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RESUMO

Microalgas e cianobactérias constituem um substrato promissor para
recuperacdo de energia através da producdo de metano via digestdo anaerdbia.
Entretanto, a resisténcia da parede celular desses micro-organismos € considerada o
principal fator limitante a sua biodegradabilidade. Dessa forma, no presente estudo,
mecanismos de pré-hidrolise celular foram aplicados & biomassa de microalgas e
cianobactérias visando o aumento do rendimento de CH4 por meio de testes de
potencial bioguimico. Os resultados indicaram que a digestdo anaerébia de Chlorella
vulgaris, pos extragdo de lipidios, alcangou um rendimento médio de CH4 da ordem
de 138 ml CHa/g SV, correspondente a 54% do volume de 256 ml CHa4/g SV obtido
pela fermentacdo da biomassa integra. Ja a biodegrabilidade da biomassa fresca de
C. vulgaris foi moderada e variou de 54 a 63%, influenciada pelas baixas relagées C/N
(8:1 e 11:1) e pelo cloroférmio residual da extracdo. Na digestdo de biomassa mista
de microalgas e cianobactérias, o pré-tratamento de autoclavagem (120°C; 30 min) foi
aquele com maior efeito positivo sobre o rendimento final de CHa4, proporcionando um
aumento de 85% com relacdo ao substrato controle, acumulando 285 ml CHa4/g SV.
Enquanto que os mecanismos de micro-ondas (77,1 MJ/kg ST; 30 seg) e ultrassom
(206 MJ/kg ST; 10 min) potencializaram a produgdo de CHs em 56% e 31%,
alcancando 238 ml CHa4/g SV e 200 ml CHa4/g SV, respectivamente. A composi¢ao da
parede celular da biomassa mista e os efeitos dos pré-tratamentos promoveram
consideraveis parcelas biodegradaveis do substrato, correspondentes a 83%, 68% e
57% para biomassa autoclavada, irradiada por micro-ondas e ultrassonicada,
respectivamente. Quando utilizou-se biomassa comercial de Chlorella sp., submetida
a pré-tratamento por autoclavagem a 120°C por 40 minutos e pressao de 1 kgf/icmz,
uma solubilizacdo de 47% da biomassa foi alcancada. O maior rendimento de CHa foi
observado nos reatores com substrato de alga in-natura no meio suplementado com
nutrientes, resultando em 537 ml CHa/g SV, sendo 158% superior a biomassa controle
sem pré-tratamento e sem adi¢éo de nutrientes. No que se refere a biodegradabilidade
anaerobia da biomassa comercial de Chlorella sp., esta variou entre 18 e 56%. Logo,
0 pré-tratamento por autoclavagem nao teve influéncia significativa sobre os

rendimentos finais de CHa.

Palavras-chave: Digestdo anaerobia. Microalgas. Pré-tratamentos. Metano.



ABSTRACT

Microalgae and cyanobacteria are a promising substrate for energy recovery
through the production of methane via anaerobic digestion. However, the cell wall
resistance of these microorganisms is considered the main limiting factor for their
biodegradability. Thus, in the present study mechanisms of cellular prehydrolysis were
applied to the biomass of microalgae and cyanobacteria aiming to increase the CHa
yield by means of batch tests. The results indicated that the anaerobic digestion of lipid
extracted biomass of Chlorella vulgaris reached an average CHa yield of 138 ml CHa/g
VS, corresponding to 54% of the volume of 256 ml CHas/g VS obtained by the
fermentation of the whole biomass. The biodegradability of the fresh C. vulgaris
biomass was moderate and ranged from 54 to 63%, influenced by the low C/N ratio
(8:1 and 11:1) and by the residual chloroform from the lipid extraction step. With
regards to the digestion of mixed culture biomass composed of microalgae and
cyanobacteria, the autoclaving pretreatment (120°C, 30 min) was the one with the
greatest positive effect on the final CH4 yield, providing an increase of 85% in relation
to the control substrate, accumulating 285 ml CHa/g VS. Meanwhile, microwave (77.1
MJ/kg TS, 30 sec) and ultrasound (206 MJ/kg TS, 10 min) enhanced CH4 production
by 56% and 31%, reaching 238 ml CH4/g VS and 200 ml CH4/g VS, respectively. The
composition of the cell wall of the mixed culture biomass and the effects of the pre-
treatments promoted considerable biodegradable portions of the substrate,
corresponding to 83%, 68% and 57% for autoclaved, microwaved and ultrasonicated
biomass, respectively. When commercial biomass of Chlorella sp., was autoclaved at
120° C for 40 minutes at a pressure of 1 kgf/cm?, a solubilization of 47% was achieved.
The highest CHayield was observed in the reactors with untreated algae substrate in
the medium supplemented with nutrients, resulting in 537 ml CHa/g VS, being 158%
superior to the digestion of control biomass without pre-treatment and with no nutrients
added. As regards the anaerobic biodegradability of the commercial biomass of
Chlorella sp., it varied between 18 and 56%. Therefore, thermal pretreatment by

autoclaving had no significant influence on the final yields of CHa.

Keywords: Anaerobic digestion. Microalgae. Pre-treatments. Methane.
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1 INTRODUCAO

Durante os ultimos anos, microalgas e cianobactérias vem recebendo especial
atencao por despontarem como matéria-prima potencial para estruturar a cadeia de
combustiveis da terceira geragcdo (MUSSGNUG et al. 2010). Por serem altamente
ricas energeticamente em termos de composicao celular, abundante em proteinas,
lipidios e carboidratos, e terem capacidade de originar grandes quantidades de
biomassa mais eficientemente que culturas terrestres, as microalgas sao empregadas
na producdo de biodiesel, bioetanol, biohidrogénio e biometano (SHILTON e
GUIEYSSE, 2016).

A biomassa proveniente do processo de extracao de lipidios para producéo de
biodiesel pode ser convertida, entre outros produtos, a metano através da digestao
anaerobia (YANG et al. 2010; SINGH e OLSEN, 2011, ZHENG et al. 2012; RASHID
et al. 2013). A digestdo anaerdbia figura como a solucdo mais viavel e promissora de
destino da biomassa residual pos extracdo, pois, além da producédo de metano como
uma via de recuperacao energética, permite a obtencédo de uma fase liquida em que
0s nutrientes sdo remineralizados (SIALVE et al. 2009; WARD et al. 2014,
GONZALEZ-FERNANDEZ et al. 2015; XIA et al. 2016).

Outra justificativa para obtencéo de energia a partir de microalgas, consiste na
producdo de metano a partir de microalgas inteiras. Nesse processo, ocorre a
fermentacao metanogénica de todas as macromoléculas que fazem parte da estrutura
microalgal, isto € lipidios, proteinas e carboidratos, sem considerar a producdo de
biodiesel (DE SCHAMPHELAIRE e VERSTRAETE, 2009; SIALVE et al. 2009;
DOUSKOVA et al. 2010; ZAMALLOA et al. 2011, MENDEZ et al. 2014).

Alguns outros fatores, além da composicdo bioquimica da célula, tém
demonstrado uma interferéncia mais significativa no potencial de producdo de metano
a partir da biomassa de microalgas e cianobactérias, tais como: concentracédo de
substrato, tempo de retencdo, temperatura, pH, presenca de inibidores da
metanogénese e, principalmente, a biodegradabilidade da parede celular (HARUN et
al.; 2010; MUSSGNUG et al. 2010; GONZALEZ-FERNANDEZ, 2012; JONES e
MAYFIELD, 2012; SAHARAN et al. 2013, WARD et al. 2014).
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Embora o potencial de producdo de CHs4 seja altamente dependente da
composic¢ao bioquimica das microalgas, a resisténcia da parede celular é considerada
o fator limitante mais significativo ao seu processo de digestédo (SIALVE et al. 2009).
Células de microalgas apresentam parede celular rigida constituida, principalmente,
de celulose, hemicelulose e biopolimeros, moléculas extremamente resistentes ao
ataque enzimatico bacteriano (MUSSGNUNG et al. 2010; RAS et al. 2011). Portanto,
a cinética da digestao anaerodbia € altamente dependente da composicao bioquimica
e da biodegradabilidade da parede celular da espécie de microalgas (SIALVE et al.
2009).

Por outro lado, estudos tém demonstrado uma correlacdo linear entre a
solubilizagcédo de fracdes orgéanicas particuladas e moléculas organicas da biomassa
de microalgas e cianobactérias facilitando o processo de digestdo pelos micro-
organismos anaerobios e aumentando o rendimento final de metano a partir da
aplicacdo de pré-tratamentos para lise celular (MENDEZ et al. 2013; PASSOS et al.
2013a; PASSOS et al. 2013b; MENDEZ et al. 2014).

Embora uma etapa prévia de tratamento torne o processo mais caro e
complexo, ela pode tornar o procedimento de digestdo mais eficaz e reduzir o custo
total para que seja possivel obter um balanco energético positivo em comparacdo com
a biomassa bruta (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

Nesse sentido, este estudo avaliou a influéncia de diferentes mecanismos de
pré hidrolise celular aplicados a biomassa de microalgas e cianobactérias na
solubilizac&o e biodegradabilidade do substrato, bem como no potencial de producéo

de metano.
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2 OBJETIVOS

Este item visa apresentar o objetivo geral e 0s objetivos especificos deste
trabalho.

2.1  Objetivo geral
Avaliar o potencial de producdo de metano a partir da digestdo anaerébia de

microalgas e cianobactérias submetidas a mecanismos de pré-hidrélise celular.

2.2 Objetivos especificos

= Avaliar o desempenho das técnicas de pré-tratamento na solubilizacdo de

biomassa de microalgas e cianobactérias;

= Quantificar diretamente o rendimento de metano e avaliar a biodegradabilidade

anaerodbia de biomassa de microalgas pré-tratada e sem pré-tratamento;

» Investigar os efeitos da suplementacado nutricional sobre o consorcio anaerdbio na

digestéo de biomassa comercial de Chlorella sp.;

= Avaliar a composi¢cédo do efluente dos ensaios de digestdo e seu potencial na

recuperacao de nutrientes para cultivo de microalgas;

= Avaliar a viabilidade energética do processo de digestédo a partir da aplicacao de

mecanismos de pré-tratamento para lise celular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, sera apresentada a base conceitual que norteia o trabalho. O
item 3.1 trata da fundamentacdo tedrica acerca das microalgas e cianobactérias,

caracteristicas, aplicacdes e potencial para producao de biocombustiveis.

3.1 Microalgas e Cianobactérias

Este item apresenta a definicdo de microalgas e cianobactérias, bem como sua
composicao fisico-quimica.

3.1.1 Composicao

As microalgas sao micro-organismos unicelulares, ou de estrutura multicelular
simples, fotossintéticos, capazes de converter energia solar em energia quimica sob
a forma de biomassa. Esses seres microscopicos, constituidos de fitoplancton, tem a
capacidade de produzir matéria organica através da absor¢cdo de CO: e liberacao de
O:2 e agua, na presenca de radiacdo luminosa, e sdo responsaveis por produzir cerca
de 2/3 de todo oxigénio priméario do planeta (CHISTI, 2007; MATA et al. 2010;
DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2011).

Fonte: algaebase.org (2017).
1A: Chlorella vulgaris; 1B: Scenedesmus sp.; 1C: Spirulina sp.; 1D: Pediastrum simplex
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Existem centenas de milhares de representantes do grupo de espécies
microalgais, e a classificacdo das diversas genealogias das espécies existentes varia
de acordo com as caracteristicas morfologicas, tipos de pigmentos fotossintéticos e a
composicao bioquimica dos produtos resultantes do seu metabolismo. Em termos de
abundancia e aplicacao pratica, as classes que assumem maior importancia sao as
algas verdes (Chlorophyceae), algas douradas (Chrysophyceae) e as diatomaceas
(Bacillariophyceae). As cianobactérias (Cyanophyceae), também conhecidas como
algas azuis-verdes, séo algas procariotas também incluidas no conceito que abrange
todas as microalgas passiveis de algum tipo de aplicacdo comercial (BECKER et al.
2007; DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2011).

Tabela 1 - Classes de microalgas e niumero aproximado de espécies conhecidas

, NUmero aproximado de espécies
Classes de Microalgas P P

conhecidas
Diatomaceas (Bacillariophyceae) 10°
Algas verdes (Chlorophyceae) 8 x 103
Algas azuis-verdes (Cyanophyceae) 2x103
Algas douradas (Chrysophyceae) 103

Fonte: Adaptado de Khan et al. (2009).

As Cyanophyceae tém a capacidade de absorver energia luminosa por meio
de ficobiliproteinas, desenvolvendo-se, majoritariamente, em agua neutra ou alcalina.
Elevadas temperaturas podem promover a estratificacdo térmica e estabilizar a coluna
de agua, levando a eutrofizacdo do corpo hidrico como consequéncia das altas
concentracfes de nutrientes, como nitrogénio e fosforo, estimulando a formacéo de
floracdes de algas (VOLLENWEIDER et al. 1971).

A composicdo bioquimica das células de microalgas e cianobactérias é
essencialmente uma combinacéo de 3 constituintes fundamentais: 1. Carboidratos,
com funcéo estrutural e metabolica; 2. Proteinas, com fungao estrutural e metabdlica,
acrescentando-se o papel das enzimas como catalisadores das reacfes metabdlicas;
3. Lipidios, que representam também, além da funcdo estrutural, uma fonte de
armazenamento de energia (WILLIAMS & LAURENS, 2010). As concentracdes de
proteinas e carboidratos sdo altas em diversas espécies de microalgas, até 50-70%
da sua massa seca (CHISTI, 2007; CHEN et al. 2011).
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A formacédo de cada composto no interior da célula é regulada por complexos
mecanismos metabdlicos, 0os quais podem apresentar propriedades de carater
autotréfico, mixotréfico ou heterotréfico. No metabolismo autotréfico, a energia é
obtida através da absorcdo de energia luminosa e consumo de CO:2 inorgéanico,
enquanto que no metabolismo heterotrofico, as microalgas utilizam componentes
organicos como fonte de energia e ndo a energia luminosa. JA o metabolismo
mixotrofico € caracterizado pela obtencédo de energia por ambas fontes de carbono,

organica e inorganica, na presenca de luz e calor.

Embora a composicdo bioquimica da célula seja modificada de acordo com a
espécie de microalga cultivada, este ndo € o Unico fator limitante a diversidade da sua
estrutura celular. Estudos realizados por Xu et al. (2006) descobriram que as células
de Chlorella protothecoids obtiveram diferentes concentraces de componentes
celulares quando cultivadas em diferentes condicdes metabdlicas: autotréficas e
heterotréficas. Utilizando pé de milho hidrolisado em vez de glicose como fonte de
carbono, a cultura de Chlorella protothecoids alcancou quase 4 vezes mais lipidios em
sua composicdo celular que quando cultivada em meio autotréfico, por exemplo
(Tabela 2).

Tabela 2 - Conteldo de proteinas, lipidios e carboidratos de células autotréficas e
heterotréficas de Chlorella protothecoids

Componente (%) Metabolismo Metabolismo
P Autotrofico Heterotrofico
Proteinas 52,64 + 0,26 10, 28 £ 0,10
Lipidios 14,57 £ 0,16 55,20 + 0,28
Carboidratos 10,62 + 0,14 15,43 + 0,17

Fonte: Adaptado de Xu et al. (2006).

Além de lipidios, proteinas, carboidratos, enzimas e fibras, muitas vitaminas (A,
C, B1, B2 e B6, por exemplo) e minerais (niacina, iodo, potassio, ferro, magnésio e

calcio) podem ser amplamente encontrados em algas microscopicas. Elas ainda séao



23

capazes de sintetizar importantes metabdlitos bioativos, como acidos graxos
poliinsaturados (fonte de dmega-3 e 6mega-6) e carotenoides, compostos de grande
interesse comercial (CARDOZO et al. 2007; PRIYADARSHANI e RATH, 2012).
Diversas espécies podem acumular grandes concentragcbes de [(-caroteno,
astaxantina ou cantaxantina, os quais tém uma ampla aplicacdo como corantes
naturais e antioxidantes (BAKER e GUNTER, 2004; PULZ e GROSS, 2004).

Tabela 3 — Compostos de alto valor agregado produzidos por algas

Compostos Aplicacdes Exemplos
Acidos graxos Nutracéutica Acido eicosapentaenoico (EPA)
. Nutracéutica,
Esterois ) Colesta-4-em-33-ol
Aquicultura
) Nutracéutica, .
Carotenoides . B-caroteno, Astaxantina
Aquicultura
Agar,
Ficocoldlides Industria alimenticia Carragenana,
Alginato
Lectinas Ciéncia médicas
L, . Produtos de uso .
Aminoacidos tipo Palitina,
. . pessoal .
micosporina Astirina
(Protetor solar)
Industria .
Compostos halogenados . Acidos graxos bromados
farmacéutica
Industria

Poliquetideos Anfotericina

farmacéutica
Fonte: Adaptado de Cardozo et al. (2007).

3.1.2 Aplicacdes

O inicio do uso de microalgas remonta de 2000 anos pelos chineses, que se
alimentavam de Nordoc para sobreviver durante a fome. No entanto, a producédo de
microalgas em escala técnica, como fonte de baixo custo de proteina, em substituicdo
as de origem animal, s6 foi inicialmente desenvolvida por pesquisadores aleméaes
durante a segunda guerra mundial (CARVALHO; MEIRELES; MALCATA, 2006).
Ainda na metade do século XX, as investigacdes de carater biotecnologico sobre

microalgas comecaram a ser realizadas, conforme descobertas sobre a viabilidade
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econdmica, nutricional e ambiental desses micro-organismos (PRIYADARSHANI e
RATH, 2012).

Hoje, existem diversas aplicacdes de microalgas, as quais podem ser utilizadas
tanto para aumentar o valor nutricional de alguns alimentos para alimenta¢cdo humana
quanto para alimentacdo animal, além de desempenharem um papel fundamental na
aguicultura, e poderem ser incorporadas também na industria farmacéutica, de
cosmeéticos e de producdo de energia, dada sua ampla gama de metabdlitos
(PRIYADARSHANI e RATH, 2012). O potencial que as microalgas tém de duplicar sua
biomassa em um periodo de 24 horas, apresentando rapido crescimento, justifica uma

das suas principais vantagens (CHISTI, 2007).

Spirulina platensis, espécie de cianobactéria multicelular filamentosa nao-
produtora de toxinas (CIFERRI, 1983), possui grande importancia comercial,
principalmente em funcdo das suas caracteristicas nutricionais (VONSHAK;
RICHMOND, 1988). Contabiliza-se uma producdo mundial de cerca de 3000
toneladas/ano de Spirulina sp. (SPOLAORE et al. 2006).

Além de Spirulina sp., Chlorella sp., Dunaliella sp., e Scenedesmus sp. séo as
espécies de microalgas que representam o maior volume de aplicacdes comerciais,
principalmente para alimentacdo humana em paises asiaticos (SPOLAORE et al.
2006; PRIYADARSHANI e RATH, 2012). Em diversas aldeias da Africa, por exemplo,
microalgas séo filtradas de lagos, secas e incorporadas a um tipo de farinha, tornando-

se uma importante fonte alimentar nutricional (OCEAN DROP, 2016).

No Brasil, ja existem pelo menos 4 empresas produzindo microalgas: duas no
Nordeste, com foco em nutricdo humana e animal, e outras duas no interior de S&o
Paulo, atendendo indUstrias de cosméticos e também de racdes, além de possuirem

projetos para tratamento de efluentes (BRASIL, 2017).

Microalgas podem ser utilizadas no tratamento de efluentes, biofixacdo de
dioxido de carbono (CO2), bioindicadores de detec¢do de nutrientes e compostos

toxicos, biofertilizantes na agricultura, na remocéo de nutrientes e metais pesados, ha
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producado de biodiesel, biometano e biohidrogénio (MONTEGGIA, 2001; DERNER et
al. 2006; RADMANN et al. 2011; VARFOLOMEEV e WASSERMAN, 2011).

Efeitos positivos foram observados na fixacdo biologica de CO:z por
Scenedesmus obliquus e Spirulina sp. por Radmann et al. (2011). Nesse estudo, a
utilizacdo de gas de combustdo oriundo de uma usina termelétrica incrementou em
35% a producao de biomassa ao final do cultivo de Spirulina sp., com reducao de
24,2% da concentragdo de CO2 do gas de combustéo, sendo biofixado cerca de 6%
do CO2 em funcdo do crescimento das espécies. Os resultados indicam que
microalgas podem ser cultivadas em usinas de producao de energia para biofixar o
CO2 proveniente do gas da queima do carvdo e contribuir para redugdo do

aguecimento global.

Microalgas ainda podem ser empregadas com sucessO no tratamento de
efluentes. Mezzomo et al. (2010) utilizaram efluente de suinocultura, rico em fosforo e
nitrogénio inorganicos, para a producdo de biomassa de Spirulina platensis, e
verificaram que essa cultura demonstrou alta eficiéncia na remocao de DQO e fosforo,
além de proporcionar alto rendimento de biomassa. Nutrientes ainda podem ser
aproveitados do efluente e a biomassa de microalgas coletada pode ser aproveitada
comercialmente em diversos segmentos (MALLICK, 2002; MUNHOZ e GUIEYSSE,
2006).
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Figura 2 - Mecanismo de remocéo de DBO e interacao de bactérias com algas no
tratamento de 4guas residuarias

COz e luz

Co,

Matéria orgénica Oxidagédo Fotossintese Biomassa +
(agua residuaria) bacteriana microalgal Agua tratada

Fonte: Adaptado de Rawat et al. (2011).

Wang et al. (2011) constatou que Neochloris oleocabundans foi capaz de
remover nitrogénio e fésforo presentes em amostras de efluentes secundérios com
concentracdes de 218 mg N-NOs/L e 47 mg P- PO4*, a taxas de 43.7 mg N/L/dia e
9.4 mg P/L/dia, respectivamente. Ja Nascimento (2000) relatou uma eficiéncia de 70-
98% de remocao de coliformes fecais, e de 39 e 43% na remocdo de N e P,
respectivamente, no tratamento de efluentes provenientes de reator UASB em lagoas

de alta taxa no cultivo de microalgas.

Dal Magro et al. (2013) alcancaram até 60% e 70% de remocéo de Cromo (IV)
e DQO, respectivamente, tratando efluente rico em metais téxicos, utilizando
biomassa ativa de Spirulina platensis. Microalgas possuem destaque dentre os micro-
organismos utilizados no processo de biossor¢édo devido a sua capacidade de
retencdo e imobilizagdo de metais (DOSCHI et al. 2007). Recentemente,
pesquisadores australianos foram capazes de remover, com eficiéncia, Cobalto,
Niquel e Manganés da agua da barragem de rejeitos de Queensland Nickel, através
do cultivo de algas microscopicas, as quais apresentaram, sobretudo, grande

potencial de conversdo da sua biomassa a biocombustivel, devido alto teor de
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carboidratos, da ordem de 40%, exibido em sua composicdo (JCU AUSTRALIA,
2017).

3.1.3 Potencial para producéo de biocombustiveis

Microalgas e cianobactérias oferecem uma matéria-prima alternativa
promissora para a producdo de biocombustiveis da terceira geracdo, uma vez que
apresentam rendimento elevado de producéo e podem utilizar &reas de terra que néo
séo viaveis a producéo agricola, como desertos, lagos e oceanos, ndo representando
assim competicdo por area para o cultivo de alimentos (COLLET et al. 2011,
MUSSGNUG et al. 2010; STEPHENS et al. 2010).

Os sistemas mais utilizados no cultivo de microalgas para producédo de
biocombustiveis sdo os sistemas de lagoas abertas, fotobiorreatores e sistemas
hibridos (JANKOWSKA et al. 2017). Os sistemas de lagoas abertas (open ponds) sao
reatores abertos para atmosfera, e 0s tipos mais usuais sdo as Raceway Ponds
(HARUN et al. 2010; ZHAO et al. 2014) e as Lagoas de Alta Taxa (LAT) utilizadas no
tratamento de aguas residuarias (MUNOZ e GUIEYSSE, 2006; PASSOS et al. 2014a).

Nesse sistema, a concentracdo de biomassa algal é relativamente baixa, cerca de 10-

25 g de matéria seca de biomassa de algas por dia por m2 (HARUN et al. 2010;
SATYANARAYANA et al. 2011).

Figura 3 - Cultivo de microalgas em sistema de lagoas abertas

lﬂ ll l\“\\

Fonte: Pacific Northwest National Laboratory, EUA (2013)
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O segundo método mais comumente utilizado para o cultivo de microalgas séo
os fotobiorreatores (PBRs), ou sistemas fechados. Os tipos empregados com maior
frequéncia sao os modelos tubulares, flat-tank, coluna de bolha e serpentina (RAS et
al. 2011; ZAMALLOA et al. 2012), e a sua principal vantagem é o controle sobre o
crescimento de microalgas, proporcionando alto rendimento de biomassa (SAHARAN
et al. 2013).

Figura 4 - Cultivo de microalgas em fotobiorreatores tubulares na unidade de
pesquisa (AlgaePARC) da Universidade de Wageningen — Holanda

Fonte: AlgaePARC Research, Holanda (2014)

Ja o sistema hibrido € uma combinacdo do sistema aberto e fechado, onde o
fotobiorreator cultiva espécies pré-selecionadas, que subsequentemente sao

inoculadas em sistemas abertos, como descrito por Zhao et al. (2014).

De acordo com Wang et al. (2008), algas microscépicas apresentam eficiéncia
50 vezes superior as plantas em termos de fixagdo de CO2. Assim, elas podem fixar
qguase 2 toneladas de COz2 por tonelada de microalgas produzidas, como descrito por
CHISTI (2007). O biodiesel produzido a partir de microalgas permite o
estabelecimento de um ciclo fechado de carbono, e pode ser considerado o Unico

combustivel renovavel com potencial de substituir inteiramente a cadeia derivada do
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petréleo (cerca de 40 bilhdes de litros por ano) sem afetar o fornecimento de alimentos
ou outras commodities agricolas (CHISTI, 2008).

