacto sobre o processo fermentativo, 

conduzindo a um aumento de aproximadamente 232% na PH2. Desta forma, cria-se 

a possibilidade de que efluentes metanólicos da produção de biodiesel misturados 
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com glicerina bruta também possam ser usados como substrato na produção 

biológica de H2, especialmente pelas características similares destas misturas com 

as soluções sintéticas testadas no presente trabalho.   

 
Tabela 4.15. Resumo do aumento na produtividade de H2 obtida de forma experimental ao longo do 

presente trabalho. 

Condições similares entre os diferentes testes: pH 5,5, DQO:SSV 1:1  

 

4.4.2.2. Análise estatística de resultados e definição das melhores condições a 

usar na produção de H2 

 

Os resultados das análises estatísticas da influência das variáveis principais 

%Glicerol, DQO e NaCl sobre os parâmetros de interesse PH2, RH2, PAGVT, e 

conversão de glicerol são encontrados no Apêndice C. Neste apêndice são 

apresentados todos os  ANOVA’s obtidos a partir dos experimentais, assim como os 

resultados de cada um dos testes de comprovação realizados (normalidade, 

variância constante, e independência),  que permitiram considerar como verdadeiras 

as conclusões obtidas. 

Usando modelos quadráticos estimados a partir dos dados experimentais e os 

ANOVA’S realizados para cada um dos parâmetros de interesse (Apêndice C2), foi 

estudada a influência de cada uma das variáveis %Glicerol, DQO e NaCl sobre os 

parâmetros PH2, RH2, PAGVT, e conversão de glicerol, dentro da região 

experimental estudada (%Glicerol= 25 – 75%, DQO= 50 – 100 g O2.L-1, NaCl= 1,51 – 

12,0 g.L-1). A seguir apresentam-se os principais resultados encontrados. 

O efeito das variáveis %Glicerol e NaCl sobre a PH2 apresentou um 

comportamento similar em todos os níveis testados de DQO no substrato (50, 75 e 

Teste tipo de 
substrato 

Pré-
tratamento 
do inóculo 

% 
Glicerol 

DQO       
(g O2.L-1) 

NaCl 
(g.L-1) DQO:N:P PH2           

(mLH2.L-1.d-1) 
%Aumento 

na PH2 

Preliminar 1 
Efluente 

pré-
tratado 

T+R 6,0% 10 
g O2.L-1 

0,20 
g.L-1 350:5:1 0,0 

mLH2.L-1.d-1  

Preliminar 3 Solução 
sintética Térmico 100,0% 10 

g O2.L-1 
0 

g.L-1 350:5:1 48,6 
mLH2.L-1.d-1 Referência 

Melhor 
condição 
primeiro 

planejamento 

Solução 
sintética T+R 75,0% 50 

g O2.L-1 
12,0 
g.L-1 350:0:0 102,7 

mLH2.L-1.d-1 211,32% 

Melhor 
condição 
segundo 

planejamento 

Solução 
sintética T+R 82,2% 75 

g O2.L-1 
6,76 
g.L-1 350:5:1 112,8 

mLH2.L-1.d-1 232,10% 
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100 g O2.L-1) (Figura 4.10). Neste caso, o valor da PH2 se caracterizou por estar 

principalmente influenciado pela concentração de glicerol no substrato (avaliada 

mediante a variável %Glicerol). Foi observado que o aumento do valor da %Glicerol 

de 25 até 75% (%Glicerol de -1 até 1 na codificação) levou ao incremento 

significativo do potencial de PH2.  

Por outro lado, a influência da variável NaCl (concentração de sal no substrato) 

parece ter sido pouco relevante sobre a PH2, especialmente usando valores da 

variável %Glicerol inferiores a 50%, e quando as  concentrações de DQO no 

substrato foram superiores a 75 g O2.L-1 (Figura 4.10–b, e –c). Usando uma 

concentração de DQO no substrato de 50 gO2.L-1 (Figura 4.10–a), a diminuição da 

concentração de NaCl no meio favoreceu a obtenção de maiores valores de PH2.  

Na Figura 4.11 apresentam-se os gráficos de contorno do comportamento da 

PH2 com relação à interação entre as variáveis DQO e NaCl (para três níveis de 

%Glicerol: 25, 50 e 75%). A PH2 foi favorecida pelo aumento da concentração de 

glicerol no substrato. O máximo potencial de PH2 foi observado usando uma 

%Glicerol de 75% (80 - 89 mL H2.L-1.d-1) (Figura 4.11–c).    

Com relação ao efeito da variável DQO sobre a PH2, foi observado que o 

aumento da concentração de matéria orgânica no substrato de 50 até 75 g O2.L-1 

(DQO de -1 até 0 segundo a codificação) produziu um aumento significativo na PH2 

(Figura 4.11–a, –b, e –c). Os melhores resultados de PH2 foram alcançados usando 

valores de DQO no substrato no intervalo de 75 a 83 g O2.L-1  (DQO entre 0 – 0,3 

segundo codificação), independentemente do valor da variável %Glicerol. Valores de 

DQO no substrato acima de 83 g O2.L-1 (DQO > 0,3 segundo a codificação) afetaram 

negativamente a PH2 (Figura 4.11–a, –b, e –c). 

Identificou-se que a influência da concentração de sal no substrato sobre a PH2 

dependeu da concentração de glicerol no substrato. Conforme se aumentou o valor 

da %Glicerol, a presença de uma alta concentração de sal no substrato tornou-se 

prejudicial para a PH2. O melhor potencial de PH2 (87 - 89 mL H2.L-1.d-1) foi obtido 

com uma %Glicerol de 75%, e usando concentrações de DQO no substrato entre 75 

e 83 g O2.L-1 (DQO entre 0 e 0,3 na codificação), e concentrações de sal no 

substrato no intervalo de 1,51 a 4,13 g.L-1 (NaCl entre -1 e -0,5 na codificação) ( 

Figura 4.11–c).  
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Figura 4.10. Comportamento da produtividade de H2 com relação à interação entre as variáveis 

%Glicerol e NaCl, mantendo a variável DQO nos níveis: (a) DQO = 50 g O2.L-1 (-1), (b) DQO = 75 g 
O2.L-1 (0), (c) DQO = 100 g O2.L-1 (1). 
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Figura 4.11. Comportamento da produtividade de H2 com relação à interação entre as variáveis DQO 
e NaCl, mantendo a variável %Glicerol nos níveis: (a) %Glicerol = 25% (-1), (b) %Glicerol = 50% (0), 

(c) %Glicerol = 75% (1). 
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Figura 4.12. Comportamento do rendimento de H2 com relação à interação entre as variáveis 

%Glicerol e NaCl, mantendo a variável DQO nos níveis: (a) DQO = 50 g O2.L-1 (-1), (b) DQO = 75 g 
O2.L-1 (0), (c) DQO = 100 g O2.L-1 (1). 
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Figura 4.13. Comportamento do rendimento de H2 com relação à interação entre as variáveis DQO e 
NaCl, mantendo a variável %Glicerol nos níveis: (a) %Glicerol = 25% (-1), (b) %Glicerol = 50% (0), (c) 

%Glicerol = 75% (1). 
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Figura 4.14. Comportamento da produtividade de AGVT com relação à interação entre as variáveis 
%Glicerol e NaCl, mantendo a variável DQO nos níveis: (a) DQO = 50 g O2.L-1 (-1), (b) DQO = 75 g 

O2.L-1 (0), (c) DQO = 100 g O2.L-1 (1). 
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Figura 4.15. Comportamento da produtividade de AGVT com relação à interação entre as variáveis 

DQO e NaCl, mantendo a variável %Glicerol nos níveis: (a) %Glicerol = 25% (-1), (b) %Glicerol = 50% 
(0), (c) %Glicerol = 75% (1). 
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Figura 4.16. Comportamento da conversão do glicerol com relação à interação entre as variáveis 
%Glicerol e NaCl, mantendo a variável DQO nos níveis: (a) DQO = 50 g O2.L-1 (-1), (b) DQO = 75 g 

O2.L-1 (0), (c) DQO = 100 g O2.L-1 (1). 
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Figura 4.17. Comportamento da conversão do glicerol com relação à interação entre as variáveis 

DQO e NaCl, mantendo a variável %Glicerol nos níveis: (a) %Glicerol = 25% (-1), (b) %Glicerol = 50% 
(0), (c) %Glicerol = 75% (1). 
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Na Figura 4.12 são apresentados os gráficos de contorno do comportamento 

do RH2 em função da interação entre as variáveis %Glicerol e NaCl, usando três 

níveis diferentes da variável DQO (50, 75, e 100 g O2.L-1) (Figura 4.12–a, -b, e –c).  

De forma semelhante à PH2, o RH2 foi afetado principalmente pela concentração de 

glicerol no substrato (Variável %Glicerol).  Independente da concentração de DQO 

no substrato, o aumento da %Glicerol de 25% até 75% (de -1 até 1 segundo a 

codificação) conduziu ao incremento do potencial de RH2 de 2 - 6 mL H2.g-

1DQOAlimentada  até valores de aproximadamente 10 – 12 mL H2.g-1DQOAlimentada, o que 

representou um aumento de aproximadamente 50% neste parâmetro (Figura 4.12–a, 

-b, e –c). 

O impacto da concentração de sal no substrato (Variável NaCl) sobre o RH2 

tornou-se importante em substratos usando valores de %Glicerol entre 62% e 75% 

(entre 0,5 e 1 segundo a codificação) (Figura 4.12–a, -b, e –c). Nestas condições, o 

RH2 se favoreceu com a utilização de valores de NaCl inferiores a 6,76 g.L-1 (NaCl 

entre -1 e 0 segundo a codificação). 

O potencial de RH2 foi influenciado de forma similar pela concentração de DQO 

do substrato nas diferentes concentrações de glicerol avaliadas (%Glicerol: 25%, 

50%, e 75%) (Figura 4.13). Foi observado que a utilização de concentrações de 

DQO no substrato entre 62 - 82 g O2.L-1 (DQO entre -0,5 e 0,3 na codificação) 

permitiram a obtenção do melhor potencial de RH2 nas diferentes concentrações de 

glicerol no substrato testadas (Figura 4.13–a, -b, e –c).  

Usando um valor de %Glicerol de 25% (-1 segundo a codificação), a 

concentração de sal no substrato apresentou pouca influência sobre o RH2 para 

concentrações de DQO no substrato entre 50 – 75 g O2.L-1 (DQO entre -1 e 0 na 

codificação) (Figura 4.13–a). Por outro lado, em substratos caracterizados com 

valores de %Glicerol maiores que 50% (Figura 4.13–b, e -c) a presença de uma 

concentração de sal no substrato inferior a 6,76 g.L-1 (NaCl < 0 segundo a 

codificação) favoreceu o potencial de RH2 obtido.  
O melhor potencial de RH2 (12 - 13 mL H2.g-1DQOAlimentada) foi alcançado 

usando substratos com uma %Glicerol de 75% (1 segundo a codificação), e 

concentrações de DQO e sal no substrato no intervalo entre 62 – 87 g O2.L-1 (DQO 

entre -0,5 e 0,5) e 1,51 – 6.76 g.L-1 (NaCl entre -1 e 0), respectivamente.  
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A Figura 4.14 contem gráficos de contorno mostrando o comportamento da 

PAGVT com respeito à interação entre as variáveis %Glicerol e NaCl, usando três 

níveis diferentes de DQO no substrato (50, 75 e 100 g O2.L-1). O potencial de PAGVT 

foi afetado principalmente pela concentração de glicerol no substrato (avaliada 

mediante a variável %Glicerol), sendo favorecido com o seu aumento de 25% para 

75% (%Glicerol de -1 até 1 na codificação).  

A influência da concentração de sal no substrato sobre a PAGVT tornou-se 

mais relevante na medida em que o valor da variável %Glicerol foi maior do que 37% 

(%Glicerol > -0,5 segundo a codificação). Neste caso, quanto maior a concentração 

de glicerol disponível no substrato, maior o impacto negativo da alta salinidade do 

meio sobre a PAGVT (Figura 4.14–a. –b, e -c). A PAGVT foi pouco afetada pela 

concentração de sal no substrato quando a variável %Glicerol apresentou valores 

menores que 37% (%Glicerol < -0,5 segundo a codificação).  

O intervalo de %Glicerol de 62 – 75% (entre 0,5 - 1 segundo a codificação) foi 

identificado como o mais favorável para a maximização do potencial de PAGVT. 

