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Abstract

As the world's energy need has been increasingnexpially, it is clear that reducing the dependence
on fossil fuels is essential, given the declinét®freserves and the pollution generated by itsfoise
energy. In this context, hydrogen is considered aslean" alternative, and a possible viable energy
carrier for the future.

The biological production of hydrogen (biohydrogeapresents only about 1% of total production.
However, once this process has a favorable eneignte compared to conventional procesess, it has
been subjected to development during past yeamn@iat the improving and increasing yields.

In this study, a microbiological anaerobic prodoctof hydrogen, using different carbon sourcesh wit
simultaneous recovery of industrial waste, was ootedl.

Thus, in the first phase, based on previous studiéis glycerol contained in wastes from the

production of biodiesel as substrate, the commsitof fermentation medium, in terms of

concentration of the most economic valuable comgsy(tryptone and yeast extract), was optimized
according to the methodology of the Central Contpd3esign (DCC).

In a second phase, the production of Hnder the same operating conditions, using g
xylose in synthetic medium and contained in papedge hydrolysates, as carbon source, was
evaluated.

Finally, the effect of the volume of headspace #redvolume of the liquid phase on the process, was
carried out.

The results showed that the increase of tryptorg y@ast extract concentration resulted in the
increase in the volume of hydrogen produced andlsameously in the decrease in the volume ratio
H./CO,, suggesting that in terms of economic analysesetishould be a commitment between the two
factors

Moreover, it was observed that the performanceéhefltacteria was not significantly affected by the
presence of compounds other than glucose and xytogaper hydrolysates, which is an advantage,
considering the application of these process tmhgystem.

Finally, it was found that the increase in the fspade with the increase of the ratiQN reactol Viiquia
phase Was more efficient in terms of increasing theuvottric efficiency of the process (from 2.5 to 4.5
mL H,/mL fermentation medium) than the increase in thiewe of the liquid phase at constant ratio,
leading to similar values of volumetric efficien¢petween 2 and 2.5 mL H2/mL fermentation
medium).

Key-words: (hydrogenEnterobacter aerogengwastes, glycerol, glucose and xylose)

Resumo

As necessidades energéticas mundiais tém aumesxpdoencialmente e a reducdo da dependéncia
dos combustiveis fosseis € imprescindivel, dadenindicdo das suas reservas e a poluicdo gerada

pela sua utilizagdo para obtencdo de energia. Nesstdo, o hidrogénio € considerado uma
alternativa “limpa”, vidvel e um possivel vectoeeggético do futuro.

Actualmente, a producdo de hidrogénio por via lgicl (biohidrogénio) representa apenas cerca de
1% do total produzido. Contudo, sendo este um peamcecom balanco energético favoravel
relativamente aos convencionais, tém vindo a dedesivse estudos no sentido da sua optimizacao e
aumento dos rendimentos obtidos.

Neste trabalho, desenvolveu-se um processo midégfito anaerdbio de producdo de hidrogénio, a
partir de diferentes fontes de carbono, com vadgép simultanea de residuos industriais.

Assim, numa primeira fase e com base em estudtizag@s anteriormente com glicerol contido em
residuos da producdo de biodiesel, como substgitmizou-se a composicdo do meio de



fermentacdo, em termos da concentracdo dos comspibstmaior valor econdmico (triptona e extracto
de levedura), pela metodologia do Desenho Compibestdral DCC).

Numa segunda fase, avaliou-se a producéo.dgilizando como substrato, glucose e xilose enomei
sintético e contidos em hidrolisados da producdopdata de papel, has mesmas condicbes
operacionais.

Por ultimo, estudou-se o efeito do volumehdadspace do volume da fase liquida, sobre a resposta
do sistema.

Os resultados mostraram que o aumento das conggedrale triptona e de extracto de levedura
conduziram a um aumento no volume de hidrogénialymido mas a um decréscimo da razéo
volumétrica H/CO,, 0 que sugere que, em termos de andlise econdémésera existir um
compromisso entre os dois parametros.

Além disso, foi também observado que o desempenho bactéria ndo foi influenciado
significativamente, pela presenca de outros coropoatém da glucose e xilose, num hidrolisado
obtido por via enziméatica, a partir de lamas déclegem de papel, o que € uma vantagem em termos
de aplicacao deste processo a um sistema real.

Por ultimo, verificou-se que o aumento do voluméeadspaceom o aumento da razaaq ¥actofVfase
liquida fOI Mais eficiente, em termos do aumento do reedimvolumeétrico do processo (de 2,5 para 4,5
mL H,/mL meio de fermentacdo), do que o aumento do weldanfase liquida mantendo constante a
referida razdo, conduzindo a valores similaresedeimentos volumétricos (entre 2 e 2.5 milnklL
meio de fermentacéo).

Palavras-chave: (hidrogéni&nterobacter aerogengsesiduos, glicerol, glucose e xilose)
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1. Revisao da literatura

1.1 Panorama energético

As necessidades energéticas mundiais sdo safiswitagrande parte, a partir de processos que
envolvem combustiveis fosseis (cerca de 80% daupromundial). Se essa tendéncia se mantiver,
prevé-se a situacdo de esgotamento dos combusfdsssis e limitacdo das reservas existentes.
Actualmente, o uso de combustiveis fosseis, tensathu alteracBes globais no clima, devido
principalmente & emissdo de substancias quimica® @Ox, NOx, SOx, CxHx, fuligem, cinzas,
goticulas de alcatrdo e outros componentes orggniesultado da sua combustdo. De modo a
minimizar a dependéncia dos combustiveis féssaisseu impacto no ambiente, o hidrogénio é
considerado como um vector energético importanteituwo [Das e Veziroglu, (2001)].

Como é do conhecimento geral, 0 sector dos traepartresponsavel por grande percentagem da
utilizacdo de combustiveis fésseis liquidos. A stibigdo total ou parcial da gasolina ou diesel por
vectores energéticos renovavéis, é sem duvideiatpara impedir a crise [Hallenbeck, (2009)].

No ambito das energias renovaveis, o desenvolvongatprocessos de producdo de energia a partir
de biomassa de baixo custo tem vindo a aumentareadamente na producao de bioetanol, biodiesel
e biohidrogénio. Apesar do bioetanol e biodiesetreeno presente, os maiores alvos, o hidrogénio é
ainda considerado como a solu¢ao mais viavel alpnazo [Lo et al., (2008)].

1.2 Hidrogénio

O hidrogénio é o elemento mais abundante no umiyemnstituindo cerca de trés quartos de toda a
matéria. Efectivamante, a atmosfera contém apralamante 0,07% de hidrogénio, enquanto que a
superficie terrestre contém cerca de 0,14%. Te@eselemento mais leve, apresentando uma massa
volumica de 0,09 g por litro, enquanto que o mesoilame de ar apresenta 1,2 g [Das e Veziroglu,
(2001)].

Atendendo aos seus beneficios técnicos socio-edoagm ambientais que resultam da sua aplicacao,
o hidrogénio é considerado por varios autores ca@moombustivel mais promissor do futuro
apresentando o valor mais elevado de energia pssand42 kJ/g) comparativamente aos restantes
vectores energéticos e pode ser transportado atrdeé meios convencionais para consumo
doméstico/industrial. Trata-se de um gas mais féel manusear do que o gas natural. E
universalmente aceite como um vector energéticoieartddmente limpo, renovavel e como uma
alternativa ideal aos combustiveis fosseis. A sidagdo apenas liberta vapor de agua. Enquanto
combustivel, pode ser utilizado tanto em motorescdmbustdo interna como em células de
combustivel. Actualmente, as indastrias do petréldos fertilizantes sédo os maiores consumidores de
H, [Das e Veziroglu, (2008)].

A producédo mundial de hidrogénio esta descritaatzela 1.1.

Tabela 1.1- Producdo mundial de hidrogénio a paetidiferentes fontes [Hordeski, (2008)]

Origem Percentagem (%)
Gas natural 48

Fuel 6leo 30

Carvao 18
Electrélise 4

Os processos de producdo de hidrogénio tais cetaam reforminglo gas natural, gasificacdo do
carvao e a electrolise da agua séo alguns dosutiigados. Todavia, este processos sdo altamente
intensivos energéticamente, ou seja, necessitanmdgasto muito elevado de energia, e a maioria é
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prejudicial ao ambiente devido a emisséo para @ meibiente de gases com efeito estufa. Sob este
prisma, os processos bioldégicos ganham maior irApoid enquanto energias alternativas [Nath e
Das, (2004)].

1.3 Processos biolégicos de producéo de hidrogénio

Entre os varios processos de producdo de hidrogérmlogico apresenta-se como sendo 0 menos
intensivo, dado que pode ocorrer a temperaturaessfio ambientes. Estes processos incluem
principalmente, a producdo de hidrogénio fotosso#ée fermentativa. Apesar do processo

fotossintético converter energia solar em hidrogéni sua aplicacdo € bastante limitada devido a
baixa eficiéncia luminosa e a dificuldades no desedos reactores. No que respeita a producéo
fermentativa de hidrogénio, esta apresenta comtagans, uma grande velocidade de producgéo e
condicBes operacionais simples. Além disso, poilieautvariados residuos organicos como fonte de
carbono o que é de grande importancia pois do pdataista econémico, além de que permite o

tratamento de efluentes e simultdneamente a prodig&m energia limpa [Wang e Wan, (2008)].

1.3.1 Producéao de hidrogénio por microalgas

As algas verdes e cianobactérias, promovem a sgjmadas moléculas da agua em iGes hidrogénio e
oxigénio através da via directa e indirecta, retiygmmente. A conversdo da agua em hidrogénio
molecular pelas algas verdes pode ser represgmetalaquacao 1.

2H,0O +luzsolar - 2H, +0O, (2)

A reaccdo geral para a formagédo de hidrogénio @ plar 4gua através das cianobactérias pode ser
representada pelas equacdes 2 e 3:

12H,0+6CQ, +luzsolar - C,H,,O; +60, 2
C.H.,0; +12H,0+luzsolar - 12H, +6CQ, ®3)

1.3.2 Producéo de hidrogénio por bactérias fotofermentatias

A producao de hidrogénio pelas bactérias fotofetatas deve-se principalmente a ac¢cédo da enzima
nitrogenase, sob condi¢cdes de auséncia de azibttando a luz solar e compostos organicos (acidos
organicos), equagéo 4.

CH ,COOH + 2H,0 +luz solar - 4H, +2CO, 4

Estas bactéricas fotofermentativas tém sido esthdamuito tempo devido a sua capacidade de
produzir hidrogénio. Podem converter uma vasta gdenaesiduos organicos de baixo custo como
fonte de carbono, em hidrogénio, por accao dadlaz fDas e Veziroglu, (2008)].

1.3.1 Digestao anaerobia

A digestdo anaerobia € uma tecnologia que permaitartresiduos e aguas residuais, onde o produto
final € o biogas: uma mistura de metano (55-75%Pe (25-45%), os quais podem ser utilizados para
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produzir calor, ou gerar eletricidade [Reith et &003)]. O metano pode também ser convertido a
hidrogénio a partir de outros processos quimicos.

A digestdo anaerdbia € levada a cabo por difergmtgss de microrganismos, que obtém energia e
crescem a partir do metabolismo de compostos argéniem ambiente livre de oxigénio. Este
processo pode ser subdividido em 4 fases, de aocwwdo as caracteristicas de cada grupo de
microorganismos: hidrolise (converséo de biopolorénsollveis, em compostos organicos sollveis),
acidificacdo (conversdo de compostos organicosvemiiem acidos gordos volateis e L0
acetogénese (conversdo de acidos volateis em@eeltht e metanizagdo (conversdo de acetatg, CO
e H, em metano) [Reith et al., (2003)].

1.3.2 Fermentacdo anaerobiadark fermentation)

A dark fermentation € um processo que ocorre em condi¢cdes anaerditziaauééncia de oxigénio
como aceitador de electrBes). Assim, quando a lieatéesce na presenca de substratos organicos,
estes sdo degradados por oxidacdo de modo a forr@mTPOostos e energia para 0 seu crescimento.
Esta oxidacdo produz electrdes, sendo necessaua transferéncia, de modo a manter a neutralidade
eléctrica. Em meio aerdbio, o oxigénio é reduzidoproduto é a agua, enquanto que em ambientes
anaerobios, os protbes, funcionando como aceitaddee electrdes, sdo reduzidos a hidrogénio
molecular.

Durante um processo de fermentacdo, utilizando cenfustrato, a glucose, esta € inicialmente
convertida a piruvato por via glicolitica. O pirtogpor sua vez é oxidado a acetil-CoA, o qual é
posteriormente convertido em acetil fosfato resditana producdo de ATP e na producéo de ides
acetato. A oxidacdo do piruvato a acetil-CoA requerducao da ferrodoxina (Fd). Esta ultima, na sua
forma reduzida, é oxidada pela enzima hidrogeraseluzindo Fd (oxidado) e libertando electrbes
gue vao formar hidrogénio molecular. A reaccéo glabrepresentada pelas equacdes 5 e 6 [Das e
Veziroglu, (2008)].

piruvato + CoA+ 2Fd(ox) — acetil - CoA+ 2Fd(red) + CO, (5)

2H" +2Fd(red) - H, + Fd(ox) (6)

Apresenta-se de seguida a via metabdlica da glfdeige 1.1).
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Residuos
fermentesciveis

I Hidrolise

glucose

} Oxidaciio

piruvato

acetilCoa

ferrodoxina

hidrogenase

Fig. 1.1- Esquema da via metabdlica por dark fermentation a partir da glucose.