Dada sua alta concentracéo de lipidios e taxa de crescimento bastante superior
as matérias-primas habitualmente cultivadas para producéo de biocombustiveis, o uso
de microalgas para fins comerciais apresenta-se, como sendo bastante viavel (Singh
e Gu, 2010). Costa e Morais (2011) relataram através de estudos realizados com
Chlorella protothecoids e Microcystis aeruginose que o biodiesel produzido a partir
desses micro-organismos fotossintetizantes apresenta alto poder calorifico (cerca de

30 MJ/kg) e baixa viscosidade.

O rendimento de 6leo extraido de microalgas é superior a produtividade das
melhores culturas oleaginosas, chegando a produzir cerca de 10-100 vezes mais que
as culturas frequentemente empregadas na producdo de biodiesel. Além do mais,
apresentam ciclos de cultivo que duram de 3 a 5 dias, sendo definitivamente mais
curtos que culturas vegetais ricas em lipidios, as quais apresentam ciclos que variam
de 3 meses a 3 anos de extensdo (CHISTI, 2007; DERMIBAS, 2011).

Tabela 4 - Comparacao do rendimento de 6leo a partir de microalgas e matérias-primas
habitualmente cultivadas para producéo de biocombustivel

Rendimento de 6leo

Cultura (L/hectare)
Microalga® 136.900
Microalga® 58.700

Palma °.950
Coco 2.689
Pinhdo-manso 1.892
Canola 1.190
Soja 446
Milho 172

370% de 6leo por peso de biomassa seca; " 30% de 6leo por peso de biomassa seca
Fonte: Adaptado de Chisti, (2007).

As algas utilizadas na producdo de biodiesel sdo, majoritariamente, algas
verdes unicelulares aquaticas (Chlorophyceae). Espécies como Euglena,

Chlamydomonas, Neochloris, Scenedesmus, Botryococcus, Chlorella e Dunaliella séo
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reconhecidas por suas altas taxas de crescimento e altas densidades populacionais.
Em condicbes favoraveis, elas podem duplicar o peso de sua biomassa em menos de
24 horas, a medida que rendem altos teores de lipidios, geralmente acima de 50% da

sua composicao (Demirbas e Demirbas, 2010).

O teor de Oleo de algumas espécies de microalgas pode exceder 80% do peso
seco da sua biomassa. Este alto rendimento € ideal para agricultura intensiva e
representa uma excelente fonte de producéo de biodiesel (GHADIRYANFAR, 2016).

Em contrapartida, o O6leo obtido a partir de microalgas possui altas
concentracfes de &cidos graxos poliinsaturados, quando comparado com outras
culturas oleaginosas, 0s quais permitem a oxidacdo durante o armazenamento,
limitando a utilizagdo do 6leo. As desvantagens ainda incluem: altos custos de
producdo, recuperacdo e beneficiamento da biomassa para transformacdo em
biocombustivel e elevados volumes de 4gua demandados para o cultivo (MATA et al.
2010; GONZALEZ-DELGADO e KAFAROV, 2011; AHMAD et al. 2012).

Todavia, o potencial de cianobactérias fotossintéticas e microalgas para
produzir biocombustiveis € altamente promissor em inUmeros paises, uma vez que
pode diminuir a dependéncia de combustiveis fosseis como fonte de energia
(ABDELAZIZ et al. 2014). Ainda, muitas microalgas eucaritticas tém a capacidade de
armazenar quantidades significativas de compostos ricos em energia, tais como
triacilglicerol (TAG) e amido, que podem ser utilizados para a producdo de varios
biocombustiveis distintos; Incluindo biodiesel e etanol (AHMAD et al. 2012).

De acordo com um estudo publicado em 2014 pela Utah State University (EUA),
levando em consideracdo 15 anos de dados meteorologicos de mais de 4.300 lugares
e uma série de simulacdes, O Brasil apresenta-se como um dos paises com maior
potencial de producdo de Oleos a partir de microalgas ao ar livre do mundo, sendo
este rendimento variavel de 16,45 a 24,68 m3.hat.ano! (Figura 5). A pesquisa pdde
prever o volume de 0Oleo de algas que poderia ser produzido por hectare de terra no
periodo de um ano. Regides mais quentes, naturalmente, sdo mais favoraveis ao

cultivo de microalgas e, consequentemente, a producdo de biocombustivel. O Brasil é
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um dos poucos paises no mundo capazes substituir fontes de energia fosseis por
fontes renovaveis (BORGES, 2010).

Figura 5 - Mapa global do potencial de produc¢édo de lipidios a partir de microalgas
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Fonte: MOODY et al. (2014).

O maior desafio para tornar o biocombustivel produzido a partir de microalgas
capaz de competir com a cadeia produtora de petroleo certamente € o custo. Estima-
se que um barril de combustivel a base de biomassa microalgal obtido com a
tecnologia atual varia de US$ 300-2600, enquanto que o barril de petréleo custa entre
US$ 40-80 (DISMUKES et al. 2008; ALABI et al. 2009).

A viabilidade energética e econbmica do processo de producdo de
biocombustivel a partir de microalgas podera ser alcancada mediante ado¢édo de
modelos energeticamente favoraveis, tais como: producéo de biodiesel dentro de uma
unidade de producéo multifuncional, fornecimento compativel de nutrientes durante o
cultivo, aprimoramento das técnicas de extragdo de 6leo, tratamento de efluentes, e
aproveitamento da biomassa residual para producdo de biogas, conforme Figura 6
(SIALVE et al. 2009; WIJFFELS e BARBOSA, 2010; HANNON et al. 2010; RAZON et
al. 2011; LARSON et al. 2009 apud GONZALEZ-FERNANDEZ et al. 2012a; ALAM et
al. 2012).
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Figura 6 - Recuperacao de nutrientes para um ciclo fechado de producéo de energia a partir de
biomassa microalgal
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Fonte: Adaptado de JANKOWSKA et al. (2017).

Os modelos atuais de producdo de biocombustivel liquido a partir de
microalgas geram aproximadamente 60-70% de biomassa residual apos a extracao
dos lipidios (WARD et al. 2014). A utilizacdo da biomassa residual, agora composta
predominantemente de proteinas e carboidratos, apresenta potencial para
biometanizacdo a partir da digestdo anaerdbia, valendo-se de um recurso
energeticamente positivo que podera ser explorado para gerar energia elétrica e/ou
térmica de calor (SHAH et al. 2018).

A digestdo anaerébia figura como a solugdo mais viavel e promissora de
destino da biomassa residual, pois permite a obtencdo de uma fase liquida em que os
nutrientes sdo remineralizados e, ao mesmo tempo, produz biogas como uma via de
recuperacdo de energia (SIALVE et al. 2009; WARD et al. 2014; GONZALEZ-
FERNANDEZ et al. 2015; XIA et al. 2016).
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3.2 Digestédo anaerdbia de biomassa de microalgas e cianobactérias

O item 3.2 explora os estudos realizados no contexto da digestéo anaerobia de
microalgas e cianobactérias, bem como apresenta 0s principais fatores limitantes ou
pontos de inibicdo da performance de producdo de metano durante o processo de

biodegradagao.

A digestdo anaerdbia € definida como um processo natural que ocorre na
auséncia de oxigénio molecular, nitrato (NO3°) ou sulfato (SO4%), no qual consorcios
bacterianos interatuam estreitamente para viabilizar a fermentacdo estavel e
autorregulada de substrato organico complexo, do qual resultam, principalmente, os
gases metano e diéxido de carbono (MOSEY, 1983; CHERNICHARO, 1997; ZHANG
et al. 2016).

Embora a tecnologia de digestdo anaerdbia ja esteja bem estabelecida no que
se refere a recuperacao de energia através da degradacéo de residuos, a maioria dos
estudos publicados foram conduzidos no sentido de produzir biogas a partir de
residuos agropecuarios, industriais e domeésticos, mas aqueles com finalidade de
fermentacdo da biomassa de microalgas, especificamente, ainda sdo escassos
(PRAJAPATI et al. 2013).

Contudo, investigacdes sobre a digestao anaerébia de microalgas com fins de
producdo de metano tem sido cada vez mais recorrentes (ZAMALLOA et al. 2011,
DEBOWSKI et al. 2013; ZHAO et al. 2014; PASSOS et al. 2016,). Para se ter uma
ideia, uma simples pesquisa realizada na base de dados do Science Direct™ em
06/08/2017 com titulo “Anaerobic digestion of microalgae” levou a mais de 1500
trabalhos sobre a producédo de biogas por meio da fermentacdo de biomassa de

microalgas nos ultimos 5 anos.

Alguns trabalhos defendem que a tecnologia de digestdo anaerObia da
biomassa residual de microalgas compensa 0s gastos energéticos dos meios de
processamento e extracdo de lipidios da biomassa in-natura, atuando como
alternativa a diminuicdo dos custos gerais oriundos do ciclo de produgdo de

biocombustiveis da 32 geracdo e promovendo a recuperagédo de nutrientes valiosos,



34

potencialmente reciclaveis, como nitrogénio e fosforo (CHISTI, 2007; EHIMEN et al.
2011; WARD et al. 2014).

Outra justificativa para obtencdo de energia a partir de microalgas, consiste na
producdo de metano a partir de microalgas inteiras. Nesse processo, ocorre a
fermentacdo metanogénica de todas as macromoléculas que fazem parte da estrutura
microalgal, isto é lipidios, proteinas e carboidratos, sem considerar a producdo de
biodiesel (DE SCHAMPHELAIRE e VERSTRAETE, 2009; SIALVE et al. 2009;
DOUSKOVA et al. 2010; ZAMALLOA et al. 2011, MENDEZ et al. 2014).

Ambas condicBes de biomassa microalgal podem ser empregadas como
substratos-base do processo de metanogénese, e o biometano produzido podera ser
queimado em unidades geradoras de energia e calor, injetado em redes de gas
natural, ou ainda aproveitado como combustivel de veiculos automotores (CHEN e
OSWALD, 1998; CHISTI, 2007).

A assimilacdo da biomassa de microalgas e cianobactérias é tipicamente
protagonizada por diferentes associacbes bacterianas, tais como bactérias
hidroliticas, acidogénicas, acetogénicas e metanogénicas. As bactérias hidroliticas
sdo responsaveis pela solubilizacdo de polimeros organicos complexos, como
proteinas, lipidios e carboidratos, em mon6émeros e dimeros (acucares, acidos graxos
e aminodcidos) pela acdo de exoenzimas que danificam a parede celular das algas.
As bactérias acidogénicas metabolizam mondémeros e dimeros convertendo-os em
metabdlitos intermediarios, como acidos graxos volateis, alcoois, aldeidos e cetonas.
Subsequentemente, através da atuacdo de endoenzimas, bactérias acetogénicas
(grupo metabdlico intermediario) convertem os produtos gerados na acidogénese em
acetato, CO2 e H2, substrato assimilavel pelas arqueas metanogénicas. Por fim, as
bactérias metanogénicas convertem o material organico disponivel em metano e gas
carbonico, majoritariamente (PRAJAPATI et al. 2013).



35

Figura 7 - Representacao esquematica da digestdo anaerdbia de biomassa de algas com
possiveis pontos de inibicao
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As metanogénicas acetoclasticas produzem metano a partir da reducdo do
acido acético (cerca de 70%), enquanto que o metano produzido pelas metanogénicas
hidrogenotroficas € obtido mediante a reducdo do hidrogénio e do gas carbdnico
(cerca de 30%). O grupo bacteriano que produz metano a partir do hidrogénio cresce
mais rapidamente que aquele responséavel pela assimilagéo do acido acético, de modo
que as metanogénicas acetotroficas usualmente limitam a velocidade de
transformacao do material organico complexo (MCCARTHY et al. 1964).

O éxito da etapa de hidrélise dos compostos poliméricos mais importantes na
digestdo anaerdbia (lipidios, proteinas e aclcares) esta correlacionado ao
desempenho de diferentes grupos de bactérias fermentativas na liberacéo de enzimas
hidroliticas extracelulares. Bactérias proteoliticas produzem proteases, as quais
catalisam a hidrélise de proteinas em aminoacidos. Ja bactérias celuloliticas e
xilanoliticas sintetizam celulases e/ou xilanases que acabam por degradar celulose e
xylan (carboidratos) a glucose e xilose, respectivamente. Bactérias lipoliticas

produzem lipases, as quais sao responsaveis por converter lipidios a glicerol e acidos



36

graxos de cadeia longa. Na etapa seguinte, enzimas intracelulares, catalisadoras de
reagdes que acontecem no interior da célula bacteriana, séo potencialmente liberadas

apos a lise celular e exercem também funcdes extracelulares (BUX e CHISTI, 2016).

Os primeiros relatos sobre digestdo de microalgas datam da década de 50 na
California (EUA) e foram realizados por Golueke et al. (1957), que investigaram a
viabilidade de conversdo de energia quimica luminosa a metano através da fixacéo
de luz solar por meio de microalgas, seguida por um processo de fermentacao
anaerobia. Neste estudo, foram obtidos cerca de 170-320 ml de CHa4 por grama volatil
de biomassa de Chlorella sp. e Scenedesmus sp., cultivadas como parte de um

sistema de tratamento de efluentes.

Estudos posteriores, realizados por Golueke e Oswald, descreveram a funcao
das microalgas no tratamento de efluentes utilizando sistemas integrados avancados
de lagoas e seu potencial de biometanizacdo em plantas de energia solar. O sistema
proposto era completamente fechado e constituido de 3 unidades elementares: cultivo
de biomassa de microalgas, unidade de crescimento bacteriano aerobio e digestor
anaerébio. Os resultados obtidos indicaram que era possivel converter energia
luminosa em energia quimica em curto espaco de tempo, juntamente com a
recuperacdo do liquido e a manutencdo da atmosfera gasosa a longo prazo
(GOLUEKE e OSWALD, 1960; 1967; 1994).

Atualmente, a utilizacdo de microalgas para producdo de metano esta, em
maior parte, associada a tecnologia de ficorremediacdo, isto €, microalgas
empregadas na absorcdo de nutrientes, e entdo coletadas, compondo unidades de
tratamento de efluentes. A validacdo positiva do modelo de integracdo entre a
digestdo anaerdbia de biomassa de microalgas e o tratamento de aguas residuarias
tem sido relatada por alguns estudos (RAWAT et al. 2011; CAl et al. 2013a, 2013b;
DALRYMPLE et al. 2013, CABANELAS et al. 2013; WANG et al. 2013; PASSOS et al.
2014a).

O rendimento de metano no processo de digestdo anaerdbia de microalgas e

cianobactérias é diretamente proporcional a espécie selecionada e sua composi¢ao



37

7z

bioguimica. Quando a composicdo da matéria organica € conhecida, é possivel
expressar o potencial teérico de metano a partir da formula adaptada por Symons e
Buswell (1933), a qual € amplamente utilizada por Sialve et al. (2009) e Singh e Olsen
(2011).

Rendimentos de 0,851, 1,014 e 0,415 L CH4 g SV para proteinas, lipidios e
carboidratos, respectivamente, foram relatados por Angelidaki e Sanders (2004) e
foram utilizados como estimativas de potencial estequiométrico de metano (PEM) para
diversas biomassas de microalgas estudadas por Sialve et al. (2009). Teoricamente,
o teor lipidios tem a maior influéncia sobre o rendimento de metano, no entanto, como
os lipidios geralmente ndo sédo a principal fonte de producdo de metano em estudos
realizados, a correlacdo entre o teor de lipidios e o rendimento real de metano ainda

€ bastante desconhecida.

Embora esta abordagem tedrica proporcione uma boa estimativa aproximada
do rendimento de metano da biomassa de algas, ela pode majorar os resultados de
potencial de producdo de metano a longo prazo, uma vez que considera que 100% da
matéria orgéanica disponivel sera assimilada pelo consércio bacteriano anaerdbio
durante o processo de digestdo, bem como néo considera a atuacao de interferentes
de outras fontes. A estimativa do PEM de diferentes biomassas de algas, incluindo

Chroococcus sp., Spirulina sp. foi realizada anteriormente (PRAJAPATI et al. 2013).
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Figura 8 - Rendimento tedrico de metano a partir de proteinas, carboidratos e lipidios presentes
em varias espécies de algas calculadas de acordo com Angelidaki e Sanders (2004)
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Fonte: Adaptado de Torres et al. (2014).
Os dados sobre proteinas, carboidratos e lipidios foram extraidos de Becker (2007), Sialve
(2009), Griffiths e Harrison (2012) e Gonzalez-Fernandez et al. (2012).

Conforme defendido por Gonzalez-Fernandez (2012c), os resultados
mostrados na Figura 8 indicam que a relacdo entre as macromoléculas da célula ndo
€ 0 parametro mais importante e determinante do rendimento real de metano baseado
em algas. A composicdo do substrato orgéanico inerte, como a parede celular, por
exemplo, exerceria uma funcdo muito mais crucial (GONZALEZ-FERNANDEZ et al.,
2012c).

Alguns outros fatores, além da composi¢cdo bioquimica da célula, tém
demonstrado uma interferéncia mais significativa no potencial de producdo de metano
a partir da biomassa de microalgas e cianobactérias, tais como: concentracdo de
substrato, tempo de retencdo, temperatura, pH, presenca de inibidores da
metanogénese e, principalmente, a biodegradabilidade da parede celular (YADVIKA
et al. 2004; HARUN et al.; 2010; MUSSGNUG et al. 2010; GONZALEZ-FERNANDEZ,
2012c; JONES e MAYFIELD, 2012; SAHARAN et al. 2013, WARD et al. 2014). Esses
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principios de inibicdo metanogénica serdo discutidos em maior profundidade a partir
da proxima secéo.

3.2.1 Cargaorganica e tempo de detencéo

Baixas concentracdes de solidos volateis (SV) de microalgas podem reduzir o
desempenho de digestores anaerobios e leva-los ao fracasso (GOLUEKE et al. 1957).
De Schamphelaire e Verstraete (2009) chegaram a conclusdo de que uma etapa
prévia de concentracao de microalgas seria necessaria para um desempenho superior
dos digestores anaerébios. Durante fase experimental, os autores observaram que a
solucdo de biomassa de microalgas, de baixa carga organica, era muito diluida, e
acabou provocando a lavagem (washout) da comunidade bacteriana anaerébia

quando associada ao baixo tempo de detencao hidraulica (TDH) dentro do digestor.

O problema de washout bacteriana e a baixa carga de substrato digerivel pode
ser superado a partir da concepcado de um design mais acertado de digestor
anaerobio. Manipulando um biorreator em escala laboratorial para digerir
anaerobiamente Phaeodactylum tricornutum, Zamalloa et al. (2012) relataram um
tempo de TDH de 2,5 dias e um aumento de 10-20 dias do tempo de retencdo de
sélidos (TRS), mediante a implantacdo de membranas. Rendimentos superiores de
metano também foram alcancados por Inglesby e Fisher (2012) na digestdo anaerdbia
da biomassa de Arthrospira maxima em um reator de leito fluidizado com uma célula

integrada de recirculacdo microbiana.

Taxas de carregamento organico (TCO) altas potencializam o rendimento de
metano, ao passo que prolongam o tempo de retencdo dos solidos. Em escala
laboratorial, para digestao anaerdbia de microalgas, o TDH deve variar entre 15 e 30
dias (BOROWITZKA 1992; EHIMEN et al. 2010; RAS et al. 2011). No estudo da
viabilidade de um sistema acoplado de producéo e digestdo anaerdbia de Chlorella
vulgaris com TDH de 16 e 28 dias, com uma carga organica correspondente a 1
gDQOI/L, Ras et al. (2011) conseguiram um aumento da remog¢éo de DQO em 51%
com producdo de CH4 da ordem de 240 ml gSV-%, a partir do aumento do TDH para
28 dias.
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3.2.2 Relagédo Substrato/Inéculo

A relacao substrato/indculo (S/I) ndo exerce apenas influéncia sobre a cinética
do processo de digestdo anaerdbia, acelerando ou retardando a taxa de degradacéao
do substrato, mas também influenciando no rendimento de CH4 (RAPOSO et al. 2011).
Estudos conduzidos por Zeng et al. (2010), na avaliacdo da melhor proporcdo S/I,
concluiram que a razéo de 1 g SV para 1 g SV foi a que proporcionou 0 maximo
rendimento de CH4 na digestado de Microcystis sp. O mesmo valor de 1 g SV/g SV foi
confirmado por Zhao e colaboradores (2014), que alcancaram a maxima producao de
CHa4 na fermentacdo de biomassa de microalgas pés extracdo de lipidios utilizando
essa proporcao. Por outro lado, Cho et al. (2005) sugerem que as relacdes S/l estejam
situadas no intervalo 0,4 - 0,6 g DQO/g SV, uma vez que estimulam a degradacéo do
substrato e reduzem o0 tempo necessario para digestdo completa por parte do
consorcio bacteriano. Alzate et al. (2012), avaliaram os efeitos de 3 relacdes S/I (0,5,
1 e 3 g DQO/g SV) na digestdo de uma biomassa mista de microalgas, e concluiram
gue o melhor desempenho, em termos de rendimento de biogas e biodegradabilidade,
foi obtido a partir da relacdo S/l de 0,5 g DQO/g SV. Diversos estudos acerca da
digestdo anaerdbia de microalgas empregam uma relacdo S/I de 0,5 g DQO/g SV
(GONZALEZ-FERNANDE?Z et al. 2012b; PASSOS et al. 2013).

3.2.3 Temperatura e pH

As melhores faixas de temperatura para digestores anaerobios sdo mesofilicas
(30-38°C) e termofilicas (50-55°C) (CHERNICHARO, 1997). Além disso, Gonzélez-
Fernandez et al. (2012b) argumentam que o rendimento de metano na degradacao de
biomassa microalgal pode ser potencializado com o aumento dessas temperaturas,
em decorréncia da reducédo da atividade fotossintética das microalgas. O aumento da
temperatura entre 15°C e 25°C favorece a estabilidade dos reatores anaerébios na
decomposicdo de microalgas em decorréncia do aumento da taxa de consumo de
acidos graxos volateis pelas bactérias metanogénicas (FOREE e MCCARTY, 1970).
Apesar de Chen et al. (2008) defenderem que o incremento na temperatura interfere
na cinética de crescimento bacteriano e na producdo de aménia, 0 aumento da
temperatura, em termos gerais, viabiliza a metanogénese por influenciar nas taxas de

reacoes enzimaticas e de difusdo do substrato.
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No que se refere ao pH, Angelidaki (2002) defende que a faixa 6tima para
metanogénese deve situar-se no intervalo 6,5-8,5. Da mesma forma, Chernicharo
(1997) alerta que valores abaixo de 6,0 e superiores a 8,3 sdo extremamente
desfavoraveis as bactérias metanogénicas, podendo interromper a producdo de
metano e, portanto, devem ser evitados. Visando atender tais condi¢gdes, valores de
pH foram ajustados em diversos estudos de digestdo anaerdbia de microalgas para
uma faixa entre 7 e 8 (GONZALEZ-FERNANDEZ et al. 2012a; GONZALEZ-
FERNANDEZ et al. 2012b; MENDEZ et al. 2013; FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al.
2014).

3.2.4 Relagcédo C/N

Relacdes C/N inferiores a 20 provocam um desequilibrio entre os requisitos de
carbono e nitrogénio pelo consorcio bacteriano anaerdbio na digestdo de microalgas,
sendo uma das principais dificuldades relatadas por diversos autores (YEN e BRUNE,
2007; VERGARA-FERNANDEZ et al. 2008; SIALVE et al. 2009). Sialve et al. (2009)
relatam que, em baixo pH, este desequilibrio promove a liberacdo de amoénia livre, a
qual é, em altas concentrac¢des, inibitoria a atividade das metanogénicas, levando ao
acumulo de acidos organicos no reator e a interrupcdo parcial ou completa da

producédo de biogas.

Uma alternativa para o aumento da relagdo C/N é a co-digestdo da biomassa
de microalgas com outros residuos ricos em carbono, tais como dejetos de suinos
(SHOUQUAN et al. 2009; GONZALEZ-FERNANDEZ et al. 2011b) e bovinos
(RAMAMOORTHY et al. 1989), espigas de milho (SHUCHUAN et al. 2012), lodo de
esgoto (SAMSON e LEDUY, 1983), solidos de aguas residuarias (YAUN et al. 2012),
residuos de papel (YEN e BRUNE, 2007), glicerol (EHIMEN et al. 2009), entre outros.

O aumento da relacdo C/N de 6,7 para 18 realizado por Yen e Brune (2007),
por meio da adi¢cao de residuos de papel a biomassa de Scenedesmus sp. e Chlorella
sp., levou ao aumento de quase 100% no rendimento de biogas, cerca de 1170 ml,
quando realizados em uma proporc¢ao 0,5/0,5 via co-digestdo anaerdbia. Resultados
positivos acerca da producao de biogas também foram evidenciados por Samson e

Leduy (1983) em um experimento de co-digestdo de Spirulina maxima combinada a



42

lodo de esgoto, onde o rendimento final de gas foi superior em 2 vezes aqueles
digestores inoculados apenas com substrato de biomassa microalgal. J& na co-
digestdo de Nannochloropsis salina com residuos lipidicos, Park e li (2012)
conseguiram aumentar o carregamento organico através do incremento da relacao
C/N e evidenciaram um rendimento superior de CHa. Estudos concordam que a 6tima
relagdo C/N para digestdo anaerdbia de microalgas deve situar-se entre 20 e 30
(PARKIN e OWEN, 1986; YEN e BRUNE, 2007).

