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RESUMO
Uma das questdes importantes da digestdo anaerobia do residuo de microalgas € a
influéncia do pré-tratamento no rendimento de metano sendo que o processo de
extracdo pode ser considerado um pré-tratamento. Visando avaliar o processo de
digestédo anaerodbia de microalgas da espécie Nannochloropsis sp. antes da extracao
de lipidios (NB) e residuos dessa espécie apos processo de transesterificacdo (RTN)
e de Chaetoceros muelleri apos processo de transesterificacdo (RTCM) foram
realizados testes para determinacdo do potencial bioquimico de metano. Além disso,
a biomassa da extracdo de lipidios de Nannochloropsis sp utilizando hexano
(RENH), a biomassa de NB, RTN e RTCM foram caracterizadas e o potencial tedrico
de metano determinado. As amostras de NB, RTN, RTCM e RENH apresentaram
baixos valores de soélidos volateis e da relacdo C/N. Ademais, as amostras de
Nannochloropsis sp apresentaram pH alcalino. Dessa forma, as amostras estudadas
apresentam caracteristicas que ndo sdo as ideais para utilizagdo como unico
substrato para digestdo anaerdbia. O pH alcalino das amostras de Nannochloropsis
sp, bem como a baixa relacdo C/N das amostras de Nannochloropsis sp e
Chaetoceros muelleri e/ou falhas no aparato experimental podem ter sido fatores
gue provocaram a auséncia de leitura de producéo de biogas nos testes. O potencial
tedrico de metano estimado para a NB, RENH, RTN, RTCM foi de 208; 257; 155 e
269 mL CH,g'SV, respectivamente. Esses valores sdo préximos a média do
rendimento de metano das pesquisas registradas na literatura (262 mL CH,g'SV).
O efluente da digestdo anaerdbia das biomassas estudadas foi avaliado quanto a
demanda quimica de oxigénio, nitrogénio amoniacal total e pH. Apenas o ultimo
parametro mostrou valores dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo para
lancamento de efluentes. Em trabalhos futuros devem ser utilizados controles
positivos além dos controles negativos nos testes para determinacdo do potencial
bioguimico de metano. Ademais, testes com outras espécies e métodos de extracdo

podem ser realizados.

Palavras-chave: Microalgas, digestédo anaerébia, potencial tedrico de metano



ABSTRACT
. One of the important issues in the anaerobic digestion of waste microalgae is the
influence of pre-treatment on the yield of methane as the extraction process can be
considered a pretreatment. To evaluate the process of anaerobic digestion of
microalgae species Nannochloropsis sp. before extraction of lipids (NB) and waste
Nannochloropsis sp. after transesterification process (RTN) and Chaetoceros
muelleri after transesterification process (RTCM) tests to determine the biochemical
methane potential were performed. Moreover, lipid removed microalgal residue of
from Nannochloropsis sp using hexane (RENH), NB, RTN and RTCM were
characterized and theoretical potential methane determined. Samples of NB, RTN,
RTCM and RENH showed low levels of volatile solids and C/N ratio. In addition, the
Nannochloropsis sp samples showed an alkaline pH. Thus, the samples studied
have characteristics that are not ideal for use as the only substrate for anaerobic
digestion. The alkaline pH of the Nannochloropsis sp samples, and low C/N ratio of
the Nannochloropsis sp and C. muelleri samples and/or failures in the experimental
equipment may have been factors that caused the lack of reading of biogas in
production tests. The theoretical potential of methane ships for NB, RENH, RTN, and
RTCM was 208; 257; 155 and 269 mLCH,g'VS, respectively. These values are
close to the average yield of methane from research reported in the literature (262
mLCH4.g'VS). The effluent from the anaerobic digestion of studied biomass was
evaluated for chemical oxygen demand, the total ammonia nitrogen and pH. Only the
last parameter showed values within the limits established by law for effluent
discharge. In future researches positive controls should be used in addition to the
negative controls in tests for determination of biochemical methane potential.

Furthermore, tests with other species and methods of extraction can be realized.

Key-words: Microalgae, Anaerobic digestion, Theoretical potential of methane
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1. INTRODUCAO

Segundo dados do ano de 2012, o Brasil est4 entre os cinco maiores produtores de
biodiesel no mundo e é o segundo maior produtor de etanol, atras somente dos
Estados Unidos (REN21, 2013). Entretanto, para alcancar esse posto, grandes
areas de terra sdo utilizadas para producdo de matéria-prima para 0S
biocombustiveis. Além disso, no Brasil a base dos biocombustiveis esta em culturas
gue podem ser utilizadas para a alimentacdo, como a cana-de-agucar. Dessa forma,
a utilizacdo dessas matérias-primas tem um duplo efeito negativo: utilizacdo de
grandes extensdes de terras e competicdo com o fornecimento de alimentos, o que
pode gerar 0 aumento no preco desses Ultimos.

Uma alternativa para esse cenério € a utilizacdo da biomassa de microalgas para a
producao de biocombustiveis. Além de nao utilizar terras araveis, algumas espécies
de microalgas possuem elevado rendimento gerando 30 vezes mais energia por
hectare do que as culturas terrestres (ANTUNES; SILVA, 2010) e menor demanda
de agua (POSTEN e SCHAUB, 2009). Na Alemanha, em sistemas de alta
produtividade, ja sdo produzidas 100 toneladas de biomassa microalgal por hectare
ao ano (peso seco) (SCHULZE STEINMANN, 2011 apud SCHWEDE, 2013b). A
produtividade da biomassa microalgal € maior que o quintuplo da producéo anual de
milho (SCHWEDE, 2013b).

O uso de microalgas para a producao de biodiesel vem sendo discutido
extensivamente na literatura e € objeto de pesquisas em todo 0 mundo nas quais
bilhdes de ddlares vém sendo investidos (EHIMEN et al, 2011; BENEMANN et al,
2012). Porém, em fungdo da alta demanda de nutrientes como o nitrogénio e o
fosforo para o cultivo, o descarte da biomassa residual do processo de producgéo de
biodiesel pode causar impactos ecoldgicos e econdémicos negativos (SIALVE et al,
2009). A recuperacdo desses nutrientes € um dos pontos-chave para a
sustentabilidade da producdo de biodiesel baseado nas microalgas (ter VELD,
2012).

Além disso, analises do balango energético e econbmico mostram que sistemas de
producao utilizando microalgas que ndo gerem residuos como co-produtos para uso
posterior podem ser menos vantajosos. Os métodos atuais para producédo de
biodiesel de microalgas produzem em torno de 60-70% de residuos (WARD et al,
2014). Estima-se que para cada litro de biodiesel produzido a partir de microalgas

seriam gerados aproximadamente 2,4 kg de residuo de microalgas. O valor do
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residuo da microalga pos-extracéo foi estimado por meio do método de precificagédo
hedbnica, que utiliza informacdes sobre as aquisicdes reais do consumidor para
determinar o valor dos atributos especificos de um produto, entre U$ 100 e U$ 225
por tonelada para o periodo entre 2006-2010 (BESANKO et al, 2010; BRYANT et al,
2012).

Portanto, ap0s a utilizacdo da biomassa de microalgas para a producéo de biodiesel,
os residuos ainda devem ser utilizados como fertilizantes, para producdo de
maltodextrina (complemento alimentar e agente ligante na industria farmacéutica),
apos tratamento enzimatico, podem retornar ao sistema de cultivo como fonte de
carbono e nitrogénio, fonte de proteinas na dieta de ruminantes, e para producéo de
biogas por meio da digestdo anaerdbia (ZHENG et al, 2012; LAM et al, 2014;
LODGE-IVEY et al, 2014). Essa ultima alternativa mostra-se a mais importante, ja
gue a extracdo de energia da biomassa residual pode servir como uma forma de
maximizar a producédo de energia obtida por meio das microalgas e reduzir o custo
total dos processos e residuos (EHIMEN et al, 2009; GAO et al, 2012; ZHU, 2014a).
O aumento do interesse pela digestdo anaerObia esta relacionado com sua
habilidade para tratar e converter uma ampla gama de residuos organicos em
energia (SIALVE et al, 2009). “No futuro a digestdo anaerbébia serd uma das
principais formas de tratamento e valorizacdo de residuos sélidos, ja que ela reduz a
guantidade de residuos e leva a produgdo de metano” (LESTEUR et al, 2010). Um
dos desafios apontados pelos autores para a concretizacdo dessa previsdo sera,
justamente, determinar o potencial de producdo de metano dos materiais a serem
processados.