A fermentacdo anaerobiaark fermentatioh sendo um processo relativamente simples, peranite
producdo de hidrogénio a partir de uma vasta gagnaubistratos, incluindo residuos industriais e
efluentes. Além disso, este processo geralmentereo@ouma taxa de velocidade elevada e ndo
depende da luz solar [Das e Veziroglu, (2008)].

Num processo microbiolégico de produgdo de hidrimgém enzima hidrogenase desempenha um
importante papel. Esta enzima tem sido estudadded&833 e é surpreendentemente complexa,
considerando que promove uma simples reaccao cquimg@presentada pela equacdo 7 [Hallenbeck,
(2005)].

2H" +2e" - H, 7)

Os hidratos de carbono, principalmente a glucode, as fontes de carbono preferenciais para o
processo de fermentacdo, as quais, geralmenterg@moa 4cido acético e butirico juntamente com
hidrogénio. As bactéricas anaerobias facultativadyzem 2 mol de hidrogénio por mole de glucose,
ao passo que as bactérias estritamente anaerdbidiszem 4. Contudo, as facultativas sdo menos
sensiveis ao oxigénio e por vezes sdo capazesatearea producao de hidrogénio apds contacto com
oxigénio [Das e Veziroglu, (2008)].

A maior desvantagem dos sistemas fermentativos @np&racdo aos processos convencionais é o
baixo rendimento. Em geral, a razdo para tal ocogeque o metabolismo anaerdbio evoluiu no
sentido de optimizar o crescimento da biomassajuzindo &cidos organicos, e ndo a producédo de
hidrogénio [Hallenbeck et al., ( 2009)].

Assim, em simultdneo com a producdo de &cidos govdtateis, o processo alark fermentation
também produz alcéois, tais como o etanol e o bijtarndo que a presenca de atomos de hidrogénio
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nestes sub-produtos implica um decréscimo no resrtionda produgdo de hidrogénio molecular
[Nath e Das, (2004)].

A producdo de hidrogénio pafark fermentation € influenciada pela concentracdo de hidrogénio
podendo ocorrer a inibicdo por produto. Assim, anewto da concentracdo de,, Hconduz
normalmente, a um desvio da via metabdlica nodeota producéo de substratos, tais como o etanol,
lactato, acetona, butanol e alanina com consequémiauicdo do volume de hidrogénio produzido
[Nath e Das, (2004)].

1.3.2.1 Parametros de influéncia no processo ddark fermentation

a)

b)

d)

Microrganismos produtores de hidrogénio

As bactérias produtoras de hidrogénio podem sesifilzadas como, estritamente anaerdbias
ou facultativas. Dentro do grupo das estritamensegbbias, existem varios microrganismos
pertencentes a varios géneros, como por exenipastridia - C. butyricum C welchii C
pasteurianumC beijerincki Rumen bacteria Ruminococcus albusNo que diz respeito as
bactérias anaerdbias facultativas, estas séo amtgist a0 oxigénio. Estes microrganismos
apresentam a vantagem de consumirem rapidamemntgénm e desse modo manterem as
condi¢cdes anaerdbias. Ao contrario, as bactériasaesente anaerdbias, sdo muito sensiveis
ao oxigénio e muitas vezes ndo sobrevivem em aneisiede baixas concentracbes de
oxigénio. As espécies facultativas mais utilizadas aEnterobacter E. coli e Citrobacter
[Reith et al., (2003)].

As bactérias produtoras de hidrogénio podem tambémcaracterizadas em funcdo da
temperatura de operacdo: bactérias mesofilicasa(2®°C), termofilicas (40 a 65°C) e
hipertermofilicas (> 80°C) [Drapcho, ( 2008)].

Neste estudo, a estirpe da bactéria utiliz&daerogenesertence ao grupo das mesofilicas.

Temperatura do processo

A temperatura é um dos factores mais importantggocesso de producao de biohidrogénio,
na medida em que, foi demonstrado em estudos amerigue, dependendo da estirpe,
existem intervalos 6timos de temperatura para aug@o de hidrogénio por fermentacao
anerobia [Wang e Wan, (2008)].

Tipo de reactor

A producao de hidrogénio paiark fermentatiorpode ser realizada utilizando reactores em
regime continuo ou em regime descontinoat¢. Um elevado nimero de estudosdadek
fermentation foram levados a cabo em regime descontirbatcf), pois as condi¢des
operacionais neste tipo de regime sdo simples.u@ontas operacdes a escala industrial
requerem processos em regime continuo por raz@iegs de engenharia [Wang e Wan,
(2008)].

pH

O pH é um parametro muito importante na producdo harogénio por processos
microbiologicos, nha medida em que pode afectar tevid@de das enzimas hidrogenases,
conduzindo assim a uma altera¢éo na via metab&idos autores demonstraram que numa
gama apropriada, o aumento de pH, nomeadamente @&itr pode conduzir ao aumento da
producao de hidrogénio por fermentacdo anaerébanfi’@ Wan, (2008)].

Efeito da presenca de ibes azoto

A presenca de azoto no meio de fermentagéo é iemgertpois foi demonstrado em estudos
anteriores que o aumento da sua concentracdo danguzm aumento do crescimento da
biomassa e por conseguinte a um aumento da prodigcBmrogénio. A fonte de azoto mais
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utilizada por varios autores foi a amonia, send®mpste estudo, a fonte de azoto utilizada foi
a triptona e o extracto de levedura, que além dboafornecem também aminoacidos,
vitaminas e carbono [Wang e Wan, (2008)].

1.3.2.2 Sistema hibrido

Como referido anteriormente, alguns dos subprodiagsroducao de tpordark fermentatiorsdo os

acidos gordos volateis (AGV), os quais sdo nefaptya 0 meio ambiente. Assim, com vista ao
tratamento do meio resultante da fermentacéo, v&idgros processos podem ser utilizados em
seguimento (formando um sistema hibrido), com alyg@o de outros gases com valor energético,
como o biogas ou até mesmo o hidrogénio. De segipidessentam-se trés possiveis sistemas hibridos

a) Dark fementatiorseguido do processo de fotofermentacéo

Neste tipo de sistema, os acidos organicos de ha#so molecular, sao depois convertidos em
hidrogénio por bactérias fotofermentativas numauseg fase, utilizando um foto-bioreactor. A
reaccao global do processo pode ser representadésitias equacgdes 8 e 9.

Fase 1Dark fermentation

C,H,,0, + 2H,0 - 2CH,COOH + 2CO, +4H, (8)

Fase 2. Fotofermentacgéao

2CH ,COOH + 4H ,0 - 4CO, +8H, (9)

Portanto, teoricamente, € evidente que utilizand@l@cose como Unico substrato rmark
fermentation onde o acido acético € um subproduto predomingade se esperar um total de 12
moles de hidrogénio por mole de glucose [Das erdgli, (2008)].

Num estudo, foi produzido com sucesso, hidrogétilizando efluentes de lagares de azeite a partir
de um sistema hibrido de duas fases, onde o rentlinteiplicou quando comparado com a
fotofermentacg&o sozinha [Hallenbeck et al., (2009)]

b) Dark fermentatiorseguido do processo de digestdo anaerébia

Outro processo alternativo de metabolizar os acgmslos volateis resultantes do producéo de
hidrogénio podark fermentatioré por digestdo anaerdbia. Neste tipo de processacidos gordos
produzidos durante dark fermentatiomuma primeira fase sédo convertidos huma segursia &mn
metano (CH) por bactérias acidogénicas durante a fase denimat@io [Hallenbeck, (2009)]. Deste
modo, produz-se dois tipos de combustiveis (hidragé metano) e simultaneamente procede-se ao
tratamento de subprodutos nefastos ao ambiente éamaso dos acidos gordos volateis.

c) Dark fermentatiorseguido do processo de electrohidrogénese

Nos ultimos anos, tem vindo a ser desenvolvido unegsso denominado por electrohidrogénese, o
qual permite a conversao de acidos organicos emodédio molecular, através de um aparelho
denominado por célula electrdlitica microbiol6g{B4EC). Lalaurette e colaboradores realizaram um
estudo utilizando os processosddek fermentatiore de electrohidrégenese em sequéncia, onde numa
primeira fase produziram hidrogénio a partir de émat lenhocelul6sica, e numa segunda fase
produziram hidrogénio a partir dos acidos gordotitess produzidos durante a primeira fase
[Lalaurette et al., (2009)].

Numa MEC as bactérias exoelectrogénicas oxidamtarimaorganica libertando assim, electrbes no
circuito em direccdo ao anodo e protbes para o higindo. Assim, juntamente a diferenca de
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potencial produzida através das bactérias (0,3Vip@ssario fornecer energia externa (0,2V), de
maneira a ultrapassar a barreira endotérmica aeafifio de hidrogénio (0,414V utilizando acetato)
[Selembo et al., (2009)].

1.3.2.3 Tipos de substrato

Um elevado numero de substratos tém sido utilizgoms a producdo de hidrogénio por via
microbioldgica, tais como amido, fructose, galagt@gucose, xilose, glicerol, sacarose e lactodeg e

0S quais, os mais utilizados tém sido a glucosmreae e o amido [Wang e Wan, (2008)]. Contudo,
nos ultimos anos tem vindo a realizar-se estudmetir de residuos organicos como substratos para a
producao de hidrogénio, com vista a tornar a agficadeste processo economicamente mais viavel,
entre os quais:

* Residuos provenientes do sector alimentar e pre@ubase de amido
* Materiais lenhocelul6sicos

* Residuos provenientes da industria de lacticinios

* Residuos provenientes do 6leo de palma

* Residuos provenientes da produgéo de biodiesel

Na Tabela 1.2 apresenta-se os rendimentos obtidoslggk fermentationa partir de diferentes
organismos e substratos.

Tabela 1.2- Rendimentos da producéo deliidos pordark fermentationa partir de diferentes
microrganismos e substratos [Kapdan e Kargi, (3006)

Organismo Fonte de carbono Rendimentp
KlebsielleoxytocaiP1 Glucose 1 mol/mol
Enterobacter cloacadT-BT Glucose 2,2 mol/mol
4,73x10°
Escherichia coli Glucose mol/mol
5,87x10°
Hafnia alvei Glucose mol/mol
Lodo Glucose 2,1 mol/mol
Cultura mista Glucose 0,9 mol/mol
Cultura mista Sacarose 300 mL/g
Klebsielle oxytocaiP1 Sacarose 1,5 mol/mol
Clostridia pasteurium Sacarose 4,8 mol/mol
Enterobacter cloacadT-BT Sacarose 6 mol/mol
Cultura mista Sacarose 1,8 mol/mol
Thermoanaerobacterium Celulose 102 mL/g
Celulose
Clostriudium sp microcristalina 2,18 mmol/g
Enterobacter aerogenes | Amido (20g glucose/L) 1,09 mol/mol
Thermoanaerobacterium Amido 92 mL/g
Clostridia. pasteurium Amido 106 mL/g
Cultura mista Amido (batata) 0,59 mol/mo
Cultura mista Sumo de beterraba 1,7 mol/mal

Nakashimada e colaboradores (2002), realizarand@stsobre producdo de hidrogénio a partir de
varios substratos utilizando &nterobacter aerogenediU-101. Os resultados experimentais
mostraram que o valor maximo para o rendimentolftido para o glicerol (Tabela 1.3).
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Tabela 1.3- Comparacédo entre a producdo de H, e outros compostos utilizando diferentes
fontes de carbono, por E. aerogenes HU-101 [Nakashimada et al. (2002)]

Rendimento
(mmol/g substrato)
Substrato H CO, Etanol Acetato | Butanodiol Acetona Lactato
Gluconato 1,44 4,85 0,86 2,69 1,59 0,11 1,35
Glucose 1,97 8,25 2,59 0,81 2,66 0,1 1,99
Frutose 2,17 8,02 2,73 1,32 2,46 0,15 1,53
Galactose 19 7,87 2,65 1,02 2,61 0,12 1,28
Sorbitol 4,96 8,29 5,8 0,74 1,27 0,03 1,08
Manitol 5,2 7,68 5,3 0,37 1,43 0,07 2,15
Glicerol 6,69 7,59 7,05 0,17 0,15 0 1,95

1.3.2.4 Producéao de biohidrogénio a partir de residuos coendo glicerol

O glicerol é produzido em grande quantidade duramieoducéo de biodiesel. Sendo que por cada 45
quilos de biodiesel produzidos por transesterificagde 0leos vegetais ou gorduras animais, S&o
produzidos 4,5 quilos de glicerol. Actualmentegagicerol produzido tem como principal aplicacdo a
indUstria da cosmética, mas no entanto, este i@didito possui um valor comercial muito baixo,
essencialmente devido as impurezas que contémmAssie glicerol tem que ser purificado, o que
constitui um processo economicamente pouco rentgekl que uma das alternativas para a utilizacédo
deste glicerol de baixa qualidade é a sua utilzag@mo substrato para fermentacdo, como seja a
producdo de hidrogénio por via biologica. Além djsa producdo de 1,3-propanediol a partir dos
residuos contendo glicerol captou a atencdo dossfipadores uma vez que pode ser aplicado
enquanto ingrediente base de poliesters [Chonig @0£9)].