3.2.5 Nitrogénio amoniacal

A degradacéo biolégica de matéria organica nitrogenada, especialmente sob a
forma de proteinas e ureia, resulta na producao de nitrogénio na forma amoniacal (N-
NH4*) (CHEN et al. 2008). Altas concentracfes dessa forma de nitrogénio ndo apenas
tém efeito prejudicial sobre as bactérias metanogénicas através da inibicdo direta da
enzima sintetizadora de CHs4, mas também provocam o desequilibrio de prétons e
deficiéncia de potassio mediante a difusdo passiva da molécula hidrofébica de ion
amonio incorporada a célula microbiana (KAYHANIAN, 1999; SIALVE et al. 2009). Em
termos de taxas de crescimento e influéncia na producao de metano, as acidogénicas
sdo mais sensiveis a altos teores de N-NH4*, enquanto que as metanogénicas sao
mais resistentes (ZEEMAN et al. 1985; WIEGANT e ZEEMAN, 1986; ANGELIDAKI e
AHRING, 1993; CHEN et al. 2008). Parkin e Owen (1986) argumentam que acima de
3000 mg N-NH4*/L os efeitos inibitérios sobre o consércio anaerdbio sao
extremamente potencializados, enquanto que para concentracdes que variam entre
1500 e 3000 mg N-NH4*/L as implicacbes causadas possuem carater moderado. A

vista disso, tais teores devem ser evitados em digestores anaerébios.

3.2.6 Salinidade

Niveis elevados de salinidade foram demonstrados ser inibitorios a digestéo
anaerodbia, uma vez que podem causar desidratacdo das células bacterianas devido
ao aumento da presséao osmaotica (CHEN et al. 2008). Os ions de metais leves como,
sodio, magnesio, calcio e aluminio séo toxicos em niveis elevados (MCCARTY, 1964,
CHEN et al. 2008). Da mesma forma, sais alcalinos terrosos podem ser extremamente

toxicos as bactérias metanogénicas quando em altas concentracdes, porém, em
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concentragbes reduzidas, sdo necessarios ao metabolismo celular bacteriano
(MCCARTY, 1964). Ainda assim, Vergara-Fernandez et al. (2008) e Buxy et al. (2013)
demonstraram que a digestdo anaerdbia de microalgas marinhas é possivel. Estes
ualtimos relataram um rendimento de 204 ml CHa/g SV na digestao de Nannochloropsis
oculata marinha, cultivada em condi¢cfes de salinidade da agua do mar. Enquanto que
Vergara-Fernandez et al. (2008) registraram uma producdo acumulada de biogas da
ordem 260 ml/g ST de uma mistura 1:1 de Macrocystis pyrifera e Durvillea antarctica.
Ademais, Rinzema et al. (1988) concluiram que concentracdes de Na* iguais a 5, 10
e 14 g/L causaram 10%, 50% e 100% de inibicdo com relagcdo a atividade
metanogénica acetoclastica especifica maxima de lodo granular em reatores UASB.

3.2.7 Outros fatores de influéncia na digestao anaerobia

Além dos fatores citados acima, alguns estudos relatam que tanto
macronutrientes, como N e P, quanto oligoelementos tem efeitos significativos sobre
a atividade microbiana na producdo de biogas durante a digestdo anaerdbia
(FLORENCIO, 1993; CHEN e CHENG et al. 2008; DEMIREL e SCHERER, 2011;
ZHANG et al. 2011). No entanto, alguns autores argumentam que a COmMpOSIcao
bioquimica das microalgas por si s6 ja atende as exigéncias da microflora anaerdbia
durante o processo de degradacdo desse substrato, ndo sendo necesséria, portanto,
adicao extra de nutrientes ao sistema (GROBBELAAR, 2004; SIALVE, 2009).

Outros fatores que também interferem na digestdo anaerdbia sdo os acidos
graxos volateis (AGV) e alcalinidade. O acumulo de AGV pode levar a inibicao tanto
de bactérias acetogénicas quanto de metanogénicas dentro dos reatores anaerobios,
e ocorre em funcéo das sobrecargas, sejam elas orgéanicas, hidraulicas ou tdxicas, ou
ainda sob variagfes bruscas de temperatura ou queda do pH. Concentracdes de até
8000 mg/L ndo séo toxicas a digestdo anaerdbia, desde que o pH esteja préximo de
7. Ja a alcalinidade, em concentracdes adequadas, proporciona efeito tampao ao
meio, impedindo indiretamente o acumulo de acidos organicos e possibilitando o
equilibrio do sistema mediante a neutralizacdo dos AGV produzidos durante as fases
de hidrdlise e acidogénese (DE SOUZA, 1984; CHERNICHARO, 1997).
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O Sulfato (S04%) também tem potencial de interferéncia no processo de
digestdo. Quando o substrato organico da digestao apresenta altas concentracoes
deste sal, bactérias redutoras de sulfato (BRS) podem utiliza-lo como aceptor de
elétrons e converté-lo em sulfeto, sendo este extremamente téxico as metanogénicas
em concentracdes superiores a 200 mg/L. Visto que as BRS tém maior afinidade por
acetato que as metanogénicas, uma forte competicdo acontece sob baixas
concentracbes de carbono e de acido acético, em relagbes DQO/SO4? situadas na
faixa 1,7-2,7. O aumento dessa proporcao é favoravel as metanogénicas, enquanto
que a reducao favorece as bactérias redutoras de sulfato (BITTON, 1994; PARKIN e
OWEN, 1986).

3.3 Biodegradabilidade da parede celular e pré-tratamentos

O item 3.3 discorre sobre 0s principais tipos de pré-tratamentos utilizados como
mecanismos de lise celular, os quais visam aumentar a disponibilidade de contetdo
intra-celular das microalgas e cianobactérias no meio aquoso e favorecer o processo
de digestdo anaerdbia, potencializando, eventualmente, o volume de metano

produzido.

Embora o potencial de producdo de CHa seja dependente da composi¢cédo
bioguimica das microalgas, a resisténcia da parede celular é considerada o fator
limitante mais significativo ao seu processo de digestédo (SIALVE et al. 2009). Células
de microalgas apresentam parede celular rigida constituida, principalmente, de
celulose, hemicelulose e biopolimeros, moléculas extremamente resistentes ao
ataque enzimatico bacteriano (MUSSGNUNG et al. 2010; RAS et al. 2010). Portanto,
a cinética da digestdo anaerdbia é altamente dependente da composi¢ao bioquimica
e da biodegradabilidade da parede celular da espécie de microalgas (SIALVE et al.
2009).

Mussgnung et al. (2010) avaliaram o rendimento de CH4 a partir de seis
espécies diferentes de microalgas, obtendo valores da ordem de 287 a 587 ml CHa/g
SV. Os menores volumes de metano foram alcan¢ados a partir de espécies com baixa
degradacdo celular e alta quantidade de biopolimeros indigeriveis, como

esporopolenina, enquanto que as espécies microalgais que ndo eram constituidas de
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qualquer parede celular ou & base de proteinas apresentaram producao superior de
CHa. lIsto significa que células intactas de microalgas ndo foram capazes de
disponibilizar material intracelular ao consércio bacteriano, limitando a etapa de
hidrolise, e, consequentemente, o processo completo de biometanizacdo. Nesse
sentido, estudos concordam que a digestibilidade da célula microalgal, bem como o
rendimento de CHas, podem ser potencializados por meio fisico, quimico ou bioldgico,
através de mecanismos de pré-tratamento (SIALVE et al. 2009; MUSSGNUNG et al.
2010; ZAMALLOA et al. 2012; GONZALEZ-FERNANDEZ et al. 2012, PASSOS et al.;
2013, MAHDY et al. 2015; GRUBER-BRUNHUMER et al. 2016; SOLE-BUNDO et al.
2017).

Embora uma etapa prévia de tratamento torne o processo mais complexo e
oneroso, ela pode tornar o procedimento de digestdo mais eficaz e reduzir o custo
total para que seja possivel obter um balango energético positivo em comparacao com
a biomassa néo pré-tratada (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). A Tabela 5 apresenta um
resumo de estudos que empregaram diferentes tipos de pré-tratamentos a biomassa
de microalgas e cianobactérias tendo em vista o aumento da solubilizacéo do material

organico e potencializacao do rendimento de CHa.
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Espécies de Microalga/

Condicdes da

Pré-tratamento

Rendimento de CHg4

: L. digestéo e tipo - , - Autor / Ano
cianobactéria A EEtar T Fairdietes Antes do pré- Depois do pré-
SliEetle P ¢ tratamento tratamento
33 dias P 70°C, 15 min em banho maria 85 ml CHa/g DQO GONZALEZ-
SCENEIEES S, (35°C; batelada) Térmico 90°C, 15 min em banho maria 76 ml CHalg DQO 170 ml CH4/g DQO FERNANDEZ et
al. 2012
Chlamydomonas 387 ml CHa4/g SV 306 ml CHa4/g SV
reinhardtii 32 dias . m &g m g MUSSGNUG et al.
Chlorella kessleri (38°C, batelada) Secagem 105°C (24 h) 218 ml CHa4/g SV 168 ml CHa4/g SV 2010
S g ol ’ 178 ml CHa/g SV 35,3 ml CHa/g SV
cenedesmus obliquus
15 dias TDH o +—
Biomassa de microalgas:  (37°C, continuo) 99°C, 1= 10 l00micHagsy 20 MICHIOSY
Stigeoclonium sp., Térmico PASSOS et al.
Monorraphidium sp., 20 dias TDH 95°C. t= 10 h 310 ml CH4/g SV 2014
. . 0, 4 ’ —
Nitzchia sp., Amphora sp., (3;0%;2?";:0) 750C, t= 10 h 180 ml CHa4/g SV 300 ml CHalg SV
(37°C, continuo)
Ultrassom 10 min (Gerador Polytron) 170 ml CHa4/g SV
A . 60 dias o ye SAMSON et al.
Spirulina maxima (35°C, continuo) 50°C (1h em banho d’agua) 190 ml CHa4/g SV 210 ml CH4/g SV 1983

Termoquimico

100°C (1h em banho d’agua)
150°C (1h em esterilizador a vapor)

220 ml CHa/g SV
240 ml CHa/g SV
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Térmico 70°C, 25 min 89 ml CHa4/g DQO .
. : GONZALEZ-
(o]
Scenedesmus sp. 34 dias 80°C, 25 min 82miCHJgDQo 2O MICHIGDQO ey ANDEZ et
(35°C, batelada) al. 2012
Ultrassom 130 MJ/kg, 30 min 154 ml CH4/g DQO '
. . 140°C, (10 e 20 min 3 bar) 156 ml CHa/g 131 ml CHa4/g SV
Chlorella vulgaris (350(2:9 S;?;a 6@ A‘l‘:;”?:s”;gode 160°C, (10 e 20 min, 6 bar) DQO (91 mI CHa/lg 151 ml CHalg SV MENEOElZLlet al.
' P 180°C, (10 e 20 min, 10 bar) SV) 135 ml CHa4/g SV
Reducéo de
tamanho
b AT 45 dias (homogeneizagao 50-5000 J/ml 170 ml CHa/g SV 310-350 ml CHalg SV LEoni;aL
(alga filamentosa) (35°C, batelada) via ultrassom) 49 49
Ultrassom
Reducao de 5cm,1lcm
tamanho (corte) 93-100 ml CHa4/g ST
<0.1 mm
Rhizoclonium 28 dias Redugdo de 230-240 ml CHaJg 100113 Ml CHa/g ST
lga filamentosa) (53°C, batelada) ~ 2manho (mistura) ST digerido EHIMEN et al.
(alg ' 20 kHz, 10 min 113-127 ml CHalg ST 2013

Sonicagéo

Enzimas

Combinacao de: lipase, xilanase, a-
amilase, protease, celulase.

143 ml CHa/g ST

Biomassa de algas:

Pediastrum sp.,
Micractinum sp.
Scenedesmus sp.

91 (130) dias TRS
(20°C, batelada,
AVR)

continuo
(37°C, TDH:
14 — 16 dias)

Térmico
(congelamento)

-20°C, 24 h, e fusdo em temperatura
ambiente (20°C)

57°C, 3.8 h
-20°C, 24 h, e fuséo em temperatura
ambiente (20°C)

103 ml CHa/g SV

179 ml CHa/g SV

155 ml CHa/g SV

136 ml CHa/g SV
205 ml CHa/g SV

KINNUNEN et al.
2014

Biomassa de algas

TDH 15 dias
(35°C, batelada)

20 dias
(35°C, batelada)

Micro-ondas

900 W, t=3 min:
110 kJ/kg SV

200 kd/kg SV

130 ml CHa/g SV

170 ml CHa/g SV

170 ml CHa/g SV

270 ml CHalg SV

PASSOS et al.
2014
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. 28 dias CHEN et al.
A i (o]
Biomassa de algas (38°C, batelada) Térmico 100°C por 8 h 340 ml CH4/g SV 450 ml CHa/g SV 1998
. 25 dias PARK et al.
Chlorella vulgaris (35°C, batelada) Ultrassom 200 J/ml 230 ml CH4/g SV 440 ml CHa/lg SV 2013
Biomassa de algas:
g 46 dias | 21 800 kJ/kg ST 140 ml CHa/g SV PASSOS et al.
Scenedesmus obliquus, (35°C, batelada) Micro-ondas 43 600 kJ/kg ST 117 ml CHa4/g SV 160 ml CHa4/g SV 2013
Chlorella vulgares ' 65 400 kJ/kg ST 210 ml CHa4/g SV
75°C, 30 min (T) 191 ml CH4/g DQO
Carbohidralase
pH 5.5, (50°C, t=5 h), 75°C t=15 min 217 ml CHa4/g DQO
Protease pH=8, (50°C, t=5 h),
75°Ct=15 min 287 ml CH4/g DQO
. - 191 ml CH
. 23 dias Térmico com o - _ 91 ml CHfg
Chlorella vulgaris (35°C, batelada) enzimas 75°C, t-30 min; Protease pH=8, DQO MAHDY et al.
’ (50°C, t=5 h), 75°C t=15 min (T+A) 271 ml CHa4/g DQO 2014

Carbohidralase pH=5.5, (50°C, t=3 h)
e Protease (50°C, t=2 h), 75°C t=15

min (V+A)

75°C, t—-30 min; Carbohidralase
pH=5.5, (50°C, t=3 h) e Protease
(50°C, t=2 h), 75°C t=15 min

287 ml CHa/g DQO

300 ml CH4/g DQO
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Carbohidralase pH=5.5, (50°C, t=5 h),

75°C t=15 min (V) 256 ml CH4/g DQO
75°C, t=30 min; Carbohidralase
pH=5.5, (50°C, t=5 h), 75°C t=15 min 279 ml CH4/g DQO
263 ml CHa/g
. A Protease pH=8, (50°C, t=5 h), 75°C
23 dias Térmico com . DQO MAHDY et al.
Chlamydomonas _ =1 A 2 | CHa/g D
reinyhardtii (35°C, batelada) enzimas t=15 min () 89 ml CHa/g DQO 2014

Carbohidralase pH=5.5, (50°C, t=3 h)

e Protease (50°C, t=2 h), 75°C t=15 312 ml CHa/g DQO
min (V+A)
75°C, t—=30 min; Carbohidralase ~340 ml CH4/g DQO
pH=5.5, (50°C, t=3 h) e Protease,
(50°C, t=2 h), 75°C t=15 min
120°C, t=20 min
180 ml CH4/g DQO
120°C, t=40 min
268 ml CH4/g DQO
120°C, t=40 min +
. 30 dias . 4 MH:S04 em pH = 2 139 ml CHa/g 229 M CHIGDQO e NDEZ et al.
Chlorella vulgaris Termoquimico

(o]
(35°C, batelada) 120°C, t=40 min + DQO 241 ml CHa/g DQO 2013

4 M NaOH em pH =10

113 ml CH4/g DQO
4 M H2SO4 em pH =2

120 ml CH4/g DQO
4 M NaOH em pH =10

Mecénico mistura t=1 min 10,0 ml CH4
. 15 dias Quimico 40°C, 0.2% v/v acido, t=16 h 16,4 ml CH4 SANTOS et al.
. ’ ' 17 ml CH \% !
[T s (30°C, batelada) Térmico 60°C, t=16 h ml CHa/g S 2,87 ml CH4 2014

Térmico 40°C, t=16 h 2,29 ml CHa
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7 meses

Ultrassom

600 W, 90 min

230 ml CHa/g SV

210 ml CHa/g SV

Sélidos de alga fresca de , SUKIAS et al.
. ~ (20°C, semi-
lagoa de estabilizacdo continuo) Ultrassom 600 W, 90 min 14 m3 CHa/kg SV 16 ml CHa4/g SV 2007.
Nannochloropsis oculata 12 dias Térmico 90°C, 4 h 240 ml CH4/g SV 290 mi CH4/g SV MARSOLEK,
(37°C, batelada) 90°C, 4 h 330 ml CHa4/g SV et al. 2013
Solvente hexano, aparato Soxhlet 330 ml CHa4/g SV
Extracéo de lipidios t=6 h (A)
Scenedesmus 35 dias Hidrolise térmica de 240 ml CH4/g SV
(38°C, batelada) alta presséo 170°C, 800 kpa, t=30 min (B) 180 ml CH4/g SV KEYMER et al.
Extracéo de lipidios 380 ml CHa4/g SV 2013
e HTAP A+B
A=310 ml CHa/g SV
Biomassas de algas: 10,000 kJ/kg ST (U1)
27,000 kJ/kg ST B=223 ml CHa4/g SV
Ultrassom 40,000 kJ/kg ST (U3,u4)
, 57,000 kd/kg ST A=272mlCHalg  C=314 ml CH4/g SV
A: Chlamydomonas, sv (1)
Scenedesmus, 110°C, 1 bar A=398 ml CHa/g SV
Nannochloropsis. 60 dias Hidrdlise térmica 140°C, 1.2 bar B=198 ml CH./g (T3)
(35°C, batelada) 170°C, 6.4 bar SV B=307 ml CHa/g SV ALZATE et al.
t=15 min (T3) 2012
B: Acutodesmus obliquus, C=255 ml CHa/g C=413 ml CHa4/g SV
Oocystis sp., 55°C sV (T1)
Phormidium, Microaerobioldgico 12 h A=262 ml CHa/g SV
Nitzschia sp. 14 h no escuro (B1)
B=193 ml CH4/g SV
. (B1)
C: Microspora C=266 ml CHa/g SV
(B1,B2)

Scenedesmus sp.

32-40 dias
(37°C, batelada)

Mecanico, térmico e
guimico

Extracdo de aminoacidos

Extracéo de lipidios

140 ml CHalg SV

273 ml CHa/g SV

212 ml CHa/g SV

RAMOS-SUAREZ,
etal. 2014

Fonte: Adaptado de Jankowska et al. (2017).
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3.3.1 Pré-tratamento térmico

A solubilizacdo de fracOes organicas particuladas e moléculas organicas
poliméricas de microalgas é potencializada a partir da aplicacdo de calor, devido a
guebra das pontes de hidrogénio que constituem complexos cristalinos de celulose e
lignocelulose. Além disso, o calor reduz a viscosidade da biomassa, facilitando o
processo de digestdo pelos micro-organismos (CARRERE et al. 2010). As principais
vantagens do pré-tratamento térmico incluem a alta eficiéncia de solubilizacdo e o
amplo potencial para ser empregado em larga escala, enquanto que as maiores
desvantagens estdo relacionadas ao alto consumo energético, em alguns casos, € 0
risco de formacédo de compostos toxicos. Tanto a temperatura quanto o tempo de
exposicdo podem influenciar na eficiéncia do pré-tratamento térmico, embora a
temperatura figure como o elemento crucial de desintegracédo da biomassa (PASSOS
et al. 2014c).

A partir da implementacdo de uma etapa de pré-tratamento térmico em um
reator revestido (Jackted reactor) a 90°C por 120 min, Gonzalez-Fernandez et al.
(2012b) alcancaram 48% de biodegradabilidade da biomassa de Scenedesmus sp.,
rendendo 133 dm3 CHa/kg DQO. Enquanto que a biodegradabilidade da mesma
biomassa pré-tratada a 70°C, também por 120 min, foi de 22-24%, mesmo potencial
de biodegradabilidade alcancado pela biomassa nédo pré-tratada. Foram observadas
células intactas de Scenedesmus sp. ap6s o pré-tratamento a 70°C, por isso O
aumento do rendimento final de CHa4, com relacdo a biomassa in natura, foi
insignificante. Resultados positivos também foram relatados por Chen e Oswald
(1998) que investigaram o pré-tratamento térmico combinado a um pré-tratamento
quimico utilizando NaOH. Um aumento em 33% da produtividade de biogas foi
evidenciado na fermentacdo da biomassa de microalgas aquecida a 100°C por 8 h
com concentracdo de 3,7% de solidos e sem adicdo do NaOH, com relacdo a

biomassa que n&o foi submetida a nenhum mecanismo de pré-hidrolise.

Na avaliagdo do rendimento de CHa4 de duas misturas de microalgas
submetidas a hidrélise térmica através da injecdo direta de vapor a 9 bar e
temperaturas de 110°C, 140°C e 170°C, seguido por rapida descompressao, em um

processo chamado de “Explosdo de vapor”, Alzate et al. (2012) alcancaram as
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melhores produtividades (398 ml CHa/g SV e 307 ml CH4/g SV) quando as biomassas
foram tratadas termicamente a 170°C. Por outro lado, na digestdo de uma terceira
mistura, composta majoritariamente de Microspora, o maior rendimento de CHa foi
observado a partir da biomassa aquecida a 110°C, cerca de 413 ml CHa/g SV,
enquanto que o menor potencial de producédo foi relatado para biomassa de
Microspora pré-tratada a 170°C. Desta forma, os autores concluiram que a
solubilizacdo da matéria organica nao é o unico fator diretamente inter-relacionado ao
rendimento de CH4. De forma semelhante, Jard et al. (2013) também relataram alta
solubilizagdo, porém rendimento reduzido de metano na digestdo da macroalga
Palmaria palmata, sujeita a temperaturas de 180-200°C como parte de um pré-
tratamento termoquimico. O baixo potencial, da ordem de 220 ml CHa4/g SV a 200°C,
foi atribuido a formacéo de compostos recalcitrantes na fracdo liquida durante a etapa
de pré-tratamento (STRONG e GAPES, 2012; JARD et al. 2013).

A partir de técnicas de pré-tratamento hidrotérmico, aquele cuja temperatura é
superior a 100°C e a presséo € reduzida gradualmente ao fim do tempo de exposicéo,
Schwede et al. (2013) reportaram 108% de aumento no rendimento de CHas
empregando Nannochloropsis salina. Este rendimento de 130 ml CHa/g SV foi obtido
a partir da fermentacdo da biomassa em um reator de mistura continua (CSTR),
mediante a aplicacdo prévia de calor a 120°C durante 2 h a biomassa de microalgas.
Efeitos positivos de producédo de CHs4 também foram relatados a partir de pre-
tratamentos a baixas temperaturas (KINNUNEN et al. 2014). Na digestdo anaerobia
de uma biomassa mista de Pediastrium sp., Micractinum sp. e Scenedesmus sp.,
Kinnunem e colaboradores (2014) conseguiram um aumento de 50% no rendimento
de CHa, aproximadamente 155 ml CHa/g SV, a partir do congelamento da biomassa
de microalgas a -20°C durante 24h, e posterior descongelamento a temperatura

ambiente.

A variagao no rendimento de CH4, 0 aumento de solubilizagdo e do potencial
de producéo de biogas podem ser atribuidos a temperatura do pré-tratamento, tempo
de exposicao, espécies de microalgas e composicéo bioquimica da parede celular. De
acordo com estudos realizados, a solubilizacdo da matéria organica alcancada com

temperaturas superiores a 80°C séo devido a desintegragcéo da célula e a liberacéo
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de material intracelular no meio aquoso; Ao passo que temperaturas inferiores a 70°C
tem efeito de solubilizacdo sobre exopolimeros e outros compostos extracelulares.
(GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2012b, PASSOS e FERRER, 2014).

3.3.2 Pré-tratamento mecéanico

Além do pré-tratamento térmico, técnicas de pré-tratamento mecanico também
podem ser empregadas, com sucesso, na solubilizacao de células de microalgas, uma
vez que exercem uma forca fisica sobre as moléculas das células promovendo a sua
ruptura. De acordo com Lee et al. (2012), os métodos mecéanicos sao geralmente os
mais utilizados previamente ao processo de extracdo de lipidios na producdo de
biodiesel por apresentarem reduzida dependéncia de espécies de microalgas e baixa
predisposi¢cdo a contaminacao, quando comparados aos pré-tratamentos quimicos.
No que diz respeito a potencializacdo da producdo de biogas, incluindo CHa, as

metodologias mais disseminadas sdo ultrassom e micro-ondas.

No mecanismo de ultrassom, ondas de alta frequéncia (acima de 50 kHz)
provocam uma rapida variacdo de pressdo no interior das células, levando a
movimentacdo de moléculas liquidas e consequente formacdo de microbolhas,
regides de vapor liquido. O fenbmeno de cavitacdo originado promove dois efeitos
fisicos distintos: Micro turbuléncia e ondas de choque de velocidade e pressdo. O
primeiro proporciona uma intensa mistura intracelular, enquanto que o segundo causa
a ruptura da parede. De forma similar, ondas de baixa frequéncia (inferiores a 50 kHz)
e altas amplitudes levam a cavitacdo, capaz de promover reacdes quimicas que
destroem o material organico em fungcédo da alta temperatura e pressao. Forcas de
cisalhamento sao criadas no liquido, propiciando a formacao de radicais livres (H* e
OH), induzindo a ruptura da célula e liberando o material do seu interior (IMAI et al.
2004; SCHWEDE et al. 2013).

