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RESUMO

O Brasil € um grande produtor de carne suina. Entretanto, o efluente de suinocultura pode
causar diversos prejuizos ambientais. Portanto, para viabilizar o aproveitamento de dejeto
animal deve-se diminuir a carga poluente desses residuos. A digestdo anaerdbia é uma
tecnologia que permite a estabilizacdo do efluente, além de produzir biogas. Os acidos
graxos volateis (AGVs) sdo compostos organicos originados durante a produgdo de
biogas, e sua concentragao pode prever desequilibrios do processo, pois o acumulo de
AGVs favorece a reducdo do pH, diminuindo o rendimento de metano no biogas. Este
estudo teve como objetivo desenvolver e validar uma metodologia analitica para
determinar a concentracdo de acido acético, acido propidnico, acido isobutirico, acido
butirico, acido isovalérico e acido valérico em amostras de biodigestores do tipo BLC
(biodigestor de lagoa coberta), a fim de relacionar os AGVs a outros parédmetros de
monitoramento da produg¢ao de biogas, e auxiliar na tomada de decisdes para garantir a
eficiéncia destes reatores. O planejamento fatorial completo foi empregado para
otimizagao da metodologia de extragao liquido-liquido dos AGVs, seguido de analise por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo em chama (CG-DIC). Utilizou-se
0s seguintes parametros: solvente extrator (3 niveis), pH (2 niveis) e forga ibnica (2
niveis). Como resultados foram selecionados a acetona como solvente extrator em pH 3 e
a solugao saturada do sal bissulfato de potassio, para efeito de salting out. A metodologia
foi validada, através dos parametros linearidade, homocedasticidade, limite de detecg¢ao
(LD), limite de quantificacdo (LQ), repetibilidade e recuperacdo. Os parametros de
validagdo atenderam aos critérios do Inmetro. No que se refere ao desempenho dos
biodigestores, a produtividade e rendimento de biogas, produtividade e rendimento de
metano, se apresentaram inferiores a literatura. Porém, estes parametros dependem da
composi¢ao do substrato e carga orgéanica volumétrica (COV). Por outro lado, o teor de
metano, razdo de FOS/TAC, concentragao de AGVs, demonstraram-se de acordo com a
literatura.

Palavras-chave: biogas; acidos graxos volateis; biodigestor de lagoa coberta;
cromatografia em fase gasosa; validagdo de método.
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RESUMEN

Brasil es un importante productor de carne de cerdo. Sin embargo, los efluentes porcinos
pueden causar varios tipos de dafios ambientales. Por tanto, para viabilizar el uso de
estiércol animal, se debe reducir la carga contaminante de estos residuos. La digestion
anaerobica es una tecnologia que permite la estabilizacion del efluente, ademas de
producir biogas. Sin embargo, el desarrollo de microorganismos anaerobios y, en
consecuencia, la produccion de biogas, depende del sequimiento de algunos parametros.
Entre estos destacan los acidos grasos volatiles (AGVs), que son compuestos organicos
originados durante la segunda etapa de las reacciones para la produccion de metano. La
concentracion de estos compuestos puede predecir el desequilibrio del proceso, ya que la
acumulacion de AGVs favorece la reduccion del pH, reduciendo el rendimiento de metano
en el biogas. Por lo tanto, en este estudio se determino la concentracion de acidos grasos
volatiles en muestras de biodigestores tipo BLC (biodigestor de laguna cubierta), con el fin
de relacionar los AGV con otros parametros para monitorear la produccion de biogas, y
ayudar en la toma de decisiones. para asequrar la eficiencia de estos reactores. Se utilizé
el diserio factorial completo para optimizar la metodologia de extraccion liquido-liquido de
los AGVs. Se utilizaron los siguientes parametros: solvente extractor (3 niveles), pH (2
niveles) y fuerza ionica (2 niveles). Como resultados, se seleccion6 acetona como
solvente extractor a pH 3 y la solucion saturada de sal de bisulfato de potasio, por efecto
de salinizaciéon. La metodologia fue validada a través de los parametros linealidad,
homocedasticidad, limite de deteccion (LD), limite de cuantificacion (LQ), repetibilidad y
recuperacion. Los parametros de validacion cumplieron con los criterios de Inmetro. Los
AGVs se analizaron mediante cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama
(GC-DIL). Con respecto al desemperio de los biodigestores, la productividad y
rendimiento de biogas, la productividad y rendimiento de metano, fueron inferiores a la
literatura. Sin embargo, estos parametros dependen de la composicion del sustrato y la
carga organica volumétrica (COV). Por otro lado, el contenido de metano, la relacion
FOS/TAC, la concentracion de AGVs, mostraron estar de acuerdo con la literatura.

Palabras clave: biogas; acidos grasos volatiles; biodigestor de laguna cubierta;
cromatografia de gases; validacion del método.
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ABSTRACT

Brazil is a great producer of swine meat. However, swine manure can cause several types
of environmental damage. Therefore, to make the reuse of animal manure viable, the
pollutant load of these residues must be reduced. Anaerobic digestion is a technology that
allows the stabilization of this effluent, in addition to producing biogas. However, the
development of anaerobic microorganisms and, consequently, the production of biogas,
depends on the monitoring of some parameters. Among these, volatile fatty acids (VFAS)
stand out, which are organic compounds originated during the second stage of reactions
for methane production. The concentration of these compounds can predict the imbalance
of the process, since the accumulation of VFAs favors the reduction of the pH, reducing
the yield of methane in the biogas. Therefore, in this study, the concentration of volatile
fatty acids in samples of BLC type biodigesters (covered lagoon biodigester) was
determined, in order to relate the VFAs to other parameters for monitoring the production
of biogas, and to assist in decision-making for ensure the efficiency of these reactors. The
full factorial design was used to optimize the liquid-liquid extraction methodology of the
VFAs. The following parameters were used.: extractor solvent (3 levels), pH (2 levels) and
ionic strength (2 levels). As results, acetone was selected as extractor solvent at pH 3 and
the saturated solution of potassium bisulfate salt, for salting out effect. The methodology
was validated through the parameters linearity, homoscedasticity, limit of detection (LOD),
limit of quantification (LOQ), repeatability and recovery. Validation parameters met Inmetro
criteria. The VFAs were analyzed by gas chromatography with flame ionization detector
(GC-FID). With regard to the performance of biodigesters, productivity and yield of biogas,
productivity and yield of methane, were lower than the literature. However, these
parameters depend on substrate composition and organic load rate (OLR). On the other
hand, the methane content, FOS/TAC ratio, VFA concentration, were shown to be in
agreement with the literature.

Keywords: biogas; volatile fatty acids; covered lagoon digester; gas phase
chromatography; validation method.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o quarto maior produtor de carne suina no mundo. Somente em 2021, o
pais produziu 4.365 mil toneladas deste commodity (USDA, 2022). No mesmo periodo, o
estado do Parana foi o terceiro maior exportador do pais, com participacao de 13,9%
neste cenario (ABPA, 2022). Sendo assim, o manejo de dejeto animal em Sistemas de
Producédo de Animais Confinados (SPACs) é fundamental para evitar danos ambientais.
Pois o efluente gerado na suinocultura contribui na emissao de gases do efeito estufa
(GEE), como metano (CH4), diéxido de carbono (CO2) e 6xido nitroso (N20) e o acumulo
de nutrientes como nitrogénio e fosforo no solo e recursos hidricos (GLIBERT, 2020).

O efluente de suinocultura € a mistura de residuos produzidos no sistema de
criacdo, como excreta de animais, agua de lavagem e outros residuos (LEITE et al.,
2020). O sistema digestivo suino ndo digere completamente materiais crus, como gréos
de soja ou milho. Portanto, a excreta de suinos possui alto teor de nutrientes que estao
presentes nas ragdes destes animais (MORETTI et al., 2021). As caracteristicas fisico-
quimicas do dejeto suino bruto variam conforme fatores como: idade, dieta e estagio da
producdo (crescimento ou terminagdo) (TAPPARO et al., 2020). Desta forma, estima-se
que o suino em fase de terminagéo (fase adulta) produza, por dia, 4,3 kg de efluentes,
com 89% de agua (VARMA et al., 2021). Que por sua vez, costumam apresentar
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) de 54.500 mg L™ e teores de: nitrogénio total de
1.670 mg L™"; fésforo de 415 mg L™'; potassio de 1.070 mg L™; sdlidos totais de 43.559 mg
L"; e sélidos volateis de 32.235 mg L' (MORETTI et al., 2021).

As tecnologias disponiveis para o manejo de dejeto suino atendem a diferentes
propoésitos. Dentre elas, ha a produgdo de biofertilizante, digestdo anaerdbia,
compostagem, etc. No Brasil, a forma mais comum de disposi¢do final dos dejetos
pecuarios € o seu uso como fertilizante (PALHARES, 2021). Entretanto, o volume de
dejeto produzido por criagdes intensivas de suinos excede a capacidade do solo
reaproveitar os nutrientes contidos no biofertilizante (SEGANFREDO et al., 2020).
Portanto, o ponto de partida para viabilizar sistemas agricolas adubados com dejeto
animal reside na diminui¢do da carga poluente desses residuos (SEGANFREDO, 1999).

Neste cenario, o biodigestor € o sistema de maior viabilidade econdémico-
financeira para propriedades produtoras de suinos em ciclo completo de médio (650
matrizes) e grande (1.000 matrizes) portes. Além disso, ha possibilidade de renda extra

da venda de energia elétrica e desta forma, reduzir despesas (AFONSO et al., 2019). O
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biodigestor emprega a digestdo anaerdbia, processo que ocorre na auséncia de oxigénio,
no qual a matéria organica € convertida em biogas e digestato (FAN et al., 2018). Esta
tecnologia € conhecida ha muitos séculos, porém sé foi descrita nos meados do século
XVII (ABBASI et al., 2012).

Normalmente, o biogas bruto € composto de metano (CH.) (35-75%) e dioxido de
carbono (CO;) (25-55%), além de outros componentes em menor quantidade, como
nitrogénio (N), oxigénio (Oz) e hidrogénio (H.) (GAO et al., 2018). Deste modo, a
formagdo do biogas ocorre apdés quatro etapas de degradacdo. E a eficiéncia deste
processo depende da agédo sinérgica de microrganismos envolvidos (CREMONEZ et al.,
2021). Ainda, a literatura aponta que uma das causas de instabilidade em biodigestores é
0 acumulo de compostos inibitérios (acidos graxos volateis, aménia, sulfeto de hidrogénio,
etc) (CRUZ et al.,, 2021). O excesso de acidos graxos volateis (AGV) no processo de
digestdo anaerdbia (DA), por exemplo, ndo apenas pode interromper a metanogénese,
mas também pode perturbar as demais fases da DA (ALAVI-BORAZJANI et al., 2020).
Assim, o rendimento de biogas, especialmente de metano, esta relacionado com a
concentracado de AGV, e estes rendimentos diminuem consideravelmente com o aumento
da concentragao destes acidos (MAURUS et al., 2021). Desta forma, o monitoramento da
digestdo anaerdbia é essencial para obter estabilidade e eficiéncia na producgao de biogas
(SUN et al., 2019).

As metodologias de rotina sdo baseadas em titulacdo, que quantifica a
concentracao total dos AGVs. Porém, cada AGV pode influenciar de forma diferente no
biodigestor. A literatura relata que o acido propidnico tende a inibir com mais facilidade o
processo do que os demais acidos (ALAVI-BORAZJANI et al., 2020). Portanto, a
quantificacdo individual dos AGVs traz informagbes detalhadas do biodigestor, e esta
analise pode ser realizada por técnicas cromatogréaficas (VARGAS-MUNOZ et al., 2021).
Entretanto, ha um grande numero de variaveis que afetam a determinacédo analitica de
AGV por cromatografia. Assim, se faz necessaria a validagdo de metodologias em
analises de AGV (RAPOSO et al., 2015). Bem como, estudos comparativos em amostras
reais de biodigestores sdo escassos (GHIDOTTI et al., 2018). Nesse sentido, este
trabalho buscou validar uma metodologia de analise cromatografica de acidos graxos
volateis em amostras de substrato de dois biodigestores de lagoa coberta (BLC)
alimentados com efluente de suinocultura. Também foram discutidos os dados fisico-

quimicos destes biodigestores.
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1.1 Referencial tedrico

1.1.1  Digestao anaerobia

A digestdo anaerdbia (DA) € um fendbmeno natural, em que microrganismos
degradam a matéria organica na auséncia de oxigénio até produzir um gas denominado
como biogas, que contém metano (CH,4) (O’'CONNOR et al., 2021). Este processo envolve
quatro etapas bioquimicas de degradacdo: hidrélise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (Figura 1). Portanto, a eficiéncia da DA depende da atividade enzimatica e
da cooperagdo metabdlica balanceada entre a comunidade microbiana (PASALARI et al.,
2021).

Figura 1. Etapas das rea¢des bioquimicas envolvidas na digestdo anaerdbia

HIDROLISE ACIDOGENESE ACETOGENESE METANOGENESE
s ACETATO METANO
CARBOIDRATOS ACUCARES MENORES —’ PIRUVATO _’ Fg%}ggg"‘{;g _’ DIOXIDO DE CARBONO
PROTEINAS  —p AMINOACIDOS CARBONO
GORDURAS ACIDOS GRAXOS

ETANOL

— ACIDOS GRAXOS

VOLATEIS

AMONIA
’ REDUGAO DE
COMPOSTOS NITROGENADOS E SULFURADOS

SULFETO DE
HIDROGENIO

Fonte: adaptado de DEUBLEIN; STEINHAUSER (2011).