Ito e colaboradores (2005), levaram a cabo um estadre produgéo de hidrogénio e etanol,daok
fermentation a partir de residuos da producdo de biodiesdizarido a estirpe da bactéria
Enterobacter aerogenddU-101. Os resultados experimentais mostraramaga@icdo de extracto de
levedura e triptona (fontes de vitaminas e amirtw@)i foi necesséaria para aumentar a producdo de
hidrogénio, tendo o rendimento maximo obtido f@ ol H/ mol glicerol para uma concentragao
incial de 1.7 g/l de glicerol sob as condicdes.

Também Seifert e colaboradores (2009), desenvalvera estudo sobre producédo de biohidrogénio
por digestdo anaerdbia a partir de glicerol putitizando lamas activadas. Os resultados mostraram
que o o rendimento foi 0.4 mobthol glicerol para uma concentracao de 10 g/L dlice

1.3.2.5 Producéao de biohidrogénio a partir de residuos coendo glucose e xilose

A biomassa contém uma grande quantidade de matedhilosicos, tais como, celulose, hemicelulose
e lignina. Sendo que a fermentagédo directa da rmgiéma celuldsica é ineficiente porque a celulose
e a hemicelulose ndo sao facilmente assimilavers pa maioria das bactérias produtoras de
hidrogénio. Neste contexto, a melhor via passagaiizar um processo de producdo de duas fases, na
qual, numa primeira fase, o0s materiais celulosg@s sujeitos a um processo de hidrélise fisico-
guimica ou bidlogica, seguida da producdo de héhmgpor fermentagdo anaerdbia. Os principais
produtos da hidrolise da celulose e hemicelulosepsiiicipalmente, hexose (i.e. glucose) e pentose
(i.e. xilose), respectivamente [Lo et al., (2008)].
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Ren e colaboradores levaram a cabo estudos de gdimdde hidrogénio por uma estirpe
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticwe6, isolada de uma lama activada, utilizando como
substrato, glucose e xilose presentes em solugitésicas em separado e em mistura e presentes em
hidrolisados provenientes da colheita de milho.

Os autores verificaram que para concentracfessigimiglucose e xilose presentes em solucbes
sintéticas e no hidrolisado, o rendimento por neobkdbstrato maximo obtido foi de 2,4 e 2,3 mgl H
respectivamente. Indicando que o desempenho darizactdo sofreu inibicdo na presenca do
hidrolisado comparativamente a solugéo sintétiem|[& al., (2008)].

Também Kadar (2005), desenvolveu um estudo sopredacao de hidrogénio pdark fermentation

por varias estirpes termdfilicas, utilizando conubsdrato, glucose e xilose em solugdes sintéticas e
presentes em hidrolisados de residuos da pastapi. @0s resultados mostraram que utilizando o
hidrolisado, o rendimento foi 54% do limite maxirtedrico, e que este foi 84% do rendimento
utilizando o meio sintético, sugerindo que o desarhp da bactéria foi alterado na presenca do
hidrolisado

1.4 Purificacédo do hidrogénio produzido

A fase gasosa produzida pdark fermentationgeralmente ndo é adequada para o uso directo em
outros processos, dado que a sua concentracaodengédmio ndo é suficientemente elevada para as
aplicacdes (por exemplo nas células de combustigetho também a presenca de outros gases
produzidos (C@ podem interferir nas aplicacdes. Deste modo, paragdo do hidrogénio néo é
apenas importante para o transporte, armazenangentdizacdo, como também visa a produgéo
sustentavel de biohidrogénio [Bélafi-Bakd et &Q06)].

Existem varios processos de purificagdo do gasugidd bioldgicamente: absorcédo de Lffravés de
scrubbersutilizando uma solugdo de KOH 50% (m/v); remogé&ddda partir de uma solucéo alcalina
de pyrogallol, remog&o de humidade por um secador ou uma unidadeondensacgdo [Das e
Veziroglu, (2008)].

1.5 Biorefinaria

O conceito de biorefinaria é uma instalacdo ondeesdiza a conversdo de biomassa (produtos
provenientes da agricultura e residuos industtiasésticos), através de processos fisico-quimicos e
biolégicos, produzindo biocombustiveis, energianiateriais, polimeros e compostos quimicos. Este
conceito pode ser comparado a uma refinaria délpetna qual este € processado dando origem a
combustiveis, plasticos e petroquimicos. Os pradutcuperados numa biorefinaria abrangem uma
vasta gama, desde ingredientes bésicos alimenttgespompostos farmacéuticos, e de materiais de
construcdo até polimeros. Os biocombustiveis t@isoco etanol, hidrogénio e diesel, assim como
compostos bioquimicos tais como o glicerol, aciétdco, acido latico, isopropanol ou vitaminas,
podem ser produzidos para a industria da eneriimerdtar e farmacéutica. Além disso, fibras,
adesivos e plasticos biodegradavéis podem seresgs para utilizagdo industrial.

Um dos objectivos propostos para a biorefinariaspaela emissédo nula de gases prejudiciais para o
meio ambiente, através da utilizacdo de residups & calor produzidos na prépria biorefina como
fontes de energia e de matéria prima noutros psoseda biorefinaria. O etanol e o diesel, séo bons
exemplos na medida em que podem ser produzidos ierefibarias, com aproveitamento dos
subprodutos em outros processos. Assim, da proddedetanol por fermentacdo alcodlica, sdo
produzidos cerca de 0,96 kg de g de etanol formado, o qual pode ser alimentaldimreactores
para o crescimento de algas, das quais se podeair e}eos, que podem ser utilizados na produgéo
de biodiesel. Em média 3 kg de £6 consumido por 1 kg de alga [Drapcho et al., $#0RIEm
disso, o hidrogénio produzido por via biolégica,dposer aplicado numa biorefinaria para
hidrogenacao de 6leos para a producéo de biodiessgunda geragéo.
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Actualmente existem um certo nimero de centraiepiém funcionamento e também projectos de
centrais a nivel industrial para entrarem em fumamiento nas proximas décadas [Demirbas, (2009)].
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2. Materiais e métodos
2.1 Materiais

2.1.1 Microrganismo

Neste trabalho, utilizou-se, como bactéria fermerstgara a producédo de hidrogénio, uma estirpe da
Enterobacter aerogeng®TCC 13048Sputun). A sua manutengdo em laboratério foi levada a cab
em tubos de ensaio contendo um meio de repicagido $dclinado, preparado pela dissolugéo, a
quente, de 40 g/L da mistura caso-Agar (Merck) litrmde 4gua bidestilada.

As culturas foram conservadas a 4°C e repicadadquo inicio de cada experiéncia.

2.1.2 Meio de crescimento

Antes de cada ensaio as bactérias foram previamesgeidas num meio liquido cuja composi¢éo se
apresenta na Tabela 2.1, nas condigdes de T=306C gm (pré-indculo).

Tabela 2.1 - Composicao do meio de crescimento da bactéria E. aerogenes.

Reagente§ Concentrac@o

(9/L)

Peptona 20
NacCl 5

2.1.3 Meio de fermentacao

A composi¢do do meio utilizado em cada experiém@apminado por meio de fermentagdo ou meio
base, encontra-se na Tabela 2.3.

Este meio foi também utilizado por outros autopesa a producéo de biohidrogénio por uma estirpe
diferente deE. aerogene® tendo como substrato glicerol contido nos residarovenientes de uma
fabrica de producao de biodiesel em Hiroshima.dttal., (2005)].

2.1.4 Reagentes
Os reagentes utilizados para a determinacdo decewdmtem glicerol, nas amostras de residuos

provenientes de uma fabrica portuguesa de proddeduniodiesel (lberol), encontram-se na Tabela
2.2.

Tabela 2.2 - Reagentes utilizados para a determinacédo de glicerol em residuos da producéo

de biodiesel.
Reagente Co(nn?glr}tl_r)a gao
H,SO, 0,10
NaOH 0,13
NaOH 0,05
NalO, 0,30
HOCH,CH,OH 0,50
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Tabela 2.3 - Composi¢ao do meio de fermentagao.

Reagente Conée/gragéo
K,HPQ, »
KH,PO, 55
(NH2):SO 1
MgS0,.7H,0 0.25
CaCh-2H,0 0,021
Na,M00O,.2H,0 012
Acido Nicotinico 0,002
NaSeQ 0,000172
NiCl, 0,00002
Triptona 0,5-5
Cevedura 055
MnCl,.4H,0 05
H4BO; 01
NaEDTA 05
AIK(SO4)2.H0 0,01
CuCh.H,0 0,001

2.1.5 Equipamento

* Incubadora Orbital modelo New Brunswick Scientfi®. Inc Edison, N.J. U.S.A;;
* Incubadora modelo Lab Line instruments, Inc.;

« Balanca de bancada Mettler modelo PM4600;

¢ Centrifuga de bancada Eppendorf AG modelo 5415D;

« Hotte Captain modelo Cruma;

* Vortex modelo VELP Scientific;

« Espectrofotdmetro de varrimento HITACHI U2000;

e Cromatografo Gasoso VARIAN modelo CP 3800;

e Integrador Shimadzu modelo C-R5A;

e Cromatdgrafo Gasoso HP modelo 5890;

« Balanca analitica de bancada Mettler Toledo moAB204-S;

» Estufa Memmert;

e Centrifuga Beckman modelo J-25I;

« Placa de agitacdo magnética Fisher Biolock Sciemtibdelo 10517,

* Autoclave VITEQUIPA;

« Centrifuga de bancada Thermo Scientific modelo éleganultifuge 3SR

« Bomba Peristaltica Ecoline;
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¢ Medidor de pH WTW, modelo pH 340-A

2.1.6 Montagem experimental

A montagem utilizada, para levar a cabo os estddoproducdo de biohidrogénio por fermentacéo
anaerodbia, foi definida anteriormente [Neves, (2@0®larques et al., (2009)].

Os estudos foram realizados numa incubadora, ciacég orbital de 150 rpm e T=30°C, em que o
conjunto consistiu nunerlenmeyercom ligacdo a uma cabeca de vidro de duas sdidas.destas
saidas teve como funcionalidade recolher amostaaask gasosa rideadspacepara avaliacdo da
sua composi¢cdo em termos de cada um dos gasestpseeg®r cromatografia gasogaoutra saida

foi ligada a um saco de recolha apropriado paracallma de gases com moléculas de baixo peso
molecular (SKC com a referéncia 245-05). Entreidasdo reactor e o saco, foi colocada uma bomba
peristaltica, para remocéo continua da fase gdspsada ao longo do processo (Fig. 2.1).

Fig. 2.1 — Montagem utilizada para a producéo de hidrogénio por via biolégica em regime
descontinuo, numa incubadora a 30°C com agitag&o orbital de 150 rpm.
1. Vaso de reaccao; 2 Ponto de recolha de amostra da fase gasosa; 3. Tubo de gas; 4. Bomba
peristaltica; 5. Saco de recolha da fase gasosa.

A Fig. 2.2 apresenta de forma esquematica a memtaxperimental utilizada para a producédo de
hidrogénio.
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Bomba para remocéo

da %se%asosa ~ Ponto de recolha
produzida Tubo de gas K

Cabeca de vidro de
duas saidas

ecoline

Saco de recolha Vaso de reacgo
Fig. 2.2 — Esquema da montagem experimental

2.2 Métodos

2.2.1 Obtencdo de células deE. aerogenes, utilizadas para a producédo de
hidrogénio

Para a producdo das célulasEleaerogenesem meio liquido, preparou-se 0 meio de cresciment

com a composicao indicada na Tabela 2.1. Estarifem autoclave nas condigdes de T=121°C e
P=1 bar, durante 20 minutos, com o0 objectivo detaeva presenca e desenvolvimento de

microrganismos contaminantes.

A producéo de células d@e aerogenefoi realizada tendo em conta dois objectivos:

1. Determinacdo da curva de crescimento e recta deddele Optica (D.Oys peso seco (p.s.), as
quais foram obtidas por inoculacdo de uma ansadad& de uma rampa de conservagdo em 2
erlenmeyersde 1000 mL, contendo cada um, 500 mL de meio éectnento (Tabela 2.1), em
condicBes de T=30°C e agitacdo orbital de 150 rpm.

Num doserlenmeyersforam recolhidas amostras ao longo do tempo pdmtura da D.O. da
suspensdo celular a um comprimento de onda (c.de.p40 nm e obtencdo da curva de
crescimento da biomassa.