Neste intervalo, a presença de baixas concentrações de sal no substrato (NaCl entre 

1,51 – 5,2 g.L-1 ou, -1 e -0,3 segundo a codificação)  conduziu a incrementos da 

PAGVT até valores entre 290 - 330 mgAcético.L-1.d-1 (Figura 4.14–a, -b, e –c). 

Na Figura 4.15 apresentam-se os gráficos de contorno do comportamento da 

PAGVT com relação à interação entre as variáveis DQO e NaCl, usando diferentes 

valores de %Glicerol (25, 50 e 75%). A concentração de DQO no substrato não 

afetou significativamente a PAGVT quando usados substratos com uma alta 

concentração de glicerol (%Glicerol = 75%) (Figura 4.15–c). Porém, observou-se que 

a utilização de concentrações de matéria orgânica no substrato no intervalo entre 62 

– 87 g O2.L-1 (DQO entre -0,5 e 0,5 segundo a codificação), e concentrações de sal 

no substrato inferiores a 6,76 g.L-1 permitiu o melhoramento do potencial de PAGVT 

até valores entre 300 - 340 mgAcético.L-1.d-1 (Figura 4.15–c). 

O impacto das variáveis DQO e NaCl sobre a PAGVT em situações onde o 

substrato contou com uma concentração de glicerol menor a 50% (Figura 4.15–a e –

b) não foi muito claro. Este resultado atribuiu-se à limitada formação de AGV como 

subprodutos da degradação anaeróbia do glicerol devido à baixa concentração deste 

composto no substrato.  
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Os gráficos de contorno para o potencial de conversão do glicerol mostraram 

que este parâmetro foi afetado principalmente pela concentração de glicerol e de 

DQO no substrato (relacionadas com as variáveis %Glicerol e DQO, 

respectivamente). Por outro lado, a variável NaCl tornou-se mais influente sobre a 

conversão de glicerol em situações onde o substrato possuiu altas concentrações de 

glicerol e de matéria orgânica (Figura 4.16– b, e Figura 4.17-c).   

Com relação à influência das variáveis %Glicerol e NaCl sobre o potencial de 

conversão de glicerol (Figura 4.16), foi identificado que em substratos com elevada 

concentração de DQO no substrato (DQO = 100 gO2.L-1) (Figura 4.16–c), o impacto 

da concentração de glicerol e de sal no substrato sobre a conversão de glicerol 

tornou-se menos claro, e o máximo potencial de conversão do glicerol obtido oscilou 

entre 70 – 90%. Este resultado pode estar associado à presença de inibições pelo 

substrato.  

Quando a DQO do substrato foi inferior a 75 g O2.L-1 (Figura 4.16–a, e –b),  

observou-se que o ajuste da concentração de glicerol no substrato em valores 

menores do que 50% (%Glicerol < 0 segundo a codificação) conduziram à 

conversão completa do glicerol alimentado, independentemente da concentração de 

sal presente no substrato. Usando valores de %Glicerol superiores a 50% (%Glicerol 

> 0 na codificação) o efeito da concentração de sal sobre a conversão de glicerol 

tornou-se significativo. Neste caso, a presença de concentrações de sal no substrato 

superiores a 4,1 g.L-1 (NaCl > 0,5 segundo a codificação), pode chegar a reduzir o 

potencial de conversão de glicerol até valores próximos de 60%. 

O comportamento do potencial de conversão de glicerol com respeito às 

variáveis DQO e NaCl dependeu da concentração de glicerol no substrato. Em 

substratos com baixa concentração de glicerol (%Glicerol = 25%) (Figura 4.17-a) 

observou-se que a conversão de glicerol foi afetada principalmente pela 

concentração de DQO no substrato. O potencial de conversão de glicerol atingiu 

valores acima dos 90% quando o valor de DQO no substrato foi menor do que 75 g 

O2.L-1 (DQO < 0 segundo a codificação), independentemente da concentração de sal 

presente no substrato. Por outro lado, o aumento da concentração de DQO no 

substrato de 75 até 100 g O2.L-1 (DQO de 0 até 1 na codificação) reduziu o potencial 

de conversão de glicerol até um 70%. 
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Quando a concentração de glicerol no substrato foi ajustada em um valor de 

50% (%Glicerol = 0 segundo a codificação) (Figura 4.17-b), o efeito tanto da 

concentração de sal quanto de DQO no substrato sobre o potencial de conversão de 

glicerol foi pouco significativo. O potencial de conversão de glicerol oscilou 

aproximadamente entre 90 -100% em toda a região experimental estudada (DQO = 

50 – 100 g O2.L-1, e NaCl = 1,51 – 12,0 g.L-1). 

Por último, quando utilizados substratos com altas concentrações de glicerol 

em solução (valor de %Glicerol = 75%) (Figura 4.17–c), independentemente do valor 

de DQO no substrato, a conversão de glicerol foi melhorada com a redução da 

concentração de sal no meio. Concentrações de sal inferiores a 4,1 g.L-1 (NaCl < 0,5 

na codificação) permitiram obter conversões completas do glicerol em solução.  

Após a análise estatística dos resultados experimentais de PH2, RH2, PAGVT, 

e conversão de glicerol obtidos no segundo planejamento experimental, 

conseguiram-se identificar as condições experimentais que melhoraram cada um 

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

 
Tabela 4.16. Melhores condições de fermentação apresentada durante a produção de H2, via 

fermentação escura, usando como substrato soluções sintéticas contendo glicerol, metanol e NaCl. 
Parâmetro Melhores condições Valores esperados 

Produtividade de H2 
%Glicerol = 75% 

87 – 89 mLH2.L-1.d-1 DQO = 75 - 83 g O2.L-1 
NaCl = 1,51 - 4,1 g.L-1 

Rendimento de H2 
%Glicerol = 75% 

12 -13 mLH2.g-1DQOAlimentada DQO = 62 - 83 g O2.L-1 
NaCl = 1,51 - 6,76 g.L-1 

Conversão de Glicerol 
%Glicerol =  75% 

100% DQO = 75 - 87 g O2.L-1 
NaCl = 1,51 - 4,1 g.L-1 

Produtividade de AGVT 
%Glicerol = 75% 

320 - 340 mgAcético.L-1.d-1 DQO = 62 - 87 g O2.L-1 
NaCl = 1,51 - 4,1 g.L-1 

 

O favorecimento da PH2 e do RH2 com o aumento da concentração de glicerol 

no meio mostrou a possibilidade de aumentar o potencial de uso dos efluentes pré-

tratados da produção de biodiesel para a produção de H2, via fermentação escura, 

mediante o seu condicionamento com glicerina bruta. Outros autores também 

reportaram o efeito positivo do incremento da concentração de glicerol na produção 

de H2 via fermentação escura (ITO et al., 2005; JITRWUNG et al, 2015; KIVISTÖ et 
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al., 2013; REUNGSANG et al., 2013; SEIFERT et al., 2009). Por outro lado, conferiu-

se que a baixa concentração de glicerol em solução foi possivelmente a principal 

causa da limitada produção de biogás e de H2 observada nos primeiros ensaios 

experimentais de fermentação anaeróbia, executados com amostras de efluente pré-

tratado da produção de biodiesel como substrato (Seção 4.3.1). 

A redução do potencial de PH2, RH2 e conversão de glicerol com a utilização de 

maiores concentrações de DQO atribuiu-se a inibições pelo substrato no processo 

fermentativo. Este tipo de comportamento também foi citado por outros autores que 

avaliaram o efeito da concentração de matéria orgânica no substrato sobre a 

produção e rendimento de H2 (ARIMI et al., 2015; REUNGSANG et a., 2013). O 

conhecimento do intervalo de concentrações de DQO no substrato, adequadas para 

a produção de H2, usando soluções sintéticas de glicerol, metanol e cloreto de sódio, 

pode se considerar um ponto de partida para futuros estudos onde se usem 

efluentes pré-tratados da produção de biodiesel como substrato, já que ajuda no 

estabelecimento de limites práticos de DQO no efluente pré-tratado a serem 

ajustados para considerá-lo adequado na produção de H2 via fermentação escura.  

A presença de altas concentrações de sal no substrato (NaCl = 12,0 g.L-1) 

afetaram significativamente todos os parâmetros de interesse avaliados. Porém, o 

efeito tóxico da salinidade em solução foi mais acentuado sobre os parâmetros PH2 

e conversão de glicerol. Os bons resultados de PH2, RH2 e conversão de glicerol 

obtidos dentro do intervalo de concentrações de sal entre 1,51 e 4,51 g.L-1 atribuiu-

se à existência de efeitos favoráveis do sódio no processo fermentativo, ao se 

encontrar dentro das concentrações toleráveis reportadas na literatura (CHEN et al., 

2008; CHERNICHARO, 2007). 

O forte impacto da salinidade do meio sobre a produção de H2 mostra que a 

presença de altas concentrações de sal, tanto nos efluentes pré-tratados da 

produção de biodiesel quanto na glicerina bruta, podem-se tornar-se um fator 

restritivo na preparação da solução substrato final a ser usada como substrato, mas 

também na obtenção de altos valores de PH2, RH2 e conversão de glicerol, no 

processo fermentativo. Levando em conta o anterior, a redução da salinidade dos 

efluentes pré-tratados da produção de biodiesel e da glicerina bruta torna-se um 

desafio importante a ser superado visando otimizar o reaproveitamento destes 

subprodutos na geração biológica de H2 e CH4.  
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5. CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

5.1. Conclusões 

A partir dos resultados obtidos durante o presente trabalho identificaram-se as 

seguintes conclusões principais:  

A caracterização físico-química dos efluentes pré-tratados da produção de 

biodiesel permitiu identificar as suas principais características poluidoras, as quais 

consistem em: pH ácido ( pH = 4,22 ± 0,30), alta concentração de matéria orgânica 

dissolvida (DQOS = 70,50 ± 2,65 g O2.L-1) principalmente como metanol (128,04 ± 

0,24 g.L-1), mas também com uma fração na forma de glicerol (3,96 ±0,53 g.L-1), e 

alto teor de cloretos (800 ± 19 mg.L-1). Por outro lado, os efluentes pré-tratados da 

produção de biodiesel apresentaram baixas concentrações de O&G (88,53 ± 2,7 

mg.L-1), enxofre (como sulfatos, sendo de 75 ± 8 mg.L-1), nitrogênio (como nitrogênio 

total, sendo < 1 mg.L-1), e fósforo em solução (como o-fosfatos, sendo de 30,0 ± 1,2 

mg.L-1). 

Determinou-se que a caracterização completa dos principais compostos 

orgânicos dissolvidos nos efluentes pré-tratados da produção de biodiesel torna-se 

uma ferramenta vital para a escolha do tratamento biológico mais indicado a ser 

aplicado sobre eles. Deste ponto de vista, observou-se que efluentes pré-tratados da 

produção de biodiesel ricos em metanol são inadequados para a sua utilização na 

produção de H2 via fermentação escura. Não obstante, efluentes com estas 

características possuem um grande potencial para serem usados na produção de 

biogás rico em CH4 via digestão anaeróbia. Por outro lado, efluentes ricos em 

glicerol foram identificados como os mais indicados para serem usados na produção 

biológica de H2 via fermentação escura. 

Dentre os vários tipos de pré-tratamento testados, determinou-se que o 

tratamento térmico mais repouso (T+R) foi o de melhor desempenho no 

enriquecimento do inóculo em microrganismos produtores de H2, permitindo a 

obtenção de um biogás rico em H2 (65,92% mol.mol-1) e com uma produtividade de 

62,94 mLH2.L-1.d-1. O pré-tratamento T+R também permitiu a inibição significativa de 

microrganismos metanogênicos do inóculo, já que não se detectaram quantidades 

relevantes de CH4 nos ensaios biológicos que utilizaram inóculo pré-tratado por este 

método. 
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Observou-se que a aplicação de um tempo de repouso após o tratamento 

térmico de inóculo melhora significativamente o enriquecimento do inóculo em 

microrganismos produtores de H2 (produtividade de H2 sem repouso = 36,27 ± 083 

mL H2.L-1.d-1; produtividade de H2 com repouso de 6h = 62,94 ± 4,96 mL H2.L-1.d-1 

sendo 73% maior). Este resultado associou-se ao melhoramento da capacidade de 

reativação dos esporos, e adaptação final dos microrganismos produtores de H2 ao 

substrato com a utilização de um período de repouso.   