Na fase da hidrolise, polimeros (carboidratos, proteinas e lipidios) sdo convertidos
em moléculas soluveis (agucares, aminoacidos e 4acidos graxos). Na etapa de
acidogénese, essas moléculas sédo transformadas em acidos graxos volateis (AGVs).
Nesta etapa também sao produzidos compostos nitrogenados e sulfurados (KORRES et
al.,, 2013). Na fase seguinte, os microrganismos acetogénicos consomem os AGVs e
produzem acetato, hidrogénio (H.) e diéxido de carbono (CO,). Por fim, as arqueas
metanogénicas utilizam acetato, didxido de carbono (CO:), ou compostos metilados para
produzir metano (CH.) e didxido de carbono (CO;) (MOESTEDT et al., 2019).

A pressao parcial de hidrogénio interfere na formacdo dos produtos da

acidogénese. Assim, quanto maior a pressao parcial de hidrogénio, menor é a quantidade
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produzida de compostos reduzidos, como o acetato (DEUBLEIN; STEINHEUSER, 2011).
Sendo assim, em um processo equilibrado, os principais produtos sdo acetato, diéxido de
carbono e hidrogénio. Por outro lado, se houver maior pressao parcial de hidrogénio,
ocorre maior formagdo de acidos graxos volateis e etanol. Estes compostos sdo mais
reduzidos do que os produtos convencionais desta fase, e assim, necessitam ser
modificados para serem convertidos em biogas (TABATABAEI; GHANAVATI, 2018).

1.1.2 Microrganismos da digestdo anaerébia (DA)

As comunidades microbianas presentes na DA sao grupos complexos que variam
em sua composicao e sao altamente dependentes entre si (Quadro 1). Essa dependéncia
€ evidente devido a frequéncia de comensalismo e mutualismo. De maneira geral,
compostos organicos sdo degradados com maior eficiéncia em inéculos que contém
diversos microrganismos do que uma cultura pura. Como também, esta diversidade
proporciona maior resisténcia a compostos toxicos da biodigestao, devido a maior chance
destes membros degradar tais compostos (GLAZER; NIKAIDO, 2007).

Quadro 1. Principais microrganismos envolvidos na digestao anaerobia

Fase Dominio Género Caracteristica comum
Butyrivibrio, Clostridium, Bacillus,
Rhodopseudomonas, Streptococcus,
o Peptococcus, Campylobacter, Bactérias produtoras de hidrogénio:
3 Actinomycetes também podem produzir acido acético,
@ Syntrophobacter, Bacteroides, acido butirico ou etanol.
e Bacteria Syntrophomonas, Methylobacterium,
2 Streptosporangium @
g Bactérias fermentadoras de
Q Rhodopseudomonas, Pseudomonas, hidrogénio: podem sintetizar acido
= Mycobacterium, Streptomyces @ acético, acido propiénico ou acido
~e sy
S latico
I . . T . ~
Euk Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Sao capazes de degradar celulose
uKarya i ) i @)
Humicola € hemicelulose

o Firmicutes Filo mais abundante ")
§ Acetobacterium e Sporomusa " Acetogénicas estritas "
«© . Géneros com espécies acetogénicas e
(o) Bacteria . . . ~ - o -
kel Clostridium, Ruminococcus, Eubacterium,  nao-acetogénicas " As acetogénicas
3 Thermoanaerobacter, Treponema " sobrevivem apenas em simbiose com
< bactérias que consomem hidrogénio ©.
[0}
[}
q) .
& Arqueas anaerodbias e produtoras de
2 Archea Euryarchaeota metano estritas. Comp&em 6 ordens e
8 31 géneros
[}
=

Fonte: 1 -KORRES et al., (2013); 2 - LUO et al., (2019); 3 — DEUBLEIN; STEINHAUSER (2011).
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Os géneros bacterianos Syntrophobacter, Smithella, Pelotomaculum e
Syntrophomonas sao os principais envolvidos na degradacédo de acidos graxos volateis
sob condigbes mesofilicas (MATHAI et al., 2020), e o acido propidnico € o mais
desfavorecido termodinamicamente de ser degradado (LI et al., 2017).

As bactérias que degradam AGVs se multiplicam em velocidades diferentes. Por
isso, algo semelhante ocorre em seu metabolismo. O género Pelotomaculum, por
exemplo, possui maior taxa de crescimento, enquanto o Syntfrophobacter apresenta maior
afinidade ao acido propidnico (MATHAI et al., 2020). A sobrecarga organica também pode
inibir a proliferacdo das bactérias envolvidas na degradagao do acido propidnico, butirico,
e também do grupo das metanogénicas acetoclasticas (Methanosaeta). Do mesmo modo,
a sobrecarga também favorece o aumento da populagdo de oxidantes de acetato
(Tepidanaerobacter acetatoxydans) e arqueas metanogénicas hidrogenotroficas
(Methanoculleus) (MATHAI et al., 2020).

O dominio Archea é constituido por microrganismos estritamente anaerobios. As
arqueas metanogénicas pertencem ao filo Euryarchaeota. E classificado conforme o
metabolismo em dois grupos principais, as arqueas acetoclasticas produzem metano a
partir de acetato, enquanto as hidrogenotréficas produzem metano e consomem
hidrogénio e dioxido de carbono (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011).

1.1.3 Biodigestores anaerobios

Ha algumas décadas, o baixo rendimento e a instabilidade do processo limitavam
a digestdo anaerdobia. Porém, com o desenvolvimento desta tecnologia, estas
desvantagens foram atenuadas. Para tanto, utiliza-se sistemas denominados de reatores
de alto rendimento, reatores anaerdbios ou biodigestores. O principal objetivo destes
reatores biolégicos é tratar efluentes com eficiéncia, economia, e secundariamente,
produzir energia (ABBASI et al., 2012). Os biodigestores séo caracterizados pelo regime
de alimentagdo (batelada ou continuo), forma de alimentagdo (ascendente ou laminar),
concentracéo de sdlidos no reator (digestao sélida >20 %, semissolida 10 a 15 % e umida
<10 %) e sistema de agitagao (mistura completa, parcial ou sem mistura) (KUNZ et al.,
2019).

Dentre os modelos de digestores existentes, ha desde sistemas simples, até

reatores sofisticados. O reator anaerobio operado em batelada sequencial (ASBR -
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Anaerobic Sequencing Batch Reactor) € um sistema simples utilizado no tratamento de
efluentes. Trata-se de um cilindro que, ao fim da operagao, tem o seu conteudo drenado e
preenchido novamente até o seu volume inicial. Entretanto, apesar da sua simplicidade,
quando o substrato € inserido no reator, pode ocorrer oxidagao do inéculo e do substrato
(TABATABAEI; GHANAVATI, 2018). Outro modelo de digestor é o reator anaerdbio de
fluxo ascendente com manta de lodo (UASB, Upflow Anaerobic Sludge Blanket). O
substrato € inserido na parte de baixo do digestor, e a parte solida do substrato
permanece no fundo. A degradagédo ocorre, e 0 biogas acumula no topo do digestor.
Entretanto, este sistema depende de limpeza constante, pois ha depdsitos de sélidos no
fundo do digestor (TABATABAEI; GHANAVATI, 2018).

Neste projeto, seréo utilizados biodigestores em escala de bancada, os quais tém
a funcédo de simular a operagao de biodigestores em grande escala. Os reatores seréo
operados de forma semi-continua, ou seja, o substrato alimentara o sistema uma vez por
dia (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011).

1.1.4 Biodigestor de lagoa coberta (BLC)

Este reator em escala real, € um tanque escavado no solo, impermeabilizado e
coberto com material geossintético caracterizado pela baixa permeabilidade a fluidos e
gases, e suficientemente flexivel para acumular biogas (KUNZ et al.,, 2019). Tem sido
utilizado para tratar muitos substratos, mas especialmente dejeto animal (BATSTONE et
al., 2015). Este reator possui algumas vantagens como baixo custo de instalagcéo e
operacgao, o que permite a sua utilizagdo em pequenas propriedades rurais (DONG et al.,
2019a). Porém, apresenta certas desvantagens como a possivel perda de calor e
formacdo de sedimento, além de demandar certo espaco e tempo de operagao
(DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011).

1.1.5 Composicao de biogas

Normalmente, o biogas bruto € composto de metano (CH4) (35-75%) e didxido de
carbono (CO2) (25-55%), além de outros componentes em menor quantidade, como
nitrogénio (N2) (8%), oxigénio (02) (1%) e hidrogénio (H2) (GAO et al., 2018) (Quadro 2).
De todos os componentes, o de maior importancia é o metano, pois ele representa a parte

combustivel do biogas e, portanto, seu teor influencia diretamente o poder calorifico
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inferior (PROBIOGAS, 2010). O biogas é inflamavel quando contém mais de 45% de
metano (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011).

Quadro 2. Principais contaminantes do biogas e suas implicagbes

Contaminante Efeito
Sujeira, espuma,
particulas sélidas

Entupimento de canos, compressores e tanques para armazenamento de biogas

Corrosao nos dutos, compressores, tanques para armazenamento, devido a
Agua reagao com H2S e CO2 e formacéao de acidos. Também pode causar

condensagao/congelamento devido a alta pressao

Corrosao nos dutos, compressores e tanques para armazenamento.

H2S Concentragbes acima de > 5 cm3 m—3 causam combustéo e a ha formagao de
S02 e SO3, que também causam corrosao
CO2 Baixo poder calorifico

Formagéo de SiO2 e microcristais de quartzo devido a combustao.

Siloxanos Corrosao de velas de igni¢do, valvulas, cabecas de cilindro e demais superficies
Hidrocarbonetos Corrosao de componentes, devido as suas combustdes
NH3 Corrosao quando dissolvido em agua
02 Pode gerar produtos explosivos devido ao alto teor de atomos de oxigénio no
biogas
Compostos

Corros&o de componentes como canos, compressores e tanques

halogenados

Fonte: KORRES et al., (2013).

1.1.6  Acidos graxos volateis

Os acidos graxos volateis (AGVs) sdao compostos organicos originados durante a
producdo de metano (AQUINO; CHERNICHARO, 2005) (Quadro 3). A sua estabilidade
indica equilibrio entre as fases da digestao anaerdbia (DONG et al., 2017). Porém, fatores
como mudanga de temperatura, sobrecarga organica, compostos inibidores no substrato
(aménia, antibidticos, etc) podem acarretar o acuimulo de AGVs (GONZALEZ-
FERNANDEZ; GARCIA-ENCINA, 2009; MECHICHI; SAYADI, 2005). Desta forma, o
aumento da concentragcdo desses acidos pode levar a diminuicdo do pH, reducédo de
atividade enzimatica e/ou metanogénese e aumento da produgédo de CO,, prejudicando o
rendimento de produgao de metano (SIEGERT; BANKS, 2005; WANG et al., 2009).

A concentragcao de AGVs varia conforme o tipo de biodigestor e substrato (AL
SEADI et al., 2008). Recentemente, a literatura indica 0 monitoramento da concentragao
de AGVs como “indicadores de alerta precoce”, pois intervencdes podem ser adotadas

antes da inibicdo do processo (LI et al., 2014).
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Quadro 3. Propriedades fisico-quimicas dos acidos graxos volateis

Formula Massa Densidade Solubilidade
AGV molecular molecular (g mL" a 25 °C) em agua N° CAS™
’ (g mol ™) 9 (gL"'a25°C)

Acido acético C2H,0, 60,05 1,049 1000 64-19-7
Acido propiénico C3HeO, 74,08 0,993 1000 79-09-4
Acido isobutirico C4Hs0- 88,11 0,950 167 79-31-2

Acido butirico C4HsO, 88,11 0,964 60 107-92-6
Acido isovalérico CsH100: 102,13 0,925 40,7 @ 503-74-2

Acido valérico CsH100, 102,13 0,939 24 109-52-4

Legenda: 1 - Associacdo Americana de Quimica; 2 - Solubilidade do acido isovalérico a 20 °C.
Fonte: Pubchem, 2023.

Os mesmos autores também indicam que a relagcdo de acido propidnico/acido
acético maior que 1,4 pode indicar falha iminente, visto que o acido propidnico é
termodinamicamente mais desfavoravel para ser consumido (LI et al., 2017). Marchaim &
Krause (1993) também afirmaram que essa relagdo € um indicador satisfatorio para o
inicio da sobrecarga organica. WANG et al., (2009) relataram que as concentragdes ideais
de acido acético, propidnico e butirico sdo de 1600, 300 e 1800 mg mL™,
respectivamente. Os niveis de acidos isobutirico e isovalérico (HILL; HOLMBERG, 1988),
bem como de acido butirico (AHRING et al., 1995) também foram descritos como
possiveis indicadores para monitorar o processo de digestdo anaerodbia.