No outro erlenmeyer apds 24 horas de incubacgédo (final da fase exptalethe crescimento),
recolheu-se toda a biomassa para centrifugacdos®iggensao em igual volume de &gua
bidestilada (solucastocR, para determinacéo da recta Dv®peso seco, seccao 3.1.2.

2. Obtencdo do pré-indculo para o processo de ferg@mntdNeste caso, apos cerca de 15 horas,
centrifugou-se a suspensdo celular a 10.000 rpmantki20 minutos a 5°C e ressuspendeu-se a
biomassa em igual volume de agua bidestilada kxd€la, para lavagem das células, e procedeu-
se a nova centrifugacéo.O sobrenadante foi senegmezado, apds cada centrifugacao.

Seguido da lavagem/centrifugacéo, a biomassa $suspensa num determinado volume de agua
bidestilada esterilizada, a fim de obter uma susf@ncelular com uma D.O. apropriada,
correspondente ao peso seco pretendido, apos agacutio meio. Para esse efeito, calculou-se o
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volume de agua a ressuspender as células, o qualéolado com base na recta D¥3.Peso
seco, por forma a inocular um volume constante dal2da suspensdo celular, no meio de
fermentacdo contendo o substrato e com borbulhamdmtazoto gasoso durante cerca de 2
minutos, para obtencdo de condi¢cbes de anaeroldoseoculacdo do meio foi levada a cabo
numahottecom aspiracao e em condicdes de assépsia, oa sdjama.

2.2.2 Producédo de hidrogénio

Os ensaios para a producdo de hidrogénio foranzadak numa incubadora com agitacao orbital de
150 rpm, T=30°C, durante um periodo de 24h de mareiatingir o equilibrio [Neves, (2009) e
Marques et al., (2009)]. Assim:

Numa primeira fase, utlizou-se como substratoggticcontido em residuos da producgéo de biodiesel,
sendo o objectivo, avaliar a resposta do sistemgeenos de razao volumétrica/B0O, (mL/mL) e de
volume de hidrogénio produzido (mL) em funcdo dascentracdes de triptona e extracto de levedura.
Estes ensaios foram planeados de acordo com a aleg@l do Desenho Composto Central, para
intervalos de concentracdo de triptona e extraetdesledura entre 0,5-5,0 g/L, sob as seguintes
condicGes operacionais: agitacdo orbital de 150, rfm30°C, Mot do reactdViase liquida =23,
[biomassa]=0,38 g/L, [glicerol]=27 g/L

Por esta metodologia, construiu-se inicialmentedasenho factorial @, isto é, considerando cada
uma das varaveis referidas, a dois niveis simétried/+1). Além disso, para tornar possivel o
estabelecimento da relagdo polinomial quadraticdegenho factorial foi ainda expandido a dois
niveis extremos (-1,414/+1,414) (Tabela 2.4). Aaggéio do desenho teve por objectivo permitir
avaliar um maior numero de combinac¢des das duddvess, aumentando a hipotese de determinar a
resposta quanto ao ponto 6ptimo para um dado faeste estudo implicou a realizacdo de 11 ensaios,
sendo 4 do desenho factorial, 4 da expanséo diGagpo ponto médio, correspondente ao nivel 0.

Tabela 2.4 - Parametros estudados, niveis e expanséo considerados para a optimizagdo do
processo de producdo de biohidrogénio, pela metodologia DCC

Factor -1,414 -1 | 0| 1| 1,414
Triptona 05| 1,22,8|4,3| 5
Extracto de
levedura 05| 1,22,8{4,3| 5

A segunda fase do trabalho teve como objectivdjaae producdo de hidrogénio, a partir da glucose
e xilose presentes em solugfes sintéticas e centid® hidrolisados de lenhocelulésicos obtidos por
tratamento das lamas da reciclagem de papel, pamgparacdo de resultados. As condicdes
operacionais foram: agitacéo orbital de 150 rprAC3Wiotal do reactdV fase liquida=2,3 € [Piomassa]=0,38
/L, [glucoselneic=>, 10 e 20 g/L, [xilosglwicsl, 2 € 4 g/L, [glucosgoisaa=10 g/L e
[XiIose]hidrolisado:2 g/L

Finalmente realizaram-se ensaios utilizando corbstsato, glicerol contido nos residuos da producéo
de biodiesel e glucose e xilose contidos em sotugiieéticas, variando de 2,3 para 6,4 a razagqy
reactol Vfase liquica€ Variando o volume da fase liquida eH#smdspacemantendo constante a razég.y

do reacto‘vfase liquida
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2.3 Meétodos analiticos

2.3.1 Determinacéo do peso seco da biomassa

A determinagdo do peso seco da biomassa foi rdalifmzendo passar suspensdes celulares, com
diferentes concentracdes de biomassa, por membdanaisrato de celulose (0,45 um de poro e 0,47
mm de diametro, Whatman).

Assim, na fase inicial do procedimento, as memlwdomm colocadas na estufa a 80°C, durante 16
horas, com o objectivo de retirar a humidade apfisecforam pesadas.

Para a determinacéo do peso seco, em termogodsgsedk-suspensao celuarPrepararam-se 8 diluigoes
(1/2, 1/10, 1/15, 1/20, 1/30, 1/35, 1/40, 1/50)aztip de uma solucastock obtida por centrifugagéo

da biomassa produzida em 24 horas (fase esta@psé@guida da sua ressuspensao num igual volume
de agua bidestilada. De cada suspensao celuisaraet-se 10 mL, sob agitacdo forte, e procedeu-se
filtrac@o por vacuo. Este procedimento foi real@zad triplicado.

A biomassa retida na membrana foi depois lavadaac@ual volume de &gua bidestilada, colocando-
se, de seguida, novamente na estufa a 80°C, duténteoras. Apds este tempo, pesaram-se, as
membranas com a biomassa seca de modo a obt&pestieos pesos secos.

Os valores calculados corresponderam a média doados obtidos para cada ponto.

2.3.2 Determinacéo da densidade Optica

A densidade 6ptica (D.O.) de suspensdes celulmidgia a um comprimento de onda (c.d.o.) de 640
nm, num espectrofotometro de varrimeRid ACHI U2000.

2.3.3 Caracterizacao dos residuos utilizados como substa

a) Residuos da producao de biodiesel

A determinacao do conteudo inicial em cinzas, aglieerol e MONG (material organico nao
glicerol), foi realizado de acordo com as normaoeias, NP 1688, NF EN ISO 12937,
AOCS Ea 6-5,1 e NFT 60-368, respectivamente. Deomedoder considerar fidveis os
valores obtidos, utilizou-se para termo de comg@aragna amostra de glicerol puro.

A determinacgdo de glicerol na fase liquida do mwactpds o processo de fermentacéo, foi
levada a cabo por cromatografia gasosa, dada a lgarna de concentracBes de glicerol
esperada nesta fase.

O cromatégrafo gasoso utilizado para esta deteg@m#ni um Varian (modelo CP 3800 GC)
com uma coluna FFAP-CB capilar com 25m x 0,32mm,eomdetector de ionizacdo de
chama e um injectan-column O gés de arrasto foi o hélio.

b) Hidrolisado obtido a partir de residuos da pastpajeel

Os acucares (glucose e xilose) foram doseados nosistema de HPLC Waters LC1 module
1 plus (Millford, LA), equipado com um detector ahéncial em série indice de
refraccao/ultravioleta. Foi utilizada uma coluna iAex HPX-87H (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), operando a 50°C, cos$8, 0,005 M como fase movel, a um caudal de
0,4 mL.
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2.3.4 Leitura do volume de géas produzido

O volume da fase gasosa resultante do processErmerftacdo anaerobia foi determinado utilizando
uma coluna de Mariotte. Para esse efeito, estahels ligacdo entre o saco de recolha e a coluna,
esvaziou-se o conteudo do saco para a coluna. @dcacom a lei de Boyle-Mariotte {P,=P,V ),

foi possivel determinar o volume de gés produzie,deslocamento do liquido corado (NaCl, gotas
de HCI e alaranjado de metilo) no interior da calun

2.3.5 Determinacéo do conteado em KHe CO,

Apbs cada experiéncia, procedeu-se a determinagdantitativa e qualitativa da fase gasosa
produzidanaheadpsacelo reactor e no saco de recolha, num cromatégeafase gasosa (VARIAN,
modelo CP3800), com detector de condutividade t&ma T=150°C . A coluna utilizada foi uma
Porapack S, d@m x 1/8" a T=60°C e o gas arrastador foi o azoto.

2.3.6 Determinacao do contetudo em etanol

A concentracdo de etanol presente na fase liqueaio( fermentado) foi determinada por
cromatografia gasosa, num cromatégrafo gasoso leRéekard (modelo 5890), com detector de
ionizacéo de chama a T=20°C e injeanrcolumna T=150°C

A coluna utilizada foi 4% CW (Carbowax) - 20 M, 1¥simesil Acid 80-120 Carbopack BDA
2 mx1/8 in SP 30000189, a T=110°C. O gas arrastador foiio.hél

Ricardo Correia 19



Producéo de biohidrogénio por fermenta¢do anaeralgartir de residuos fermentesciveis

3. Resultados e Discussao

3.1 Obtencao laboratorial de células. aerogenes

A producao de célulds. aerogenefoi planeada de forma a que a quantidade de bi@anafisionada

ao meio de fermentacéo estivesse em elevado eftadabilidade, ou seja, que a recolha da biomassa
fosse efectuada durante a fase exponencial deirosgo, na qual, corresponde a sua fase de maior
viabilidade, isto €, quando os mecanismos de toatesmlas células estdo funcionais, o que resulta
numa melhor troca de nutrientes e da fonte de narbpconsequentemente num melhor desempenho

metabolico da biomassa.

3.1.1 Crescimento da biomassa

Tal como descrito em 2.2.1, o crescimento da bisenésve como objectivo quer a determinagéo da
curva de crescimento e da recta de calibracdo & @eso seco, quer a obtencao de um pré-inéculo
para a recolha da biomassa na fase exponenciatsigiroento, e inoculacdo do meio de fermentacéo.
Na Fig. 3.1, apresenta-se a curva de crescimea® aklulas deE. aerogenes obtida

experimentalmente.
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Fig. 3.1 — Curva de crescimento de células de E. aerogenes, em meio liquido de crescimento (20 g/L
peptona e 5 g/L NaCl) a 30°C com agitacéo orbital de 150rpm.

Observando a figura 4, verifica-se claramente atémxcia de trés fases: fase de laténcia (0-2h, fas
exponencial (2-16h) e fase estacionéaria (17h)cboi base neste perfil que, em todos as experiéncias
se recolheu a biomassa do pré-indculo antes das &Blprocedeu a preparacdo do inéculo conforme
descrito em 2.2.1.

3.1.2 Recta de calibracao, densidade 6ptica (D.O.) vs meseco (p.s.)

A determinacdo da recta de calibracdo Dv®p.s. foi fundamental para o calculo do volume de
suspensédo de biomassa antes do inicio do processo .
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Assim, com base nos valores obtidos do p.s. e @ Determinados de acordo com o procedimento
descrito em 2.3.1 e 2.3.2, construiu-se a rectzalileracdo peso sews D.O. (Fig. 3.2). Verificou-se

a existéncia de uma relacdo linear entre os do@n@Eros expressa pela equagae 2,526x +
0,0468, com um coeficiente de correlacét) (fe 0,9928. Esta recta de calibragéo permitiutede®s
calculos, de modo a iniciar cada ensaio de proddedloiohidrogénio com a concentracéo inicial de
biomassa pretendida, 0,38 g/L ap6s adicéo.

14

- y= 25260+ 00468
0o B!=0.9928

0,0 0l 02 0,3 04 05

pesoseco (gfL)

Fig. 3.2 — Recta de calibracdo, densidade 6ptica D.O. vs peso seco (p.s.) de suspensdes de células
de E. aerogenes

3.2 Producéo de biohidrogénio

Todas as experiéncias foram realizadas com inc@olde 2 mL de uma suspensdd=daerogeneso
meio de fermentacdo, contendo os diferentes stdsstiaa estudar: glicerol contido em residuos
industriais provenientes da producéo de biodiegpli®ose e/ou xilose contidos em meio sintético ou
presentes num hidrolisado, obtido por via enzimate partir de lamas da reciclagem de papel
[Marques et al., (2007)].

A inoculacdo do meio foi realizada em simultanem coborbulhamento de azoto gasoso (remocéo do
O,) numahottecom aspiracdo constante e em condi¢gbes de as¢&psiama).

De seguida, apresentam-se os resultados obtid@s opestudo do efeito de varios parametros fisico-
quimicos sobre o rendimento do processo, de acoodo os diferentes substratos ulizados neste
trabalho e com os objectivos pretendidos:

3.2.1 Producédo de biohidrogénio a partir de glicerol cotido em residuos da

producgéo de biodiesel

Nesta fase do trabalho, e em seguimento da optiadzdas condi¢cdes operacionais e fisico-quimicas
realizadas anteriormente [Neves, (2009) e Marquak,&2009)], pretendeu-se avaliar a influénaa d
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diminuicdo da concentracdo dos compostos de maitmr veconémico do meio de fermentacéo
(triptona e extracto de levedura) sobre a efic&da processo em termos do volume de hidrogénio e
da composicao da fase gasosa (razao volumétgi€0b), utilizando como substrato, glicerol contido
em residuos da producgédo de biodiesel.