Conseguiu-se aplicar adequadamente a metodologia de planejamento 

experimental fatorial fracionado no estudo da produção de H2 via fermentação 

escura, usando como substrato soluções sintéticas contendo glicerol, metanol e 

NaCl. Esta metodologia foi empregada na identificação das variáveis de maior 

impacto sobre os parâmetros de interesse produtividade de H2, rendimento de H2 e 

conversão de glicerol. Observou-se que o pH inicial do meio de fermentação e a 

concentração de glicerol no substrato (como porcentagem da DQO), foram os 

parâmetros que mais impactaram o rendimento de H2 e conversão do glicerol. Por 

outro lado, a produtividade de H2 foi principalmente influenciada pela concentração 

de matéria orgânica e de sal no substrato. No entanto, o pH e a concentração de 

glicerol no substrato também apresentaram efeitos relevantes sobre este parâmetro. 

Mesmo usando como substrato soluções sintéticas de glicerol com alto 

conteúdo de metanol e cloreto de sódio em solução, mediante a identificação e 

ajuste das variáveis de maior impacto na produção de H2 foi possível a obtenção de 

valores experimentais de PH2 um 232% superior aos obtidos para este parâmetro 

usando glicerol puro como substrato. Com este resultado, cria-se a possibilidade de 

que efluentes metanólicos da produção de biodiesel misturados com glicerina bruta 

também possam ser usados como substrato na produção biológica de H2, via 

fermentação escura, especialmente pelas características similares destas soluções 

com os substratos sintéticos testados no presente trabalho.   

Identificaram-se as condições de fermentação que permitem alcançar os 

melhores valores de produtividade e rendimento de H2, mantendo-se conversões 

completas do glicerol suplementado, na fermentação anaeróbia de soluções 

sintéticas substrato contendo glicerol, metanol e cloreto de sódio. Segundo os 

resultados obtidos, usando concentrações de matéria orgânica e de NaCl no 

substrato no intervalo entre 75 – 83 g O2.L-1, e 1,51 – 4,10 g.L-1, respectivamente, e 
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ajustando a concentração de glicerol como DQO em um valor de 75% (68,4 – 75,7 

gGlicerol.L-1), obteve-se uma conversão total do glicerol alimentado e a maximização 

da produtividade e rendimento de H2, com valores entre 87 – 89 mLH2.L-1.d-1 e de 12 

-13 mLH2.g-1DQOAlimentada, respectivamente.  

Observou-se que o pior desempenho de produtividade e rendimento de H2, 

usando soluções sintéticas de glicerol, metanol, e cloreto de sódio como substrato, 

se produziu usando baixas concentrações de glicerol e matéria orgânica no 

substrato (%Glicerol = 25% ou concentrações entre 15,2 – 18,8 gGlicerol.L-1, DQO = 50 

– 62 g O2.L-1), junto com uma alta salinidade do mesmo (NaCl = 9,4 – 12,0 g.L-1). 

Também se identificou que a utilização de uma alta concentração de glicerol no 

substrato (%Glicerol = 75%) em substratos com alta salinidade conduziu a 

conversões de glicerol inferiores a 70%, indicando o forte efeito inibitório da 

concentração de sal no processo fermentativo. 

Por último, determinou-se que o metanol presente no substrato não foi 

metabolizado durante as etapas de acidogênese relacionadas com a produção de H2 

via fermentação anaeróbia, sendo inadequado tanto como fonte principal de 

substrato quanto como cossubstrato em processos de produção de H2, via 

fermentação escura, de soluções sintéticas de glicerol, metanol, e cloreto de sódio 

sob as condições testadas no presente trabalho.  

 

5.2. Sugestões para trabalhos futuros 

 

A informação obtida neste trabalho, empregando a metodologia de análise por 

superfície de resposta, é considerada um ponto de partida muito importante para 

trabalhos futuros, pois permite conhecer as condições críticas de mistura que inibem 

ou reduzem significativamente a conversão do glicerol, a produtividade e o 

rendimento de H2 no processo fermentativo. Assim, misturas reais de efluentes pré-

tratados da produção de biodiesel, condicionados com glicerina bruta, devem ser 

avaliadas como substrato na produção de H2 via fermentação escura. 

Sugere-se também que estas misturas sejam avaliadas em regime de batelada 

alimentada e contínuo, a fim de verificar a resposta dos microrganismos após uma 

completa adaptação à alimentação e frente ao acúmulo de inibidores da produção 

de H2. 



122 
 

 
 

6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 

ABBASZAADEH, A. et al. Current biodiesel production technologies: A 
comparative review. Energy Conversion and Management, v. 63, p. 138–148, 2012.  

ABNT. Determinação da concentração de metanol e/ou etanol por 
cromatografia gasosa: ABNT NBR 15343, Rio de Janeiro, 2012.  

ADEWALE, P.; DUMONT, M. J.; NGADI, M. Recent trends of biodiesel production 
from animal fat wastes and associated production techniques. Renewable and 
Sustainable Energy Reviews, v. 45, p. 574–588, 2015.  

ANP. Anuário estatístico brasileiro do petróleo, gás natural e biocombustíveis: 
2015, Rio de Janeiro, 2015.  

ANP. Boletim mensal do Biodiesel: Agosto 2016, Rio de Janeiro, 2016a.  

ANP. Biocombustíveis. Disponível em: <http://www.anp.gov.br/?id=470>. Acesso 
em: 11 set. 2016b.  

ANVISA. Resolução RE n 899, 29 de maio de 2003, Brasilia, 2003. Disponível em: 
<http://portal.anvisa.gov.br/documents/33836/349509/Consolidado+de+normas+CO
BIO.pdf/3122249b-48cb-47aa-be78-76f3129a62ba> 

APHA. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 
Washington DC: American Public Health Association, 2005.  

AQUINO, S.; CHERNICHARO, C. Acúmulo de ácidos graxos voláteis (agvs) em 
reatores anaeróbios sob estresse: causas e estratégias de controle. Engenharia 
Sanitária e Ambiental, v. 10, n. 2, p. 152–161, 2005.  

ARANSIOLA, E. F. et al. A review of current technology for biodiesel 
production: State of the art. Biomass and Bioenergy, v. 61, p. 276–297, 2014.  

ARGUN, H.; KARGI, F. Bio-hydrogen production by different operational modes 
of dark and photo-fermentation: An overview. International Journal of Hydrogen 
Energy, v. 36, n. 13, p. 7443–7459, 2011.  

ARIMI, M. M. et al. Strategies for improvement of biohydrogen production from 
organic-rich wastewater: A review. Biomass and Bioenergy, v. 75, n. 0, p. 101–
118, 2015.  

ATADASHI, I. M. et al. Refining technologies for the purification of crude 
biodiesel. Applied Energy, v. 88, n. 12, p. 4239–4251, 2011.  

ATADASHI, I. M.; AROUA, M. K.; AZIZ, A. A. Biodiesel separation and 
purification: A review. Renewable Energy, v. 36, n. 2, p. 437–443, 2011.  



123 
 

 
 

BEDOR, P. B. A. Tratamento Biológico Anaeróbio de efluente da produção de 
Biodiesel com vistas à produção de metano. Dissertação de mestrado (Mestrado 
em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos): Escola de Química, 
Unversidade Federal do Rio de Janeiro, 2015. 

BHATTI, Z. I.; FURUKAWA, K.; FUJITA, M. Feasibility of methanolic waste 
treatment in uasb reactors. Water Research, v. 30, n. 11, p. 2559–256, 1996.  

BIČÁKOVÁ, O.; STRAKA, P. Production of hydrogen from renewable resources 
and its effectiveness. International Journal of Hydrogen Energy, v. 37, n. 16, p. 
11563–11578, 2012.  

BOBOESCU, I. Z. et al. Simultaneous biohydrogen production and wastewater 
treatment based on the selective enrichment of the fermentation ecosystem. 
International Journal of Hydrogen Energy, v. 39, n. 3, p. 1502–1510, 2014.  

BONDIOLI, P.; DELLA BELLA, L. An alternative spectrophotometric method for 
the determination of free glycerol in biodiesel. European Journal of Lipid Science 
and Technology, v. 107, n. 3, p. 153–157, 2005.  

BRASIL. Lei no 13.263, de 23 de março de 2016. Disponível em: 
<http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2016/Lei/L13263.htm>. Acesso 
em: 11 set. 2016.  

BRAVO, I. S. M. et al. Biohydrogen Production in an AnSBBR Treating Glycerin-
Based Wastewater: Effects of Organic Loading, Influent Concentration, and 
Cycle Time. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 175, n. 4, p. 1892–1914, 
2015.  

CASTRO-VILLALOBOS, M. C.; GARCÍA-MORALES, J. L.; FERNÁNDEZ, F. J. By-
products inhibition effects on bio-hydrogen production. International Journal of 
Hydrogen Energy, v. 37, n. 8, p. 7077–7083, 2012.  

CAVINATO, C. et al. Bio-hythane production from food waste by dark 
fermentation coupled with anaerobic digestion process: A long-term pilot scale 
experience. International Journal of Hydrogen Energy, v. 37, n. 15, p. 11549–11555, 
2012.  

CHAVALPARIT, O.; ONGWANDEE, M. Optimizing electrocoagulation process for 
the treatment of biodiesel wastewater using response surface methodology. 
Journal of Environmental Sciences, v. 21, n. 11, p. 1491–1496, 2009.  

CHEN, J. L. et al. Toxicants inhibiting anaerobic digestion: A review. 
Biotechnology Advances, v. 32, n. 8, p. 1523–1534, 2014.  

CHEN, Y.; CHENG, J. J.; CREAMER, K. S. Inhibition of anaerobic digestion 
process: A review. Bioresource Technology, v. 99, n. 10, p. 4044–4064, 2008.  

CHERNICHARO, C. A. L. Reatores anaeróbios: Princípios do tratamento 
biológico de águas residuárias. Belo Horizonte: UFMG, 2007. v. 5 



124 
 

 
 

CHONG, M. L. et al. Biohydrogen production from biomass and industrial 
wastes by dark fermentation. International Journal of Hydrogen Energy, v. 34, n. 8, 
p. 3277–3287, 2009.  

CHOOKAEW, T.; O-THONG, S.; PRASERTSAN, P. Statistical optimization of 
medium components affecting simultaneous fermentative hydrogen and 
ethanol production from crude glycerol by thermotolerant Klebsiella sp. TR17. 
International Journal of Hydrogen Energy, v. 39, n. 2, p. 751–760, 2014.  

CHOOKAEW, T.; O-THONG, S.; PRASERTSAN, P. Biohydrogen production from 
crude glycerol by two stage of dark and photo fermentation. International 
Journal of Hydrogen Energy, v. 40, n. 24, p. 7433–7438, 2015.  

CHOOKAEW, T.; PRASERTSAN, P.; REN, Z. J. Two-stage conversion of crude 
glycerol to energy using dark fermentation linked with microbial fuel cell or 
microbial electrolysis cell. New Biotechnology, v. 31, n. 2, p. 179–184, 2014.  

CLARK, I. C.; ZHANG, R. H.; UPADHYAYA, S. K. The effect of low pressure and 
mixing on biological hydrogen production via anaerobic fermentation. 
International Journal of Hydrogen Energy, v. 37, n. 15, p. 11504–11513, 2012.  

CONAMA. Resolução n° 430, de 13 de maio de 2011, Diário Oficial da União, 
Brasilia, 2011. Disponível em: 
<http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre.cfm?codlegi=646> 

COUWPER, C. J.; DEROSE, A. J. The Analysis of Gases by Chromatography. 
Oxford: Pergamon Press Ltd., 1983.  

DAMASCENO, F. R. DO C. Aplicação de preparado enzimático e biossurfatante 
no tratamento anaeróbio de efluente com alto teor de gordura. Tese de 
doutorado (Doutorado em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos): 
Escola de Química, Unversidade Federal do Rio de Janeiro, 2013. 

DAS, D. Hydrogen production by biological processes: a survey of literature. 
International Journal of Hydrogen Energy, v. 26, n. 1, p. 13–28, 2001.  

DAS, D.; KHANNA, N.; DASGUPTA, C. N. Biohydrogen Production. New York: 
CRC Press, 2011.  

DAUD, N. M. et al. Production of biodiesel and its wastewater treatment 
technologies: A review. Process Safety and Environmental Protection, v. 94, n. 
October, p. 487–508, 2014.  

DE BAERE, L. A. et al. Influence of high NaCl and NH4Cl salt levels on 
methanogenic associations. Water Research, v. 18, n. 5, p. 543–548, 1984.  

DE SÁ, L. R. V. et al. Pentoses, hexoses and glycerin as substrates for 
biohydrogen production: An approach for Brazilian biofuel integration. 
International Journal of Hydrogen Energy, v. 38, n. 7, p. 2986–2997, 2013.  



125 
 

 
 

DOBLE, M.; KUMAR, A. Biotreatment of industrial effluents. Burlington: Elsevier, 
2005.  