A proporgcdo de substrato e inéculo também deve ser considerada. Conforme
Gonzalez-Fernandez & Garcia-Encina, (2009), um estudo com dejeto suino, sob a razao
substrato/inéculo de 1:3, a concentragéo de acido acético foi de 2.400 mg L™ e ocorreu o
inicio de inibicdo na producdo do metano. As concentragdes de acido propiénico e butirico
encontradas variaram por volta de 320 a 1.100 mg L' e 100 a 400 mg L™,
respectivamente. Deste modo, alguns autores defendem que o monitoramento de AGVs
ndo deve ser realizado de maneira isolada e sim, considerando outros fatores, como os
niveis de alcalinidade e aménio. Segundo LI et al., (2017), a razdo FOS/TAC (acidez total
e alcalinidade total) se mostrou util, mostrando-se preocupante quando atinge valores

superiores a 0,3.
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1.1.7 Meétodos analiticos para quantificacdo de AGV

1.1.7.1 Titulagdo volumétrica

A maioria dos ensaios de rotina de AGV sao baseados em titulacdo, devido a
simplicidade do método e dos equipamentos, além da possiblidade de mensurar a
alcalinidade no mesmo ensaio (CRUZ et al., 2021). Deste modo, o método de Nordmann
€ a metodologia de titulagdo mais empregada para quantificar acidez volatil e alcalinidade
(FOS/TAC) em amostras de biodigestores (PURSER et al., 2014). Porém, esse ensaio
apresenta limitacbes, pois a formula do calculo é aceitavel em uma faixa de trabalho
limitada. Além disso, a determinacdo de AGV e alcalinidade sao dependentes entre si. De
forma que, a precisao do resultado de alcalinidade diminui, conforme aumenta a
concentracédo de AGV (LIU et al., 2021). Ainda, a amostra possui interferentes, como ions
(bicarbonato, fosfato, amonio, carboxilatos provenientes do AGV, etc) e sdlidos (carbonato
de calcio, fosfato de calcio, etc). Esses compostos reagem com o acido da titulagcéo e
aumentam o gasto do titulante, o que causa um resultado superestimado (SUN et al.,
2016). Outra limitacdo dessa metodologia € que a titulagdo apenas determina a
concentracdo total de AGV, impossibilitando monitorar certos indices importantes
provenientes da caracterizagao individual dos tipos de AGVs. Assim sendo, otimizar a
precisao e exatidado da metodologia e simplificar o preparo de amostra sao dois aspectos
significantes do monitoramento de AGV por titulacdo (SUN et al., 2016).

A metodologia de titulagao foi adaptada diversas vezes na literatura (Quadro 4). O
meétodo de Nordmann relaciona o volume consumido do titulante desde o pH inicial até o
pH 5,0 e o volume utilizado na reagao para atingir o pH 4,4, para quantificar a alcalinidade
total e o total de acidos, respectivamente (SUN et al., 2016). Por outro lado, a
concentracédo de interferentes ionizados € menor na faixa de pH de 4,70 a 4,20. Dessa
forma, MU et al., (2018) realizaram a titulagdo nesse intervalo de pH. De acordo com os
autores, houve interferéncia de ions e sdélidos da amostra. Porém, os autores relataram
que a variacao da concentragao individual dos acidos entre uma amostra e outra afeta o
resultado da titulagdo, pois o método quantifica o total dos AGVs. Do mesmo modo, LIU
et al., (2021) propuseram corrigir as férmulas do calculo desses parametros, o que

permitiu resultados precisos em biodigestores em condi¢des moderadas.
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Quadro 4. Métodos de titulagcdo para a determinacédo de AGVs

Faixa de trabalho A
Reator Escala Substrato (mg HAc L) @ Referéncia
Reator anaerébio  Industrial Lodo de estagao de <400 LIN, et al., 2022
tratamento de esgoto (ETE) ’ "
Reator anaeroébio Industrial Residuos agricolas <31.000 LIU, et al., 2021
Naorelatado  Naorelatado ~ AMOStas de restos de <500 ZAN, et al., 2020
CSTR® Laboratorio Dejeto de frango <30.000 SUN, et al., 2016

Legenda: 1 - Acidez total dada como concentragao de acido acético por litro; 2 - Reator continuo de tanque
agitado, do inglés - continously stirring tank reactor.
Fonte: da autora, 2023.

1.1.7.2 Espectroscopia

A espectroscopia de infravermelho (IR) possui muitas aplicagdes no
monitoramento de biodigestores (CRUZ et al. 2021), especialmente a espectroscopia de
infravermelho préximo (NIR), por apresentar agilidade, sensibilidade e precisdo em suas
analises. Entretanto, a espectrometria necessita do desenvolvimento de modelos de
correlagdo para predizer a composigdo da amostra (WU et al., 2019). Stockl & Licht
(2018) utilizaram regressao parcial de minimos quadrados (PLS) para predizer a
concentracdo do total de AGV e de acido propidnico. AWHANGBO et al., (2020)
otimizaram um método de regressao ao utilizar equagdo de minimos quadrados parciais
ortogonais e sequenciais (SO-PLS). Todavia, a metodologia ainda apresenta
desvantagens como utilizar complexos modelos de calibragdo, equipamento
especializado, manutencao frequente e analise multivariada (WU et al., 2019). Por
consequéncia, a analise de AGV através do uso da espectroscopia também foi adaptada

conforme a literatura (Quadro 5).

Quadro 5. Métodos de espectroscopia para a determinacao de AGVs

Faixa de
Reator Escala Substrato Método trabalho Referéncia
(mg HAc L)
Reator Laboratorio  Residuos vegetais UV-vis™" 250-5.000 ARAMRUEANG,
anaerébio et al., 2022
UASB®@ Laboratério N3o relatado MIR® 19-922 LI, et al., 2022
CSTR® Laboraterio _Deieto animal e NIR® <10.096 AWHANGBO
residuos vegetais et al., (2020)
" . STOCKL &
® (5) -
PFR Laboratério Silagem NIR 200-5.800 LICHTI, (2018)
Residuos animais
) ,
HUASB. e Laboratério  vegetais e restos de Espectrofotometria 10-1.400 CHATTERJEE, et
reator indiano comida al., 2018

Legenda: 1 — Espectroscopia Ultravioleta-visivel; 2 - Upflow anaerobic sludge blanket, reator anaerébio de
manta de lodo; 3 — Mid infrared spectroscopy, espectroscopia de infravermelho médio; 4 - Continous stirring
tank reactor, reator continuo de tanque agitado; 5 — Near infrared spectroscopy, espectroscopia de
infravermelho proximo; 6 — Plug flow reactor, reator de fluxo pistonado; 7 — Hybrid up flow anaerobic sludge
blanket reactor, reator anaerébio de manta de lodo hibrido.

Fonte: da autora, 2023.
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1.1.7.3 Métodos cromatograficos

Deste modo, as metodologias apresentadas anteriormente possuem diferentes
propositos. Bem como, vantagens e limitagdes. As técnicas de titulacdo possuem
facilidade de execucdo, porém, menor precisdo. Por outro lado, as técnicas que
determinam os parametros de acidos graxos e alcalinidade separadamente, apresentam
maior precisdo. Entretanto, essas técnicas sao mais sofisticadas, empregam equipamento
adicional ou protocolos complexos (LIU et al., 2021). Contudo, a determinacao individual
dos AGVs fornece mais informagdes sobre o processo da digestao anaerdbia (VARGAS-
MUNOZ et al., 2021).

Dois tipos de técnicas cromatograficas séo utilizados na determinagdo de acidos
graxos volateis, sendo elas a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A cromatografia em fase gasosa é comumente utilizada para este fim,
devido a sua linearidade e sensibilidade (GHIDOTTI et al., 2018). Esta capacidade se
deve aos detectores empregados, cuja sensibilidade permitem quantificar os analitos em
baixas concentragdes (mg L™). Por outro lado, os métodos existentes em cromatografia
liquida, exigem menos preparo de amostra, e separam os compostos em temperatura
mais baixa, porém, os consumiveis como coluna e pré-coluna empregados nesta técnica
sdo mais caros (FERNANDEZ et al., 2015). O Quadro 6 apresenta um resumo dos

métodos cromatograficos para analise de AGV.



Quadro 6. Métodos cromatograficos utilizados para a determinagéo de AGV
AGV Substrato Reator Extragdo Ajuste de pH Efe|to Solvente Método LD (mg L") Referéncia
salting-out extrator
Efluente de Reator de U - CG-EM/ TINTROP et al.
2) 3) f
Ce biodigestor fermentacao SPME! 2 com H,S0O, N&o utilizou N&o utilizou EM® 23 2022
Lodo de estagéo ,
In-syringe- . . VARGAS-
CoCs? de tratamento de Reator de MSA- 1 cor? HsPO,4 NaCl 0,5 M Eter-butil-terc- CG-DIC® 01-13 MUNOS et al.,
esgoto (ETE) e fermentacéo ) (85% p/p) butilico (MTBE)
: g DLLME 2021
residuo de peixe
Esgoto de Reator de s Eter-butil-terc- GUERETTE et
-C.® ) -EM® -
Ci-Ce hospital batelada LLE 2comHCI1.2N Nao utilizou — p ilico (vTBE)  CCEM 01-10 4. 2021
Residuo de .
~ Reator de Diclorometano = CURTOIS et al.
-C,® (7) _ (8) ,
C,-C, procs):%egl) de batelada LLE 4,5comHCI0,2 N NaCl (DCM) CG-EM Nao relatou 2021
Tri-n-octilamina
CiCep  Lviadode a0 hilizoy LLE? 2,5 com HCI 1 N N30 utilizou (TOA) e CLAE-UV®  Naorelatou o-cUMetal,
aterro sanitario tributilfosfato 2020
(TBP)
@ . . (10) ) S A S © ~ SUN et al.,
C-Cs Dejeto suino CSTR LLE 2 com acido férmico N&o utilizou N&o utilizou CG-DIC Nao relatou 2019
Lodo e permeado
de estagao de BRANMD,e ~ - ~ " RODRIGUES et
.2 , (7) _ (8) —
C,-Cs tratamento de DAC LLE Nao utilizou Nao utilizou Metanol (MeOH) CG-EM 0,03-0,8 al., 2019
esgoto (ETE)
GG Residuos animal R:};rl;e OE["™? 4 a 5 com solugéo de KHSO Dimetil carbonato CG-EM® 03-38 GUIDOTTI et
s e vegetal , ; KHSO, 4 (DMC) ’ ' al., 2018
industrial
Residuo da . .
= - Lagoa U Eter-butil-terc- PRUKSATRAK
_C.@ N (13) - ® —
C»-Cs produgéo de éleo anaerobia SI-LME 2 com HCI Nao utilizou butilico (MTBE) CG-DIC 1,0-3,6 UL et al.,, 2017
de palma
~ = = Tri-n-octilamina
- )
CrCo Solugdes-padrdo 5 iiyg,  LLET € 3,5 ndo relatou o NZo utilizou (TOA) e 1- CLAE-UV®  Niorelatou EDA etal., 2017
de AGV derivatizagao acido decanol

Legenda: 1 - Limite de detecgao; 2 - C4: acido formico; C,: acido acético, Cs: acido propidnico, C.: acido isobutirico e butirico; Cs: acido isovalérico e valérico; Cq: acido
hexanoico; 3 - Solid-phase microextraction; 4 - Cromatografia gasosa com espectrometria de massas em tandem; 5 - Magnetic stirring assisted dispersive liquid-liquid
microextraction; 6 - Cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama; 7 - Liquid-liquid extraction; 8 - Cromatografia gasosa com espectrometria de massas; 9 -
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta; 10 - Continuously stirred tank reactor; 11 - Biorreator anaerébio de membrana dinamica, digestor
anaerobio convencional; 12 - Organic extract injection, adaptacéo da LLE; 13 - Sequential injection-liquid microextraction.
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1.1.7.4 Extragéo liquido-liquido (Liquid-liquid extraction, LLE)

Alguns estudos utilizaram a injecdo direta em cromatdgrafo gasoso de amostras
filtradas de lodo anaerdbio (RAPOSO et al., 2015; GHIDOTTI et al., 2018). Porém, a
injecao direta pode ser prejudicial, pois pode causar o acumulo de espécies inorganicas
no cromatografo (GHIDOTTI et al., 2018). Como também, outros estudos empregaram
injecdo de amostras filtradas e solugdes diluidas em agua ultra pura (GHIDOTTI et al.,
2018; SUN et al., 2019). Porém, solventes com fung¢ao hidroxila como agua ou metanol,
podem danificar a fase estacionaria da coluna cromatografica (Al et al., 2014). Deste
modo, diversos métodos de extracdo foram adaptados na literatura. A extragao liquido-
liquido (Liquid-liquid extraction, LLE) é a separagao seletiva do analito de um liquido,
usando solventes parcialmente misciveis ou imisciveis. Esse meétodo possui alto
rendimento, simplicidade de operacéo, estabilidade térmica e seletividade dos acidos
conforme o extrator (BEGUM et al., 2020).

