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RESUMO

SANTOS, Nathalia Oliveira. Producdo de biogas a partir de biomassa da microalga Isochrysis
galbana. Orientadoras: Magali Christe Cammarota, D. Sc. / Larissa de Carvalho Alves, Ph D.
Rio de Janeiro: ESCOLA DE QUIMICA / UFRJ, 2013.

A biodegradabilidade anaerdbia de biomassa residual da microalga Isochrysis galbana
do processo de sequestro de carbono realizado em fotobiorreatores, antes e apds etapas
preliminares de hidrolise térmica e quimica, foi avaliada com base na producdo de metano.
Foram realizados planejamentos experimentais para avaliagdo das melhores condicbes de
hidrolise &cida e alcalina, combinando-se as variaveis percentual de é&cido ou base,
temperatura e concentracdo de DQO particulada, e empregando-se o aumento da DQO sollvel
como varidvel resposta. Existe um tempo 6timo de reacdo, assim como uma relacdo
acido:DQO particulada e temperatura:DQO particulada ideal. Adotou-se um pré-tratamento
mecanico para melhor disponibilizar a matéria organica e minimizar os percentuais de acido
adicionados na reacdo. O pré-tratamento mecanico favoreceu a disponibilidade de nutrientes e
0 uso de condicBes reacionais mais brandas. A hidrolise alcalina mostrou-se ineficaz em
comparacao a hidrolise acida. Avaliou-se a remocdo de DQO sollvel e a producdo de biogas e
metano em ensaios de biodegradabilidade anaerdbia conduzidos com biomassa in natura e
apos hidrélise acida. Experimentos de biodegradacdo foram conduzidos com biomassa nédo
lavada e ajuste de pH com NaHCO3; e com biomassa lavada e ajuste de pH com Ca(OH), para
avaliar o efeito inibitorio do Na* no processo de digestdo anaerdbia. A melhor condicédo de
hidrélise com base na producdo de metano foi 40°C, com adi¢do de 0,2% (v/v) de acido, por
16 h, produzindo 16,4 mL de metano. Esta condicdo apresenta boa relagdo custo beneficio,
pois requer baixa temperatura e adicdo de reagentes. A analise de carboidratos e proteinas nas
fracbes sollveis de amostras Controle e hidrolisadas revelou a presenca majoritaria de
carboidratos em comparacdo a quantidade de proteinas. Este fato justificou uma maior
producdo de metano nas condi¢gbes com maior concentracdo de carboidratos. Amostras de
biomassa lavada apresentaram um maior percentual e volume de metano (86,5%, 13 mL), se
comparadas a amostras de biomassa nao lavada (30%, 5 mL). Observou-se uma diferenca de
55 vezes na concentracdo de sodio entre as amostras de biomassa lavada e ndo lavada,
podendo este resultado justificar o baixo rendimento de metano nas amostras néo lavadas. Os

resultados obtidos permitem concluir que a inclusdo da digestdo anaerdbia da biomassa da



microalga marinha Isochrysis galbana na analise do ciclo de vida do processo de captura de
CO;, e producéo de biodiesel precisa ser melhor avaliada.
Palavras-chave: Biomassa de microalga, Pré-tratamento, Digestdo anaerdbia, Producdo de

biogas, Isochrysis galbana.



ABSTRACT

SANTOS, Nathalia Oliveira. Biogas Production From Biomass of Microalgae Isochrysis
galbana. Advisors: Magali Christe Cammarota, D. Sc. / Larissa de Carvalho Alves, PhD. Rio
de Janeiro: ESCOLA DE QUIMICA / UFRJ, 2013.

The anaerobic biodegradability of residual biomass of microalgae in the process of carbon
sequestration performed in a pilot plant before and after the preliminary stages of thermal and
chemical hydrolysis was evaluated based on the production of methane. Experimental designs
were conducted to evaluate the best conditions for acid and alkaline hydrolysis combining the
variables percentage of acid or base, temperature and concentration of particulate COD and
using soluble COD increase as the response variable. There is an optimum reaction time and
ideal ratios acid: particulate COD and temperature: COD particulate ideal. It was applied a
mechanical pre-treatment to increase availability of organic matter and minimize the
percentage of acid added in the reaction. The mechanical pre-treatment improved the
availability of nutrients and allowed the use of milder reaction conditions. Alkaline hydrolysis
was ineffective compared to acid hydrolysis. Removal of soluble COD and the production of
biogas and methane were evaluated in anaerobic biodegradability tests conducted with
biomass in natura and after acid hydrolysis. Biodegradation experiments were conducted with
unwashed biomass and pH adjustment with NaHCOj3; and washed biomass and adjusting pH
with Ca(OH),, to evaluate the inhibitory effect of Na* on the anaerobic digestion process. The
optimum condition of hydrolysis to the production of methane was 40 ° C, with addition of
0.2% (v/v) acid for 16 h, producing 16.4 mL of methane. This condition is cost-effective
because it requires low temperature and addition of reagents. The analysis of carbohydrates
and proteins in the soluble fractions of control and hydrolyzed samples revealed the
predominant presence of carbohydrates compared to protein. This fact supported a higher
methane production in conditions with a higher concentration of carbohydrates. Washed
biomass samples showed a greater volume and percentage methane (86.5%, 13 ml) compared
to unwashed biomass samples (30%, 5.4 mL). There was a difference of 55 times between
sodium concentration in the biomass samples washed and unwashed, this result may explain
the low yields of methane in samples not washed. Results indicate that the inclusion of
anaerobic digestion of biomass of marine microalga Isochrysis galbana in analyzing the life

cycle of the process for CO, capture and production of biodiesel needs to be better evaluated.



Keywords: Microalgae Biomass, pre-treatment, anaerobic digestion, biogas production,
Isochrysis galbana.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A producéo e o consumo de biocombustiveis liquidos vém aumentando dia a dia, mas
o atendimento as demandas globais de energia do setor de transportes continuara limitado
devido a: concorréncia com terras ardveis para a producdo de alimentos e fibras, necessidade
de uso de fertilizantes, falta de gerenciamento de boas préaticas agricolas nas economias
emergentes, conservacdo da biodiversidade e estruturas de mercados regionalmente limitados
(SINGH et al., 2011).

Na tentativa de se produzir uma energia sustentdvel e impactar menos o meio
ambiente foram desenvolvidos combustiveis oriundos de diversas fontes, como culturas
alimentares (conhecidos como de primeira geracdo) e matérias primas nao alimentares como o
pinhdo e residuos de 6leo biodiesel, tidos como biocombustiveis de segunda geracdo. No
entanto, os biocombustiveis de primeira e segunda geracdo ndo foram capazes de suprir a
crescente demanda do setor de transporte (SCOTT et al., 2010.).

Recentemente, diversas pesquisas tém investigado o potencial das microalgas para a
captura e sequestro de CO, e geracdo de biocombustiveis. Dentre os produtos gerados no
cultivo de microalgas com absor¢cdo de CO,, o biodiesel € hoje 0 que gera mais interesse.
Muitas espécies de microalgas ja sdo conhecidas como acumuladoras de 6leo, que pode ser
extraido e utilizado para a producdo de biodiesel, permitindo a geragcdo de um biocombustivel
de terceira geracdo com impacto ambiental bem reduzido (SCOTT et al., 2010; SANCHEZ et
al., 2013). Dentre as diversas espécies utilizadas para a producdo de biodiesel, pode-se citar
Pyrrosia laevis, Dunaliella sp, Chlorella vulgaris, Neochloris oleoabundans e Isochrysis
galbana, sendo a ultima a fonte dos nossos estudos (DENG et al., 2009).

Biocombustiveis obtidos a parir de plantas podem ser usados diretamente nos motores
atuais, fato que os torna mais atraentes do que a energia eblica e das marés, além do fato da
atual preocupacdo com a reducdo das reservas de petréleo mundiais (SCOTT et al., 2010).

A producéo de biodiesel gera uma biomassa de algas residual que deve ser gerenciada,
para evitar que seu lancamento em corpos hidricos ocasione a contaminacdo destes corpos,
assim como a exacerbacdo de fenémenos de eutrofizacdo. O descarte da biomassa de algas,
seja apos a etapa de extracdo de lipidios ou de qualquer outro procedimento, aumenta a
demanda de oxigénio e libera substancias organicas oriundas do metabolismo dos micro-
organismos em corpos hidricos. Assim, forma-se um ambiente anaerébio que propicia a
atividade de bactérias, que liberam gases de odor fétido. Pode ocorrer também o acimulo de

nutrientes (compostos de nitrogénio e fosforo) que aumentam a taxa de crescimento e morte
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de algas, reduzindo a vida util de lagos e lagoas, em um fenémeno denominado eutrofizagdo
(SIALVE et al., 2009).

Neste cenério, o tratamento anaerdbio surge como uma tecnologia promissora para a
gestdo desse residuo, visando um tratamento e disposicdo final adequados e a0 mesmo tempo
a obtencdo de energia na forma de metano, o que pode contribuir para a sustentabilidade da
producdo de biodiesel a partir de microalgas.

A digestdo anaerobia propicia a formacgédo de um biogas que contém CH,4, um produto
de grande interesse comercial devido ao seu uso como combustivel. Este tipo de digestdo
consiste no processamento bioldgico da fracdo organica da amostra em questdo. Assim, a
biomassa de algas favorece a digestdo anaerobia, no sentido de prover um grande aporte de
matéria organica. Além disso, a digestdo anaerdbia apresenta-se como um processo menos
oneroso, uma vez que ndo necessita de etapas de secagem, € de simples operacdo e menor
geracgdo de residuos (CHERNICHARO, 2007; SIALVE et al., 2009).

Entretanto, algumas algas apresentam um revestimento de celulose ou mucilagem, que
torna necessaria uma etapa de pré-tratamento da amostra, visando romper esta barreira que
compromete 0 acesso dos micro-organismos a matéria organica. Assim, no intuito de tornar
mais acessivel a matéria organica solubilizada, aumentando consequentemente a producéo de
biogas, diferentes métodos de pré-tratamento sdo estudados, como por exemplo, o pré-
tratamento mecanico, térmico, quimico, enzimatico ou até mesmo a combinagdo destes
(HABIG, 1985).

De forma geral, o tratamento mecanico pode ser uma alternativa satisfatdria, pois
apresenta menor custo com reagentes e menor alteracdo nas caracteristicas da amostra. Um
pré-tratamento quimico bem difundido é a hidrolise, que pode ser &cida, alcalina ou
enzimatica. Em todos esses métodos, o objetivo é romper a estrutura que atua como barreira
ao acesso do material a ser degradado e aumentar a area superficial do material (HABIG,
1985).

Sabe-se que a hidrdlise quimica é mais rapida e menos onerosa se comparada a
hidrolise enzimatica, assim, a hidrélise acida e alcalina sdo mais vantajosas do ponto de vista
econbmico. Para a escolha de um reagente acido ou alcalino deve-se realizar uma analise da
composigdo da amostra, uma vez que é bem descrito na literatura uma maior eficiéncia da
hidrolise dcida em meios ricos em carboidratos e uma melhor eficiéncia da hidrolise alcalina
em meios ricos em proteinas (HARUN et al., 2010).

Assim, este trabalho teve como objetivo geral avaliar a producdo de metano a partir de

biomassa de microalgas oriunda de um processo de sequestro de carbono, utilizando o
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processo de digestdo anaerébia da biomassa apds pré-tratamentos por hidrélise térmica,
alcalina ou &cida.
Os objetivos especificos foram:

e Obter uma caracterizagdo fisico-quimica da suspensdo de biomassa de
microalgas;

e Obter a melhor condicdo de pré-tratamento (hidrolise térmica, acida ou
alcalina) da biomassa em termos de solubiliza¢do de matéria organica (avaliada
como DQO solavel);

e Obter a melhor condicdo de tratamento da biomassa em termos de producéo de

metano.

Para cumprir tais objetivos, as seguintes etapas de trabalho foram delineadas:

e Coleta, concentracdo e caracterizacdo da suspensdo de microalgas em termos de pH,
Sélidos, DQO, DBOs, Carbono, Nitrogénio, Fosforo, Oleos e Graxas, Carboidratos e
Proteinas;

e Avaliacdo de um pré-tratamento mecanico (agitacdo com pérolas de vidro) da
biomassa de microalgas com diferentes massas de pérolas de vidro e tempo de
agitacdo sobre a solubilizacdo de DQO;

e Avaliacdo da solubilizacdo de DQO por hidrélise térmica e acida da biomassa de
microalgas sob diferentes condi¢des de pressdo, temperatura, tempo, concentracdo de
acido e de biomassa (avaliada como DQO particulada);

e Realizacdo de planejamento experimental para investigar que fatores (temperatura,
concentracdo de é&cido e biomassa) e interacBes seriam mais significativos na
solubilizacdo de DQO por hidrolise térmica e &cida de biomassa de microalgas por 2 e
16h;

e Conducdo de ensaios de biodegradabilidade anaerébia com biomassa ap6s hidrolise
acida, sob diferentes temperaturas e concentracdes de &cido, avaliando-se a eficiéncia
de remocéo de DQO e volume e composicdo do biogas em bateladas sequenciais;

e Avaliacdo da relacdo entre a composicdo dos hidrolisados e a biodegradabilidade
anaerobia;

e Avaliacdo do efeito da salinidade residual da suspenséo de biomassa de microalgas na

digestdo anaerdbia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microalgas

Microalgas ¢ um termo utilizado para designar micro-organismos microscopicos,
constituintes do fitoplancton, que surgiram ha mais de trés milhdes de anos, formando a atual
biosfera. Através da fotossintese, as microalgas sdo capazes de absorver CO; e liberar O, e
agua, o que lhes confere cerca de 60% da produtividade primaria do planeta (DERNER,
2006).

Podem ser classificadas como procaridticas ou eucarioticas (OLAIZOLA, 2003),
sendo as procaridticas representadas pelas classes Cyanophyceae (cianobactérias) e
Prochlorophyceae, e as eucaridticas pelas classes Bacilariophyceae (diatoméceas),
Dinophyceae (dinoflagelados), Prymnesiophyceae (cocolitoforideos) e Cryptophyceae
(criptomdnadas), além de Prasinophyceae e Chlorophyceae (algas verdes) (YONEDA, 1999).

Geralmente sdo unicelulares, mas algumas se apresentam em coldnias ou filamentos.
Podem ser fotoautotroficas, heterotroficas (utilizando carbono orgéanico extracelular na
auséncia de luz) ou mixotroficas (OLAIZOLA, 2003). Além disso, sdo coloridas pela
presenca de pigmentos fotossintéticos, que conferem uma coloracdo esverdeada a
avermelhada, passando por tons de dourado (OLAIZOLA, 2003; TOMASELLI, 1997). Uma
das principais caracteristicas das microalgas € a capacidade das mesmas de crescer nos
ambientes mais diversos, desde lagos salinos até ambientes de agua limpida. Além disso,
podem servir como fonte de alimento ou de compostos quimicos de interesse econémico
(HENRIKSON, 1994).

A constituicdo quimica destes organismos é diversificada, por isso ganharam papel de
destaque em inUmeras pesquisas desenvolvidas em dareas distintas, desde a producdo de
farmacos até a producdo de biocombustiveis (CARDOZO et al., 2007). De acordo com
Borowitzka (1999), o Japdo foi pioneiro no cultivo comercial de microalgas em larga escala
através da cultura de Chlorella nos anos 60. Nos anos seguintes, destacaram-se México,
Estados Unidos e China, pelo cultivo de Spirulina como alimento. Diversas espécies foram
utilizadas como ragéo na aquicultura, sendo Dunaliella salina cultivada para extracdo de p-
caroteno e Haematococcus pluvialis para extragdo de astaxantina.

A década de 80 representou o advento da biotecnologia microalgal, novas pesquisas

foram desenvolvidas e outras aplicacbes comecaram a ser difundidas, como sua utilizagdo em



22

produtos farmacéuticos, bioquimicos e fertilizantes. Devido ao fato das microalgas poderem
ser utilizadas para a produgdo de metano ou hidrogénio, passaram a ser objeto de estudos
como fonte energética (COSTA et al., 2008; SCRAGG et al., 2003). A Figura 2.1 apresenta

um esquema com as diversas aplicagdes da biomassa de algas, em razdo das vantagens

descritas.
oo Energia 4 Biocompostos farmacéuticos

? > x S -

\ l/ o, Extragdo Lipidio > Esterificagio = Bjodiesel
Residuos . > Farmacos
industriais Microalaas Biomassa >
Agua do mar \1/ de S IndUstria

Microalgas alimenticia
Reciclo de meio

\l/ > Fermentagao% Etanol

alcoolica

Biofertilizante
Aquicultura Digestdo _—~ :
P anaerobia Metano

> Gaseificacdo Combustiveis
sintéticos
Produtos
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Producdo de
hidrogénio

5 Combustao

Co, Energia

Figura 2.1 — Fluxograma das aplica¢des potenciais das microalgas (Fonte: adaptado de Costa e Morais, 2011).

A Tabela 2.1 mostra o0 desenvolvimento das pesquisas acerca das aplicacGes da

biomassa de algas em diversos setores e regides do mundo.

2.1.1 Haptophytas

A divisdo Haptophyta é composta por organismos unicelulares que apresentam flagelo
em parte do seu ciclo de vida. O destaque deste grupo refere-se a presenca de uma estrutura
em forma de fio denominada haptonema, sobre a qual ndo se conhece a verdadeira funcéo,
mas acredita-se que possa ser uma estrutura vestigial que auxilie na orientacdo e
deslocamento em busca de alimentos (LOURENCO, 2006). Desta forma, o0 nome Haptophyta

€ uma mencao a estrutura, ndo existindo qualquer relagdo com algum dos géneros do grupo.
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Espécie

Area de pesquisa Pais

Autor

Arthrospira

Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris,
Eichhornia crassipes

Cyanobium sp

Dunaliella tertiolecta

Haematococcus
pluvialis

Isochrisis galbana

Phaeodactylum
tricortunum

Porphyridium
cruentum

Spirulina sp

Spirulina LEB-18

Spirulina maxima

Nutricdo humana e animal Franga, EUA,
¢ China e Tailandia
Producéo de energia,

tratamento de efluentes  VeXico, Colombia

Digestdo anaerobia Franca

Remocao de Nitrogénio Vietna, Maléasia

Cultivo Brasil

Crescimento em s
. Finlandia
fotobiorreator

Aquacultura EUA, india, Israel

Perfil nutricional, produgdo Espanha, EUA

de biodiesel
Caracterizacdo e
crescimento em Espanha
fotobiorreator
Extracdo de polissacarideo Israel

Nutri¢do humana México, EUA
Producdo de biogas Brasil
Digestéo anaerdbia Canada

PULZ e GROSS, 2007

SANCHEZ e TRAVIESO, 1993;
VALDERRAMA et al., 2002

RAS etal., 2011

BICH et al, 1999

HENRARD, 2009

LAKANIEMI et al., 2012

LORENZ et al., 2000

TOKUSOGLU e UNAL, 2003

SANCHEZ MIRON et al., 2003

HEANEY-KIERAS e CHAPMAN,
1976

SPOLAORE et al., 2006

HENRARD etal., 2011

SAMSON e LeDUY, 1982

Posteriormente, o nome da divisdo foi alterado para Prymnesiophyta (Gr. prymnesium,

cabo rigido + Gr. phykos, alga ou Gr. phyton, planta), utilizando-se 0 género Prymnesium

como tipo. Entretanto, como a classificacdo ja estava bem estabelecida, atualmente os dois

nomes sdo mantidos. Duas classes compdem este grupo, a Prymnesiophyceae, representada

pelo género Isochrysis e Pavlovophyceae, representada pelos géneros Pavlova, Diacronema e
Exanthemachrysis (REVIERS, 2006).
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O género Pavlova apresenta um grande potencial antioxidante (LI et al., 2006),
enquanto o género Isochrysis vem ganhando destaque no cenério atual em fungdo da sua alta
capacidade de produzir e acumular lipidios (L1U e LIN, 2001).

Os micro-organismos pertencentes ao grupo apresentam pigmentos como: clorofila a,
clorofila c1, clorofila ¢2 e carotendides como fucoxantina (e seus derivados), f-caroteno,
diadinoxantina e diatoxantina. A coloracdo amarelada, em tons de dourado ou marrom,
embora algumas espécies ndo apresentem fucoxantina, deve ser atribuida a elevada
concentracdo de carotenoides (MACHADO, 2011).

Alguns destes micro-organismos sdo capazes de suportar mudancas ambientais
bruscas que abrangem: variagdes de temperatura e irradiacdo, disponibilidade de nutrientes e
salinidade, dentre outros. Para isso, 0s mesmos produzem metabdlitos secundarios que
possuem grande valor econémico agregado (PLAZA et al., 2008).

Segundo Lee (2008) e Lourenco (2006), este grupo apresenta como produtos de

reserva a crisolaminarina e lipidios, que sdo acumulados no citoplasma.

2.1.1.1 Isochrysis galbana

De acordo com Lee (2008), esta microalga pertence a seguinte classificacdo
taxonomica (Figura 2.2):

Divisdo: Haptophyta

Classe: Prymnesiophyceae

Ordem: Prymnesiales

Género: Isochrysis

Espécie: Isochrysis galbana

Figura 2.2 — Classificacdo taxondmica da microalga Isochrysis galbana
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Suas células apresentam forma eliptica ou elipsoidal, com dimensfes de 5-6 um de
comprimento, 2-4 um de largura e 2,5-3 pum de espessura (Figura 2.3). S8o desprovidas de
parede celular, mas em alguns exemplares € possivel encontrar vestigios de um invélucro
externo de natureza polissacaridica. S&o exclusivamente marinhas e utilizadas como fonte de
alimento na aquicultura de larvas em estagio inicial de desenvolvimento, assim como de
outros organismos marinhos (SANCHEZ et al., 2013).

e

5
 Sum

Figura 2.3 — Foto dimensionada da microalga Isochrysis galbana. (Fonte: MACHADO, 2011).

De acordo com Lourenco (2006), a espécie Isochrysis galbana é muito utilizada na
area farmacoldgica por apresentar elevadas concentracdes de acidos graxos poli-insaturados, o

que Ihe confere 6timas propriedades nutricionais.

2.1.2 Cultivo de microalgas

Por apresentarem uma alta de produtividade e crescimento acelerado, algumas
espécies vém se destacando no meio académico, tornando-se alvo de diversos estudos
(LOURENCGCO, 1996). Spolaore et al. (2006) relatam que a fase exponencial de crescimento
das microalgas € rapida, com duracdo de horas.

Scott et al. (2010) mencionam algumas precaucdes a serem tomadas no que se refere
ao cultivo de microalgas: viabilidade do tipo de reator (aberto ou fechado), evitar
contaminacéo e abastecimento de nutrientes. Seu grupo de estudo menciona que areas abertas
apresentam um menor custo de implementacéo e operacao, entretanto ndo oferecem seguranca
contra a contaminacdo, além de serem instaveis no que se refere a temperatura da cultura.

Estudos sobre crescimento de microalgas vém sendo desenvolvidos, utilizando-se

efluentes industriais e domésticos como meio de cultura. Segundo Chinnasamy et al. (2010)
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microalgas marinhas e de &gua doce apresentaram bom crescimento quando em meio de
cultura com cerca de 90% de efluente industrial e 10% de efluente doméstico.

Vonshak (1997) menciona que o uso de efluentes industriais para o crescimento de
algas seria a solucdo para um problema, pois agregaria valor a um produto, gerando um
potencial para os biocombustiveis.

A reducdo de custos € o principal atrativo para o tratamento de aguas residuarias com
algas. Como exemplo, € possivel observar a geracdo de oxigénio por algas, 0 que dispensaria
a utilizacdo de equipamentos de aeracdo (MALLICK, 2002). Munoz e Guieysse (2006)
reportam a eficiéncia da biorremediacdo em lagoas facultativas e mencionam que o residuo
gerado neste tratamento apresenta menor potencial poluidor.

Pittman et al. (2011) relatam que efluentes industriais podem ser ricos em cadmio ou
mercurio, e em altas concentracdes podem ser toxicos, influenciando negativamente o
crescimento celular.

Ruiz-Marin et al. (2010) relatam que a tolerancia a condig¢Ges adversas varia de acordo
com a espécie, conforme demonstrado em estudos em que a espécie Scenedesmus obliquo
apresentou melhor crescimento em aguas residuarias de origem doméstica quando comparado
ao crescimento exibido por Chlorella vulgaris.