DUVEKOT, C. Analysis of biogas using the Agilent 490 micro GC biogas 
analyzer, USA, Agilent Technologies, 2012.  

ECKENFELDER, W. W. Industrial Water Pollution Control. New York: McGraw-
Hill, 2000.  

FEIJOO, G. et al. Sodium inhibition in the anaerobic digestion process: 
Antagonism and adaptation phenomena. Enzyme and Microbial Technology, v. 
17, n. 2, p. 180–188, 1995.  

FLORENCIO, L.; FIELD, J. A.; LETTINGA, G. Substrate competition between 
methanogens and acetogens during the degradation of methanol in uasb 
reactors. Water Research, v. 29, n. 3, p. 915–922, 1995.  

GHIMIRE, A. et al. A review on dark fermentative biohydrogen production from 
organic biomass: Process parameters and use of by-products. Applied Energy, 
v. 144, p. 73–95, 2015.  

GROB, K. Split and Splitless Injection for Quantitative Gas Chromatography: 
Concepts, Processes, Practical Guidelines, Sources of Error. 4. ed. Weinheim: 
Wiley-VCH, 2001.  

GUBTA, R. B. Hydrogen Fuel: Production, Transport, and Storage. New York: 
CRC Press, 2008.  

GUO, L. et al. Effect of different substrate concentrations and salinity on 
hydrogen production from mariculture organic waste (MOW). International 
Journal of Hydrogen Energy, v. 39, n. 2, p. 736–743, 2014.  

GUO, X. M. et al. Hydrogen production from agricultural waste by dark 
fermentation: A review. International Journal of Hydrogen Energy, v. 35, n. 19, p. 
10660–10673, 2010.  

GUTIÉRREZ PULIDO, H.; DE LA VARA SALAZAR, R. Análisis y diseño de 
experimentos. 2. ed. México DF: McGraw-Hill, 2008.  

IEA. Key World Energy Statistics: 2015, Paris, International Energy Agency, 2015.  

INMETRO. Orientação sobre validação de métodos analíticos: DOQ-CGCRE-
008, 2011. Disponível em: <http://redsang.ial.sp.gov.br/site/docs_leis/vm/vm2.pdf> 

IRENA. G20 Tollkit for Renewable Energy Deployment: Country options for 
sustainable growth on REmap: June 2016, Abu Dhabi, International Renewable 
Energy Agency, 2016. Disponível em: 
<http://www.irena.org/remap/IRENA_REmap_G20_background_paper_2016.pdf> 



126 
 

 
 

ITO, T. et al. Hydrogen and ethanol production from glycerol-containing wastes 
discharged after biodiesel manufacturing process. Journal of Bioscience and 
Bioengineering, v. 100, n. 3, p. 260–265, 2005.  

JENNINGS, W.; MITTLEFEHLDT, E.; STREMPLE, P. Analytical Gas 
Chromatography. 2. ed. San diego: Academic Press Ltd., 1997.  

JIN ZHONG, Z. et al. Hydrogen: Generation, storage, and utilization. New Yersey: 
Wiley, 2003.  

JITRWUNG, R.; YARGEAU, V. Biohydrogen and bioethanol production from 
biodiesel-based glycerol by Enterobacter aerogenes in a continuous stir tank 
reactor. International Journal of Molecular Sciences, v. 16, n. 5, p. 10650–10664, 
2015.  

KAN, E. Effects of pretreatments of anaerobic sludge and culture conditions on 
hydrogen productivity in dark anaerobic fermentation. Renewable Energy, v. 49, 
p. 227–231, 2013.  

KERN, D. Q. Process heat transfer. Singapure: McGraw-Hill, 1965.  

KIVISTÖ, A.; SANTALA, V.; KARP, M. Non-sterile process for biohydrogen and 
1,3-propanediol production from raw glycerol. International Journal of Hydrogen 
Energy, v. 38, n. 27, p. 11749–11755, 2013.  

KNOTHE, G.; KRAHL, J.; VAN GERPEN, J. The Biodiesel Handbook. 2. ed. 
Illinoius: AOCS Press, 2010.  

KUMJADPAI, S. et al. Management of fatty acid methyl ester (fame) wastewater 
by a combined two stage chemical recovery and coagulation process. Canadian 
Journal of Chemical Engineering, v. 89, n. 2, p. 369–376, 2011.  

LARGE, P. J. Methylotrophy and Methanogenesis Aspects of Microbiology 
Series editors. Wokingham: Van Nostrand Reinhold (UK) Co. Ltd., 1983.  

LEE, W. S. et al. A review of the production and applications of waste-derived 
volatile fatty acids. Chemical Engineering Journal, v. 235, p. 83–99, 2014.  

LEONETI, A. B.; ARAGÃO-LEONETI, V.; DE OLIVEIRA, S. V. W. B. Glycerol as a 
by-product of biodiesel production in Brazil: Alternatives for the use of 
unrefined glycerol. Renewable Energy, v. 45, p. 138–145, 2012.  

LETTINGA, G. et al. Anaerobic treatment of methanolic wastes. Water Research, 
v. 13, n. 8, p. 725–737, 1979.  

LIN, C. Y. et al. Fermentative hydrogen production from wastewaters: A review 
and prognosis. International Journal of Hydrogen Energy, v. 37, n. 20, p. 15632–
15642, 2012.  



127 
 

 
 

LIN, X. et al. Acid tolerance response (ATR) of microbial communities during 
the enhanced biohydrogen process via cascade acid stress. Bioresource 
Technology, v. 155, p. 98–103, 2014.  

LO, Y. C. et al. Dark fermentative hydrogen production with crude glycerol from 
biodiesel industry using indigenous hydrogen-producing bacteria. International 
Journal of Hydrogen Energy, v. 38, n. 35, p. 15815–15822, 2013.  

LUO, G. et al. Enhancement of bioenergy production from organic wastes by 
two-stage anaerobic hydrogen and methane production process. Bioresource 
Technology, v. 102, n. 18, p. 8700–8706, 2011.  

MANGAYIL, R. et al. Improved bioconversion of crude glycerol to hydrogen by 
statistical optimization of media components. Renewable Energy, v. 75, p. 583–
589, 2015.  

MANGAYIL, R.; KARP, M.; SANTALA, V. Bioconversion of crude glycerol from 
biodiesel production to hydrogen. International Journal of Hydrogen Energy, v. 37, 
n. 17, p. 12198–12204, 2012.  

MENESES, J. M. DE et al. Tratamento do Efluento do Biodiesel Utilizando a 
Eletrocoagulação/Fotação:Investicação dos Parâmetros Operacionais. 
Quim.Nova, v. 35, n. 2, p. 235–240, 2012.  

MME. Resenha Energética Brasileira: Exercício de 2015, Brasilia, Ministério de 
Minas e Energia, 2015.  

MOHAMMADI, P. et al. Effects of different pretreatment methods on anaerobic 
mixed microflora for hydrogen production and COD reduction from palm oil 
mill effluent. Journal of Cleaner Production, v. 19, n. 14, p. 1654–1658, 2011.  

MONTGOMERY, D. C. Design and Analysis of Experiments. 5. ed. New York: 
John Wiley and sons Inc., 2001.  

NGAMLERDPOKIN, K. et al. Remediation of biodiesel wastewater by chemical- 
and electro-coagulation: A comparative study. Journal of Environmental 
Management, v. 92, n. 10, p. 2454–2460, 2011.  

NGO, T. A.; KIM, M. S.; SIM, S. J. High-yield biohydrogen production from 
biodiesel manufacturing waste by Thermotoga neapolitana. International Journal 
of Hydrogen Energy, v. 36, n. 10, p. 5836–5842, 2011.  

OLIVEIRA, H. B. Tratamento de efluente da indústria de biodiesel visando o 
aproveitamento energético. Dissertação de mestrado (Mestrado em Tecnologia de 
Processos Químicos e Bioquímicos): Escola de Química, Unversidade Federal do 
Rio de Janeiro, 2013. 

PACHAPUR, V. L. et al. Evidence of metabolic shift on hydrogen, ethanol and 
1,3-propanediol production from crude glycerol by nitrogen sparging under 
micro-aerobic conditions using co-culture of Enterobacter aerogenes and 



128 
 

 
 

Clostridium butyricum. International Journal of Hydrogen Energy, v. 40, n. 28, p. 
8669–8676, 2015.  

PALOMINO-ROMERO, J. A. et al. Tratamentos dos efluentes gerados na 
produção de biodiesel. Quimica Nova, v. 35, n. 2, p. 367–378, 2012.  

PAULO, P. L. et al. The Anaerobic Conversion of Methanol under Thermophilic 
Conditions: pH and Bicarbonate Dependence. Journal of Bioscience and 
Bioengineering, v. 96, n. 3, p. 213–218, 2003.  

PERERA, K. R. J. et al. Fermentative biohydrogen production: Evaluation of net 
energy gain. International Journal of Hydrogen Energy, v. 35, n. 22, p. 12224–
12233, 2010.  

PITAKPOOLSIL, W.; HUNSOM, M. Treatment of biodiesel wastewater by 
adsorption with commercial chitosan flakes: Parameter optimization and 
process kinetics. Journal of Environmental Management, v. 133, p. 284–292, 2014.  

RATTANAPAN, C. et al. Enhanced efficiency of dissolved air flotation for 
biodiesel wastewater treatment by acidification and coagulation processes. 
Desalination, v. 280, n. 1-3, p. 370–377, 2011.  

RÉTFALVI, T. et al. Laboratory scale examination of the effects of overloading 
on the anaerobic digestion by glycerol. Bioresource Technology, v. 102, n. 8, p. 
5270–5275, 2011.  

REUNGSANG, A.; SITTIJUNDA, S.; O-THONG, S. Bio-hydrogen production from 
glycerol by immobilized Enterobacter aerogenes ATCC 13048 on heat-treated 
UASB granules as affected by organic loading rate. International Journal of 
Hydrogen Energy, v. 38, n. 17, p. 6970–6979, 2013.  

REUNGSANG, A.; SREELA-OR, C.; PLANGKLANG, P. Non-sterile bio-hydrogen 
fermentation from food waste in a continuous stirred tank reactor (CSTR): 
Performance and population analysis. International Journal of Hydrogen Energy, 
v. 38, n. 35, p. 15630–15637, 2013.  

RIBANI, M. et al. Validation for chromatographic and electrophoretic methods. 
Quimica Nova, v. 27, n. 5, p. 771–780, 2004.  

RIBAS, M. M. F.; MORAES, E. DE M.; FORESTI, E. Avaliação da acurácia de 
diversos métodos para determinação de ácidos graxos voláteis e alcalinidade 
a bicarbonato para monitoramento de reatores anaeróbios. Engenharia Sanitaria 
e Ambiental, v. 12, n. 3, p. 240–246, 2007.  

RIPLEY, L. E.; BOYLE, W. C.; CONVERSE, J. C. Improved Alkalimetric 
Monitoring for Anaerobic Digestion of High-Strength Wastes. Water, v. 58, p. 
406–411, 1986.  



129 
 

 
 

RIVERO, M.; SOLERA, R.; PEREZ, M. Anaerobic mesophilic co-digestion of 
sewage sludge with glycerol: Enhanced biohydrogen production. International 
Journal of Hydrogen Energy, v. 39, n. 6, p. 2481–2488, 2014.  

ROSSI, D. M. et al. Comparison of different pretreatment methods for hydrogen 
production using environmental microbial consortia on residual glycerol from 
biodiesel. International Journal of Hydrogen Energy, v. 36, n. 8, p. 4814–4819, 
2011.  

RUGGERI, B.; TOMMASI, T.; SANFILIPPO, S. BioH2 & BioCH4 Through 
Anaerobic Digestion. London: Springer-Verlag London Ltd, 2015.  

SAADY, N. M. C. Homoacetogenesis during hydrogen production by mixed 
cultures dark fermentation: Unresolved challenge. International Journal of 
Hydrogen Energy, v. 38, n. 30, p. 13172–13191, 2013.  

SARMA, S. J. et al. Microbial hydrogen production by bioconversion of crude 
glycerol: A review. International Journal of Hydrogen Energy, v. 37, n. 8, p. 6473–
6490, 2012.  

SARMA, S. J. et al. Bio-hydrogen production by biodiesel-derived crude 
glycerol bioconversion: A techno-economic evaluation. Bioprocess and 
Biosystems Engineering, v. 36, n. 1, p. 1–10, 2013a.  

SARMA, S. J. et al. Evaluation of different supplementary nutrients for 
enhanced biohydrogen production by Enterobacter aerogenes NRRL B 407 
using waste derived crude glycerol. International Journal of Hydrogen Energy, v. 
38, n. 5, p. 2191–2198, 2013b.  