Em experimento de digestdo anaerdbia em escala piloto, Lee et al. (2014)
relataram um aumento de 3 vezes de DQO soluvel, utilizada como medida direta de
desintegracéo celular, a partir da aplicacdo de 2500 J/ml via ultrassom a biomassa de
Hydrodictyon reticulatum, uma espécie filamentosa. Além do mais, quando a

biomassa foi submetida a dose energética de 40 J/ml, o rendimento de CHa4 atingiu
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384 ml CHa/g SV, volume 2.3 vezes maior que obtido pela fermentagao da biomassa

in natura.

Na avaliacdo do potencial de solubilizacdo de matéria organica a partir de
aplicacéo de diferentes doses ultrassonicas e sua influéncia na cinética de digestao
de uma cultura mista de microalgas cultivada em lagoa de alta taxa, Passos e Ferrer
(2014) concluiram através de modelagem matematica que a desintegracdo celular
ocasionada pelo pré-tratamento foi uma etapa essencial ao aumento do rendimento
de CHas. No estudo, as 9 doses de energia aplicadas que variaram entre 16 e 67,2
MJ/kg ST possibilitaram significativo aumento da solubilizagdo da biomassa (16-91%)
e rendimento maximo de CHasigual a 196,4 ml CH4/g SV, como consequéncia da

aplicacao da dose ultrass6nica maxima do experimento.

As micro-ondas variam em uma frequéncia de 0,3 a 300 GHz e atuam
aumentando a energia cinética da agua levando-a ao estado de fervura. A hidrélise
celular é decorrente da polarizacdo de macromoléculas provocada, principalmente,
por mudancas na estrutura de proteinas através de uma subita geracdo de calor e
aumento da pressdo no sistema biologico, forcando a saida de constituintes
intracelulares da matriz biolégica para o meio externo. Assim como para 0 mecanismo
de ultrassom, o pré-tratamento via micro-ondas também tem efeitos térmicos e
atérmicos. O efeito térmico se refere a geracao de calor por meio da absorcdo de
energia pela agua e por complexos organicos. Ja o efeito atérmico, € consequéncia
da polarizacdo das macromoléculas alinhada com os poélos do campo
eletromagnético, promovendo a quebra potencial das pontes de hidrogénio. Um
aspecto positivo dessa metodologia é que as micro-ondas penetram uniformemente
na biomassa de microalgas, aquecendo todas as fragcbes organicas de forma
uniforme, sendo assim amplamente utilizada como uma etapa prévia a digestao
anaerobia, visando o aumento do potencial de producdo de CH4 (BANIK et al. 2006;
ESKICIOGLU et al. 2009; PATIL et al. 2013).

No processo de irradiagdo via micro-ondas de uma cultura de Nannochloropsis
salina, Schwede et al. (2013) reportaram um aumento no rendimento de metano de

347 ml CHa/g SV para 487 ml CH4/g SV, mediante a aplicacdo de uma frequéncia de
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2450 MHz (5 vezes até alcancar o estado de ebulicdo a 900 W). Da mesma forma,
atraves de testes de potencial bioquimico, Passos et al. (2013) alcancaram resultados
ainda mais favoraveis, um aumento de 78% no rendimento de CHa4 a partir da digestéo
de biomassa de microalgas, proveniente de um sistema de tratamento de aguas
residuéarias, submetida a 65,4 MJ/kg ST de irradiacéo e poténcia 900 W a 98°C. Em
estudo subsequente, Passos et al. (2013b) investigando em escala laboratorial a
digestdo da biomassa de microalgas em reatores continuos, reportaram um aumento
de CH4 de 30% (de 120 ml CHa4/g SV para 160 ml CH4/g SV ) para um TDH igual a 15
dias. Quando o TDH foi aumentado de 15 para 20 dias, o rendimento final de CH4 foi
de 200 ml CH4/g SV, 43% maior a producdo alcancada pelo reator controle de
biomassa in natura. Como base no melhor desempenho obtido em testes de potencial
bioguimico, em termos de rendimento de CHas, a biomassa foi pré-tratada com dose
ultrassoénica de 110.2 MJ/kg VS, 900 W durante 3 min (PASSOS et al. 2013a).

3.3.3 Pré-tratamento bioldgico

As metodologias de pré-tratamento por via biolégica sdo fundamentadas em 3
ambitos: fangico, bacteriano e enzimatico. Diferentes espécies de fungos podem ser
utilizadas para degradar, através da liberacdo de enzimas especificas, lignina,
celulose e hemicelulose, constituintes comuns a parede celular algal. Por outro lado,
apresenta-se o pré-tratamento microbiano, também conhecido como pré-acidificacao,
que é constituido da realizacdo das etapas de hidrélise e acidogénese de forma
dissociada as etapas de acidogénese e metanogénese na digestdo anaerdbia. A
separacdo de fases previne efeitos inibitérios a metanogénese, a exemplo da
acumulacao de acidos graxos volateis em baixo pH. Outro método de pré-tratamento
biolégico € a hidrélise enzimatica, que consiste na adicdo de diferentes tipos de
enzimas ou uma mistura delas, auxiliando nas reacdes de desintegracdo da parede
celular das microalgas e de outros biopolimeros. A hidrélise enzimética ndo gera
compostos recalcitrantes, e oferece baixo consumo de energia. Por outro lado, é um
processo lento que apresenta altos custos relacionados a sua producado e elevada
especificidade para o substrato da digestao (KUMAR et al. 2009; AGBOR et al. 2011,
BOHUTSKYI et al. 2013; MONTGOMERY e BOCHMANN, 2014).
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Ehimen et al. (2013) investigaram o potencial de producdo de CHas de
Rhizoclonium pré-tratada a partir da aplicagcdo combinada de um processo de mistura
mecanica (<0,1 mm de comprimento) e hidrolise enziméatica com base em 5 enzimas
diferentes (a-amilase, protease, lipase, xilanase e complexo de celulase). De acordo
com os resultados, o maior potencial de producdo de CHas, dentre as enzimas
aplicadas, foi relatado a partir do pré tratamento com celulase, cerca de 133 ml CHa/g
ST, o grupo celulase atua sobre a decomposicéo da celulose, convertendo-a em um
polissacarideo mais simples como a glucose. Ademais, quando a biomassa foi pré-
tratada a partir da aplicagdo de uma mistura proporcional entre todas as enzimas, o
rendimento foi quase 10% superior, aproximadamente 145 ml CHa4/g ST (Figura 9).
Mesmo assim, o0s autores relataram que o0s volumes produzidos foram
consideravelmente baixos com relacdo aos resultados sobre digestdo de algas

reportados na literatura.

Figura 9 - Rendimento acumulado de CH4 a partir digestdo anaerdbia da biomassa de
Rhizoclonium submetida a pré-tratamento enzimatico
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Fonte: Ehimen et al. (2013).

Em outro estudo, celulase, endogalacturonase, protease e esterase, e sua
respectiva mistura, foram incubadas a 3 diferentes espécies de microalgas (A.
maxima, C. sorokiniana e S. obliquus) por 24 h a 50°C. Todas as enzimas,

individualmente, proporcionaram um incremento na producéo de biogas. Contudo, 0s
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melhores resultados foram observados a partir da hidrolise enzimatica favorecida pela
mistura entre todas as enzimas, com rendimentos maximos de biogas da ordem de
1050 ml/g SV, 775 ml/g SV e 1197 mi/g SV, para A. maxima, C. sorokiniana e S.
obliquus, respectivamente. A hidrolise enzimatica promoveu a solubilizacdo das
macromoléculas e biopolimeros da parede celular do substrato, e viabilizou 0 aumento
da producdo de CH4 em comparagédo com a biomassa néo pré-tratada (OMETTO et
al. 2014).

3.3.4 Pré-tratamento quimico

Mecanismos de pré-hidrdlise celular ainda podem ser de natureza quimica.
Estes aceleram o processo de degradacdo da biomassa de microalgas através da
acdo de agentes acidos, alcalinos e oxidativos. Reagentes &cidos e alcalinos sdo
habitualmente utilizados com a finalidade de solubilizar biopolimeros e compostos
lignoceluldsicos encontrados na parede celular microalgal, facilitando, sobretudo, a
atuacao de enzimas. A eficiéncia de cada tipo de pré-tratamento quimico depende,
essencialmente, da composi¢cdo e da concentracdo dos constituintes da parede
celular, bem como da concentracdo da solugdo quimica. O tratamento alcalino
apresenta maior eficiéncia na degradacéo de lignina, enquanto que o tratamento acido
exibe o melhor desempenho na solubilizacdo quimica da hemicelulose (BOHUTSKY!I
et al.; CHO et al.; MENDEZ et al. 2013). Os pré-tratamentos por hidrolise quimica
requerem baixa demanda de energia e alta solubilizagcdo de carboidratos como
vantagens, todavia apresentam alto potencial de contaminacédo, geracdo de possiveis
compostos inibitorios a digestéo, problemas de corrosdo e mudancas de pH no reator,
além dos altos custos associados ao processo (PASSOS et al. 2014c; RODRIGUEZ
et al. 2015).

A partir de pré-tratamento alcalino, diferentes concentracdes de NaOH (O-
21000 mg/L) foram aplicadas a 5 espécies de microalgas (Chlorella sp.,
Nannochloropsis sp., Thalassiosira weissflogii, Tetraselmis sp., e Pavlova). Efeitos
positivos sobre a solubilizacdo foram observados apenas para biomassa de
Tetraselmis sp., aproximadamente 200%. N&o foram relatados aumentos

significativos no rendimento de CH4, embora uma queda de 10-30% no potencial de
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producao tenha sido reportado na digestdo de Nannochloropsis sp. (BOHUTSKY!I et
al. 2014).

Por outro lado, quando os mesmos autores investigaram a biodegradabilidade
anaerdbia das mesmas espécies microalgais, pré-tratadas em combinagdo com um
processo térmico (autoclavagem a 121°C por 30 min, pressdo de 10,2 kgf/cm?2), um
aumento médio de 90% da DQO soluvel foi alcancado para as biomassas de
Nannochloropsis sp., Tetraselmis sp., e Pavlova, atribuido a combinacéo sinérgica
entre alcalinidade e alta temperatura que leva ao inchago da celulose e redugao
polimérica. Quanto aos rendimentos de biogas e CHa4, estes foram superiores em 30-
40%, unicamente, na digestdo de Chlorella sp. e Nannochloropsis sp., enquanto que
nenhum incremento no potencial de producéo de gas foi observado a partir das outras

espécies.

Similarmente, por meio de pré-tratamento via termoquimica, a digestdo da
biomassa de Chlorella vulgaris rendeu 229 ml CH4/g DQO inicial, resultando em um
aumento de 65% em relacdo a biomassa in natura, quando acidificada com H2SOa4
(pH = 2) seguida de autoclavagem a 120°C durante 40 min. Entretanto, o resultado
mais positivo foi observado a partir do pré-tratamento exclusivamente térmico (120°C
por 40 min), cerca de 268 ml CHa4/g DQO inicial. Desta forma, pré-tratamentos tao-
somente quimicos apresentam certa incoeréncia no que tange o aumento do potencial
metanogénico, sendo apenas viaveis, de acordo com os resultados reportados na
literatura, quando realizados em associa¢cdo com mecanismos térmicos (MENDEZ et
al. 2013).

3.4 Perspectivas Futuras

O item 3.4 discute perspectivas tecnolbégicas futuras acerca da digestao

anaerobia de microalgas e cianobactérias.

A face do exposto, varias questdes ainda precisam ser elucidadas no
aprimoramento das técnicas de digestdo anaerdbia de microalgas tendo em vista a
potencializacdo do rendimento de biogas e CHas, e 0 escalonamento da tecnologia.

Além da melhor compreensao acerca dos principios atuantes nos mecanismos de pré-
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7

tratamento para lise celular, é primordial conceber, sobretudo, um modelo
energeticamente favoravel e viavel economicamente que integre o cultivo e o
tratamento de efluentes, recuperacdo e concentracdo da biomassa cultivada, a

producdo de biocombustiveis, a digestdo anaerobia e a recuperacdo de nutrientes.

Em 2011, Yang e colaboradores apresentaram um modelo com processo em 2
estagios de producéo de hidrogénio e CH4 a partir da digestdo anaerébia de biomassa
de Scenedesmus sp. pOs extracdo de lipidios, e alcangaram um aumento de
rendimento de biogas em 123%, obtendo um balango energético positivo quando
comparado ao processo em um estagio. Além desse modelo, ainda pode-se
considerar a ampliacdo do potencial de rendimento de CHa4 a partir da implementacao
de técnicas de co-digestdo com glicerol residual, lodo de esgoto ou outros residuos
ricos em carbono, a fim de intensificar a atividade anaerdbia através o aumento da

relacéo C/N.

Atualmente, diversas pesquisas de carater mundial estdo sendo desenvolvidas
com o objetivo de aumentar e modificar a acumulagéo de lipidios, macromoléculas e
outros compostos de armazenamento energético em microalgas e cianobactérias por
meio da engenharia genética. O emprego dessa tecnologia manipula propriedades
gendmicas e genéticas que diversificam e enriguecem a composi¢ao intracelular de
microalgas e cianobactérias, favorecendo a acumulacéo de lipidios para producao de
biocombustiveis e, consequentemente, potencializando o rendimento de biogas
mediante fermentacdo anaerObia da biomassa de espécies manipuladas

geneticamente.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, € exposta a metodologia utilizada para conducdo dos
experimentos propostos de digestéo anaerdbia de microalgas e cianobactérias.

Os ensaios de biodegradabilidade anaerdbia da biomassa de microalgas e
cianobactérias para fins de producdo de CHs4 foram conduzidos a partir de 3
experimentos distintos, os quais diferiram-se entre si, principalmente, em termos de
tipo de substrato algal digerivel e mecanismos de pré-tratamento aplicados a

biomassa para lise celular, antecedentes a fase experimental.

Os testes partiram de uma perspectiva energética mais favoravel (digestao de
biomassa oriunda de um subprocesso produtivo - Experimento 1), passando pela
digestdo de uma biomassa mista proveniente de um reservatoério natural eutrofizado
(Experimento 2), até um cenério mais desfavoravel (digestdo de biomassa comercial

favorecida com suplementagao nutricional - Experimento 3), conforme Figura 10.

Figura 10 - Ensaios de biodegradabilidade metanogénica de biomassa de microalgas e
cianobactérias

EXPERIMENTO 1 e -~ EXPERIMENTO 2 -, EXPERIMENTO 3 ~

Biomassa de Chlorelfa Biomassa mista de Biomassa de Chlorella
sp. cultivada em microalgas e sp. comercial
laboratoric cianobactérias
In-natura e pos
= In-natura e residual = In-natura e pos autoclavagem
pos extracio de tratamentos: ultrassom,
lipidios micro-ondas e autoclave = Com & Sem nutrientes
= Reatores batelada, = Reatores batelada, 250 = Reatores batelada,
250 ml, 30°C ml, 30°C 500 ml, 30°C
+ Relacdo 5/1: 0,59 + Relacio &/1: 0549 » Relacdo S:05g
DQO¥g S8V DQOVg 85V DQvg S5V
._\: 18 dias Y, \- 22 dias J \ 33 dias Y.

Fonte: O Autor (2017).

4.1 Metodologia comum aos 3 experimentos

O item 4.1 discorre sobre a metodologia que é comum aos 3 experimentos de
digestao propostos.
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4.1.1 Indculo

O lodo metanogénico, utilizado nos 3 experimentos, foi obtido a partir de um
reator UASB da estacdo de tratamento de efluentes de uma industria cervejeira. Ele
foi aclimatado a 30 °C por 48 horas (SURESH et al. 2013) e nédo foi adaptado a
biomassa de microalgas antes do inicio do teste (SCHWEDE et al. 2013). Sua
caracterizacao consistiu da determinacao do pH, teor de sélidos totais (ST), solidos
volateis (SV) e solidos fixos (SF), conforme APHA (2012). A Tabela 6 apresenta as
caracteristicas do lodo de in6culo.

Tabela 6 - Caracteristicas do lodo de in6culo

Parametros Valores

pH 7,5
Soélidos Totais (ST) 34,7 g/L
Solidos Volateis (SV) 30,0 g/L
Sdlidos Fixos (SF) 4,7 g/lL

Fonte: O Autor (2017).

4.1.2 Determinacdo do grau de solubilizacao

O grau de solubilizagdo foi calculado a partir da relacdo entre solidos
dissolvidos totais e solidos totais volateis (SDT/STV) e pelo aumento dessa propor¢ao
em relacdo a biomassa in-natura (PASSOS et al. 2013a). A equacao 1 apresenta o

[{ el

calculo do grau de solubilizacdo da biomassa de microalgas, onde os sub-indices “p

e “0” se referem as biomassas pré-tratada e in-natura, respectivamente.

(1)

SDT/STV)p -(SDT/STV
Solubilizaco (%)= {[( )p )ol } x 100

(SDT/STV)o

Onde: SDT: Sélidos Dissolvidos Totais; STV: Solidos Totais Volateis.

4.1.3 Caracterizagdo do substrato
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A caracterizacdo da biomassa de microalgas in-natura e pré-tratada, bem como
pés extracdo de lipidios e efluente da digestdo, foi realizada conforme métodos
analiticos enquadrados no Standard Methods (APHA, 2012), e estéo identificados nas
Tabelas 7 e 8.

Tabela 7 - Parametros e respectivos métodos analiticos realizados na caracterizagéo da
biomassa de microalgas e cianobactérias

Anédlises Unidades Métodos analiticos
Solidos Totais (ST) mg/L Gravimétrico
Solidos Volateis (SV) mg/L Gravimétrico
Demanda QLE::r)nQICS. Sjtia(;xigénio total malL Colorimeétrico
Demanda Q?gg?:jﬁ:;?émo soltvel malL Colorimeétrico
Lipidios mg/L Adaptado de Soxhlet (1879)
Proteinas mg/L Prajapati et al. (2014)!
Carboidratos mg/L Trevelyan e Harrison (1952)2
Nitrogénio Total (NTK) mg/L Titulométrico
Nitrogénio Amoniacal (NH4") mg/L Titulométrico
pH - Condutivimetro
Condutividade Elétrica (CE) puS/cm Condutivimetro
Fosforo Total (PO4*) mg/L Colorimétrico
Sulfato (SO4%) mg/L Cromatografico
Hidroxi-Metil-Furfural (HMF) mg/L Cromatrogréfico?
Sodio, Calcio e Potassio mg/L Fotometria de chama

(Na*, Ca?*, K*)

Fonte: O Autor (2017).

IA concentracdo total de proteinas foi determinada a partir da multiplicacdo do teor de
nitrogénio total kjeldahl (NTK) pelo fator de converséao geral de 6,25 (PRAJAPATI et al. 2014).
2As andlises de carboidratos foram realizadas de acordo com o método do reagente antrona
proposto por Trevelyan e Harrison (1952). Os acUcares totais foram quantificados por
espectrofotometria no comprimento de onda de 625 nm, utilizando uma curva padréo de
glicose (300 mg/L) de intervalo 0-300 mg/L. 3Determinacdo de Hidroxi-Metil-Furfural (HMF)
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, comprimento de onda de 254 nm, coluna C18,
vazao de 0,6 ml/min, temperatura de 30°C, tempo de saida de 6 minutos e fase mével 80:20

(acetonitrila: agua).
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Tabela 8 - Parametros e respectivos métodos analiticos realizados na caracterizagéo do
efluente da digestéo

Anédlises Unidades Métodos analiticos

Demanda QLE:;n(IQCg tc:)c—;lclixigénio total mg/L Colorimétrico
Demanda Ql;gg?:jf,::?émo soluvel mg/L Colorimétrico
Nitrogénio Total (NTK) mg/L Titulométrico
Nitrogénio Amoniacal (NH4") mg/L Titulométrico

pH - Condutivimetro

Condutividade Elétrica (CE) uS/cm Condutivimetro
Fésforo Total (PO4*) mg/L Colorimétrico

Sulfato (SO4?) mg/L Cromatografico

Acidos Graxos Volateis (AGV) mg/L Cromatografico
Alcalinidade mg/L Titulométrico

Fonte: O Autor (2017).

A caracterizacdo consistiu, ainda, da visualizacédo da suspensao de microalgas
e cianobactérias em microscépio 6ptico binocular (marca Leica — CME 110v/220v)
para identificacdo das espécies presentes e avaliacdo da integridade das células.

4.1.4 Potencial Estequiométrico de Metano (PEM)

O rendimento tedrico de metano foi calculado a partir da equacao 2, que toma
como base a composicdo bioquimica da biomassa microalgal analisada em termos de
lipidios, proteinas e carboidratos (PRAJAPATI et al. 2013).

(2)

(0,851 X fP) + (1,014 x fL) + (0,415 x fC)

PEM
100

Onde: PEM = Potencial Estequiométrico de Metano esperado a partir da biomassa (L CHa. g
SV1); fp, fL e fc: Fracdes de proteinas, lipidios e carboidratos (% ST) da biomassa seca,

respectivamente.
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4.1.5 Medicdo da producdo de metano

A producdo de CHas foi monitorada através do método de deslocamento de
liquido (solucdo de hidroxido de sodio 3%), que permite a quantificacdo direta do
volume de CHas produzido diariamente. Cada reator esteve conectado por um sistema
agulha-mangueira-agulha a uma garrafa invertida de 1 L contendo uma solugéao de
NaOH 3%, que lavava o biogas produzido, retendo o CO:z e permitindo apenas a
passagem do gas metano (AQUINO et al. 2007; ESPOSITO et al. 2012).

O volume de metano foi quantificado a partir do volume de solugdo de NaOH
3% eliminado da garrafa e capturado por um frasco plastico de 1 L. Para avaliacdo da
producdo de metano realizada pela respiracdo enddgena foram preparados reatores
(em triplicata) como controles positivos (apenas indculo) e controles negativos (alga
in-natura e alga pré-tratada). Os valores de producéo obtidos nos reatores contendo
apenas o inéculo foram subtraidos dos obtidos nos reatores experimentais para

obtencédo do rendimento liquido (ml CHa4) corrigido para cada condi¢éo testada.

4.1.6 Biodegradabilidade

A biodegradabilidade anaerdbia (%) da biomassa de microalgas e
cianobactérias foi determinada a partir do volume liquido de CHa (ml) e do rendimento
tedrico de metano sob condi¢des padrdes (350 ml CH4/g DQO removida), sobre a
DQO inicial de cada ensaio conduzido (PASSOS et al. 2013a).

(3)

Volume liquido de CHa4 (ml)
350 (ml CH4+/gDQO removida)

Biodegradabilidade (%)= ]/[gDQO inicial] % 100
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4.1.7 Viabilidade energética

A avaliacdo dos aspectos energéticos da digestdo anaerdbia nos 3
experimentos teve por objetivo investigar a viabilidade de implementacdo em larga
escala dos mecanismos de pré-tratamento aplicados as biomassas de microalgas e

cianobactérias, e foi realizada de acordo com o proposto por Ferrer (2009; 2011).

O balanco energético do pré-tratamento foi determinado a partir da relacao
energética Ee/Es, onde Ee corresponde a energia consumida mediante aplicacéo da
técnica de pré-tratamento, enquanto que Es representa a quantidade de energia
recuperada durante o processo de biometanizagcdo. Perdas de calor ndo foram
consideradas no estudo, uma vez que, em reatores separados, representam uma

parcela insignificante de gasto energético, cerca de 2 a 8% (ZUPANCIC e ROS, 2003).

Para as técnicas de pré-tratamento mecéanico (ultrassom e micro-ondas) a
energia de entrada foi quantificada a partir da Equacéo 4, onde Ee: entrada de energia
(kJ/kg SV); P: Poténcia (kW); t: tempo de exposicdo (s); g SV: massa de sélidos
volateis da biomassa pré-tratada.

4)
Pt
Ee = ﬁ

Para determinacdo da quantidade de energia dispendida no pré tratamento
térmico de autoclavagem nos experimentos 2 e 3 a Equacéo 5 foi empregada. Onde:
Ee: energia de entrada (kJ/g SV); p: densidade (kg/L); V: volume da biomassa (L); Tp:

Temperatura do pré-tratamento (°C); y: calor especifico (kJ/kg °C); Tqa: Temperatura
da digestdo anaerobia (°C); Ta: Temperatura ambiente (20°C); ¢: Eficiéncia de

recuperacédo de calor (85%); g SV: massa de solidos volateis da biomassa pré-tratada.
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(5)

[(pVV (T - Ta)) — (pVy (T, — Ta) ¢)]
gSv

Ee =

A saida de energia (Es) € calculada com base no aumento do rendimento de
CH4 a partir da aplicagdo do pré-tratamento com relagdo a biomassa in natura
(Equacéo 6).
(6)
Es = AYen,$

Onde: Es: Saida de energia (kJ/g SV), AY.y,:diferenca no rendimento de CH4 entre a

biomassa pré-tratada e in natura (m3 CHJ/g SV; & poder calorifico do CH4 (35800 kJ/m3).

4.2 Experimento 1: Digestdo de biomassa fresca de Chlorella vulgaris

O item 4.2 apresenta, em detalhes, o delineamento do experimento 1.