Elevadas concentragGes de ferro no meio e estresse nutricional podem induzir ao
acumulo de lipidios em algumas espécies como, por exemplo, Chlorella vulgaris (LIU et al.,
2008 e PICARDO, 2012).

A producdo de biomassa pode ser desenvolvida em lagoas (Figura 2.4) ou em
fotobiorreatores (Figura 2.5), sendo estes ultimos considerados mais dispendiosos, embora
apresentem maior produtividade (Tabela 2.2) (RICHMOND, 2004).

/% e = ;

H M e 7/ — — L] ; ;.-‘w o )
Figura 2.4 — Tanques elipticos para o cultivo de Arthospira platensis na Fazenda New Ambadi, India (Fonte:
Lourenco, 2006).
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Figura 2.5 — Fotobiorreafafiﬂbular com capa(;idad‘e' de 1000L na Universidade de
Murdoch, Australia (Fonte: Chisti, 2007).

Tabela 2.2 — Comparacao entre fotobiorreator e lagoa (Fonte: Chisti, 2007).

Variavel Fotobiorreator Lagoa
Producdo anual de biomassa (kg) 100.000 100.000
Produtividade volumétrica (kg/m*/d) 1,535 0,117
Produtividade de &rea (kg/m?/d) 0,048 0,035°
0,072°
Concentracao da biomassa em suspenséo (kg/m°) 4 0,14
Taxa de diluigéo (d) 0,384 0,25
Area necesséria (m?) 5681 7828
Rendimento de 6leo (m*/ha) 136,9¢ 99,4°
58,7 42,6°
Consumo de CO, anual (kg) 183.333 183.333
Geometria do sistema 132 tubos paralelos / unidade 978 m? por lagoa
80 m de comprimento 12 m de largura

0,06 m de diametro 0,30 m de profundidade

Ndmero de unidades 6 8

% Area total; ° Area atual da lagoa; ¢ Area projetada dos tubos do fotobiorreator; ¢ Biomassa com alto teor de

6leo; ® Biomassa com baixo teor de dleo

Os fotobiorreatores podem apresentar custo elevado em funcdo da necessidade de se
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manter a esterilidade durante todo o processo e da necessidade de agitacdo para a mistura,

mas talvez este custo possa ser compensado pela elevada concentracdo celular atingida

(SCOTT etal., 2010).

Visando a viabilidade econdmica do cultivo é importante promover uma conexao entre

0s produtos e co-produtos gerados. Neste sentido, o fotobiorreator apresenta vantagem por ser

um sistema fechado (CHISTI, 2008).
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De acordo com Plaza et al. (2008), o cultivo de microalgas vem sendo considerado
uma boa alternativa para a producdo de compostos sintéticos por apresentar as seguintes
vantagens:

e Grande variabilidade de espécies;

e Facilidade de cultivo;

e Crescimento rapido;

e Nao sazonalidade;

e Baixo custo operacional do cultivo;

e Possibilidade de manipulacdo metabdlica.

Vaérios autores relatam que o cultivo € de facil implementacdo e operagdo, pois nao
exige irrigagéo, herbicidas ou pesticidas (DISMUKES et al., 2008; RODOLFI et al., 2009;
BRENNAN e OWENDE, 2010).

2.1.3 Sequestro de carbono

A captura e estocagem de CO, é uma tecnologia importante, pois permite que a
sociedade se desenvolva e, simultaneamente, tente minimizar os efeitos deste
desenvolvimento no clima do planeta (PIRES et al., 2012).

As microalgas utilizam o CO, atmosférico para crescer e se multiplicar, embora o CO,
ndo seja abundante no ar atmosférico. No entanto, gases oriundos de inddstrias sdo ricos em
CO,, 0 que pode se tornar uma 6tima estratégia para reduzir a emissdo de gases poluentes e
fomentar o crescimento de microalgas (LAM e LEE, 2012). As microalgas sdo capazes de
sequestrar mais CO, quando comparadas as plantas terrestres, no que se refere a biomassa
produzida (ROSENBERG, 2011).

De acordo com Rosenberg et al. (2011), a constante disponibilidade de CO, €é um
atrativo para o cultivo de microalgas associado a biorrefinaria.

De acordo com Sydney et al. (2010), o carbono capturado pode ter destinos diversos,
como a producdo de hormdnios e polissacarideos, e a producdo de biomassa seria devido a
apenas uma parte do CO; biofixado.

O sequestro de CO, por microalgas € um processo Oneroso e sua compensagao esta
relacionada aos beneficios que a técnica propicia como, por exemplo, a conversdo de CO, em

biomassa de microalgas e a producdo de produtos de alto valor agregado (PIRES et al., 2012).
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Existem poucas publicagOes relacionadas aos custos do cultivo de microalgas; entretanto,
Posten (2009) definiu um valor maximo de 40€/m? de terra para a construcdo de
fotobiorreatores. Assim, considera-se que a combinacdo da fixacdo de CO,, tratamento de
efluentes gasosos e residuos da producdo de biocombustiveis com o cultivo de microalgas
possa diminuir 0 6nus do processo e tornar-se uma alternativa promissora no sequestro de
CO..

2.1.4. Potencial para biocombustivel

O biocombustivel de microalgas, conhecido como biocombustivel de terceira geracéo,
libera gases de combustdo com caracteristicas menos nocivas, se comparados aos gerados na
queima do diesel oriundo de petréleo. Em sua queima, ocorre uma reducdo de
aproximadamente 98% na emissdo de didxido de enxofre e 50% na emissdo de particulados
(BROWN e ZEILER, 1993; SHEEHAN et al., 1998). Bozbas (2008) afirma que adi¢cdo de
20% de biodiesel na composicdo do combustivel féssil representa uma reducéo de 15% na
emissdo de CO,. Assim, observa-se que os biocombustiveis podem ser adicionados em
pequena proporcdo ao combustivel tradicional, sem comprometer o bom desempenho do
motor (SANCHEZ et al., 2013).

Segundo diversos autores (AHMAD, 2011; HUANG et al., 2010; SHIRVANI et al.,
2011; SANCHEZ et al., 2013), o uso de biodiesel proveniente de microalgas apresenta
diversas vantagens, dentre elas:

e Acelerado crescimento da biomassa algal;

e Elevado rendimento;

e Menores areas de cultivo exigidas;

e Sequestro de carbono associado ao crescimento;
e Auseéncia de enxofre;

e Nd&o toxicidade;

e Alta biodegradabilidade.

De acordo com Miao e Wu (2004), uma das vantagens d plantas e microalgas sobre 0s
materiais lignocelulosicos se trata do elevado valor calorifico e baixa densidade. Tais
propriedades mostram-se adequadas para a producdo de biocombustiveis. Costa e Morais

(2011) relatam valores de 1,72 e 1,38 para a relagdo Hidrogénio: Carbono, na molécula para
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biocombustiveis oriundos de microalgas e de plantas, respectivamente. Valores de 0,26 e 0,37
sdo também relatados para a relacdo Oxigénio: Carbono, para biocombustiveis oriundos de
microalgas e plantas, respectivamente. Além disso, relatam que o biocombustivel gerado a
partir de microalgas € mais estavel do que o obtido a partir de plantas, em razdo do baixo
conteddo de oxigénio. Uma outra vantagem apresentada pela biomassa de algas em
detrimento de plantas terrestres e outras fontes de matéria-prima é sua produtividade por area
(Tabela 2.3).

Chisti (2007) e Schenk et al. (2008) relatam valores de referéncia de 10-50 g de
metano/m?/d (36,5-183 toneladas/ha/ano) para plantas, enquanto Pulz (2007) citou 98 g de
metano/m?/d (358 toneladas/ha/ano) para microalgas. Para a palha de milho, sorgo e cana-de-
acucar sdo citados valores de produtividade de 13-24, 73-87 e 44 toneladas de
biomassa/ha/ano, respectivamente (HUBER et al., 2006). Bruhn et al. (2011) e Chuang et al.
(2011) mencionam produtividades de 45 e 100 toneladas/ha/ano para Ulva lactuca e
Eichhornia crassipes (aguapé), respectivamente. As estimativas supracitadas reforcam o
elevado potencial das microalgas como fonte primaria para a producao de bioenergia (Tabela
2.4).

Tabela 2.3 — Fontes de producdo de biodiesel. Fonte: Mata et al. (2010).

% Oleo/  Ldedleo/  m?/(Kgde Produtividade do

Fonte . Lo Biodiesel (Kg de
Biomassa (ha.ano) biodiesel.ano) Biodiesel / (ha.ano))
Milho (Zea mays L.) 44 172 66 152
Canhamo (Cannabis sativa L.) 33 363 31 321
Soja (Glycine max L.) 18 636 18 562
Pinhdo manso (Jatropha curcas L.) 28 741 15 656
Camelina (Camelina sativa L.) 42 915 12 809
Canola (Brassica napus L.) 41 974 12 862
Girassol (Helianthus annuus L.) 40 1070 11 946
Mamona (Ricinus communis) 48 1307 9 1156
azeite de dendé (Elaeis guineensis) 36 5366 2 4747
Microalgas (baixo teor de 6leo) 30 58700 0,2 51927
Microalgas (médio teor de éleo) 50 97800 0,1 86515

Microalgas (alto teor de 6leo) 70 136900 0,1 121104
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Tabela 2.4 — Comparacéo de fontes de biodiesel, considerando o atendimento a 50% do combustivel utilizado
pela frota dos EUA. Fonte: Adaptado de Chisti (2007)

Cultura Area de cultivo _ Area
(Mha) de cultivo nos EUA (%)
Milho 1540 846
Soja 594 326
Canola 223 122
Pinh&o manso 140 77
Coco 99 54
Oleo de palma 45 24
Microalgas (baixo teor de 6leo) 4,5 2,5
Microalgas (alto teor de 6leo) 2 1,1

Observa-se que as microalgas apresentam elevado rendimento, necessitando de uma
menor area quando comparadas as demais culturas (menos de 3%), demonstrando assim sua
alta competitividade (CHISTI, 2007).

As microalgas possuem a capacidade de acumular lipidios que, associada ao alto
rendimento fotossintético (habilidade de converter energia solar em biomassa), as tornam
mais atrativas para a producdo de biodiesel. Enquanto as plantas terrestres apresentam um
rendimento fotossintético de 0,5%, nas microalgas este é de cerca de 3 a 8% (LARDON et al.,
2009). Tais caracteristicas, em conjunto com a competicdo moderada por nutrientes e a
possibilidade de sequestro de CO,, tém fomentado pesquisas de producdo de biodiesel
envolvendo microalgas (LARDON et al., 2009).

A eficiéncia das etapas envolvidas nesta producdo €é altamente dependente da
composicdo da alga, que varia de acordo com a espécie. Assim, fatores como crescimento e
composicdo interferem diretamente na produtividade, que € representada pela concentracdo de
6leo produzida, de acordo com a Tabela 2.5 (CHISTI, 2007).

Algumas pesquisas buscaram a producdo de Oleos a partir de micro-organismos
heterotroficos utilizando fontes de carbono orgéanico natural como o agucar. No entanto, o
resultado ndo demonstrou eficiéncia, pois as fontes de carbono para suprir estes micro-
organismos devem ser produzidas através da fotossintese (RATLEDGE, 1993; RATLEDGE e
WYNN, 2002).

A partir da producdo de 100 toneladas de biomassa de algas, estima-se que estejam
sendo fixadas 183 toneladas de dioxido de carbono dado que a quantidade de carbono por
peso seco equivale a aproximadamente 50% na biomassa (SANCHEZ MIRON et al., 2003).
No entanto, gases industriais podem ser utilizados para este crescimento, uma vez que nao ha

exigéncia de grau de pureza, o que implica em menor custo de processo (KURANO et al.,
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1995). Sawayama et al. (1995) e Yun et al. (1997) sugerem a utilizacdo do dioxido de carbono
langado por usinas termelétricas a base de combustiveis fésseis, 0 que ndo atribuiria qualquer
custo adicional ao processo.

De acordo com Singh et al. (2011), Células Combustiveis Microbianas (Microbial
Fuel Cells - MFC) vém se destacando, em escala laboratorial, no que se refere a producédo
limpa de energia, embora ndo sejam adequadas ao transporte e necessitem de mais pesquisas
para seu desenvolvimento, pois esta tecnologia ndo consegue gerar quantidades substanciais

de energia com relacéo custo/beneficio apropriada (LOVLEY, 2006).

Tabela 2.5 — Teor de lipidios e produtividade de diferentes espécies de microalgas. Fonte: Mata et al. (2010).

Teor de Produtividade Produtividade de

Espécies de microalga lipidios de lipidios biomassa por area

(% Biomassa seca) (mg/L/dia) (g/m?/dia)
Ankistrodesmus sp. 24,0-31,0 - 115-174
Botryococcus braunii 25,0-75,0 - 3
Chaetoceros muelleri 33,6 21,8 -
Chaetoceros calcitrans 14,6 - 16,4/39,8 17,6 -
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3 -50,0 0,91-0,97
Chiorella 14,6 - 57,8 1214 :
protothecoides
Chlorella sorokiniana 19,0-22,0 447 -
Chlorella vulgaris 5,0-58,0 11,2 - 40,0 0,57 - 0,95
Chlorella sp. 10,0 - 48,0 42,1 1,61 -16,47/25,0
Chlorella pyremoidosa 2 - 72,5/130,0
Chlorella 18,0-57,0 18,7 3,5-13,9
Chlorococcum sp. 19,3 53,7 -
Crypthecodinium cohnii 20,0-51,1 - -
Dunaliella salina 6,0 - 25,0 116 1,6 -3,5/20,0 - 38,0
Dunaliella primolecta 23,1 - 14
Dunaliella tertiolecta 16,7 - 71,0 - -
Dunaliella sp. 17,5-67,0 33,5 -
Ellipsoidion sp. 27,4 47,3 -
Euglena gracilis 14,0 - 20,0 - -
Hae(na_tococcus o5 ) 10.2 - 36.4
pluvialis
Isochrysis galbana 7,0-40,0 - -
Isochrysis sp. 7,1-33,0 37,8 -
Monodus subterraneus 16 30,4 -
Monallanthus salina 20,0-22,0 - 12
Nannochloris sp. 20,0-56,0 60,9 - 76,5 -
Nannochloropsis 227-29.7 84.0 - 142,0 i
oculata
Nannochloropsis sp. 12,0-53,0 37,6 -90,0 19-5.3
Neochloris 29,0 - 65,0 90,0 - 134,0 .
oleoabundans
Nitzschia sp. 16,0 - 47,0 - 8,8-21,6
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Oocystis pusilla 10,5 - 40,6 - 45,8
Pavlova salina 30,9 494 -
Plavlova lutheri 35,5 40,2 -
Porphyridium cruentum 9,0 - 18,8/60,7 34,8 25
Scenedesmus sp. 19,6 -21,1 40,8 - 53,9 2,43 -13,52
Skeletonema sp. 13,3-31,8 27,3 -
Skeletonema costatum 13,5-51,3 17,4 -

2.2. Digestdo Anaerobia de Biomassa de Algas

Apesar do alto ganho ambiental que os biocombustiveis oferecem, o processo de
producdo de biodiesel a partir de microalgas gera um excesso de biomassa em funcgéo de sua
elevada taxa de reproducdo em condicOes ideais de temperatura e aporte de nutrientes. Esta
biomassa residual precisa ser reutilizada ou descartada de forma adequada no ambiente. Do
contrario, 0 mesmo processo que visa reduzir a poluicdo atmosférica pode ser responsavel por
poluir solos e corpos hidricos, transferindo o problema de um compartimento ambiental para
outro (GOLUEKE et al., 1957).

O descarte de biomassa de microalgas nos corpos hidricos resultard no seu depésito e
degradacdo anaerobia no fundo, levando a liberacdo de aménia e fosfato. O aumento da
concentracdo de nutrientes em corpos hidricos acarreta uma elevacdo acentuada no
crescimento de algas e demais organismos aquaticos, fato que leva a depreciacdo da qualidade
das aguas e inviabiliza seu uso. A este fenbmeno da-se a denominacdo de eutrofizacdo
(ESTEVES, 2011).

A eutrofizacdo pode ser classificada como natural ou artificial. Quando o processo
ocorre de forma lenta, em decorréncia da erosdo das rochas ou de lixiviacdo de solos, é
classificado como natural. Entretanto, se o fenbmeno ocorre de forma acelerada e antropica,
como consequéncia do aumento populacional, do lancamento de efluentes ndo tratados e do
avanco tecnologico, é classificado como artificial (ESTEVES, 2011; BRAGA et al., 2005).

Diversos fatores podem interferir no fendmeno de eutrofizagdo, acelerando-o ou
retardando-o, como por exemplo, a radiacdo solar, a temperatura, a profundidade do corpo
d’agua, a velocidade do fluxo d"agua e 0 tempo de residéncia no corpo d’agua (BRAGA et al.,
2005; VON SPERLING, 2011).

Os métodos de conversao da biomassa podem ser classificados como termogquimico ou
biolégico, sendo ambos, responsaveis por fornecer eletricidade atraves da combustdo e o
segundo, por produzir biocombustiveis a serem utilizados no transporte (COSTA e MORAIS,
2011).
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Assim, uma forma de se evitar o descarte direto da biomassa residual no ambiente
seria 0 seu aproveitamento para geracdo de energia na forma de metano, através da digestao
anaerdbia.

Com o crescimento do interesse pela geracdo de metano, que é uma fonte de energia
renovavel, frente a crise do petréleo que assolava os anos 70, a digestdo anaerdbia passou a
ser vista como uma tecnologia promissora para a geracdo de energia, aliada ao fato de
degradar diversos compostos organicos complexos em formas mais simples (Figura 2.6)
(SIALVE et al., 2009).

Ambiente

[

Bio

Fertilizante
\[ Bio «
| ~ Digestor

. L ’ \
Energia  sieeis Residuos

Biomassa

Figura 2.6 — Biociclo da digestdo. Fonte: Muniz (2002).

Segundo Henrard (2009), quando o processo de digestdo anaerdbia é comparado a
outras tecnologias de producéo de biocombustiveis, destaca-se por:
e Gerar biogds advindo da degradacdo bioldgica da matéria organica presente na
biomassa;
e Simplicidade operacional,;
e Menor gasto energético;

e Menor geracdo de residuos.

O processo de digestdo anaerdbia envolve a transformacdo da matéria organica em
biogés, formado principalmente por CH, e CO,. Tal processo € a principal alternativa adotada
para o tratamento de residuos agroindustriais e urbanos, tornando possivel sua adequagdo as
legislacBes ambientais vigentes. Atualmente, surgiu sua ado¢do como medida para a produgéo
de biocombustiveis, pela geracdo de metano e bio-hidrogénio (COONEY et al., 2007; YANG
etal., 2007).

O biogas produzido na digestdo anaerdbia pode ser obtido a partir de esgotos

domeésticos, excrementos de animais e residuos solidos, como ervas daninhas, sobras de frutas
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e legumes, folhas ou plantas, ou a partir de biomassa aquatica, como macro e microalgas ou
plantas marinhas (OMER e FADALLA, 2003; GUNASEELAN, 1997). Sua aplicabilidade
pode ser observada em diversos estudos sobre digestdo de esterco, lodo de esgoto e residuos
organicos urbanos e/ou industriais (LAKANIEMI et al., 2013).

2.2.1. Etapas da digestdo anaerdbia

A digestdo anaerObia é um processo resultante das interagdes entre um grupo
heterogéneo de micro-organismos e 0s substratos, que ocorre na auséncia de oxigénio, usando
CO,, nitrato e sulfato como aceptores de elétrons e em consequéncia produz metabolitos
como metano (55% a 75%) e CO, (25% a 45%). A formacdo de metano ocorre
preferencialmente em ambientes onde oxigénio, nitrato e sulfato ndo estejam prontamente
disponiveis como aceptores de elétrons. A digestdo anaerébia pode ser dividida em quatro
etapas: hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese, as quais contam com grupos
microbianos especificos (Figura 2.7).

Compostos organicos complexos

(Carboidratos, proteinas, lipidios)
Residuos industriais

v Hidrolise
Compostos organicos simples
(Acucares, aminoacidos, acidos graxos e alcoois)
v Acidogénese
Acidos organicos
(Propionato, butirato, etc.)

v Acetogénese

Dioxido de carbono

Acetato Hidrogénio
Arqueas metanogénicas Arqueas metanogénicas
acetoclasticas hidrogenotroficas

\ Metano /

Dioxido de carbonoJ

Figura 2.7 — Etapas da digestdo anaerdbia. (Fonte: adaptado de Chernicharo, 2007)
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Etapa de hidrdlise

Nesta fase, ocorre a fragmentacdo de moléculas complexas em moléculas simples,
como por exemplo, a conversdo de carboidratos em acucares simples e de proteinas em
aminoacidos (CHANDRA et al., 2012). Estas moléculas mais simples, uma vez fragmentadas
e dissolvidas pelas bactérias fermentativas hidroliticas sdo capazes de atravessar a parede
celular de bactérias fermentativas. Além disso, fatores como temperatura, tempo de retencao
hidraulica, composicdo do substrato, pH do meio, tamanho das particulas, concentracdo de

amonia e de subprodutos formados, podem alterar o processo (CHERNICHARO, 2007).

Etapa acidogénica

A fermentacdo de acuUcares, aminoacidos e acidos graxos, produzidos na fase
hidrolitica, resulta na formacdo de alcoois, &cidos organicos, cetonas, didéxido de carbono,
hidrogénio e biomassa celular. Entretanto, este processo s ocorre devido a atuacdo de
bactérias fermentativas acidogénicas, as quais sdo capazes de metabolizar os compostos
produzidos anteriormente (CHERNICHARO, 2007). Chandra et al. (2012) relatam que
quanto maior a pressao parcial de hidrogénio, maior a formacgdo de compostos reduzidos.

Etapa acetogénica

Segundo Chernicharo (2007), a oxidacdo de compostos como propionato e butirato em
acetato, hidrogénio e dioxido de carbono, caracteriza esta etapa. Entretanto, grande
guantidade de hidrogénio € formada associada a formacao de acetato e com isso pode ocorrer
uma diminuicdlo do pH, sendo necessaria a presenca de arqueas metanogénicas
hidrogenotrdficas, que sdo capazes de remover o hidrogénio da fase liquida.

Esta etapa € fortemente correlacionada com a formacdo de metano, uma vez que as
bactérias especificas desta fase convivem em simbiose com as arqueas produtoras de metano.

O hidrogénio é também usado para a formacdo de metano (CHANDRA et al., 2012).

Etapa metanogénica

Esta etapa utiliza como precursores de metano, hidrogénio, metanol, acetato e CO»,

sendo este ultimo usado como aceptor final de elétrons (CHANDRA et al., 2012).
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Para a formacdo de metano sdo destacados dois grupos de micro-organismos: as
arqueas metanogénicas acetoclasticas, sdo responsaveis por metabolizar o acetato formado
anteriormente, dai provendo cerca de 60% a 70% da producdo de metano e sdao também
capazes de formar CO,. Ja as arqueas metanogénicas hidrogenotroficas utilizam o dioxido de

carbono e o hidrogénio produzidos para formar mais metano (CHERNICHARO, 2007).

2.2.2. Fatores de influéncia na digestdo anaerdbia

pH

O pH pode implicar em algumas modificacdes no processo de digestdo anaerdbia,
como a atividade enzimatica, através da alteracdo da conformacao proteica, e a toxicidade de
compostos, através da volatilizacdo da amonia, por exemplo (CHERNICHARO, 2007). Para

cada tipo de substrato € requerido um pH especifico, conforme mostra a Tabela 2.6.

Tabela 2.6 — Especificidade de degradacdo de substratos a cada faixa de pH (Fonte: Chernicharo, 2007).
Substrato pH 6timo
Formiato 6,8a7,3
Acetato 6,5a7,1
Propionato 7,2a7,5

As arqueas metanogénicas apresentam atividade bioquimica satisfatéria no intervalo
de pH entre 6,8 e 7,5 (SIALVE et al., 2009). Segundo Chernicharo (2007), este intervalo
situa-se entre 6,6 e 7,4.

Como o processo anaerébio tem como objetivo a formagdo de metano e ocorre em
cadeia, onde subprodutos de uma etapa sao utilizados na proxima fase, o controle de pH visa
minimizar os riscos de inibicdo do processo (CHERNICHARO, 2007).