SEIFERT, K. et al. Hydrogen generation from glycerol in batch fermentation 
process. International Journal of Hydrogen Energy, v. 34, n. 9, p. 3671–3678, 2009.  

ŠEVČÍK, J. Detectors in Gas Chromatography. Amsterdã: Elsevier, 1976.  

SHIN, H. S.; YOUN, J. H.; KIM, S. H. Hydrogen production from food waste in 
anaerobic mesophilic and thermophilic acidogenesis. International Journal of 
Hydrogen Energy, v. 29, n. 13, p. 1355–1363, 2004.  

SHOW, K. Y. et al. Biohydrogen production: Current perspectives and the way 
forward. International Journal of Hydrogen Energy, v. 37, n. 20, p. 15616–15631, 
2012.  

SHOW, K. Y.; LEE, D. J.; CHANG, J. S. Bioreactor and process design for 
biohydrogen production. Bioresource Technology, v. 102, n. 18, p. 8524–8533, 
2011.  

SILES, J. A. et al. Anaerobic co-digestion of glycerol and wastewater derived 
from biodiesel manufacturing. Bioresource Technology, v. 101, n. 16, p. 6315–
6321, 2010.  



130 
 

 
 

SILES, J. A. et al. Physical-chemical and biomethanization treatments of 
wastewater from biodiesel manufacturing. Bioresource Technology, v. 102, n. 10, 
p. 6348–6351, 2011.  

SILES LÓPEZ, J. Á. et al. Anaerobic digestion of glycerol derived from biodiesel 
manufacturing. Bioresource Technology, v. 100, n. 23, p. 5609–5615, 2009.  

SINHA, P.; PANDEY, A. An evaluative report and challenges for fermentative 
biohydrogen production. International Journal of Hydrogen Energy, v. 36, n. 13, p. 
7460–7478, 2011.  

SITTIJUNDA, S.; REUNGSANG, A. Biohydrogen production from waste glycerol 
and sludge by anaerobic mixed cultures. International Journal of Hydrogen 
Energy, v. 37, n. 18, p. 13789–13796, 2012a.  

SITTIJUNDA, S.; REUNGSANG, A. Media optimization for biohydrogen 
production from waste glycerol by anaerobic thermophilic mixed cultures. 
International Journal of Hydrogen Energy, v. 37, n. 20, p. 15473–15482, 2012b.  

SUNGGYU, L.; SPEIGHT, J. G.; LOYALKA, S. K. Handbook of alternative fuel 
technologies. 2. ed. New York: CRC Press, 2015.  

TANGKATHITIPONG, P.; INTANOO, P.; CHAVADEJ, S. Hydrogen and Methane 
Production from Biodiesel Wastewater with Added Glycerine by Using Two-
Stage Anaerobic Sequencing Batch Reactor ( ASBR ). Chemical Engineering 
Transactions, v. 39, p. 1723–1728, 2014.  

TOONEN, A.; VAN LOON, R. Hydrogen Detection with a TCD using Mixed 
Carrier Gas on the Agilent Micro GC, Middelburg, Agilent Technologies, , 2013.  

VARRONE, C. et al. Enrichment of activated sludge for enhanced hydrogen 
production from crude glycerol. International Journal of Hydrogen Energy, v. 38, n. 
3, p. 1319–1331, 2013a.  

VARRONE, C. et al. The valorization of glycerol: Economic assessment of an 
innovative process for the bioconversion of crude glycerol into ethanol and 
hydrogen. Applied Energy, v. 105, p. 349–357, 2013b.  

VASCONCELOS DE SÁ, L. R.; CAMMAROTA, M. C.; FERREIRA-LEITÃO, V. S. 
Produção de hidrogênio via fermentação anaeróbia – aspectos gerais e 
possibilidade de utilização de resíduos agroindustriais brasileiros. Química 
Nova, v. 37, n. 5, p. 857–867, 2014.  

VELJKOVIĆ, V. B.; STAMENKOVIĆ, O. S.; TASIĆ, M. B. The wastewater 
treatment in the biodiesel production with alkali-catalyzed transesterification. 
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 32, p. 40–60, 2014.  

VERNIER SOFTWARE AND TECHNOLOGY. Chloride and Salinity. Disponível em: 
<http://www2.vernier.com/sample_labs/WQV-15-COMP-chloride_salinity.pdf>. 
Acesso em: 1 jan. 2015.  



131 
 

 
 

VIANA, M. B. et al. Anaerobic digestion of crude glycerol: a review. 
Environmental Technology Reviews, v. 1, n. 1, p. 81–92, 2012.  

VIANA, Q. M. et al. Fermentative H2 production from residual glycerol: A review. 
Biotechnology Letters, v. 36, n. 7, p. 1381–1390, 2014.  

WATANABE, R. et al. Enhancing methane production during the anaerobic 
digestion of crude glycerol using Japanese cedar charcoal. Bioresource 
Technology, v. 150, p. 387–392, 2013.  

XIAOHUA, L.; ZHENXI, G. Analysis of Permanent Gases and Light 
Hydrocarbons Using Agilent 7820A GC With 3-Valve System, Shanghai, Agilent 
Technologies, 2009.  

XIE, Q. G. et al. Separation of oily sludge and glycerol from biodiesel 
processing waste by coagulation. Songklanakarin. Journal of Science and 
Technology, v. 33, n. 6, p. 699–703, 2011.  

YAMAGUCHI, M. et al. Effects of volatile fatty acids on methanogenesis of 
methanol and of pregrowth with methanol on acetate utilization by 
methanogens. Journal of Fermentation and Bioengineering, v. 68, n. 6, p. 428–432, 
1989.  

ZENG, A. P. et al. Pathway analysis of glycerol fermentation by Klebsiella 
pneumoniae: Regulation of reducing equivalent balance and product 
formation. Enzyme and Microbial Technology, v. 15, n. 9, p. 770–779, 1993.  

ZHENGHUA, J. GC / TCD Analysis of A Natural Gas Sample on A Single HP-
PLOT Q Column, Wilmington, Agilent Technologies, 2000.  

  



132 
 

 
 

APÊNDICE A 
 

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

 

O cromatógrafo foi configurado com uma coluna capilar do tipo DB-1 (30m x 

0,32mm x 3μm) e um detector de ionização de chama (ou FID - sigla em inglês). As 

condições de operação empregadas no CG para a análise de metanol são 

apresentadas na Tabela A. 1. Os resultados de quantificação de metanol para cada 

uma das soluções sintéticas de concentração conhecida de metanol produzida, 

assim como os valores de erro relativo (ER) calculados para cada uma delas são 

apresentados na Tabela A. 2. 

 
Tabela A. 1. Condições cromatográficas usadas na metodologia para a quantificação de metanol no 

efluente pré-tratado da produção de biodiesel. 
Parâmetro Variável Valor 

Injetor 
Temperatura 250°C 

Tipo de injeção Split 
Relação Split 100:1 

Detector Temperatura 250°C 

Forno 

Temperatura inicial da coluna 50°C 

Tempo de sustentação à temperatura inicial 6 min 

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

Gás de arraste H2 
Pressão do gás de arraste 100 Pa 

 
Tabela A. 2. Resultados de quantificação de metanol em soluções aquosas com concentrações 

conhecidas como parte da validação da precisão da metodologia desenvolvida. 

Nome 
Volume 
Metanol 

(µL) 

Volume 
solução             

(mL) 

Concentração 
de metanol 

teórica            
(g.L-1) 

Concentração 
de metanol 
calculada              

(g.L-1) 

%ER 

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 
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2. Metodologia de análise do biogás desenvolvida no CG 7820A 

 

O cromatógrafo 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 inglês) usado para a análise de H2 e CO2, o segundo foi 

um detector de ionização de chama (ou FID - sigla em inglês) empregado na análise 

de CH4. Além disso, o cromatógrafo configurou-se com um sistema de injeção de 

volume fixo do tipo six-port valve (com loop de injeção de 0,25 mL), e duas colunas 

capilares montadas em série e separadas por mais uma válvula automática do tipo 

six-port valve. A válvula presente entre as colunas capilares teve como função 

principal separar e concentrar os componentes H2 e CH4 presentes na amostra de 

biogás, mas também serviu para evitar que outros compostos como o CO2, H2S, 

H2O, 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 

40μm), seguida de uma HP-Molesieve (30m x 0.53mm x 50μm). Na Figura A. 1 

apresenta-se uma descrição detalhada da configuração do CG 7820A. 

 
Figura A. 1. Diagrama da configuração interna do CG 7820A usado no trabalho (adaptado da Agilent 

Technologies). Coluna 1: HP-PLOT Q, Coluna 2: HP-Molesieve. 
  

A metodologia de análise das amostras de biogás empregada no CG 7820A 

foi elaborada a partir das referências encontradas na literatura para equipamentos 

semelhantes (TOONEN; VAN LOON, 2013; XIAOHUA; ZHENXI, 2009; ZHENGHUA, 

2000), mas fizeram-se necessárias mudanças significativas em vários parâmetros do 

equipamento por causa da configuração própria do CG usado no trabalho. A 

metodologia completa usada no CG 7820A para caracterização das amostras de 

biogás ricas em H2 é apresentada na Tabela A. 3.  
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Tabela A. 3. Metodologia de análise definida no CG 7820A para a determinação e quantificação de H2, CH4 e CO2  (a), e no CG CP-4900 microGC para a 
determinação e quantificação de H2, CH4, CO2, e H2S (b), em amostras de biogás. 

(a)                                                                                                           (b) 

 

 

 

Condições experimentais no CG 7820ª 
Coluna 1 30mX0,53mmX40μm HP-PLOT Q 
Coluna 2 30mX0.53mmX50μm HP-Molesieve 

Gás de arraste Nitrogênio 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 vazão 
variável 

Forno 35°C (0 min), 5°C/min até 50°C (9 min) 
Injeção Modo Split, 200°C, volume de injeção 0,25 mL, caixa de válvulas a 

150°C 
Relação Split 1:1 

Detector FID 
Temperatura  250°C   

Vazão H2 40 mL/min 
Vazão Ar 
sintético 

300 mL/min 

Makeup (He) 0 mL/min 
Detector TCD 

Temperatura  250°C   
Vazão gás de 

referência 
48 mL/min 

Makeup (N2) 2 mL/min 
Polaridade  Negativa 

Eventos principais 
Válvula1  Ligar (0,01 min), Desligar (11,9 min) 
Válvula 2 Ligar (1,95 min, 11,5 min), Desligar (1,25 min, 10,00 min) 

 

Condições experimentais do CG CP-4900 micro GC 
Tempo de amostragem 15 s 

Tempo de corrida 150 s 
Tempo de 

estabilização 20 s 

Temperatura 
alimentação 90°C 

Canal 1 
Coluna Molesieve-5ª 

Gás de arraste Nitrogênio, 10 psi/min 
Temperatura coluna 50°C 
Temperatura Injetor 90°C 

Tempo injeção 40 ms 
Polaridade detector Negativa 

Canal 2 
Coluna Porapak Q 

Gás de arraste Hêlio, 10 psi/min 
Temperatura coluna 60°C 
Temperatura Injetor 90°C 

Tempo injeção 40 ms 
Polaridade detector Positiva 
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3. Metodologia de análise do biogás desenvolvida no CP-4900 microGC 

 

A metodologia de análise do biogás desenvolvida no CP-4900 microGC foi 

elaborada a partir da adaptação de metodologias similares encontradas na literatura 

(DUVEKOT, 2012; TOONEN; VAN LOON, 2013). No entanto, modificações foram 

feitas visando ajustar alguns parâmetros importantes, expostos nas metodologias de 

referência, à configuração própria do CP-4900 microGC empregado no estudo. 

Também procurou-se assegurar a correta identificação dos compostos de interesse 

no biogás. A descrição detalhada da configuração final estabelecida no CP-4900 

microGC para a determinação e quantificação de H2, CH4, CO2 e H2S apresenta-se 

na Tabela A. 3. 

O CG CP-4900 microGC esteve composto por dois canais de análise, 

instalados em paralelo, cada um deles usando detectores de condutividade térmica 

(ou TCD - sigla em inglês). O canal 1 constituiu-se de uma coluna do tipo Molesieve-

5A (10 m), na qual nitrogênio foi usado como gás de arraste. Por outro lado, o canal 

2 esteve constituído de uma coluna do tipo PPQ (10 m) empregando hélio como gás 

de arraste. A identificação e quantificação do H2 foram realizadas no canal 1, 

enquanto que os outros compostos de interesse presentes no biogás (CH4, CO2 e 

H2S) foram analisados por meio do canal 2. 