Os solventes empregados na LLE sao classificados conforme a interagdo com o
analito. Alcoois, cetonas, ésteres tém baixo coeficiente de distribui¢do, pois nédo induzem
forte interagdo (EDA et al., 2017; REYHANITASH et al., 2018). Por outro lado, aminas e
compostos organofosforados formam complexos com os acidos carboxilicos. Dessa
forma, sdo comuns nesse tipo de extragdo (REYHANITASH et al., 2018). O desempenho
do processo de extracdo LLE de AGVs de amostras aquosas ¢ influenciado pelo solvente
utilizado (EDA et al., 2017). Dessa forma, as propriedades importantes sado o baixo ponto
de fusdo (PF), alto ponto de ebulicdo (PE) e densidade na faixa de 0,5-1,3 g mL"™
(BEGUM et al., 2020) (Quadro 7).

Quadro 7. Solventes utilizados na extracdo de AGV e analitos semelhantes

Solvente Ponto de fusdo Ponto de ebuli¢dao Den3|dade° Solub|’||dade €M Referénc
o o (g/mL a 25 agua .
extrator (°C) (°C) C) (g L") a25°C ia
MTBE™ -110 55-55 0.740 51 a, b g
DCM® -97 38,9-40 1.325 13 c
TOA® -34,6 164-168 0.809 5x10° d, h
TBP® -80 289 0.978 0,28 d
MeOH® -97.8 65 0.787 1 e
DMC® 0,5 90,5 1.063 139 f
Acetona -94 56 0.784" 1 *

Legenda: 1 — Eter-butil-terc-butilico; 2 — Diclorometano; 3 — Tri-n-octilamina; 4 — Tributilfosfato; 5 —Metanol;
6 — Dimetilcarbonato; 7 — Densidade a 20 °C, conforme a fonte.
Fonte: Dados fisico-quimicos: PubChem, 2023; a - VARGAS-MUNOS et al., (2021); b - GUERETTE et al.,
(2021); c - CURTOIS et al., (2021); d -BEGUM et al., (2020); e - RODRIGUES et al., (2019); f — GUIDOTTI
et al., (2018); g - PRUKSATRAKUL et al., (2017); h - EDA et al., (2017). * Nao ha registros de estudos que
utilizaram a acetona em LLE de AGVs em lodo anaerébio.
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O MTBE e o DCM possuem baixo ponto de ebulicdo, o que possibilita a formagao
de compostos organicos volateis (VOCs). Ainda, o MTBE acumula carga eletrostastica. O
DCM, TOA, TBP sao agentes carcinogénicos, mutagénicos ou reprotoxicos. E por tais
motivos, sdo classificados como perigosos (PRAT et al., 2016). Solventes volateis podem
particionar na atmosfera. E em altas concentragcbes, podem promover o aumento da
demanda quimica de oxigénio, o que pode ser prejudicial ao meio ambiente. Deste modo,
as normativas relativas a esses solventes determinam que 0s mesmos sejam
substituidos. Por outro lado, a acetona forma VOCs, mas nao é téxica, e é facilmente
biodegradavel (PRAT et al., 2016).

Além disso, utilizar solvente de polaridade fraca tem a vantagem de nao
solubilizar com a agua presente na amostra. Por outro lado, ha menor afinidade com os
analitos mais polares. Deste modo, o dimetilcarbonato é mais polar que os éteres, e
menos toxico que solventes clorados (GHIDOTTI et al., 2018). Os solventes carbonatos
possuem diversas polaridades. Deste modo, o dimetil carbonato demonstra grande
potencial em ser empregado na substituicdo de solventes como metil etil cetona (MEK),
metil isobutil cetona (MIBK), acetato de etila, e acetato de butila, outras cetonas e éteres
glicolicos (PRAT et al., 2016).

Diante do exposto acima, os artigos citados e que trabalharam a extracéo liquido-
liguido de lodo anaerébio de biodigestores para analise cromatografica, utilizaram
solventes perigosos para a saude humana e o meio ambiente, ou agua ultra pura, que por
sua vez, pode danificar a coluna cromatografica (Al et al., 2014). Por outro lado, Okeleye
& Betiku (2019) realizaram um estudo de otimizagdo da extragao por soxhlet do 6leo da
semente da Hildegardia barteri. O 6leo desta planta possui os acidos miristico, linoleico,
palmitico, oleico e andlinolenico, que sdo acidos graxos com estrutura semelhante aos do
presente estudo. E neste estudo, a acetona foi o solvente extrator que apresentou melhor
rendimento, quando comparada ao n-hexano e o acetato de etila. Sendo assim, a acetona
costuma ser utilizada como solvente extrator em estudos de outras matrizes, como
alimentos e 6leos. Porém, devido as suas propriedades fisico-quimicas, acredita-se que
esta possa ser utilizada na extracéo liquido-liquido de acidos graxos volateis presentes

em lodo anaerébio.
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1.2 Justificativa

Compreender todas as etapas da digestdo anaerdbia é essencial para o
aprimoramento da produgédo de biogas e aproveitamento de rejeitos. Contudo, isto ndo é
uma tarefa facil, visto que a produgdo de biogas estd associada a diferentes tipos de
matrizes e biodigestores. Desta forma, o presente projeto ndo visa solucionar todos os
aspectos envolvidos nesta tematica e sim, apresentar uma metodologia analitica para o
monitoramento de biodigestores do tipo BLC através dos niveis de acidos graxos volateis

(AGVs) em conjunto com outras variaveis fisico-quimicas.

1.3 Hipotese

Devido a relagdo do acumulo de acidos graxos volateis com a interrupgdo no
processo de biodigestdo, acredita-se que o monitoramento dos AGVs possa auxiliar no
monitoramento da digestdao anaerdbia, contribuindo para o bom funcionamento dos

biodigestores.
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2, OBJETIVO
21 Objetivo geral

* desenvolver e validar uma metodologia analitica para determinar a concentragao
de acido acético, acido propidnico, acido isobutirico, acido butirico, acido isovalérico e
acido valérico em amostras de biodigestores do tipo BLC (biodigestor de lagoa coberta), a
fim de relacionar os AGVs a outros parametros de monitoramento da producao de biogas,

e auxiliar na tomada de decisdes para garantir a eficiéncia destes reatores.

2.2 Especificos

e otimizar e validar o método de extracdo e analise dos acidos graxos volateis por
extracao liquido-liquido e analise por cromatografia em fase gasosa acoplada ao detector
de ionizagdo em chama (CG-DIC) para analise de amostras de dois biodigestores BLC
operados na mono-digestao de efluente de suinocultura; e

e monitorar e avaliar a eficiéncia de produgéo de biogas, os niveis de acidos graxos

volateis durante a operagao dos biodigestores BLC.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Padroées analiticos, reagentes e materiais

Os padrées analiticos utilizados foram o de acido acético (Sigma-Aldrich, grau de
pureza = 99%), acido propiénico (Sigma-Aldrich, grau de pureza = 99%), acido isobutirico
(Sigma-Aldrich, grau de pureza = 99,5%), acido butirico (Sigma-Aldrich, grau de pureza =
99%), acido isovalérico (Sigma-Aldrich, grau de pureza = 99%), acido valérico (Sigma-
Aldrich, grau de pureza = 99%) e acido octanoico como padrao interno (Sigma-Aldrich,
grau de pureza = 99,5%).

Os solventes utilizados foram acetona (Merck, grau HPLC = 99,8%), agua ultra
pura, acetato de etila (Merck, grau HPLC = 99,8%), etanol (36, grau HPLC = 99,8%),
dimetil carbonato (Sigma-Aldrich, grau HPLC = 99%). Os gases utilizados nas analises
cromatograficas foram: nitrogénio 5.0 (Air liquid, pureza 99,999%), hidrogénio 5.0 (Air
liquid, pureza 99,999%) e ar sintético (Air liquid, pureza 99,999%). Também foram
utilizados os seguintes reagentes e materiais: acido fosférico (Sigma-Aldrich, P.A. 85%),
bissulfato de potassio (Merck, grau de pureza = 99%), cloreto de sédio (Dindmica, P.A.
99%), sulfato de magnésio heptahidratado (Vetec, P.A. 98 - 102%), filtro hidrofilico de
seringa Millex® GN (Merck, membrana de nylon, poro de 0,22 pm) e filtro hidrofébico
Millex® (Merck, membrana PTFE, poro de 0,22 um).

3.2 Biodigestores

Foram estudados dois reatores de modelo BLC, denominados BLC1 (com
recirculacdo) e BLC2 (sem recirculagao), com 70 litros de volume total, e 60 litros de
volume util. Os quais, estavam localizados nas dependéncias do Laboratorio de
Tratamento de Residuos Agroindustriais da Unioeste em Cascavel, Parana. Ambos

reatores operaram em modo semicontinuo e em escala mesofilica (37 £ 1° C).

3.3 Inoculagao

O indculo utilizado na partida dos reatores foi coletado do reator anaerdbio de
producdo de inéculo do Laboratério de Biogas do CIBIOGAS-ER., localizado no Parque
Tecnologico de ltaipu (PTI), em Foz do Iguagu (PR). Este in6culo possui, em média, teor
de solidos totais de 25 a 30 gST L, de solidos volateis de 16 a 20 gSV L' e pH 7,5. O

in6culo foi adaptado ao substrato e aclimatado as condigbes experimentais. Para a
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inoculagdo, foi inserido um volume de substrato com massa de sdélidos volateis
equivalente a 1% da massa de sélidos volateis do in6culo. Desta forma, esta mistura foi
adicionada lentamente no reator até atingir o volume de trabalho, de 60 litros (CIBIOGAS,
2019).

Apds o fechamento do reator, foi injetado gas nitrogénio no fundo da mistura por
um periodo de 15 minutos, para dar condi¢gdes anaerdbias ao reator (NUALSRI et al.,
2016). A seguir, o reator foi operado em batelada, até que a produtividade volumétrica de
biogas alcangou estabilidade. Em seguida, um volume de substrato com 5% dos sdlidos
volateis do in6culo foi adicionado no reator, em mais um ciclo de aclimatagcdo com
duracao de dez dias. Apds este periodo de aclimatagao, foi dada a partida do reator em
modo semi-continuo, com carga organica volumétrica de 0,5 g SV L'd”" (concentragéo de

solidos volateis por litro do reator, por dia).

34 Substrato

Posteriormente a inoculagédo, os reatores BLC foram alimentados com dejetos
suinos. O substrato foi coletado na Unidade de Demonstracdo Granja Colombari na
cidade de Sao Miguel do Iguagu (PR), e transportados para o laboratério do Cibiogas em
Foz do Iguagu (PR) para caracterizagdo. Apds a caracterizagao, foram definidos os
volumes de alimentagdo e as condi¢gdes operacionais do reator, a partir dos parametros
de COV, TRH e concentracdo de solidos. Apds as coletas, as amostras de substrato
foram homogeneizadas e foi realizada a caracterizacdo de acordo com as analises
listadas no Quadro 8 (CIBIOGAS, 2019).

Quadro 8. Parametros de caracterizagao fisico-quimica dos substratos

Parametros Referéncia
pH APHA (2017)
Alcalinidade Total APHA (2017)
Sdlidos totais APHA (2017)
Solidos volateis APHA (2017)
Nitrogénio total Kjeldahl Malavolta et al. (1997)
Nitrogénio Amoniacal APHA (2017)

Fonte: da autora, 2023.
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3.5 Monitoramento dos reatores

O monitoramento dos reatores foi realizado por coleta de amostras liquidas e
gasosas. As amostras foram submetidas as analises fisico-quimicas e cromatograficas,
cujos métodos s&o apresentados no item 3.5.1, conforme adotado por CIBIOGAS, (2019).

O quadro 9 resume os parametros analiticos, o volume de amostra e a frequéncia de

amostragem.
Quadro 9. Parametros de monitoramento e frequéncia de coleta de amostras
Parametros Volume Frequéncia
de amostra (mL) ¥

pH - Diariamente
Série de Sdlidos 30 3 vezes por semana
Acidos Graxos Volateis 20 3 vezes por semana
DQO 2,5 3 vezes por semana

Producéo de biogas - Diariamente
Composicao do biogas 0,5 3 vezes por semana

Legenda: 1 - Esse volume foi posteriormente multiplicado pelo numero de replicatas.
Fonte: da autora, 2023.

O pH foi medido diariamente, utilizando-se de um pHmetro de bancada, como
forma de checagem rapida da estabilidade do processo (APHA, 2012). Para a analise de
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), o procedimento adotado foi o de refluxo fechado
(Método 5220D, APHA, 2017). Ja a determinacédo de solidos totais, fixos e volateis das
amostras foi adaptada da literatura (APHA, 2017; INMETRO, 2020). Os ensaios foram
realizados em triplicata, e foi calculada a média das repeticdes. O resultado foi expresso

em porcentagem (%).

A producdo de biogas foi determinada por dispositivo de quantificacdo de gas
ligado ao reator, em mL. No momento da quantificacdo da producédo de biogas, foi
registrada a temperatura ambiente e a pressao atmosférica, para a normalizar o volume
de biogas nas condi¢gdes normais de temperatura e pressdo (CNTP), a partir da Equagao
1.

V.=V w Equacéo 1

© " P,.T

Em que:

Vo = volume de biogas padronizado (mL);

V = volume de biogas registrado no dispositivo de quantificagdo do biogas (mL);
P. = pressé@o atmosférica no momento do registro (mbar);

Pw = pressao de vapor da agua (mbar);

To = temperatura normalizada (273 K);

P, = pressédo normalizada (1,013 mbar);

T = temperatura ambiente (K).
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Sendo P, obtida pela Equacgao 2.