4.2.1 Substrato

O cultivo de C. vulgaris foi realizado em fotobiorreatores retangulares, a
temperatura de 17 + 2°C para reducdo da probabilidade de proliferacdo fungica e
bacteriana, sobrepondo-se ao desenvolvimento do ecossistema de microalgas, e foi
nutrido com meio Provasoli adaptado (Provasoli, 1958) e vitaminas do complexo B,
volume de 1ml/L e 0,5 ml/L, respectivamente, fornecidos a cada 2 dias. A agua de
abastecimento foi utilizada para o cultivo inicial por possuir sais minerais dissolvidos
e serem importantes para o metabolismo energético microalgal. Ela foi previamente
desinfetada atraves da adi¢ao de dioxido de cloro (ClO2) de concentragéo 10 ppmi/L,
e posteriormente desclorada por meio de bombas de aquario pelo periodo de 1 hora
e pela adicédo de tiossulfato de sédio (Na2S203), tornando-se propria para a finalidade

de cultivo.
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O cultivo foi mantido sob aeracdo constante de 0,2 L.min! com auxilio de
bombas de aquéario, mangueiras de silicone e pedras difusoras de ar, a fim de
promover sua mistura total. Lampadas fluorescentes foram utilizadas para fornecer

iluminacéo constante de 2000 £ 100lux, estabelecendo-se um foto-periodo autotrofico.

Figura 11 - Cultivo de Chlorella vulgaris em fotobiorreatores

Fonte: O Autor (2017).

O tempo de duracédo do cultivo foi de 60 dias, acumulando aproximadamente
12 L da suspenséao de Chlorella vulgaris. A avaliacdo da produtividade da biomassa,
em termos de rendimento (g de biomassa seca/lL), foi determinada pela metodologia
de solidos totais (APHA, 2012).

Tendo em vista a concentracdo, a biomassa proveniente do cultivo foi
submetida a decantacdo com auxilio de cones Inhoff com capacidade de 1L. Os cones
foram mantidos em sala refrigerada durante o periodo de decantacéo (12 a 24 horas),
e nao receberam adicdo de coagulantes. Posteriormente, a biomassa bruta foi
centrifugada a 3000 rpm durante 15 minutos (Centrifuge 5702 Eppendorf ®) e uma

solugéo de aproximadamente 5 g de biomassa seca/L foi preparada.
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4.2.2 Extracao de lipidios

Para a extracdo dos lipidios da biomassa bruta de C. vulgaris foi empregado o
meétodo de extracdo Soxhlet (adaptado de Soxhlet, 1879) utilizando como solventes
cloroférmio e metanol, na proporcéo (2:1 v/v). Cartuchos de celulose foram usados
para retencdo da biomassa no sistema. O tempo de extracdo do 6leo variou de 8 a 10
horas, tempo necessario para que se completasse 12 ciclos de lavagem continua. A
mistura de solventes foi evaporada por meio de um retro evaporador mantida em
banho-maria a temperatura de 60°C. A quantificacdo dos lipidios foi determinada por

gravimetria.

Figura 12 - Extracao de lipidios da biomassa de Chlorella vulgaris utilizando o método
de extracéo Soxhlet

4.2.3 Instalacdo experimental

Os ensaios de biodegradabilidade anaerdbia da biomassa de Chlorella vulgaris
foram realizados sob 2 condic¢des: 1. Biomassa in-natura residual, originada do cultivo
em laboratério, e 2. Biomassa residual pos-extracdo de lipidios (Figura 13). Foram
utilizadas garrafas reatores de boro-silicato de 250 ml (em triplicata) que funcionaram
como reatores em batelada com alimentacdo Unica e com headspace de 10% do
volume dutil. O rendimento de metano foi testado na faixa mesofilica a temperatura de
30 £ 2°C, carga organica de 1,5 g DQOIL, relacéo S:l de 0.5 g DQO/g SSV (ALZATE
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et al. 2012), e tempo de experimento de 18 dias. Suplementacdo extra com nutrientes

nao foi realizada em nenhuma das condigdes.

Figura 13 - Configuracdo dos experimentos realizados para avaliacdo da
biodegradabilidade anaerdbia da biomassa in-natura e residual de Chlorella vulgaris
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Legenda: BCAE (Ensaio com biomassa de C. vulgaris antes da extragcdo); BCPE (Ensaio
com biomassa de C. vulgaris pos extracao).

Fonte: O Autor (2017).

4.3 Experimento 2: Digestdo de biomassa mista de cianobactérias e

microalgas

O item 4.3 apresenta, em detalhes, o delineamento do experimento 2.

4.3.1 Substrato

A biomassa utilizada no experimento era composta de uma cultura mista de

cianobactérias e microalgas, 95% e 5%, respectivamente, e foi coletada no Acude de

Apipucos (8°01°08”S; 34°56°02”0), localizado no bairro de Apipucos, cidade de Recife-

PE. O reservatério mencionado possui area de 22 hectares, esta interligado ao rio
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Capibaribe e é enquadrado como Area de Preservacdo Ambiental - APA (RECIFE,
2006).

Figura 14 - Imagem de satélite do Acude de Apipucos

*v_“\,‘ < d 7- 5 |' 7,, q

Fonte: Google Earth (2017).

A coleta foi realizada a jusante do vertedouro que conecta o acude ao rio em
diferenca de nivel (Figura 15), e contou com o auxilio de uma rede de fitoplancton (¢
30 cm x 70 cm de comprimento) com abertura de malha de 20 um conectada a um
copo coletor de separacdo em PVC (volume de 200 ml). O processo de recuperagéo
da biomassa em laboratério foi compreendido por uma combinacdo de etapas de
sedimentacao + centrifugacdo para concentracédo da biomassa, na qual coagulantes
nao foram adicionados e a biomassa foi centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos
(Centrifuge 5702 Eppendorf ®). Mais tarde, uma suspensdo de aproximadamente

7000 mg de biomassa secal/L foi preparada.
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Figura 15 — Fotografia do local de coleta da biomassa mista de microalgas e
cianobactérias

At |

=
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Fonte: O Autor (2017).

No momento da coleta foram medidos os parametros pH, oxigénio dissolvido
(OD), condutividade elétrica (CE) e temperatura da agua com auxilio de um medidor
multiparametro portatii (Marca HACH, modelo HQ40d). Os valores estdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Parametros fisico-quimicos da agua do Acude de Apipucos

Parametro Valores
pH 7,3
Oxigénio Dissolvido 6,6 mg/L
Condutividade Elétrica 448 puS/cm
Temperatura 26°C

Fonte: O Autor (19/07/2017).

4.3.2 Otimizagdo dos pré-tratamentos

A otimizag&o dos pré-tratamentos de ultrassom e micro-ondas foram realizados
com o objetivo de se determinar as melhores doses de energia aplicadas a biomassa

mista (MJ/kg ST) que garantiiam o maior aumento da DQO soluvel por dose de
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energia fornecida, assumido como indicador direto de desintegracéo celular (variavel
resposta).

A dose de energia aplicada (E), expressa em MJ/kg ST, é funcédo da poténcia
(P), do tempo de exposicéo (t), do volume da amostra (V), e da concentragao inicial

de sélidos totais (ST), e é calculada de acordo com a Equacado 7 (YAN et al. 2010).

(7)
- P Xt
TV xST

Amostras da biomassa mista de microalgas e cianobactérias foram submetidas
a pré-hidrolise celular por meio de um banho ultrassénico de baixa frequéncia (25 Khz)
e poténcia de 120 W (marca Unique, modelo USC — 1850 A, capacidade 3,6 L). 5
doses especificas de energia (20,6 MJ/kg ST, 61,8 MJ/kg ST, 103 MJ/kg ST, 144,2
MJ/kg ST e 206 MJ/kg ST) foram empregadas, em triplicatas, a 50 ml da biomassa
mista com base no tempo de exposicdo e na concentracdo da suspensao da

biomassa, conforme descrito na Tabela 10.

Tabela 10 - Condi¢Bes dos ensaios de otimizagéo do pré-tratamento ultrassénico de
biomassa mista

Tempo Dose de Energia Aplicada Temperatura
ultrassénico (min) (MJ/kg ST) (°C)
1 20,6 80
3 61,8 80
5 103,0 80
7 144,2 80
10 206,0 80

Fonte: O Autor (2017).

A otimizacdo da dosagem do pré-tratamento mecénico de micro-ondas foi
estabelecida a partir de forno micro-ondas de frequéncia 60 Hz e poténcia 900 W
(marca Brastemp, modelo Maxi Gratine BMX35AR, capacidade 30 L). 5 doses
especificas de energia (25,7 MJ/kg ST, 64,3 MJ/kg ST, 77,1 MJ/kg ST, 115,7 MJ/kg
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ST e 154,3 MJ/kg ST) foram testadas (em triplicatas) para 50 ml de suspenséo de

biomassa. As condi¢des do ensaio estdo descritas na Tabela 11.

Tabela 11 - Condicbes dos ensaios de otimizacao do pré-tratamento de micro-ondas de
biomassa mista

Tempo de Dose de Energia Aplicada
Exposicao (seg.) (MJ/kg ST)
10 25,7
25 64,3
30 77,1
45 115,7
60 154,3

Fonte: O Autor (2017).

J& para determinacédo da melhor condicdo de hidrélise térmica de alta-presséo
(HTAP), um autoclave vertical (marca Phoenix, linha 50 litros, pressdo maxima de 3
kgf/cm?) foi utilizado. Desta forma, um planejamento fatorial 22 em duplicata (total de
8 ensaios) foi realizado, cuja as variaveis respostas também se deram em termos de
concentragbes (mg O2/L) da DQO solavel e seu respectivo aumento percentual,
assumidos como indicadores diretos de desintegracdo celular. Na Tabela 12
encontram-se as condi¢fes dos ensaios e 0s niveis de trabalho do planejamento

fatorial multivariado empregado.

Tabela 12 - Planejamento fatorial 22 para sele¢céo das condi¢Bes do pré-tratamento de
autoclavagem

Variavel Nivel (-1) Nivel (+1)
Tempo 30 min 40 min
Temperatura 110°C 120°C

Fonte: O Autor (2017).

4.3.3 Condigdes finais dos pré-tratamentos

As condigbes finais dos pré-tratamentos de ultrassom, micro-ondas e

autoclavagem para biomassa mista in-natura de microalgas e cianobactérias estdo
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discriminadas na Tabela 13. Elas apresentaram as respostas mais favoraveis a
solubilizag&do da biomassa estudada durante a fase de otimizac&o dos pré-tratamentos
(Secéo 4.3.2).

Tabela 13 - Condig¢6es finais dos mecanismos de pré-hidrolise celular para biomassa mista

Pré-tratamento Condicdes
Ultrassom 206 MJ/kg ST; 10 min
Micro-ondas 77,1 MJ/kg ST; 30 seg
Autoclavagem 120°C; 30 min; 1 kgf/cm?

Fonte: O Autor (2017).

O pré-tratamento de ultrassom da biomassa mista in-natura foi conduzido em
béqueres de 100 ml contendo 50 ml de amostra (7000 mg ST/L), irradiados por 10
minutos a 80°C recebendo uma dose total final de energia da ordem de 206 MJ/kg ST.
De forma semelhante, o pré-tratamento via micro-ondas foi realizado, onde as
amostras receberam uma quantidade de energia de 77,1 MJ/kg ST ao fim de 30

segundos de tempo de exposicao.

Ja o mecanismo de autoclavagem foi conduzido em garrafas de boro-silicato
com volume total de 1 L, contendo 500 ml solucdo in-natura de suspensao de algas
(7000 mg ST/L), as quais foram arranjadas (em triplicata) em autoclave vertical a
temperatura de 120°C por 30 minutos e presséao de 1 kgf/cm2 com queda brusca desta
ao fim do tempo de exposicdo. Em seguida, as amostras foram esfriadas a

temperatura ambiente e armazenadas a 4°C.

4.3.4 Instalagcao experimental

Os ensaios de biodegradabilidade anaerébia da biomassa mista de microalgas
e cianobactérias foram realizados a partir de 4 condi¢cfes distintas, considerando a
inducdo a mecanismos de pré-hidrolise celular (Figura 16). Foram utilizadas garrafas
reatores de boro-silicato de 250 ml (em triplicata) que funcionaram como reatores em
batelada com alimentagdo Unica e com headspace de 10% do volume util. O

rendimento de metano foi testado na faixa mesofilica a temperatura de 30 + 2°C, carga
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organica de 3 g DQOI/L, relacdo S:l de 0.5 g DQO/g SSV (ALZATE et al. 2012), e

tempo de experimento de 22 dias. Nutrientes ndo foram adicionados.

Figura 16 - Configuracdo dos experimentos realizados para avaliacdo da biodegradabilidade
metanogénica de biomassa mista de microalgas e cianobactérias

Biomassa mista

|
| |

BIOMASSA BIOMASSA POS |l BIOMASSA POS BIOMASSA POS
IN-NATURA ULTRASSOM MICRO-ONDAS AUTOCLAVE
- o= - =

& N
BMMO/ . BMMO |

Legenda: BMIN (Ensaio com biomassa mista in-natura); BMUS (Ensaio com biomassa mista
pés ultrassom); BMMO (Ensaio com biomassa mista pds micro-ondas); BMAC (Ensaio com
biomassa mista autoclavada).

Fonte: O Autor (2017).

4.4 Experimento 3: Digestdao de biomassa comercial de Chlorella sp.

O item 4.4 apresenta, em detalhes, o delineamento do experimento 3.

4.4.1 Substrato

A biomassa liofilizada de Chlorella sp. foi obtida comercialmente e uma solugéo
de aproximadamente 3 g ST/L foi preparada a partir do substrato desidratado obtido.
Esta suspensao de algas recebeu agitacdo com velocidade constante por 30 minutos
com o objetivo de garantir & suspensao certa solubilizacéo inicial e homogeneizacdo
da biomassa seca, sendo, ao fim deste procedimento, identificada como uma solugéo

de biomassa algal in-natura sem pré-tratamento.
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Figura 17 - Biomassa comercial liofilizada de Chlorella sp.

&

Fonte: O Autor (2017).

4.4.2 Solucao de nutrientes

A solucéo nutritiva utilizada neste estudo segue as concentracdes propostas
por FLORENCIO (1993) e podem ser observadas na Tabela 14.

Tabela 14 - Concentracdo de reagentes em solugéo de nutrientes

Solugéo Reagente Concentragéao (g/L)
NH.CI 0,280
KoHPO4 0,252
. MgSO4.7 H.O 0,100
Macronutrientes caCl, 0.007
NaHCO; 0,400
Extrato de levedura 0,100
FeCl,.4H,0 2,000
ZnCl; 0,050
MnCl,.4H;0 0,500
NiCl,.6H.0 0,142
NaSeOs.5H,0 0,164
HsBOs 0,050
CuCl,.2H20 0,038
Micronutrientes CoCl,.6H,0 2,000
AICl3.6H.0 0,090
(NH4)6.M07024.4H20 0,050
EDTA 1,000
Resazurina 0,200
HCI 1,000 (ml\L)

Fonte: FLORENCIO (1993).
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4.4.3 Otimizacao do pré-tratamento

Ensaios preliminares de autoclavagem foram realizados com o objetivo de
determinar os melhores tempos de exposicéo e temperaturas que potencializariam os
efeitos do pré-tratamento, promovendo a lise da parede celular, e consequente
disponibilidade de material organico de facil assimilacdo. A selecdo do tempo de
exposicdo e da temperatura do pré-tratamento de autoclavagem foi resultado de um
planejamento fatorial 22 em duplicata (total de 8 ensaios), cujas respostas foram as
concentragdes finais (mg/L) e aumento (%) de DQO soluvel na suspensao de Chlorella
sp. Na Tabela 15 encontram-se as condi¢des dos ensaios e 0s niveis de trabalho do
planejamento fatorial multivariado empregado.

Tabela 15 - Planejamento fatorial 22 para selecdo das condi¢des do pré-tratamento de
autoclavagem

Variavel Nivel (-1) Nivel (+1)
Tempo 30 min 40 min
Temperatura 110°C 120°C

Fonte: O Autor (2017).

4.4.4 Pré-tratamento térmico de autoclavagem

O pré-tratamento térmico de autoclavagem da biomassa algal in-natura foi
conduzido em garrafas de boro-silicato com volume total de 1 L, contendo a solugao
de suspenséo de algas, as quais foram arranjadas (em triplicata) em autoclave vertical
(marca Phoenix, linha 50 litros, pressdo maxima de 3 kgf/cm?2) a temperatura de 120°C,
tempo de exposicdo de 40 minutos, pressdo de 1 kgf/cm2 com queda brusca ao fim
do tempo de exposicdo. Esta condicdo apresentou a resposta mais favoravel a
solubilizacdo da biomassa de microalgas durante a fase de otimizacdo do preé-
tratamento, preliminar a fase experimental (secéo 4.4.3).

4.4.5 Instalagcao experimental

Os ensaios de biodegradabilidade metanogénica da biomassa comercial de
Chlorella sp. foram realizados a partir de 4 condi¢des dispares, em termos de adi¢ao
ou ndo de nutrientes, e conducéo ou ndo a pré-tratamento térmico de autoclavagem

para lise celular, conforme Figuras 18 e 19. Foram utilizadas garrafas reatores de
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boro-silicato de 500 ml (em triplicata) que funcionaram como reatores em batelada
com alimentacéo Unica e com headspace de 10% do volume util. O rendimento de
metano foi testado na faixa mesofilica a temperatura de 30 + 2°C, carga organica de
2 g DQOI/L, relacdo S:l1 de 0.5 g DQO/g SSV (ALZATE et al. 2012), e tempo de

incubacéo de 33 dias.

Figura 18 - Configuracdo dos experimentos realizados para avaliagao da
biodegradabilidade metanogénica de Chlorella sp.
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Legenda: INSN (Ensaio com alga in-natura sem adi¢éo de nutrientes); INCN (Ensaio com
alga in-natura com adicao de nutrientes); PTSN (Ensaio com alga pré-tratada sem adicao de
nutrientes); PTCN (Ensaio com alga pré-tratada com adicédo de nutrientes).

Fonte: O Autor (2017).

Figura 19 - Aparato experlmental para monitoramento da produgao diaria de CHa
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Fonte: O Autor (2017).
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51 RESULTADOS E DISCUSSAO — EXPERIMENTO 1

A secéo 5.1 discute, em detalhes, os resultados do experimento 1.

5.1.1 Caracterizacdo da biomassa e efeito do processo de extracao de lipidios

A Tabela 16 apresenta a composicéo bioquimica da biomassa in natura e pos
extracdo de lipidios de Chlorella vulgaris. Houve uma reducéo do teor lipidico do
substrato residual em comparacdo com a biomassa integra da ordem de 65%. Desta
forma, houve um aumento proporcional das fracbes macromoleculares de proteinas e
carboidratos na biomassa remanescente, sendo estas iguais a 55,4% e 21,7%,
respectivamente. Estes valores estdo em conformidade com estudos realizados por
Bruton et al. (2009) e Sidney et al. (2010), os quais sustentam que os teores de
proteinas e carboidratos para diversas espécies de Chlorellales, como Chlorella
pyrenoidosa e Chlorella vulgaris, situam-se na faixa de 41 a 58% e 12 a 26%,

respectivamente.



Tabela 16 - Caracterizacdo da biomassa de Chlorella vulgaris
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Parametros BCAE BCPE
Solidos Totais (ST) 7200 mg/L 5900 mg/L
Sélidos Voléteis (SV) 5800 mg/L 5300 mg/L
SVIST 73% 90%
DQO bruta 5400 mg/L 4245 mg/L
DQO soluvel 325 mg/L 498 mg/L
DQOs/DQOb 6% 11,73%
Lipidios 11% ST 3,8% ST
Proteinas 44,1% ST 55,4% ST
Carboidratos 18,4% ST 21,7% ST
NTK 508 mg/L 522 mg/L
NH4* 20 mg/L 35 mg/L
pH 6,9+0,1 7,1+ 0,08
CE 750 pS/cm 753 uS/cm
SO2 2,7 mg/L 4,1 mg/L
PO+ 7,3 mg/L 8,8 mg/L
Na*, K*, Ca?* 6,2; 5,8; 1,9 mg/L 6,4; 4,7; 2,0 mg/L

BCAE: Biomassa de Chlorella vulgaris antes da extracao de lipidios.
BCPE: Biomassa de Chlorella vulgaris pos extracao de lipidios.
Fonte: O Autor (2017).

A presenca de lipidios na biomassa residual de Chlorella vulgaris aponta
limitacbes do método de extracdo empregado, as quais podem estar relacionadas a
baixa biodegradabilidade da parede celular microalgal inerente ao processo. Espécies
de Chlorella vulgaris apresentam parede celular rigida, composta, sobretudo, de
celulose, hemicelulose e lignina. Lee et al. (2013) defendem que uma etapa de pré
tratamento, anterior a extracao, seja realizada a fim de facilitar o acesso ao interior da
célula, e otimizar a reacao do solvente com os lipidios, aumentando a eficiéncia do

processo de obtencao do oOleo.

Entretanto, o aumento da relacdo SV/ST de 73% para 90% na biomassa
residual e do grau de solubilizagcdo da ordem de 36% constatado, indica que o
processo de extracao lipidica atuou também como um pré-tratamento da biomassa in

natura. Mesmo que o processo de extracdo de lipidios ndo tenha causado a
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desintegracdo integral da célula, ele pode ter atuado como um agente danoso a
superficie da mesma. Um indicativo para este fato € o incremento da relagdo DQO
s/DQOb em aproximadamente 96%, mediante o aumento da disponibilidade de
material organico mais facilmente assimilavel pelo consorcio bacteriano anaerébio, de
325 mg O2/L para 498 mg O2/L.

Figura 20 - Células de Chlorella vulgaris in natura e pés extracao de lipidios visualizadas em
microscopio 6ptico (400x)

i

Figura 20A: Biomassa de C. vulgaris in natura; Figura 20B: Biomassa de C. vulgaris pés
extragao de lipidios.
Fonte: O Autor (2017).

De acordo com a Figura 20, é possivel identificar que houve uma reducéo clara
da densidade de células entre as duas condi¢cbes, como consequéncia do processo
de extracdo dos lipidios. Outra particularidade observada na biomassa residual, foi a
atenuacao da coloracéo verde, caracteristica as cloroficeas. Pigmentos como clorofila
a e b, B-caroteno e xantofilas acumulados por C. vulgaris foram, muito provavelmente,
destituidos da biomassa in natura apds sucessivos ciclos de lavagem com solvente

organico para obtencéo do 6leo.

Tomando como base os valores de C e N apresentados na Tabela 16, foi
possivel determinar que as relagcbes C/N foram de aproximadamente 11:1 para
biomassa sem extracdo e de 8:1 para os residuos de Chlorella vulgaris. Essas
relacdes indicam que ndo ha limitacdo de N, porém apontam um desequilibrio entre
0s requisitos de carbono e nitrogénio para a comunidade bacteriana anaerdbia, uma

vez que sao inferiores a relacdo ideal de 20:1. Esta desproporcédo pode levar a
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liberag&o de nitrogénio sob forma de amonia livre durante a digestéo, sendo inibidora
as bactérias metanogénicas e resultando na acumulacdo de acidos organicos dentro

do reator.

No entanto, foram observadas baixas concentracbes de NHs4* para as duas
condi¢cbes de substrato de microalgas. Com teores que néo ultrapassaram os 30 mg
NHa4*/L associados aos valores de pH proximos a neutralidade (6,9 — 7,1), pode-se
dizer que essas concentragcfes quase que prontamente satisfazem o0s requisitos
minimos da comunidade bacteriana associada a digestdo anaerdbia no que se refere

a amoOnia, visto que encontram-se proximas a 50 mg NH4*/L (PARKIN et al. 1986).

As relacbes DQO/S0O4?2 estiveram dentro do intervalo 1000:1 — 2000:1 para
ambos substratos, sendo assim extremamente favoraveis as metanogénicas e nao
representando risco de competicado junto as bactérias redutoras de sulfato (BRS) na
digestdo anaerdbia. As baixas concentracées de sulfato da ordem de 2,7 mg SO42/L
e 4,1 mg SO4?/L tem efeitos positivos sobre o metabolismo celular das bactérias

metanogénicas.
5.1.2 Producao de CH4 e biodegradabilidade do substrato
Os rendimentos maximos de CHa, obtidos aos 16 dias de experimento, foram

de 256 ml CHa4/g SV e 138 ml CHa4/g SV para biomassa in natura e residual de Chlorella

vulgaris, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21 - Rendimento de CH4 na digestédo anaerdbia de biomassa de
Chlorella vulgaris com e sem extracao de lipidios
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BCAE: Biomassa de Chlorella vulgaris antes da extracao de lipidios;
BCPE: Biomassa de Chlorella vulgaris pés extracdo de lipidios.
Fonte: O Autor (2017).

Os rendimentos reais de CHs4 foram inferiores aos valores de Potencial
Estequiométrico de Metano (PEM) estimados para ambas condi¢cdes de substrato.
Para a fermentacdo metanogéncia da biomassa in natura, o PEM foi da ordem de 562
ml CHa4/g SV, enquanto que para os residuos de C. vulgaris, esse valor foi de 600 ml
CHa/g SV. Os numeros reais de producdo de metano representaram cerca de 46% e
23% dos valores teoricos calculados com base na estimativa proposta por Prajapati et
al. (2013). Visivelmente, o PEM superestima a producdo de metano. Isso acontece,
porque assume que a conversdo de sélidos volateis a biogas acontecerd em sua
totalidade, e, ainda, desconsidera as necessidades de manutencao bacteriana celular
e anabolismo. Embora a fracdo de lipidios represente o maior potencial teérico de
metano em comparagdo com proteinas e carboidratos, a sua reducdo nao diminuiu o
rendimento terorico de CHa4 calculado a partir da biomassa residual de C. vulgaris,
uma vez que as fracbes de macromoléculas nos residuos aumentaram

proporcionalmente com o0 processo de extragao.

As producdes diarias acumuladas de CH4 para biomassa fresca de Chlorella
vulgaris in natura e pos extracao de lipidios estdo apresentadas na Figura 22. Para
ambos os casos, a fase lag foi praticamente inexistente, uma vez que a relagao S:l de

0,5 g DQO/g SSV foi suficiente para permitir a rapida degradacdo do substrato
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operada por um alto volume de bactérias anaerdbias. A digestdo anaerdbia da
biomassa residual foi capaz de render aproximadamente 54% do volume de CHas

alcancado a partir fermentacdo da biomassa in natura inteira.