 

4. Metodologia de análise do biogás desenvolvida no LTA 

 

A metodologia de referência do Laboratório de Tecnologia Ambiental 

(LTA/UFRJ), empregada na caracterização de amostras de biogás, e que permite a 

análise de CH4, CO2 e H2S no CP-4900 microGC, é apresentada na Tabela A. 4, a 

seguir. 
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Tabela A. 4. Metodologia de referência do Laboratório de Tecnologia Ambiental (LTA/UFRJ), definida 
no CG CP-4900 microGC, para a determinação e quantificação de CH4, CO2, e H2S em amostras de 

biogás. 
Condições experimentais do CG CP-4900 microGC 

Tempo de amostragem 20 s 
Tempo de corrida 100 s 

Tempo de estabilização 5 s 

Temperatura alimentação 30°C 

Canal 1 
Coluna Molesieve-5ª 

Gás de arraste Nitrogênio, 21 psi/min 
Temperatura coluna 50°C 
Temperatura injetor 80°C 

Tempo injeção 20 ms 
Tempo de backflush 10 s 
Polaridade detector Positiva 

Canal 2 
Coluna Porapak Q 

Gás de arraste Hélio, 21 psi/min 
Temperatura coluna 50°C 
Temperatura injetor 80°C 

Tempo injeção 20 ms 
Polaridade detector Positiva 

 

5. Parâmetros avaliados no processo de validação das metodologias de análise 

de H2, CH4, CO2 e H2S em amostras de biogás 

 

a. Especificidade e seletividade 

 

A especificidade e seletividade de uma metodologia analítica são definidas pelo 

INMETRO (2011) como a capacidade do método de detectar e distinguir 

separadamente os sinais atribuíveis a cada um dos compostos de interesse quando 

apresentados juntos em uma amostra em análise. No presente trabalho, a 

especificidade e seletividade das metodologias cromatográficas desenvolvidas foram 

avaliadas mediante a comparação visual de vários cromatogramas obtidos após a 

análise, tanto de misturas gasosas padrão quanto de misturas gasosas problema 

(criadas a partir da mistura de compostos gasosos conhecidos), com o objetivo de 

identificar os sinais associados a H2, CH4, CO2 e H2S. 
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b. Faixa de trabalho e Linearidade 

 

A linearidade de uma metodologia refere-se à sua capacidade de relacionar, de 

forma diretamente proporcional, a intensidade do sinal obtido pelo detector com a 

concentração 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 determinação da concentração do composto de interesse com 

adequada precisão, exatidão e linearidade (INMETRO, 2011). A faixa de trabalho e o 

comportamento linear da relação área do sinal no detector vs concentração do 

analito, para cada composto de interesse, foram avaliados mediante a seleção dos 

dados experimentais que produziram o melhor coeficiente de determinação (R2) ou 

coeficiente de correlação (r=(R2)1/2) para cada curva analítica de quantificação 

obtida. Outros parâmetros de interesse das curvas analíticas, como o coeficiente 

angular e o coeficiente linear, foram obtidos mediante o método de ajuste dos 

mínimos quadrados (GUTIÉRREZ PULIDO; DE LA VARA SALAZAR, 2008; 

MONTGOMERY, 2001).  

A Tabela A. 5 apresenta os parâmetros de validação da linearidade das curvas 

analíticas de quantificação elaboradas para o CH4 e H2, respectivamente, usando a 

metodologia desenvolvida no CG 7820A (Metodologia A).  

 
Tabela A. 5. Avaliação da linearidade das curvas analíticas de quantificação do CH4 e H2, usando o 

CG 7820A (Metodologia A). 

Curva 
analítica 

CH4 

Coeficiente angular 
(Área/%mol) 

Coeficiente linear 
(Área) 

Coeficiente de 
correlação (r) 

Regressão 1 16094325 ± 303511 183561 ± 132704 0,9998 
Regressão 2 16206348 ± 404474 173600 ± 176848 0,9997 
Regressão 3 16350124 ± 553898 168294 ± 242181 0,9994 

Curva analítica 
H2 

Coeficiente angular 
(Área/%mol) 

Coeficiente linear 
(Área) 

Coeficiente de 
correlação (r) 

Regressão 1 589610 ± 29205 -2150180 ± 1474765 0,9927 
Regressão 2 528122 ± 10697 501542 ± 540163 0,9988 
Regressão 3 515096 ± 3030 -484742 ± 153026 0,9999 
Obs: As regressões foram consideradas válidas no intervalo de 0-70%mol de CH4 e 

de 10-80%mol de H2. 
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A Tabela A. 6 apresenta os parâmetros de validação da linearidade das curvas 

analíticas de quantificação elaboradas para o CH4, CO2, H2S, e H2 usando a 

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

 
Tabela A. 6. Avaliação da linearidade das curvas analíticas de quantificação do CH4, CO2, H2S e H2 

usando o CP-4900 microGC (Metodologia B). 

Curva analítica 
CH4 

Coeficiente 
angular 

(Área/%mol) 

Coeficiente linear 
(Área) 

Coeficiente 
de correlação 

(r) 

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

Curva analítica 
CO2 

Coeficiente angular 
(Área/%mol) 

Coeficiente linear 
(Área) 

Coeficiente 
de correlação 

(r) 

Regressão 1 1623994 ± 112563 -19123 ± 49757 0,9976 
Regressão 2 1632353 ± 122545 -25404 ± 54170 0,9972 
Regressão 3 1631368 ± 133488 -27086 ± 59007 0,9967 

Curva analítica 
H2S 

Coeficiente angular 
(Área/%mol) 

Coeficiente linear 
(Área) 

Coeficiente 
de correlação 

(r) 

Regressão 1 1336025 ± 130190 3951 ± 10450 0,9953 
Regressão 2 1336899 ± 205110 2260 ± 16464 0,9884 
Regressão 3 1360996 ± 170898 -1 ± 13718 0,9922 

Curva analítica 
H2 

Coeficiente 
angular 

(Área/%mol) 

Coeficiente linear 
(Área) 

Coeficiente 
de correlação 

(r) 

Regressão 1 1434991 ± 18492 -258976 ± 933805 0,9995 
Regressão 2 1424592 ± 11248 -1809259 ± 567989 0,9998 
Regressão 3 1374510 ± 78816 -4165335 ± 3979978 0,9903 

 

c. Precisão e exatidão 

 

A precisão avalia o quão dispersos estão os resultados produzidos por uma 

metodologia desenvolvida (INMETRO, 2011). A avaliação da precisão é feita 

mediante os conceitos de repetitividade e reprodutibilidade ou precisão 

intermediária. A repetitividade é definida como a concordância entre os resultados da 

análise de uma mesma amostra em curtos períodos de tempo sob condições de 

mesmo método, mesmo analista e mesmo local. Por outro lado, a reprodutibilidade 

refere-se à concordância entre os resultados produzidos por uma metodologia sob 

condições como diferente analista, diferente dia de análise, diferentes amostras em 
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análise, entre outras (INMETRO, 2011). O desvio padrão e o desvio padrão relativo 

geralmente são utilizados como ferramentas para mensurar a precisão de uma 

metodologia. Por último, a exatidão de uma metodologia pode ser definida como a 

capacidade do método de gerar resultados congruentes quando comparados com 

valores de referência ou considerados verdadeiros (ANVISA, 2003; INMETRO, 

2011). 

Neste trabalho, a repetitividade foi avaliada mediante a realização de testes em 

triplicata de cada uma das amostras padrão de H2, CH4, CO2 e H2S, calculando-se o 

seu grau de dispersão mediante o desvio padrão relativo (RSD), conforme 

apresentado na Equação A.1. Esses testes foram realizados sob condições de 

mesmo procedimento de medição, curto intervalo de tempo entre as análises, 

mesmo analista e mesmo local. 

( ) 100% ×=
X
sRSD

 
   (Equação A. 1) 

Onde: s  corresponde ao desvio padrão e X à média dos valores. 

 

Nas Tabela A. 7 e Tabela A. 8 são apresentados os resultados de validação 

da repetitividade e reprodutibilidade das curvas analíticas de quantificação para o 

CH4 e H2 (pela Metodologia A) e de CH4, CO2, H2S e H2 (pela metodologia B), 

respectivamente. Para CH4 e H2 (pela Metodologia A), na maioria dos níveis de 

concentração avaliados o valor do desvio padrão relativo (RSD) foi inferior ao valor 

crítico recomendado pelo INMETRO (2011) e ANVISA (2003) (RSDcrítico=5,0%). Um 

valor atípico no RSD igual a 9,14% se apresentou com uma das concentrações 

avaliadas de H2, sendo esta de 60% mol.mol-1. Este resultado foi atribuído a 

possíveis vazamentos da mistura padrão de H2 na ampola de estocagem ou no 

momento da sua análise. Já para CH4, CO2, H2S e H2 (pela metodologia B), todos os 

valores de RSD estimados foram menores que o valor crítico recomendado 

(RSDcritico=5,0%). 

A reprodutibilidade foi avaliada mediante a elaboração de novos testes em 

triplicata sob diferentes condições, em diferentes dias de elaboração (dois testes 

adicionais elaborados com três dias de diferença entre eles), com a mesma amostra, 

e com amostras diferentes (o teste usou amostras com concentrações esperadas 

iguais às avaliadas com antecedência para cada componente). Utilizou-se o desvio 
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padrão relativo (RSD) como parâmetro de avaliação da reprodutibilidade, conforme 

apresentado na Equação A.1. 

Por último, a exatidão das metodologias foi avaliada calculando o erro relativo 

(ER), conforme apresentado na Equação A.2. Definiu-se como valor verdadeiro a 

concentração de cada analito de interesse reportada na mistura padrão, enquanto 

que como valor experimental definiu-se a concentração do analito de interesse 

calculada mediante as curvas analíticas de quantificação elaboradas. Na Tabela A. 9 

são apresentados os resultados de ER obtidos para CH4 e H2 pela metodologia A, 

enquanto nas Tabela A. 10 e Tabela A. 11 são apresentados os resultados de ER 

obtidos para CH4, CO2, H2S e H2 pela metodologia B. 

100exp ×=
vX

X
ER

   
(Equação A. 2) 

Onde:  
expX = Valor médio da concentração do analito obtido experimentalmente  

vX = Valor da concentração do analito aceito como verdadeiro. 
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Tabela A. 7. Valores do RSD obtidos na validação dos parâmetros de repetitividade e precisão 
intermediária para o CH4 e H2, usando o CG 7820A (Metodologia A). (a). Testes realizados após 3 

dias, (b) Testes realizados após 6 dias. 

%mol CH4 
RSD (%) 

repetitividade 
RSD (%) precisão 
intermediária (a) 

RSD (%) precisão 
intermediária (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 H2 
RSD (%) 

repetitividade 
RSD (%) precisão 
intermediária (a) 

RSD (%) precisão 
intermediária (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 validação dos parâmetros de repetitividade e precisão 

intermediária para o CH4, CO2, H2S e H2, usando o CP-4900 microGC (Metodologia B). (a). Testes 
realizados após 3 dias, (b) Testes realizados após 6 dias. 

%molCH4 
RSD (%) 

repetitividade 
RSD (%) precisão 
intermediária (a) 

RSD (%) precisão 
intermediária (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 CO2 
RSD (%) 

repetitividade 
RSD (%) precisão 
intermediária (a) 

RSD (%) precisão 
intermediária (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 H2S RSD (%) 
repetitividade 

RSD (%) precisão 
intermediária (a) 

RSD (%) precisão 
intermediária (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 H2 
RSD (%) 

repetitividade 
RSD (%) precisão 
intermediária (a) 

RSD (%) precisão 
intermediária (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 cálculo do ER na quantificação de CH4 (à esquerda) e H2 (à direita), usando cada uma das curvas analíticas de quantificação 
elaboradas no CG 7820A (Metodologia A). 

%mol esperada %mol calculada Desvio padrão %mol ER% 
Curva analítica Regressão 1 

0,607 0,605 0,030 99,65 
0,402 0,406 0,016 101,08 
0,207 0,205 0,018 98,92 

Curva analítica Regressão 2 
0,607 0,605 0,031 99,54 
0,402 0,408 0,028 101,43 
0,207 0,204 0,017 98,57 

Curva analítica Regressão 3 
0,607 0,604 0,036 99,37 
0,402 0,410 0,030 101,95 
0,207 0,203 0,023 98,06 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

%mol esperada %mol calculada Desvio padrão %mol ER% 
Curva analítica regressão 1 

10,0 12,4 3,1 123,91 
20,0 21,8 3,6 109,14 
30,0 25,4 3,8 84,80 
40,0 39,8 4,5 99,44 
50,0 49,5 5,1 98,99 
60,0 60,6 10,7 101,02 
70,0 66,3 5,8 94,68 
80,0 84,2 7,4 105,22 

Curva analítica regressão 2 
10,0 9,0 1,2 90,18 
20,0 20,0 1,4 100,23 
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 2,5 99,47 
80,0 80,7 2,7 100,85 

Curva analítica regressão 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 cálculo do ER na quantificação de CH4, CO2 e H2S,usando cada uma das curvas analíticas de quantificação elaboradas no CP-
4900 microGC (Metodologia B). 