Este estudo foi levado a cabo com vista a aumentaabilidade econdmica da aplicacdo deste
processo microbidlogico a escala industrial.

3.2.1.1 Caraterizagéo fisico-quimica dos residuos industria provenientes de uma
fabrica de producao de biodiesel

Antes da sua utilizacdo como substrato, os residhhsstriais da producdo de biodiesel foram
caracterizados em termos do seu teor de cinzasa, @fjcerol e MONG (material organico ndo
glicerol), equacéo 10.

MONG = 100 — [%(m)Glicerol + %(m)Agua + %(m) Cinzas]| (10)

m m m

Observando a Tabela 3.1, verifica-se um elevadéeddn em glicerol e um baixo teor em agua e
cinzas, resultando num valor inexistente de MONS&e Eesultado indica que os residuos apresentam
um elevado grau de purificacao.

Tabela 3.1 - Caracterizac¢é@o do residuo industrial contendo glicerol, proveniente da producéo

de biodiesel
Percentagem
% (m/m)
Glicerol Agua Cinzas Mong
86,1 9,8 4,6 0,0

ApOs caracterizacdo dos residuos industriais, pecsee a realizacdo de ensaios, e todos os valores
apresentados ao longo das sec¢des que se seg@eh?(3.3.2.1.4) correspondem a média de pelo
menos cinco experiéncias independentes, com umodpadrdo sempre inferior a 10% dos valores
registados.

3.2.1.2 Optimizacdo das concentracoes de extracto de levedue triptona pela
Metodologia do Desenho Composto Central (DCC)

A optimizagdo de parametros foi levada a cabo aptio a metodologia DCC. Para a aplicacéo desta

metodologia construiu-se inicialmente um desenbtfal 22 considerando a utilizacdo de cada um

dos dois parametros: [triptona] e [extracto dedeva], com valores entre 0,5 e 5 g/L, a 2 niveise(-

+1), seguida da sua expansdo para os pontos esinela os novos limites foram definidos pela
(k=p)

expressao expressée= 2 + em quek € o numero de varidveigpeo nimero de particdes realizada

As respostas consideradas como estudo foram:

a) A razdo volumétrica MCO, (mL/mL) no saco de recolh#jeadspacee tendo em conta o
sistema global;

b) Volume total de hidrogénio produzido.
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De seguida apresentam-se a discussao dos resuttatidss, considerando cada um dos objectivos
mencionados.

a) Analise dos resultados tendo em conta a razaolumétrica H,/CO,

Sendo a composigcdo da fase gasosa produzida, unfacoses importantes a ter em conta para
aplicagcéo deste processo a escala industrial, dzdosstos envolvidos na purificagdo do hidrogénio,
antes da sua utilizacdo posterior, a analise dor vl razdo volumétrica O, foi tida em conta
neste trabalho (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 - Razao volumétrica H,/CO, em fung&o da triptona e extracto de levedura, obtida
pela metodologia do Desenho Composto Central. CondicBes experimentais:[biomassa]=0,38
g/L; [glicerol]inia=27 g/L; T=30°C; Viotal do reactor! Vtase liquida =2,3; agitagdo orbital de 150 rpm;
[triptona]=0,5-5 g/L; [extracto de levedura]=0,5-5 g/L

[Triptonal [Extracto de Razéo volumétrica $CO,
(g/L) levedura] (mL/mL)
(/L)
Saco Headspace| Sistema global

1,2 1,2 54 1,3 35
4,3 1,2 3,3 1,3 2,3
1,2 4,3 2,6 1,0 2,1
4,3 4,3 2,2 1,2 1,9
2,8 2,8 3,4 1,3 2,5
0,5 2,8 2,8 1,3 2,3
5,0 2,8 3,3 1,3 2,6
2,8 0,5 2,6 1,1 1,9
2,8 50 3,1 1,0 2,5

Antes do tratamento de resultados obtidos, com bas@laneamento de experiéncias realizado
(metodologia DCC) e numa primeira abordagem feifalela 3.2, verifica-se que no saco de recolha
0 qual pode ser encarado como o tanque de recalhtas® gasosa a nivel industrial, a razéo
volumétrica H/CO, variou entre 2,2 e 5,4 0 que mostra que o peult@do correspondeu pelo menos
ao dobro do volume de,Helativamente ao volume de @@\lém disso, é de salientar que o valor
mais elevado foi obtido para concentracdes baixgsaes de triptona e extracto de levedura (1,3,9/L
0 que é favoravel do ponto de vista econdmico.

Também com base na Tabela 3.2, verifica-se qualases obtidos para ldeadspaceoram todos
semelhantes e proximos de 1, o que sugere que dalcemposto a bomba (i.e., a velocidade de
remocao da fase gasosa) foi apropriado no sengidedlizir/anular os efeitos de inibigdo por produto

Em todas as experiéncias, o volume de fase gasoslzido foi aproximadamente constante e
préximo de 1200 mL.

De seguida, e de acordo com o tratamento de rdeslfaela metodologia do DCC apresenta-se, na
Tabela 3.3, a relacdo entre os efeitos de cadeosrfadtores em estudo nas trés fases da montagem.
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Tabela 3.3 — Estimativa dos efeitos da concentragdo de triptona e da concentragdo de
extracto de levedura e respectiva interacc¢ao, no saco de recolha, na Headspace e no
sistema global, da fase gasosa sobre o valor da razéo volumétrica H,/CO,

Parametros Estimativ;lié3 rau d(?) A)c)onfian(;a

Triptona -1,3 99,7

Saco de recolha Extracto de levedura -2,0 99,9
Triptona x extracto de levedura 0,8 99,5
Triptona 0,1 52,2

Headspace Extracto de levedura -0,2 77,4
Triptona x extracto de levedura 0,1 52,2
Triptona -0,7 97,4

Sistema global Extracto de levedura -0,9 98,5
Triptona x extracto de levedura 0,5 95,6

Observando a Tabela 3.3, verifica-se que indivuateyeos dois parametros apresentaram influéncia
negativa sobre a razéo volumeétrica®D,, nas trés fases da montagem experimental o gtigcps
diminuicdo da resposta com 0 aumento da concenotrdedtriptona e extracto de levedura, Além
disso, a interaccdo entre a triptona e o extragtededura foi ligeiramente positiva sobre a respos
do processo, sugerindo que a influéncia dos da@npetros se fez sentir de modo semelhante, em
simultaneo sobre a resposta do processo.

No que diz respeito aos valores dos graus de cmafiaom que se pode considerar o significado dos
efeitos estimados, verifica-se para o saco dehaawiconsiderando o sistema global, que os efeitos
interaccOes foram estatisticamente significatieosjuanto que paraHeadspaceo grau de confianca

foi baixo. Esta observacdo pode estar associaddxa boncentracdo de gases e razao volumétrica
observada nbleadspacedevido a remocéo forcada da fase gasosa ao tmpoocesso.

Além da analise dos efeitos, a aplicacdo do méttmlaegressdo mudltipla linear aos resultados
experimentais, permitiu obter os coeficientes daiaedo polinomial quadratica para a razao
volumétrica H/ICO,, os quais, permitiram realizar os calculos paraoastrucdo de gréficos
tridimensionais (ou superficies de resposta teprigara cada fase de montagem. Assim, 0s
coeficientes polinomiais foram obtidos através dgqeagfes 11,12 e 13, para o saco de recolha,
Headspacee sistema global, respectivamente.

Yy = 516~ 049 Crpprona = 041X Cpyrpacro — 002% Crriprona — 005% CZextracto + (11)

0’1 6x CTR IPTONA+EXTRACTO

y = 131~ 012X Crpprona + 008% Cryrpacro + 001% C2rriprona — 003 C 2exrracto + (12)

0’0 1x CTR IPTONA+EXTRACTO

y = 358~ 047% Crpprona = 019% Cryrpacto + 001 C2rriprona — 003% C2exrracto + (13)

0’10 X C:TRIPTONA-\L EXTRACTO
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A analise estatistica do modelo foi efectuada awalo teste F da varidncia e da determinagéo do
coeficiente de regressao multipl3,que permitem avaliar o ajuste do modelo relatamte aos dados
experimentais (ver anexo). No que respeita a wvalrigy esta relaciona a variancia associada ao
modelo com a variancia associada ao erro experahekdsim, observando a Tabela 3.4, verifica-se
que o valor de &uadofoi inferior ao valor tabelado {f.o), para igual nUmero de graus de liberdade e
para um um intervalo de confianca de 95%, o quersugma elevada probabilidade do modelo
encontrado ser adequado para o sistema em estpdsarado valor baixo dos coeficientes de

correlacao obtidos, os quais poderao estar asssceafacto de estar a aplicar esta metodologm a u
processo microbiolégico.

Tabela 3.4- Valores de teste F e coeficiente deleméo

Teste F
Eagf;ali?] Coeficiente
Teste F | P de
intervalo ~
calculado de correlagcdo
confianca )
de 95%)
Sacode | oq 0,37
recolha
Headspace 0,50 19,16 0,74
Sistema 022 033
global

De seguida, apresentam-se as trés superficies sposta obtidas com base no tratamento dos
resultados experimentais pela aplicacdo da metg@dotn Desenho Composto Central, para o saco de
recolha, para Bleadspace para o sistema global (Fig. 3.3, 3.4 e 3.5).
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Fig. 3.3 — Superficie de resposta para a razao volumétrica H,/CO, obtida para o saco de recolha.
Condigdes experimentais:[biomassa]=0,38 g/L; [glicerol]=27 g/L; T=30"C; Vistal do reactor! Viase liquida =2,3;
agitacao orbital de 150 rpm; [triptona]=1,2-4,3; [extracto de levedura]=0,5-5 g/L.

Observando o perfil da superficie de resposta eptado na Fig. 3.3, verifica-se que os valores mai
elevados da razdo volumétrica/€0O, foram obtidos para uma gama de concentracdes shdixa
triptona e de extracto de levedura em simultanews. dutro lado, para concentracfes baixas de
extracto de levedura, observou-se que o aumentcodaentracdo de triptona conduziu a um
decréscimo dos valores de razdo volumétrig€®,. A mesma tendéncia ocorreu na situacao inversa,
(isto é, no aumento da concentracdo de extractevdelura para concentracdes baixas de triptona),
sendo que neste caso a diminuigdo foi ligeiramematis acentuada, sugerindo que a triptona exerceu
maior influéncia positiva sobre a resposta do moce

No que diz respeito ao perfil da superficie de astpdeterminado paraHeadspacdFig. 3.4), ndo

se verificou uma alteracé@o significativa od valaer rdz&o volumétrica AZO, com a variacdo das
concentracdes de triptona e de extracto de levedugerindo que a velocidade de remocéao da fase
gasosa foi apropriada por forma a minimizar a géibipor produto.
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Fig. 3.4 — Superficie de resposta para a razao volumétrica H,/CO, obtida na Headspace. Condicdes
experimentais:[biomassa]=0,38 g/L; [glicerol]=27 g/L; T=30°C; Vistal do reactor/ Viase liquida =2,3; agitacéo
orbital de 150 rpm; [triptona]=1,2-4,3; [extracto de levedura]=1,2-4,3

Por ultimo, considerando o sistema global (sacoedelha maiHeadspack (Fig. 3.5), verifica-se
que o comportamento foi semelhante ao observadogsaco, o que seria de esperar, dado que para a
Headspacedo se verificou alteracao significativa dos vedor
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Fig. 3.5 — Superficie de resposta para a razao volumétrica H,/CO, tendo em conta o sistema global.
Condi¢des experimentais:[biomassa]=0,38 g/L; [glicerol]=27 g/L; T=30°C; Viotal do reactor/ Vtase liquida =2.3;
agitacao orbital de 150 rpm; [triptona]=0,5-5; [extracto de levedura]=0,5-5

b) Analise dos resultados tendo em conta o volunde hidrogénio produzido

Se por um lado, tendo em conta a purificacdo da fEsosa, a composicdo da fase gasosa é
importante para a posterior utilizacdo dg pbr outro, a quantidade absoluta de hidrogéniesanta
uma enorme relevancia devido a seu valor econdpticonidade de volume produzido.