Figura 22 - Producao acumulada de CH4 na digestao anaerébia de biomassa de Chlorella
vulgaris com e sem extracao de lipidios (S/I: 0,5)
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BCAE: Biomassa de C. vulgaris antes da extragéo de lipidios;
BCPE: Biomassa de C. vulgaris pds extragéo de lipidios.
Fonte: O Autor (2017).

A producéo de CHa4obtida para a biomassa residual foi moderadamente inferior
(8 — 15%) aquelas evidenciadas por Tercero et al. (2014), Rodriguez et al. (2015) e
Sforza et al. (2017) também na digestdo de C. vulgaris pos extracdo lipidica. Uma
explicacdo para este fato é que, nesses estudos, alguns mecanismos de hidrélise
celular, como ultrassom e autoclavagem, foram empregados aos residuos microalgais
anterior a digestdo, favorecendo o rendimento de CHs. Esta justificativa € valida
também para os altos volumes de CH4/g SV alcancados por Lu et al. (2009) e Park et
al. (2013), com produgbes da ordem de 403 ml CHa4/g SV e 440 ml CH4/g SV,
respectivamente. No entanto, em termos de rendimento de CHa a partir da
fermentacdo de Chlorella vulgaris in natura, ndo submetida a nenhum tipo pré-
tratamento, o resultado obtido, embora superior, foi bastante coerente com estudos
realizados anteriormente, 218 ml CHas/g SV (MUSSGNUG et al. 2010), 230 ml CHa/g
SV (PARK et al. 2013), 191 ml CH4/g DQO (MAHDY et al. 2014) em reatores do tipo
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batelada. Uma justificativa para rendimento de 256 ml CHa/g SV, superior em cerca
de 20% a média das producdes nos estudos anteriormente citados, pode ser a
proporcdo de fragcbes moleculares da biomassa, caracteristica da parede celular
formada e as condi¢cdes de crescimento. As concentracfes dos reagentes do meio
Provasoli e a frequéncia de suplementacdo durante o cultivo pode ter aumentado o
potencial bioquimico de conversao das macromoléculas da biomassa de C. vulgaris a
metano. Outros fatores que devem ser levados em consideracdo sdo as condi¢des
operacionais dos reatores, como a temperatura, pH, relacdo C/N, concentracédo de

NH4* e presenca de inibidores.

Apenas uma moderada parcela do substrato disponivel para digestdo foi

biodegradada durante os ensaios anaerébios (Figura 23).

Figura 23 - Percentual de biodegradabilidade da biomassa de Chlorella
vulgaris nos ensaios de digestao
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BCAE: Biomassa de Chlorella vulgaris antes da extracdo de lipidios;
BCPE: Biomassa de Chlorella vulgaris pds extracdo de lipidios.
Fonte: O Autor (2017).

Conforme mostra a Figura 23, a biodegradabilidade anaerébia média da
biomassa integra de C. vulgaris foi de 63%, enquanto que para a biomassa residual
este valor foi de 54%. Posto isto, € possivel inferir que limitados rendimentos de CHas
associados a baixa biodegrabilidade da biomassa sugerem que alguns fatores

atuaram como inibidores parciais do processo de digestao.
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No que se refere a biomassa de células in natura ndo lisadas, a resisténcia da
parede celular ao ataque enzimatico bacteriano pode ter comprometido a etapa de
hidrolise, e, consequentemente, as outras fases da digestdo anaerdbia. Sanchez-
Hernandez e Trvieso-Cérdoba (1993) encontraram células intactas de Chlorella
vulgaris dentro de um digestor anaerébio apés o tempo de retencéo hidraulico de 30
dias. Embora mecanismos de pré-tratamento celular pudessem ser aplicados a
suspensao de C. wvulgaris, estes estariam fora do escopo deste ensaio,
especificamente, o qual avalia a producdo de CH4 para recuperacdo de energia e

nutrientes, numa perspectiva energética mais favoravel.

No que diz respeito a fermentacéo dos residuos microalgais da extracdo, esta
pode ter sido afetada pelo método de extracdo de lipidios empregado. Reducdes
significativas na produgéo de biogas devido ao cloroférmio (CHCIs) residual utilizado
como solvente foram relatadas em alguns estudos (EHIMEN, 2009; YUN et al. 2014).
Na investigacdo sobre o efeito inibitdrio de CHCIs residual na digestdo de Chlorella
vulgaris poés extracdo de lipidios, YUN et al. (2014) relataram que a partir de
concentracdes de 10 mg CHCIs/L, a producéo de CH4 decresceu significativamente,
enquanto que em concentragdes iguais a 25 mg CHCIs/L e 100 mg CHCIs/L
apresentaram potenciais de inibicdo da producdo de CHs em 50% e 100%,
respectivamente. O cloroférmio residual do método de extracdo inibe o
processamento metabdlico de AGV pelas metanogénicas, levando a acumulacéo,
principalmente, de acetato e lactato no reator; as metanogénicas sao extremamente

sensiveis a compostos quimicos e calor.

Etapas de enxague e evaporacdo do cloroférmio devem ser fortemente
consideradas antes da fase experimental de fermentacdo. Ademais, outros métodos
nao-toxicos de extracdo lipidica podem ser empregados, como a extracédo subcritica
por agua, por exemplo. No entanto, esses processos envolvem altos custos e baixa
eficiéncia, quando em comparacdo com os métodos convencionais utilizados para
extracao de lipidios (ATADASHI et al. 2011).

Muito embora a extracdo lipidica tenha atuado como um mecanismo de pré-

hidrolise quimica, e contribuido para a biodegradabilidade da biomassa residual,
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testes adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos atuantes na
deterioracdo de células de microalgas a partir de diferentes solventes e sua influéncia

na producédo de biogas.

As baixas relagbes C/N (8:1 e 11:1) nas duas condigcbes podem ter
desfavorecido o potencial de produgcdo de CHa pelo consércio anaerdbio dentro dos
reatores. Uma relacdo C/N o6tima situa-se dentro do intervalo 20:1 e 25:1 (YEN e
BRUNE, 2007). Uma alternativa para o aumento da relacdo C/N é a co-digestdo do
substrato de algas com diferentes tipos de residuos organicos. E uma tecnologia bem
aceita que ajuda na digestibilidade e producdo de CH4 por meio da sinergia quimica e
bioldgica e efeitos complementares que compensam a falta de carbono e nutrientes.
Um modelo interessante € a co-digestdo de microalgas com glicerol. Lopez et al.;
Salerno et al.; Ehimen et al. (2009) constataram o aumento médio de 32% no
rendimento de CHs4 a partir da co-digestdo de diferentes biomassas microalgais
mediante co-digestao anaerdbia com glicerol residual. O glicerol é um subproduto rico
em carbono oriundo das reacdes de transesterificacdo de lipidios para producéo de

biodiesel, grandes quantidades desse residuo sdo geradas diariamente.

5.1.3 Efluente da digestéo

O digerido da fermentacdo anaerdbia de Chlorella vulgaris apresentou, como
previsto, altas concentracdes de ion amonio (NHs*) e fosfato (PO4%) (Tabela 17). Na
avaliacdo das concentracdes finais de NH4*, um aumento de 16 vezes foi observado
para a biomassa integra controle, enquanto que para a biomassa residual 0 aumento
foi de 10 vezes. Embora o maior incremento das concentragdes tenha sido observado
a partir da biomassa controle, a maior concentragao final de NH4* foi alcangada pelos
reatores com residuos da extracao lipidica de C. vulgaris, sendo da ordem de 393 mg
NH4*/L. Naturalmente, essas concentra¢cdes foram maiores pela digestdo de material
organico de base proteica (44-55% ST da biomassa seca), sendo potencializadas nos
reatores com biomassa residual, cujas concentracbes de proteinas aumentaram

proporcionalmente.

Também foram observados aumentos nas concentracdes de NTK, cerca de 25

vezes para biomassa in natura e de 23 vezes para biomassa residual, sendo que em
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consequéncia do meio reduzido (H*) e da composi¢ao bioquimica do substrato, quase
que toda a totalidade do NTK existente foi encontrado na forma solavel (91-94%); o
aumento da mineralizacéo do N esteve fortemente correlacionado a producao de CHa.
Do mesmo modo, Bohutskyi et al. (2015) constataram que a digestdo anaerébia de
Nannochloropsis salina e A. protothecoides poés-extracdo de lipidios levou a
significativa liberacdo de NH4" no efluente da digestdo, cerca de 28 a 40% da

biomassa total, respectivamente.

Tabela 17 - Caracterizacdo do efluente da digestédo de C. vulgaris

Parametros BCAE BCPE
pH 6,8+0,1 6,9+0,1
Potencial Redox -287 mV -298 mV
DQO solavel 180,9 mg/L 158,2 mg/L
AGV 13,2 mg/L 41,7 mg/L
Alcalinidade 648,4 mg/L 619,1 mg/L
AGV/ALC 0,02 0,07
NTK 381,2 mg/L 418,6 mg/L
NH,* 346,8 mg/L 393,3 mg/L
PO.* 40,3 mg/L 43,4 mg/L
SO~ 8,3 mg/L 9,1 mg/L

BCAE: Biomassa de C. vulgaris antes da extracéao;
BCPE: Biomassa de C. vulgaris p0s- extracao.
Fonte: O Autor (2017).

As concentracdes finais de PO4*> foram 40,3 mg PO4*/L e 43,4 mg PO4*/L,
sendo superiores as iniciais em 4,6 vezes e 3,9 vezes, para reatores com biomassa
in natura e pés extracado lipidica, respectivamente, evidenciando a alta solubilizacéo

de fosforo.

Collet et al. (2010) relataram concentracdes de 2940 mg NH4*/L e 390 mg PO4*
/L no efluente da digestdo de biomassa de microalgas, como parte da avaliacdo de
um sistema combinado de cultivo e producdo de biogas. No entanto, tais
concentracdes se encontraram em niveis moderados de inibicdo por aménia (PARKIN

e OWEN, 1986). Por outro lado, Zamalloa e colaboradores (2012) registraram
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concentracdes de nutrientes de 546 mg NHs*/L e 141 mg PO4*/L no digerido
anaerobio de microalga marinha Phaeodactylum tricornutum, estando estes valores
mais préximos aos obtidos neste estudo. Os resultados encontrados validam o alto
potencial do efluente da digestdo de C. vulgaris do ponto de vista nutricional,
encontrando-se bem proximos a faixa ideal da relagéo N:P (10 - 17:1) empregada no
cultivo de espécies de microalgas, sendo estas da ordem média de 9,7:1 para ambos

sobrenadantes da digestéao.

Quanto a reducdo de DQO soluvel, esta foi da ordem 80% para os reatores
com biomassa in natura, e mais de 200% para reatores com residuos de C. vulgaris
pos extracdo, quando comparados com os valores de DQO soluvel apresentados na
Tabela 16. A concentracdo de AGV nos reatores com biomassa residual foi da ordem
média de 41,7 mg AGVI/L, superiores em 2 vezes aquelas encontradas nos reatores
com biomassa in natura, com destaque para o acido acético, consistindo em cerca de
77%. Esse acumulo se deu, muito provavelmente, em funcao do cloroférmio residual
proveniente da extracdo de lipidios, o qual teve efeito nocivo sobre a cinética
metabolica das bactérias metanogénicas. No entanto, as relagbes AGV/ALC foram
proximas de zero devido a alta alcalinidade, sugerindo que, mesmo assim, 0 consumo
de &cidos organicos se dava quase a mesma taxa em que esses acidos eram

produzidos.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO — EXPERIMENTO 2

A secao 5.2 discute, em detalhes, os resultados do experimento 2.

5.2.1 Otimizagéo dos pré-tratamentos

O pré-tratamento da biomassa mista de microalgas e cianobactérias por meio
do banho ultrassénico de frequéncia 25 KHz e poténcia de 120 W aumentou a DQO
bruta e soluvel da biomassa sob todas as condi¢cbes testadas. O incremento da
concentragéo de DQO solavel variou entre 0,5% e 17,4% com relacdo a biomassa in

natura controle (Tabela 18).
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Tabela 18 - Condi¢Bes do pré-tratamento ultrassénico aplicado a biomassa mista e variaveis

resposta
Doses de Tempo de T DQO DQO ~ Aumento Aumgnto
Amostra Energia Exposicdo ' o'P  bruta  solGvel Relagdo de DQOs especifico de
9 POSIGa0 (oc) DQOs/DQop 98 PR DQOs
(MJ/kg ST) (min) (mg/L) (mg/L) (%) (%/MJ kg ST)
Controle - - 5652 602 0,1065 - -

Al 20,6 1 80 5694 605 0,1063 0,5% 0,024%
A2 20,6 1 80 5712 606 0,1061 0,7% 0,032%
A3 20,6 1 80 5702 607 0,1065 0,8% 0,040%
Ad 61,8 3 80 5797 619 0,1068 2,8% 0,046%
A5 61,8 3 80 5793 622 0,1074 3,3% 0,054%
A6 61,8 3 80 5788 621 0,1073 3,2% 0,051%
A7 103,0 5 80 5832 638 0,1094 6,0% 0,058%
A8 103,0 5 80 5840 641 0,1098 6,5% 0,063%
A9 103,0 5 80 5844 641 0,1097 6,5% 0,063%
Al10 1442 7 80 5884 659 0,1120 9,5% 0,066%
All 1442 7 80 5877 657 0,1118 9,1% 0,063%
Al2 1442 7 80 5880 659 0,1121 9,5% 0,066%
Al13 206,0 10 80 5953 693 0,1164 15,1% 0,073%
Al4 206,0 10 80 5972 703 0,1177 16,8% 0,081%
Al15 206,0 10 80 5966 707 0,1185 17,4% 0,085%

Fonte: O Autor (2017).

A solubilizacdo da biomassa aumentou de acordo com a significancia da dose
de energia aplicada, bem como com o tempo de exposicdo, em uma relacéo
diretamente proporcional. As maiores doses de energia aplicadas ao longo dos
maiores tempos de exposicdo acumularam os resultados mais favoraveis durante a
etapa de otimizacdo das condi¢cdes do pré-tratamento via ultrassom (amostras A13,
Al4 e Al5).

A condicdo padrédo para fase preliminar aos ensaios anaerébios foi determinada
a partir do maior aumento percentual da DQO soluvel sobre a dose de energia
aplicada (%/MJ.kgST1). Deste modo, o cenério final escolhido para o pré-tratamento
foi composto pela dose de energia de 206 MJ/kg ST com tempo de exposicdo de 10
minutos, representado pelo aumento meédio especifico de DQO solavel igual a
0,08%/MJ.kg ST (Figura 24).
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Figura 24 - DQO soluvel como variavel resposta dos testes de otimizac¢édo do pré-
tratamento via ultrassom
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Fonte: O Autor (2017).

Tal qual o banho ultrassoénico, o pré-tratamento da biomassa mista via micro-
ondas de baixa frequéncia (90 Hz) e poténcia de 900 W aumentou a DQO bruta e
solivel da biomassa dentre todas as condicfes testadas. O acréscimo da
concentracdo de DQO soluvel variou entre 4,3% e 44,9% com relacdo a biomassa in
natura controle. Os maiores percentuais de aumento da DQO soluvel foram
alcancados pela maxima dose energética aplicada sob o maior tempo de exposicao,

onde as concentracdes variaram entre 868 e 874 mg O2/L (Tabela 19).

Embora os maiores percentuais de aumento da DQO soluvel tenham sido
alcancados pelos ensaios B13, B14 e B15, a condicao padréo selecionada para a fase
de pré-tratamento via micro-ondas, foi composta pela dose de 77,1 MJ/kg ST e tempo
de 30 segundos (B7, B8 e B9). Essa condigao foi a que apresentou os resultados
energeticamente mais favoraveis durante os testes, obtendo o maior aumento
especifico de DQO soluvel, da ordem de 0,345%/MJ.kg ST (Figura 25).



92

Tabela 19 - Condi¢des do pré-tratamento de micro-ondas aplicado a biomassa mista e

variaveis resposta

Doses de Tempo de DQO DQO . Aumento A“"l‘?”‘o
. S b Relacéo especifico de
Amostra Energia Exposicdo bruta  soluvel DQOs/DQOb de DQOs DQOs
0
(MIkg'ST)  (seg)  (mglL) (mgiL) 6 (oMIkg ST
Controle - - 5652 602 0,1065 - -
Bl 25,7 10 5983 628 0,1050 4,3% 0,168%
B2 25,7 10 5986 632 0,1056 5,0% 0,194%
B3 25,7 10 5990 634 0,1058 5,3% 0,207%
B4 64,3 25 6201 692 0,1116 15,0% 0,233%
B5 64,3 25 6211 696 0,1121 15,6% 0,243%
B6 64,3 25 6208 695 0,1120 15,4% 0,240%
B7 771 30 6317 757 0,1198 25,7% 0,334%
B8 771 30 6322 763 0,1207 26,7% 0,347%
B9 77,1 30 6321 766 0,1212 27,2% 0,353%
B10 115,7 45 6482 788 0,1216 30,9% 0,267%
B11 115,7 45 6479 792 0,1222 31,6% 0,273%
B12 115,7 45 6486 797 0,1229 32,4% 0,280%
B13 154,3 60 6723 868 0,1291 44,2% 0,286%
B14 154,3 60 6730 874 0,1299 45,2% 0,293%
B15 154,3 60 6726 872 0,1296 44,9% 0,291%
Fonte: O Autor (2017).
Figura 25 - DQO soluvel como variavel resposta dos testes de otimiza¢do do pré-
tratamento via micro-ondas
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Fonte: O Autor (2017).

0,190%



93

Quanto aos resultados dos testes de otimizacdo do pré-tratamento de
autoclavagem, o melhor desempenho, em termos de aumento da DQO solavel, foi
alcancado pelos niveis postivo e negativo (temperatura de 120°C; tempo de 30
minutos), respectivamente, do planejamento fatorial multivariado empregado (Tabela
20 e Figura 26).

Tabela 20 - Planejamento fatorial 22 para sele¢do das condi¢cdes do pré-tratamento térmico
por autoclavagem de biomassa mista

Variavel Nivel (-1) Nivel (+1)
Tempo 30 min 40 min
Temperatura 111°C 120°C
_ Niveis Resposta (DQO solavel)
Ensaios
Temperatura Tempo mg/L Aumento (%)

1 -1 -1 913 51,7

2 -1 +1 952 58,1

3 +1 -1 997 65,7

4 +1 +1 971 61,3

1 -1 -1 922 53,2

2 -1 +1 947 57,3

3 +1 -1 984 63,5

4 +1 +1 976 62,1

Fonte: O Autor (2017).

Figura 26 - DQO soluvel como variavel resposta dos testes de otimizag¢éo do pré-
tratamento de autoclavagem
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Fonte: O Autor (2017).
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As especificagfes finais dos pré-tratamentos de ultrassom, micro-ondas e
autoclave para biomassa mista in-natura de microalgas e cianobactérias estéo
expressas na Tabela 21, visto que apresentaram as respostas mais favoraveis a
solubilizac&do do substrato estudado durante a fase de potencializacédo das condi¢des

de pré-tratamento.

Tabela 21 - Condi¢@es finais dos mecanismos de pré-tratamento para biomassa mista

Pré-tratamento Condicdes
Ultrassom 206 MJ/kg ST; 10 min
Micro-ondas 77,1 MJ/kg ST; 30 seg
Autoclavagem 120°C; 30 min; 1 kgf/cm?

Fonte: O Autor (2017).

5.2.2 Caracterizacdo da biomassa mista e efeito dos pré-tratamentos

A partir da biomassa coletada no agude de Apipucos, foram identificadas cerca
de 21 espécies diferentes de microalgas e cianobactérias, distribuidas em 3 classes:
Chlorophyceae (11), Cyanophyceae (8), Xanthophyceae (2), conforme apresenta a
Tabela 22.

Tabela 22 - Microalgas e cianobactérias identificadas no Agude de Apipucos

Classes Espécies?

Pediastrum duplex, Pediastrum tetras, Echinosphaerella
limnetica, Desmodesmus armatus, Prototheca mariforme,
Chlorophyceae Tetradesmus wisconsinensin, Gloeotila pelagica, Westella
botryoides, Scenedesmus ecornis, Scenedesmus linearis,
Chlorella vulgaris.
Myxobaktron hirudiforme, Geitlerinema splendidum,
Radiocystis fernandoi, Woronichinia fremyi, Aphanocapsa

Cyanophyceae elachista, Planktothrix agardhii, Merismopedia tenuissima,
Spirulina sp.
Xanthophyceae Polyedriella crassispinata, Tetraplektron bourrellyi

1Bicudo (2005).
Fonte: O Autor (2017).
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Embora a maior biodiversidade esteja representada por espécies de
microalgas, as maiores densidades foram observadas para cianobactérias, cerca de
3,8 x 108 células/ml. O género Planktothrix também foi encontrado, sendo este género
produtor de microcistina, cujas propriedades toxicas em seres humanos incluem a
ocorréncia de doencas hepaticas, gastroenterite e cancer (AGOAS, 2008; BARBOSA,
2009). A dominancia de cianobactérias no meio €, majoritariamente, consequéncia
das condicbes de eutrofizagcdo do corpo hidrico (AZEVEDO, 1998; DOKULIL e

TEUBNER, 2000, LEGNANI et al. 2005).

Tabela 23 - Caracterizacao da biomassa mista de microalgas e cianobactérias

Parametros BMIN BMUS BMMO BMAC
Solidos Totais (ST) 7100 mg/L 7700 mg/L 7500 mg/L 7600 mg/L
Solidos Volateis (SV) 5900 mg/L 6620 mg/L 6600 mg/L 6400 mg/L
SVIST 83% 86% 88% 84%
DQO bruta 5652 mg/L 5950 mg/L 6318 mg/L 6481 mg/L
DQO soluvel 603 mg/L 687 mg/L 755 mg/L 988 mg/L
DQOs/DQOb 10,6% 11,5% 11,9% 15,2%
Lipidios 4,1% ST 4,1% ST 4,1% ST 4,2% ST
Proteinas 34,2% ST 34,2% ST 37,3% ST 38,4% ST
Carboidratos 27,6% ST 27,7% ST 29,4% ST 29,6% ST
NTK 389 mg/L 422 mg/L 448 mg/L 467 mg/L
NH4* 24,2 mg/L 25,6 mg/L 27,2 mg/L 28,2 mg/L
pH 7,3 0,01 7,6+ 0,03 7,7+ 0,03 7,7+ 0,1
CE 1370 puS/cm 1463 pS/icm 1552 uS/cm 1568 pS/cm
SO.* 2,8 mg/L 5,3 mg/L 5,9 mg/L 6,3 mg/L
PO4* 9,8 mg/L 10,7 mg/L 10,5 mg/L 11,3 mg/L
Na*, 24,2 mg/L 23,0 mg/L 23,3 mg/L 22,3 mg/L
K* 20,2 mg/L 23,8 mg/L 25,8 mg/L 25,4 mg/L
Ca* 5,2 mg/L 4,7 mg/L 4,6 mg/L 4,4 mg/L

BMIN: Biomassa mista in natura; BMUS: Biomassa mista apés ultrassom; BMMO: Biomassa

mista ap6s micro-ondas; BMAC: Biomassa mista apos autoclavagem.

Fonte: O Autor (2017).
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Foram observadas altas concentra¢des de sais na biomassa, conforme indicam
os resultados de Na*, Ca*, K* e condutividade elétrica, que podem ser explicadas pelas
condicbes do meio de floracdo das microalgas, influenciado sazonalmente pelas
marés, pelo influxo de agua do mar no reservatério e pela drenagem terrestre
ocasionada pelas chuvas. A composi¢éo bioguimica da biomassa mista de microalgas

e cianobactérias in natura e pos tratamentos para lise celular (Tabela 23).

Todos os pré-tratamentos resultaram em efeitos positivos sobre a biomassa
mista no que se refere a solubilizacdo do substrato in natura. O maior grau de
solubilizagdo foi alcangado pelo mecanismo de hidrélise térmica de alta pressao
(HTAP) via autoclavagem, cerca de 41%. Resultados semelhantes foram obtidos por
Cho et al. (2013), que registraram um aumento de 29% da solubilizagdo ao tratar
termicamente uma mistura de 70% Chlorella sp. e 30% Scenedesmus sp. a 120°C por
30 min. Além da alta solubilizacdo da biomassa, houve também o aumento
significativo de 64% da DQO sollvel apds o tratamento hidrotérmico, em virtude da
ruptura da parede celular e liberacdo de moléculas intracelulares a fase soluvel
(GONZALEZ-FERNANDEZ et al. 2012b; PASSOS e FERRER, 2014). Conforme
mostra a Figura 27, houve uma reducéo na densidade de células e uma perceptivel
desfragmentacdo de material celular.

Figura 27 - Células de biomassa mista de microalgas e cianobactérias visualizadas em
microscopio éptico (400x)
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Figura 27A: Biomassa mista in natura; Figura 27B: Biomassa mista autoclavada.
Fonte: O Autor (2017).
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Ainda, foram alcancados niveis de solubilizacdo da ordem de 28,4% para a
biomassa irradiada por micro-ondas, e de 15,5% para biomassa pré-tratada por
ultrassom. Estes valores estdo acima daqueles obtidos por estudos experimentais
desenvolvidos por Passos et al. (2013), os quais conseguiram 3-8% de aumento da
solubilizacdo de uma biomassa mista de microalgas submetida a irradiacdo micro-
ondas que variaram entre 21,8 e 65,4 MJ/kg ST. Por outro lado, Alzate et al. (2012)
relataram um aumento de 32% na solubilizacdo de uma suspensdo mista de
Chlamydomonas sp., Scenedesmus sp. e Nannochloropsis sp. via ultrassom para uma
dose energética de 57 MJ/kg ST. Apesar disso, a comparacao dos efeitos dos pré-
tratamentos de micro-ondas e ultrassom, quanto ao grau de solubilizacdo e aumento
da DQO soluvel, é impraticavel; o desempenho dos mecanismos de desintegracao
ultrassénica e via micro-ondas é dependente de varios fatores, tais como
concentracéo de ST, tipo de substrato, temperatura, densidade da dose, e tempo de
exposicdo, e esse tipo de informacdo ndo é amplamente reproduzido na literatura
(KHANAL et al. 2007).