81962 173063

pP,=10 T-39.724 Equagédo 2

Em que:
Pw = pressao de vapor (mbar);
T = temperatura ambiente (K).

A analise da composi¢cao do biogas foi realizada em analisador de gases portatil
(GA 5000), e a amostragem do gas foi por meio de sonda especifica (Geotech, Ltd.
England). Assim, a medicdo dos gases metano e dioxido de carbono utilizou
espectroscopia de infravermelho, sendo utilizado comprimento de onda especifico para
estes compostos. Por fim, o calculo da concentragdo de metano e outros componentes foi
obtido a partir de curvas analiticas preparadas com padrdes comerciais de biogas padrao
(Geotech, 2016).

3.5.1 Coleta de amostras para analise de AGVs

Foram coletados cerca de 20 mL de substrato de cada biodigestor em um tubo
cbnico de centrifuga de 50 mL. As amostras foram mantidas a -18 °C em freezer do
laboratério onde foram coletadas. As mesmas foram transportadas em caixa isopor
acompanhada de gelo artificial até o Laboratério de Cromatografia da UNILA, localizado
no Parque Tecnoldgico de ltaipu (PTl), em Foz do Iguagu (PR). onde permaneceram em -
18 °C até a extragao dos analitos. As amostras corresponderam a 29 dias de operacéo,
sendo 14 amostras de cada reator, e 28 amostras no total.

Os reatores anaerdbios do projeto (biodigestores do tipo Biodigestor de Lagoa
Coberta, BLC) estavam em fase de adaptacdo. Por essa razdo, durante a fase de
desenvolvimento de metodologia de extracdo dos AGVs foram coletadas amostras de
outro reator para a execugao dos experimentos. Assim, para o desenvolvimento da
metodologia empregou-se amostras provenientes do reator de mistura completa da
Unidade de Demonstragao - UD, localizada nas dependéncias da Itaipu Binacional em
Foz do Iguagu (PR), com caracteristicas de in6culo e de substrato similares aos reatores

monitorados neste estudo.
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3.5.2 Planejamento experimental

Em um planejamento fatorial completo sédo investigadas as influéncias de todos os
fatores e os efeitos de interagdo (sinergismo) entre os mesmos (TEOFILO, 2013). Se a
combinagédo de k fatores é investigada em 2 niveis destes fatores, ele consiste de 2k
experimentos. Sendo assim, os niveis dos fatores quantitativos (ex.: ajuste de pH, etc)
sdo nomeados por sinais: negativo (-) para o nivel mais baixo, positivo (+) para o nivel
mais alto (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Para a otimizagao da extragdo dos AGVs foi empregado o planejamento fatorial
completo com trés varidveis (2°): solvente orgéanico, pH e sal inorganico. A escolha dos
solventes dimetilcarbonato e acetona foi baseada na literatura (GHIDOTTI et al., 2018;
OKELEYE; BETIKU, 2019). Por outro lado, a agua ultra pura foi incluida no planejamento
experimental por que alguns estudos produzem a curva analitica solubilizada em agua
ultra pura (GHIDOTTI et al., 2018; SUN et al., 2019; APHA, 2012). O planejamento foi
elaborado por meio do software Action Stat Pro versédo 3.2.2 (2016). Os Quadros 10 e 11
apresentam os niveis do planejamento utilizados para otimizagdo do processo de
extragcdo da amostra. No planejamento experimental, foi produzido um grafico de efeitos

na extracdo de cada analito.

Quadro 10. Experimentos de triagem dos fatores interferentes na extracéao

Experimento Solvente extrator Ajuste de pH Forca idnica
1 Agua (1) 25(-1) NaCl (1)
2 Agua (1) 25(-1) KHSO, (-1)
3 Acetona (0) 7(1) KHSO;, (-1)
4 Acetona (0) 25(-1) NaCl (1)
5 Acetona (0) 7(1) KHSO;, (-1)
6 DMC (-1) 7(1) KHSO, (-1)
7 DMC (-1) 7(1) NaCl (1)
8 DMC (-1) 25(-1) KHSO, (-1)
9 Acetona (0) 25 (-1) NaCl (1)
10 Acetona (0) 25(-1) KHSO, (-1)
11 Agua (1) 7(1) KHSO, (-1)
12 Acetona (0) 7(1) NaCl (1)
13 DMC (-1) 7(1) KHSO, (-1)
14 DMC (-1) 25(-1) KHSO, (-1)
15 Acetona (0) 7(1) NaCl (1)
16 Agua (1) 7(1) KHSO, (-1)
17 Agua (1) 7(1) NaCl (1)
18 DMC (-1) 7(1) NaCl (1)
19 DMC (-1) 25(-1) NaCl (1)
20 Agua (1) 7(1) NaCl (1)
21 DMC (-1) 25(-1) NaCl (1)
22 Acetona (0) 25(-1) KHSO, (-1)
23 Agua (1) 25(-1) NaCl (1)
24 Agua (1) 25(-1) KHSO, (-1)

Fonte: da autora, 2023.



38

Quadro 11. Variaveis utilizadas para otimizagao da extracéo

g Niveis das variaveis
Variavel 1 0 1
Solvente extrator dimetilcarbonato acetona agua ultra pura
Ajuste de pH 2,5 - 7
Forca idbnica KHSO, - NaCl

Fonte: da autora, 2023.

3.5.3 Meétodo de extragao liquido-liquido (LLE)

A extragéo e analise dos AGVs foi adaptada do método descrito em APHA (2012),
no qual utiliza extracdo liquido-liquido e analise por cromatografia em fase gasosa
acoplada ao detector de ionizagdo em chama (CG-DIC).

Em um tubo coénico de centrifuga de 15,0 mL, pesou-se 0,50 g de amostra. A esta
aliquota, adicionou-se solugéo de acido fosforico a 85 % (v/v) até atingir o pH proximo a 3,
sendo este monitorado com papel indicador. Para o experimento realizado com pH 7,
empregou-se a amostra diretamente, sem ajuste de pH. Adicionou-se 0,10 mL de solucéo
saturada do sal inorganico e 1,0 mL do solvente organico. Em seguida, a solugao foi
homogeneizada em agitador do tipo vértex por 2 minutos, e centrifugada a 4.000 rpm
(rotagbes por minuto) por 30 minutos. Apos a centrifugagdo, ocorreu a separagao de
fases, sendo coletada a fase superior que contém o solvente organico e os analitos.
Retirou-se a fase organica com auxilio de micropipeta. A amostra foi filtrada em um filtro
hidrofébico de PTFE com poro de 0,22 um, o extrato foi acondicionado em vial de 2 mL,

refrigerado a -18 °C para posterior anadlise cromatografica.

3.6 Analise por Cromatografia Gasosa com detector por ionizagao por chama
(CG-DIC)

Para o desenvolvimento da metodologia, inicialmente duas colunas
cromatograficas foram testadas, uma que separa acidos graxos de cadeia carbdnica mais
longa, TR-Fame PN 260-M166L (Thermo Scientific™), cuja composicdo da fase
estacionaria € de 70% Cyanopropyl Polysilphenylene-siloxane (polaridade intermediaria).
Na outra coluna, os analitos foram separados em uma coluna capilar de fase ligada de

silica da marca Supelco, modelo SPB®-1000 (30 m x 0,53 mm x 0,5 uym), cuja fase
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estacionaria de alta polaridade € composta de polietilenoglicol modificado com acido
nitroterefitalico.

A anadlise dos AGVs foi realizada em um cromatografo em fase gasosa da marca
Agilent Technologies, modelo 7890 B, equipado com detector de ionizagcdo em chama
(CG-DIC). O volume de injegao de amostra foi de 1 uL, em modo split, cuja razéo foi 1:20.
Foi utilizado como gas de arraste o hidrogénio com fluxo de 18 mL min™, o gas nitrogénio
foi utilizado como make-up com fluxo de 12 mL min™. A rampa de eluigéo foi de: 95 °C (2
min) até 140 °C a 10 °C min™, até 200 °C a 40 °C min™. Para o detector utilizou-se os
gases hidrogénio e ar sintético para a composigao da chama, num fluxo de hidrogénio 30
mL min™?, e de ar sintético 300 mL min”. A temperatura do detector foi de 240 °C. A
identificacdo dos AGVs baseou-se na comparagdao com os tempos de retencao dos

padrées com as amostras.

3.7 Validagao da metodologia

O método foi validado seguindo o DOQ-CGCRE-008 do INMETRO (INMETRO,
2020). Nesse estudo, foram avaliados os seguintes parametros de validagao: linearidade,
homocedasticidade, limite de deteccéo (LD), limite de quantificagdo (LQ), repetibilidade e
recuperacao. Sendo assim, os parametros de validacdo foram calculados na planilha

desenvolvida por Ribeiro et al. (2008).

3.7.1 Preparo de solugdes

Foram preparadas solucdes estoque dos AGVs separadamente na concentragao
de 5,0 g mL™". Posteriormente, a solugéo de trabalho foi preparada a partir das solugdes
estoque. A esta, foram adicionados os seis padroées com concentracao final de 175 mg
mL™" e o padrdo interno na concentragdo final de 50 mg L™". Para as diluigbes, utilizou-se o
solvente acetona. A escolha do padrdo interno deve seguir alguns critérios. De acordo
com DOLAN (2012), este ndo deve estar disponivel na amostra. Deve ainda, ter
composig¢ao de alta pureza, conhecida, estrutura semelhante aos analitos em estudo,
além de estabilidade analitica. De preferéncia, devera ser eluido apds os analitos de
interesse e apresentar resposta compativel ao detector. Entretanto, normalmente utiliza-
se como padrao interno o acido 2-etil butirico. Porém, este composto é eluido entre os
analitos de interesse (BOE et al., 2006; RAPOSO et al., 2015; GHIDOTTI et al., 2018).
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Sendo assim, foi adicionado as amostras e solugdes padrdo o volume de 100 pL da
solugéo de padrao interno (acido octanoico em acetona 50 mg L '), de acordo com artigos
semelhantes (RAPOSO et al., 2015; GHIDOTTI et al., 2018).

Também foram preparadas solug¢des saturadas dos sais inorganicos: bissulfato de
potassio (0,49 g mL ), cloreto de sddio (0,36 g mL ) e sulfato de magnésio (0,7 g mL ™),

preparados em agua ultra pura.

3.7.2 Linearidade e homocedasticidade

Um nuamero de concentragdes do analito foi escolhido a fim de cobrir uma faixa
entre 50 e 150% do valor esperado na amostra em estudo (LANCAS, 2004). Sendo
assim, e conforme INMETRO (2020), foram preparadas sete concentragbes (10, 20, 30,
50, 65, 85 e 100 mg L") dos padrdes de acidos graxos volateis. Estes, foram adicionados
a matriz em triplicata, além do padr&o interno acido octanoico (50 mg L), e refrigerados a
— 18 °C para posterior analise. A homocedasticidade dos dados obtidos foi avaliada
através do teste de Cochran. Este teorema; indica a igualdade de variancias,
estatisticamente significativa com base em um limiar a de significAncia (geralmente
definido em 10%) (PEREIRA et al., 2010).

A partir de dados homocedasticos, o INMETRO (2020) indica que seja calculada
uma regressao linear simples pelo método dos minimos quadrados n&o ponderados,
conforme equacao 3, a qual relaciona a resposta medida e a concentragao do analito.

y=a+bx Equacéo 3

y = resposta medida (area do pico)
X = concentracao
a = coeficiente linear (intersec¢cdo com o eixo y, quando x = 0)

b = coeficiente angular (inclinagao da curva analitica)

Dessa forma, foram obtidos os coeficientes da equagdo, os residuos, € o
coeficiente de correlagdo (R?). Este ultimo é um bom indicativo do desempenho da reta
como modelo matematico, pois demonstra a relagdo entre as duas variaveis. Porém, nao
€ conclusivo. Sendo assim, o grafico de residuos é empregado para avaliar a disperséao
dos dados. Caso apresentem uma tendéncia, € possivel de que o modelo linear seja
inadequado (INMETRO, 2020).



41

3.7.3 Limite de detecgéo (LD)

Para determinar os limites de deteccédo e de quantificagao foi utilizado o método
baseado nos parametros da curva analitica (RIBEIRO et al., 2008). Esse método
calcula a concentracdo minima de uma substancia com 99% ou 95% de confianga. A
equacao de regressao, apresenta um erro padrdo, e o produto deste erro pelo valor da
distribuicdo t de Student permite calcular o intervalo de confianga da curva analitica, o
qual tem a forma de duas linhas hiperbdlicas ao redor da curva (Figura 2a). O intercepto
do limite superior do intervalo de confianga & conhecido por y critico (yc) e a sua projegao

no limite inferior é a estimativa do limite de detec¢do do método (RIBEIRO et al., 2008).

3.7.4 Limite de quantificacdo (LQ)

Assim como no calculo da LD, o LQ é calculado a partir do intervalo de confianga
da curva analitica (Figura 2b). Nesse caso, X. € o valor da concentragdo (mg L") por
onde ao cruza a reta da regressao até a hipérbole inferior, Y, € valor da intensidade de vy,
projetando-se desde X. até a hipérbole superior. Com os valores de Y, e X; € possivel
estimar o LQ (RIBEIRO et al., 2008).