Toxicidade da am6nia

O pH ¢é responsavel pela proporgdo existente entre os ions NH;" e NHs. Segundo
Chernicharo (2007), para valores de pH superiores a 7,2 a aménia gasosa ou livre (NH3) pode
ter seus niveis aumentados, tornando-se inibidora do processo anaerébio.

McCarthy (1964) descreve que elevadas concentracbes de amonia (NH3) e

alcalinidade podem levar a inibicdo do processo anaerébio. Samson e LeDuy (1982) e

Sanchez e Travieso (1993) mencionam uma elevada concentracdo de acidos graxos volateis
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como consequéncia do efeito toxico da amonia. A concentracdo de amonia acarreta diversas

consequéncias sobre os processos anaerdbios, como pode ser observado na Tabela 2.7.

Tabela 2.7 — Efeitos da ambnia livre sobre os processos anaerobios (Fonte: Chernicharo, 2007).

Concentragdo de N (mg/L) Efeito
50a 200 Benéfico
200 a 1000 N&o tem efeito adverso
1500 a 3000 Inibidor parapH >7,4a7,6
acima de 3000 Toxico

Toxicidade por sulfeto

A formagcdo de H.S esta diretamente relacionada a reducéo de sulfato (SO4%). Quando
0 sulfato esta presente no meio ocorre uma competicdo entre arqueas metanogénicas
hidrogenotréficas e bactérias sulfatorredutoras, podendo o pH e a relagdo DQO/SO,* serem
alterados (CHERNICHARO, 2007).

De acordo com Chernicharo (2007), relacBes méssicas DQO/SO4* inferiores a 7
implicam em uma forte inibicdo da atividade metanogénica; entretanto, este valor deve estar
associado ao pH. Relacdes DQO/SO,* maiores que 10 apresentam menor efeito inibidor, pois
0 biogas produzido fara com que o H,S seja removido da fase liquida. Para pH < 7,
predomina a forma ndo dissociada (H,S), mais toxica, e para pH > 7, predomina a forma
dissociada (HS), menos toxica. Entretanto, é possivel obter um processo estavel para valores
de pH abaixo de 7, devido ao fato do sulfeto ser encontrado em baixa quantidade nas
microalgas. Na faixa de pH relacionada ao tratamento de efluente, o sulfeto livre (S%)
apresenta-se em concentracdes despreziveis.

O enxofre é requerido em quantidades minimas para o crescimento celular. Entretanto,
0 H,S presente na composicdo do biogas pode ocasionar problemas de corrosdo em
compressores e tubulagdes. Desta forma, sua presencga justifica posteriores processos de
purificacdo, compressdo e estocagem do biogas (HENRARD, 2009). Além disso, a formacéo
de H,S pode inibir a atuacdo das arqueas metanogénicas, reduzindo a producdo de metano
(CHERNICHARO, 2007). Becker (1988) relata que substratos oriundos de microalgas
raramente apresentam aminoacidos sulfurados, o que resulta em uma menor liberacdo de

acido sulfidrico em relagédo as demais fontes de substrato.
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Alcalinidade e acidez

O equilibrio entre acidez e alcalinidade esta diretamente relacionado com a producao
de metano, através da liberacio de CO, e NH,", que afetam o pH. Além disso, o estado de
oxidacdo da biomassa influencia a qualidade do biogas produzido. A dindmica encontrada na
remocdo e producéo de acidos graxos volateis, expressos em mg HAc/L, influencia o valor de
pH e o0 acumulo de acidos graxos volateis pode ocasionar reducdo da atividade metanogénica
(SIALVE et al., 2009).

Muitas etapas da degradacgdo anaerobia levam a formacéo de acidos e estes contribuem
para a producdo de metano. O acido acético é o mais importante para a formagdo do biogés.
Na faixa de pH na qual a atividade metanogénica é considerada 6tima, o tamponamento do
sistema depende principalmente da relacdo gas carbénico/alcalinidade (CHERNICHARO,
2007).

A alcalinidade carbonéacea, expressa em mg CaCOs/L, € responsavel pelo
tamponamento e neutralizacdo dos acidos solubilizados, evitando que haja reducédo do pH em
funcdo da alta concentracdo destes acidos. A Figura 2.8 apresenta o equilibrio das espécies do
sistema carbonato/bicarbonato em fungdo do pH do meio, demonstrando qual espécie sera
predominante. Este pardmetro fisico-quimico é proveniente de diversas espécies quimicas
presentes no meio, mas principalmente do equilibrio do carbono inorgénico, apresentado na
Reacdo (1) (ANDRADE et al., 2008):

CO4(aq) < H,CO;3 <> HCO3 > CO3> (1)

Um fator que exerce influéncia sobre a alcalinidade € a degradacdo de proteinas, que
eleva proporcionalmente a quantidade de amdnia descarregada no meio (HENRARD, 2009).
Entretanto, Chernicharo (2007) relata que a digestdo de compostos como carboidratos e

alcoois ndo produz alcalinidade, pois ndo leva a um céation como produto final.
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Figura 2.8 — Curvas de dissociacdo (o) X pH para as espécies do sistema carbonato. Fonte: Xavier (2012);
Shriver (2008).

Temperatura

A temperatura € um dos principais fatores que afetam o processo de degradacédo
anaerdbia, pois € capaz de interferir no crescimento dos micro-organismos responsaveis pela
digestdo, nas reacOes enzimaticas, na taxa de difusdo do substrato e na dissociacdo de
compostos toxicos, como por exemplo, a aménia (CHERNICHARO, 2007).

Para a digestdo, existem trés faixas de temperatura relacionadas ao crescimento de
micro-organismos especificos: psicrofila (entre 4°C e 15°C), mesofila (entre 20°C e 40°C) e
termofila (a partir de 45°C). Embora as faixas mesofila e termdfila venham sendo
pesquisadas, estudos tém demonstrado que a faixa termofila ndo se apresenta vantajosa em
funcdo do gasto de energia e da instabilidade do processo. Assim, faixas de temperatura
mesofilas sdo as mais utilizadas nas pesquisas (CHERNICHARO, 2007).

Angelidaki e Ahring (1993) afirmam que a inibi¢do do tratamento anaer6bio pode ser
ocasionada por diversos fatores, tais como: tempo de aclimatacdo, natureza do substrato e do
indculo, condigdes de operacdo e temperatura, sendo esta ultima prejudicial em condi¢des de
termofilia (BRAUN et al., 1981; ANGELIDAKI e AHRING, 1994).

2.2.3. Producdo de metano a partir da digestdo anaerobia de microalgas

A digestdo anaerobia de microalgas vem sendo objeto de estudo de diversos
pesquisadores desde os anos 50, devido ao seu potencial de recuperacdo de energia. Registros
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historicos citam que o primeiro trabalho desenvolvido sobre a digestdo anaerdbia de biomassa
de algas ocorreu em 1957 (GOLUEKE et al., 1957). Em 1960, foi proposta a associa¢do da
producdo de microalgas em lagoa aberta com o tratamento de esgoto no intuito de recuperar
energia da biomassa algal através da digestdo anaerdbia, gerando metano (OSWALD e
GOLUEKE, 1960).

Nos sistemas naturais, a degradacdo anaerdbia acontece quando células de algas
submergem para regides com auséncia de luz e oxigénio. Ao submergirem, as mesmas
morrem e se rompem, dando inicio ao processo de remineralizacdo. Tal processo é
responsavel pelo reciclo de nutrientes, que culmina na liberacdo de amodnia e fosfato que
servirdo de substrato para o crescimento de fitoplancton (VANDENBROUCKE e
LARGEAU, 2007).

A aplicacdo em conjunto do processo de producdo de biomassa de algas com a
digestdo anaerdbia da biomassa residual possui poucos trabalhos publicados atualmente.
Apesar disto, a premissa de se gerenciar a biomassa residual de algas atrelada ao interesse
energético, controle de processos biolégicos dos micro-organismos presentes no meio, e
aproveitamento dos nutrientes presentes, como nitrogénio e fésforo, sdo fatores importantes a
se considerar para a aplicacdo de tal metodologia em escala industrial (SIALVE et al., 2009).

De acordo com Vonshak (1997), a digestdo anaerdbia de microalgas pode eliminar as
etapas de colheita e secagem da biomassa, reduzindo seus respectivos custos (COSTA e
MORAIS, 2011). Além disso, a geracao de energia através da biomassa residual da extracdo
de 6leo na producdo do biodiesel, apresenta-se como uma alternativa para otimizar a producéo
de energia a partir de microalgas e pode reduzir os custos do seu préprio cultivo (EHIMEN et
al., 2009).

A biomassa residual oriunda da producdo do biodiesel vem sendo analisada para dar
origem a diversos tipos de biocombustiveis, dentre eles hidrogénio (YANG et al., 2010),
metano (EHIMEN et al., 2009; YANG et al., 2011) e etanol (HARUN et al., 2010).

A producdo de alguns destes biocombustiveis pode ser integrada, como € o caso do
hidrogénio e do metano. Estudos demonstram a capacidade de produzir hidrogénio
fotossinteticamente a partir de Chlamydomonas reinhardtii, sendo a biomassa restante
degradada atraves do processo metanogénico, pois 0 sobrenadante apresenta altas
concentracdes de acidos graxos volateis utilizados na producdo de metano e bioeletricidade
(MUSSGNUG et al., 2010). Yang et al. (2011) mostraram rendimentos de 46 e 394 mL/g de
hidrogénio e metano, respectivamente, a partir de biomassa apds extracdo de lipidio. Além

disso, Yang et al. (2011) comprovaram que a producdo prévia de hidrogénio implica em
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aumento no rendimento da produgédo subsequente de metano, obtendo-se um aumento de 22%

na producdo de metano.

2.2.3.1. Influéncia da composic¢éo das microalgas

Mussgnug et al. (2010) relatam que a digestdo de microalgas pode variar de acordo
com a composicdo de cada espécie. Além disso, 0 processo de producdo de metano pode ser
afetado por inimeros fatores, dentre eles o tipo de substrato, o tipo de consorcio microbiano, e
a concentracdo de metabdlitos (LAKANIEMI et al., 2013). A Tabela 2.8 apresenta a variagdo
da producéo de metano, em litros de metano por grama de solidos volateis (SV), em fun¢éo da

concentracdo de compostos organicos na biomassa.

Tabela 2.8 — Rendimento de metano. Fonte: SIALVE et al. (2009)
Substrato Composicdo L CH./g SV
Proteinas CeH13101No g 0,851
LIpIIdIOS C57H10406 1,014
Carboidratos  (CgH100s), 0,415

Tokusoglu e Unal (2003) estudaram as microalgas e as caracterizaram em termos de

umidade, proteinas, lipidios e carboidratos, de acordo com a Tabela 2.9 e Figura 2.9.

Tabela 2.9 — Composicdo aproximada de microalgas baseada em porcentagem de peso seco. Fonte: adaptado de
Tokusoglu e Unal (2003)

Parametros  Spirulinal Spirulina2 Spirulina3 Chlorella  Isochrysis

Umidade (%) 3,11+0,05 4,08+0,02 3,76+0,04 387+0,04 6,48+0,03

Proteinas (%) 63,26 £ 0,04 64,43 +0,03 61,32 +0,02 47,82 +£0,05 26,99 + 0,08

Lipidios (%)  7,09+0,03 7,14+0,03 8,03+0,06 13,32+0,07 17,16 £0,04
Carboidratos (%) 15,17 £0,02 15,09 + 0,04 15,81 +0,07 8,08 +0,09 16,98 + 0,05
*Spirulina 1, 2 e 3, variam de acordo com o percentual de umidade.

70
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 - —
0_

Composicao (%)

Proteinas Lipidios Carboidratos
m Spirulina ®mChlorella mIsochrysis

Figura 2.9 — Composicdo aproximada de microalgas (Fonte: adaptado de Tokusoglu e Unal, 2003).
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A concentragdo de proteinas em microalgas é considerada elevada, podendo
representar mais de 50% da sua composicao celular, entretanto estes valores podem apresentar
variacdes de acordo com a composicdo quimica das células em questdo. Em funcdo do teor
proteico das microalgas, a concentracdo de nitrogénio amoniacal gerada ao longo do processo
de digestdo anaerdbia pode tornar-se um fator limitante para a producdo de biogas
(HENRARD, 2009).

Segundo Tokusoglu e Unal (2003), a microalga Spirulina platensis apresenta uma
média de 63,00% de proteina, Chlorella vulgaris apresenta 47,82% e Isochrisis galbana
apresenta 26,99%. Sabendo-se que concentracGes mais baixas de proteina oferecem um menor
risco ao processo de digestdo anaerdbia, 0 uso de Isochrisis galbana mostra-se como 0 mais
promissor na associagao dos processos de sequestro de CO, e digestdo anaerobia.

Por apresentar um alto teor energético quando comparado aos hidratos de carbono e
proteinas, os lipidios sdo altamente visados como fonte de nutrientes para a digestdo
anaerobia, pois oferecem uma maior producdo de biogas na sua degradagdo. Todavia, a
hidrélise de lipidios € mais lenta do que a de proteinas e hidratos de carbono (CIRNE et al.,
2007; LI et al., 2002).

Para concentracbes de lipidios, Tokusoglu e Unal (2003) mostram que Isochrisis
galbana é capaz de acumular mais lipidios (17,16%) que Chlorella vulgaris (13,32%) e
Spirulina platensis (7,53%). Estes resultados justificam sua utilizacdo para a producdo de
biodiesel. Microalgas com maior concentracdo lipidica apresentam um maior rendimento de
metano, no entanto problemas de transferéncia de massa podem ocorrer em virtude da
aderéncia de gordura a superficie das células (LAKANIEMI et al., 2013).

Tokusoglu e Unal (2003) avaliaram a concentracdo de carboidratos disponiveis em
algumas espécies e sua analise revelou que a maior concentracdo € encontrada em Isochrisis
galbana (16,98%), embora valores proximos sejam alcancados por Spirulina platensis
(15,36%), afastando-se somente dos valores atingidos por Chlorella vulgaris (8,08%).

De acordo com Campos et al. (2010), a microalga Isochrysis galbana apresenta
composigdo celular de 29,4 mg/L de proteina, 18,6 mg/L de carboidrato e 4,5 mg/L de
lipidios.

Chernicharo (2007) relata que durante todo o processo anaerobio sdo requeridos
diversos nutrientes em diferentes etapas, devendo-se, assim, atender a esta demanda. Para

estimular os organismos metanogénicos sd0 necessarios 0s seguintes nutrientes: nitrogénio,
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enxofre, fosforo, ferro, cobalto, niquel, molibdénio, selénio, riboflavina e vitamina By,. Além
de descrever que a relacdo N:P necesséria para suprir os micro-organismos € de 5:1.

Segundo Tokusoglu e Unal (2003), a espécie Isochrysis galbana ¢ rica em fosforo,
com 1252,40 mg/100g de peso seco (Tabela 2.10), que € um importante macronutriente para a
digestdo anaerdbia. Microalgas também sdo ricas em diversos elementos minerais como, por

exemplo, o célcio.

Tabela 2.10 — Elementos minerais (mg/ 100 g de peso seco) na composicdo de microalgas (Fonte: adaptado de
Tokusoglu e Unal, 2003).

Microalga Na K Ca Mg Fe Cu Zn Mn Se P
Spirulina 1 1897,3+ 13269+ 883+ 3986+ 90,1+ 0,32+ 245+ 384+ 0,13+ 7034+
0,04 0,02 0,09 0,01 0,01 0,06 0,02 0,08 0,03 0,03
Spirulina 2 988,6 + 1504 + 893+ 3683+ 924+ 049+ 257+ 380+ 0,13 746 +
0,04 0,05 0,11 0,06 0,02 0,01 0,06 0,03 0,04 0,05
Spirulina 3 902,3 + 1408 £ 703+ 399,7+ 1036+ 0,12+ 301+ 523+ 0,11+ 8027+
0,02 0,04 0,04 0,09 0,14 0,21 0,04 0,08 0,02 0,02
Chlorella 13464+ 4992+ 5937+ 3443+ 2591+ 0,06+ 119+ 209+ 0,07+ 17615+

0,177 0,09 0,07 0,12 0,04 0,10 0,07 0,15 0,03 0,02
11092+ 11932+ 1081+ 688,60+ 2284+ 149+ 274+ 569+ 102+ 12524%

Isochrysis ™5 o, 0,09 0,06 01 004 014 005 002 009 013

O aumento de acidez no sistema pode levar a inibicdo do processo anaerdbio
(CHERNICHARO, 2007). Chen et al. (2008) retratam que altos valores de ions responsaveis
pelo aumento da alcalinidade, como por exemplo Na*, Ca?* e Mg*", presentes na composic&o
celular, sdo capazes de minimizar os efeitos inibitorios decorrentes do aumento da
concentracdo de acidos graxos volateis.

Para Kugelman e McCarty (1965), McCarthy (1964) e Rinzema et al. (1988),
concentragfes entre 0,002 e 0,004 M de ions sddio sdo consideradas necessarias pelo
consorcio anaerdbio; entretanto, valores acima de 0,14 M apresentam ac¢do inibitoria sobre o
consorcio. Sabe-se que microalgas marinhas tem sido alvo de diversas pesquisas para a
producdo de biodiesel e posteriormente para a producdo de metano, e para seu cultivo em
laboratdrio faz-se necessario altas concentragdes de cloreto de sodio (0,5 — 1M). Chen (1987)
observou que concentracdes até 0,3 M podem nédo apresentar quaisquer efeitos, a partir de 0,4
M exercem algum efeito e acima de 0,5 M ¢é possivel notar alteracbes no consorcio devido a
toxicidade.

Apesar disso, estudos posteriores revelaram a possibilidade de se adaptar micro-
organismos a elevadas concentracdes de sal e condi¢cbes em que ions sodio apresentariam
menor efeito inibitério como, por exemplo, sob mesofilia (CHEN et al., 2008). Outra forma

de minimizar a inibi¢do por sodio € o uso de culturas de ambiente salino (LAKANIEMI et al.,
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2013). A Tabela 2.11 apresenta alguns ions e a respectiva consequéncia de sua concentragao

na digestdo anaerobia.

Tabela 2..11 — Concentrages estimuladoras e inibidoras de alguns cations (Fonte: Chernicharo, 2007).
Concentracdo (mg/L)

Cation Estimuladora Moderadamente inibidora Fortemente inibidora

Caélcio 100 a 200 2500 a 4500 8000
Magnésio 75a150 1000 a 1500 3000
Potassio 200 a 400 2500 a 4500 12000

Sédio 100 a 200 3500 a 5500 8000

2.2.3.2. Nutrientes

Grobbelaar (2004) relata uma composicdo média de microalgas dada por
COo.48H183No11P001. A exigéncia de nitrogénio pode atingir valores de 8 a 16 toneladas de
N/(ha.ano). No entanto, tais valores apresentam-se cerca de 55 a 111 vezes maiores do que
para colza, planta de cujas sementes se extrai 6leo para biodiesel (HALLEUX et al., 2008). A
grande quantidade de amdnia e fosforo envolvidas gera um grave problema econémico que
tornaria o uso de microalgas nao sustentavel.

Etapas de tratamento para reciclar nutrientes, como nitrogénio e fosforo, séo
necessarias no mundo atual, com o objetivo de reduzir a exploracdo de tais elementos na
natureza para a fabricacdo de fertilizantes. A digestdo anaerdbia é capaz de mineralizar
residuos contendo nitrogénio e fésforo organicos, propiciando um reciclo de aménia e fosfato
que podem servir até mesmo de substrato para microalgas (OLGUIN, 2000; PHANG et al.,
2000).

Por apresentar diversos nutrientes em sua composi¢do, semelhantes aos utilizados nos
meios de cultivo de microalgas, o efluente oriundo do tratamento anaerébio é uma alternativa
para producdo da biomassa (FRANCK et al., 2009). Cantrell et al. (2008), Brennan e Owende
(2010) e Kurano e Miyachi (2005) sugerem que residuos de industrias agro-alimentares sejam
adicionados as culturas, como fonte de nitrogénio e fosforo, agregando valor aos rejeitos.

De acordo com Vasseur et al. (2012), a possibilidade de reuso do sobrenadante final
do processo de tratamento da biomassa residual apresenta como vantagens:

e Fomentar o crescimento de novas culturas;
e Reduzir os custos com meio de cultura;

e Minimizar a geracao de residuos.
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A relagcdo C/N é descrita na literatura como sendo importante para o processo de
digestdo anaerdbia de residuos sélidos. Parkin e Owen (1986) descrevem uma relagdo 6tima
entre 20/1 e 30/1; entretanto, o que geralmente se observa é uma propor¢do muito inferior, de
cerca de 6/1, a qual € considerada insuficiente para a digestdo anaerobia. Proporcdes
reduzidas de C/N podem acarretar maior formacéo e liberagdo de nitrogénio no sobrenadante
e acumulo de &cidos graxos volateis no digestor. Segundo Speece (1996), valores de C/N
inferiores a 20 representam um desequilibrio para o consorcio microbiano. A acdo de ambos
0s produtos gerados pode ocasionar a inibicdo do tratamento anaerdbio (YEN e BRUNE,
2007).

As razBes C/N da biomassa de algas podem ser aumentadas reduzindo-se a sintese
celular de proteinas e aumentando a via que leva a formacdo de carboidratos; isto pode ser
alcancado através da limitacdo de nitrogénio no meio de cultivo (SHEEHAN et al., 1998).

Yen e Brune (2007) observaram uma melhoria significativa no rendimento da
producdo de metano mediante a adi¢do de papel na biomassa de algas, valores de C/N entre
20-25 foram atingidos. Sob condi¢des de temperatura mesofilica, tempo de retencdo de 10
dias e carga organica de 4 g de solidos volateis/L/d os valores de metano produzidos variaram
de 0,57 a 1,17 L/d, para amostras sem e com adicdo de papel (50%). Considerando as mesmas
condices, a adicdo de 60% de papel e carga organica de 5 g de sélidos volateis/L/d levou a
producdo de metano a valores de 1,61 L/d.

Segundo Angelidaki e Sanders (2004), o rendimento tedrico do ion aménio
proveniente da digestdo anaerobia pode ser previsto a partir do conhecimento da composicéao
organica da célula. Valores de rendimento podem ser estimados através da Reacdo 1, que é
uma adaptacdo do modelo proposto por Symons e Buswell (1933). De acordo com
Chernicharo (2007), a Reacdo 1 considera a obtencdo maxima de metano, desconsiderando a
utilizacdo de outras rotas e o consumo destinado ao crescimento celular. Entretanto, vale
ressaltar que este modelo ndo prevé o anabolismo e o processo de manutengéo celular.

4a—b—2c+3d

C.H,ONg+ (222 CH, + CO, + dNH, (1)

)20 = (255)

(4a—h+20+3d)

Sabe-se que a matéria organica é decomposta obedecendo a uma relacdo
estequiométrica, sendo convertida a metano, didxido de carbono e aménia. Com a equacdo da
Equacdo 1 é possivel estimar a producdo especifica de metano (By), expressa em L CH,4/g de
solidos volateis (SIALVE et al., 2009).
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2a+zp-2c-2d
By = 1;a+;+1:c+814d " Vm (1)
onde Vn, é 0 volume molar normal de metano.

A constante de reacdo entre metano e dioxido de carbono, (G) é descrita pela Equagéo
3, e 0 estado de oxidacdo médio do carbono no substrato pode ser obtido com a Equagdo 2
(HARRIS e ADAMS, 1979).

= —b+2.:‘+3d @)
4_
Yg = ﬁ (3)

Conforme mencionado anteriormente, o pH é um parametro extremamente importante
no que se refere ao tratamento anaerdbio, pois seu valor ira determinar a capacidade de
solubilizacdo do CO; na fase liquida, o que implicard na composi¢do do biogas. A Equacéo 4
permite quantificar o rendimento da producdo de amonia em um digestor (SIALVE et al.,
2009).

d+17+1000

Yv-nn,(mg/gdeSV) = @

onde SV é o teor de sélidos volateis.