Devido a sua importancia para a viabilidade econbmica e ambiental dos
biocombustiveis de microalgas, ha um nuamero crescente de investigacdes
experimentais sobre a producao de CH, utilizando biomassa residual de microalgas
pés-extracdo dos lipidios (EHIMEN et al, 2009, 2011; YANG et al, 2011; PARK & Li,
2012; PARK, J. et al, 2012; ZHAO et al 2012; SURESH et al, 2013; KEYMER et al,
2013; ALZATE et al, 2014; KINNUNEN et al, 2014; RAMOS-SUAREZ &
CARRERAS, 2014; ZHAO et al, 2014).

A relacdo entre microalgas e biocombustiveis tem uma previsdo promissora.
Contudo, uma tecnologia totalmente competitiva para essa producao ainda nao deve
estar totalmente disponivel até 2020, pois, alguns aspectos importantes como

aumento da produtividade, requerem o desenvolvimento de novos aparatos
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(MALCATA et al, 2011). As principais dificuldades técnicas enfrentadas na digestéao
anaerobia da biomassa de microalgas sdo: a selecdo do tempo de retencdo
adequado, a carga organica e os métodos de pré-tratamento (DeBOWSKI et al,
2013).

Pesquisadores avaliaram diversos parametros da digestdo anaerdbia de microalgas
pés-transesterificacdo e verificaram que o periodo de detencdo hidraulica foi a
variavel mais significativa na producédo de metano com periodos maiores que cinco
dias correspondendo a recuperacdo de mais energia. A producdo de metano foi
também melhorada através de uma reducéo nas taxas de carregamento (EHIMEN et
al, 2011).

O rendimento da producdo de metano é dependente das caracteristicas da espécie
de microalga utilizada como substrato. O conhecimento da complexidade de cada
espécie como substrato ou co-substrato para a digestdo anaerbbia sera
extremamente benéfico para esse processo e permitira a otimizacdo do rendimento
(WARD et al, 2014). Ademais, “a caracterizagdao da biomassa é uma forma de
conhecer seu potencial de digestdo e obtencédo de determinados produtos visando
obter um aproveitamento mais eficiente em suas mais diversas aplicagdes (...)”
(BORGES, 2010).

Nesse sentido, 0 presente trabalho visa contribuir na area da pesquisa referente as
microalgas e seus residuos como substratos para digestdo anaerdbia por meio da
caracterizacdo da espécie Nannochloropsis sp. sem extracdo de lipidios e dos
residuos da extragdo utilizando hexano e ap0s sua transesterificacdo, assim como
da espécie Chaetoceros muelleri. Ademais, o0 processo de digestdo desses

substratos sera avaliado bem como os produtos gerados.



18

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o processo de digestao anaerébia de microalgas da espécie Nannochloropsis
sp. antes e apés extracdo de lipidios e residuos de Nannochloropsis sp e

Chaetoceros muelleri apos o processo de transesterificagao.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar a biomassa de microalgas da espécie Nannochloropsis sp. antes e
apos extragdo de lipidios, e dos residuos de Nannochloropsis sp e Chaetoceros
muelleri apos processo de transesterificacao.

Quantificar diretamente a producéo de gas metano.

Quantificar indiretamente a producdo de gas metano por meio de estimativas
baseadas na caracterizacao das biomassas estudadas.

Avaliar o efluente do processo de digestdo anaerdbia das biomassas estudadas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Utilizac&o de microalgas para producéo de biocombustiveis

As algas formam um grupo polifilético, ou seja, no qual as espécies apresentam
caracteristicas em comum, mas origens diferentes. As algas séo classificadas em 11
divisdes, sendo duas procariéticas (Cyanobacteria e Prochlorophyta) e nove divisbes
eucaridticas  (Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta, Haptophyta,
Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta and Chlorophyta)
(GRAHAM e WILCOX, 2000 apud RATHA e PRASANNA, 2012).

Microalgas € um termo que se refere as algas microscépicas (eucariotas) e as
cianobactérias, bactérias fotossintetizantes (procariotas) (RICHMOND, 2004). Elas
estdo presentes em Varios ambientes, sob um amplo espectro de temperatura, pH e
disponibilidade de nutrientes (MENG et al., 2009 apud GONZALEZ-DELGADO;
KAFAROV, 2011). Séo classificadas de acordo com alguns parametros como:
pigmentacao, ciclo de vida, morfologia e estrutura celular (GONZALEZ-DELGADO;
KAFAROQV, 2011). Quantitativamente, 0s grupos mais importantes de microalgas séao
as diatoméaceas (Bacillariophyceae), as algas verdes (Chlorophyceae) e as algas
douradas (Chrysophyceae) (DEMIRBAS, A., 2010).

Como organismos fotossintetizantes, elas sdo capazes de converter a energia solar,
agua e dioxido de carbono em biomassa. Muitas espécies tem alta produtividade,
podem acumular mais de 60% de lipidios em peso seco e podem produzir uma
grande variedade de metabdlitos (DEMIRBAS, M., 2011).

Para producdo de grande quantidade de biomassa de microalgas podem ser
utilizados sistemas abertos ou fechados de cultivo. Os sistemas abertos sédo a forma
mais antiga e mais simples de cultivo de microalgas (DEMIRBAS, M., 2011).
Consistem em tanques abertos e com pouca profundidade (15-35 cm), para que a
luz solar seja difundida no meio. Para promover a circulacdo da biomassa de forma
a evitar a sedimentacdo dessa, um rotor de pas circula pelo tanque. O aspecto
negativo deste tipo de sistema € o menor controle sobre contaminacdes por outros
microrganismos (VARFOLOMEEV; WASSERMAN, 2011). Ja os sistemas fechados
consistem em tubos paralelos ou placas planas feitas de plastico transparente ou
vidro, chamados de fotobiorreatores, no qual o meio de crescimento das microalgas
é mantido em movimento (VARFOLOMEEV e WASSERMAN, 2011). Os sistemas
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fechados permitem maior controle de parametros como luminosidade, pH,
temperatura, gases e maior rendimento de biomassa. Entretanto, os custos de
implantacdo e manutencéo sao mais altos (DEMIRBAS, M., 2011).

Esses cultivos de microalgas tém como objetivo a producdo de biomassa cujos
componentes possuem uma ampla variedade de aplicagbes incluindo desde
produtos alimenticios, cosmeéticos, medicinais de alto valor no mercado mundial e
para geracdo de biocombustiveis. Desses compostos, 0s que mais se destacam
comercialmente sdo o0s relacionados aos acidos graxos poliinsaturados,
carotenoides, ficobilinas, vitaminas, esterois, antioxidantes e diversos compostos
bioativos naturais (DERNER et al, 2006; MATA et al, 2010; VARFOLOMEEYV;
WASSERMAN, 2011; YEN et al, 2013).

A respeito da utilizacdo para producdo de biocombustiveis, as pesquisas,
inicialmente propostas na década de 1950, receberam maior incentivo com a crise
do petréleo na década de 1970 e com o maior conhecimento sobre a bioquimica das
microalgas, nas décadas de 1980 e 1990. Os resultados indicam a biomassa de
microalgas como uma fonte promissora de energia e varios paises estao disputando
a lideranca no desenvolvimento de uma tecnologia eficaz e economicamente viavel
para este fim (RATHA e PRASANNA, 2012).

O termo biocombustivel é utilizado para combustiveis nos estados solido, liquido ou
gasoso que sdo predominantemente produzidos a partir de matérias-primas
biorrenovaveis (DEMIRBAS, 2009). Eles podem ser classificados como primarios e
secundarios.

Biocombustiveis primarios referem-se a biomassa que pode ser utilizada sem
nenhum tipo de tratamento, principalmente para cozinhar, aquecimento e producao
de energia elétrica, como, por exemplo, a lenha. Ja os biocombustiveis secundarios
sdo aqueles que devem passar por algum processamento para que possam ser
utilizados na producédo de energia, por exemplo, a cana-de-agUcar para gerar etanol.
Esses por sua vez, a depender da matéria-prima e da tecnologia utilizada para sua
producdo podem ser divididos em biocombustiveis secundarios de primeira,
segunda ou terceira geracdo (NIGAN e SINGH, 2011). Os primeiros utilizam
espécies vegetais que também podem ser usados na alimentagdo, como a soja,

cana-de-agucar e o milho. Os de segunda geracao tém origem biologica, mas nao
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sdo utilizados na alimentacdo, por exemplo, mamona. Os de terceira geracéo
referem-se aqueles que tém como base as algas (ANTUNES; SILVA; 2010).