Assim, procedeu-se igualmente ao tratamento ddtades considerando o efeito da variacdo das
concentracdes de triptona e extracto de levedima spvolume de hidrogénio produzido. Neste caso,
considerou-se apenas o sistema global dado qukimedotal da fase gasosa obtido foi constante em
todas as experiéncias, como referido anteriorméhabela 3.5).
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Tabela 3.5- Volume de hidrogénio em fungéo das concentracdes de triptona e extracto de
levedura, para o sistema global, para as condi¢des definidas pela metodologia do DCC.
CondicBes experimentais: [biomassa]=0,38 g/L; [glicerol]incia=27 g/L; T=30°C; Viotal do reactor/ Viase
liquida =2,3; agitacéo orbital de 150 rpm; [triptona]=0,5-5 g/L; [extracto de levedura]=0,5-5 g/L

[Extracto

de Volume de

[Triptona] | levedura] | hidrogénio
(9/L) (9/L) (mL)
1,2 1,2 445
4,3 1,2 551
1,2 4,3 501
4,3 4,3 593
2,8 2,8 520
0,5 2,8 444
5,0 2,8 641
2,8 0,5 487
2,8 5,0 639

Observando a Tabela 3.5 e mais uma vez, numa pairabordagem aos resultados obtidos, verifica-
se que para o sistema global, o maior valor redpspara o volume dejHoi de 641 mL quando se
utilizaram as concentracdes de 5 g/L e 2,8 g/Lriggoha e extracto de levedura, respectivamente.
Além disso, os valores mais elevados de volume d@39 e 641 mL) foram obtidos quando a razéo
entre os dois nutrientes foi de 1,8.

De seguida, e em sequéncia do tratamento de msslde acordo com a metodologia do DCC,
apresenta-se na Tabela 3.6, a relacdo entre desefld cada um dos factores em estudo, para o
sistema global.

Tabela 3.6 - Estimativas dos efeitos e das interac¢gdes entre a triptona e extracto de levedura
sobre o volume de H, para o sistema global, com base na construcéo das tabelas de

contrastes.
Parametro Estimativh Cray de confianga
(%)
[Triptona] 104 745
Sistema [Extracto de levedura] 43 425
global _
[Triptona x extracto de - 03
levedura] ;

Com base na Tabela 3.6, verifica-se claramentegaamentro com mais influéncia na producéo de
volume de hidrogénio foi a variacdo da concentraddidriptona comparativamente ao extracto de
levedura e que a interaccdo entre os factoresftiva, o que sugere que o efeito da concentdegdo
triptona pode ser acentuado para as concentrag@iedmixas de extracto de levedura (ou, o efeito da
concentracao de extracto de levedura foi mais priado as mais baixas concentracdes de triptona).
Contudo, com base no grau de confianca calculadificaese que as estimativas nédo séao
estatisticamente significativas, pelo que deveefi@snsideradas apenas como indicativas.

Além da analise dos efeitos, tal como anteriormeataplicacdo do método da regressao multipla
linear aos resultados experimentais, permitiu obsecoeficientes da equacao polinomial quadratica
para com base neles construir a superficie de sespoidentificar a gama Optima tedrica de valores
das concentracbes de tritptona e extracto de lexeduutilizar para levar a cabo este processo
(equacao 14 ).
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Yy =1105% Crppronat 738X Coyrpacro—12.9% Clrriprona— 89 C2extracto— (14)

2
042x C“TRIPTONAEXTRACTO

Tendo em conta a analise estatistica do modeloe(@&h7), verifica-se que o valor dgyfGiase fOi
inferior ao valor tabelado {f,) para igual nimero de graus de liberdade e pararmarmtervalo de
confianca de 95%, o0 que indica uma elevada prddabld do modelo ser adequado para o
estabelecimento das condi¢Bes Otimas em termosalazntracdes de triptona e de extracto de
levedura.

Tabela 3.7- valores de teste F e coeficiente de correlacéo r?

Teste F
tabelado | Coeficiente
Teste F (para um de
calculado | intervalo de| correlagéo
confianga de r?
95%)
Sistema |4 5g 19,16 0,79
global

De seguida, apresenta-se a superficie de respbttia,ocom base no tratamento dos resultados
experimentais por aplicacdo da metodologia do DE§. (3.6).

Volumede H; {mL)

41

TE——— . /23 [extracto de
oA i TRE—— - levedura] (g/L)
J 3.0 T 05

. 47
[triptona] (g/L) . 5.4

x

Fig. 3.6 — Superficie de resposta para o volume de hidrogénio produzido tendo em conta o sistema
global (saco de recolha e Headspace) em funcdo das concentracdes de triptona e extracto de
levedura. Condicdes experimentais:[biomassa]=0,38 g/L; [glicerol]=27 g/L; T=30°C; Viotal do reactor! Viase
liquida =2,3; agitacao orbital de 150 rpm; [triptona]=1,2-4,3; [extracto de levedura]=1,2-4,3
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Observando a Fig. 3.6, verifica-se que os valorais elevados de volume de hidrogénio produzido,
foram obtidos para a gama superior de concentrad@dsptona e extracto de levedura, o que em
comparacao com o estudo desenvolvido por Ito éoocdaores foi concordante [lto et al. (2005)].

Este comportamento em comparagéo com o observadoap@zao volumeétrica,HCO,, sugere um
compromisso resultante da analise de custos, mmdmonta um balanco entre o beneficio do valor do
hidrogénio produzido e dos custos associados figagéo da fase gasosa

A Fig. 3.7, apresenta um outro tipo de analiseedposta do sistema, desta vez em termos de razéo
volumétrica H/ICO, e do volume de biohidrogénio produzido, tendo ema® sistema global, em
situacdo de igualdade de concentracoes de trigtentracto de levedura.

700 r 40
]
500 ® i 3
3.0
500 u
u & t25
0 H./CO,
Hz ImL] . ® 20
300
F 15
200 L s
100 Los
0 Loo
0,0 2,0 4.0 6,0

[triptona e extracto de levedura] {g/L)

Fig. 3.7 — Razao volumétrica H,/CO, (e) e volume de hidrogénio produzido (m), para concentracdes
iguais de triptona e extracto de levedura. Condi¢des experimentais:[biomassa]=0,38 g/L; [glicerol]=27
9/L; T=30°C; Viotal do reactor/ Viase liquida =2,3; agitacéo orbital de 150 rpm; [triptona]=0,5-5; [extracto de
levedura]=0,5-5

Observando a Fig. 3.7, verifica-se que o aumemuolgineo das concentragBes de triptona e de
extracto de levedura, conduziu a um aumento danwelde hidrogénio produzido e a uma diminui¢ao
da razdo volumétrica MO, o que estd de acordo com o observado anteriormdotee
colaboradores observaram um comportamento seme/hgoanto ao volume de biohidrogénio
produzido para um intervalos de concentragOes sgaatre 0,5-5 g/L de triptona e extracto de
levedura, a partir de glicerol contido em residpas/enientes da producéo de biodiesel, utilizando
uma estirpde. aerogenessolada a partir de lamas activadas.

Estes resultados sugerem que no sentido de tormamoaesso viavel econdémicamente a nivel
industrial, seja necessario encontrar um compramgssre a pureza da fase gasosa obtida e o volume
de biohidrogénio produzido.

O valor maximo para o rendimento foi 2.5 ml/khL meio, para uma concentracdo de 5 g/L de
triptona e 2,8 g/L de extracto de levedura.
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3.2.1.3 Consumo de glicerol

A Tabela 3.8, apresenta o consumo de glicerol,resgmectivas razdes volumétricag 0D, e volume
de hidrogénio produzido, para todas as experiéne#izadas.

Tabela 3.8 - Variagdo do consumo de glicerol para as diferentes concentragdes de triptona e
extracto de levedura. Condi¢cfes experimentais: [biomassa]=0,38 g/L; [glicerol]i,cia=27 g/L;
T=30"C; Viotal do reactor! Viase liquida =2,3; agitacéo orbital de 150 rpm; [triptona]=0,5-5 g/L; [extracto de
levedura]=0,5-5 g/L

[Glicerol] H,/CO, H,

(g/L) (mL/mL) (mL)
[Tritptona] [Ext de levedura] Inicial Consumido Saco de Headspacd Sistema Sistema

(g/L) (g/L) recolha P global global
1,2 1,2 26,7 54 1,3 3,5 445
4,3 1,2 26,7 33 1,3 2,3 551
1,2 4,3 26,7 2,6 1,0 2,1 501
2,8 2,8 255 3,4 1,3 25 520

27

0,5 2,8 25,8 2,8 1,3 2,3 444
5,0 2,8 23,2 3,3 1,3 2,6 641
2,8 0,5 26,2 2,6 1,1 1,9 487
2,8 5,0 24,2 31 1,0 25 639

Com base na Tabela 3.8, verifica-se claramente ngugeral, o consumo de glicerol foi quase
completo, indicando que a dimuicdo das concentsagtie nutrientes ndo conduziu ao efeito de
inibicdo por substrato. Além disso, verifica-se queariagcdo da razdo volumétrica/€0, ndo
dependeu do glicerol consumido e que, por outro,lad valores mais elevados de volume produzido
de hidrogénio (641 e 639 mL) corresponderam aawesimais baixos de glicerol consumido, 23,2 e
24,2, respectivamente.

3.2.2 Producéo de biohidrogénio a partir de glucose e xike

Nesta fase do trabalho, e nas mesmas condi¢cOescap@is, avaliou-se a producéo de biohidrogénio
utilizando como substratos, glucose e xilose pteseem meio sintético e presentes num hidrolisado,
obtido por via enzimética, a partir de lamas déctagem de papel [lamas prensadas (residuo final)
obtidas na unidade de tratamento de efluenteshiadade reciclagem de papel da Renova (Torres
Novas)] [Marques et al. (2007)]. Essa avaliacadeledda a cabo em termos de volume de fase gasosa
e da sua composicdo em (fazdo volumétrica J#CO,).

Este estudo foi levado a cabo tendo em vista arizalfio energética, comercial e ambiental do
residuo industrial da producao de pasta de papel.

Por se tratar de estudos preliminares, optou-seitjizar o meio de fermentacdo com a composicao
do meio definida inicialmente, isto é, contenddI5dg triptona e 5 g/L de extracto de levedura, com
vista a posterior optimizacdo desses parametros.

Quanto aos substratos, utilizaram-se inicialmesukicdes sintéticas com diferentes concentracbes de
glucose e xilose em separado e em mistura e comparos resultados com os obtidos utilizando
um hidrolisado das lamas da reciclagem de papeh (concentragcdes de glucose e xilose de
aproximadamente 10 g/L e 2 g/L, respectivamente).

De seguida, apresentam-se o0s resultados obtidasada uma das situacdes estudadas.
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3.2.2.1 Producdo de biohidrogénio a partir de solucdes siéticas de glucose e

xilose

A Tabela 3.9, apresenta os valores de razéo volioaét,/CO, nas trés fases de montagem e de
volume de biohidrogénio produzido tendo em cordsstma global, a partir de glucose e xilose.

Tabela 3.9 — Producédo de biohidrogénio a partir de glucose e xilose em solu¢fes sintéticas.
Condigdes experimentais: [biomassa]=0,38 g/L; T=30"C; Vieactor/ Viiquiso=2,3; agitacéo orbital
de 150 rpm; [triptona]= 5 g/L; [extracto de levedura]=5 g/L

[Substrato] mlz)ﬁ:?gim (m{?mof) (r;' 0
Saco 1,6
Glucose (5g/L) + Xilose (1g/L) Headspace 0,2 160
S. global 1,4
Saco 1,2
Glucose (10g/L) +Xilose(2g/L) Headspace 0,2 278
S. global 1,1
Saco 0,9
Glucose (20g/L) +Xilose(4g/L) Headspace 0,0 384
S. global 0,8
Saco 1,0
Glucose (10g/L) Headspace 0,0 239
S. global 0,9
Saco 55
Xilose (2g/L) Headspace 0,04 90
S. global 2,8

Observando a Tabela 3.9, verifica-se que relativéengs solucdes contendo uma mistura de glucose e
xilose, 0 aumento na sua concentracao conduziuraerao do volume de biohidrogénio produzido e
no decréscimo da razdo volumétricg@®D,. Observando as solugbes contendo glucose e xlose
separado verifica-se claramente que a glucose zanduum valor mais elevado de volume de
biohidrogénio produzido, embora a xilose tenha oaitth a um valor mais elevado de razéo
volumétrica H/CO,, sugerindo que a utilizacdo de xilose, pode desvimetabolismo da bactéria no
sentido da producéo de hidrogénio e simultdneampragduzindo um baixo teor de G@ que resulta

no aumento da razao volumétricad €D..

Em termos de comparacédo entre o volume de hidroggoduzido a partir das solugdes em mistura e
em separado, para concentragdes iguais de glucokese (10 e 2 g/L, respectivamente), verifica-se
que o valor obtido na mistura (278 mL) foi infereorsoma das solu¢des em separado (328 mL=239
mL + 90 mL), sugerindo efeitos sinérgicos negatisolsre a producéo de hidrogénio na presenca dos
dois substratos em mistura.

3.2.2.2 Producdo de biohidrogénio a partir do hidrolisado poveniente de
residuos da produc¢éo da pasta do papel

Nesta fase, estudou-se a aplicabilidade do proge&asobioldgico apresentado neste trabalho para a
producdo de hidrogénio a partir de um hidrolisadavgniente de residuos da producdo de pasta do

papel.