A Tabela 2.12 apresenta a composicdo celular por espécie e seus respectivos
rendimentos de metano e amonia de acordo com a Equacdo 1. Diversos estudos reportam
atingir percentuais de metano variando de 69% a 75%, independente da espécie de microalga
e das condicdes de cultivo (SIALVE et al., 2009).
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Tabela 2.12 — Rendimento de metano e aménia por espécie. Fonte: (Sialve et al., 2009)

Espécies Proteinas Lipidios Carboidratos CH, N-NH;
(%) (%) (%) (L CH,4 /g SV) (mg/g SV)
Euglena gracilis 39-61 14-20 14-18 0,53-0,8 54,3-84,9
Chlamydomonas reinhardtii 48 21 17 0,69 44,7
Chlorella pyrenoidosa 57 2 26 0,8 53,1
Chlorella vulgaris 51-58 14-22 12-17 0,63-0,79 47,5-54
Dunaliella salina 57 6 32 0,68 53,1
Spirulina maxima 60-71 6-7 13-16 0,63-0,74 55,9-66,1
Spirulina platensis 46-63 4-9 8-14 0,47-0,69 42,8-58,7
Scenedesmus obliquus 50-56 12-14 10-17 0,59-0,69 42,2-46,6

Embora existam inimeros fatores capazes de interferir no processo de producdo de
metano, Chen et al. (2008) valorizam a etapa de adaptacdo do lodo anaerébio como forma de
aumentar a produtividade de metano, mesmo em presenca de altas concentracdes de amonia.
Koster e Lettinga (1988) afirmam ter aumentado o limiar de toxicidade 6,2 vezes apds

realizarem uma etapa de adaptacao.

2.2.3.3. Pré-tratamento da biomassa de microalgas

Estudos realizados por autores como Sialve et al. (2009) mostraram que, ao longo do
processo de digestdo anaerdbia, o material intracelular permanece intacto, isto significa que
ndo ocorre o rompimento do envoltério celular (membrana).

Durante o tratamento anaerdbio diversas enzimas sdo produzidas pelo consoércio
microbiano, mas caso a célula esteja integra, tais enzimas podem néo ser capazes de atuar,
reduzindo a biodegradacdo (SIALVE et al., 2009). No intuito de liberar o material retido
dentro da célula, alguns estudos vém sendo conduzidos para romper a membrana celular
(YEN e BRUNE, 2007).

Chen e Oswald (1998) relatam que somente 40% dos constituintes das microalgas esta
disponivel para a producdo de metano, os 60% restante necessitam de etapas de pré-
tratamento para externalizar o contetdo intracelular.

Uziel (1978) observou em ensaios de biodegradacdo anaerobia que, apos 30 dias de
incubacdo, as celulas permaneceram intactas. Ras et al. (2011) e Zamalloa et al. (2011)
descrevem tempos de retencdo de 20 a 30 dias para altos niveis de rendimento de metano.
Entretanto, tempos de retencdo maiores ou iguais a 30 dias ndo sdo favoraveis

economicamente, pois oneram o processo (YANG et al., 2011).
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Células vegetais sdo mais dificeis de serem rompidas por apresentarem celulose em
sua constituicdo (NEVES, 2003). Assim, € necessario avaliar a necessidade de uma etapa
prévia que aumente a biodisponibilidade da matéria organica para o consércio microbiano,
aumentando a biodegradacdo e diminuindo o tempo de retencéo.

Algumas formas de pré-tratamento sdo bem conhecidas por aumentar a producéo de
metano a partir de lodos ativados e outros residuos, dentre elas destacam-se tratamentos
quimicos (&cidos, bases, ozonizagdo), térmicos e ultrassénicos (BONMATI et al., 2001;
BOUGRIER et al., 2006). Os pre-tratamentos mecanico e quimico tém sido aplicados em
biomassa de algas, visando o aumento de sua biodegradabilidade (De SCHAMPHELAIRE e
VERSTRAETE, 2009).

Os métodos fisicos sdo mais favoraveis para o rompimento celular em funcdo das
limitacGes econdmicas que acometem os demais métodos (SABOYA et al., 2003). Suas
aplicacBes mais comuns sdo com o uso de homogeneizadores ou pérolas de vidro. A técnica
que utiliza pérolas de vidro teve inicio no fim da década de 60 (NEVES, 2003). Neste caso, a
ruptura é causada por forcas de atrito devido a moagem com pequenas esferas como abrasivos
(SHIRGAONKAR et al., 1998).

Embora o termo hidrolise se refira ao rompimento pela agua, raramente a mesma atua
sozinha. Geralmente 0s processos de hidrélise necessitam de condicdes de operacdo e
catalisadores para atingir conversdo total, destacando-se: temperatura, pressdo, acido, base ou
enzimas (BARCZA, 2010).

De acordo com Harun et al. (2011), os pré-tratamentos &cido e alcalino sdo os que
requerem menor custo operacional se comparados aos tratamentos enzimaticos. Os
tratamentos acidos sdo amplamente estudados e utilizados predominantemente em matérias-
primas com elevados contetdos de carboidratos e os tratamentos alcalinos sao mais aplicados
a matérias-primas com elevadas concentracdes de proteina e vém sendo recentemente
aplicados as microalgas.

Pardmetros como a temperatura, a concentracdo de substrato e a adicdo de hidréxido
de sdédio foram avaliados como formas de pré-tratamento em um estudo de biomassa algal
produzida em lagoas de tratamento de esgoto. Como resultado, foi possivel observar um
aumento de 33% na producdo especifica de metano, sob uma condicéo de pré-tratamento de
100°C por 8h (CHEN e OSWALD, 1998). Samson e LeDuy (1983) obtiveram resultados
semelhantes sob condi¢Ges de pré-tratamento de 150°C e pH 11. Keep et al. (2000)
mostraram, para uma industria em grande escala, que o tratamento térmico prévio é capaz de

equilibrar-se energeticamente a producdo de metano. No entanto, Yen e Brune (2007) e Sialve
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et al. (2009) relatam que a quantidade de energia necessaria para o pré-tratamento térmico é
maior do que o ganho de energia a partir do aumento da producdo de metano, mostrando-se,
desta forma, ndo compensatorio.

A observacdo da Figura 2.10 permite avaliar a eficiéncia da digestdo metanogénica
sem qualquer processo de pré-tratamento, assim como apds a extracdo de lipidio para a
producdo de biodiesel (LAKANIEMI et al., 2013).
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Pré-tratamento Converséo de energia Maior rendimento

Digest&o metanogénica 14,4 KJ.g

Fermentagdo de H, 1,2KJ.g*t

| Hidrolise acida Fermentagdo de etanol 148 KJ.g*

NNV

6,6 KJ.g-1

| Hidrélise acida e alcalina Fermentacéo de butanol (ABE)

)
)

| Pulverizaco, secagem > Microcélula de combustivel

N

Producdo de biomassa e cultivo

980 mW.m™2

otimizada para eletricidade

Microcélula de combustivel para

10 ’ 1,4Klg*
eletricidade e producéo de butanol

NN

N

4

14,6 Ki/g

| Extragdo de lipidios > Producao sequencial de H, e CH

Figura 2.10 — Rendimentos de métodos de conversdo de energia diferenciados, com e sem pré-tratamento
(adaptado de Lakaniemi et al., 2013).

Valores maximos foram alcancados com a fermentacéo de etanol, ap6s uma etapa de
hidrolise &cida; entretanto, valores muito préximos foram atingidos sem qualquer tratamento
prévio ou com tratamentos que visavam a obtencdo de novos recursos (LAKANIEMI et al.,
2013).

Zamalloa et al. (2011) relatam que no tratamento com filtro anaerdbio e biorreatores
de membrana, onde ocorre uma alta retencdo de sélidos, pode ocorrer o entupimento e
consequente reducdo nas taxas de conversao volumétricas. As Tabelas 2.13 e 2.14 apresentam
rendimentos da producdo de hidrogénio e metano, respectivamente, de amostras pré-tratadas e

inoculadas em diferentes reatores.
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Tabela 2.13 — Producéo de hidrogénio a partir de varias espécies de microalgas. (Fonte: adaptado de Lakaniemi

et al., 2013).
Microalga Pré-tratamento Reator Inéculo Temperatura Rendimento de  Referéncia
(°C) H, (mL/g de
microalga)
Chlamydomonas Nenhum Tubo em Nenhum? 37 48 Miura et al.
spp. batelada (1986)
Chlorella Nenhum Garrafoes em Composto 60 114 Carver et al.
vulgaris batelada (2011)
Chlorella Nenhum Garrafoes em Nenhum? 37 11 Lakaniemi
vulgaris batelada etal. (2011)
Dunaliella Nenhum Garrafoes em Composto 60 58 Carver et al.
tertiolecta batelada (2011)
Scenedesmus Extracdo de lipidiose  Garrafdesem  Lodo digerido 37 17 Yang et al.
spp. tratamento térmico batelada anaerobiamente (2011)
alcalino (27°C, 24 h)
Scenedesmus Extracdo de lipidiose  Garrafdesem  Lodo digerido 37 46 Yang et al.
spp. tratamento térmico batelada anaerobiamente (2011)

alcalino (100°C, 8 h)

# A geracdo de hidrogénio foi atribuida a fermentagao intracelular.

Tabela 2.14 — Producdo de metano a partir de varias espécies de microalgas (Fonte: adaptado de Lakaniemi et al.

(2013).
In6culo Pré-tratamento Reator Temperatura Rendimento de Referéncia
(°C) CH,4 (mL/g de
microalga)
Cianobactéria Nenhum Frascos digestores, 35 360 Samson e LeDuy
Arthrospira operagdo continua (1983)
maxima®
Microalga Nenhum Fermentador em 38 387 Mussgnug et al.
Chlamydomonas batelada (2010)
reinhardtii
Microalga Secagem e moagem Garrafdes em 37 > 400 Ehimen et al. (2009)
Chlorella spp batelada
Microalga Nenhum Fermentador em 38 323 Mussgnug et al.
Dunaliella salina batelada (2010)
Microalga Nenhum Garrafoes em 33 350 Zamalloa et al. (2012)
Phaedactylum batelada
tricornutum
Microalga Extragdo de lipidios e Garrafoes em 37 323 Yang et al. (2011)
Scenedesmus spp tratamento térmico batelada
alcalino (100°C, 8 h)
Mistura de cultura ~ Tratamento térmico Reator Plug Flow 40 335 De Schamphelaire e
de microalgas® (70°C, 60 h) semi-continuo Verstraete (2009)
Mistura de cultura Nenhum Batelada alimentada 45 402 Golueke e Oswald

de microalgas®

(1959)

@ Arthrospira também é conhecida como Spirulina; P Sistema suplementado com Chlamydomonas reinhardtii e
Pseudokircheneriella subcapitada; © Chlorella, Scenedesmus, Euglena e Oscillatoris spp.

Os dados apresentados nas Tabelas 2.13 e 2.14 mostram que 0s estudos existentes

sobre producdo de metano e/ou biohidrogénio a partir de biomassa de microalgas séo

preliminares, em escala de bancada e em regime de batelada. Portanto, ndo permitem concluir
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sobre a viabilidade técnica e econdmica do processo e a necessidade ou ndo de uma etapa de
pré-tratamento anterior a digestdo anaerobia da biomassa.

Assim, é importante a continuidade dos estudos sobre a degradacdo anaerdbia de
biomassa de microalgas, sobretudo devido aos diferentes resultados obtidos com diferentes
espécies e condi¢cOes de operacdo, tanto no cultivo das microalgas como na etapa de digestéo
anaerobia. Neste trabalho avaliou-se a eficiéncia de métodos de pré-tratamento térmico e
quimico (acido e base) para rompimento celular e disponibilizacdo do contetdo celular da

microalga Isochrysis galbana e seu efeito sobre a producdo de metano.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LTA) da
Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Todos os reagentes
quimicos utilizados foram de grau P.A. (pureza absoluta). As amostras utilizadas foram
caracterizadas, conservadas a 4°C em refrigerador e deixadas para aclimatacdo até atingir

temperatura ambiente no momento de sua utilizacao.

3.1 Biomassa de Microalga

Para o presente estudo foram conduzidos ensaios utilizando a biomassa de microalga
Isochrysis galbana da colecdo de microalgas do Laboratério de Estudos Aplicados em
Fotossintese (LEAF), localizado no Instituto de Quimica/UFRJ. A manutencdo e o cultivo da
microalga foram realizados no laboratério H2CIN da Escola de Quimica da UFRJ, por alunos
de pos-graduacao que desenvolvem dissertacdes e teses de producdo de microalgas visando a
captura e reuso de CO,. A seguir, 0 meio e as condi¢bes de cultivo sdo apresentados para
esclarecer a origem da biomassa utilizada no presente estudo, e baseia-se no trabalho de
PICARDO (2012).

3.1.1 Meio de cultivo

A microalga foi cultivada em meio f/2 modificado (GUILLARD, 1975), ou seja, sem a
adicdo da solucdo de silicato, conforme discriminado na Tabela 3.1. A escolha do cultivo em
meio /2 deveu-se a sua ampla utilizacdo no cultivo de microalgas marinhas. Para o cultivo foi
utilizada agua de mar sintética “Ocean Fish” enriquecida com nutrientes inorganicos. Para 0
preparo da agua do mar sintética, foram utilizados 35,0 g de sal marinho para cada 1L de 4gua
destilada. Para o preparo do meio de cultura a &gua foi autoclavada e posteriormente foi
adicionado o sal. A solucéo salina e as solucGes estoque de meio (exceto a solugdo de metais)
foram filtradas em membrana de celulose de 0,22 um de tamanho de poro e autoclavadas a
121°C e 1 atm por 30 minutos, exceto a solugédo de vitaminas que foi esterilizada por filtracéo
em membranas de celulose de 0,22 um de tamanho de poro em camara de fluxo laminar, no

intuito de evitar uma possivel contaminacdo por bactérias e fungos. Em seguida, foram
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adicionadas a &gua do mar sintética, as solugdes de NaNOs, NaH,PO,, tragos de metais
(CoCl,, CuSO4, MnCly, NazM00Oy, ZnSQO,) e vitaminas (tiamina, biotina e cianocobalamina).

Tabela 3.1 — Concentragdo das solugdes adicionadas a agua salina para preparo do meio f/2 (GUILLARD, 1975;
PICARDO, 2012).

Macronutrientes Concentracao final do meio /2 (UM)
NaNO; 880,0
NaH,PO,.H,0 36,2
Quelantes (UM)
Acido citrico 21,40
Citrato férrico 13,45
Solucdo de metais traco (nM)
CoCl,.6H,0 47
CuS0,4.5H,0 40
MnCl,.4H,0 910
NaMo00,.2H,0 26
ZnS0,.7H,0 75
Vitaminas (nM)
Tiamina (B1) 300
Biotina (H) 2
Cianocobalamina (B12) 0,4

3.1.2 Condigdes de cultivo

Um dos modelos de cultivo mais utilizados € o cultivo fotoautotréfico, que consiste no
uso da luz (artificial ou natural) por microalgas como fonte de energia e diéxido de carbono
para crescimento de biomassa e necessidades metabolicas (HUANG et al., 2010). Picardo
(2012) relatou que para a microalga Isochrysis galbana o cultivo fotoautotréfico foi mais
eficiente e apresentou menor custo de producdo se comparado aos cultivos mixotréficos e
heterotroficos.

Os cultivos foram realizados em batelada alimentada e ajustes de nitrogénio e fésforo
foram realizados mediante a necessidade do cultivo (PICARDO, 2012). Os inéculos foram
feitos em erlenmeyer de 3L e em garrafas de 8L de forma sequenciada, com o meio de cultura
descrito anteriormente e mantidos sob iluminagdo de lampadas fluorescentes que geravam
uma intensidade luminosa de 70 pmol fotons/m?/s, com foto-periodos de iluminagdo com
duragdo de 12h por dia. A temperatura era mantida entre 25 e 26°C e a aeracdo foi
estabelecida com o auxilio de bombas de aquéario e cilindros de ar comprimido. A aeracao
prové a mistura do sistema, evitando o deposito de células em regides de baixa luminosidade
(MOLINA GRIMA et al., 2001).
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Camiro-Vargas et al. (2005) verificaram que a aeracdo apenas com mistura
atmosférica ndo foi suficiente para atingir niveis 6timos de crescimento da microalga
Isochrysis galbana, assim foi implementada a injecdo de CO, no intuito de acelerar o
desenvolvimento. Desta forma, os cultivos foram supridos com CO; a 5% (v/v).

Cultivos em reator com capacidade de 2L também foram realizados, de acordo com a
metodologia acima descrita, entretanto o controle era mais rigoroso em fungdo da
automatizacao do sistema.

Ap0s atingir a fase estacionaria o cultivo era interrompido e a biomassa de algas era
centrifugada em centrifuga refrigerada (CIENTEC, modelo CT6000R) a 4000 rpm e
aproximadamente 20°C durante 10 minutos. O concentrado era ressuspendido em &gua
destilada e caracterizado em termos de pH, Solidos, DQO, DBOs, Carbono, Nitrogénio,
Fosforo, Oleos e Graxas, carboidratos e proteinas, de acordo com as metodologias descritas

no item 3.8.1.

3.2 Lodo anaer6hio

O lodo utilizado como consércio microbiano neste trabalho é oriundo de biorreator
anaerobio do tipo UASB (upflow anaerobic sludge blanket) em operacdo em industria de
abate de aves e ndo foi adaptado a biomassa de algas. Sua caracterizacdo consistiu na

quantificacdo do teor de solidos volateis totais presentes na amostra, que foi de 11.000 mg/L.

3.3 Pré-tratamento com agitacdo mecanica

Visando operacdo industrial, o custo operacional é geralmente minimizado com a
reducdo de insumos quimicos. Portanto, para aumentar a biodegradabilidade da biomassa de
algas sem onerar muito o custo do processo, foi realizado um pré-tratamento mecénico da
biomassa Umida antes da etapa de hidrélise (NEVES, 2003). Assim, foram realizados ensaios
variando-se a massa de pérolas de vidro (g) e o tempo de agitacdo (minutos), para estabelecer

a relacdo Otima para pré-tratar a amostra, conforme a Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Ensaio de pré-tratamento mecanico.
Peérolas de vidro (g) Tempo (min)
1 1

Q1 O1 O1|W W W =
U1l W k|01 WwEFk |01 w

Aliquotas de 5 mL da suspensdo aquosa de biomassa de algas eram colocadas em
tubos de ensaio com pérolas de vidro apresentando tamanho médio de 3 mm, de acordo com
as especificacbes da Tabela 3.2, e submetidos a agitacdo em vortex. Ap6s 0 ensaio, as
amostras eram peneiradas para retencdo das pérolas de vidro e uma anélise da Demanda
Quimica de Oxigénio soltuvel (DQOs) era feita para verificar a eficiéncia do pré-tratamento
com base no aumento da DQOs.

ApoGs a definicdo da relacdo 6tima de massa de pérolas de vidro (g) : tempo (min)
iniciaram-se os ensaios de hidrélise. Para a hidrolise, os volumes utilizados foram maiores,
entretanto as amostras foram igualmente pré-tratadas respeitando-se a propor¢do de massa de

pérolas de vidro (g): tempo (min): volume de biomassa (mL) de 1:1:5.

3.4 Hidrdlise térmica e acida de biomassa de algas

3.4.1 Efeito da temperatura, pressdo e concentracao de acido

Foram testadas diferentes condi¢fes de hidrolise, tomando como base os trabalhos
realizados por Yawson et al. (2011) e Ho et al. (2012). As variaveis de operacdo estudadas
foram: temperatura, pressao, concentracao de acido sulfurico (% v/v) e tempo de reacdo. Para
0s ensaios conduzidos a pressdo atmosférica, tubos de ensaio de 10 mL eram preenchidos com
5 mL da suspensdo de biomassa de algas e acido sulfarico, variando-se a concentracdo de 0%
a 2% (v/v) a temperaturas de 60°C, 150°C e 121°C. A temperatura foi controlada com a
utilizacdo de um banho termostatizado (Memmert) em 60,0£0,1°C e com o auxilio de um
digestor (Hach) em 150°C e neste caso 0s ensaios foram realizados sob pressdo de 1 atm. Ja
para os ensaios conduzidos a presséo relativa de 2 atm e 121°C, com o auxilio de autoclave,

empregou-se 100 mL da suspensdo de biomasssa de algas em frasco de vidro de 250 mL
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autoclavavel e de tampa rosqueavel. Foram assumidos tempos de hidrélise de 20, 40 e 60
minutos.

Os experimentos foram conduzidos com uma suspensdo de biomassa caracterizada em
termos de DQO total (3564 mg/L), soluvel (620 mg/L) e particulada (2944 mg/L) e os
resultados foram analisados com base no aumento da DQOs da amostra, de acordo com a
metodologia ilustrada na Figura 3.1.

Biomassa de algas

121°C/1 atm
100 mL

DQOs

Figura 3.1 — Esquema de hidrélise da biomassa de microalgas

3.4.2 Efeito da concentracdo inicial de biomassa

Reproduziram-se as mesmas condicdes ilustradas na Figura 3.1 para diferentes valores
iniciais de DQO no intuito de verificar a influéncia da concentracdo de material particulado na

hidrolise. Os novos valores de DQO estudados sdo apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Valores de DQO nos ensaios de hidrdlise.
DQO total DQO soluvel DQO particulada

(mg/L) (mg/L) (mg/L)
1905 208 1697
4781 327 4454

*Valores médios em triplicata
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3.5 Hidrdlise térmica e alcalina da biomassa de algas

Foram testadas diferentes condicdes de hidrélise, tomando como base os trabalhos
realizados por Yawson et al. (2011), Harun et al. (2011) e Ho et al. (2012). Utilizou-se a
metodologia anteriormente citada para a hidrolise acida, substituindo-se o acido sulfarico por
hidréxido de sodio, variando-se sua concentracdo de 0% a 1% (m/v). Os resultados foram
novamente analisados com base no aumento da DQOs da amostra.

A partir dos resultados de hidrdlise térmica acida, optou-se por fazer um planejamento

experimental, usando o programa Statistica 7.0 (Statsoft).
3.6 Planejamento experimental

No presente estudo foram realizados planejamentos experimentais para hidrélise acida
e alcalina. Para otimizar a investigacdo sobre as condi¢cdes de hidrolise, realizou-se um
planejamento estatistico fatorial de ordem 2> com ponto central. Este planejamento fatorial
com ponto central foi escolhido porque permite avaliar a curvatura do plano, visualizando a
regido de melhores resultados, além da reducdo do numero de experimentos em comparagdo
com a realizagcdo do mesmo planejamento com réplicas em todos os pontos.

Além disso, o fato de existirem pontos centrais nos permite reprodutibilidade, além da
realizacdo do teste t, calculo de p e F, uma vez que pode ser determinado um grau de
liberdade. Caso ndo houvesse réplica nem pontos centrais, tais parametros ndo poderiam ser
calculados, prejudicando a andlise estatistica dos dados. Sendo necesséria, desta forma, a
inferéncia de réplicas. O planejamento estatistico resultou em 8 experimentos e 3 pontos
centrais.

Os resultados de analise de variancia foram analisados com o programa Statistica 7

(StatSoft), seguindo os critérios de significancia presentes na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Interpretacdes para os valores p obtidos nos testes de hipéteses (Fonte: CALADO e
MONTGOMERY, 2003).

Valores de p Significado
p<0,01 Grande importancia do ponto de vista estatistico
0,01<p<0,05 Importante do ponto de vista estatistico

p > 0,05 Pouco importante do ponto de vista estatistico
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3.6.1 Planejamento experimental — Hidrolise acida

Para a hidrolise acida foram realizados dois planejamentos experimentais. Para o
primeiro planejamento experimental (planejamento A) foi fixado um tempo de hidrélise de 2
h. Ja para o segundo planejamento experimental (planejamento B), as amostras foram pré-
tratadas mecanicamente e o tempo de hidrdlise considerado foi 16 h, tempo que proporcionou
0 melhor resultado. Para ambos o0s casos as variaveis foram as mesmas, entretanto
apresentaram diferencas nos valores de temperatura e concentracdo de acido (Tabelas 3.5 e
3.6).

Tabela 3.5 — Niveis das varidveis independentes do planejamento A (2 h).

Variaveis Niveis
-1 0 +1
DQO particulada (mg/L) 1500 3000 4500
Temperatura (°C) 50 100 150
Acido (% v/v) 0 05 1

Tabela 3.6 — Niveis das variaveis independentes do planejamento B (amostra pré-tratada, 16 h).

Variaveis Niveis
-1 0 +1
DQO particulada (mg/L) 1500 3000 4500
Temperatura (°C) 40 50 60
Acido (% v/v) 0 01 0,2

3.6.2 Planejamento experimental — Hidrdlise alcalina

Para a hidrolise alcalina foram realizados dois planejamentos experimentais
(planejamentos C e D), seguindo os mesmos pardmetros usados nos planejamentos
experimentais da hidrdlise acida. No entanto, ao invés do acido sulfurico, foi utilizado
hidroxido de soédio (NaOH), e tempos de reacdo de 2 e 16 h (resultante de ensaios

preliminares), conforme descrito nas Tabelas 3.7 e 3.8.