%mol 
esperadaCH4 

%mol 
calculada 

Desvio padrão 
%mol ER% 

Curva analítica regressão 1 

0,607 0,614 0,059 101,04 

0,402 0,389 0,047 96,77 

0,207 0,214 0,037 103,22 

Curva analítica regressão 2 

0,607 0,615 0,069 101,21 

0,402 0,387 0,055 96,25 

0,207 0,215 0,043 103,73 

Curva analítica regressão 3 

0,607 0,616 0,078 101,36 

0,402 0,385 0,061 95,78 
0,207 0,216 0,049 104,20 

%mol 
esperada CO2 

%mol 
calculada 

Desvio 
padrão %mol ER% 

Curva analítica regressão 1 

0,616 0,624 0,074 101,29 

0,405 0,389 0,058 95,95 

0,206 0,215 0,046 104,09 

Curva analítica regressão 2 

0,616 0,625 0,081 101,40 

0,405 0,388 0,063 95,62 

0,206 0,215 0,050 104,43 

Curva analítica regressão 3 

0,616 0,625 0,088 101,53 

0,405 0,386 0,068 95,22 

0,206 0,216 0,054 104,83 

%mol 
esperada H2S 

%mol 
calculada 

Desvio 
padrão %mol ER% 

Curva analítica regressão 1 

0,101 0,103 0,018 101,66 

0,081 0,078 0,016 96,48 

0,051 0,052 0,014 102,27 

Curva analítica regressão 2 

0,101 0,104 0,029 102,62 

0,081 0,076 0,027 94,47 

0,051 0,053 0,021 103,58 

Curva analítica regressão 3 

0,101 0,103 0,024 102,14 

0,081 0,077 0,021 95,47 

0,051 0,052 0,018 102,93 
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Tabela A. 11. Resultados do cálculo do ER na quantificação de H2, usando cada uma das curvas 
analíticas de quantificação elaboradas no CP-4900 microGC (Metodologia B). 

%mol esperada %mol calculada Desvio padrão %mol ER% 

Curva analítica regressão 1 

10,0 10,8 0,9 107,9 

20,0 20,2 0,9 100,9 

30,0 29,4 1,1 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 analítica regressão 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 analítica regressão 3 

10,0 11,1 3,6 111,1 

20,0 21,1 4,2 105,7 

30,0 31,4 4,8 104,6 

40,0 40,6 5,5 101,6 

50,0 41,9 5,5 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 detecção e quantificação 

 

O limite de detecção é definido como o valor da concentração do analito que, 

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

considerar como maior do que zero em um nível de confiança de 95%. Por outro 

lado, o limite de quantificação refere-se ao menor valor da concentração do 

componente de interesse que se pode determinar com níveis aceitáveis de precisão 

e confiança (INMETRO, 2011; RIBANI et al., 2004). 

Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) para o H2, CH4, CO2 e H2S 

foram calculados mediante os parâmetros das curvas analíticas de quantificação, 
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obtidos para cada componente, conforme recomendado por RIBANI et al.(2004) e 

apresentado nas Equações A.3 e A.4.  

3×=
ca

cl

S
sLOD (Equação A. 3) 

10×=
ca

cl

S
sLOD (Equação A. 4) 

Onde:  

cls = desvio padrão dos coeficientes lineares das curvas de quantificação  

cas = valor médio dos coeficientes angulares das curvas de quantificação. 
 

6. Comparação das metodologias cromatográficas de análise do biogás 

elaboradas no CG 7820A e CP-4900 microGC. 

 

Os resultados da análise de 18 amostras de biogás ricas em H2, obtidas no 

decorrer do presente trabalho, são apresentados na Tabela A. 12. Nesta mesma 

tabela, também se mostram os valores do erro experimental (EX) calculado usando 

as concentrações de H2 obtidas por ambas as metodologias de determinação de H2 

em comparação.  

A validação da semelhança estatística entre os resultados gerados pelas 

metodologias B e LTA com relação à quantificação de CH4 e CO2 foi realizada 

utilizando um total de 18 amostras de biogás, todas provenientes de testes de 

digestão anaeróbia focados na produção de metano a partir da cofermentação de 

esgoto com glicerina bruta. Estas amostras foram coletadas em estudo investigativo 

desenvolvido por pessoal associado ao LTA/UFRJ. Os resultados da quantificação 

de CH4 e CO2 nas amostras de biogás mencionadas, assim como os valores do EX 

estimados, são apresentados nas Tabela A. 13 e Tabela A. 14, respectivamente. 

Além dos estatísticos do tipo Qui-quadrado, os resultados de quantificação de 

H2, CH4 e CO2 entre as metodologias em comparação mencionadas apresentaram 

valores do EX inferiores a 5%, confirmando novamente a semelhança entre os 

valores reportados por ambas as metodologias comparadas.  
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Tabela A. 12. Resultados da análise de amostras de biogás focadas na determinação de H2, usando 
a metodologia A, elaborada no CG 7820A (referência - Fe), e a metodologia B, feita no CP-4900 

microGC (alternativa - Fo). 
Amostra Fo Fe χi²=((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 análise de amostras de biogás focadas na determinação de CH4, 

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

Amostra Fo Fe χi²=((Fo-Fe)2)/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 análise de amostras de biogás focadas na determinação de CO2, 
usando a metodologia METANO04 (Fe) e metodologia B (Fo), ambas elaborada no CP-4900 

microGC. 
Amostra Fo Fe χi²=((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 estatísticos Qui-quadrado para a comparação das hipóteses 

segundo a Equação A.5. 

( )

Fe

FeFo
Xi

N

i
∑
=

−
= 1

2

2
(Equação A. 5) 

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

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

 

O valor do estatístico Qui-quadrado crítico foi calculado usando um nível de 

confiança dos 95% e 17 graus de liberdade (G.L = N-1, onde N=18 amostras de 

biogás avaliadas). As hipóteses estatísticas e os resultados finais dos estatísticos 

Qui-quadrado (crítico e experimental) estimados são apresentados no Quadro A. 1 e 

Tabela A. 15, respectivamente. Todos os valores dos estatísticos Qui-quadrado 

calculados(χi²calculado) foram menores ao valor crítico (χi²critico = 27, 5871) para todos 

os resultados de quantificação de H2, CH4 e CO2 no biogás em comparação, o que 

indicou a aceitação da hipótese nula apresentada no Quadro A. 1, a qual considera 
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estatisticamente igual os resultados de quantificação gerados pelas metodologias de 

referência e alternativas para o H2, CH4 e CO2. 

 
Quadro A. 1. Hipóteses estatísticas utilizadas na elaboração dos testes de ajuste Qui-quadrado, para 
a validação da semelhança estatística, entre as metodologias de quantificação de H2, CH4 e CO2 de 

referência e alternativas. 

Ho              
(Hipótese nula) 

Os dados obtidos com cada metodologia são estatisticamente iguais, 
pelo que se valida o uso da metodologia de análise rápida do CP-4900 

microGC na caracterização de amostras de biogás 

Ha           
(Hipótese 

alternativa) 

Os dados obtidos com cada metodologia são estatisticamente 
diferentes, pelo que não é possível a validação da metodologia rápida 

do CP-4900 microGC para a caracterização de amostras de biogás 

 
Tabela A. 15. Resultados dos testes de contraste de hipóteses do tipo ajuste Qui-quadrado, 

realizados na validação da semelhança estatística, entre as metodologias de quantificação de H2, 
CH4 e CO2 de referência e alternativas. 

Composto χi²crítico χi²calculado 

H2 27,5871 0,1909 
CH4 27,5871 0,1194 
CO2 27,5871 0,0973 

N=18, G.L=17; Nível de confiança = 95%  
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APÊNDICE B 
 

1. Parâmetros de construção do planejamento fatorial fracionado tipo 26-3 
empregado no estudo 

 

Grau de resolução III 
 Efeitos principais não são alias entre eles. Porém, Alguns efeitos principais são 

aliases com interações duplas entre parâmetros. 
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 

µ + AF + BE + CD 
 

Codificação  
A: Efeito principal variável %Glicerol 

B: Efeito principal variável DQO inicial 
C: Efeito principal variável relação DQO:SSV 
D: Efeito principal variável relação DQO:N:P 

E: Efeito principal variável NaCl 
F: Efeito principal variável pH 

AB: Efeito da interação entre as variáveis %Glicerol-DQO inicial 
AD: Efeito da interação entre as variáveis %Glicerol-relação DQO:N:P 

AE: Efeito da interação entre as variáveis %Glicerol-NaCl 
AF: Efeito da interação entre as variáveis %Glicerol-pH 

BC: Efeito da interação entre as variáveis  DQO inicial-relação DQO:SSV 
BD: Efeito da interação entre as variáveis  DQO inicial-relação DQO:N:P 

BE: Efeito da interação entre as variáveis  DQO inicial-NaCl 
BF: Efeito da interação entre as variáveis  DQO inicial-pH 

CD: Efeito da interação entre as variáveis  relação DQO:SSV-relação DQO:N:P 
CE: Efeito da interação entre as variáveis  relação DQO:SSV-NaCl 
CF: Efeito da interação entre as variáveis  relação DQO:SSV-pH 

DE: Efeito da interação entre as variáveis  relação DQO:N:P-NaCl 
EF: Efeito da interação entre as variáveis  NaCl-pH 
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2. Resultados dos testes de normalidade, variância constante e independência, obtidos na análise estatística dos dados 
experimentais produtividade de biogás, concentração de H2, produtividade de H2, rendimento de H2 e conversão de glicerol, 
produzidos com o planejamento experimental fatorial fracionado tipo 26-3 

 
        (a)                                                  (b)                                                                         (c) 

Figura B. 1. Resultados da avaliação da normalidade, variância constante, e independência dos resultados experimentais para o parâmetro produtividade de 
biogás. (a). Gráfico valores preditos vs valores observados, (b). Gráfico Resíduos vs valores preditos, (c). Gráfico Resíduo vs Ordem de corrida. 

 

 
        (a)                                                  (b)                                                                         (c) 

Figura B. 2. Resultados da avaliação da normalidade, variância constante, e independência dos resultados experimentais para o parâmetro produtividade de 
H2. (a). Gráfico valores preditos vs valores observados, (b). Gráfico Resíduos vs valores preditos, (c). Gráfico Resíduo vs Ordem de corrida. 
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        (a)                                                  (b)                                                                         (c) 

Figura B. 3. Resultados da avaliação da normalidade, variância constante, e independência dos resultados experimentais para o parâmetro rendimento de 
H2. (a). Gráfico valores preditos vs valores observados, (b). Gráfico Resíduos vs valores preditos, (c). Gráfico Resíduo vs Ordem de corrida. 

 
        (a)                                                  (b)                                                                         (c) 

Figura B. 4. Resultados da avaliação da normalidade, variância constante, e independência dos resultados experimentais para o parâmetro conversão de 
glicerol. (a). Gráfico valores preditos vs valores observados, (b). Gráfico Resíduos vs valores preditos, (c). Gráfico Resíduo vs Ordem de corrida. 
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3. ANOVA melhorados obtidos na análise estatística dos dados experimentais 
produzidos com o planejamento experimental fatorial fracionado tipo 26-3 
 
Nas Tabelas e Figuras a seguir são apresentados os ANOVA’s obtidos a 

partir do tratamento estatístico dos resultados do planejamento experimental fatorial 

fracionado tipo 26-3. Cada um dos gráficos apresentados foi estimado usando um 

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

análise estatística dos dados foi realizada usando um nível de confiança de 95%, à 

exceção dos dados de conversão de glicerol cuja análise empregou 90% de nível de 

confiança. 

 

Tabela B. 1. ANOVA melhorado obtido após o tratamento estatístico dos resultados de produtividade 
de biogás produzidos durante a produção de H2,via fermentação escura, de soluções aquosas 

sintéticas contendo glicerol, metanol, e cloreto de sódio. 