Ricardo Correia 33



Producéo de biohidrogénio por fermenta¢do anaeralgartir de residuos fermentesciveis

Assim, a Tabela 3.10 apresenta os resultados emosedte razao volumétrica@O, e de volume de
hidrogénio produzido, para comparacdo com os abtidoseccao precedente.

Tabela 3.10 — Comparacao entre a producao de hidrogénio a partir do hidrolisado e de
solucdes sintéticas. Condi¢des experimentais: [biomassa]=0,38 g/L; T=30°C; Viotal do reactor! Viase
liquida =2,3; agita¢éo orbital de 150 rpm; [triptona]= 5 g/L; [extracto de levedura]= 5 g/L

[Substrato] Fase de H,/CO, H,
(Glucose 10g/L + xilose 2g/L) montagem (mL/mL) (mL)
Saco 0,9
Hidrolisado Headspace 0,1 249
S. global 0,8
Saco 1,2
Solugdo sintética Headspace 0,2 278
S. global 1,1

Observando a Tabela 3.10, verifica-se que os \&alquer da razdo volumétrica/8B0, quer do
volume de biohidrogénio produzido a partir do hiidexlo, foram ligeiramente inferiores quando
comparados com o0s valores obtidos a apartir deg&olsintética, sugerindo que a presenca de outros
compostos diversos no hidrolisado além da glucosese pode ter conduzido a uma ligeira alteragcéo
do desempenho da bactéria. Contudo, este decréréinii significativo uma vez que a producao de
249 mL de biohidrogénio a partir do residuo indaktfoi bastante promissor, no sentido da
valorizacdo do residuo proveniente da pasta dd pape

3.2.2.3 Consumo de glucose e xilose
Na Tabela 3.11, apresenta-se o consumo de gluodsse durante a producao de biohidrogénio.
Tabela 3.11 — Consumo de glucose e xilose na solugéo sintética e no hidrolisado. Condi¢des

experimentais: [biomassa]=0,38 g/L; T=30°C; Viotal o reactor/ Vrase liquida =2,3; agitacdo orbital de
150 rpm; [triptonal= 5 g/L; [extracto de levedura]= 5 g/L

[substrato]inicial  [substrato]final H,/CO, H,
(/L) (/L) (mL/mL) (mL)
Glucose| Xilose | Glucose| Xilose Saco de Headspace Sistema Sistema
recolha global global
Solugao 10 2 0 0 1,2 0,2 11 278
sintética
Hidrolisado 10 2 0 0 0,9 0,1 0,8 249

Observando a Tabela 3.11, verifica-se que pardugdsm sintética e no hidrolisado, o consumo de
glucose e xilose foi total, indicando a ausénciaitecdo por substrato.

3.3 Producéo de etanol a partir de glicerol, glucosexlose

Além da bactéri&. aerogenegroduzir hidrogénio, sob as condi¢des utilizadestentrabalho, produz
simultaneamente, etanol na fase liquida, o que&wantagem associada ao processo. Dado que este
composto apresenta valor comercial, uma vez que pedutilizado como combustivel liquido e em
varias aplicactes na industria, a determinacamdteddo em etanol na fase liquida foi importante .
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De seguida, nas Tabela 3.12 e Tabela 3.13, apaesert teor de etanol produzido a partir do glicero
contido em residuos e a partir da glucose e xjpposgentes em solucdes sintéticas e no hidrolisado.

Tabela 3.12 — Contetdo em etanol na fase liquida em funcdo das concentracdes de triptona
e extracto de levedura, a partir do glicerol. Condi¢cbes experimentais: [biomassa]=0,38 g/L;
T=30"C; Viotal do reactor! Viase liquida =2,3; agitacéo orbital de 150 rpm; [triptona]= 0,5-5 g/L; [extracto de
levedura]= 0,5-5 g/L

Glicerol
[Triptona] [Extracto de levedura] [Etanol]

(g/L) (g/v) (g/L)
1,2 1,2 3,1
4,3 1,2 3,8
1,2 4,3 2,3
4,3 4,3 4,3
2,8 2,8 4,6
0,5 2,8 3,1
5 2,8 3,8
2,8 0,5 2,3
2,8 5 4,7

Tabela 3.13 — Conteudo em etanol na fase liquida a partir da glucose e xilose. Condicdes
experimentais: [biomassa]=0,38 g/L; T=30°C; Viotal do reactor/ Vrase liquida =2,3; agitacéo orbital de
150 rpm; [triptonal=5 g/L; [extracto de levedura]=5 g/L

[Etanol]
(g/L)

Glucose (5 g/L) + xilose (1 g/L) 0,09

[Glucose e Xilose]

Glucose (10 g/L) + xilose (2 g/l 1,5

Glucose (20 g/L) + xilose (4 g/l 2,3

Glucose (10 g/L) 0,13

Xilose (2 g/L) 0,04
Hidrolisado 0,9

Observando as tabelas, verfica-se claramente quaaes de concentracao de etanol (2,3-4,7 g/L) na
fase liquida, a partir do glicerol, foram todosevigres aos obtidos utilizando como substrato,agec
e xilose (entre 0,09-2,3 g/L).

Verifica-se também, que as solucbes contendo giueodose em mistura, conduziram a valores mais
elevados de etanol (1,5 g/L), do que as mesmaobtacdes de glucose e xilose em separado (0,13 e
0,04 g/L, respectivamente). Além disso, em termosamparacéo entre o etanol produzido a partir
das solucbes de glucose e xilose em mistura, pa@ntracoes diferentes, verifica-se que o aumento
das concentracdes de glucose e xilose conduziuapeitas a um aumento do etanol produzido como
também ao aumento do g@roduzido na fase gasosa, resultando no decréstamazao volumétrica
H./CO..
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3.3.1 Influéncia dos volumes da fase liquida e gasosa

Nesta fase, estudou-se o efeito da variacdo doneohlaHeadspacee da fase liquida sobre a razdo
volumétrica H/CO, e sobre o volume de hidrogénio produzido, utild@icomo substrato, glicerol
contido nos residuos da producdo de biodiesel eogtue xilose contidos em solugdes sintéticas,
tendo em conta o sistema global.

Por se tratar de um estudo preliminar para eswdandéncia de resposta do sistema, mais uma vez,
utilizou-se o meio com a composigéao inicial (i.€/b de triptona e 5 g/L de extracto de levedura).

De seguida apresenta-se na Tabela 3.14, os resutthtidos.

Tabela 3.14- Efeito da varicdo do volume da Headspace e da fase liquida. Condi¢des
experimentais: [biomassa]=0,38 g/L; [glucose]=10 g/L; [xilose]=2 g/L; T=30°C; Vot do
reactor Viase liquida =2,3-6,4; agitacéo orbital de 150 rpm; [triptona]= 5 g/L; [extracto de
levedura]=5g/L

Sistema global
Glicerol Glucose e Xilose
\Ffazao Volume Volume H,/CO, H, H,/CO, H,
total do Headspace fase liquida (mL/mL) (mL) (mL/mL) (mL)
reactoN fase liquida

2,3 334 257 2 555 1,2 278
2,3 633 486 1,7 1045 - -
6,4 500 91 2 416 1,1 91

Observando a Tabela 3.14, verifica-se que o aunswdovolumes dileadspaces da fase liquida
para o dobro, mantendo constante a razgg & reactdiV fase liquida CONAUZIU @ um aumento para o dobro
do volume de biohidrogénio produzido e a um deam@smao significativo na razdo volumétrica
H,/CO,. Além disso, em termos de rendimento (minil meio de fermentag&o), este manteve-se
inalterado.

No que diz respeito ao aumento da raza@ ¥ reactdV rase liquida Utilizando o glicerol, verificou-se que
conduziu a um decréscimo no volume de hidrogéniodymido, mantendo constante a razao
volumétrica H/CO, e ao aumento do rendimento de 2.1 para 4.5 piinlHmeio de fermentacéo.
Relativamente a glucose e a xilose, 0 aumento Z& Motal do reactdV fase liquida CONAUZiU a resultados
semelhantes aos obtidos para o glicerol, a excefig&dendimento(mL HmL meio liquido) que se
manteve inalterado.
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4. Conclusodes

Aplicando a metodologia do Desenho Composto Centratificou-se que a diminuicdo da
concentracdo de triptona e extracto de levedurmgostos de maior valor econdmico do meio de
fermentag&o) embora tenha conduzido a um aumentazéa volumétrica entre os gases produzidos
durante o processo {£0,) também conduziu a diminuicdo do volume de hidnaméotal o que do
ponto de vista industrial e econdmico sugere emaonim compromisso entre o rendimento
volumétrico do proceesso e o0 custo associado @ssgdpurificacdo da fase gasosa.

Este trabalho permitiu verificar que a bactéiaaerogenessob as condi¢des utilizadas, produziu

hidrogénio a partir da glucose e xilose presentes hidrolisado proveniente do residuo da producéo
da pasta do papel, cumprindo assim um dos objectieste trabalho no ambito da valorizacdo de
residuos industriais.

Comparando a producdo de biohidrogénio a partigla®rol, contido em residuos da producédo de

biodiesel e de glucose e xilose, contidos em hghdbs da producdo da pasta de papel, verificou-se
claramente que o glicerol conduziu a valores miggaeos de rendimento volumétrico do processo

(2,5 mL H/mL meio de fermentacao), do que a glucose e xildseL H/mL meio de fermentacéo).

Por ultimo, foi possivel verificar que o aumentagpa dobro dos volumes ddeadspaces da fase
liquida, mantendo constante a razé&@aMio reactdVrase liquida CONAUZIU a0 aumento para o dobro do
volume de hidrogénio produzido de 555 mL para 1645 Contudo, 0 aumento da raza@wqo
reactof Vfase liquidad€ 2,3 para 6,4 conduziu ao aumento do rendimesitomeétrico de 2,5 para 4,5 mL
H./mL de meio de fermentacéo, o que € mais vantajeadp em conta scale-updo processo para
este processo.

Um ponto a salientar, é o facto de a estirpe badi@wtilizada neste trabalho néo ter alteradouo se

desempenho metabdlico na presenca de outros cayapagtm das fontes de carbono em estudo, o
que é bastante promissor do ponto de vista densabtidade, pois cria a possibilidade de aplicagéo
deste processo ao tratamento de residuos com @mdimultanea de uma fonte de energia “limpa” —

o hidrogénio.

Tendo em conta os resultados obtidos, propde-seguantes estudos no futuro:

* Avaliagéo do efeito do caudal de remogé&o da fasesga ao longo do processo;

» Estudo da producéo de biohidrogénio por fermentagérobia utilizando outras espécies
bacterianas;

e Optimizacdo das concentracdes de glucose e xildeeb@omassa, pela metodologia DCC;

* Avaliacéo do efeito de outros gases de desarejament

¢ Realizacdo de um estudo econémico, tendo em candangtros como ,volume de hidrogénio
e composicao da fase gasosa produzidos (razéo &tloanH/CO,);

« Avaliacdo do efeito do volume dteadspaceno rendimento deste processo microbioldgico;

» Estudar a aplicagéo deste processo em regime gontin
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6. Anexo — Metodologia do Desenho Composto Central

6.1 Consideragbes Gerais

Num planeamento pela metodologia do desenho fattaritermofactor representa uma variavel
essencial na experiéncia, como por exemplo a ctnagéo, o caudal, o pH, o tipo de tratamento,
entre outros. A escolha dos factores a serem daduiuma experiéncia é consequéncia dos objectivos
experimentais e é pré-definida pelo experimentadliém disso, consideram-se também os niveis, 0s
quais sao valores ou estados atribuidos a um detetmfactor.

A escolha dos niveis depende fundamentalmente dbecamento do sistema a optimizar e de
condicionantes experimentais [Mota, D.l.A., (2004)]

Como em muitas situagdes, o experimentador pretexadeninar simultaneamente os efeitos e
interaccBes de muitas variaveis sobre uma varidepéndente, a metodologia do desenho factorial
apresenta a vantagem de permitir a optimizacaoadi®sv parametros de um sistema em estudo,
reduzindo o niumero de ensaios a realizar [MotaAD.(2004)].

Contudo, é necessario ter algum conhecimento prehwicomportamento do sistema para se poder
definir quais as variaveis a considerar e em queisijPassarinho, (2002)].

De seguida a apresentam-se as varias fases erashadaplicacdo desta metodologia.

6.2 Planeamento do desenho factorial

No planeamento do desenho factorial, deve-se segdiguinte procedimento [Mota, D.l.A., (2004)]:
a) Seleccionar as variaveis mais importantes;

b) Definir se as variaveis devem (ou podem) ser tadelsidas no mesmo desenho ou se é
necessario planear mais do que um desenho fagtorial

c) Definir os niveis -1, 0 e +1 para cada uma dasivais, 0s quais devem ser simétricos;

d) Definir os limites de expansdo que serdo diferedggeendendo do nimero de variaveis. Se
esse for baixo implica uma menor extenséd @14 para 2(2)f 1,682 para 2(3)), enquanto
que se este for elevado conduz a intervalos maigados £ 3,363 para 9).

e) As experiéncias definidas pelo desenho factorgasina como as réplicas do ponto médio (no
minimo 3) devem ser efectuadas ao acaso, vistopgueitem o estabelecimento de erros
experimentais associados ao sistema em estudo,[Madta., (2004)].