A utilizacdo das microalgas como matéria-prima de biocombustiveis apresenta os
seguintes aspectos positivos: elas sao faceis de cultivar; possuem altas taxas de
crescimento, sua producéo nao gera impacto no preco dos alimentos, pressao sobre
terras araveis e destruicdo de florestas devido a expansao da fronteira agricola, pois
os cultivos podem ser feitos em regides nao férteis, como os desertos; podem ser
cultivadas em agua doce ou salobra, e ainda em efluentes domésticos e industriais
utilizando contaminantes como nutrientes, podem reduzir as taxas de CO, emitido,
pois o cultivo delas pode ser integrado as industrias que liberam este géas; os
biocombustiveis gerados ndo possuem enxofre e sdo altamente biodegradaveis
(AMIN, 2009; MATA et al, 2010; GONZALEZ-DELGADO; KAFAROV, 2011; RATHA;
PASANNA, 2012).

A alta produtividade de 6leo nas microalgas tem grande destague nas pesquisas.
Numa area equivalente a um hectare, as microalgas podem produzir de 10-100
vezes mais 0leo que outras culturas utilizadas na producao de biodiesel. Além disso,
0s seus ciclos de cultura sdo menores, variando de 3 a 5 dias, enquanto nas outras

culturas podem alcancar de trés meses a trés anos (DEMIRBAS, M., 2011).

Por outro lado, os aspectos negativos s&o: os altos custos para producdo das
microalgas em grande quantidade e transformacdo em biocombustiveis, altas
guantidades de agua doce requeridas para cultivo e elevada acidez do 6leo das
microalgas em compara¢do com outras matérias-primas de biocombustiveis (MATA
et al, 2010; GONZALEZ-DELGADO;KAFAROV, 2011).

Como os aspectos positivos superam 0s negativos, em funcdo da necessidade de
buscar alternativas aos combustiveis de origem féssil e de diversificacdo da matriz
energética, com énfase nas fontes renovaveis, ha um movimento mundial em torno
das pesquisas com microalgas. Nesse sentido, nos Ultimos anos, muitos paises tém
investido em programas de pesquisa e desenvolvimento para que 0s custos dos
biocombustiveis gerados a partir de microalgas diminuam e, assim saiam da escala
laboratorial e se tornem uma realidade comercial. Os investimentos sdo de origem
privada e publica. Nos Estados Unidos, Israel, Austrélia, Reino Unido, Canada,
Portugal, Espanha, Holanda e Nova Zelandia algumas empresas ja investiram em

programas-piloto para cultivo de algas e geracdo de produtos como o biodiesel
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(BRASIL, 2010; NIGAN e SINGH, 2011; STOKSTAD, 2012; RATHA e PASANNA,
2012). No ano de 2008, foram listadas 37 companhias que estavam explorando as
algas como fonte de combustivel (TORREY, 2008 apud MATA et al, 2010).

O Brasil é um dos poucos paises no mundo com potencial para substituir as
energias fosseis por energias renovaveis (BORGES, 2010). No ano de 2010, a
segunda fonte de energia no Brasil era proveniente da biomassa e um ano depois 0
pais era o segundo em capacidade de energia de biomassa em um ranking mundial
(REN21, 2012). Entretanto, esse dado refere-se, majoritariamente, a biomassa com
origem na cana-de-agUcar, ou seja, um biocombustivel de primeira geracdo que
apresenta alguns aspectos negativos que levam a criticas de o quao sustentavel é
esse tipo de matéria-prima.

Para que essa fonte de energia utilize matérias-primas mais sustentaveis, no caso
as microalgas, no Brasil, projetos estdo sendo desenvolvidos em vérias regides do
pais. Neste sentido, em 2008, o governo federal lancou o edital MCT/CNPq/SEAP-
PR n° 26/2008 para apoiar a producdo de biodiesel a partir de microalgas. Foram
selecionados 11 grupos na area, dois da Universidade Federal do Rio Grande
(UFRGS), Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Universidade Federal do Parand (UFPR), Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCAR), Universidade Federal de Goias (UFG) e dois na Universidade Federal da
Bahia (UFBA), com experiéncia cientifica na area, sendo disponibilizado um total de
R$ 25.271.518,71 (BRASIL, 2010).

A presente pesquisa esta inserida nos objetivos do projeto “Processo de produgéao
de biodiesel por transesterificacdo subcritica via rota etilica de 6leos de microalgas e
gorduras de origem animal com reaproveitamento de subprodutos” aprovado pelo
edital MCT/CNPg/FNDCT 03/2010 - Linha de Pesquisa 1: Cadeia de Producéo e
Uso de Biodiesel e realizado pelo Laboratério de Bioenergia e Catélise
(LABEC/Escola Politécnica/UFBA).

Outras pesquisas estdo sendo realizadas com investimento estatal, porém nao
relacionadas ao referido edital. Um exemplo € o cultivo das microalgas na vinhaca
da cana-de-acucar (residuo gerado pelas usinas de alcool) gerando um duplo
beneficio: a biorremediacdo da vinhacga, por meio da reducéo da carga de nutrientes,

ja que eles serdo utilizados pelas as algas, e utilizacdo da biomassa dessas para
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producéo de energia (HENRARD et al, s.d.). No ano de 2010, a empresa Algae
Biotecnologia/Biolatina e a Universidade Federal de S&o Carlos assinaram um
contrato de cooperacao tecnoldgica para desenvolvimento de pesquisas com foco
na geracdo de biocombustiveis a partir de microalgas e da vinhaca. Essa pesquisa é
financiada pelo Banco Nacional de Desenvolvimento Econémico e Social (BNDES),
do Fundo de Tecnologia (Funtec), para ser realizado com a UFSCar, no valor de R$
3,2 milhdes, em trés anos (OLIVEIRA, 2011).

No cenério internacional tem destaque a constru¢cdo de um prédio residencial de
guatro andares com 15 apartamentos cuja fachada é composta por 129
fotobiorreatores (200 m?). O projeto é o primeiro no mundo a demonstrar uma

fachada bioativa em grande escala (Figura 01).

Figura 01. Prédio em Hamburgo cuja fachada é formada por fotobiorreatores

B

g T . 2 :
2013. Foto: IBA-Hamburg

Fonte: SIMET,
Além da funcao basica de isolamento do prédio de som, calor e frio, a fachada com
os fotobiorreatores produz calor e biomassa para abastecer o prédio com energia de
fontes renovaveis. O edificio foi desenvolvido pelo consorcio da Colt International,
ARUP GmbH e SSC GmbH, durante trés anos, com base na patente de um
biorreator desenvolvido pela ultima. Ele foi finalizado em abril de 2013 e fez parte da
Exposicao Internacional de Edificios em Hamburgo. Apds quase um ano, o sistema
alcancou uma eficiéncia de conversdo (quantidade de luz que atinge a fachada e é
convertida em energia) de 10% para biogas e 48% para calor, 58% no total (ZHANG,
2014).
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A instalacdo mais avancada para producdo de combustiveis a base de microalgas
esta localizada nos Estados Unidos. Em 2012, entrou em operacdo a primeira fase
da primeira demonstracdo em escala comercial de uma biorrefinaria de microalgas,
implantada no estado americano do Novo México pela companhia Sapphire Energy.
A primeira fase iniciou com a inoculagcdo das lagoas de cultivo, a realizacdo das
operacbes de cultivo, colheita e extracdo em processo continuo e testes
experimentais. A area de cultivo é composta por algumas das maiores lagoas de
algas ja construidas com agrupamentos de 4.451 m? e 8.903 m? com 200 m de
comprimento (Figura 02). Tao logo as tecnologias e economia de escala sejam
alcancadas na biorrefinaria, a Sapphire Energy pretende produzir 5.000 barris de
petréleo verde bruto por dia, em 2018. A biomassa residual sera utilizada como
nutriente nas lagoas de cultivo de microalgas diminuindo, assim, os requisitos de
fertilizantes e a pegada de carbono (SAPPHIRE ENERGY, 2012).

Figura 02.Biorrefinaria integrada de microalgas

Fonte: Sapphire Energy, s. d.