Tabela 3.7 — Niveis das varidveis independentes do planejamento C (2h)

variavei Niveis
ariaveis E] 0 +1
DQO particulada (mg/L) 1500 3000 4500
Temperatura (°C) 50 100 150

NaOH (% m/v) 0 05 1
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Tabela 3.8 — Niveis das variaveis independentes do planejamento D (amostra pré-tratada, 16 h).

Variaveis Niveis
-1 0 +1
DQO particulada (mg/L) 1500 3000 4500
Temperatura (°C) 40 50 60
NaOH (% m/v) 0 01 02

3.7 Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia

Ap0s os ensaios de hidrdlise, a biomassa de microalgas j& hidrolisada tinha o pH
ajustado para 7,0 £ 0,2 com NaHCOj3 (na hidrolise acida) e era inoculada junto com o lodo em
frascos tipo penicilina de 100 mL, com volume util de 90 mL (utilizou-se 10 mL de
headspace), lacrados com batoques de borracha e lacres de aluminio para a manutencdo de
um ambiente anaerobio no interior dos frascos. Para que a producdo de biogas fosse verificada
ao longo do tempo, agulhas de seringas plasticas de 20 mL eram acopladas no selo de
borracha (Figura 3.2). A medida que o biogés era produzido, o émbolo era deslocado e o

volume de biogas medido.

Figura 3.2 — Frascos tipo penicilina em ensaio de biodegradabilidade anaerdbia.

O indculo foi realizado mantendo-se propor¢des de Solidos Volateis Totais do lodo:
DQO da biomassa igual a 1:1, e a suplementacdo com solugdes de macro e micronutrientes
(Tabela 3.9) foi realizada de acordo com a necessidade estequiométrica da amostra, seguindo
a relacdo DQO:N:P de 350:5:1, de acordo com Chernicharo (2007). Apds o indculo, os
frascos eram mantidos em uma sala climatizada a 30 £ 2 °C, pois de acordo com Samson e Le
Duy (1986) temperaturas mesofilicas sdo mais favoraveis para a degradacdo da matéria
orgénica. A incubagdo era mantida até estabilizacdo da producdo de biogéas. Apos a
estabilizacdo da producéo de biogas, 0 gas presente nas seringas era transferido para ampolas

gasomeétricas e submetido a analise de cromatografia gasosa.
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Objetivando verificar o comportamento do lodo adaptado & biomassa de microalgas e
a producdo de gas decorrente deste processo, foram realizados trés contatos subsequentes,
respeitando-se a proporcdo DQO: SSV (1:1). Apds a abertura dos frascos no primeiro contato,
0 sobrenadante era retirado, tomando-se cuidado para ndo haver perda de lodo, e uma nova
alimentacdo era introduzida para avaliacdo de um segundo periodo de contato. O mesmo
procedimento foi adotado para um terceiro contato.

Nos ensaios com biomassa pré-lavada, a suspensdo de biomassa era ressuspensa, apos

a primeira centrifugacdo, em agua destilada e novamente centrifugada por trés vezes seguidas.

Tabela 3.9 — Solug8o de Macro e Micronutrientes (Fonte: CHERNICHARO, 2007).

Solucéo Nutriente Concentracao Finalidade
(mg/L)
NaHCO; 1000 Fonte de alcalinidade
KH,PO, 650 Macronutrign'_[e e fonte de
alcalinidade
K,HPO, 150 Macronutrle_zn'_[e e fonte de
alcalinidade
1 NH,CI 500 Macronutriente
MgCl, 100 Macronutriente
CaCl,.2H,0 100 Macronutriente
Na,S.7H,0 50 Agente redutor
Extrato de levedura 50 Fonte de vitaminas
FeCl;.6H,0 2
ZnCl, 0,05
CuCl,.2H,0 0,03
MnCl,.4H,0 0,5
2 (NH,)sM0,0,4.4H,0 0,05 Micronutrientes
AICI;.6H,0 0,05
CoCl,.6H,0 2
NiCl,.6H,0 0,05
HsBO; 0,01

* No momento da utilizacdo das soluces foi adicionado 1mL da solucéo 2 por litro da solucdo 1, perfazendo
uma solucdo Unica a ser adicionada nos frascos.

3.8 Métodos analiticos
3.8.1 Caracterizagdo da biomassa e lodo, monitoramento dos ensaios
A caracterizacdo da biomassa em suspenséo e do lodo, assim como o monitoramento

de todos os ensaios, foram realizados com métodos fisico-quimicos conduzidos sob condic¢Ges
padrdo, de acordo com o Standard Methods (Tabela 3.10 - APHA, 2005). A determinagéo de
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carboidratos e proteinas foi conduzida empregando-se os métodos de Dubois et al. (1956) e
Lowry et al. (1951), descritos a seguir.

Tabela 3.10 — Metodologia de anélises (Fonte: APHA, 2005).
Parametro Metodologia

pH 4500-H+B
Temperatura ~ 2550-B
DQO 5220 D
DBOs 5210-B

Carbono 5310-B
Nitrogénio  4500-N B
Fosfato 4500-P C
Amobnia  4500-NH3 D
Solidos  2540-B, D, E
0&G 5520-D

3.8.2 Determinacédo da composicdo do biogas

A composicdo do biogés foi medida em um cromatografo Micro CG VARIAN (CP-
4900), empregando-se uma coluna PPQ 10 m x 0,32 mm, com temperatura de coluna de
50°C, detector de condutividade térmica (TCD) de 250°C, injetor de temperatura de 80°C e
gas hélio como gés de arraste (DAMASCENO, 2012).

3.8.3 Determinacéo de carboidratos

A quantificacdo de carboidratos na fase aquosa e na suspensao de biomassa era feita
diretamente, pipetando-se 1 mL de amostra e continuando a analise conforme supracitado.
Para a quantificacdo de carboidrato na fase solGvel, a suspenséo era filtrada em membrana de
tamanho de poro 0,45 pum.

Para a determinacdo de carboidratos foi empregado o método de Dubois et al. (1956).
Nesta metodologia prepara-se, para a curva de calibragdo, uma solucéo padréo de glicose a
1g/100 mL a qual é armazenada a 4°C. Para a reagdo coloca-se 1 mL de amostra e 1 mL de
solucdo de fenol 5% (m/v), em seguida adiciona-se 5 mL de acido sulfurico concentrado.
Como a reagdo é exotérmica, aguarda-se que a amostra chegue a temperatura ambiente e 1&-se

a absorbancia em espectrofotometro a 490 nm.
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3.8.4 Determinacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas na fase aquosa era feita diretamente, pipetando-se 0,4 mL
de amostra apdés filtracdo em membrana de tamanho de poro de 0,45 pum e continuando a
analise conforme supracitado. J& a quantificacdo de proteinas na biomassa era feita apds uma
etapa de digestdo da biomassa, conduzida acrescentando-se 1 mL de NAOH 1N a 5 mL de
amostra em banho-maria a 100°C por 10 min.

Para a determinacdo de proteinas foi empregado o método de Lowry et al. (1951).
Nesta metodologia prepara-se, para a curva de calibracdo, uma solucdo padrao de albumina de
soro bovino a 1 mg/mL a qual é armazenada a 4°C. Para a reacdo coloca-se 0,4 mL de
amostra e 2 mL de solucgdo de tartarato de sddio e potassio em conjunto com sulfato de cobre,
agita-se a amostra com o auxilio de um vortex e aguarda-se 10 minutos. Em seguida,
adiciona-se 0,2 mL do reagente folin-ciocalteau diluido em agua (1:1), a amostra €
homogeneizada com o auxilio de um vortex e mantida no escuro por 30 minutos. Apds este
periodo a absorbancia da amostra € lida em espectrofotdmetro a 750 nm.

Ap0s a digestdo, a amostra era diluida e 0,4mL do digerido era pipetado e misturado a
2 mL da solucdo de tartarato de sddio e potassio (preparada com agua destilada ao invés de
NaOH) em conjunto com sulfato de cobre, seguindo-se 0 mesmo procedimento empregado

para a proteina em fase aquosa.

3.8.5 Determinacéo de cloretos

A determinacdo de cloretos foi realizada de acordo com o Standard Methods (APHA,
2005). Nesta metodologia utiliza-se um volume de amostra de 50 mL, ao qual € adicionado 1
mL do indicador cromato de potassio. Em seguida, a amostra é homogeneizada e titulada com
uma solucdo de nitrato de prata a 0,0141 N até o ponto de equivaléncia. Para o branco, o
mesmo procedimento foi adotado, sendo substituida a amostra pelo mesmo volume de agua.

O volume titulado € anotado e a concentracao de cloreto é determinada com base no célculo

da Equacéo 5:
%Cl_ o {A—B)N x 35.450 5
L " mL de amostra ( )

Onde, A ¢ o volume pipetado na amostra e B é 0 volume pipetado no ensaio controle.
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4.1. Caracterizacdo da suspensao de biomassa de microalgas
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A Tabela 4.1 apresenta os resultados da caracterizacdo da suspensdo da biomassa de

microalgas cedida pelo Laboratdério H,CIN, produzida segundo os critérios e analises citados

na metodologia.

Tabela 4.1 — Caracterizacdo da suspensdo de biomassa da microalga Isochrysis galbana.

Parametros

Valores medidos

Percentual (%)

pH
Sdlidos totais

Sdlidos volateis totais

DQO total
DQO soluvel
DBO:s
DQO/DBOs
Carbono total

Carbono inorganico

Carbono orgéanico total

Nitrogénio total

Fosforo soltvel

Oleos e graxas

Carboidratos (eg. glicose)

Proteinas

7,4
45133 mg/L
11112 mg/L
3564 mg/L

620 mg/L
686 mg/L

5,2
1037,1 mg/L
147,0 mg/L
890,1 mg/L

205 mg/L
2,6 mg/L
2533 mg/L
718 mg/L
1700 mg/L

15,3

A suspensdo apresentou pH proximo da neutralidade, favoravel a conducdo da

digestdo anaerdbia sem necessidade de ajustes. A baixa proporcdo de sélidos volateis totais

em relacdo aos sélidos totais (cerca de 25%), indica a presenca de sais empregados no meio

de cultivo, mesmo apos a centrifugacdo e descarte do meio de cultivo sobrenadante. Parte

destes sais estd na forma de carbonatos e bicarbonatos, conforme mostram os valores de

Carbono Inorgéanico. Os valores bem menores de DQO total, em comparacdo aos sélidos

totais, tambem comprovam uma salinidade residual. Esta salinidade pode inibir a atividade

dos micro-organismos anaerdbios, sendo necessdria uma adaptagdo gradual dos micro-

organismos (CHEN et al

., 2008).
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A suspensdo de biomassa apresentou-se com baixa DQO soluvel (somente 17,4% da
DQO total) e pouco biodegradavel, devido a relagdo DQO/DBOs estar acima de 5 (VON
SPERLING, 2011), denotando a necessidade de uma etapa de tratamento fisico-quimico
preliminar ao tratamento bioldgico. A relagdo DQOy: N: P (1370:79:1) obtida para a
suspensdo denota, com base na relacdo ideal de 350:5:1 (CHERNICHARO, 2007),
quantidades suficientes de nitrogénio, mas baixas concentracdes de fosforo soltvel, sendo este
ultimo suplementado para atingir valores satisfatorios nos ensaios de biodegradabilidade
anaerobia.

Observou-se uma elevada concentracdo de 6leos e graxas (O&G), o que pode
prejudicar a conducédo da digestdo anaerdbia (CHEN et al., 2008). Este elevado valor decorre
da biomassa ter sido cultivada sob condicdes que propiciam o acumulo de lipidios e ter sido
fornecida a fresco, antes da etapa de extracdo dos lipidios para a producao de biodiesel. Outra
hipo6tese consiste na extracdo de outros compostos organicos, como por exemplo, 0 pigmento
fotossintético denominado clorofila, capaz de ser extraido por sua afinidade com o solvente
utilizado, hexano (FEEMA, 1983; APHA, 2005). Segundo Mata et al. (2010), a concentracao
de lipideos de Isochrysis galbana seria de 7- 40% (em peso seco de biomassa). Os dados
obtidos indicam um percentual de 22,8% (considerando que os SVT quantificam praticamente
a biomassa suspensa), podendo-se assim descartar uma interferéncia significativa na
metodologia de quantificacdo de dleos e graxas.

O valor obtido em termos percentuais (6,5%), este € bem inferior aos citados por
outros autores. Campos et al. (2010), por exemplo, citam 18,6% de carboidratos na biomassa
de Isochrysis galbana, enquanto Tokusoglu e Unal (2003) citam 16,98% para a biomassa de
Isochrysis.

A concentracdo de proteina também apresentou valor percentual (15,3%) menor que
os relatados na literatura. Campos et al. (2010), por exemplo, citam 29,4% de proteinas na
biomassa de Isochrysis galbana, enquanto Tokusoglu e Unal (2003) citam 26,99% para a
biomassa de Isochrysis.

O conhecimento da composicao celular em termos de proteinas, carboidratos e lipidios
¢ importante na digestdo anaerdbia, tendo em vista que estes constituintes apresentam
diferentes potenciais de producdo de metano. Mata et al. (2010) citam que proteinas,
carboidratos e lipidios apresentam potencial de producdo de metano crescente, nesta ordem.
No entanto, Habig (1985) avaliou diversas condi¢des nas quais carboidratos e proteinas
intracelulares combinados ndo exerceram papel significativo na producdo de biogés; no

entanto, ao avaliar isoladamente cada constituinte celular, observou que carboidratos e
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proteinas sdo 0s componentes que exercem maior contribuicdo positiva no rendimento de
biogas. Além disso, constatou que carboidratos sollveis sdo 0s componentes mais importantes
na determinacdo do rendimento de biogas e que experimentos conduzidos com algas apos
extracdo de proteinas apresentaram menor tempo de digestdo e maior producdo de biogas
guando comparados ao processo de digestdo com biomassa bruta.

Cabe ressaltar que os percentuais dos constituintes celulares variam de acordo com as
condicdes de cultivo das microalgas, assim como as condi¢cdes de producdo de metano nos
experimentos conduzidos por diferentes autores.

Mediante a constatacdo da necessidade de aumentar a biodegradabilidade da biomassa

de microalgas, foi realizado um pré-tratamento mecénico antes da etapa de hidrolise.

4.2. Pré-tratamento com agitacdo mecanica

Através da analise dos resultados apresentados na Tabela 4.2 é possivel observar que as
melhores condigdes de solubilizacdo da biomassa, medida pelo aumento percentual de DQO
soltivel, foram obtidas com um grama de pérola de vidro por um ou cinco minutos.
Entretanto, em virtude da pequena diferenca existente entre estas duas condi¢des, adotou-se a
condicdo de um grama de pérola de vidro por um minuto nos experimentos subsequentes.
Observou-se que os resultados ndo apresentam um padrdo caracteristico, sugerindo que 0s
resultados ndo seguem uma relacdo cinética, por isso nota-se uma grande flutuagdo nos

resultados.

Tabela 4.2 — Solubilizagdo de DQO no pré-tratamento com pérolas de vidro.
Pérolas de vidro (g) Tempo (min) A DQOs (%)
1 1 61,73
37,86
62,96
32,51
0,82
-21,81
-37,45
34,98
24,69

U1 o1 01w W Wk -
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4.3. Hidrolise térmica e acida da biomassa de algas

4.3.1 Efeito da temperatura, pressdo e concentracao de acido
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A Tabela 4.3 apresenta os resultados de diferentes condi¢es de hidrélise empregadas,

verificados através do aumento nos valores de DQO soluvel.

Tabela 4.3 — Resultados da hidrélise para DQO particulada inicial de 2944 mg/L (DQO soltvel inicial de 620
mg/L) sob diferentes concentracdes de acido, pressdo, temperatura e tempo.

Condicao
Temperatura Tempo Acido DQOs final ADQOs % DQO
(°C) (min) % (vIv) (mg/L) (mg/L)? Solubilizada”

0 1245 625 21,2
0,5 1708 1088 37,0

Autoclave (121) 20
1,0 1871 1251 42,5
2,0 2093 1473 50,0
0 794 174 59
0,5 403 -217 0,0

20
1,0 668 48 1,6
2,0 418 -202 0,0
0 869 249 8,5
05 690 70 24

60 40
1,0 651 31 11
2,0 746 126 4,3
0 1663 1043 354
0,5 640 20 0,7

60
1,0 2935 2315 78,6
2,0 1127 507 17,2
0 841 221 7,5
20 0,5 1177 557 18,9
1,0 1273 653 22,2
2,0 1453 833 28,3
0 983 363 12,3
0,5 1503 883 30,0

150 40
1,0 1223 603 20,5
2,0 1520 900 30,6
0 1278 658 22,4
60 0,5 1232 612 20,8
1,0 1600 980 33,3
2,0 1448 828 28,1

*Valores médios em triplicata, * ADQOs = DQOs final — DQOs inicial, ® % DQO solubilizada = (ADQOs / DQO

inicial particulada)*100.
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Foram obtidos percentuais de solubilizagdo da DQO particulada de 0 a 78,6%,
indicando que as variaveis estudadas tém influéncia sobre a solubilizacdo da matéria organica
particulada (biomassa). Na condicdo de 1atm/121°C por 20 min (autoclave), a solubilizacéo
aumentou proporcionalmente com a concentracdo de acido, chegando a 50,0% com 2% (v/v)
de &cido. J& na temperatura de 60°C, a solubilizacdo ndo tem relacdo com a concentracdo de
acido, mas com o tempo de hidrolise. Em 20 min a solubilizacéo é insignificante, atingindo
uma solubilizacdo média (considerando todas as concentracdes de acido) de 1,9%; em 40 min
a média é de 4,1% e em 60 min de 33,0%, atingindo-se nesta Ultima condi¢do (60°C, 60 min,
1% &cido) o maior valor obtido no ensaio — 78,6% de solubilizacdo. Na condicdo de 150°C, a
concentracdo de &cido s6 tem influéncia sobre a solubilizacdo no menor tempo de hidrélise
(20 min), observando-se um aumento da mesma com a concentracdo de &cido neste tempo.
Nos demais tempos, ndo ha relacdo entre a concentracdo de acido e a solubilizacdo. Com
relacdo ao tempo, também nao se observou uma influéncia significativa sobre a solubilizacao,
sendo obtidas solubilizagcbes médias de 19,2%, 23,4% e 26,2% para os tempos de 20, 40 e 60
min, respectivamente.

O valor negativo para a diferenca na DQOs, ap6s a hidrolise, pode ter sido encontrado
devido a condicdo de hidrolise apresentar um meio reacional muito agressivo por um tempo
elevado. Tal condicdo pode ter resultado na hidrdlise, seguida de degradacdo, da matéria
organica solubilizada nos minutos iniciais da reacdo. E a grande variagdo nos resultados, pode

estar atribuido ao comportamento néo cinético demonstrado nos ensaios.

4.3.2 Efeito da concentragéo inicial de biomassa

No intuito de verificar se a concentracdo inicial de biomassa (medida como DQO
particulada) tinha influéncia sobre os resultados, as mesmas variaveis foram avaliadas para
distintos valores de DQO particulada. As Tabelas 4.4 e 4.5 apresentam os resultados obtidos
para os diferentes valores de DQO particulada empregados nos ensaios, verificados através do

aumento nos valores da DQO soluvel final.
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Tabela 4.4 — Resultados da hidrolise para DQO particulada inicial de 1697 mg/L (DQO soluvel inicial de 208
mg/L) sob diferentes concentracdes de acido, temperatura, pressao e tempo.

Condicéo
Temperatura | Tempo | % Acido DQOs Final ADQOs % DQO
(°C) (min) (Viv) (mg/L) (mg/L)* | solubilizada®

0 241 33 1,9
0,5 430 222 13,1

Autoclave (121) 20
1,0 510 302 17,8
2,0 471 263 15,5
0 76 -132 0,0
0,5 60 -148 0,0

20
1,0 0 -208 0,0
2,0 185 -23 0,0
0 226 18 1,1
0,5 267 59 3,5

60 40
1,0 178 -30 0,0
2,0 215 7 0,4
0 578 370 21,8
0,5 0 -208 0,0

60
1,0 267 59 3,5
2,0 1232 1024 60,3
0 307 99 58
20 0,5 388 180 10,6
1,0 393 185 10,9
2,0 450 242 14,3
0 250 42 2,5
0,5 0 -208 0,0

150 40
1,0 451 243 14,3
2,0 547 339 20,0
0 245 37 2,2
60 0,5 415 207 12,2
1,0 392 184 10,8
2,0 657 449 26,5

*Valores médios em triplicata, * ADQOs = DQOs final — DQOs inicial, ® % DQO solubilizada = (ADQOs / DQO

inicial particulada)*100.
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Tabela 4.5 — Resultados da hidrolise para DQO particulada inicial de 4454 mg/L (DQO soluvel inicial de 327
mg/L) para diferentes concentra¢@es de acido, temperatura, pressao e tempo.

Condicéo
Temperatura | Tempo | % Acido DQOs ADQOs | % DQO
(°C) (min) Final (mg/L) | (mg/L)? | solubilizada®
0 252 -75 0
0,5 954 627 14,1
Autoclave (121) 20
1,0 904 577 13,0
2,0 920 593 13,3
0 365 38 0,9
0,5 269 -58 0
20
1,0 292 -35 0
2,0 70 -257 0
0 285 -42 0
0,5 376 49 11
60 40
1,0 294 -33 0
2,0 237 -90 0
0 185 -142 0
0,5 355 28 0,6
60
1,0 217 -110 0
2,0 285 -42 0
0 350 23 0,5
0,5 648 321 7,2
20
1,0 556 229 51
2,0 684 357 8,0
0 246 -81 0
0,5 824 497 11,2
150 40
1,0 994 667 15,0
2,0 1231 904 20,3
0 294 -33 0
50 0,5 1786 1459 32,8
1,0 932 605 13,6
2,0 804 477 10,7

*Valores médios em triplicata, * ADQOs = DQOs final — DQOs inicial, ® % DQO solubilizada = (ADQOs / DQO

inicial particulada)*100.
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Com a DQO particulada de 1697 mg/L, ainda sdo vélidas as mesmas relacbes
observadas para a DQO particulada de 2944 mg/L. Na condic¢do de 1atm/121°C por 20 min
(autoclave), a solubilizacdo aumentou proporcionalmente com a concentracdo de &cido,
chegando a 17,8% com 1% (v/v) de acido. J& na temperatura de 60°C, a solubilizacdo ndo tem
relacgdo com a concentracdo de &cido, mas com o tempo de hidrélise. Em 20 min a
solubilizacdo é nula; em 40 min a média é de 1,3% e em 60 min de 21,4%, atingindo-se nesta
ultima condicdo (60°C, 60 min, 2% &cido) o maior valor obtido no ensaio — 60,3% de
solubilizacdo. Na condi¢cdo de 150°C, a concentracdo de acido s6 tem influéncia sobre a
solubilizagdo no menor tempo de hidrélise (20 min), observando-se um aumento da mesma
com a concentracdo de acido neste tempo. Nos demais tempos, ndo ha relacdo entre a
concentracdo de acido e a solubilizacdo. Com relacdo ao tempo, também nao se observou uma
influéncia significativa sobre a solubilizacdo, sendo obtidas solubilizacbes médias de 10,4%,
9,2% e 12,9% para os tempos de 20, 40 e 60 min, respectivamente.

Jé& para a DQO particulada de 4454 mg/L, a excecdo da condi¢cdo de 150°C, a hidrolise
apresentou solubilizacdes da DQO particulada nulas ou muito baixas. Nesta condicdo, a
solubilizacdo foi muito baixa, mas verificou-se uma pequena influéncia do tempo, sendo
obtidas solubilizagdes médias de 5,2%, 11,6% e 14,3% para os tempos de 20, 40 e 60 min,
respectivamente.

A seguir, nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3, é possivel observar a representacdo grafica dos

resultados apresentados em cada uma das tabelas anteriores.
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Figura 4.1 — Percentual de solubilizacdo da DQO particulada inicial de 2944 mg/L sob diferentes condices.
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Figura 4.2 — Percentual de solubilizacdo da DQO particulada inicial de 1697 mg/L sob diferentes condices.
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Figura 4.3 — Percentual de solubilizacdo da DQO particulada inicial de 4454 mg/L sob diferentes condices.