Figura 2. llustragdo da determinagao do limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)
através dos pardmetros da curva analitica

(a) ()
V.1 — Yor [frees =
dy : a, .
X, LD X, LG

Fonte: RIBEIRO et al., 2008.
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3.7.5 Repetibilidade (precisao)

Para a este parametro, foram preparadas solucdes fortificadas em concentragao
baixa, média e alta (10, 50 e 100 mg L™), dos padrdes analiticos que foram adicionados a
amostra real, e foram extraidos no mesmo dia e em sete replicatas. O critério de
aceitacao do desvio padrao relativo foi de 5,3 a 7,3% para a concentragao do analito
utilizado na curva analitica, sendo 10 a 100 mg L™, respectivamente (INMETRO, 2020).

3.7.6 Recuperagao

Este parametro € uma medida da eficiéncia do processo de extracdo do analito de
interesse da matriz na qual se encontra (LANCAS, 2004). Os ensaios de recuperagao
foram realizados na matriz, preparando solugdes fortificadas em concentragao conhecida
do analito. O padrao interno foi adicionado com a concentragao previamente determinada.
E o valor aceitavel para recuperacao esta entre 90 e 110 % para o analito que se encontra
em 10 mg L™ (INMETRO, 2020). A recuperagéo para cada solugéo foi determinada pela

equacao 4.

Cl_C2
C3

% 1( . Equacéao

Recuperagdo|%|=

Onde:
C+: Concentragao da amostra fortificada;
C.: Concentragédo da amostra nao fortificada;

Cs: Concentragdo do analito adicionado a amostra fortificada.

3.7.7 Analise de variancia de um fator (One Way ANOVA)

A ANOVA é um método estatistico utilizado para avaliar a dispersao de valores
dentro de um grupo de dados, ou entre varios grupos. Porém, os valores precisam
cumprir alguns requisitos. Primeiramente, os dados devem apresentar distribuicado normal,
ou seja, devem situar-se em torno da média. Uma vez que a ANOVA informa se ha
diferenca entre os grupos, espera-se que a meédia seja representativa para o grupo.

Também se espera que haja homogeneidade das variancias, de forma que os erros
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cometidos ndo causem tendéncia nos resultados. Ainda, a independéncia estatistica
também é requerida, pois os grupos ndo devem interferir entre si (HARDLE; SIMAR,
2015).

Neste projeto, foi utilizado o modelo estatistico ANOVA para um fator (ANOVA
One Way). O qual assume que os valores médios da variavel de resposta y sdo induzidos
por um unico fator, denominado fator de controle. Por exemplo, o solvente extrator (fator
de controle) foi testado em trés niveis (p = 3), denominados niveis do fator controlavel
(acetona, dimetil carbonato e agua ultra pura). A partir deste experimento, um grupo de
valores é gerado por cada nivel. Estes dados s&o denominados de variaveis de resposta.
Dessa forma, deve-se determinar se esses fatores produzem o mesmo efeito na
observagao. Se houver o mesmo efeito, a média dos grupos (J1) tera 0 mesmo valor (u).
Portanto, as hipoteses H,:p,=p e H,:p,# 1 devem ser testadas (HARDLE; SIMAR, 2015).

Para tanto, é calculado a distribuigcao F, que indica o tamanho da diferenca entre
tais grupos, em funcao da variagdo presente em cada grupo. Portanto, se o F calculado
for maior do que o F tabelado, rejeita-se a Ho, e admite-se a diferenga entre os
tratamentos. Assim, para avaliar se tal diferenga é significativa, calcula-se o p-valor. Este
€ comparado ao seu nivel de significancia (0,05). Sendo: p-valor < a, a diferenga entre as
médias é estatisticamente significativa. Por outro lado, se p-valor > q, as diferengas nao
sé&o significativas (HARDLE; SIMAR, 2015).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise cromatografica

Duas colunas cromatograficas foram testadas como método de separagado, uma
citada no método oficial (SPB®-1000) e outra disponivel no laboratorio (TR-FAME PN 260-
M166L), que é utilizada para separacado de acidos graxos de cadeia carbdnica longa. A
motivacdo para o teste da coluna TR-FAME foi sua disponibilidade no laboratério e o
longo prazo de entrega, estipulado pelo fornecedor, da coluna SPB®-1000.

No cromatograma obtido com a coluna TR-FAME PN 260-M166L, cuja
composi¢cdo da fase estacionaria é de 70% Cyanopropyl Polysilphenylene-siloxane
(polaridade intermediaria), observa-se a separagcado dos analitos (Figura 3). Todavia, os
picos obtidos apresentaram cauda, provavelmente devido a composicdo da fase
estacionaria ndo apresentar a polaridade adequada para separar acidos graxos de cadeia

pequena.

Figura 3. Cromatograma dos padrdes de acidos graxos volateis (100 mg L™") na coluna TR-Fame, marca
Thermo Scientific™
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Legenda: 1 — acido acético; 2 — acido propidnico; 3 — acido isobutirico; 4 — acido butirico; 5 — acido
isovalérico; 6 — 4cido valérico.
Fonte: da autora, 2023.

Por outro lado, ao utilizar a coluna SPB®-1000, recomendada pelo método oficial,
0s picos dos analitos foram simétricos e com boa separagao (Figura 4). O tempo total de
analise foi de 14 minutos e os tempos de retencédo dos analitos sao elencados no Quadro
12 (p. 37).
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Figura 4. Cromatograma dos padrées de acidos graxos volateis (175 mg L™), coluna SPB®-1000, marca
SUPELCO
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Legenda: 1 — acido acético; 2 — &cido propidnico; 3 — acido isobutirico; 4 — acido butirico; 5 — acido
isovalérico; 6 — acido valérico; 7 — acido octanoico, como padrao interno.
Fonte: da autora, 2023.

Quadro 12. Tempos de retengéo dos padrées de AGVs na coluna SPB®-1000

AGV padréao Tempo de retengéo (min)
Acido acético 3,2
Acido propiénico 4.2
Acido isobutirico 45
Acido butirico 5,2
Acido isovalérico 57
Acido valérico 6,5
Acido octanoico 8,5

Fonte: da autora, 2023.

4.2 Planejamento experimental

Definidas as condi¢des cromatograficas, procedeu-se com o planejamento
experimental para se estabelecer as melhores condigdes de extragao dos analitos. Foram
avaliados, em um planejamento experimental completo com réplicas, os parametros:
solvente extrator (3 niveis), pH de extracdo (2 niveis) e efeito da forga ibnica do sal (2
niveis) (Quadro 11, pagina 37). Os niveis foram selecionados através de metodologias
encontradas na literatura (EDA et al., 2017; PRUKSATRAKUL et al., 2017; GHIDOTTI et
al., 2018; RODRIGUES et al., 2019; SUN et al., 2019; BEGUM et al., 2020; VARGAS-
MUNOS et al., 2021; GUERETTE et al., 2021; CURTOIS et al., 2021; TINTROP et al.,
2022).

Como resposta analitica ao planejamento fatorial completo, utilizou-se a razao da

area do pico cromatografico de cada analito pela area do pico do padrao interno, o acido
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octanoico. Para a decisao das condi¢cdes 6timas de extracio, os acidos foram analisados
separadamente pelo teste de ANOVA, resultando no p valor para cada efeito. O valor de p

< 0,05 indica que a variavel é significativa (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados do planejamento fatorial completo

Acido graxo Solvente pH Sal
Acido acético nao significativa nao significativa KHSO,
(9,5x 10 (9,7 x 10 (6,8 x 10?)
Acido propiénico Acetona nao significativa nao significativa
(9,1 x10"%) (3,9x10™M (5,3x 10"
S . Acetona nao significativa nao significativa
Acido isobutirico (1,6 x 104 8.9 x 10 (4.1 x 107
- iy Acetona nao significativa nao significativa
Acido butirico (8,6 x 10%) (8,8 x 10°) (4,9 x 10°)
Acido isovalérico Acetona nao significativa nao significativa
(7 x 10%) (4,42 x 107) (1,5x 10
Acido valérico Acetona nao significativa nao significativa
(7,2 x 10'?) (3,9 x10™M (2,4 x 10"
Acido octanoico Acetona nao significativa (5,6 NaCl
(2,2 x10%) x 107 (8,79 x 10?)

Legenda: p valor <0,05 é significativo (negrito).
Fonte: da autora, 2023.

O planejamento revelou comportamento diferenciado para cada acido, sendo que
o pH nao influenciou na extracdo de nenhum dos acidos e que o sal sé teve influéncia
para o acido acético e o octanoico (PI). A figura 5 representa o grafico de efeitos obtido
apos os resultados da anadlise de extracdo do acido acético. Os graficos de efeitos dos
demais analitos encontram-se nos apéndices A a F. Os segmentos de reta que
apresentam inclinagdo mais notavel, representam os efeitos mais significativos. Podemos
perceber que o solvente acetona apresenta melhor resultado sobre os demais, pois &
capaz de extrair maiores quantidades. Os dois sais inorganicos nao apresentaram
diferenca significativa (p>0,05) para a maioria dos acidos. Porém, para a continuidade dos
estudos optou-se pelo sal bissulfato de potassio (KHSO,), pois de acordo com a
inclinagdo do segmento de reta para esse acido, este foi mais eficiente no processo de
extracdo do acido acético, um dos principais acidos produzidos nos biodigestores. A
variacdo de pH da extragcdo nao foi significativa para a extracdo dos analitos, porém, a
ionizagdo dos analitos tende a favorecer a transferéncia dos mesmos para a fase
organica. Assim, optou-se por realizar as extragées em pH 3, e assim facilitar a medigao

do pH na fita reativa.
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Sendo assim, através do planejamento experimental, foi possivel escolher os niveis
das variaveis da extracdo das amostras: solvente acetona, pH 3 e sal inorganico

bissulfato de potassio (KHSO4,).

Figura 5. Grafico de efeitos do planejamento experimental fatorial completo para o acido acético

Solvente pH Forca ibnica

400

200

Acido acético

Acetona Agua DMC 2,5 7 KHSO, NaCl

Fonte: da autora, 2023.

4.3 Validagao da metodologia
4.3.1 Linearidade, LD e LQ

As curvas analiticas foram preparadas diretamente na matriz, a qual foi
previamente analisada (Apéndices G a R). A faixa de concentragédo utilizada para o
preparo das curvas baseou-se na concentragdo usual de AGV em biodigestores do tipo
BLC e CSTR de bancada conforme o relatado na literatura (10 a 100 mg L") (GHIDOTTI
etal., 2018; GOMEZ et al., 2019; DONG et al., 2020; ARIAS et al., 2021).

Antes de realizar a regresséo linear, foram verificados a auséncia de valores
anbmalos pelo teste de Grubbs e a homocedasticidade pelo teste de Cochran, sendo que
para todos os analitos ndo houve valores aberrantes e os dados foram homocedasticos
(Figura 6, Apéndices G a K). Sendo assim, péde-se calcular a linearidade pelo método

dos minimos quadrados.
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Figura 6. Grafico de dispersao dos residuos para o acido acético
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Fonte: da autora, 2023.

Os parametros das curvas analiticas dos AGVs estao apresentados na Tabela 2.
Segundo o Inmetro (INMETRO, 2020), o valor de coeficiente de correlagéo linear (R?) é
um bom indicativo do quanto a reta pode ser considerada adequada como modelo
matematico, porém n&o é conclusivo. Desse modo, além da correlacdo linear, que
possuiu minimo de 0,997 para o acido butirico, também foram avaliados os residuos para
verificar essa adequacio, sendo que para todos os AGVs observou-se a distribuicdo
aleatdria dos dados em torno da reta, confirmando a linearidade do método.

O acido acético e o acido isobutirico foram os analitos que apresentaram os
menores limites de detecgao e quantificagdo, com valores de: 7,07 e 7,60; e 10,5 e 11,2
mg L' para LD e LQ, respectivamente (Tabela 2). Por outro lado, o acido butirico
apresentou valores de 12,5 mg L™ para o LD e 18,4 mg L' para LQ. Estes resultados
foram equivalentes aos obtidos por MESQUITA et al., (2013), que utilizaram a técnica de
CLAE-UV-DAD (Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis com arranjo
de diodos), apresentando valores de LD entre 5,0 e 10,0 mg L™, e entre 15,0 e 30,0 mg L -
'para o LQ. Por outro lado, RAPOSO et al., (2015) utilizaram a técnica de CG-DIC, tendo
o valor de LD entre 1,90 e 3,0 mg L™, sendo o menor valor o obtido para o &cido valérico.
E o valor de LQ foi de 5,40 a 10,0 mg L™, sendo o valor de 5,4 obtido para o acido
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isobutirico. Comparado aos demais autores nossos resultados sdo um pouco mais
homogéneos entre os analitos, ndo sendo encontrado nenhum resultado de LD e LQ

muito discrepante.