Origem Soma de 
quadrados G.L Média de 

quadrados Valor F Valor p  
Prob>F  

Modelo 16855,22 5 3371,04 23,14 0,0419 Significativo 
A-%Glicerol 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  

Resíduo 291,3 2 145,65    
Cor Total 17146,52 7     

R2 98,30%      
O grau de representação dos dados experimentais de PB com o modelo empírico estimado 
foi considerado adequado, já que os valores do coeficiente de determinação e valor-p do 
modelo encontraram-se dentro dos limites considerados aceitos (R2> 0,80 e valor-p < 0,05).  
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Figura B. 5. Comportamento estimado da PB com relação a cada uma das variáveis estudadas no 

planejamento experimental fatorial fracionado do tipo 26-3. 
 
 

Tabela B. 2. ANOVA melhorado obtido após o tratamento estatístico dos resultados de produtividade 
de H2 produzidos durante a produção de H2, via fermentação escura, de soluções aquosas sintéticas 

contendo glicerol, metanol, e cloreto de sódio. 

Origem Soma de 
quadrados G.L Média de 

quadrados Valor F Valor p  
Prob>F  

Modelo 7236,56 5 1447,31 29,09 0,0336 significativo 
A-%Glicerol 174,97 1 174,97 3,52 0,2016  

B-DQO 4137,22 1 4137,22 83,16 0,0118  
E-NaCl 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  

Resíduo 99,5 2 49,75    
Cor Total 7336,06 7     

R2 98,64%      
Tanto o valor do coeficiente de determinação quanto do estatístico valor-p calculado para o 
modelo empírico se encontraram dentro dos limites considerados como aceitos (R2> 80% e 
vapor-p < 0,05), indicando a correta predição da produtividade de H2 usando o modelo 
empírico estimado.  
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Figura B. 6. Comportamento estimado da produtividade de H2 com relação a cada uma das variáveis 
estudadas no planejamento experimental fatorial fracionado do tipo 26-3. 

 

Tabela B. 3. ANOVA melhorado obtido após o tratamento estatístico dos resultados de rendimento de 
H2 produzidos durante a produção de H2,via fermentação escura, de soluções aquosas sintéticas 

contendo glicerol, metanol, e cloreto de sódio. 

Origem Soma de 
quadrados G.L Média de 

quadrados Valor F Valor p  
Prob>F  

Modelo 292,11 4 73,03 9,78 0,0455 Significativo 
A-%Glicerol 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  

Resíduo 22,4 3 7,47    
Cor Total 314,51 7     

R2 92,88%      
Os testes de ajuste do coeficiente de determinação e estatístico valor-p mostraram resultados 
dentro dos limites considerados como aceitos (R2 > 0,80, valor-p < 0,05), permitindo-se 
definir como adequada a utilização do modelo empírico na estimação do comportamento do 
rendimento de H2 quando manipuladas cada uma das variáveis principais estudadas.  
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Figura B. 7. Comportamento estimado do rendimento de H2 com relação a cada uma das variáveis 

estudadas no planejamento experimental fatorial fracionado do tipo 26-3. 
 
Tabela B. 4. ANOVA melhorado obtido após o tratamento estatístico dos resultados de conversão de 
glicerol produzidos durante a produção de H2,via fermentação escura, de soluções aquosas sintéticas 

contendo glicerol, metanol, e cloreto de sódio. 

Origem Soma de 
quadrados G.L Média de 

quadrados Valor F Valor p  
Prob>F  

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  

Resíduo 147,63 2 73,81    
Cor Total 5533,79 7     

R2 97,33%      
A estimação da conversão de glicerol usando o modelo empírico foi considerada adequada, já 
que valores do coeficiente de determinação de 97,33% e do estatístico valor-p de 0,0654 
encontram-se dentro dos limites considerados como aceitos. 
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Figura B. 8. Comportamento estimado de conversão de glicerol com relação a cada uma das 

variáveis estudadas no planejamento experimental fatorial fracionado do tipo 26-3. 
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APÊNDICE C 
1. Resultados dos testes de normalidade, variância constante, e independência, obtidos na análise estatística dos dados 

experimentais produtividade de H2, rendimento de H2, produtividade de AGVT e conversão de glicerol, produzidos com o 
planejamento experimental tipo composto central 23 - Estrela   

 
(a)                                                  (b)                                                                         (c) 

Figura C. 1. Resultados da avaliação da normalidade, variância constante, e independência dos resultados experimentais para o parâmetro produtividade de 
H2. (a). Gráfico valores preditos vs valores observados, (b). Gráfico Resíduos vs valores preditos, (c). Gráfico Resíduo vs Ordem de corrida. 

 
(a)                                                  (b)                                                                         (c) 

Figura C. 2. Resultados da avaliação da normalidade, variância constante, e independência dos resultados experimentais para o parâmetro rendimento de 
H2. (a). Gráfico valores preditos vs valores observados, (b). Gráfico Resíduos vs valores preditos, (c). Gráfico Resíduo vs Ordem de corrida. 
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      (a)                                                (b)                                                                         (c) 

Figura C. 3. Resultados da avaliação da normalidade, variância constante, e independência dos resultados experimentais para o parâmetro produtividade de 
AGVT. (a). Gráfico valores preditos vs valores observados, (b). Gráfico Resíduos vs valores preditos, (c). Gráfico Resíduo vs Ordem de corrida. 

 

 
           (a)                                                (b)                                                                     (c) 

Figura C. 4. Resultados da avaliação da normalidade, variância constante, e independência dos resultados experimentais para o parâmetro conversão de 
glicerol. (a). Gráfico valores preditos vs valores observados, (b). Gráfico Resíduos vs valores preditos, (c). Gráfico Resíduo vs Ordem de corrida. 
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2. ANOVA melhorados obtidos na análise estatística dos dados experimentais 
de produtividade de H2, rendimento de H2, produtividade de AGVT e 
conversão de glicerol, produzidos com o planejamento experimental tipo 
composto central 23 - Estrela 

 

Nas Tabelas e Figuras a seguir são apresentados os ANOVA’s obtidos a 

partir do tratamento estatístico dos resultados do planejamento experimental fatorial 

tipo composto central 23 - Estrela. Cada um dos gráficos apresentados foi estimado 

usando um modelo empírico quadrático obtido a partir dos dados experimentais. A 

análise estatística dos dados foi realizada usando um nível de confiança de 95%. 

 
Tabela C. 1. ANOVA melhorado para o parâmetro produtividade de H2 obtido a partir dos dados 

experimentais da fermentação anaeróbia de soluções aquosas sintéticas contendo glicerol, metanol, 
e cloreto de sódio, manipulando as variáveis %Glicerol, DQO, NaCl. 

Origem Soma de 
quadrados G.L Média de 

quadrados Valor F Valor p  
Prob>F  

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  
B2 960,98 1 960,98 3,07 0,1179  
C2 542,34 1 542,34 1,73 0,2246  

Resíduo 2505,08 8 313,13    
Falta de ajuste 2486,24 7 355,18 18,86 0,1755 não 

significativo 
Erro puro 18,83 1 18,83    
Cor Total 13412,54 15     

R2 81,32%      
O grau de ajuste do modelo quadrático empírico de PH2 com os dados experimentais foi 
avaliado mediante o teste estatístico valor-p para o modelo e para o parâmetro grau de falta 
de ajuste. O coeficiente de determinação R2 também foi calculado e usado como parâmetro 
de avaliação do ajuste do modelo quadrático na predição dos dados experimentais de PH2. O 
teste estatístico valor-p do modelo apresentou um valor de 0,0191, indicando que o modelo 
foi significativo na representação dos dados experimentais. O teste estatístico valor-p para o 
parâmetro falta de ajuste foi de 0,1755, considerando-se não significativo. O coeficiente de 
determinação R2 do modelo foi igual 81,32%, o qual foi considerado adequado para os 
objetivos do presente trabalho. 
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Tabela C. 2. ANOVA melhorado para o parâmetro rendimento de H2 obtido a partir dos dados 
experimentais da fermentação anaeróbia de soluções aquosas sintéticas contendo glicerol, metanol, 

e cloreto de sódio, manipulando as variáveis %Glicerol, DQO, NaCl. 

Origem Soma de 
quadrados G.L Média de 

quadrados Valor F Valor p  
Prob>F  

Modelo 232,55 7 33,22 4,89 0,0201 Significativo 
A-%Glicerol 151,22 1 151,22 22,27 0,0015  

B-DQO 10,71 1 10,71 1,58 0,2445  
C-NaCl 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  
B2 20,52 1 20,52 3,02 0,1203  
C2 9,36 1 9,36 1,38 0,2741  

Resíduo 54,33 8 6,79    
Falta de ajuste 54,19 7 7,74 54,73 0,1037 não 

significativo 
Erro puro 0,14 1 0,14    
Cor Total 286,87 15     

R2 81,06%      
O valor do coeficiente de determinação do modelo foi de 81,06%, o qual foi considerado 
adequado para os objetivos do presente estudo. O teste estatístico valor-p para o modelo 
apresentou um valor de 0,0201, indicando que o modelo foi significativo na representação do 
comportamento do RH2. Além do mais, o valor do estatístico valor-p para o parâmetro falta de 
ajuste foi de 0,1037, conferindo-se a existência de uma adequada correlação entre os fatores 
experimentais avaliados e o RH2. 

 
Tabela C. 3. ANOVA melhorado para o parâmetro produtividade de AGVT obtido a partir dos dados 
experimentais da fermentação anaeróbia de soluções aquosas sintéticas contendo glicerol, metanol, 

e cloreto de sódio, manipulando as variáveis %Glicerol, DQO, NaCl. 

Origem Soma de 
quadrados G.L Média de 

quadrados Valor F Valor p  
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-NaCl 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  
A2 1334,48 1 1334,48 1,55 0,2529  
B2 1954,83 1 1954,83 2,27 0,1753  

Resíduo 6017,04 7 859,58    
Falta de ajuste 5663,03 6 943,84 2,67 0,4373 não 

significativo 
Erro puro 354,02 1 354,02    
Cor Total 47743,43 15     

R2 87,40%      
Os testes estatísticos valor-p para o modelo e para o parâmetro 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 correlação entre os fatores experimentais estudados 
e o comportamento do potencial de PAGVT. Adicionalmente, o valor coeficiente de 



161 
 

 
 

determinação R2 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 parâmetro conversão de glicerol obtido a partir dos dados 

experimentais da fermentação anaeróbia de soluções aquosas sintéticas contendo glicerol, metanol, 
e cloreto de sódio, manipulando as variáveis %Glicerol, DQO, NaCl. 

Origem Soma de 
quadrados G.L Média de 

quadrados Valor F Valor p  
Prob>F  

Modelo 4731,33 8 591,42 9,39 0,0039 Significativo 
A-%Glicerol 394,86 1 394,86 6,27 0,0407  

B-DQO 249,34 1 249,34 3,96 0,0869  
C-NaCl 292,34 1 292,34 4,64 0,0681  

AB 375,46 1 375,46 5,96 0,0446  
AC 2294,1 1 2294,1 36,43 0,0005  
BC 375,46 1 375,46 5,96 0,0446  
A2 165,07 1 165,07 2,62 0,1495  
B2 584,69 1 584,69 9,29 0,0187  

Resíduo 440,77 7 62,97    
Falta de ajuste 440,77 6 73,46    

Erro puro 0 1 0    
Cor Total 5172,09 15     

R2 91,48%      
O valor estimado para o coeficiente de determinação do modelo foi de 91,48%, indicando que 
o modelo permitiu explicar 91,48% da variabilidade da conversão do glicerol dentro da região 
experimental estudada. Além do mais, o teste estatístico valor-p para o modelo apresentou 
um valor de 0,0039, mostrando que o modelo foi significativo em um nível de confiança de 
95%. 
O teste estatístico de valor-p para o parâmetro falta de ajuste do modelo quadrático de 
estimação da conversão de glicerol em  função das variáveis de interesse estudadas não foi 
avaliado devido a que se observaram  limitações nos testes de normalidade e variância 
constante dos dados experimentais de conversão de glicerol obtidos no segundo 
planejamento experimental. Estes problemas foram atribuídos ao fato de que na maioria das 
condições experimentais testadas obteve-se uma conversão completa do glicerol, atribuindo 
valores iguais da variável de resposta para múltiplas condições experimentais. Apesar destes 
problemas, o modelo quadrático empírico de estimação do comportamento da conversão de 
glicerol em função das variáveis %Glicerol, DQO, e NaCl foi considerado adequado para os 
fins procurados no presente estudo, apoiando-se em que tanto o coeficiente de determinação 
quanto o teste de significância do modelo apresentaram bons resultados. 
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