Analisando-se os resultados alcangados em funcdo da DQOs observou-se que a menor

concentracdo de DQOp (1697 mg/L) apresentou os menores aumentos na DQOs final, com

melhores resultados a 60°C por 60 min e com 2% de acido. Ao passo que para a DQOp de

2944 mg/L, a 60°C por 60 min e com apenas 1% de &cido alcangou-se resultados superiores

aos anteriores. A condicdo de autoclave apresentou resultados satisfatorios melhores para a

concentracdo de 2944 mg/L do que para 1697 mg/L. Ambas as condi¢des de DQOp citadas

apresentaram um padrdo de resposta proporcional ao aumento da DQOp.

A maior concentra¢do de DQOp indicou que os melhores resultados séo alcangados na

temperatura de 150°C a partir de 40 min, sugerindo um novo patamar de temperatura a ser

adotado, distinto das condi¢Bes de DQOp anteriores - que indicavam 60°C; extrapolando-se
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este conceito, é possivel deduzir que elevadas concentracbes de DQOp indicariam maiores
temperaturas, inviabilizando o processo em escala industrial, devido ao custo operacional.

Assim, os resultados sugerem que existe uma relacdo 6tima entre DQOp e a
concentracdo de acido, com a primeira se situando em torno de 3000 mg/L e a segunda entre
0,5 e 2%. Além disso, observou-se pelos resultados apresentados que a associa¢do da variavel
pressdo as demais, tal como demonstrado no ensaio com o uso de autoclave, ndo apresentou
aumento na DQOs de forma significativa em comparacao as demais condi¢fes sem 0 uso de
pressao.

Como o objetivo da pesquisa é identificar uma boa condi¢cdo de hidrélise para o
tratamento da suspensdo de microalgas em escala piloto e industrial, as condigfes que
utilizaram autoclave e elevado teor de acido (2%) foram descartadas. Nestas condicdes,
apesar da elevada temperatura, pressdo e acidez, houve uma solubiliza¢do de no maximo 50%
da DQO inicial. Tais resultados, associados ao Onus decorrente de processos envolvendo
pressao, levaram a retirada da variavel pressdo nos ensaios posteriores.

Resultados de ensaios preliminares indicaram condi¢des brandas de temperatura e
concentracdo de acido como as melhores condi¢bes de trabalho. Tal fato estimulou novas
pesquisas em uma faixa de temperatura mais ampla (50°C, 100°C e 150°C) e percentuais mais
baixos de acido (0%, 0,5% e 1%). Como nos ensaios preliminares o tempo apresentou
influéncia sobre a solubilizagéo de DQO, decidiu-se manter o tempo de reacdo em 2 h. Assim,
utilizou-se um planejamento experimental 2° com ponto central, cujos parametros foram

apresentados na Tabela 3.5.

5.5 Planejamento experimental — Hidrolise acida

Alguns fatores, assim como a interacdo dos mesmos, sdo capazes de interferir no
aumento da DQO sollvel. Visando investigar quais fatores e interacfes seriam mais
significativos, realizou-se um planejamento estatistico fatorial com ponto central. A Tabela
4.6 apresenta 0s niveis das variaveis independentes concentracdo de DQO particulada,
temperatura e concentracdo de &cido, assim como os resultados em termos de variacdo da
DQO solavel, em todos os ensaios realizados no planejamento experimental A com tempo de
2 h.



Tabela 4.6 — Niveis das variaveis independentes e resultados do planejamento A.

Ensaios DQOp (mg/L) Temperatura (°C) Acido (%) ADQOs (2 h) Solubilizagio (%)
1 -1(1500) -1(50) -1(0) 32 1,8
2 1(4500) -1(50) -1(0) -57 4.4
3 -1(1500) 1(150) -1(0) 1 13,9
4 1(4500) 1(150) -1(0) 84 20,2
5 -1(1500) -1(50) 1(1,0) -78 1,2
6 1(4500) -1(50) 1(1,0) 18 0,4
7 -1(1500) 1(150) 1(1,0) 249 0,1
8 1(4500) 1(150) 1(1,0) 986 1,7

9C 0(3000) 0(100) 0(0,5) 119 3,8
10C 0(3000) 0(100) 0(0,5) 215 6,9
11C 0(3000) 0(100) 0(0,5) 89 2,8

*Os valores em vermelho representam os resultados negativos.

A Figura 4.4 apresenta o diagrama de Pareto, com a representacdo grafica da
significancia estatistica dos fatores e suas interacdes. Ao lado das barras estdo expressos 0s
valores do teste t-Student, sendo os valores negativos representados em vermelho. Pode-se
concluir que todos os fatores e interagfes sdo estatisticamente significativos, com excecdo da

curvatura e da interacdo entre as trés variaveis.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: 120'
2**(3-0) design; MS Pure Error=4332,
DV: 120'
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Figura 4.4 — Diagrama de Pareto com resultados do planejamento A.
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Uma andlise detalhada dos resultados do planejamento A é apresentada no Anexo A.
Aqui serdo apresentadas somente as superficies de resposta, consideradas mais relevantes para
compreensdo dos resultados. A Figura 4.5 apresenta os graficos de superficie para diferentes
interacdes entre as variaveis. Na interacdo entre concentracdo de DQOp e percentual de &cido
é possivel visualizar que os melhores resultados foram obtidos em condi¢cBes méaximas dos
fatores envolvidos. Nota-se que em baixas concentragdes de DQOp combinadas com
percentuais mais altos de acido obtém-se resultados satisfatorios, que aumentam com o
percentual de acido. Além disso, a inclinacdo da curva de superficie permite assumir a nao
interacdo dos fatores, conforme também observado no gréfico de médias marginais (Anexo
A). No gréfico de superficie para a interagdo entre concentracdo de DQOp e temperatura €é
possivel visualizar que melhores resultados foram obtidos em condi¢cBes maximas dos fatores
envolvidos. Nota-se um padrdo semelhante ao grafico que relaciona os parametros DQOp e
percentual de acido.

No gréfico de superficie para interacdo de percentual de acido e temperatura é possivel
visualizar que as condi¢Bes 6timas de solubilizacdo da DQO estdo associadas aos valores
méaximos dos fatores em questdo. Percentuais mais baixos de acido combinados a altas
temperaturas levam a resultados melhores quando os mesmos niveis sdo comparados em
outras combinagfes. Além disso, a inclinacdo da curva de superficie permite assumir a
interacdo dos fatores, conforme observado no gréafico de médias marginais (Anexo A).

Em resumo, em todos os casos foi possivel visualizar um padrdo caracteristico para a
solubilizacdo da DQO, no qual esta presente um aumento da variavel resposta em funcéo de
condi¢cdes mais extremas, independente da combinacdo dos fatores analisados, embora seja

notorio o aumento da resposta na combinacao dos fatores em seus niveis mais altos.
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Figura 4.5 — Gréficos de superficie para interagdes Acido x DQOp, Temperatura x DQOp e Temperatura x Acido
no planejamento A. Para os graficos A, B e C a terceira variavel foi fixada no nivel 1, ou seja, 150°C, 1% de
acido e 4500 mg/L de DQOp, respectivamente.

A fim de viabilizar as condi¢bes de hidrdlise, optou-se por avaliar temperaturas e
concentracdes de acido mais baixas com maiores tempos de hidrolise e mantendo-se 0s
mesmos niveis de DQO particulada, conforme apresentado na Tabela 3.6. No entanto, tais
condicBes foram aplicadas em suspensdo de biomassa submetida a um pré-tratamento
mecanico. No segundo planejamento experimental fatorial com ponto central realizado
(planejamento B), portanto, as amostras foram pré-tratadas mecanicamente e o0 tempo
considerado foi 16 h. Para ambos os casos as variaveis foram as mesmas, entretanto
apresentaram diferencas nos valores de temperatura e concentracdo de acido. A Tabela 4.7
apresenta os niveis das variaveis independentes e os resultados dos ensaios realizados para o

tempo de 16 h.
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Tabela 4.7 — Niveis das variaveis independentes e resultados do planejamento B.
Ensaios DQOp (mg/L) Temperatura (°C) Acido (%) ADQOs (16h) Solubilizacao (%)

1 -1(1500) -1(40) -1(0) 252 11,8
2 1(4500) -1(40) -1(0) 434 6,6
3 -1(1500) 1(60) -1(0) 202 10,3
4 1(4500) 1(60) -1(0) 418 12,0
5 -1(1500) -1(40) 1(0,2) 95 12,4
6 1(4500) -1(40) 1(0,2) 351 8,4
7 -1(1500) 1(60) 1(0,2) 50 12,2
8 1(4500) 1(60) 1(0,2) 389 8,2
9C 0(3000) 0(50) 0(0,1) 116 18
10C 0(3000) 0(50) 0(0,1) 100 1,5
11C 0(3000) 0(50) 0(0,1) 115 2,0

A Figura 4.6 apresenta o diagrama de Pareto, com a representacdo grafica da
significancia estatistica dos fatores e suas interagdes. Ao lado das barras estdo expressos 0s

valores do teste t-Student, sendo os valores negativos representados em vermelho.
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: DQOs (16h)

2**(3-0) design; MS Pure Error=80,33333
DV: DQOs (16h)

(1)DQOp (mg/L) -39, 17028
(3)Acido (%) -16,6069
1lby3 7,770936
1by 2 4,615226
(2)Temperatura (°C) -4,87959
p:,(.)5

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 4.6 — Diagrama de Pareto do planejamento B.
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Uma anélise detalhada dos resultados do planejamento B é apresentada no Anexo B. A
Figura 4.7 apresenta os graficos de superficie para as interacbes entre as variaveis
concentracdo de DQOp, percentual de acido e temperatura. Para a interacdo entre DQOp e
percentual de &cido é possivel verificar que melhores resultados foram obtidos a partir de
valores intermediarios a elevados de concentracdo de DQOp associados a baixos percentuais
de &cido. Valores de resposta elevados sdo obtidos quando concentragdes elevadas de DQOp
sdo combinadas a temperaturas mais elevadas ou mais baixas, corroborando a importancia do
fator DQOp, j& mencionada anteriormente e demonstrando que nesta associacao a temperatura
ndo interfere de forma significativa no resultado. Verifica-se através da inclinacdo da curva
que existe uma interacdo entre os fatores em questéo.

Para o conjunto de fatores analisado, foi possivel visualizar um padrdo caracteristico
para a solubilizacdo da DQO, no qual, em todos os casos, o valor maximo de ADQOs

alcancado foi préximo.
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Figura 4.7 — Gréficos de superficie para interagdes Acido x DQOp, Temperatura x DQOp e Temperatura x Acido
no planejamento B. Para os graficos A, B e C a terceira variavel foi fixada no nivel 1, ou seja, 60°C, 0,2% de
acido e 4500 mg/L de DQOp, respectivamente.

Analisando comparativamente os trés graficos, pode-se observar que a maior resposta
foi obtida na associacdo DQOp e temperatura, e DQOp e é&cido, seguida de acido e
temperatura, fato que denota uma importancia ainda maior da DQOp. Este resultado €
bastante satisfatorio, pois a DQOp representa um fator de baixo custo operacional se
comparado aos demais. Embora a analise dos gréaficos ndo permita uma definicdo mais
detalhada da relevancia das interacfes, a analise dos coeficientes indica uma maior
contribuicdo da interacdo DQOp e &cido, em relacdo a DQOp e temperatura. Novamente,

independente da interacdo, observa-se a importancia da DQOp no processo.
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4.6 Planejamento experimental — Hidrolise alcalina

No intuito de verificar qual a melhor técnica para hidrolisar a amostra, foi testada uma
hidrolise alcalina, com o uso de hidroxido de sodio. Para este planejamento utilizou-se um
planejamento experimental 2° com ponto central, cujas variaveis e niveis estdo dispostos na
Tabela 3.7. Nos ensaios realizados manteve-se 0 tempo de reagdo de 2 h. A Tabela 4.8
apresenta 0s niveis das varidveis independentes, concentracdo de DQO particulada,
temperatura e concentracao de base, assim como os resultados em termos de variacdo da DQO

soluvel, em todos os ensaios realizados no planejamento experimental C.

Tabela 4.8 — Niveis das variaveis independentes e resultados do planejamento C.
Ensaios DQOp (mg/L) Temperatura (°C) Base % (m/v) ADQOs (2 h) Solubilizagéo (%)

1 -1(1500) -1(50) -1(0) -97 10,7
2 1(4500) -1(50) -1(0) 110 4,0
3 -1(1500) 1(150) -1(0) -37 11,4
4 1(4500) 1(150) -1(0) 23 11,6
5 -1(1500) -1(50) 1(1,0) 77 3.1
6 1(4500) -1(50) 1(1,0) 592 1,1
7 -1(1500) 1(150) 1(1,0) 391 34
8 1(4500) 1(150) 1(1,0) 800 5,4
9cC 0(3000) 0(100) 0(0,5) -369 7.2
10C 0(3000) 0(100) 0(0,5) -330 72
11¢C 0(3000) 0(100) 0(0,5) -349 8.1

*QOs valores em vermelho representam percentuais negativos.

A Figura 4.8 apresenta o diagrama de Pareto, com a representacdo grafica da
significancia estatistica dos fatores e suas interacdes. Ao lado das barras estdo expressos 0s
valores do teste t-Student, sendo os valores negativos representados em vermelho. Observou-
se que os parametros Base (concentracdo de NaOH) e DQOp sé&o os que mais influenciaram

de forma positiva a hidrolise.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: DQOs (2h)
2**(3-0) design; MS Pure Error=380,3333
DV: DQOs (2h)

(3)Base (%) } .33,73799
(1)DQOp (mg/L) } 21,59159
lby3 } 11,91072
2by3 } 9,952797
(2)Temperatura (°C) } 8,973834
lby2 -4,58663
p:,O.5

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 4.8 — Diagrama de Pareto para os resultados do planejamento C.

Uma anélise detalhada dos resultados do planejamento C é apresentada no Anexo C. A
Figura 4.9 mostra os gréaficos de superficie de resposta para as interacGes entre concentracao
de DQOp, Concentracdo de NaOH (Base) e temperatura. Para a interacdo entre concentracdo
de DQOp e Base é possivel verificar que melhores resultados foram obtidos a partir de valores
maximos de concentracdo de DQOp e Base. A interacdo entre Temperatura e DQOp
necessita de valores intermediarios para mostrar um aumento na solubilizacdo da DQO, tendo
seu valor aumentado proporcionalmente conforme a elevacdo dos pardmetros. E possivel
observar que a interacdo entre Temperatura e Base proporciona resultados elevados quando
utilizadas condicGes extremas de ambas.

A anadlise das superficies de resposta, apresentadas na Figura 4.9, corrobora o
resultado proposto pelo diagrama de Pareto. Ambos mostraram uma fraca interagdo entre
Base e Temperatura e DQOp e Temperatura, destacando como fatores principais a DQOp e a
concentragdo de Base, cuja associacdo fornece valores elevados de ADQOs quando
comparada aos demais fatores e suas interacoes.

De acordo com Chen e Oswald (1998) o fator de mais relevancia é a temperatura,

entretanto tais resultados sdo obtidos através da combinacdo de elevadas temperaturas e
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tempo prolongado de contato da biomassa com NaOH. Assim, os resultados apresentados
anteriormente sugerem que para temperaturas elevadas, associadas a tempos de contato
inferiores (2h), o fator de maior relevancia € a concentracdo de base, assim como sua

associacdo com a DQOp. Esta condicao de hidrolise pode tornar o processo menos oneroso.

Grafico de supericie A Grafico de superficie B
2=4(30) design; M5 Pure Emor=280,2323 2*3-0) design; MS Pure Emor=280,3333
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Figura 4.9 — Graficos de superficie para interacdes Base x DQOp, Temperatura x DQOp e Temperatura x Base
no planejamento C. Para os gréaficos A, B e C a terceira variavel foi fixada no nivel 1, ou seja, 150°C, 1% de
base e 4500 mg/L de DQOp, respectivamente.

Seguindo o mesmo procedimento adotado na hidrolise acida, também se procurou
viabilizar condi¢fes de hidrolise mais brandas com maiores tempos de hidrélise (16 h) e
suspensdo de biomassa submetida a um pré-tratamento mecanico, conforme apresentado na

Tabela 3.8. A Tabela 4.9 apresenta os niveis das variaveis independentes e os resultados dos
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ensaios realizados para as novas condi¢cbes do planejamento estatistico fatorial com ponto

central, denominado planejamento D.

Tabela 4.9 — Niveis das variaveis independentes e resultados do planejamento D.
Ensaios DQOp (mg/L) Temperatura (°C) Base % (m/v) ADQOs (16 h) Solubilizagéo (%0)

1 -1(1500) -1(40) -1(0) 47 18,4
2 1(4500) -1(40) -1(0) 507 11,0
3 -1(1500) 1(60) -1(0) 172 12,6
4 1(4500) 1(60) -1(0) 155 15
5 -1(1500) -1(40) 1(0,2) 337 13
6 1(4500) -1(40) 1(0,2) 709 5,5
7 -1(1500) 1(60) 1(0,2) 177 11,8
8 1(4500) 1(60) 1(0,2) 577 07
9C 0(3000) 0(50) 0(0,1) 1119 2,2
10C 0(3000) 0(50) 0(0,1) 1173 5.1
1¢C 0(3000) 0(50) 0(0,1) 128 55

*Qs valores em vermelho representam percentuais negativos.

O diagrama de Pareto com a representacdo grafica da significancia estatistica dos
fatores e suas interagdes pode ser observado na Figura 4.10. Ao lado das barras estdo
expressos 0s valores do teste t-Student, sendo os valores negativos representados em
vermelho. Nota-se que nenhum dos fatores cruza a linha que marca a significancia,

considerando um nivel de significancia de 95% (p-level < 0,05).
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: 16h
2**(3-0) design; MS Pure Error=25754,33

DV: 16h
(1)DQOp (my/L) t 2,67674
(3)Base (%) } 2,024629
(2)Temperatura (°C) } -1,1434
1*2*3 } 1,112554
lby2 } -,989182
lby3 } , 7248126
2by3 } -,1432

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 4.10 — Diagrama de Pareto com resultados do planejamento D.

Embora ensaios preliminares tenham apontado um tempo 6timo de hidrélise de 16 h,
os resultados sugerem que este tempo pode ndo ter sido suficiente para tornar eficaz o
processo de hidrolise. Resultados ndo satisfatérios encontrados na etapa de digestdo anaerdbia
podem estar relacionados a combinacdo de tempo de reacdo e temperatura. A elevacdo destes
parametros pode acarretar o aumento da volatilizagdo de compostos organicos ou a
degradacdo de substancias necessarias a atividade microbiana (CHEN & OSWALD, 1998).

Assim, no intuito de averiguar se a eficiéncia da hidrdlise alcalina em condi¢bes mais
brandas estaria associada ao tempo de reacdo, um novo planejamento, considerando
novamente as condicOes expressas na Tabela 3.8, foi realizado, alterando-se somente o tempo
de reacgdo para 24 h. Novamente, nenhum dos fatores e interagbes demonstrou significancia
estatistica, sugerindo-se que para condi¢fes mais brandas de hidrélise alcalina, tempos
maiores Sao necessarios, provavelmente superiores a 24 h (os resultados da analise estatistica

estdo no Anexo D).
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Considerando os resultados obtidos na hidrdlise alcalina, 0s ensaios de
biodegradabilidade anaerdbia foram conduzidos somente com biomassa bruta e apds hidrolise

acida, apresentados a seguir.

4.7 Ensaios de Biodegradabilidade Anaerdbia com Biomassa ap6s Hidrdlise &cida

Apols a analise dos resultados do planejamento A (item 4.5 e Anexo A), foram
determinadas como melhores condi¢Ges para os ensaios de biodegradabilidade anaerdbia as
condicGes apresentadas na Tabela 4.10. Visando tornar as condigdes passiveis de se trabalhar
em escala industrial, a selecdo das condigdes foi também associada com o custo operacional,
por isso foram combinados diferentes valores de temperatura e percentuais de acido para um
valor fixo de DQOp, haja visto que as condi¢es de DQOp alta apresentadas no planejamento

foram as que levaram a melhores resultados de solubiliza¢édo da DQO.

Tabela 4.10 — Condigdes selecionadas para ensaios de biodegradabilidade anaerdbia de acordo com o
planejamento experimental A (2h — sem pré-tratamento).

Condicdo DQOp (mg/L) Temperatura (°C) Acido (% V/v)

1 4500 150 0,5
2 4500 100 1
3 4500 100 0,5

A fim de verificar o efeito da adaptacdo do lodo aos constituintes da biomassa de
microalgas bruta e hidrolisada, trés contatos da biomassa com o lodo foram avaliados. A
Figura 4.11 apresenta a producédo de biogas ao longo do tempo em cada um dos contatos, nas

trés condicdes de hidrdlise, juntamente com um Controle com biomassa bruta, sem hidrdlise.
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Figura 4.11 — Volume de biogéas (30°C) produzido ao longo do tempo nos ensaios de biodegradabilidade
anaerdbia no primeiro (A), segundo (B) e terceiro (C) contatos, nas condi¢cdes Controle (biomassa sem hidrolise)
e com biomassas hidrolisadas a 150°C/0,5% &cido (Condi¢do C1), 100°C/1% acido (condigdo C2) e 100°C/0,5%

cido (condicdo C3).
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No primeiro contato (Figura 4.11 A) o ensaio durou um tempo total de 12 dias,
embora a producdo de biogas tenha estabilizado no 6° dia. No segundo contato da biomassa
com o lodo (Figura 4.11 B), o ensaio durou um tempo total de 6 dias quando ocorreu a
estabilizacédo da producéo de biogas. No terceiro contato da biomassa com o lodo (Figura 4.11
C), 0 ensaio durou um tempo total de 4 dias para a estabilizacdo da producgéo de biogas.

Na condigdo Controle, o tempo para se atingir a estabilizacdo da producdo de biogas
foi reduzido de 6 para 5 e 3 dias, indicando uma assimilacdo mais rapida dos substratos
disponiveis (DQO solavel inicial) do primeiro para o0 segundo e terceiro contatos. Nesta
condicdo, a taxa inicial de producéo de biogas se manteve em 5 — 6 mL/d nos trés contatos, o
que confirma a adaptagdo dos micro-organismos e assimila¢do dos substratos frente a mesma
alimentacao.

Nos ensaios com biomassa hidrolisada, ao contrario do esperado, o volume final de
biogas foi menor (1,0 a 20,0 mL) que na condicdo Controle (17,0 a 34,6 mL) em todos 0s trés
contatos. A hidrélise disponibiliza uma quantidade maior de substrato para assimilacdo pelos
micro-organismos (DQOs de 1034 e 541 mg/L para C1 e C2) que no Controle (DQOs de 303
mg/L), o que pode explicar as maiores taxas iniciais de producdo de biogas. A taxa inicial de
producdo de biogas nos experimentos com biomassa hidrolisada foi de 10 a 17, 12 e 8 mL/d,
no primeiro, segundo e terceiro contatos, respectivamente, enquanto no Controle a taxa se
manteve em 6, 6 e 5 mL/d. Apesar das maiores taxas iniciais de producdo de biogas, 0s
substratos assimilaveis nos hidrolisados devem se esgotar mais rapidamente, estabilizando a
producdo de biogas por escassez de matéria organica no meio reacional em tempos cada vez
menores, a medida que o lodo se adapta.

Comparando a producdo de biogds do primeiro para o terceiro contato nos
experimentos com biomassa hidrolisada: de 4,9 a 20,0 mL para 3,3a 12,7 mLe 1,0a9,0 mL
do primeiro para o segundo e terceiro contatos, respectivamente, verifica-se uma diminuicédo
acentuada na producdo de biogas no terceiro contato. Esta reducdo pode ser devido ao
acumulo de substancias inibidoras da digestdo anaerdbia. Uma hipdtese seria o acumulo de
jons Na" no lodo devido & neutralizagdo do pH ap6s hidrélise acida com NaHCO; (CHEN et
al., 2008).