Tabela 2. Parametros de validagdo metodoldgica para analise de acidos graxos volateis em efluentes de
biodigestores

AGV Fa(i;z;lli_rfgar Equacio da reta R? (m;DL'1) (mléc:_'1)
Acido acético 10,0 - 100,0 y = 0,0567x - 0,1465 0,9989 7,60 11,2
Acido propi6nico 10,0 - 100,0 y = 0,0866x - 0,2019 0,9987 8,46 12,5
Acido isobutirico 10,0 - 100,0 y =0,1712x - 0,5387 0,9991 7,08 10,5
Acido butirico 10,0 - 100,0 y = 0,0592x - 0,4040 0,9966 12,5 18,4
Acido isovalérico 10,0 - 100,0 y = 0,1505x - 0,7617 0,9974 10,8 16,0
Acido valérico 10,0 - 100,0 y =0,1509x + 1,0707 0,9980 9,48 141

Legenda: R?: coeficiente de correlagdo; LD: limite de detecgéo; LQ: limite de quantificagéo.
Fonte: da autora, 2023.

4.3.2 Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada em trés niveis de concentragcdo (minimo,
intermediario e maximo). Como o esperado, os maiores valores de coeficiente de
variancia foram obtidos nos niveis minimos de concentragdo (10 mg L™") (Tabela 3). Os
acidos acético, propidnico, isovalérico e valérico ficaram com os valores acima do
estipulado pelo INMETRO, de 7,3% no nivel de 10 mg L™". No nivel maximo testado (100
mg L"), somente o acido valérico ficou com CV% superior (7,0%) ao estabelecido de

5,3%. Excetuando o 4cido valérico, todos os niveis foram marginalmente superiores.

Tabela 3. Dados da repetibilidade do método para determinagao de AGVs

AGV (mg L) CV (%)

] 10 11,2
Acido acético 50 7,2
100 5,2

. 10 12,1
Acido propiénico 50 54
100 4,7

. 10 4,2
Acido isobutirico 50 59
100 4.8

] 10 54
Acido butirico 50 6,6
100 5,1

Acido isovalérico 10 20,7
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50 54

100 53

i 10 13,3
Acido valérico 50 52
100 7,0

Legenda: cada analito foi testado em trés niveis de concentragido (10, 50 e 100 mg L)

Fonte: da autora, 2023.

4.3.3 Recuperacao

A recuperagao dos AGVs ficou entre 87,2 e 124,4%, sendo os valores maximo e
minimo obtidos para o acido valérico. A normativa do Inmetro estipula valores de
aceitabilidade de recuperacao de acordo com o nivel de concentracio, sendo de 90 a 107
% para 100 mg L™, e de 80 a 110 para 10 mg L.

Para o nivel de 10 mg L observou-se que os acidos valérico, isovalérico e
butirico apresentaram niveis superior a 110%, ficando fora do recomendado de 110%.
Porém, nos niveis de concentragéo de 20 a 85 mg L' (mesma ordem de grandeza do nivel
10 mg L"), todos os analitos ficaram dentro da faixa de recuperagdo recomendada,
variando de 87,2 a 108%. No nivel de concentracdo de 100 mg L™ todos os analitos

também ficaram dentro do recomendado, com variagdes de 99 a 101% (Tabela 4).

Tabela 4. Recuperagédo do método para os AGVs em porcentagem (%)

Concentragao Ac Pro I-bu Bu l-va Va
(mg L)
10 98,2 104,0 109,2 116,0 116,6 124,4
20 108,0 96,5 100,0 90,9 97,0 98,4
30 97,2 101,8 97,1 92,4 91,8 90,5
50 99,5 92,0 92,9 100,3 99,1 97,8
65 94,7 93,8 94,5 99,5 98,5 99,7
85 98,9 101,0 101,1 86,3 87,2 87,2
100 99,3 100,4 101,0 100,6 100,9 100,8

Legenda: Ac: acido acético; Pro: acido propidnico; I-bu: acido isobutirico; Bu: acido butirico; I-va: acido
isovalérico; Va: acido valérico.

Fonte: da autora, 2023.

4.4 Parametros de monitoramento dos biodigestores

4.4.1 Concentragao e perfil dos acidos graxos volateis

Os valores do total de AGV dos reatores BLC variaram de 226 + 8.2 a 1.554 +
88.4 mg L para o BLC1. No BLC2, de 213 + 10.3 a 1.542 + 82.5 mg L™ (Tabela 5 e 6). O

total de AGV permaneceu proximo ao apresentado pela literatura: 1.000 mg L' (GOMEZ
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et al., 2019); 1.094 mg L' (DONG et al., 2020); 1.000 mg L™ (ARIAS et al., 2021). Os
acidos acético e o propidnico foram os AGVs que estavam presentes em todas as
amostras, em maior abundéancia (Tabelas 5 e 6), enquanto os demais acidos foram
detectados em menor concentracdo. Esse perfil ocorre em razdo da temperatura
mesofilica favorecer a produgdo dos acidos acético e propidnico (JIANG et al., 2013).
Adicionalmente, o acido propiénico e os AGVs de cadeia maior tendem a acumular
quando ha inibicao das bactérias sintroficas responsaveis pela oxidagao dos AGVs (WU
etal., 2021).

Tabela 5. Concentragéo e desvio padrdo de AGV no biodigestor BLC1 (com recirculagdo) (mg L)

Dia Ac Pro I-bu Bu l-va Va Total
0 692,2 £ 47.0 288,0 £18,1 40,7+1,1 579+25 80,0+3,7 281+13 1186,9+73,7
2 983,7 £ 65,9 316,4 11,7 53,016 60,2+3,3 109,3+42 31,5+1,7 1554,2+88,4
4 551,0 £ 32,9 2916 £4,0 42,4+0,3 452+0,7 76,0+0,7 258+1,0 1032,1+39,6
7 577,8 + 11,3 456,2 + 8,3 31410 25804 38,1+1,7 206+09 1149,9+23,6
9 5445 + 41,1 390,3+3,8 240+22 30,717 28,3+2,1 19,0+1,2 1036,8 + 52,1
11 585,56+ 2,7 500,4 +1,3 221+0,2 23,2+0,5 241+04 16,3+1,3 1171,6 £ 6,4
14 433,5+21,2 577,8+296 147+10 139+1,0 13,8+1,2 13,3+0,2 1053,2+54,2
16 1349+ 3,0 201,9 49,3 0,0 0,0 0,0 0,0 336,8+12,3
18 207,4 £ 14,5 128,6 + 8,1 0,0 0,0 0,0 0,0 336,0 £ 22,6
20 181,6 + 14,3 54,1 £3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 235,7+17,3
22 350,2 + 21,5 549+4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 405,1 255
25 645,1 £ 21,6 104,9+0,7 16,0 £ 0,7 0,0 18,0+ 0,8 0,0 784,0 £ 23,8
28 201,4+7,5 24,7+0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 226,1+8,2
29 538,5 + 31,3 98,7+0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 637,2+ 31,3

Legenda: Ac: acido acético; Pro: acido propidnico; I-bu: acido isobutirico; I-va: acido isovalérico; Val: acido

valérico.
Fonte: da autora, 2023.

Na segunda semana de operagdo, a partir do 16° dia, houve diminuicao
consideravel na concentracao individual dos AGVs, com estabilidade nos dias posteriores
(Figuras 7 e 8). O rapido consumo do acido acético indica que o acumulo de AGV é
reversivel dependendo da concentragdo, e como se encontram os demais parametros do
reator (WU et al., 2021).
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Figura 7. Grafico da concentracao de AGV no biodigestor BLC1 (com recirculagdo) em fungéo do tempo
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Legenda: Ac: 4cido acético; Pro: acido propidnico; I-bu: acido isobutirico; I-va: 4cido isovalérico; Val: acido
valérico.
Fonte: da autora, 2023.

Tabela 6. Concentragéo e desvio padrdo de AGV no biodigestor BLC2 (sem recirculagéo) (mg L™)

Dia Ac Pro I-bu Bu lI-va Va Total
0 8740579 4131+10,3 534+30 688+34 1023+x76 304%03 15419+825
2 661,2 +8,8 2381+4,1 48,0+0,2 552+33 1045+82 296+17 1136,7+26,3
4 754,1+858 401,3+39,3 419+3,7 489+32 81,1+72 279+0,0 13553+139,2
7 671,1+29,3 4779+234 326+06 272+14 466+22 198+1,2 12753 58,1
9 713,1 146 540,6+12,1 32,7+05 334+16 408+0,2 20,7+06 1381,3+29,6
11 5248+220 564,3+358 233+1,5 244+09 256+16 188105 118121623
14 4242 +136 5594+198 14,7+0,5 0,0 14,1+04 148103 1027,1+34,6
16 353,4+6,8 197,6 £2,2 0,0 0,0 0,0 0,0 551,0+9,0
18 459,2+19,6 168,0+4,8 0,0 0,0 152+0,6 0,0 642,3 £ 25,0
20 371,0+204 71,8+84 0,0 0,0 0,0 0,0 4428 + 28,8
22  465,7 +11,6 77,6 £3,7 14,4 £ 8,0 0,0 14,3+£0,3 0,0 571,9 + 23,6
25 575,8+37,2 89,7+ 5,1 14,3+0,2 0,0 15,3+0,7 0,0 695,8 + 43,2
28 197,4+9,0 16,0+ 0,8 15,1+0,5 0,0 0,0 0,0 213,4 +10,3
29 231,3+16,3 20,7+0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 252,0+17,8

Legenda: Ac: acido acético; Pro: acido propidnico; I-bu: acido isobutirico; Bu: acido butirico; I-va: acido
isovalérico; Val: acido valérico.

Fonte: da autora, 2023.
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Figura 8. Grafico da concentracdo de AGV no biodigestor BLC2 (com recirculagdo) em fungéo do tempo
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Legenda: Ac: 4cido acético; Pro: acido propidnico; I-bu: &cido isobutirico; I-va: acido isovalérico; Val: cido
valérico.
Fonte: da autora, 2023.

De acordo com a Tabela 5 e a Figura 7, o BLC1 produziu no 25° dia de operagao,
uma pequena concentragédo de acido butirico (16,0 + 0,7 mg L™) e acido valérico (18,0 +
0,8 mg L™). Por outro lado, conforme a Tabela 6 e a Figura 8, O BLC2 produziu a
praticamente a mesma concentracdo de acido isobutirico e isovalérico. Porém, ainda que
esta baixissima concentracdo de AGVs ndo € prejudicial ao reator, nota-se que o
biodigestor que nao utilizou recirculacédo (BLC2), produziu AGV por mais tempo. Algo
semelhante foi observado por DONG et al. 2019b. Nesse estudo, o refluxo do lodo
acidificado contribuiu no sistema tampao do biodigestor. Dessa forma, mesmo que por
uma diferenga minima, a recirculagédo do substrato indica uma vantagem ao biodigestor,

pois no BLC1, a concentracdo de AGVs foi razoavelmente mais estavel do que no BLC2.

4.4.2 pH, amoénio e razdo FOS/TAC

A Tabela 7 apresenta os resultados das leituras de pH, aménio e FOS/TAC dos

reatores. As medidas de pH para ambos os reatores foi de 7,8. Este valor coincide com o
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recomendado para arqueas metanogénicas, que é de 6,5 a 8,0 (TABATABAEI;
GHANAVATI, 2018). Substratos ricos em nitrogénio permitem a formagcao de amédnio e
inibicao da DA com o aumento do pH (DEUBLEIN; STEINHEUSER, 2011). Bem como, o
mesmo foi relatado por outros autores sobre mono-digestao de dejeto animal (GOMEZ et
al., 2019; DONG et al., 2019b; DONG et al., 2020).

Com relacéao ao teor de amoénio e alcalinidade total (TAC), observa-se que estes
estdo acima do recomendado. Entretanto, a razdo FOS/TAC apresenta resposta mais
rapida e sensivel diante de perturbacdes do sistema, quando comparada ao valor de
alcalinidade e outras razdes (SUN et al., 2019). Desse modo, a razdo FOS/TAC (GOMEZ
et al., 2019; DONG et al., 20219b; DONG et al., 2020) estava dentro do esperado,
apresentando valores estaveis (MEZES et al., 2011). E a curto prazo, recomenda-se
observar também as flutuagdes dos parametros, pois esses também podem atuar como

indicadores confiaveis (WU et al., 2021).

Tabela 7. Média e desvio padrdo dos parametros acido-base dos biodigestores BLC registrados durante a
fase de operacéao

Parametro BLC1 BLC2 Valor
recomendado
pH 7,8 +0,08 7,8 +0,08 6,5a 8,0
Amonio (mg L") 1.986 +78 2.000 £71 <1.500®@
FOS/TAC 0,2 £0,06 0,2 £0,08 0,3a0,4®
Total de AGV (mg L™) 226,1 — 1554,2 213,4 —1541,9 1,000-4,000%

Fonte: 1,2 -TABATABAEI; GHANAVATI (2018); 3, 4 - KORRES et al., (2013).