3.1.1 Biorrefinarias

Diversos pesquisadores afirmam que para alcancar uma producdo economicamente
vidvel de microalgas para biocombustiveis € necesséario explorar o completo
potencial de produtos comerciais derivados da biomassa de microalgas por meio de
uma infraestrutura de biorrefinarias (SIALVE, 2009; WIJFFELS E BARBOSA, 2010;
PIRES et al, 2012; RAWAT et al, 2013, YEN et al, 2013, ZHU et al, 2014b).

O termo biorrefinaria faz parte da literatura cientifica desde 2001, mas sua
importancia e uso no meio cientifico aumentaram a partir de 2007 (GONZALEZ et al,
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2011). De acordo com a Agéncia Internacional de Energia, biorrefinaria refere-se ao
processamento de biomassa de modo sustentavel dentro de um espectro de
produtos comerciais e energia (IEA Bioenergy, 2007 apud GONZALEZ-DELGADO;
KAFAROV, 2011).

O conceito de biorrefinaria permite o uso da energia presente nos residuos, a
reciclagem de nutrientes e relso de agua. Desse modo, é um sistema de baixo
impacto ambiental e que maximiza o valor dos produtos dos sistemas, aumentando
a rentabilidade (GREENWELL et al, 2010; GONZALEZ-DELGADO;KAFAROV,
2011).

Vale ressaltar que por serem ricas fontes de 6leo, além de vitaminas, proteinas e
carboidratos, que podem ser utilizados em diferentes ramos industriais, as
microalgas apresentam elevado potencial para uso como matéria-prima em
biorrefinarias (BRASIL, 2010; GONZALEZ-DELGADO; KAFAROV, 2011). Assim, 0s
diferentes usos da biomassa microalgal podem ser relacionados de modo que a
producado de biogas seja associada com a extracao de lipidios e acidos graxos para
aplicacoes farmacéuticas ou cosméticas (ISENBURG, 2012).

Tendo como objetivo a utilizagdo otimizada dos recursos disponiveis, as
biorrefinarias combinam rotas de conversées quimicas, bioquimicas e termoquimicas
em um sistema de producéo integrado. Por meio de processos termoquimicos e
biolégicos (liquefacdo, pirdlise, gaseificacdo, extracdo e transesterificacéo,
fermentacdo e digestdo anaerébia) microalgas podem ser convertidas em biodiesel,
bio-etanol, bio-hidrogénio e bio-metano (DEMIRBAS, M., 2011). Como exemplo
dessa versatilidade de usos da biomassa de microalgas, pesquisa sobre sua
utilizacdo para a producdo de eletricidade, utilizando células combustiveis
microbianas, gerou butanol como um co-produto (LAKANIEMI; TUOVINENI, 2012).
Células combustiveis microbianas s&o “dispositivos capazes de converter energia
guimica em energia elétrica, por meio de reagdes quimicas catalisadas por
microrganismos” (RACHINSKI et al, 2010).

Diversas tecnologias s&o utilizadas para separar 0s principais constituintes da
biomassa que podem ser posteriormente transformados em produtos de alto valor
agregado por meio de outros processos com reducdo ou auséncia de geracdo de

residuos.
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As biorrefinarias continuam a crescer e podem vir a constituir uma industria-chave
para o0 século XXI, responsavel até mesmo por uma nova revolucao industrial,
segundo alguns especialistas, em virtude da importancia das tecnologias que
empregam e dos efeitos sobre o paradigma industrial para producdes integradas
(BORGES, 2010; REN21, 2013).

Perante os dados apresentados, o uso de algas em biorrefinarias apresenta
potencial. Entretanto, até que possam ser utilizadas em escala industrial, alguns
problemas técnicos importantes precisam ser resolvidos, como a purificacdo e a
melhoria do valor do combustivel produzido (BUNDESMINISTERIUM..., 2012).
Buscando uma forma de diminuir os custos da producédo de combustiveis a partir de
microalgas, pesquisadores integraram o cultivo dessas com uma planta de biogas
pré-existente de modo que as microalgas eram cultivadas utilizando as descargas de
CO, e efluentes como aporte de nutrientes e entdo a biomassa obtida era
diretamente convertida em biometano pelas estruturas existentes. O resultado obtido
mostra que este sistema integrado tem o potencial de aumentar o rendimento anual
de biometano em 9,4 % (WANG et al, 2013).

Entretanto, apesar da alta adequacdo das algas para o biorrefino, em funcdo da
composicdo variada da sua biomassa, a co-producdo de varios produtos a partir
delas é um desafio, sendo as principais dificuldades enfrentadas a escala e o custo
de producédo e a separacdo em diferentes fracbes sem comprometer um ou mais
sub-produtos destas fracbes (WIJFFELS E BARBOSA, 2010; VANTHOOR-
KOOPMANS et al, 2013).

Dentre todas as tecnologias para transformacdo da biomassa de microalgas em
biocombustiveis, a que tem mais destaque, atualmente, é a que visa producao de
biodiesel via transesterificacdo do Oleo das microalgas (DEMIRBAS, M., 2011,
GONZALEZ-FERNANDEZ et al, 2012a). Todas elas, inclusive as de producio de
outros biocombustiveis, no entanto, tem dois problemas cruciais: 0s custos do
aproveitamento da biomassa e a eficiéncia energética de sua cadeia produtiva
(POSTEN e SCHAUB, 2009; BORGES, 2010).

Durante analise do balanco energético da producéo de biodiesel e biogas a partir de
duas espécies de microalgas Haematococcus pluvialis e Nannochloropsis sp foi

verificado que se trata de processo energeticamente desequilibrado em ambos os
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casos, principalmente, em funcdo da quantidade de energia requerida para o cultivo,
secagem e rompimento das células (RAZON et al, 2011).

Entretanto, o uso desta biomassa nestes processos pode ser viavel energética e
economicamente com a adoc¢ao de medidas que gerem ou reduzam a quantidade de
energia, como: 1) a producédo de biodiesel dentro de um sistema de biorrefinaria
multifuncional, 2) controle de nutriente e cultivo, 3) otimizacdo da extracdo dos 6leos,
4) a geracao de energia for considerada como um produto secundario do tratamento
de efluentes, 5) utilizacdo dos residuos apds a extracdo dos lipidios para producéo
de hidrogénio ou co-digeridos com glicerina para a producéo de biogas (SIALVE et
al, 2009; RAZON et al, 2011; LARSON et al, 2009 apud GONZALEZ-FERNANDEZ
et al, 2012a).

Resultado semelhante foi verificado em trabalho no qual se comparou a combustéo
de microalgas e combustiveis fésseis sob dois aspectos: a taxa de energia liquida e
a emissao de gases do efeito estufa (GEE). Quando comparada com as opg¢des
fosseis, a taxa de energia liquida para a combustdo de microalgas, segundo 0s
autores, ainda é desvantajosa. A emissdo de GEE foi maior para a combustéo de
microalgas, tendo como base a matriz energética dos Estados Unidos da América.
Quando a base utilizada foi a matriz energética do Brasil o resultado foi inverso.
Apesar dos resultados encontrados, os autores destacam que a tecnologia para uso
de combustiveis fosseis ja se encontra madura, enquanto os combustiveis baseados
nas microalgas estdo em fase inicial e possuem muitas solu¢des tecnoldgicas a
serem desenvolvidas (MEDEIROS et al, 2013).

N&o obstante as avaliacdes energéticas e econdmicas negativas, acredita-se que 10
a 15 anos seja uma projecao razoavel para o desenvolvimento de um processo
sustentavel e economicamente viavel para a producédo comercial de biocombustiveis
a partir da biomassa algal. Nesse sentido, os cientistas ambientais devem estar
relacionados em pesquisas que visem o maior desenvolvimento tecnolégico dos
processos (WIJFFELS e BARBOSA, 2010; ALAM et al, 2012).

Quatro grandes desafios devem ser considerados para a otimizacdo do processo de
produzir um biocombustivel sustentavel: 1) aperfeicoamento do processo de
hidrélise enzimatica dos substratos agricolas; 2) desenvolvimento de cepas de
microrganismos que sejam fermentadores robustos e mais tolerantes a inibidores
gue possam estar presentes; 3) planejamento de um processo integrado no qual o

namero de etapas envolvidas seja reduzido; 4) trabalhar com a estratégia dos 3-R:
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reducéo, reciclagem e reutilizacdo de quaisquer subprodutos e residuos gerados no
processo (NIGAN e SINGH, 2011). O tratamento adequado dos residuos gerados a
partir das biorrefinarias de microalgas € uma das questfes criticas dessa industria
(YEN et al, 2013).