O aumento em 25% da DQO soluvel da biomassa pré-tratada via micro-ondas
é resultado da penetracdo uniforme de energia durante o processo de irradiacdo, o
qual leva a agua a um estado de fervura e promove a quebra de pontes de hidrogénio,
provocando mudanc¢as na estrutura de proteinas, pressdo no sistema biolégico e
forcando compostos para fora da matriz biol6gica da célula. Ja o aumento de quase
14% da DQO soluvel da biomassa sonicada, pode ser explicado pela formacédo de
regiGes com vapor liquido dentro das células, as quais sdo comprimidas e implodidas,

produzindo calor, radicais livres, alta pressao, e entdo danos a parede celular.

No que diz respeito as relacbes C/N, estas foram da ordem de 15:1 para
biomassa mista intacta, e de 14:1 para a biomassa submetida a pré-tratamentos,
estando esses valores situados moderadamente abaixo da faixa ideal para digestao
anaerobia que varia entre 20:1 e 25:1 (YEN e BRUNE, 2007).

As concentracdes de sulfato aumentaram apos os pré-tratamentos aplicados,
em consequéncia da solubilizacdo de macromoléculas, alcangando um valor maximo

6,3 mg SO4%/L para biomassa submetida a hidrélise térmica de alta pressdo. Mesmo
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assim, sob nenhuma condicéo, esses teores se encontraram em niveis considerados
inibitérios, ainda que parcialmente, a metanogénese. Assim sendo, as altas relagbes
DQO/S042 favoreceram as bactérias metanogénicas, situando-se no intervalo de

1000:1 para biomassas submetidas a mecanismos de pré-hidrélise celular.

5.2.3 Producgéo de CHs e biodegradabilidade do substrato

As maiores producdes de CH4 com base nos soélidos volateis foram alcancadas
pelas biomassas sujeitas a mecanismos de pré-hidrélise, obtendo valores médios da
ordem de 200 ml CHa4/g SV, 238 ml CH4/g SV e 285 ml CH4/g SV para os pré-
tratamentos de ultrassom, micro-ondas e autoclavagem, respectivamente (Figura 28).
Tais rendimentos de CHs foram superiores em 31%, 56% e 87% nos reatores com
biomassa pré-tratada por micro-ondas, nos reatores com biomassa ultra-sonicada, e
nos reatores que receberam substrato pds autoclavagem, respectivamente, com

relacdo a biomassa mista controle.

Figura 28 - Rendimento de CH4 na digestédo anaerdbia de biomassa mista de microalgas
e cianobactérias in natura e pds tratamentos
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BMIN: Reator com biomassa mista in natura; BMUS: Reator com biomassa mista irradiada
por micro-ondas; BMMO: Reator com biomassa mista sonicada; BMAC: Reator com
biomassa mista autoclavada.

Fonte: O Autor (2017).

As producdes reais médias de CHas/g SV compreenderam cerca de 42% do
valor médio de 467 ml CHa/g SV obtido a partir do calculo do rendimento tedrico

méaximo de CH4 que a degradacdo anaerdbia da biomassa mista poderia totalizar e



99

que leva em consideracdo a composi¢cdo bioquimica do substrato em termos de

lipidios, proteinas e carboidratos.

As curvas de producédo acumulada de CHa4/g SV estdo apresentadas na Figura
29. Os rendimentos de metano com base nos solidos volateis de microalgas foram
significativamente aumentados pela atuacdo dos pré-tratamentos quando
comparados a biomassa controle ndo-tratada. O melhor desempenho foi obtido pela
biomassa mista submetida a HTAP por autoclavagem, possivelmente, em decorréncia
da reducdo das macromoléculas a compostos com menor peso mocelular, estando

estes mais prontamente disponiveis para assimilicdo pelas bactérias anaerobias.

Figura 29 - Producdo acumulada de CH4 na digestdo anaerdbia de biomassa
mista de microalgas e cianobactérias in natura e pés tratamentos (S/I: 0,5)
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BMIN: Reator com biomassa mista in natura; BMUS: Reator com biomassa mista irradiada
por micro-ondas; bMMO: Reator com biomassa mista sonicada; BMAC: Reator com
biomassa mista autoclavada.

Fonte: O Autor (2017).

Aléem do mais, é possivel notar que o processo de conversao da biomassa
autoclavada a CHa4 néo foi apenas superior, como também mais rapido, alcangando
0s 100 ml CHa/g STV aos 4 dias ap6és o inicio da digestéo. Esse resultado sugere que
0 metano foi produzido a uma taxa mais rapida que durante a digestdo da biomassa
in natura, a qual alcangou o volume 100 ml CHa/g SV depois de 9 dias de incubacao.

Embora a taxas mais lentas que aquela observada na digestdo da biomassa
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autoclavada, a conversdo das biomassas irradiadas por micro-ondas e ultrassom a
CHa4 aconteceu também mais rapidamente que aquela do substrato algal controle.
Ainda, pode-se constatar que as taxas de degradacdo da biomassa mista ndo pré-
tratada e da biomassa tratada por micro-ondas apresentaram comportamentos
cinéticos similares, ndo diferindo-se entre si, quanto ao potencial metanogénico,
durante a 12 metade de todo o ciclo de digestdo. E possivel que ndo tenha havido
mudancas significativas nas propriedades fisico-quimicas do substrato
ultrassonicado, e, por isso, 0S mecanismos atuantes na degradacdo anaerébia dos

substratos nas duas condi¢des tenham se correspondido.

Essa variagdo na producdo de CHs é relativa aos efeitos provocados pelos
diferentes mecanismos de desintegracao celular. Desta forma, esses mecanismos
atuaram diferentemente na biomassa sob o principio de reducdo do tamanho das
particulas, aumentando a disponibilidade de area para a degradacdo microbiana,
promovendo a liberacdo da DQO soluvel pela ruptura da parede celular, e

aumentando a emulsificacdo de gorduras.

Mesmo com um significativo aumento no potencial de producao de CHa4, o maior
volume acumulado durante o ensaio (285 ml CH4/g SV) foi inferior aos resultados
obtidos por Alzate et al. (2012) e Cho et al. (2013), que também reportaram efeitos
positivos a partir de pré-tratamento hidrotérmico no rendimento de CH4 e na digestao
anaerobia de biomassa microalgal. Na fermentacdo de Acutodesmus obliquus e
Oocystis sp., Alzate et al. (2012) alcancaram um aumento de 31% no rendimento de
CHa4 (cerca de 300 ml CH4/g SV) quando a biomassa foi previamente submetida a
140°C e 1,2 bar de pressédo por 15 min. Da mesma forma, Cho et al. (2013)
conseguiram um aumento de 20% na producdo de CHs4 em reatores batelada,
acumulando 336 ml CH4/g SV na digestdo de uma biomassa composta de 70%
Chlorella sp. e 30% Scenedesmus sp. pré-tratada a 120°C por 30 min.

Para biomassa de Acutodesmus obliguus e Oocystis sp., pré-tratada por
ultrassom com doses varidveis entre 10 e 57 MJ/kg ST, Alzate et al. (2012)
aumentarem em 6-13% a producdo de CHa. No entanto, na digestdo anaerdbia de

Scenedesmus sp., pré-tratada com doses ultrassbnicas ainda mais altas (100-130
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MJ/kg ST), Gonzalez-Fernandez et al. (2012a) potencializaram o rendimento de CHa
em até 90%. Ainda assim, esses autores obtiveram valores inferiores ao volume de
200 ml CHa/g SV alcancado pela fermentagédo da biomassa mista sonicada com 206
MJ/kg ST deste estudo.

Para irradiacdo por micro-ondas, Passos et al. (2013b) relataram um aumento
de rendimento de 92 ml CHa4/g SV, acumulando 210 ml CH4/g SV na digestéo de uma
biomassa mista de microalgas cultivada em um sistema aberto de tratamento de
efluentes, pré-tratada com 65,4 MJ/kg ST de dose energética. Com uma dose de
energia moderadamente superior (77,1 MJ/kg ST) aquela utilizada por Passos et al.
(2013b), este estudo foi capaz de relatar um rendimento um pouco mais favoravel na

digestdo da biomassa mista, cerca de 238 ml CHa/g SV.

Assim como para os rendimentos de CHa, todos os substratos pré-tratados
alcancaram percentuais de biodegradabilidade superiores ao da biomassa in natura,
com destaque para a biomassa autoclavada, com cerca de 83% (Figura 30). Embora
a parcela biodegradavel entre as biomassas sujeitas a pré-tratamentos tenha sido alta,
da ordem de 69%, este valor indica que, mesmo assim, o0 processo foi incompleto, e
sugere que o potencial metanogénico de microalgas e cianobactérias esta, de fato,

correlacionado a sua composicéo intra e extracelular.
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Figura 30 - Biodegradabilidade anaerdbia de biomassa mista submetida a pré-
tratamentos de ultrassom, micro-ondas e autoclavagem
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BMIN: Reator com biomassa mista in natura; BMUS: Reator com biomassa mista irradiada
por micro-ondas; BMMO: Reator com biomassa mista pos ultrassom; BMAC: Reator com
biomassa mista autoclavada.

Fonte: O Autor (2017).

Os baixos rendimentos de CHs e as altas fracdes biodegradaveis obtidas a
partir da digestdo da biomassa mista podem ser explicados com base na variedade
de espécies de microalgas e cianobactérias presentes em sua composi¢cdo. O
potencial de producdo de metano depende da composicdo macromolecular das
espécies utilizadas; quanto maior o teor de lipidios dentre as macromoléculas,
teoricamente, maior € a producdo de CHa. O potencial méximo de producéo a partir
da biomassa estad muito mais relacionado a riqueza de compostos intracelulares, que
a biodegradabilidade da parede celular propriamente dita. Neste caso, os rendimentos
de CHasforam baixos, quando comparados a resultados obtidos na literatura, porque o
substrato utilizado €, majoritariamente, composto de microalgas e cianobactérias que
apresentam limitadas concentragdes de constituintes com potencial real de conversdo
a CHa. As altas taxas de digestibilidade, alcancadas a partir dos mecanismos de pré-
tratamento, podem ser explicadas a partir da composicdo da parede celular.
Microalgas e cianobactérias facilmente biodegradaveis ndo apresentam parede
celular ou esta é a base de proteinas sem celulose ou hemicelulose, como é o caso
de Spirulina sp., espécie encontrada em altas densidades no substrato misto nesse
estudo e submetido a digestédo. Espécies microalgais podem dispor de parede celular
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de facil degradacéo, porém o conteudo intracelular pode ser pouco produtivo, do ponto
de vista energético.

No que se refere as parcelas que nao foram digeridas, estudos conduzidos por
Derenne et al. (1992) revelam que a classe Chlorophyceae pode sintetizar, em sua
parede celular, certos biopolimeros de dificil desintegragdo, como esporopolenina e
algeanans. Sendo estes ultimos biopolimeros alifaticos insolUveis e néo hidrolisaveis,
extremamente resistentes a degradacéo quimica e enzimatica. Desta maneira, células
de algumas espécies de algas verdes, empregadas no ensaio, podem, por ventura,
ainda ser encontradas intactas dentro dos reatores ao fim do periodo de incubacéao.

5.2.4 Efluente da digestéo

A digestdo anaerdbia da biomassa mista resultou num aumento de 12 a 15
vezes das concentracdes de NH4* e de 5 a 7 vezes de PO4* dentre todos 0s ensaios
realizados (Tabela 24). Para NH4*, as concentragdes finais variaram entre 372 e 391
mg NH4*/L, e para PO4* mantiveram-se na faixa de 74-79 mg PO4*/L, com destaque
para a biomassa irradiada por ultrassom. A alta solubilizacdo de N foi acompanhada
pela producdo de CHa4, sugerindo que os mecanismos de pré-tratamento influenciaram
positivamente sobre o aumento dessas concentracfes mediante degradacao

anaerobia.

Embora estudos de comparacdo sejam escassos, no que se refere a
recuperacao de nutrientes, Keymer et al. (2013) observaram que a solubilizacdo de N
foi de 2,5% para biomassa bruta de Scenedesmus sp. para 43% guando submetida a
pré-tratamento térmico seguido de digestdo anaerébia. O aumento da mineralizacédo
do N (4-7%) esteve fortemente correlacionado com o aumento do potencial bioquimico
de CHa4 do substrato (Tabela 24). Desta forma, os resultados confirmam o potencial
de digestdo anaerdbia, ndo apenas da producdo de CHs, mas também para
recuperacdo de nutrientes. A relacdo N:P média de 6:1 do sobrenadante apresenta
relativo potencial para o cultivo de microalgas uma vez que se apresenta proxima a
faixa ideal de 10 — 17:1 (DE SCHAMPHELAIRE e VERSTRAETE, 2009).



Tabela 24 - Caracterizacéo do efluente da digestdo de biomassa mista
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Parametros BMIN BMUS BMMO BMAC
pH 7,1+0,1 7,2+ 0,09 6,8 £ 0,05 6,9+0,1
Potencial Redox -259 mV -306 mV -322 mV -321 mV
DQO soluvel 251,5 mg/L 299,4 mg/L 278,9 mg/L 328,9 mg/L
AGV 24,2 mg/L 21,7 mg/L 12,9 mg/L 17,2 mg/L
Alcalinidade 1540 mg/L 1587 mg/L 1548 mg/L 1545 mg/L
AGV/ALC 0,016 0,014 0,008 0,011
NTK 403,9mg/L  440,7 mg/L 487,5 mg/L 501,2 mg/L
NH4* 383,0 mg/L 390,7 mg/L 373,5 mg/L 371,5 mg/L
PO4* 75,8 mg/L 79,2 mg/L 76,2 mg/L 74,4 mg/L
SO.* 10,7 mg/L 11,1 mg/L 8,4 mg/L 4,5 mg/L

BMIN: Biomassa mista in natura; BMUS: Biomassa mista apés ultrassom; BMMO: Biomassa
mista ap6s micro-ondas; BMAC: Biomassa mista apds autoclavagem.
Fonte: O Autor (2017).

Os altos teores de NH4* estdo relacionados a degradacao de substrato rico em
proteinas (34-38% da biomassa seca) e a queda do potencial de oxirreducéo, levando
a formacéo de acidos (H*). Estando o meio reduzido (AG negativo), as reagbes de
conversdo de nitrogénio organico a amoénia soluvel sdo favorecidas cinética e

termodinamicamente.

As maiores remogfes de DQO soluvel foram observadas para os reatores
BMAC e BMMO, 67% e 63%, respectivamente, estando diretamente relacionadas ao
potencial de produgdo de CH4. Quanto a estabilidade dos reatores anaerobios, esta
foi avaliada a partir do indicador AGV/Alcalinidade. Todos os reatores apresentaram
valores inferiores a 0,2, indicando que a converséo de acidos organicos a CHa pelas
metanogénicas se dava quase gque na mesma propor¢cao em que esses acidos eram

metabolizados.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO — EXPERIMENTO 3

Nesta sec¢éo, sdo discutidos, em detalhes, os resultados do experimento 3.

5.3.1 Otimizacao do pré-tratamento hidrotérmico

Os ensaios prévios de hidrdlise térmica via autoclavagem tiveram como objetivo
selecionar o tempo de exposicdo e a temperatura adequados que promovessem a
hidrolise da parede celular de Chlorella sp. aumentando a concentracdo de DQO
soluvel. Na Tabela 25, encontram-se o0s niveis de trabalho e as respostas, em termos
de aumento percentual de DQO soluvel (mg O2/L) do planejamento fatorial

multivariado empregado.

Tabela 25 - Planejamento fatorial 22 para selecdo das condicdes do pré-tratamento de
autoclavagem de biomassa comercial de Chlorella sp.

Variavel Nivel (-1) Nivel (+1)
Tempo 30 min 40 min
Temperatura 111°C 120°C
Ensaios Niveis Resposta (DQO solavel)
Tempo Temperatura mg O./L Aumento (%)
1 -1 -1 572 14
2 -1 +1 633 25
3 +1 -1 697 37
4 +1 +1 753 48
1 -1 -1 568 12
2 -1 +1 640 26
3 +1 -1 707 39
4 +1 +1 761 50

Fonte: O Autor (2017).

Diante das condicbes estudadas, foi possivel concluir que o melhor
desempenho referente ao aumento da solubilizacdo da matéria organica foi observado
para os dois niveis positivos do planejamento, tempo de 40 minutos e temperatura de

120°C, representando um aumento médio da DQO soluvel da ordem de 49%. Dessa
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maneira, tais condi¢des foram pré-selecionadas para estruturacao do pré-tratamento

preliminar ao ensaio de biodegrabilidade (Figura 31).

Figura 31 - DQO soluvel como variavel resposta dos testes de otimiza¢édo do pré-
tratamento de autoclavagem
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Fonte: O Autor (2017).

5.3.2 Caracterizacdo da biomassa comercial de Chlorella sp. e efeito do pré-
tratamento hidrotérmico

Com o objetivo de hidrolisar macromoléculas, romper a parede celular e
aumentar a disponibilidade de material organico ao consorcio bacteriano para
degradacédo e conversado a CHa, o pré-tratamento de hidrolise térmica de alta pressao
(HTAP) via autoclavagem foi aplicado a biomassa de Chlorella sp. Além do aumento
significativo de 48% da DQO soluvel na suspensao de microalgas apos autoclavagem,
foram observados também aumentos nas concentracoes de NH4*. Esses resultados
séo explicados a partir do fendbmeno de aplicagéo de calor e pressdo ao sistema, 0
qual promove a solubilizacdo de fragbes organicas particuladas e, parcialmente, de

complexos celulésicos.
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Ademais, houve um aumento do teor de sélidos volateis (SV) da biomassa
autoclavada em relacdo a biomassa in-natura (Tabela 26); justifica-se assim o alto
grau de solubilizagédo, da ordem de 47%, obtido pela suspenséo de Chlorella sp. Esse
valor estd em concordancia com o que foi evidenciado por MENDEZ et al. (2014), que
investigaram digestdo anaerdbia de C. vulgaris seguida de pré-tratamento
hidrotérmico (120°C, 40 min), e alcancaram 54% de solubilizacdo da biomassa. De
forma similar, Alzate e colaboradores (2012) relatam um aumento de 39% na
solubilizacdo da biomassa de Microspora sp. a 140°C por 15 min e pressao de 1,2

bar.

Tabela 26 - Caracterizacéo da suspensdo de biomassa comercial de Chlorella sp. in-natura
e pré-tratada

Biomassa in natura Biomassa pré-tratada

Parametros nutsrieerztes nutcr;)er::tes nuts;ieemntes nut(;ioerztes
INSN INCN PTSN PTCN
Sélidos Totais (ST) 2586 mg/L 2586 mg/lL 2712 mg/L 2712 mg/L
Sélidos Volateis (SV) 2414 mg/L 2414 mg/L 2512 mg/L 2512 mg/L
pH 6,4+0,2 6,1+ 0,08 6,2+0,1 6,1+0,1
DQO bruta 5921 mg/L 6498 mg/L 6312 mg/L 7245 mg/L
DQO soluvel 507 mg/L 608 mg/L 752 mg/L 902 mg/L
NTK 37,8 mg/L 46,2 mg/L 37,9 mg/L 46,4 mg/L
NH4* 8,6 mg/L 16,5 mg/L 9,1 mg/L 17,2 mg/L
S0O,? 12,6 mg/L 21,2 mg/L 13,4 mg/L 22,1 mg/L
CE 158 uS/cm 428 uS/cm 273 uS/cm 503 puS/cm
Na* 16,5 mg/L 28,38 mg/L  17,9mg/L 29,8 mg/L
K* 14,9 mg/L 27,16 mg/L 14,7 mg/L 26,9 mg/L
Ca* 4,1 mg/L 6,6 mg/L 4,3 mg/L 6,8 mg/L

Fonte: O Autor (2017).

Naturalmente, os reatores com biomassa de Chlorella sp. in natura e pré tratada
que foram suplementados com nutrientes apresentaram concentracdes de DQO
sollvel superiores aos seus respectivos ensaios sem nutrientes, da ordem média de
608 mg O2/L e 902 mg O2/L, respectivamente. Pelo mesmo motivo, houve um aumento

meédio de mais de 100% das concentracdes de NH4* nas versdes dos reatores que
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receberam suplementacdo. No entanto, essas concentragbes mantiveram-se num
intervalo abaixo de 18 mg NH4*/L, ndo representando assim, niveis de efeitos
inibidores a producdo de CHa. NH4* tem efeito inibidor as bactérias metanogénicas
guando presente em concentracdes superiores a 3000 mg NH4*/L, inibindo a enzima
sintetizadora de CHa4 e difundindo-se passivamente nas células das metanogénicas

provocando desequilibrio de prétons e deficiéncia de potassio (PARKIN et al. 1986).

Figura 32 - Células de Chlorella sp. visualizadas em microscopio 6ptico (400x)
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Fonte: O Autor (2017).

As relacdes C:N observadas no inicio do experimento variaram entre 13:1 para
0s reatores com substrato in-natura (INSN e INCN), e 19:1 nos reatores com substrato
pré-tratado (PTSN e PTCN), respectivamente. Desta forma, os reatores INSN e INCN
encontraram-se moderadamente abaixo da faixa ideal (20-30:1, PARKIN et al. 1986)
para digestdo anaerdbia, enquanto que os reatores PTSN e PTCN mantiveram-se

dentro desse intervalo.

Embora tenha ocorrido um aumento significativo de 73% da CE entre as
suspensdes de Chlorella sp., é possivel observar que, tanto para os ensaios com algas
in-natura como fonte de substrato, quanto para os ensaios com algas submetidas a
HTAP, as concentragfes de sais estivaram sustentadas em niveis considerados nao-
inibitérios. Uma grande preocupacéo durante processos de digestdo de microalgas,
sdo os efeitos das concentracbes de sais sobre as bactérias metanogénicas. A
salinidade causa a desidratacdo das células bacterianas devido ao aumento da

pressdo osmoética (CHENG et al., 2008), mas isso pode variar de acordo com o
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ambiente associado. Os valores das concentracdes de Na*, K* e Ca?* em todas
condicdes do estudo encontraram-se no intervalo considerado estimulante ao

consorcio anaerébio, e tendo efeitos positivos sobre a sinergia com outros ions.

As relacdes DQO/S0O42 observadas no inicio do experimento mantiveram-se
na faixa media de 44:1 para 0s ensaios com substrato de microalgas de células
integras, e de 61:1 para os ensaios com biomassa autoclavada. Diante dessas
proporcdes, a fermentacéo pelas bactérias metanogénicas € favorecida, uma vez que
a extrema competicdo com as BRS, acontece em relacdes DQO/SO42 no intervalo
1,7-2,7. As baixas concentracdes de SO4?tém efeito positivo sobre a metanogénese,
participando de um grande nlimero de enzimas vitais quando inferior a 150 mg SO42
/L (BITTON, 1994; METCALF e EDDY, 2006).

5.3.3 Producéo de Metano e Biodegradabilidade

A descontinuidade da produgéo de CHas ocorreu aos 33 dias de tempo de
incubagéo, permitindo concluir que o maior rendimento de CHas, dentre as 4 condi¢des
estudadas, foi alcancada pelos reatores inoculados com biomassa in-natura de
Chlorella sp., que receberam a suplementacéo por nutrientes (INCN). Por outro lado,
o0 menor potencial metanogénico foi observado a partir da digestdo da biomassa preé-
tratada sem adicao de nutrientes (PTSN). O reator INCN apresentou um rendimento
médio da ordem de 537 ml CHa4/g SV enquanto que os reatores PTCN, INSN e PTSN
acumularam 353 ml CHa/g SV, 208 ml CHa/g SV e 178 ml CHa4/g SV, respectivamente
(Figura 33).
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Figura 33 - Rendimento de CH4 na digestdo anaerébia de biomassa comercial
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INSN (alga in-natura digerida sem adi¢do de nutrientes); INCN (alga in-natura digerida com
adicao de nutrientes); PTSN (alga pré-tratada digerida sem adicao de nutrientes); PTCN
(alga pré-tratada digerida com adi¢cdo de nutrientes).

Fonte: O Autor (2017).

Figura 34 - Produgcdo acumulada de CH, na digestéo anaerébia de biomassa
comercial de Chlorella sp. (S/I: 0.5)
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INSN (alga in-natura digerida sem adi¢cdo de nutrientes); INCN (alga in-natura digerida com
adicdo de nutrientes); PTSN (alga pré-tratada digerida sem adicéo de nutrientes); PTCN
(alga pré-tratada digerida com adicao de nutrientes).

Fonte: O Autor (2017).

Embora as maiores producbes de CHs4 fossem esperadas nos ensaios que

receberam os substratos de microalgas pré-tratadas, os reatores com biomassa in
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natura apresentaram resultados mais favoraveis. Entretanto, no confrontamento das
producdes entre os reatores que nao receberam suplementacdo nutricional (INSN e
PTSN), indicando que ndo houveram diferencas significativas em seus respectivos

rendimentos.