Desse modo, os valores de pH e aménio se encontram conforme o esperado. E
como eles se apresentam num carater basico, isso influenciou os valores de FOS/TAC e
na concentragdo de AGV, que se encontram marginalmente abaixo do recomendado pela
literatura. Entretanto, como ja foi mencionado, ndo existe um valor universal nestes

parametros.
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4.4.3 Produgao de biogas e metano

A Tabela 8 apresenta os valores de produtividade de biogas e rendimento de
metano. A produgado volumétrica de biogas representa o volume normalizado de biogas.
Ja o rendimento de metano indica o desempenho do biodigestor considerando o volume.
A produtividade de biogas foi menor do que o obtido por outros estudos (0.09 +0.05 L™ d”
no BLC1, e 0.09 £0.04 no BLC2) (Tabela 8 e Figura 9). O rendimento de biogas obtido
(0.11 £0.06 L gSV " no BLC1, 0.11 £0.05 no BLC2) é inferior ao descrito na literatura de
1.08 L gSV ' (DONG et al., 2019b). A composicdo de biogas é mais adequada para
indicar desequilibrio no processo caso ocorra variagao na produtividade de biogas. Além
disso, o rendimento do biogas depende da COV e das caracteristicas do substrato (WU et
al., 2021).

Tabela 8. Dados de produgao e composigao de biogas dos reatores BLC

cov PrVB RVCA o
Substrato Reator (gSV L" ) (L'Ld)®  (LgSV-1)® CH4 (%) CO: (%) Referéncia
DS®  BLC® 0.83 00001 041204  681%130 320:04 S°Z R
DS BLC 0.83 009400  011£01  57.0:02  43.0%02 Es(tgfgtzu)do
34.68 + ROSSI
C)]
RSO BLC 12.7 511 £ 0.25 65.32 + 3.61 e ot o 5000
RC +EM® RFP® 4.2 0.27 + 55 0.64 + 26 85.9+1.3 -9 KHALIL
et al. 2021
DONG
®) ®) _©
DB RFP 2.67 1.08 0.204 62,5 et al, 2019
DS RFP 1610 © 037£005  625+233 © GOMEZ
etal. 2019

Legenda: 1 — Carga organica volumeétrica; 2 - Produtividade de Biogas; 3 - Rendimento de Metano;
4 — DS: dejeto suino; 5 — Biodigestor de Lagoa Coberta; 6 — Residuo de comida e esgoto municipal; Silagem
de milho; 7 - Dejeto bovino; 7 — Reator de fluxo pistonado; 8 — COV expressa em gST L™ d'; 9 — Dado no
divulgado.

Fonte: da autora, 2023.

No que se refere a composicéo de biogas, a concentragdo de CH4 (68,1% no
BLC1, 57,0% no SR) se aproxima aos valores descritos na literatura de 62,5% (GOMEZ
et al., 2019; DONG et al., 2019b). Porém, deve-se observar os teores de metano no reator
BLC1 que é 19,5% superior ao BLC2. Como mencionado no item 4.4.1, o BLC1 obteve
mais estabilidade na concentracao de AGVs. Sendo assim, a estabilidade de AGVs no
BLC1 apresentada pelo biodigestor com recirculagédo de substrato pode ter contribuido no
teor de metano do BLC1 conforme ja observado na literatura (DONG et al., 2019b).
Quanto ao teor de CO;encontrado (32,0% no BLC1, 43,0% no BLC2) foram aproximados
aos relatados na literatura de 32,75 e 34,68% (VELUCHAMI et al., 2021; ROSSI et al.,
2022).
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Figura 9. Producao volumétrica de biogas e rendimento volumétrico de metano, dos reatores BLC1 e BLC2
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Legenda: PrVB — Produtividade de biogas, ou Producdo Volumétrica de Biogas; RVCA - Rendimento de
Metano; BLC1: Biodigestor de lagoa coberta, com recirculagdo; BLC2: Biodigestor de lagoa, sem

recirculagéo.
Fonte: da autora, 2023.
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5. CONCLUSAO

Nesse estudo, a metodologia de extragao liquido (LLE) foi validada e otimizada —
através de adaptacdo da metodologia oficial, ao utilizar acetona, bissulfato de potassio
(KHSO,) e analise por cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizagdo por chama
(CG-DIC) para a determinagdo dos acidos acético, propidnico, isobutirico, butirico,
isovalérico e valérico presentes no lodo anaerébio de biodigestores. O limite de detecgéo
(LD) e limite de quantificagdo (LQ) obtidos foram de 1,2 -25mgL"' e 1,9 -3,7 mg L,
respectivamente, para todos os analitos. Obter baixos valores de LQ e LD é essencial,
porque a presenca dos acidos isobutirico e isovalérico em baixas concentragdes, como
5,0 mg podem indicar desequilibrio na DA. A metodologia proposta, a qual apresentou
resultados satisfatérios com boa repetibilidade (4,2 — 20,7%) e recuperagéo (90,9 —
104,0%) foi empregada para analise do lodo anaerébio de dois biodigestores de lagoa
coberta (BLC).

Os biodigestores monitorados neste estudo operaram em condigdes semelhantes
a alguns estudos. Entretanto, foi utilizada uma menor carga volumétrica, € menor teor de
sélidos volateis. Por consequéncia, parametros como a produgao e rendimento de biogas
e a producdo e rendimento de metano foram menores do que o relatado na literatura.

Porém, nota-se que estes parametros apresentaram estabilidade no processo.
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APENDICES

Apéndice A - Grafico de efeitos das variaveis empregadas no planejamento
experimental para acido propidénico

Solvente pH Forga idnica
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Fonte: da autora, 2023.

Apéndice B - Graficos de efeitos das variaveis empregadas no planejamento
experimental para acido isobutirico
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Fonte: da autora, 2023.
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Apéndice C - Graficos de efeitos das variaveis empregadas no planejamento
experimental para acido butirico

Solvente pH Forca idnica
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Fonte: da autora, 2023.

Apéndice D - Graficos de efeitos das variaveis empregadas no planejamento
experimental para acido isovalérico

Solvente pH Forcga idnica
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Fonte: da autora, 2023.
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Apéndice E - Graficos de efeitos das variaveis empregadas no planejamento
experimental para acido valérico
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Fonte: da autora, 2023.

Apéndice F — Graficos de efeitos das variaveis empregadas no planejamento
experimental para acido octanoico

Solvente pH Forca idnica
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Fonte: da autora, 2023.



Apéndice G — Grafico de dispersao dos residuos para o acido propidnico
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Fonte: da autora, 2023.

Apéndice H - Grafico de dispersao dos residuos para o acido isobutirico
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Fonte: da autora, 2023.



Apéndice | — Graficos dispersao dos residuos para o acido butirico
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Apéndice J — Graficos dispersao dos residuos para o acido isovalérico
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Fonte: da autora, 2023.



Apéndice K - Graficos dispersao dos residuos para o acido valérico
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Apéndice L — Dados da curva analitica para o acido acético

e Sinal Erro Experimental no Sinal Analitico

Analitico Média no. Desvio Padrao DPR(%)

= | 1A 10,0000 0,39518115

2| 1B 10,0000 0.43766799

Z1 1C 10,0000 | 0,39001859 | 0,4076 3,00 0,0261 6,41

E 2A 20,0000 1,06058211

Z| 2B 20,0000 1,0913125 | 1,0759 2,00 0,0217 2,02

E 3A 30,0000 148260475

Z| 3c 30,0000 152649165 | 1,5045 2,00 0,0310 2,06

| 4B 50,0000 2 5710102

2] 4C 50,0000 2.6425141

Z| 4D 50,0000 280513409 | 26730 3,00 0,1199 4 49

0o 5A 85,0000 4 59042

2| 5B 85,0000 46153

Z| 5C 35,0000 463932 | 46150 3.00 0,0244 0,53

©| BA 100,0000 5,38243262

2| 6B 100,0000 5 67796

Z| 6C 100,0000 568469817 | 55817 3,00 0,1726 3,09

Fonte: da autora, 2023.

Apéndice M — Dados da curva analitica para o acido propidonico

Concentragio AnF::'lr?i:m Erro Experimental no Sinal Analitico

Media no. Desvio Padraoc  DPR(%)

= 1A 10,0000 | 0,724693

2| 1B | 10,0000 | 0,746868

Z | 1c [ 100000 | 0756462 | 07427 3.00 0.0163 219

- 2A 20,0000 | 1477684

2| 2B | 20,0000 | 155592

Z | 2c [ 200000 ] 1373662 | 14691 3,00 00914 5,22

2 3A [ 300000 | 2541394

Z| 3B | 300000 | 2346811 | 24441 200 01376 563

2| 4A [ 650000 | 4934549

Z| 4B | 650000 | 5441177 | 51879 2,00 0,3582 6,91

- oA 62,0000 | 7,305444

2| sB | 850000 | 727087

Z| 5C | 8500007113049 [ 72298 3.00 01026 142

= GA 100,0000 | 8,437436

2| 6B |100,0000 | 8407432

Z | 6C [1000000] 8635528 | 84935 3.00 01239 146

Fonte: da autora, 2023.



Apéndice N — Dados da curva analitica para o acido isobutirico

79

Concentragio Sina_ll Erro Experimental no Sinal Analitico

Analitico  pgadia no.  Desvio Padrao DPR(%)

- | 1A 10,0000 | 1.20523

2| 1B 10,0000 | 1.494865

= | 1Cc | 100000 |1292333| 13308 3,00 01486 11,17

~ | 2A 20,0000 | 2.821841

2| 2B 20,0000 | 2.83296

= | 2c | 200000 |2996713| 2,8838  3.00 0,0979 3.40

s | 3A 30,0000 | 4.33337

Z | 3B | 300000 | 472707 | 45302 2,00 02784 6,15

% 4A 65,0000 | 9,853777

Z | 4B | 650000 |1031768| 10,0857 2,00 0,3280 325

u?;; 5A 85.0000 | 14.16826

Z | 5B | 850000 |14.04419| 141062 2,00 00877 0,62

e | BA 100,0000 | 16.60709

2| 6B 100,0000 | 16.79599

= | 6C | 1000000 | 1684039 | 16,7478 3,00 01239 074

Fonte: da autora, 2023.

Apéndice O — Dados da curva analitica para o acido butirico

Erro Experimental no Sinal Analitico

Concentragio oinal
Analitico Media no. Desvio Padrao DPR(%)
= 1A 10,0000 1,20523
2 1B 10,0000 | 1,494865
< 1C 10,0000 1292333 | 11,3308 3.00 0.1486 11,17
e 2A 20,0000 | 2,821841
2 2B 20,0000 2,83296
< 2C 20,0000 2995713 | 2.8838 3.00 0.0979 3,40
" 3A 30,0000 4,33337
2 36 30,0000 472707
< 3C 30,0000 4,5302 2.00 0.2784 6,15
ol 44 55,0000
hﬁ 4B 65,0000 9,853777
Z 4C 65,0000 1031768 | 10,0857 2,00 0,3280 3,20
L 54 85,0000 14,16826
g 5B 35,0000 14,04419
=< aC 35,0000 14,1062 2,00 0,0877 0,62
o BA 100,0000 | 16,60709
g 6B 100,0000 | 16,79599
< 6C 100,0000 | 1684039 | 16,7478 3,00 00,1230 0,74

Fonte: da autora, 2023.



Apéndice P — Dados da curva analitica para o acido isovalérico

MNivel 8 Nivel 5 Niveld Nivel3 Nivel 2 MNivel 1

Erro Experimental no Sinal Analitico

Concentragao Sinal
Analitico Média no. Desvio Padrao DPR{%)

1A 10,0000 1,05058

1B 10,0000 0,98269

1C 10,0000 094637 | 0,898932 3,00 0,0529 9,33
28 20,0000

2B 20,0000 2 22458

2C 20,0000 232163 | 22731 2,00 0,0686 3,02
38 30,0000 3,69491

3B 30,0000 306767

3C 30,0000 3.3813 2,00 0,4435 13,12
44 50,0000 688437

4B 50,0000 6,75468

4C 50,0000 6,44597 | 6,6850 3,00 0,2252 3,36
a8 65,0000 8 45445

abB 65,0000 8,299

aC 65,0000 8.8768 2,00 0,8170 9,20
G4 1000000 | 14 7538

6B 100,0000 | 140945

6L 100,0000 | 144233 | 14,4238 3,00 0,3297 2,29

Fonte: da autora, 2023.

Apéndice Q — Dados da curva analitica para o acido valérico

Nivel 8 Nivel 5 Niveld Nivel 3 Nivel 2 Nivel 1

Concentragio Sini!l Erro Experimental no Sinal Analitico

Analitico  pagia no.  DesvioPadrio  DPR(%)

1A 10,0000 0,841

16 10,0000 0,7a7a7

1C 10,0000 079227 | 0.8070 3.00 0.0295 3.65

248 20,0000 1,83691

2B 20,0000 1,96073

20C 20,0000 1630589 | 1,8094 3.00 0.1665 022

FA 30,0000 347333

36 30,0000

3C 30,0000 28704 23,1720 2,00 0.4262 13,44

45 50,0000 G,13586

4B 50,0000 G,49605

4C 50,0000 629371 | 63086 3.00 0.1805 286

oA 65,0000 910296

a6 65,0000 8,305833

5C 65,0000 8.7041 2,00 0,5640 6,48

BA 100,0000 14,4008

66 100,0000 13,9861

6C 100,0000 14,0945 | 14 1605 3,00 0.2151 1,52

Fonte: da autora, 2023.
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Apéndice R — Ajustes da curva dos acidos graxos volateis

(a) (b)
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Legenda: a — acido acético; b — acido propidnico; ¢ — acido isobutirico; d — acido butirico; e — acido
isovalérico; f — acido valérico.

Fonte: da autora, 2023.
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