A biomassa residual de microalgas gerada na extracdo de lipidios pode ser
convertida em varios produtos como biometano, bioetanol, hidrogénio, plasticos,
fertilizantes, racdo animal, nutrientes para microalgas, eletricidade e como
biossorventes para remocédo de metais pesados e corantes de efluentes industriais
(YANG et al, 2010; SINGH e OLSEN, 2011, ZHENG et al, 2012; RASCHID et al,
2013), como ilustrado pela Figura 03.

Figura 03. Esquema bésico para a produgéo de biodiesel e utilizagcdo dos residuos de
microalgas
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Fonte: Adaptado de BENEMANN et al, 2012

Pesquisadores utilizaram a microalga Nannochloropsis sp dentro do contexto de
biorrefinaria para producédo de biodiesel, bio-hidrogénio e compostos de alto valor
agregado (carotendides). Por meio do método de extracdo supercritica utilizando
CO, e etanol foi possivel extrair 45g de lipidios de 100 g de biomassa (peso seco) e
recuperar 70% dos pigmentos. Os residuos foram utilizados para produgdo de
hidrogénio, por meio de digestdo anaerdbia, com rendimento de 60,6 mL/g de
biomassa seca. Diversos métodos de extracdo de lipideos foram comparados e o
gue apresentou o melhor resultado foi 0 mesmo em que os residuos geraram maior

producdo de hidrogénio. Desta forma, esses resultados benéficos evidenciam que
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h& complementaridade entre os processos no sistema de biorrefinaria (NOBRE et al,
2013).

A digestdo anaerbdbia deve ser considerada seriamente como uma etapa final no
conceito de biorrefinarias que utilizam microalgas como matéria-prima ja que elas
sdo um bom substrato para produgédo de biogés, o qual é composto principalmente
por metano, didxido de carbono e vapor d’agua (MUSSGNUG et al, 2010). A
geracdo de metano por este processo pode recuperar mais energia que a energia
dos lipidios celulares, reduzir o impacto ambiental e custos, apesar da dificuldade
em se obter grandes quantidades de biomassa (SIALVE et al, 2009; EHIMEN et al,
2011; PIRES et al, 2012). Por exemplo, comparando a energia recuperada por meio
da digestdo anaerdbia do residuo de macroalgas com aquela produzida por etanol
no processo principal a primeira foi 2,24 vezes maior (PARK, J. et al, 2012).
Pesquisadores, utilizando dados experimentais, realizaram avaliacdo do ciclo de
vida de duas espécies de microalgas marinhas (Nannochloropsis oculata e
Tetraselmis suecica) e duas de agua doce (Neochloris oleoabundans e Chlorella
sorokiniana) para avaliar as condicfes de crescimento das espécies (com e sem
nitrogénio no meio) considerando cada fragdo da biomassa e a substituicdo do
produto final tendo como base o consumo de energia, gases de efeito estufa e o
potencial de eutrofizacdo (SOH et al, 2014). Resultados mostraram que maximizar a
produtividade total dos lipidios, em vez do conteudo total, reduz os impactos dos
gases de efeito estufa. O aumento do conteddo de lipidios afeta negativamente a
taxa de energia liquida, ja que reduz a energia que pode ser gerada pela digestao
anaerobia (QUINN et al, 2013; SOH et al, 2014). A obtencdo de compostos de alto
valor para a industria quimica e farmacéutica pode aumentar significantemente o
desempenho econdémico dos sistemas de producdo de microalgas. Enquanto o uso
dos residuos pode melhorar o desempenho em termos ambientais (SOH et al,
2014).

O método FOFA, que identifica forcas, oportunidades, fraguezas e ameacas, foi
utilizado para analise das aplicacfes dos residuos de biomassa microalgal (Tabela
01).
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Tabela 01 - Analise FOFA para residuos de microalgas

Forca

Ricos em carboidratos e proteinas.

Pode ser utilizado para varios propositos.
Descarte ecologicamente amigavel.

Pré-tratamento é mais facil
celulésica.

gue biomassa

Pode reduzir o custo de biocombustiveis por
meio da alta recuperacéo de energia.

Pode ser empregado em larga escala.

Fraquezas

Pré-tratamento € complicado, uma vez que
depende dos processos anteriores.

Pré-tratamento depende da espécie.
Muito pouco estudado.

Rotas para uso dos residuos ndo estéo
otimizadas para alta recuperacéo de energia.

Incertezas existem devido a falta de informacéo.

Custos sao desconhecidos.

Oportunidades Ameacas
Aplicacao em multiplas dire¢cBes € possivel. Natureza diversa e complexa de pré-
tratamentos.

Sem necessidade de modificacdo da superficie

para biossorc¢ao. Roteiro futuro incerto.

Pode ser integrado com processos de producdo
primaria.

Estudos numerosos ndo estao disponiveis.

Disponivel abundantemente.

Facil digestdo anaerébia

Fonte: RASCHID et al, 2013.

Ehimen et al (2009) destacam a importancia dos dados de testes praticos de
digestdo anaerdbia para a producdo de biodiesel e biogas a partir de microalgas

posto que:

como, o processo de digestdo anaerdbia é um esquema de -capital
intensivo, e desde que a pesquisa de bioenergia microalgas ainda néo foi
estabelecida como a de culturas energéticas convencionais, é importante
fazer avaliagbes representativas dos rendimentos de CH, disponiveis a
partir desta matéria-prima. Isto ira fornecer informagdes preliminares Gteis
para a concepcédo de sistemas de recuperacdo de energia usando o lipidio
extraido ou residuos de microalgas transesterificadas. Informacéo sobre os
rendimentos de CH, poderiam ser entdo utilizadas em modelagem de
processos e andlise de custos para elucidar a viabilidade e exequibilidade
de um sistema de producdo de biodiesel integrado ao CH,; tendo as
microalgas como matéria-prima (EHIMEN et al, 2009, p. 372, traducéo
nossa).

Existem poucos estudos especificos sobre modelagem da digestdo anaerdbia de
biomassa de algas. Uma pesquisa neste sentido utilizou dados experimentais
registrados na literatura para a modelagem da digestdo anaerdbia de Chlorella
vulgaris visando desenvolver e identificar modelos grey-box, também conhecidos
como modelagem semi-fisica, para controle e otimizacdo do cultivo de microalgas

associado com produgcdo de biogas. Os resultados obtidos mostram que a
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otimizacdo do modelo base é particularmente sensivel as taxas de crescimento da
populacdo da biomassa (CAMERON et al, 2011).

Outra pesquisa sobre a modelagem da producédo de biodiesel combinando o cultivo
de microalgas com a digestdo anaerdébia, considerando a reciclagem dos nutrientes
e dioxido de carbono, mostrou que esses processos combinados podem produzir
mais energia do que consomem. De acordo com o modelo analisado, uma
biorrefinaria associando o cultivo com a digestao anaerébia de microalgas poderia
ser totalmente independente de energia de fonte féssil e de fertilizantes quimicos
(MORKEN et al, 2013).

Resultado semelhante foi obtido por estudo cujo objetivo foi investigar a diferenca
das espécies de microalgas no rendimento de biodiesel utilizando um conceito de
combinacdo eco-tecnolégica. Essa combinacdo refere-se a integracdo de trés
processos por meio do ACAD-Biorefinery Data Model: cultivo das microalgas,
digestdo anaerdbia e producdo do biodiesel. Os pesquisadores utilizaram trés
espécies para o modelo de dados do processo de cultivo: Chlorella vulgaris,
Nannochloropsis sp. e H. pluvialis (SAPCI & MORKEN, 2014).

Diante dos resultados apresentados por diversas analises de ciclo de vida dos
biocombustiveis de microalgas, evidencia-se um consenso sobre a necessidade
econbmica e ambiental da realizacdo da digestdo anaerdbia dos residuos (ter VELD,
2012; QUINN et al, 2013; SOH et al, 2014)

3.2 Digestéo anaerdbia

Segundo Cassini et al (2003), digestao anaerobia

€ um processo de estabilizacéo biolégica complexo no qual um consorcio de
diferentes tipos de microrganismos, na auséncia de oxigénio molecular,
promove a transformagédo de compostos organicos complexos em produtos
mais simples como metano e gés carbénico (CASSINI et al, 2003, p. 15).