Uma comparacdo dos resultados obtidos no Controle e na Condicdo 3 no terceiro
contato, com o lodo mais adaptado e valores iniciais de DQOs similares, mostra que na
condicdo com adicdo de elevada quantidade de Na* a producéo de biogas e o percentual de

metano sdo muito menores.
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Uma comparagdo entre as condi¢cdes de hidrolise mostra que os volumes de biogas
diminuem da Condicdo C1 para C2 e C3, provavelmente em fungcdo da reducdo da
concentracdo inicial de DQO soluvel também diminuir nesta ordem. Este resultado comprova
que o substrato solubilizado € melhor convertido a biogas, em comparacéo a biomassa bruta.
No entanto, elevadas concentracGes de acido requerem altas quantidades de &lcalis para a
neutralizacdo do pH, o que certamente deve contribuir para a inibigdo dos micro-organismos.
Uma combinacdo destes dois fatores levou aos resultados obtidos em termos de producdo de
biogas.

A Tabela 4.11 apresenta a composi¢do de metano no biogés produzido nas diferentes
condi¢Ges mediante adaptacdo do lodo as biomassas bruta e hidrolisada. A pequena alteracdo
do pH em todos os contatos denota baixa liberacdo de espécies alcalinas, como NH,",
corroborando com as baixas concentracdes de proteina nos hidrolisados (comentado no item
4.8 a sequir). Foi possivel constatar que a repeticdo, representada pelo segundo contato,
resultou na manutencdo (Condicbes C2 e C3) ou pequena reducdo (condigdes Controle e C1)
da producéo de biogas, mas em expressiva reducdo do % metano no biogas (de 44 até 75%)
em detrimento do CO,, analisando-se o processo como um todo. Tal resultado indica uma
inibicdo acentuada das arqueias metanogénicas e/ou uma limitacdo severa de substratos

assimilaveis no meio reacional.

Tabela 4.11 — Resultados dos ensaios de biodegradabilidade anaerdbia: volume e composicdo de biogas nas
condigBes Controle (biomassa sem hidrolise) e com biomassas hidrolisadas a 150°C/0,5% &cido (Condig&o 1),
100°C/1% écido (condicdo 2) e 100°C/0,5% &cido (condicéo 3).

pH DQOs Inicial pH Volume Volume

inicial (mg/L) final biogés (mL)  CH,4 (mL) % CH
Primeiro contato
Controle 7,1 303 75 34,6 239 69,0
Condicéo 1 7,0 1034 7,5 20,0 1,6 8,0
Condigéo 2 7,0 541 7,3 12,0 1,0 8,0
Condicdo 3 7,0 239 7,2 5,0 1,0 20,0
Segundo contato
Controle 7,0 234 7,3 25,0 6,2 25,0
Condicéo 1 6,9 988 7,2 12,7 0,6 4,5
Condicéo 2 6,9 570 7,2 12,3 0,2 2,0
Condicéo 3 7,0 227 7,2 33 0,2 6,5
Terceiro Contato
Controle 7,0 298 6,7 17 4,10 24,0
Condicéo 1 6,9 1030 73 9 0,32 3,5
Condigéo 2 6,9 570 7,2 9 0,18 2,0
Condicdo 3 6,9 264 7,2 1 0,05 5,0

*Valores médios de triplicatas.
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Embora a caracterizacdo da biomassa sinalize para uma etapa de hidrélise como pré-
tratamento, os resultados de biodegradagédo indicam que o ensaio Controle apresentou uma
maior producéo de biogads. No entanto, verificou-se que esta producdo € menor se comparada
as demais condicdes, no que se refere a producédo diaria até o segundo dia. Assim, optou-se
por avaliar a biodegradabilidade anaerdbia dos hidrolisados produzidos sob condi¢cBes mais
brandas, com uma etapa preliminar de tratamento mecénico e um maior tempo de reacdo (16
h).

Apols a andlise dos resultados do planejamento B (item 4.5 e Anexo B), foram
determinadas como melhores condi¢Ges para os ensaios de biodegradabilidade anaerdbia as
condigdes apresentadas na Tabela 4.12, sendo a Condicdo 1 um ensaio Controle com
biomassa sem tratamento mecanico e a Condicdo 2 um outro ensaio Controle com biomassa

apos pré-tratamento mecanico.

Tabela 4.12 — Condicdes selecionadas para ensaios de biodegradabilidade anaerébia de acordo com o
planejamento experimental B.

Condicdo DQOp (mg/L) Temperatura (°C) Acido (%)

1 4500 50 0
2 4500 50 0
3 4500 40 0,2
4 4500 60 0
5 4500 40 0

*1- sem pré-tratamento mecanico; 2- com pré-tratamento mecanico.

A Figura 4.12 e Tabela 4.13 apresentam a producao de biogas ao longo do tempo e
dados de producdo e composicdo do biogas, respectivamente, em cada uma das condi¢des de
hidrélise selecionadas, juntamente com os Controles com biomassa bruta, sem e com pré-
tratamento mecéanico.

As condicdes Controle apresentaram menores valores de producdo de biogas,
comparadas ao experimento anterior (Figura 4.12). Considerando que os valores iniciais de
DQOp e DQOs eram similares, tal resultado se deve, provavelmente, a uma composicéo
celular diferente das microalgas. A coleta da biomassa era feita em periodos e condicdes
distintas de cultivo, o que pode influenciar a composi¢do microbiana e a digestdo anaerobia
(HABIG, 1985).

O tratamento mecanico da biomassa resultou em menor producédo de biogés, indicando

que o rompimento de membrana somente ndo é suficiente para promover a digestdo
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anaerobia. Verificou-se que a condicdo 3 (40°C/0,2%/16 h) apresentou volume de biogas
(26,0 mL) pouco maior que o ensaio Controle sem pré-tratamento mecénico (22,0 mL). A
taxa inicial de producdo de biogas foi maior no experimento com biomassa hidrolisada (11
mL/d) que nos Controles 1 (2,5 mL/d) e 2 (2,0 mL/d), indicando que a hidrolise
disponibilizou uma quantidade maior de substrato para assimilacdo pelos micro-organismos.
De fato, pela Tabela 4.13, verifica-se um maior valor de DQOs na condi¢do 3. Apés a
digestdo deste material solubilizado, a producdo de biogas estabilizava, provavelmente devido
a limitacdo de substrato.

As condicbes de hidrdlise térmica, sem adicdo de acido, apresentaram 0S menores
valores de producdo de biogds e metano. A pouca modificacdo da estrutura celular nestas

condicdes pode ter causado este resultado.

1 &2 —=3 ——4 -85

[\
(=]

Volume de biogas (mL)
= O

0 r———— 1~ 1+~——71/'1/ *1" "7 "7 "1 "1 1T 1T 1T 1
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Figura 4.12 — VVolume de biogéas (30°C) produzido ao longo do tempo nos ensaios de biodegradabilidade
anaerdbia nas condicdes Controle 1 (sem pré-tratamento mecanico), Controle 2 (com pré-tratamento mecanico) e
com biomassas hidrolisadas nas condic6es 3 (40°C/0,2%/16 h), 4 (60°C/16 h) e 5 (40°C/16 h).
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Tabela 4.13 — Resultados dos ensaios de biodegradabilidade anaerébia: volume e composicéo de biogas nas
condigBes Controle 1 (sem pré-tratamento mecanico), Controle 2 (com pré-tratamento mecanico) e com
biomassas hidrolisadas nas condicdes 3 (40°C/0,2%/16 h), 4 (60°C/16 h) e 5 (40°C/16 h).
pH DQOs pH DQOs nDQO  Volume de

Ensaios  ;icial  inicial  final  final (%)  biogas (ml) 70 CHe
1 6,9 343 6,6 98 714 22,0 794
2 6,9 363 6,6 74 79,6 127 79,0
3 6,8 436 72 227 47,9 26,0 63,1
4 6,9 249 6,6 22 91,2 37 77,6
5 7,0 236 7,0 44 81,4 3,0 76,3

*Valores médios de triplicatas.

5.8 Influéncia da composicdo dos hidrolisados sobre a biodegradabilidade anaerdbia

A partir da quantificacdo da composigéo dos hidrolisados em termos de carboidratos e
proteinas pode-se explicar os resultados obtidos nos experimentos de biodegradabilidade
anaerdbia. Os carboidratos apresentam grande quantidade de liga¢6es hidrogénio dentro das
cadeias, fato que diminui sua interagdo com a agua, ou seja, sua solubilidade. Desta forma é
necessaria uma etapa de hidrolise acida para que ocorra a solubilizagdo desses compostos.
Entretanto, sabe-se que durante o processo de hidrélise, compostos como dextrinas séo
formados, limitando a acao da hidrolise (JUNIOR, 2008).

Para investigar a relacdo entre os produtos da hidrdlise e os resultados da digestdo
anaerobia, foram realizadas andlises de carboidratos e proteina na fracdo soltvel da biomassa
de algas em estudo antes (Controle) e apds hidrdlise. As concentracfes obtidas podem ser

observadas na Tabela 4.14.

Tabela 4.14 — Valores de concentracdo de carboidrato e proteina para os planejamentos realizados.

Planejamento Amostras | Carboidrato (mg glicose/L) | Proteinas (mg/L)
Controle 38 0,036
Primeiro Planejamento Acido C1 182 0,362
(Planejamento A) C2 120 0,175
C3 56 0,08
1 85 0,074
Segundo Planejamento Acido 2 70 0,064
) (Planejariwento B) 3 180 0,092
4 36 0,057
5 32 0,024
1 85 0,074
Planejamento alcalino 2 70 0,064
(Planejamento C) 3 112 0,11
4 86 0,043

*Valores médios de triplicatas.



93

A partir da andlise de carboidratos e proteinas pode-se observar que existe uma
concentragdo muito superior de carboidratos em comparagdo a concentracdo de proteinas.
Este resultado se deve provavelmente ao somatdrio de carboidratos intracelulares, liberados
apos lise celular, e carboidratos extracelulares liberados apds solubilizacdo do revestimento
externo das células, tendo em vista que em termos de contetdo celular os percentuais de
carboidratos eram mais baixos que o de proteinas (Tabela 4.1).

Habig (1985) cita que o aumento dos niveis de carboidrato na fase soltuvel influencia
positivamente a producdo de biogas. Briand (1997) reportou que elevadas concentracdes de
carboidratos sdo favoraveis a produgdo de metano, pois a partir de seu fracionamento sdo
formados precursores da metanogénese. Nota-se que as condi¢bes de hidrélise que
apresentaram uma maior producdo de biogas (C2 e C3 no planejamento A e 3 no
planejamento B), apresentam uma maior concentracdo de carboidrato disponivel na fase
soluvel, corroborando os resultados de Habig (1985) e Briand (1997).

O rendimento de metano apresentou variabilidade de um ensaio para o outro, embora o
mesmo comportamento possa ser observado nos ensaios Controle, nos quais ocorre maior
producdo de volume de metano ao fim dos experimentos, estabelecendo-se assim um padrao
semelhante para todos os ensaios Controle. Esta variabilidade pode ser atribuida aos
diferentes lotes de amostras empregados nos experimentos, uma vez que o cultivo era
realizado em batelada. Habig (1985) reportou que tais flutuacdes na producédo de biogas estdo

relacionadas as diferentes bateladas de um mesmo substrato, 0 que ocorre no presente caso.

4.9 Efeito da salinidade na producdo de metano

Vaérios ions apresentam grande influéncia no processo de digestdo anaerdbia, sendo
um dos principais o ion Na*. Chen (2008) mencionou que valores moderados de s6dio podem
estimular o crescimento de micro-organismos; no entanto, quantidades excessivas podem
retardar o crescimento dos mesmos.

Em virtude do carater marinho da microalga, o meio de cultivo utilizado neste trabalho
recebe a adicdo de 35g NaCl/L, e embora haja um posterior processo de
filtracdo/centrifugacdo objetivando a concentracdo da biomassa e reuso do meio de cultivo, é
possivel que permanega uma concentracédo residual de sal na biomassa.

Visando obter uma maior producéo de metano, decidiu-se avaliar a influéncia do Na*
na digestdo anaerobia da biomassa de algas. Para este experimento optou-se por comparar a

melhor condicdo de hidrolise encontrada (Ensaio 3 de hidrélise acida — 40°C/0,2%/16 h),
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empregando-se biomassa com e sem uma etapa de pré-lavagem com &gua destilada, conforme
mostra a Figura 4.13 e a Tabela 4.15. A condicdo sem pré-lavagem foi utilizada como Ensaio
Controle, tendo seu pH ajustado com auxilio de bicarbonato de sodio, enquanto a condicao
com pré-lavagem teve seu pH ajustado com hidroxido de célcio, visando minimizar as

concentragdes de sodio na amostra.

—4—Lavada ——-Nao lavada

Volume de biogas (mL/SSV)
R ST N N = Y SN
_|

V.
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias

Figura 4.13 — Avaliacdo da producédo de biogas ao longo do tempo

Tabela 4.15 — Avaliagdo da produgdo de metano e diéxido de carbono com biomassa com e sem pré-lavagem,
submetida a condi¢do de hidrélise 40°C/0,2% &acido/16 h.

Pré-Lavagem Volume de biogas (mL) % CH, %CO;
Sim 15 86,5 12,0
Nao 16,5 30,0 69,0

Observou-se que a condi¢cdo com biomassa pré-lavada foi a que apresentou maior
volume de metano, cerca de 13 mL, enquanto na condi¢cdo com biomassa nao lavada obteve-
se cerca de 50 mL de metano, ou seja, a condicdo com biomassa lavada apresentou
rendimento em metano acima do dobro da condi¢cdo com biomassa ndo lavada.

No intuito de confirmar a influéncia da concentragcdo de sédio no resultado obtido
anteriormente, foi realizada uma analise de Cloretos, pois no meio de cultivo da biomassa de
microalgas, o cloreto estd predominantemente associado ao ion sodio. O resultado pode ser

observado na Tabela 4.16.



95

Tabela 4.16 — Concentracdo de cloreto e s6dio nas amostras de biomassa.
Concentracao (mg/L)

Amostras

. CI Na" Na* Na"
de biomassa residual adicionado total
Lavada 100 64,8 -- 64,8
Nao lavada 1700 1101,4 2464,3 3565,7

Com base na concentragdo de cloreto encontrada, estimou-se a concentragdo de sodio
na suspensdo de biomassa lavada e ndo lavada. No ensaio com biomassa ndo lavada, além do
sodio residual, adicionou-se também sodio na forma de bicarbonato de sodio para ajuste do
pH. Ao final, obteve-se uma concentracdo de sodio de 3565,7 mg/L para a amostra ndo lavada
e de apenas 64,8 mg/L para amostra lavada.

Embora os resultados de producdo de biogas tenham sido similares para as amostras
lavada e ndo lavada, o volume de metano produzido foi muito maior na amostra lavada,
sugerindo que ndo ha uma inibicdo total da digestdo anaerdbia, mas um comprometimento da
etapa metanogénica. Os resultados de concentragdo de sddio indicam que pode estar
ocorrendo uma inibicdo moderada. Chernicharo (2007) menciona que concentracdes de sodio
de 3500 a 5500 mg/L apresentam carater moderadamente inibitorio no processo de digestdo
anaerobia.

McCarty & McKinney (1961) revelaram que cloretos de ions monovalentes como
sodio causam uma maior toxicidade ao lodo do que cloretos de ions bivalentes, como por
exemplo, o célcio. Reportam ainda que a concentracdao de 2.370 mg/L de NaCl exerce efeito
inibitdrio sobre a digestdo anaerdbia. No presente estudo, considerando apenas a concentracdo
residual de NaCl, temos uma concentracdo de 2801,4 mg/L, corroborando o que esta relatado
na literatura.

Em resumo, a digestdo anaerdbia da biomassa in natura e da biomassa apds hidrolise
acida apresentou rendimentos em metano similares: 9,87 L CH4/kg SVT biomassa (Controle 1
- Tabela 4.13) e 9,27 L CH4/kg SVT biomassa (condicdo 3 - Tabela 4.13) e bem menores que
0s reportados na literatura (Tabela 2.12). Valores mais baixos nas duas condigdes séo devido
biomassa em metano, pois enquanto a producdo de biogas estabiliza apds 10 dias no Controle,
na Condicdo 3 a estabilizacdo ocorre em 8 dias. Eliminando a inibicdo por sodio na digestdo
anaerdbia, percebe-se um melhor rendimento de metano para a biomassa ap6s hidrolise &cida
(15,9 L CH4/kg SVT biomassa — biomassa com pré-lavagem — Tabela 4.16) em comparacao

ao Controle (6,14 L CH4/kg SVT biomassa — biomassa sem pré-lavagem - Tabela 4.16).
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Ocorre um aumento de 71,5% no rendimento de metano (na condi¢do 3), comprovando a

importancia da reducao da concentracdo de sddio na digestao anaerdbia.



97

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho levam a uma série de reflexdes sobre a produgédo
de metano a partir de biomassa da microalga Isochrysis galbana, a saber:
- a digestdo anaerdbia da biomassa in natura é demasiadamente lenta (producdo de biogas
estabiliza apds 10 dias) e apresenta rendimento em metano muito baixo (em torno de 10L
CHy/kg SVT biomassa). A fim de aumentar o aproveitamento da matéria organica contida na
biomassa e, consequentemente, o rendimento em metano, faz-se necessario o emprego de
métodos de pré-tratamento mecanico, quimico, térmico e enzimatico que podem
disponibilizar maior quantidade de matéria organica para assimilacdo pelos micro-organismos
na etapa de digestdo anaerdbia;
- Dentre estes métodos de pré-tratamento, o tratamento quimico seria um dos tratamentos com
melhor relacdo custo x beneficio. No entanto, o emprego da hidrdlise acida como pré-
tratamento requer a adicdo de acido e, posteriormente, de alcalis a fim de se ajustar o pH em
niveis adequados a atividade microbiana. Este ajuste de pH ndo s6 aumenta o consumo de
produtos quimicos como também aumenta a concentracdo de s6dio no meio reacional,
considerando que tradicionalmente é feito com bicarbonato de sodio, o que pode levar a
inibicdo dos micro-organismos anaerdbios;
- A hidrolise 4cida apresenta rendimentos de metano muito maiores se comparados a hidrolise
alcalina;
- O emprego de espécies de microalgas marinhas, também leva a altas concentracGes de sédio
na biomassa a ser digerida. Para contornar este problema, uma alternativa é a lavagem da
biomassa para reducdo da concentracdo de sédio, levando ao consumo de agua limpa;
- Apo6s a lavagem da biomassa, o rendimento na producdo de metano alcanca niveis 6timos,
sendo reforcada a idéia de uma inibicdo por adicdo de s6dio ao meio de cultivo e no ajuste de

pH pos hidrolise.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que todos os parametros
(temperatura, pressdo, DQOp, % de acido e % de base) analisados exercem influéncia sobre a
hidrolise da biomassa de microalgas. Entretanto, em virtude dos resultados positivos obtidos
em tratamentos sem 0 uso de pressdo e visando reduzir os custos de processamento em escala
industrial, descartou-se as condices de pressdo acima da atmosférica. Existe uma faixa de
tempo satisfatoria para o processo, assim como uma relagdo &cido:concentracdo de DQO
particulada que favorece a cinética da reacdo de hidrolise. Temperatura x DQO particulada,
acido x DQO particulada e &cido e temperatura sdo as interacdes que apresentaram o0s maiores
efeitos; entretanto, a interacdo mais significativa ocorreu entre os fatores acido e temperatura,
independente do tempo de reacdo.

O pré-tratamento mecanico aumentou o potencial de solubilizacdo da DQO e mostrou-
se eficiente, permitindo a reducdo da temperatura e percentuais de &cido aplicados na
hidrélise, reduzindo o custo com reagentes e energia.

A andlise das fraces sollveis de amostras Controle e hidrolisadas revelou a presenca
majoritaria de carboidratos em comparacdo a quantidade de proteinas, justificando uma maior
producdo de metano nas condi¢des com maior concentracdo de carboidratos.

Condicdes mais brandas de hidrélise apresentaram um melhor resultado, sendo a melhor
condigdo estabelecida em 40°C com adigdo de 0,2% de acido por 16 horas, produzindo
volumes de metano de 16,4 mL/gSVT.

A amostra de biomassa ndo lavada produziu 5,0 mL/gSVT de metano, enquanto a
amostra lavada produziu 13 mL/gSVT, confirmando a eficiéncia do método de lavagem da
biomassa. A determinacdo de concentracdes de sddio na amostra revelou a ocorréncia de
concentragdes inibitdrias para o processo de digestdo anaerdbia. A diminuicdo do volume de
biogas, verificada nos trés contatos subsequentes no primeiro planejamento experimental com
biomassa apds hidrolise acida, pode estar relacionada a elevadas concentracdes de sddio
acumuladas nos frascos dos ensaios de biodegradabilidade.

Trabalhos futuros podem investigar mais detalhadamente as concentracdes inibitorias de
sodio e seu efeito sobre contatos sucessivos da amostra com um mesmo lodo, além de
determinar novas técnicas para ajuste de pH ap6s a hidrolise &cida. Outros métodos de
digestdo como a batelada alimentada podem ser testados, visando aumentar a eficiéncia do

processo.
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Experimentos com lodo adaptado poderiam ser conduzidos, no intuito de minimizar os

efeitos nocivos da elevada concentracao de sodio.
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8. ANEXOS

ANEXO A

Analise estatistica do Planejamento A

Realizou-se uma anélise de varidncia com todas as interacdes entre os fatores,
considerando todas as ordens, se verificando que a curvatura e a interagdo simultanea dos trés
fatores ndo eram estatisticamente significativas, considerando um nivel de confianca de 95%
(p-level < 0,05). O coeficiente de determinacdo R? foi de 0,99005 e o R? ajustado 0,95023.
Tais resultados permitem definir que 0 modelo é capaz de descrever as variaveis em questao;
entretanto, o resultado da curvatura mostrou que a regido estudada ndo passa pela regido de
Otimo para tais fatores.

A Tabela A.1 apresenta a andlise de variancia sem a interacdo ndo estatisticamente
significativa (com valor de p > 0,05), no intuito de ajustar os valores. O coeficiente de
determinacéo R? foi de 0,95845 e o R ajustado foi de 0,86151. Apesar da reducéo dos valores
de R?, observou-se que o modelo implementado descrevia satisfatoriamente o comportamento

das variaveis em estudo.

Tabela A.1 — Anélise de variancia dos resultados do planejamento A sem a interagdo ndo significativa.
ANOVA; R-sqr=0,95845; Ajustado: 0,86151

Fatores Qusagrrg?ica I(|3 br:?dsagee Média Quadratica F p

Curvatura 390,3 1 390,3 0,0901 | 0,79237
(1) DQOp (mg/L) 85491,1 1 85491,1 19,73479 | 0,04711
(2) Temperatura (°C) | 246753,1 1 246753,1 56,96056 | 0,0171
(3) Acido (%) 155403,1 1 155403,1 35,8733 | 0,02676
1*2 82621,1 1 82621,1 19,07228 | 0,04863
1*3 87990,1 1 87990,1 20,3116 | 0,04587
2*3 175528,1 1 175528,1 40,5189 | 0,0238
Lack of fit 27495,1 1 27495,1 6,34698 | 0,12799

Pure error 8664 2 4332

Soma Quadratica Total | 870336,2 10

Outra analise que pode ser feita é através do teste F, ou seja, os valores de F calculado,
apresentados na Tabela A.1l, devem ser comparados com o valor de F tabelado (4,26), de

acordo com o numero de experimentos e grau de liberdade adotado. A relevancia de um fator
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é constatada quando o valor de F calculado for maior que o valor de F tabelado, o que se
verificou neste estudo.

A fim de legitimar se 0 modelo se adequava aos dados experimentais, verificou-se a
normalidade dos residuos. A Figura A.1 representa a probabilidade normal dos residuos, que

permite definir como satisfatoria a adequagdo do modelo.

Probabilidade Normal; Residuos brutos
2**(3-0) design; MS Pure Error=4332,
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Figura A.1 — Probabilidade normal dos residuos.

Outro teste realizado no intuito de verificar a adequacdo do modelo é a
homogeneidade da variancia, que pode ser observada na Figura A.2. Os resultados sugerem

que a variancia ndo apresenta uma distribuicao totalmente homogénea.
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Valores Observados vs. Residuais
2**(3-0) design; MS Pure Error=4332,
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Figura A.2 — Residuos vs. Valores Observados.

A Figura A.3 apresenta um histograma, com analise quantitativa (Shapiro-Wilk,
Kolgomorov-Smirnov) para verificagdo do modelo através do teste da normalidade dos
residuos. Para que a distribuicdo seja considerada adequada, o valor de p deve ser maior que
0,05. Considerando-se que o grafico de probabilidade normal foi satisfatério, pode-se atribuir

a baixa representacdo de distribuicdo no histograma ao tamanho do n amostral.