A producdo de CHs no reator com biomassa in natura com nutrientes (INCN)
nao foi apenas superior as demais, como também mais rapida (Figura 34). Esta
condicdo permitiu que a producao total de 200 ml CH4/g SV acumulada pelo reator
INSN aos 30 dias, fosse alcancada pelo reator INCN entre o 3° e 4° dia de tempo de
incubacdo. Por outro lado, para todos os cenérios estudados, a fase lag foi
praticamente inexistente em decorréncia da baixa relacao S/l de 0,5 g DQO/g SSV, a
qual evita a acumulacdo de acidos organicos e potencializa a producéo de biogas. A
taxa de producéo diaria de CHa4 nos reatores INCN e PTCN foram da ordem média de
16 ml CH4/g SV.dia e 11 ml CH4/g SV.dia, respectivamente. Enquanto que para 0s

reatores PTSN e PTCN esse valor esteve em torno dos 6 ml CHa/g SV.dia.

A justificativa para o fato de que os reatores com biomassa autoclavada néao se
destacaram em relacdo aos com biomassa in natura, no que se refere ao potencial de
producdo de CHa, é a procedéncia da biomassa microalgal. Para fins comerciais, 0
processo de sedimentacdo e recuperacao da biomassa de microalgas envolve uma
série de operac¢des unitarias, como a floculacao (UDUMAN et al. 2010). Durante esse
processo, agentes floculantes séo adicionados ao meio aquoso contendo a suspensao
de microalgas com o objetivo de formar agregados de grandes dimensdes. Agentes
floculantes sao ricos em sais metalicos, como o cloreto de aluminio (AICI3) e o sulfato
de aluminio Al2(SOa4), 0s quais podem provocar a lise da célula microalgal, conforme
reportado por Papazi et al. (2010). O problema esta na alta eficiéncia desses sais que
sédo extremamente eletronegativos e apresentam alta velocidade de coagulagédo. A
rapida agregagdo da biomassa de microalgas provoca um choque entre as células e
a desestabilizacdo da membrana, levando a sua ruptura. A partir da adicdo de uma
dose minima igual a 0,75 g/L de AIClz e Al2(SO4), os autores relataram que 25% e 10%
do total de células de Chlorella minutissima sofreram lise celular durante a técnica de
coagulacdo. Desta forma, sugere-se que o rompimento das células da biomassa

comercial de Chlorella sp. teria acontecido ainda em campo durante o processo de
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colheita da biomassa em escopo comercial, e ndo, necessariamente, durante a

realizacdo do mecanismo de hidrolise térmica em laboratorio.

No que se refere aos ensaios suplementados com nutrientes (INCN e PTCN),
estes apresentaram, dentre todos 0s ensaios, 0s rendimentos de CHa mais
significativos. A explicacdo para esses resultados pode estar relacionada aos efeitos
dos micronutrientes sobre o consércio anaerébio no processo de digestdo. Uma vez
que a biomassa de microalgas ja apresenta rica composicdo macromolecular,
sobretudo, em carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre, a adicdo extra de
macroelementos pode néo ter, neste caso, grande relevancia sobre a cinética de
degradacdo anaerdbia. Por outro lado, os microelementos podem ter exercido efeitos
significativos como aditivos no processo de digestdo. Dentre os elementos tracos
adicionados a partir de solucdo nutritiva (FLORENCIO, 1993), o cloreto de niquel
(NiCl2.6H20) apresenta efeito estimulante na producdo de CH4 mediante a reducéo da
toxicidade por amoénia e sulfureto, enquanto que o cloreto de cobalto (CoCl2.6H20)
constitui proteinas corrinoides que podem auxiliar na metanogénese a partir de
compostos metil, além de ser indispensavel para estabilidade da digestdo, bem como
para destravar uma possivel acumulacdo de AGV, assim como o Niquel e o cloreto
férrico (FeCl2.4H20). Este dltimo também constitui importantes enzimas que
promovem a degradacdo da matéria organica. A limitada disponibilidade de Ni, Fe e
CO afeta a estabilidade do processo de digestao anaerébia e a producdo de CH4, bem

como pode inibir a atividade microbiana.

O déficit de producéo de biogas do reator PTCN em relacéo ao reator INCN foi
investigado a partir da hipétese de que durante o processo de autoclavagem,
substancias recalcitrantes ou toxicas ao metabolismo metanogénico acabaram sendo
geradas devido a elevada temperatura e pressao, sendo assim inibidoras ao processo
de biometanizacdo (WILSON e NOVAK; 2009; STRONG e GAPES, 2012; JARD et al.
2013). Subprodutos tipicos presentes em hidrolisados de biomassa lignocelulésica,
como o hidroxi-metil-furfural (HMF) inibem processos bioldgicos como a fermentacao
alcoolica e a metanogénese. Os resultados obtidos a partir da analise de
cromatografia indicaram que tal composto téxico ndo foi identificado na biomassa

autoclavada. Desta forma, testes adicionais de caracterizacdo da biomassa devem
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ser realizados, a fim de investigar se outros compostos tdxicos, como fenois ou
produtos secundarios ndo identificados, foram potencialmente formados durante
HTAP atuando como dificultadores ou inibidores parciais do processo de

biometanizacéao.

Os rendimentos de CHs em todos o0s ensaios apresentaram-se em
concordancia com estudos anteriores que também investigaram o potencial de
fermentacao de diversas espécies de Chlorella sp. Lu et al. (2013) alcancaram um
rendimento maximo de 403 ml CH4/g SV na digestédo de Chlorella vulgaris utilizando
técnicas de bioaumentacao, diversificando a flora bacteriana e aumentando a
eficiéncia de fermentagédo. Por outro lado, Ras et al. (2013) e Polakovicova et al.
(2012), relataram produgdes de 240 ml CH4/g SV e 189 ml CH4/g SV, respectivamente,
investigando também o potencial de biometanizacéo a partir da digestdo de Chlorella
vulgaris, utilizando processos integrados de producao e digestdo de microalgas em
escala experimental. No tratamento biologico de C. vulgaris com protease (50°C, 2h)
seguido de tratamento térmico a 75°C por 15 min, Mahdy e colaboradores (2014)
reportaram um aumento de 57% na producgéo de CHs, sendo esta igual a 300 ml de
CHa4/g DQO. No entanto, nenhum desses estudos investigou a influéncia da adigcéao
extra de nutrientes sobre o potencial de geracdo de metano.

Em comparacédo com o potencial de producéo de CH4 obtido a partir da digestéao
da biomassa in natura de Chlorella vulgaris do Experimento 1, o rendimento de CHa4
de 208 ml CH4/g SV da biomassa comercial foi inferior em 23% a producéo alcancada
pela fermentacéo da biomassa fresca de C. vulgaris (255 ml CH4/g SV). Seguramente,
a biomassa cultivada em laboratério ofereceu uma composicdo bioguimica mais
interessante a conversdao em metano. Quanto a biomassa comercial de Chlorella sp.,
as condicbes de crescimento, a composicdo do meio de cultura, bem como a
frequéncia de suplementacdo do ecossistema podem ter influenciado nas
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas da microalga. No entanto, tais
informacgOes sobre as condi¢cdes de cultivo, beneficiamento e recuperacdo dessa

biomassa sdo desconhecidas.
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Os percentuais de biodegradabilidade anaerdbia da biomassa de Chlorella sp.
nos experimentos testados estdo apresentados na Figura 35. Quase 2/3 da biomassa
in-natura, utilizada como substrato no reator INCN, foi convertida a metano, onde a
microflora anaerobia foi favorecida pela suplementacéo nutricional. A digestdo dessa
biomassa foi quase 3 vezes superior aguela observada no reator com biomassa
autoclavada e sem adigéo de nutrientes (PTSN), e este, por sua vez, apresentou 50%
da parcela de degradacédo biolégica observada no reator com biomassa pré-tratada
que foi incorporado com macro e microelementos (PTCN). Deste modo, é possivel
concluir que existiu uma correlacdo linear a digestibilidade anaerdbia do substrato
algal e o meio suplementado, estando em concordancia com 0s potenciais de

producgéo de CHa4evidenciados nos ensaios.

Figura 35 - Biodegradabilidade anaerdbia da biomassa comercial de Chlorella sp.
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INSN (alga in-natura digerida sem adicdo de nutrientes); INCN (alga in-natura digerida com
adicao de nutrientes); PTSN (alga pré-tratada digerida sem adicao de nutrientes); PTCN
(alga pré-tratada digerida com adicao de nutrientes).

Fonte: O Autor (2017).
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5.3.4 Efluente da Digestéo

As concentracdes de NHs* no efluente da digestdo foram superiores as
concentracfes observadas no inicio do experimento. As maiores concentracfes de
NH4* foram relatadas nos ensaios PTCN e INCN, com teores de 230 mg NH4*/L e 265
mg NHa4*/L, respectivamente. Chen et al. (2008) argumentam que NH4* é produzido a
partir da decomposicao bioldgica de matéria nitrogenada, principalmente sob a forma
de proteinas. Deste modo, 0s reatores que apresentaram maiores percentuais de
biodegradabilidade da biomassa e de producdo de CH4 naturalmente apresentaram
maiores concentracdes de NH4* no sobrenadante da digestéo, visto que a microflora
anaerodbia atuou mais ativamente nas reagdes de sintese e producdo de metabdlitos.
Ademais, o meio reduzido favoreceu a solubilizacdo do nitrogénio organico em NHa*.
SIALVE et al. (2009) destacam que, quanto maior a concentracdo de proteinas na
composicdo bioquimica da espécie digerida, maior serd a liberagcdo de ambnia no
meio aquoso (Tabela 27).

Tabela 27 - Caracterizacdo do efluente da digestdo de biomassa comercial de Chlorella sp.

Biomassain natura Biomassa pré-tratada

Parametros nutsrieenr:tes nuti?err?tes nutsrieenr:tes nutCriOer:tes
INSN INCN PTSN PTCN
pH 6,9+0,2 74%0,1 6,9+0,1 7,4+0,1
Potencial Redox -245 mV -232 mV -321 mV -307 mV
DQO solavel 175 mg/L 153 mg/L 163 mg/L 133 mg/L
NTK 1929 mg/lL  270,2mg/L  150,1 mg/L  301,8 mg/L
NH4* 161,6 mg/L  229,2mg/L  128,3mg/L  264,8 mg/L
S04 7,5 mg/L 22,0 mg/L 16,2 mg/L 13,1 mg/L

Fonte: O Autor (2017).

O pH do sobrenadante da digestéo esteve dentro da faixa 6tima para 0os micro-
organismos metanogénicos em todos os ensaios estudados, tendo valores médios de
6,9 nos reatores INSN e PTSN, e 7,4 nos reatores INCN e PTCN. Valores superiores
a 8,3 e inferiores a 6,0 sdo altamente prejudiciais as metanogénicas, devendo ser
evitados (MCCARTHY, 1964). O potencial redox mais negativo nos reatores INCN e

PTCN, -322 e -307 mV, respectivamente, indica um ambiente reduzido estritamente
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anaerobio e favoravel a atividade metanogénica. Os parametros AGV e alcalinidade
também foram mensurados com o objetivo de avaliar o equilibrio do sistema. A Tabela
28 apresenta os valores médios de alcalinidade total e acidos organicos, bem como

as relacdes AGV/Alcalinidade finais do experimento.

Tabela 28 - Valores médios de alcalinidade total, AGV e relagdo AGV/ALC

Alcalinidade Total

Ensaio (CaCOs mg/L) AGV (mg/L) AGV/ALC
INSN 95,86 10,30 0,107
INCN 461,79 2,80 0,006
PTSN 74,73 15,20 0,203
PTCN 433,12 3,30 0,007

Fonte: O Autor (2017).

A relacdo AGV/ALC funciona como um indicador da estabilidade dos reatores
anaerobios, e a partir da andlise desses dados, observa-se que todos os reatores
apresentaram valores inferiores a 0,3, indicando que a conversao de AGV a CHas se
dava na mesma proporcdo em que esses acidos eram produzidos. Quanto mais
préxima de zero € essa relagdo, maior € a estabilidade do reator anaerdbio (AHRING
et al., 1995).

Quanto as concentracdes de DQO sollvel, os maiores percentuais de reducao
foram observados nos reatores com biomassa de Chlorella sp. pré-tratada, cerca de
85 e 78% para as condices PTCN e PTSN, com concentracdes iguais a 133 e 163
mg O2/L, respectivamente. Enquanto que o pior desempenho foi observado a partir do
reator INSN, com concentragao final igual a 175 mg O2/L.

5.4 Viabilidade energética

Na sec¢éo 5.4, a viabilidade dos experimentos conduzidos é avaliada a partir do

contexto energetico.
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Conforme proposto por Ferrer et al. (2009; 2011), a viabilidade de
implementacdo em larga escala dos pré-tratamentos aplicados nesse estudo foi

investigada a partir do balanco energeético.

O célculo do balanco energético apenas foi praticavel para os pré-tratamentos
aplicados a biomassa mista de microalgas e cianobactérias (Experimento 2), uma vez
gue estes apresentaram resultados de producdo de CHa superiores a biomassa mista
in natura ao fim do processo de digestdo. Enquanto que os rendimentos de CHs a
partir da digestdo da biomassa comercial de Chlorella sp. submetida a pré-tratamento
hidrotérmico (Experimento 3) foram inferiores aqueles alcangcados por suas
respectivas versbes com biomassa in natura, sendo assim extremamente

desfavoraveis do ponto de vista energético.

Dado que nenhuma técnica de pré-tratamento, propriamente dita, tenha sido
empregada a biomassa de Chlorella vulgaris no Experimento 1, este teve balanco
energético positivo. Conforme Tabela 29, o potencial energético alcancado pela
digestdo C. vulgaris foi da ordem média de 9401 kJ/kg SV e 4934 kJ/kg SV para
biomassa in natura e residual, respectivamente. O rendimento do poder calorifico do
CHas acumulado pela digestédo da biomassa p6s extracao foi de aproximadamente 53%

do volume obtido a partir da biomassa in natura.

Tabela 29 - Rendimento energético obtido a partir da digestdo da biomassa in natura e
residual de Chlorella vulgaris

Rendimento de Potencial Potencial
. Teor de SV o e

Ensaio Reator (%) kg/kg Metano energeético energeético

(L CH4/kg SV) (kd/kg SV)  (kW.h/kg SV)

Digestso de BCAE 1 0,58 251,8 9014,44 2,50
biomassa in natura BCAE 2 0,58 262,1 9383,18 2,60
BCAE 3 0,58 253,8 9806,04 2,72
Digestéo de BCPE 1 0,53 144.,6 5176,68 1,44
biomassa pés BCPE 2 0,53 132,0 4725,60 1,31
extracao lipidica BCPE 3 0,53 136,9 4901,02 1,36

Nota: Poder calorifico do CH4: 38500 kJ/m3 nas CNTP (METCALF e EDDY, 2003).
Fonte: O Autor (2017).

O poder energético acumulado mediante a digestdo da biomassa comercial in

natura de Chlorella sp., sem e com adi¢ao de nutrientes, foi de 7429 kJ/kg SV e 19747
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kJ/kg SV, respectivamente (Tabela 30). A adicdo de nutrientes teve influéncia positiva
sobre o rendimento energético final, ao passo que a producdo metanogénica foi

estimulada pela suplementacéo.

Tabela 30 - Rendimento energético obtido a partir da digestdo da biomassa comercial de

Chlorella sp.
_ Teor de SV Rendimento Poten,c.ial Poten,c_ial
Ensaio Reator (%) ka/kg de Metano energético energético
(L CHakg SV)  (kJ/kg SV) (kW.h/kg SV)

Digestao de INSN 1 0,24 227,9 8158,82 2,26
biomassa in natura INSN 2 0,24 192,1 6905,82 1,92
sem nutrientes INSN 3 0,24 201,8 7224,44 2,01
Digestéo de INCN 1 0,24 555,5 19886,92 5,52
biomassa in natura INCN 2 0,24 564,8 20219,85 5,62
com nutrientes INCN 3 0,24 534,5 19135,13 5,31

Nota: Poder calorifico do CHa4: 38500 kJ/m3 nas CNTP (METCALF e EDDY, 2003).
Fonte: O Autor (2017).

No entanto, esse contexto é desfavoravel. Nao so porque a digestao foi a partir
de uma biomassa comercial, 0 que acaba por gerar custos desnecessarios, mas
também de uma perspectiva nutricional, em que a suplementacéo € inviavel a medida
que os estudos procuram, ndo sé fechar o ciclo energético mas também de
recuperacao de nutrientes mediante o processo de digestdo. Sendo assim, um cenario
fundamentado em compra de biomassa de microalgas e adi¢cdo de nutrientes para

fermentacao é extremamente desvantajoso, econémico e financeiramente.

Quanto ao balanco energético dos pré-tratamentos, este foi determinado a
partir da relacéo (Ee/Es): Entrada de energia (Ee) e Saida de Energia (Es). Assim
sendo, para obtencdo de um balanco energético favoravel, a demanda energética
deve ser superada ou, pelo menos, igualada a producao adicional de CH4 alcancada
a partir da execucao das técnicas de pré-hidrolise. Isso significa dizer que valores

iguais ou abaixo de 1 indicam saldo positivo de produgao de energia (Ee/Es < 1).

Com base nos experimentos conduzidos, os balangos energéticos dos pré-
tratamentos de ultrassom, micro-ondas e autoclavagem (Experimento 1) foram
calculados e estdo apresentados na Tabela 31. De novo, a entrada de energia (Ee)

corresponde a energia total aplicada a biomassa durante a realizacdo do pre-
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tratamento, enquanto que a saida de energia (Es) corresponde ao poder calorifico do

rendimento extra de CHa4/g SV obtido com relag&o a biomassa in natura controle.

Tabela 31 - Viabilidade energética dos pré-tratamentos com base no rendimento de CH.,
obtido a partir da digestdo da biomassa mista

Pré- Teorde Entradade  Saidade Balanco
Tratamento Reator SV % Energia Energia Energético
(kg/kg)  (kJ/kg SV)  (kJ/kg SV) (Ee/Es)
BMUS 1 0,66 91.393 1306,7 70 v
Ultrassom BMUS 2 0,66 91.393 1804,3 51 v
BMUS 3 0,66 91.393 1997,6 46 v
BMMO 1 0,66 35.573 3068,1 12 v
Micro-ondas  BMMO 2 0.66 35.573 2971,4 12 v
BMMO 3 0,66 35.573 3157,6 11 v
BMAC 1 0,64 15.348 5026,3 31 v
Autoclavagem BMAC 2 0,64 15.348 4514,4 3,4 v
BMAC 3 0,64 15.348 4679,1 3,3 v

Nota: Poder calorifico do CH4: 38500 kJ/m3 nas CNTP (METCALF e EDDY, 2003).
Fonte: O Autor (2017).

A partir da observacdo da Tabela 31, é possivel notar que a Relacdo Ee/Es
variou de 3,1 a 70, indicando um balanco energético negativo, em que a producéo de
energia a partir da digestdo anaerobia do substrato pré-tratado foi inferior a quantidade
requerida para realizacao de qualquer um dos pré-tratamentos para lise celular. O pré-
tratamento ultrassonico apresentou a resposta mais negativa em termos de viabilidade
energética (Ee/Es:~56), dentre todos os pré-tratamentos, mediante alto dispéndio de

energia.

De forma similar, a fragdo energética demandada para aplicacdo do pré-
tratamento via micro-ondas foi cerca de 12 vezes superior aquela produzida a partir
da digestdo da biomassa, apresentando também um balanco desfavoravel. Estes
valores estdo em concordancia com o que foi evidenciando por Hu et al. (2012), que
encontraram relacdes Ee/Es situadas no intervalo 5-130 para pré tratamento de micro-

ondas de biomassa lignocelulosica.

Com relacdo ao pré-tratamento térmico de autoclavagem, este foi o mecanismo
que apresentou o maior equilibrio entre a eletricidade demandada e a energia
potencialmente produzida pela queima do CH4 gerado na fermentacéao, obtendo uma
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relacdo energética média da ordem de 3,3. No entanto, Passos e Ferrer (2014)
relataram um balanco energético positivo (Ee/Es: 0,59 e 0,56) a partir de preé-
tratamento térmico de biomassa de microalgas a 75°C e 95°C por 10h,

respectivamente.

Tal qual outros estudos (CHO et al. 2013; PASSOS et al. 2014d; PASSOS e
FERRER, 2014), estes resultados defendem que o alto consumo de energia esta
atrelado a baixa relacdo de SV na biomassa de microalgas (0,64-0,66%). Quanto
maior a concentracdo de SV na biomassa, menor é o consumo energético por g de
SV na fase de pré-tratamento; O maior teor de SV predispde o equilibrio da relacéo

consumo/producéo de energia.

Adi et al. (2012) reportaram um cenario energeticamente favoravel a partir da
digestdo anaerdbia de talos de algoddo submetidos a pré-tratamento hidrotérmico
atendendo a concentragdo de 10% de ST. De mesmo modo, Schwede et al. (2013)
alcancaram um balanco energético positivo em quase 8 vezes, com relacdo a energia
empregue no pré-tratamento hidrotérmico (120°C; 2h) de Nannochloropsis salina
mediante centrifugagcédo para concentracao dos ST da biomassa, que variaram entre
16 e 30%. No entanto, o teor da ordem de 20% de SV, empregado neste estudo, é

considerado inviavel em escala real.

Em resumo, embora o pré-tratamento térmico apresente certa viabilidade
quando comparado aos pré-tratamentos mecanicos de ultrassom e micro-ondas, 0
consumo energético, em todos 0s casos, superou a energia produzida a partir do
processo de digestdo. Desta forma, visando a implementagéo destes mecanismos de
pré-hidrélise em larga escala, seguidos de digestdo anaerobia, a concentracao de ST
da biomassa precisa ser muito superior para 0 alcance de um contexto

energeticamente positivo.
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CONCLUSOES

Os mecanismos de pré-tratamento para lise celular de microalgas e
cianobactérias tiveram efeitos positivos sobre o grau de solubilizacdo da
biomassa. Todos os 3 experimentos de digestdo produziram CHas, estando seu
rendimento correlacionado positivamente com o emprego das técnicas de pré-
hidrolise. No entanto, no Experimento 3, o rendimento de CHs n&o foi
potencializado pela aplicacdo do pré-tratamento a biomassa de Chlorella sp.

A extracdo de lipidios favoreceu a solubilizagdo da biomassa residual de
Chlorella vulgaris em 36%, no experimento 1. Efeitos positivos também foram
observados no experimento 2, onde os pré-tratamentos de autoclavagem,
micro-ondas e ultrassom promoveram parcelas de solubilizacdo da biomassa
mista da ordem de 41%, 28% e 15%, respectivamente. Ja no experimento 3, a
aplicacdo do pré-tratamento de autoclavagem a biomassa comercial de
Chlorella sp. resultou em 47% de solubilizacéo.

No experimento 1, os rendimentos de CHa4foram da ordem de 256 ml CH4/g SV
e 138 ml CH4/g SV, com biodegradabilidade de 63 e 54%, para biomassa in
natura e residual de Chlorella vulgaris, respectivamente. Ainda assim, a
biomassa residual foi capaz de render 54% do volume de CH4 alcancado pela
digestdo da biomassa integra. No experimento 2, o maior rendimento de CHa
foi relatado a partir da biomassa mista pré-tratada por autoclavagem, cerca de
285 ml CHa4/g SV, superior em 87% ao alcangado pela biomassa controle.
Enquanto que para o substrato pré tratado por micro-ondas e ultrassom, o0s
volumes acumulados foram de 238 ml CH4/g SV e 200 ml CH4/g SV,
respectivamente, representando 56% e 31% de aumento. A biodegradabilidade
média dentre as biomassas pré-tratadas foi de 69%. O experimento 3
apresentou biodegradabilidade anaerdobia média de 33%, e as maiores
producdes foram observadas nos reatores que receberam suplementacao
nutricional, sendo da ordem de 537 ml CHa4/g SV e 353 ml CH4/g SV, para
biomassa comercial de Chlorella sp. in natura e pré-tratada termicamente,

respectivamente. Por outro lado, os reatores com biomassa in natura e
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autoclavada que nao receberam adicdo de nutrientes renderam 208 ml CHa/g
SV e 178 ml CHa/g SV, respectivamente.

No experimento 3, a suplementacao nutricional potencializou a producéo de
CHaa partir da digestao da biomassa comercial de Chlorella sp., sendo superior
em cerca de 128%, com relacdo aos reatores que nao foram suplementados.
O consorcio bacteriano foi influenciado positivamente pelos elementos tracos

presentes na solucdo nutritiva.

Quanto ao efluente da digestdo, altas concentracdes finais de NH4* foram
relatadas em todos os 3 experimentos, resultado da digestdo do substrato rico
em proteinas, alcancando concentracdo média igual a 310 mg NH4*/L. Nos
experimentos 1 e 2, as concentragdes finais de fosforo foram superiores as
iniciais em cerca de 4,3 e 6 vezes, respectivamente. Desta forma, o
sobrenadante apresentou potencial para utilizacdo no cultivo de microalgas,

mediante relacdo N:P média igual a 7:1.

O balanco energético do experimento 1 foi positivo, dado que nenhum pré-
tratamento foi aplicado a biomassa de C. vulgaris, o potencial energético médio
alcancado pela digestao foi de 9401 kJ/kg SV e 4934 kJ/kg SV para o substrato
controle e residual, respectivamente. No experimento 2, o balanco de energia
foi negativo em todos os pré-tratamentos, no entanto, o tratamento térmico de
autoclavagem apresentou o resultado mais favoravel. O experimento 3
apresentou a resposta mais desfavoravel quanto ao equilibrio energético, uma
vez que a aplicacdo do pré-tratamento ndo potencializou a producédo de CHa.
Ainda assim, a digestédo da biomassa in natura rendeu um potencial energético
médio da ordem 13588 kJ/kg SV.
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