O processo de digestdo anaerObia pode ser dividido em quatro etapas

principais: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (Figura 04).
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Figura 04. Representacdo esquematica dos principais processos de conversao na digestao
anaerobia

Matéria orgdnica complexa
Carboidratos, proteinas, lipidios

1 Hidrélise - - .
Moléculas orginicas Moléculas organicas soliveis

complexas a soliveis  agilicares, aminnécidos acidos graxos

2 Acidogénese

Pequenas moléculas

organicas a acidos ﬂCIdDS graxos
graxos volateis

3 Acetogénese

Conversdo para acido

acético & CO2 acido acético H: CO2
. 4
4 Metanogénese
Conversdo final para metano CH4 + Cﬂ‘g_
Metmno + Ditwido de carbono

Fonte: AMAYA et al, 2013

Na hidrélise, as bactérias fermentativas hidroliticas irdo excretar enzimas que
hidrolisardo os materiais particulados complexos em materiais mais simples, os
guais poderdo atravessar as paredes celulares das bactérias. Proteinas séo
degradadas através de polipeptidios para os aminoacidos, hidratos de carbono sao
transformados em aclcares soliveis (mono e dissacarideos) e lipidios séo
convertidos em acidos graxos de cadeia longa e glicerina. A taxa de hidrélise pode
ser limitante para a taxa global de digestao anaerdbica (AMAYA et al, 2013).

Na acidogénese, as bactérias fermentativas irdo metabolizar os produtos mais
simples absorvidos e excretar diversos compostos, como acidos graxos volateis,
alcoois, acido latico, gas carbodnico, hidrogénio, amdnia e sulfeto de hidrogénio.

Na acetogénese, as bactérias acetogénicas irdo oxidar os produtos gerados na fase
acidogénica em substrato apropriado para 0S microrganismos metanogénicos.
Assim, ocorrera producao de hidrogénio, dioxido de carbono e acetato.

Por ultimo, na metanogénese os produtos gerados na fase anterior serdo utilizados
na producdo de metano (CHERNICHARO, 1997). Cerca de 70% do metano seré
produto da reducdo de acido acético, realizada pelas bactérias acetotréficas e 30%
serdo produtos da reducdo de didéxido de carbono, realizada pelas bactérias
hidrogenotroéficas (FORESTI et al , 1999; AQUINO et al, 2007).
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Dentre os produtos gerados na digestdo anaerébia, o biogas € o principal. O termo
biogas é aplicado a mistura de gases produzida por meio do processo fermentativo
da biomassa, sendo constituido por metano, componente energético, além do gas
carbdOnico e outros gases, presentes em menor proporgao, e cujos teores variam em
funcdo da composicéo do residuo a ser tratado e das condi¢Bes do reator (PIERRE
& QUEZADA DORIA, 1995 apud ANDREOLLI et al, 2003). Na Tabela 02 estao

listados os principais componentes do biogas e suas propor¢oes.

Tabela 02 - Constituintes do biogas

Componente Porcentagem
Metano 50 a 90% vol
Gas carbénico 10 a 50% vol
Hidrogénio 0a 1% vol
Gas sulfidrico 0 a 3% vol
Oxigénio + nitrogénio 0 a 1% vol

Fonte: USP/IEE/CENBIO, 2004.

Como visto na Tabela 02, a quantidade de metano presente no biogas esta entre 50
a 90%. No gas natural, esse mesmo constituinte estd em torno de 90-95%.
Entretanto, a producdo de biogas é uma das alternativas usadas para producéo de
eletricidade com emissdo neutra de carbono e que contribui para a reducédo da
guantidade de residuos orgéanicos e area para aterros (LEE, K. et al, 2013).

Varios fatores influenciam as reagfes que ocorrem na digestdo anaerébia, dentre
eles: a temperatura, o pH, a alcalinidade, a presenca de nutrientes (FORESTI et al,
1999).

Temperatura

A temperatura € um aspecto chave na digestdo anaeroObia. Ela afeta os processo
bioldgicos ja que altera a velocidade do metabolismo das bactérias, o equilibrio
ibnico e a solubilidade dos substratos (FORESTI et al , 1999).

A maioria dos processos de fermentacao € operada em uma faixa de temperaturas
mesofilicas (30-35 °C) (METCALF & EDDY, 2003).

Para que o0 processo de digestdo anaerObia seja energeticamente e
economicamente viavel, o aquecimento do digestor deve ser evitado. Em funcdo das
temperaturas médias no nordeste brasileiro serem maiores que 18 °C durante todo o
ano este tipo de tratamento n&do tem restricbes em relacdo a temperatura (IBGE,
2002).



34

Nutrientes

O nitrogénio e o fosforo sdo nutrientes essenciais para 0s processos bioldgicos.
Mais especificamente para a metanogénese, o enxofre também é um nutriente
fundamental. A relagdo matéria organica (medida como DQO: N: P) de 500: 5: 1 é
admitida como suficiente para atender as demandas de macronutrientes das
bactérias anaerdbias. A quantidade de enxofre € da mesma ordem de grandeza ou

levemente superior ao do fésforo (FORESTI et al , 1999).

Em relacdo aos micronutrientes essenciais, sao destacados o ferro, o cobalto, o
niquel e o zinco. A presenca de micronutrientes estimula os processos anaerobios
(DAMIANOVIC, 1992 apud FORESTI et al, 1999).

pH e alcalinidade

O crescimento de Archaea metanogénicas ocorre em uma estreita faixa de pH que
vai de 6,5 a 8,2 (SPEECE, 1996 apud FORESTI et al , 1999). O valor de pH ideal é
proximo do neutro e abaixo de 6,8 a atividade metanogénica € inibida (METCALF &
EDDY, 2003).

O pH tem efeito sobre as enzimas dos microrganismos. Baixos valores de pH
podem trazer uma acumulacéo de acidos graxos volateis, o que inibe a digestédo. Por
outro lado, alto valor de pH leva ao aumento na amoénia livre, que é toxica para as
populacdes metanogénicas. Por estas razfes, sdo utilizadas solucdes tampdo em
testes de potencial bioquimico de metano (BMP) (LESTEUR et al, 2010).

O desafio para que a digestdo anaerébia se torne o principal tratamento de residuos
solidos é a determinacdo do potencial de produ¢cdo de metano a partir dos materiais
a serem processados (LESTEUR et al, 2010).

A avaliacdo da biodegradabilidade anaerdbia de qualquer substrato organico pode
ser feita por meio do teste de potencial bioquimico de metano. Por meio deste teste
o valor experimental da quantidade maxima de metano produzido por grama de
sélidos volateis € conhecido. Trata-se de um teste respirométrico no qual a
guantidade de metano ou biogas produzido por uma quantidade conhecida de
residuo em um reator sob condi¢cdes anaerbdbias € medida (LESTEUR et al, 2010).
Os testes de potencial bioquimico de metano sdo, geralmente, utilizados para
determinar o rendimento de metano da biomassa algal (BATSTONE et al, 2009 apud

KEYMER et al, 2013) e para identificar as principais variaveis que influenciam a
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biodegradabilidade, como temperatura, efeito de pré-tratamentos, co-digestdo de
diferentes substratos, entre outros (PASSOS et al, 2013).

Existem varios métodos para medir o BMP o0 que se reflete na diversidade de pré-
tratamentos de amostras e substratos, bem como técnicas de incubacdo e para
medir o gas produzido apresentados em publicagBes. Uma das razdes para estas
variacbes € a diferenca entre os tipos de residuos medidos (ANGELIDAKI;
SANDERS, 2004).

Algumas propriedades do biogds, como poder calorifico, presenca de
contaminantes, acidez e pressao, sdo importantes para avaliagcao da utilizacao deste
como recurso energético ou combustivel complementar (USP/IEE/CENBIO, 2004).
Poder calorifico é a quantidade de energia liberada na combustdo completa de uma
unidade de massa de um combustivel (kJ/kg). Também pode ser denominado como
poder de queima, calor de combustdo ou poténcia calorifica (RIBEIRO, 1993 apud
OLIVEIRA, 2009).