Histograma: RESIDUOS: Residuos brutos
K-S d=,28975, p> .20; Lilliefors p<,01
Shapiro-Wilk W=,74527, p=,00180

No. de observagtes
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Figura A.3 — Histograma.
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A Tabela A.2 ilustra os efeitos estimados, onde é possivel concluir que todos os
fatores e interacOes sdo estatisticamente significativos, com exce¢do da curvatura e da
interacdo 1*2*3. Foi possivel observar pelos valores expressos que todos os fatores, de forma

isolada ou combinada, desempenham efeitos positivos.

Tabela A.2 — Efeitos Estimados.
Efeitos estimados; R-sqr=0,95845; Ajustado: 0,86151

Fatores Efeito | Pure Error t(2) p Coeficiente
Intersecédo 154,375 | 23,2701 | 6,63403 | 0,02197 | 154,375
Curvatura -26,75 89,1179 | -0,30016 | 0,79237 | -13,375

(1) DQOp (mg/L) 206,75 | 46,5403 | 4,44238 | 0,04711 | 103,375
(2) Temperatura (°C) | 351,25 | 46,5403 | 7,54722 | 0,0171 175,625
(3) Acido (%) 278,75 | 46,5403 | 5,98943 | 0,02676 | 139,375

1*2 203,25 | 46,5403 | 4,36718 | 0,04863 | 101,625
1*3 209,75 | 46,5403 | 4,50684 | 0,04587 | 104,875
2*3 296,25 | 46,5403 | 6,36545 | 0,0238 148,125

De acordo com a Figura A.4, observa-se que em maiores percentuais de acido e DQOp

ocorre um aumento na solubilizagdo da DQO, embora tais fatores ndo interajam entre si.

Gréfico de médias marginais
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Figura A.4 — Gréfico de médias marginais para DQOp x Acido.

De acordo com a Figura A.5, observa-se que em temperaturas e DQOp altas ocorre um
aumento na solubilizacdo da DQO, embora tais fatores ndo interajam entre si, conforme o

padréo apresentado na figura acima.
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Gréfico de médias marginais
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Figura A.5 — Grafico de médias marginais para DQOp x Temperatura.

Na Figura A.6 é possivel notar que em condigBes mais extremas de acido e
temperatura ocorre uma maior solubilizagdo da DQO e o cruzamento das retas permite
assumir uma interacéo entre os fatores. Soma-se a isso a observagao de que ocorre neste caso
uma maior inclinacdo da reta de maior percentual de &cido, mostrando que em associacdo a
elevadas temperaturas, tais fatores sdo capazes de promover um aumento mais rapido da

variavel resposta.
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Figura A.6 — Gréfico de médias marginais para Temperatura x Acido.
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ANEXO B
Anélise estatistica do Planejamento B

A Tabela B.1 apresenta a analise de variancia com todas as interacdes entre os fatores,
considerando todas as ordens, do planejamento B. Notou-se que a temperatura e a interagéo
dos fatores temperatura e acido e dos trés fatores ndo apresentaram significancia estatistica,
considerando um nivel de confianca de 95% (p-level < 0,05). O coeficiente de determinacéo
R? apresentou 0 valor de 0,99924 e o R? ajustado o valor de 0,99621. Pelos resultados,
definiu-se que o modelo seria capaz de descrever as variaveis analisadas. E o resultado da
curvatura sugere que a regiao estudada passa pela regido 6tima para tais fatores, corroborando
a idéia de que condi¢bes mais brandas possam vir a dar 6timos resultados na solubilizacao da
DQO.

Tabela B.1 — Andlise de variancia dos resultados do planejamento B.
ANOVA; R-sqr=0,99924; Ajustado: 0,99621

Fatores Quigrrgl?i ca ICIE t::?;agee Média Quadrética F p
Curvatura 58354,6 1 58354,6 726,046 | 0,001374
(1) DQOp (mg/L) 123256,1 1 123256,1 1534,309 | 0,000651
(2) Temperatura (°C) 666,1 1 666,1 8,292 0,102406
(3) Acido (%) 22155,1 1 22155,1 275,79 | 0,003606
1*2 17111 1 17111 21,3 0,043881
1*3 4851,1 1 4851,1 60,387 | 0,016159
2*3 435,1 1 435,1 5,416 0,145406
1*2*3 300,1 1 300,1 3,736 0,192953

Pure error 160,7 2 80,3
Soma Quadratica Total | 211890,2 10

A Tabela B.2 apresenta a andlise de varidncia apds a retirada das interacBes néao
estatisticamente significativas (Temperatura x Acido e DQOp x Temperatura x Acido) com
valor de p > 0,05. O coeficiente de determinacdo R? apresentou o valor de 0,99577 e o R®
ajustado foi de 0,98943. Os valores de R? ndo sofreram alteracdes significativas, indicando
que o modelo descrevia satisfatoriamente o comportamento das variaveis.

Outra analise que pode ser feita € através do teste F, ou seja, os valores do F calculado,
apresentados na Tabela B.2, devem ser comparados com o valor de F tabelado (4,26), de

acordo com o numero de experimentos e grau de liberdade adotado. A relevancia de um fator
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é constatada quando seu valor de F calculado for maior que o valor de F tabelado, o que se

verificou neste estudo.

Tabela B.2 — Analise de variancia dos resultados do planejamento B ap0s a retirada de termos ndo significativos.
ANOVA; R-sqr=0,99577; Ajustado: 0,98943

Fatores Quz?jrrg?ica ﬁ; br:?;aﬂz Média Quadrética F p

Curvatura 58354,6 1 58354,6 726,046 | 0,001374
(1) DQOp (mg/L) 123256,1 1 123256,1 1534,309 | 0,000651
(2) Temperatura (°C) 666,1 1 666,1 8,292 0,102406
(3) Acido (%) 22155,1 1 22155,1 275,79 | 0,003606
1*2 1711,1 1 1711,1 21,3 0,043881
1*3 4851,1 1 4851,1 60,387 | 0,016159
Lack of fit 735,3 2 367,6 4,576 0,179332

Pure error 160,7 2 80,3

Soma Quadratica Total | 211890,2 10

A fim de verificar a adequacdo do modelo aos dados experimentais, observou-se a
normalidade dos residuos. A Figura B.1 apresenta a probabilidade normal dos residuos,

permitindo definir como satisfatdria a adequacdo do modelo.

Probabilidade normal; Residuos brutos
2**(3-0) design; MS Pure Error=80,33333
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Figura B.1 — Probabilidade normal dos residuos.

Outro teste realizado no intuito de verificar a adequacdo do modelo é a
homogeneidade da variancia, que pode ser observada na Figura B.2. Os resultados sugerem

que a variancia apresenta uma distribuicdo totalmente homogénea.
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Valores observados vs. Valores residuais
2**(3-0) design; MS Pure Error=80,33333
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Figura B.2 — Valores Observados vs. Residuos.

A Figura B.3 apresenta um histograma, com analise quantitativa (Shapiro-Wilk,
Kolgomorov-Smirnov), para verificacdo do modelo através do teste da normalidade dos
residuos. Para que a distribuicdo seja considerada adequada, o valor de p deve ser maior que
0,05. Através da andlise do histograma, considerou-se que a distribuicdo dos residuos segue

um padrdo normal.

Histograma; residuos brutos
K-S d=,17474, p> .20; Lilliefors p> .20
Shapiro-Wilk W=,91999, p=,31859
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Figura B.3 — Histograma.



A Tabela B.3 ilustra os efeitos estimados, onde é possivel concluir que todos os fatores

e interagdes sdo estatisticamente significativos, com excecdo da interacdo 2*3 e 1*2*3.

Tabela B.3 — Efeitos Estimados.

Efeitos estimados; R-sqr=0,99577; Ajustado: 0,98943
Fatores Efeito | Pure Error t(2) p Coeficiente
Intersecédo 273,875 | 3,16886 86,427 | 0,000134 | 273,875
Curvatura -327,083 | 12,13581 | -26,9519 | 0,001374 | -163,542
(1) DQOp (mg/L) 248,25 6,33772 | 39,1703 | 0,000651 | 124,125
(2) Temperatura (°C) | -18,25 6,33772 -2,8796 | 0,102406 -9,125
(3) Acido (%) -105,25 | 6,33772 | -16,6069 | 0,003606 | -52,625
1*2 29,25 6,33772 4,6152 | 0,043881 14,625
1*3 49,25 6,33772 7,7709 | 0,016159 24,625

De acordo com a Figura B.4, observa-se que em altas concentracdes de DQOp
associadas a percentuais baixos de &cido ocorre uma maior solubilizacdo da DQO, embora 0s

fatores ndo interajam entre si.
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Figura B.4 — Grafico de médias marginais para DQOp x Acido

De acordo com a Figura B.5, observa-se que em concentracbes de DQOp altas, a
diferenca na solubilizacdo da DQO quando considerada a temperatura aplicada, € minima, o
que talvez justifiqgue uma reducdo de temperatura, visando minimizar os custos operacionais.

Além disso, nota-se que os fatores descritos anteriormente apresentam interacéo.
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A Figura B.6 demonstra que menores percentuais de acido associados a temperaturas

mais brandas resultam em uma maior solubilizacdo da DQO e que estes fatores apresentam

interacg&o.
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Figura B.6 — Grafico de médias marginais para Acido x Temperatura.
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ANEXO C

Analise estatistica do Planejamento C

Realizou-se uma andlise de varidncia com todas as interacBes entre os fatores,
considerando todas as ordens, de acordo com a Tabela C.1. Notou-se que somente a interacdo
1*2*3 ndo foi estatisticamente significativa, considerando um nivel de confianca de 95% (p-
level < 0,05). O coeficiente de determinacio R? apresentou o valor de 0,99949 e o R? ajustado
o valor de 0,99743. Tais resultados permitem definir que 0 modelo é capaz de descrever as
variaveis em questdo. O resultado da curvatura mostrou que a regido estudada passa pela

regido do 6timo para tais fatores.

Tabela C.1 — Andlise de variancia dos resultados do planejamento C.
ANOVA; R-sqr=0,99949; Ajustado: 0,99743

Fatores Quizrrgl?i ca ICIE t::xjsagee Média Quadratica F p
Curvatura 738294 1 738294 1941,175 | 0,000515
(1) DQOp (mg/L) 177310 1 177310 466,197 | 0,002138
(2) Temperatura (°C) 30628 1 30628 80,53 0,012191
(3) Base (m/v) 432915 1 432915 1138,252 | 0,000877
1*2 8001 1 8001 21,037 | 0,044394
1*3 53956 1 53956 141,865 | 0,006975
2*3 37675 1 37675 99,058 | 0,009945
1*2*3 210 1 210 0,552 0,534761

Pure error 761 2 380,3
Soma Quadratica Total | 1479750 10

A Tabela C.2 ilustra a analise de variancia ap6s a retirada da interacdo ndo
estatisticamente significativa (DQOp x Base x Temperatura), com valor de p > 0,05. O
coeficiente de determinacio R? apresentou o valor de 0,99934 e o R? ajustado foi de 0,99781.
Os valores de R? ndo sofreram alteracdes significativas, indicando que o modelo descreve
satisfatoriamente o comportamento das variaveis.

Outra analise que pode ser feita é através do teste F, ou seja, os valores do F calculado,
apresentados na Tabela C.2, devem ser comparados com o valor de F tabelado (4,26), de
acordo com o numero de experimentos e grau de liberdade adotado. A relevancia de um fator
é constatada quando seu valor de F calculado for maior que o valor de F tabelado, o que se

verificou neste estudo.
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Tabela C.2 — Analise de variancia dos resultados do planejamento C apds a retirada de termos nao significativos.
ANOVA; R-sqr=0,99934; Ajustado: 0,99781

Fatores Quigrrg?ica IC|; t:gﬁdsagee Média Quadratica F p

Curvatura 738294 1 738294 1941,175 | 0,000515
(1) DQOp (mg/L) 177310 1 177310 466,197 | 0,002138
(2) Temperatura (°C) 30628 1 30628 80,53 0,012191
(3) Base (m/v) 432915 1 432915 1138,252 | 0,000877
1*2 8001 1 8001 21,037 | 0,044394
1*3 53956 1 53956 141,865 | 0,006975
2*3 37675 1 37675 99,058 | 0,009945
Lack of fit 210 1 210 0,552 0,534761

Pure error 761 2 380,3

Soma Quadratica Total | 1479750 10

A Figura C.1 apresenta a probabilidade normal dos residuos, a fim de verificar a
adequacao do modelo aos dados experimentais. O alinhamento dos pontos préximos a curva,

permitiu definir a adequacdo do modelo como sendo satisfatoria.

Probabilidade Normal; Residuos brutos
2*%(3-0) design; MS Pure Error=380,3333
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Figura C.1 — Probabilidade normal dos residuos.

Na Figura C.2 é possivel observar a distribuicio homogénea dos pontos, 0 que
representa a homogeneidade da variancia, indicando a adequagdo do modelo. Os resultados

sugerem que a variancia apresenta uma distribuigcdo totalmente homogénea.
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Observados vs. Valores Residuais
2**(3-0) design; MS Pure Error=380,3333
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Figura C.2 — Valores Observados vs. Residuos.

A Figura C.3 apresenta um histograma, com analise quantitativa (Shapiro-Wilk,
Kolgomorov-Smirnov), para verificacdo do modelo através do teste da normalidade dos
residuos. Para que a distribuicdo seja considerada adequada, o valor de p deve ser maior que
0,05. Através da analise do histograma, considerou-se que a distribuicdo dos residuos segue

um padrdo normal.

Histograma: Residuos: Residuos brutos
K-S d=,21057, p> .20; Lilliefors p<,20
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Figura C.3 — Histograma.



127

A Tabela C.3 apresenta os efeitos estimados, onde é possivel concluir que todos os
fatores e interagdes sdo estatisticamente significativos. Além disso, nota-se que somente a

curvatura e a interacdo DQOp x Temperatura apresentam efeito negativo.

Tabela C.3 — Efeitos Estimados.
Efeitos estimados; R-sqr=0,99934; Ajustado: 0,99781

Fatores Efeito | Pure Error t(2) p Coeficiente
Intersecdo 232,38 6,89505 | 33,7017 | 0,000879 | 232,375
Curvatura -1163,42 | 26,40602 | -44,0588 | 0,000515 | -581,708

(1) DQOp (mg/L) | 297,75 | 13,79009 | 21,5916 | 0,002138 | 148,875
(2) Temperatura (°C) | 123,75 | 13,79009 | 8,9738 | 0,012191 | 61,875

(3) Base (m/v) 465,25 | 13,79009 | 33,738 | 0,000877 | 232,625
1*2 -63,25 13,79009 | -4,5866 | 0,044394 -31,625
1*3 164,25 | 13,79009 | 11,9107 | 0,006975 82,125
2*3 137,25 | 13,79009 | 9,9528 | 0,009945 68,625

De acordo com a Figura C.4, observa-se que a associacdo de concentracdes elevadas
de DQOp e Base resulta em valores significativamente superiores, quando comparados as

condig¢Bes mais brandas, embora os fatores ndo interajam entre si.
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Figura C.4 - Grafico de médias marginais para DQOp x Base

Observa-se na Figura C.5 que, para os fatores DQOp e Temperatura, a interagdo nao

ocorre de forma explicita, embora haja uma maior proximidade entre os mesmos. Neste caso,
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a concentracdo de DQOp é a maior contribuinte para um melhor resultado, uma vez que os

valores de temperatura utilizados néo apresentam uma diferenca significativa.
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Figura C.5 — Gréfico de médias marginais para DQOp x Temperatura.

A Figura C.6 ilustra a interacéo existente entre os fatores Base e Temperatura, assim

como o fato dos melhores resultados serem obtidos em concentracdes mais elevadas de base

associadas a temperaturas mais altas.
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Figura C.6 — Grafico de médias marginais para Base x Temperatura.
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ANEXO D
Anélise estatistica do Planejamento D

A Tabela D.1 ilustra a analise de variancia com todas as interacdes entre os fatores,
considerando todas as ordens. Verificou-se que nenhum fator e interacdo apresentaram
significancia estatistica, considerando um nivel de confianca de 95% (p-level < 0,05). O
coeficiente de determinacdo R? apresentou o valor de 0,89281 e o R? ajustado o valor de

0,64269. Assim, definiu-se que o modelo néo é capaz de descrever as variaveis analisadas.

Tabela D.1 — Analise de variancia dos resultados do planejamento D com 16 h.
ANOVA; R-sqr=0,89281; Ajustado: 0,64269

Fatores Quigr:;?i ca Icf t::?;agee Média Quadratica F p

Curvatura 331500,1 1 331500,1 12,87162 | 0,069669
(1) DQOp (mg/L) 184528,1 1 184528,1 7,16494 | 0,115818
(2) Temperatura (°C) | 33670,1 1 33670,1 1,30736 | 0,371281
(3) Base (m/v) 105570,1 1 105570,1 4,09912 | 0,180193
1*2 25200,1 1 25200,1 0,97848 | 0,426836
1*3 13530,1 1 13530,1 0,52535 | 0,543895
2*3 528,1 1 528,1 0,02051 | 0,899257
Lack of fit 31878,1 1 31878,1 1,23778 | 0,381702

Pure error 51508,7 2 25754,3

Soma Quadratica Total | 777913,6 10

No intuito de averiguar se a eficiéncia da hidrolise alcalina para condi¢cdes mais
brandas estaria associada ao tempo de reacdo, um novo planejamento foi realizado alterando-
se 0 tempo de reacdo para 24 h. O resultado da analise de variancia do novo planejamento

pode ser observado na Tabela D.2.
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Tabela D.2 — Analise de variancia dos resultados do planejamento D com 24 h.

ANOVA; R-sqr=0,97793; Ajustado: 0,88965

Fatores Quigrrg?ica Ici;brgﬁdsa?ji Média Quadrética F p
Curvatura 106682,8 1 106682,8 46,16303 |0,020983
(1) DQOp (mg/L) 40755,1 1 40755,1 17,63528 | 0,052296
(2) Temperatura (°C) 8911,1 1 8911,1 3,85596 | 0,18854
(3) Base (m/v) 1225,1 1 1225,1 0,53013 | 0,54226
1*2 2278,1 1 2278,1 0,98577 |0,425407
1*3 9453,1 1 9453,1 4,09049 |0,180476
2*3 8001,1 1 8001,1 3,46219 |0,203855
1*2*3 27495,1 1 27495,1 11,8975 |0,074749
Pure error 4622 2 2311
Soma Quadratica Total | 209423,6 10

Observa-se novamente que nenhum dos fatores, assim como suas interacgdes,
demonstram significancia estatistica. O coeficiente de determinacéo R? apresentou o valor de
0,97793 e 0 R? ajustado o valor de 0,88965. Desta forma, conclui-se que embora 0s
parametros analisados ndo se apresentem significativos, o modelo é capaz de descrever as
variaveis analisadas. Além disso, a curvatura neste caso foi estatisticamente significativa, o
gue sugere que se esteja trabalhando em condi¢bes proximas a regido mais favoravel para o

processo.
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HIGHLIGHTS

A hidrolise disponibiliza uma maior quantidade de substrato para 0s micro-
organismos, com melhores resultados quando se combinam altas temperaturas e altas
porcentagens de acido. A taxa inicial de producdo de biogds foi maior nos
experimentos com biomassa hidrolisada. No entanto, ap6s a digestdo deste material
solubilizado, a producdo de biogas estabilizava, provavelmente devido a alguma
limitacdo nutricional.

Keywords
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MAIN TEXT

Recentemente diversas pesquisas tém investigado o potencial das microalgas para o sequestro
de CO;, e geracdo de biocombustiveis. Para a implementacdo destes estudos em escala
industrial deve-se prever o gerenciamento da biomassa residual. Neste cenario, o tratamento
anaerdbio surge como uma tecnologia promissora para a gestdo do residuo, visando o setor
econdmico e energético (EHIMEN et al., 2009; SIALVE et al., 2009; HARUN et al., 2010;
YANG et al., 2010; 2011).

A suspensdo de algas, do género Isochrysis, foi oriunda de fotobiorreator em escala piloto,
sendo caracterizada em termos de: pH (7.4), total COD (3564 mg/L), soluble COD (620
mg/L), BODs (686 mg/L), Volatile total solids (11112 mg/L), Fixed total solids (34011
mg/L), TOC (890 mg/L), Total nitrogen (205 mg/L) and Phosphate (2,6 mg/L), de acordo
com procedimentos padrdo (APHA, 2005). A elevada concentragdo de matéria orgénica na
forma particulada e a razdo COD/BODs indicam a necessidade de uma etapa de hidrdlise.

O lodo anaerébio empregado nos ensaios de biodegradabilidade era oriundo de um reator
UASB em operacdo em industria de abate de aves. Este lodo se apresentava na forma granular
e adaptado a 30°C, sendo caracterizado em termos de VSS (15.330 mg/L) e armazenado a 4°C
ate sua utilizacéo.

Um planejamento estatistico fatorial de ordem 2° foi realizado para investigar qual a melhor
condicdo de hidrdlise acida e térmica combinadas, empregando como varidveis a



concentracdo de DQO particulada (1500, 3000, 4500 mg/L), temperatura (50, 100 e 150°C) e
a concentracgdo de &cido sulfurico (0, 0.5 e 1.0 % v/v). O tempo de hidrolise foi mantido em 2
h, conforme resultados de testes preliminares. A hidrolise da biomassa foi avaliada através do
aumento da DQO solivel (DQOs) e os resultados obtidos analisados com o programa
Statistica 7.0. Verificou-se que diversos fatores e suas interacGes foram estatisticamente
significativos (p<0,05) e que melhores resultados foram atingidos quando se combinou altas
temperaturas e altas porcentagens de acido (Figura 1).

Com base nos resultados do planejamento experimental, foram selecionadas trés condigcOes
que apresentaram melhores resultados na etapa de hidrélise: 150°C/1% ac. (C1), 100°C/1%
ac. (C2) e 100°C/0,5% ac. (C3) para os ensaios de biodegradabilidade anaerdbia da biomassa
juntamente com o Controle (sem hidrélise). Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia foram
conduzidos em triplicata a 30°C por 12 dias, utilizando-se frascos tipo penicilina de 100 mL
com 10 mL de headspace, vedados com batoques de borracha e selos de aluminio. O lodo
inoculado respeitou a relagdo DQO inicial: SSV do lodo de 1:1. O pH dos efluentes foi
ajustado para 7,0 = 0,3 antes da mistura com o lodo. Ndo houve necessidade de
suplementacdo de fdésforo e nitrogénio, considerando-se a relagdo COD:N:P 350:5:1. A
producdo de biogas foi quantificada através do deslocamento do émbolo de seringas e sua
andlise qualitativa foi realizada por cromatografia gasosa em equipamento Micro GC Varian.
Os resultados de producdo de biogas ao longo do tempo séo apresentados na Figura 2.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: 120' Fitted Surface; Variable: 120
2**(3-0) design; M S Pure Error=4332, 2**(3-0) design; MS Pure Error=4332,
DV: 120 DV: 120'
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Figure 1. Diagrama de Pareto e superficie de resposta.

o

== Contro
|

——C1

= R MW
v o owu

Biogas volume (mL)
=
o

o wu

9
0

1 2 3 4 5Tim6e{D7ays}8 9 10 11 12 13

Figure 2. Monitoramento da producéo de biogas.

Ao contrério do esperado, a condi¢do Controle apresentou maior volume de biogas (34,2 mL)
e percentual de metano (69%) que as condi¢des com hidrélise (4,9 — 20,0 mL, 8-20%). No
entanto, a taxa inicial de producdo de biogas foi maior nos experimentos com biomassa
hidrolisada (10-17 mL/d) que no Controle (6 mL/d), indicando que a hidrolise disponibiliza



uma quantidade maior de substrato para assimilacdo pelos micro-organismos (DQOs de 1034
e 541 mg/L para C1 e C2) que no Controle (DQOs de 303 mg/L). Apés a digestdo deste
material solubilizado, a producdo de biogas estabilizava, provavelmente devido a alguma
limitag&o nutricional. Mais estudos estdo sendo conduzidos no intuito de otimizar a etapa de
hidrolise de forma a se obter uma melhor producéo de metano apos condi¢cGes mais brandas
de hidrdlise. Estdo sendo avaliadas a hidrolise térmica/alcalina e a hidrdlise térmica/acida com
tempos maiores.
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