Um exemplo de planeamento do desenho factorial2&aetores seguido neste trabalho € descrito nas
Tabela 6.1 e Tabela 6.2.
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Tabela 6.1- Planeamento do desenho factorial para dois parametros a dois niveis (-1/+1)

Tabela 6.2— Planeamento do desenho factorial expandido para dois parametros a dois niveis
(1,414/+1,414)

Sequencia Triptona Ext levedura
1
2 + -
3 +
4 + +
Ponto Medio 0 0

Sequencia Triptona Ext levedura
1 -1.414 0
2 1.414 0
3 0 -1.414
4 0 1414
Ponto Medio 0 0

6.3 Analise de Resultados

6.3.1 Estimativa dos efeitos e das interac¢cfes entre faces

De modo a determinar os efeitos e as interaccdes es factores, pode-se construir com base nas
respostas experimentais obtidas, uma tabela deaste#® ou um algoritmo de Yates [Mota, D.L.A,,
(2004)].

De seguida, apresentam-se um exemplo de cada ustasd@belas, tendo em conta o estudo
desenvolvido neste trabalho, no qual se considemifeito de dois factores?}, sobre a resposta do
sistema em termos de razao volumétrigkC, e volume de biohidrogénio produzido.

6.3.1.1 Tabela de contraste

A tabela de contraste (Tabela 6.3) teve como bdsbela 6.1 e Tabela 6.2 (para os niveis -1 eA1).
esta tabela foi associada a coluna que contém losesada resposta (K£O,) obtida para cada
experiéncia e as colunas correspondentes as igbesentre os factores estudados. O sinal da coluna
da interaccéo (AB) foi obtido por multiplicagdo dmsais dos factores envolvidos.
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Tabela 6.3 - Tabela de contraste para o desenho factorial 22, para os factores:
concentracao de triptona (A) e concentracao de extracto de levedura (B). A resposta
considerada foi a razao volumétrica H,/CO-

H,/CO,
Média A B AB Saco de Headspace Sistema

Recolha Global
+ - - + 5.4 1.3 3.5
+ + - - 3.3 1.3 2.3
+ - + - 2.6 1 21
+ + + + 2.2 1.2 1.9
4 2 2 2

O valor do efeito do factor ou da interaccao efantores foi obtido afectando os valores da Ultima
coluna (H/CGQ,) pelos sinais da coluna cujo factor ou interadoéiavaliado e dividindo pelos valores
da dltima linha.

Assim, para a interac¢ado concentracao de tritpfAjaoncentracdo de extracto de levedura (B), para
0 saco de recolhdleadspace sistema global, tem-se, respectivamente:

54+ 22—-33—-26
B = =0,8 (15)
2
1,3+12-13-1
AB = =01 (16)
2
35+19-23-21
AB = - =05 (17)

As estimativas dos efeitos de cada factor em estudas interaccbes entre estes encontram-se na
Tabela 3.6.

6.3.1.2 Algoritmo de Yates

O algoritmo de Yates (Tabela 6.4, Tabela 6.5 e [6ah6) teve como base as Tabela 6.1 e Tabela 6.2,
para os niveis -1 e +1 do desenho factorial.

Tal como na tabela de contraste, também a estéatabeassociou a coluna respeitante a resposta
obtida (H/CQO,) para cada ensaio e mais k colunas (neste ca®), &gjos calculos permitem a
caracterizacéo final dos efeitos principais e désraccdes associando a cada valor o efeito definid
pelo sinal positivo.
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Tabela 6.4 - Aplicacdo do algoritmo de Yates, no desenho factorial 2, na determinacéo
do efeito e da interaccéo dos factores: concentracédo de triptona (A), concentracao de
extracto de levedura (B). A resposta considerada foi a razdo volumétrica H,/CO, no saco de

recolha
mL H,/mL CO, 1 2 Divisor Estimativa Efeito
3.3 5 3 2 13 A
2.6 D 4 2 2.0 B
2.2 0 2 2 0,8 AB

Tabela 6.5-  Aplicacdo do algoritmo de Yates, no desenho factorial 2, na determinacéo
do efeito e da interac¢éo dos factores: concentracéo de triptona (A), concentracao de
extracto de levedura (B). A resposta considerada foi a razao volumétrica H,/CO, na

Headspace
mL H,/mL CO, 1 2 Divisor Estimativa Efeito
1.3 26 4.8 4 1.2 média
13 2.2 0.2 2 0.1 A
1 0 -0.4 2 -0.2 B
1.2 0.2 0.2 2 0,1 AB

Tabela 6.6-  Aplicacdo do algoritmo de Yates, no desenho factorial 2, na determinacéo
do efeito e da interacgéo dos factores: concentracéo de triptona (A), concentracao de
extracto de levedura (B). A resposta considerada foi a razado volumétrica H,/CO, no sistema

global
mL H,/mL CO, 1 2 divisor estimativa efeito
35 58 98 4 25 média
2.3 4.0 1.4 2 -0.7 A
2.1 1.2 -1.9 2 -0.9 B
1.9 02 11 2 0,5 AB

Assim, os primeiros dois valores da coluna 1 oldéra-partir da adi¢céo de pares sucessivos da coluna
resposta mL HmL CO, e os seguintes por subtraccdo (valor de baixder d& cima). A coluna 2
obtém-se utilizando os valores da coluna 1, de napdéogo ao anterior.

O valor correspondente a cada efeito ou interadgéactores obtém-se pela divisdo do valor da
coluna k pelo da coluna divisor (na qual a primeétla contém o valor 2(k) e as restantes o \&ffor

Y) e a identificacdo do tipo de efeito, pela colema que aparece o sinal positivo da matriz inicial
[Mota, D.I.A., (2004)].
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6.3.1.3 Avaliagao da significancia dos efeitos

A avaliacdo da significAncia dos efeitos realizaat@vés da determinacdo do grau de confianca,
seguindo 0s seguintes passos:

a) Calculo da variancia dos efeitos o)

b) Calculo da variancia dos erros e¥s)

¢) Célculo do factor de Fisherf= Ze/eit)

(erros)
d) Determinagéo do nivel de significancia = f(F,GL1,GL;)

e) Determinacao do grau de confianga= 100(1 — a)

6.3.2 Determinacao dos coeficientes da equacéo polinomi 22 ordem

Na equacao 1.4, apresenta-se 0 polindmio que mm@EsiMm desenho factorial expandido de duas
variaveis

Y = by + byx; + byx, + by1x% + byyxs + bypxix, (18)

Em que, Y é a resposta obtida para cada ensaiomdactor estudado. Para a determinacdo dos
coeficientes polinomiais desta equacao, constrdirsg nova matriz fazendo a correspondéncia entre
a resposta obtida e os valores de cada factoogararios ensaios.

Os coeficientes da equacdo sao calculados porseggremdultipla linear. O conhecimento destes
coeficientes permite determinar os valores tedniaoa a resposta, razao volumétrica Gd.).

6.3.3 Anadlise estatistica do modelo

A andlise estatistica do modelo é efectuada atrduéteste F da varidncia e da determinacédo do
coeficiente de correlacdo? rque permitem avaliar o ajuste do modelo relatemiam aos dados
experimentais.

A variavel aleatoria F é dada por:

SQlof/m

F= SQeXp/n (19)

Em queSQior = X (Yrep — ?)Ze SQexp = Z(Y — Yrep)?; Yrep € @ média dos valores experimentais das
réplicas do ponto médi¥; é o valor estimado para cada ensai¥ € o valor experimental; m
(diferenca entre o numero total de experiénciareliftes e o nimero de coeficientes do modelo) e n
(diferenca entre o numero total de experiénciasngiroero total de experiéncias diferentes) sao os
graus de liberdade associados, respectivameftg,ae SQexp-
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Assim, relativamente ao valor de F, se for infeaorvalor tabelado i, (Tabela 6.7), para igual
namero de graus de liberdade e para um determimteivalo de confianca, indica uma elevada
probabilidade do modelo encontrado ser adequadogsistema em estudo.

Quanto ao valor do quadrado do coeficiente de lemde (f), o qual é dado pela equagéo 20, quanto
mais proximo de 1 este estiver, com maior confiangcmodelo podera ser aplicado a situagéo
experimental em estudo.

SQfact
r2 =192 (20)
SQCOT‘T

— 2
Onde,SQ¢aer = Z(Y - Ymed) eSQcorr = 2y — Ymed)z-

Tabela 6.7 - Valores de o, para um intervalo de confianca de 95%.
In.

n; 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 20

1 161,4 199,5 215,7 2246 230,2 234,0 236,8 238,9,524041,9 2459 248,0
2 18,51 19,00 _19,16 19,25 19,30 19,33 19,35 19,37 19,38 19,40 19,4348
3 10,128 9,552 9,277 9,117 9,013 8,941 8,887 8,848128, 8,786 8,703 8,660
4 7,709 6,944 6,591 6,388 6,256 6,163 6,094 6,041995,%,964 5,858 5,803
5 6,608 5,786 5,409 5,192 5,050 4,950 4,876 4,818724,74,735 4,619 4,558
6 5,987 5,143 4,757 4,534 4,387 4,284 4,207 4,1479%4,04,060 3,938 3,874
7 5,591 4,737 4,347 4,120 3,972 3,866 3,787 3,726773,683,637 3,511 3,445
8 5,318 4,459 4,066 3,838 3,687 3,581 3,500 3,438883,3,347 3,218 3,150
9 5,117 4,256 3,863 3,633 3,482 3,374 3,293 3,230793,13,137 3,006 2,936
10 4,965 4,103 3,708 3,478 3,326 3,217 3,135 3,072203,@2,978 2,845 2,774
15 4,543 3,682 3,287 3,056 2,901 2,790 2,707 2,64188,%2,544 2,403 2,328
20 4,351 3,493 3,098 2,866 2,711 2,599 2,514 2,447932,2,348 2,203 2,124

n; = m, corresponde ao numero de graus de liberdadkemominador; n= n, corresponde ao nimero de graus
de liberdade no denominador.

Os valores de F podem ser encontrados em qualguede estatistica ou podem ser obtidos, usandéxael, a
férmula: =INVF(0,05, r, ny).

6.4 Metodologia da superficie de resposta

A representacdo grafica para o modelo de deperad@atinomial encontrado € uma representacao
tridimensional de superficie de resposta, na geawalia a variacdo da resposta do sistema com a
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variacdo de dois dos factores, mantendo as restanimn valor constante, como se encontra
representado nas Fig. 3.3,Fig. 3.4 e Fig. 3.5.

6.5 Resultados experimentais do Desenho Composto Certra

Nesta tese de mestrado, a aplicagdo da metodaloglasenho factorial na determinacéo dos efeitos e
das interac¢Oes entre os varios factores estudiosalizada através da construcdo de uma taleela
contrastes, a qual teve por base os resultadafosbios ensaios experimentais.

De seguida apresentam-se os resultados que caduziconstrugdo das tabelas de contrastes para o
desenho factorial?.

6.5.1 Desenho Factorial &

Pardmetros estudados na optimizacdo da producduddegénio porE. aerogenesom glicerol
contido nos residuos duma fabrica de producaoatkdsiel:

e Concentracao inicial de triptona (g/L)

e Concentracao inicial de extracto de levedura (g/L)

Resposta: Razéo volumétrical 0O,, no saco de recolha, headspace no sistema global.

Tabela 6.8 -  Valores da razdo volumétricad/ G, obtidos sob as condigbes experimentais
estabelecidas para o desenho (-1/+1).
. Ext H,/CO,
Experiéncia Triptona Levedura ?
(9/L) (/)
Saco de recolha Headspace Sistema Global
1 1,2 1,2 5,4 1,3 35
2 43 1,2 3,3 1,3 2,3
3 1,2 43 2,6 1,0 2,1
4 4,3 4,3 2,2 1,2 1,9
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Tabela 6.9 -  Valores da razdo volumétrica/®, obtidas sob as condicdes experimentais
estabelecidas para a expansao (-1,414/+1,414).
. Ext H,/CO,
Experiéncia Tr(lp/tlt_))na Levedura
9 (gL)
Headspace Saco de recolha Sistema Global
#1 05 2,8 2,8 1,3 2,3
#2 5 28 33 13 2,6
#3 2,8 0,5 2,6 11 1,9
#4 2,8 5 3,1 1,0 2,5
Tabela 6.10 - Valores da raz&o volumétricd G, obtidas sob as condicdes experimentais
estabelecidas para o ponto médio
Experiéncia Tr(lg/tlt_))na Levedura
/L
(@'L) Saco de recolha Headspace Sistema Global
1 2,8 2,8 3,4 1,3 2,5
2 2,8 2,8 3,3 1,2 2,3
3 2,8 2,8 3,4 1,3 2,5

Ricardo Correia

47