O poder calorifico do gas da digest&o fica em torno de 5.000 kcal/Nm? (para biogas
com 60% de CH4; e 40% de CO;), o que corresponde a um litro de oleo diesel
(ALVES, 2000 apud RELATORIO CENBIO, 2004). O gas metano tem poder
calorifico de cerca de 7.970 kcal/m® que é um valor préximo ao da gasolina de 80
octanas, 7.300 kcal/m®. Tendo como base estes valores, 1,0 m®> de metano é
equivalente a 1,1 litros de gasolina (JORDAO E PESSOA, 1999).0utros autores
estimam valores maiores para o poder calorifico do metano: 9.000 kcal/m®
(POMPERMAYER & PAULA JUNIOR, 2003).

O poder calorifico diminui quanto maior for a quantidade de contaminantes no biogas
e aumenta quanto maior a quantidade de metano, jA que este é o0 elemento
combustivel (CASSINI et al, 2003).

As informacdes sobre utilizagdo do substrato, obtidas por meio dos dados cinéticos,
relacionadas com parametros operacionais podem ser Uteis para a andlise de
sistemas de tratamento. Dois parametros operacionais fundamentais na analise de
reatores contendo microrganismos séo o tempo de detencéo hidraulico e o tempo de
retencdo celular. O primeiro refere-se ao tempo médio que o liquido permanece no
sistema de tratamento. Ja o segundo representa o tempo médio de permanéncia dos
sélidos biol6gicos no sistema de tratamento. Nos sistemas de tratamento de

efluentes, tempo de retencéo celular € comumente chamado de idade do lodo. Nos
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sistemas em que ndo ha retengdo dos solidos, os valores de ambos os parametros
sao iguais (FORESTI et al, 1999).

O tempo de detencado hidraulico € um parametro chave no processo para garantir
gue 0sS microrganismos no reator tenham tempo adequado para se desenvolver e
tem relevancia sob aspectos econdémicos para garantir que o reator seja operado
com taxa maxima de producao de biogas (HORAN et al, 2011).

O aumento do conhecimento dos aspectos microbioldgicos, bioquimicos, cinéticos
e termodindmicos do processo de digestdo anaerdbia, em fun¢cdo da capacidade que
ela possui em tratar e converter uma vasta gama de residuos de compostos
organicos em energia renovavel, tem gerado um forte e recente re-interesse e
aumento na utilizacao deste tipo de processo (CHERNICHARO, 1997; FORESTI et
al, 1999; SIALVE et al, 2009; LESTEUR et al, 2010).

Em uma comparacao geral dos biocombustiveis, o biogas muitas vezes acaba por
ser um dos mais interessantes por varias razdes. Ele pode ser produzido de
residuos e ndo apenas de culturas especificas. Ademais, todos os componentes de
uma biomassa podem ser anaerobicamente digeridos, ao contrario da producéo de
biodiesel, por exemplo, na qual somente os componentes lipidicos podem ser
utilizados (SCHAMPHELAIRE e VERTRAETE, 2009).

A digestao anaerobia tem um papel chave na valorizacdo de residuos e geracéo de
energia, aléem de ser uma opcéo fundamental na bioproducdo. Os conhecimentos
sobre 0s mecanismos subjacentes, como a transferéncia de elétrons, estédo
aumentando ao mesmo tempo em que novas areas e tecnologias de aplicagédo estédo
surgindo (BATSTONE; VIRDIS, 2014).

3.3 Utilizac&o da digestao anaerdbia de microalgas para producao de energia.

Os dados sobre a digestdo anaerdbia de microalga disponiveis na literatura sdo
crescentes, porém apenas testes em escala laboratorial (ZAMALLOA et al, 2011,
DeBOWSKI et al, 2013; PASSOS et al, 2013b, ZHAO et al 2014).

A producdo de metano por meio da fermentacdo de biomassa de microalgas foi
inicialmente estudada na década de 1950 (GOLUEKE et al, 1957). Os
pesquisadores realizaram cinco séries de experimentos sobre digestdo de
microalgas. Nesses testes foram avaliadas: as microalgas como fonte de substrato

(comparando com lodo de esgoto), o efeito da temperatura, o efeito de floculantes, o
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periodo de detencéo e a carga organica utilizada. Os resultados obtidos indicaram
gue as algas cultivadas em efluentes domésticos e separadas por floculacdo foram
digeridas prontamente em condi¢cdes adequadas. O melhor desempenho do digestor
foi obtido a 50 °C com periodo de detencéo de 11 a 30 dias.

Os desafios ainda enfrentados na digestdo anaerdbia de microalgas séo: a presenca
de compostos resistentes na parede celular de algumas espécies que pode levar a
uma baixa degradabilidade; alta concentracdo de amdénia que pode levar a uma
inibicdo do crescimento das Archaeas metanogénicas no decorrer do processo e, no
caso de serem utilizadas microalgas marinhas, alguns efeitos toxicos podem reduzir
o desempenho do digestor, caso ndo sejam utilizados in6culos adaptados as altas
concentracdes de sbdio (SIALVE et al, 2009; MAIRET et al, 2011).

Outro ponto a ser destacado na digestdo anaerdbia de microalgas € a quantidade de
espécies estudadas. O numero de estudos sobre a producdo de metano a partir de
microalgas de variadas espécies tem sido feitos. Entretanto, ha dificuldade na
comparacao dos resultados em funcao dos diferentes pré-tratamentos, co-digestao

ou extracao dos lipidios das microalgas (SPANIER et al, 2011).

Geralmente, o potencial teérico de metano calculado € muito maior que o0s
apresentados pelos dados experimentais, ja que ndo sdo considerados os diversos
fatores que podem prejudicar a degradabilidade, como os efeitos do sddio e da
amonia no meio e a recalcitrancia das paredes celulares (KEYMER et al, 2013).
Apesar da diferenca entre dados tedricos e experimentais, quanto ao rendimento de
CH, por grama de sélidos volateis (mLCH4.g*SV), os valores encontrados para as
microalgas sdo comparaveis com outros tipos de substrato como pode ser visto na
Tabela 03.

Tabela 03 — Producdo de metano a partir de véarias espécies de microalgas e outras
matérias-primas aquaticas e terrestres

Pré- Duracéo do ~
Matéria-prima tratamento da experimento Tem%eratura Produgéo Referéncia
- . . (°C) de CH,
matéria prima (dias)
Microalga
) Golueke and
268 mL.g° Oswald
Scenedesmus 35
spp. e Chlorella Nenhum 30 SV (1957)
spp 1
310mL g
50 sV

continua
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continuacao

Matéria-prima

Cyanobactéria
Arthrospira
maxima®

Tetraselmis sp.

Cyanobacterium
Arthrospira
maxima® com
lodo de esgoto
domeéstico

Cyanobacterium
Arthrospira
maxima® com
turfa hidrolisada

Cyanobacterium
Arthrospira
maxima® com
residuo de liquor
de sulfito

Chlorella vulgaris
Cultura mista de
microalgas
Scenedesmus
spp. and
Chlorella spp.
Chlamydomonas
reinhardtii
Chlorella kessleri

Dunaliella salina

Euglena gracilis

Scenedesmus
obliquus

Cyanobacterium
Arthrospira
platensis®

Pré-

tratamento da experimento

matéria prima

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Duracéo do

(dias)

60

14

60

60

60

64

10

32

Temperatura
(°C)

35

35

35

35

35

28-31

38

35

38

Producéo
de CH,

160-310
mL.g™" SV

310 mL g™
SV

360 mL.g"
'sv

280 mL.g"
sy

250 mL.g™
SV

310-350 mL
g'sv

240 mL.g™

143 mL.g
sy

387 mL.g
sv
218 mL.g™
sV

323 mL.g™*
SV

325 mL.g*
SV

178 mL.g™*
sV

293 mL.g™”
Y

Referéncia

Samson e
LeDuy
(1983a,h)

Asinari Di
San Marzano
et al. (1982)

Samson e
LeDuy
(1983b)

Sanchez-
Hernandez e
Cordoba
(1993)

Chen and
Oswald
(1998)

Yen and

Brune (2007)

Mussgnug et
al. (2010)

continua
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continuacao

Matéria-prima
Dunaliella

tertiolecta

Chorella vulgaris

Phaeodactylum
tricornutum

Phaeodactylum
tricornutum

Phaeodactylum
tricornutum

Scenedesmus
obliquus

Scenedesmus
obliquus

Scenedesmus
obliquus

Cultura mista
enriquecida com
Scenedesmus sp.
Cianobactéria
Arthrospira
platensis com

maior contelido
de carboidrato

Chrorella sp.

Nannochloropsis
sp.

T. weissflogii

Tetraselmis sp.

Pavlova_cf sp.

Dunaliella salina

Cultura mista de
microalgas

Pré-

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Duracéo do
tratamento da experimento
matéria prima

(dias)

S.i.

28

2,2

2,2

35

15, 20,30

90-95

60

15

Temperatura
(°C)

37

35

33

33

54

33

33

54

38

35

35

35

35

Producéo
de CH,

24 mL.g'sv

240 mL.g’
sy

350 mL.g
'sv

270 mL.g™
SV

290 mL.g™
Y

210 mL.g™*
SV

130 mL.g'1

SV

170 mL.g*

180 mL.g™

203 mL.g™*

340 £ 0.02
mL g*Sv

360 + 0.01
mL g™ SV

380 + 0.01m
Lg'sv

420 +0.01
mL g™ SV

510 +0.02
mL g™ SV

359,8
+78mLg"
SV

130 mL.g*
SV

Referéncia

Lakaniemi et
al. (2011)

Ras et al,
2011

Zamalloa et
al. (2012a)

Keymer et al
(2013)

Markou et al
(2013)

Bohutskyi et
al, 2014

Mottet et al,
2014

Passos et al,
2014
continua
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continuacao

Matéria-prima

Cultura mista de
microalgas

C. minutissima

C. pyrenoidosa

C. vulgaris

Scenedesmus sp.

Chlorella spp.

Cultura mista de
microalgas®

Cultura mista
enriquecida com

Scenedesmus sp.

Cianobactéria
Arthrospira
platensis com
maior contetido
de carboidrato

Chlorella vulgaris

Scenedesmus
obliquus

Cultura mista de
microalgas

Cultura mista de
microalgas

Chilorella spp.

Pré-
tratamento da
matéria prima

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Secagem e
moagem

Aquecimento
(70 °C 60 h)

Aquecimento a
160 °C a
pressao de 6
bar seguido de
diminuicéo da
pressao

Autoclavagem
durante 20
minutos

Autoclavagem
durante 30
minutos

Autoclavagem
durante 30
minutos

Microondas
Microondas
Extracdo de

lipidios com 1-
butanol®

Duracéo do
experimento

(dias)

20

36

32-40

n.d.

14

35

15, 20,30

2-25

2-25

15

20

n.d.

Temperatura
(°C)

35

30

37

40

38

35

38

38

35

35

37

Producéo
de CH,

170 mL.g™
sV

166 mL.g™
SV

264mL.g™"
sV

195 mL.g™
SV

140,3
+29.4mL.g*
Y

330 mL.g™*

187 mL.g*

100-150 mL.
g’ sv

130-320
mL.g™" SV

170 mL.g*
Y

270 mL.g™
sV

268 mL.g™*

Referéncia

Passos et al,
2014

Prajapati et
al, 2014a

Ramos-
Suarez e
Carreras,

2014

Ehimen et al.
(2009)

De
Schamphelai
re and
Verstraete
(2009)
Keymer et al
(2013)

Markou et al
(2013)

Ometto et al
(2013)

Passos et al,
2014

Ehimen et al.
(2009)

continua
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continuacao

Matéria-prima

Chorella sp.

Chlorella e
Scenedesmus

Scenedesmus
spp.

Nannochloropsis
salina com graxa

Nannochloropsis
gaditana

Cultura mista
enriquecida com

Scenedesmus sp.

Cultura mista
enriquecida com

Scenedesmus sp.

Nannochloropsis
sp.(batelada)

Nannochloropsis
sp.(batelada)

Nannochloropsis
sp. (semi-
continuo, 4 L)

Nannochloropsis
sp. (semi-
continuo, 4 L)

Pré- Duragao do
tratamento da experimento
matéria prima (dias)

Extracéo de

lipidios 15

40

Extracéo de
lipidios e
aguecimento
alcalino (100
°C 8 h)

Extracédo de
lipidios via
hidrélise &cida
e hexano

Extracéo de
lipidios com 53
etanol
Extracéo de
lipidios
utilizando 35
hexano

Extracdo de
lipidios
seguida de
aguecimento a
160 °C a
pressao de 6
bar seguido de
diminuicdo da
pressao

Extracdo de
lipidio, seca,
presenca de 39
29gNa‘L*!

Extracéo

Umida de 77
lipidios

Extracédo de

lipidio, seca,

presenca de 36

29gNa‘L?

Lavada para
retirar sais,
seca, extracao 30
de lipidios

Temperatura
(°C)

35

35

37

37

35

38

38

35

35

35

35

Producéo
de CH,

245 mL.g™
sV

160 mL g™
SV

323 mL.g*

540 mL.g
'sv

3272
mL.g'lsv

240 mL.g°
sv

38(2 mL.g’

194mLg*
SV

482 mL g™
sV

156 mL.g'1
SV

128 mL. g*
SV

Referéncia

Ehimen et al,
2011

Gonzéalez-
Fernandez et
al (2011)

Yang et al.
(2011)

Park; Li,
2012

Alzate et al,
2014

Keymer et al
(2013)

Kinnunen et
al, 2014a

continua
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continuacao

Matéria-prima

Nannochloropsis
sp. (semi-
continuo, 4 L)

Scenedesmus sp.

Scenedesmus sp.

Chlorella vulgaris

Phaeodactylum
tricornutum

Nannochloropsis
sp.

Nannochloropsis
salina

Nanofrustulum
sp.

Ettlia sp.

Pré- Duragao do
tratamento da experimento
matéria prima (dias)

Lavada para
retirar sais,
seca, extracao 61
de lipidios

Extracéo de
aminoacidos
por meio de
processo
enzimatico

32-40

Extracdo de
lipidios
utilizando
hexano

32-40

Extracdo de
lipidios
(hexanol/isopro
panol 70°C e
1,500 psi)

25

Extracéo de
lipidios
(hexano/isopro
panol 70°C e
1,500 psi

Extracdo de
lipidios
(hexanol/isopro
panol 70°C e
1,500 psi

Extracdo de
lipidios
(hexano/isopro
panol 70°C e
1,500 psi

Extracdo de
lipidios (iso-
hexano)

Residuo sem 117
tratamento

Residuo
autoclavado
Residuo
(microondas
250 W)
Residuo

. 117
sonicado

Temperatura
(°C)

Producéo
de CH,

220 mL.g™

55 sV

272,8
37 +7.3mLg"
sV

212,3
+56mLg"
SV

314+ 18 mL.

35 g—l sV

339+13 mL.
g'sv

399+13 mL.
g’ sv

383 + 13 mL.

g'sv

304 + 5mL.
g’ sv

35 125 mL g-1
SV

176 mL g™
SV

162 mL g'1
SV

35 92mLg* SV

Referéncia

Kinnunen et
al, 2014a

Ramos-
Suarez e
Carreras,

2014

Zhao et al,
2014

Suresh et al,
2013

continua
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concluséo
- . Pre- Duragdo do Temperatura Producdo L
Matéria-prima tratamento da experimento o Referéncia
. . X (°C) de CH,
matéria prima (dias)
Macroalga
Corte 1714 Bruhn et al.
Ulva lactuca 52 ml.g- SV (2011)
Corte e 52 271
maceracao mL.g™* SV
Park, Jae-
Macroalga Residuo de Yon et al,
Gelidium producéo de 35 239-283 2012
. mL.g"SV
amansii etanol
Outras
Lodo de aguas 230 W”%lelt al,
residuais mL. g'sv
Residuos de 190
suinocultura mL. g'SV
210
Beterraba mL. g'sV
Capim-amarelo Lehtomaki et
(Phalaris 340-430 al. (2008)
arundinacea) Corte 35 mL g*.SV
Capim-rabo-de- Lehtomaki et
rato (Phleum 370-380 al. (2008)
pratense) Corte 35 mL gt.SV
Lehtomaki et
Folhas de 340
beterraba Corte 35 mL gt.SV al. (2008)
. Secagem ao Chuang et al.
Aguapé 1
(Eichhornia sp.) sol e 55 230mL g (2011)

pulverizacdo

Fonte: adaptado de GONZALEZ-FERNANDEZ et al, 2012b; LAKANIEMI et al, 2013 e KINNUNEN et
al, 2014a.

a Arthrospira é também conhecida como Spirulina.

b Cultura de sistema de crescimento hidropdnico complementado Chlamydomonas reinhardtii e
Pseudokircheneriella subcapitata.

¢ Scenedesmus, Chlorella spp. e outros.

e Residuo da biomassa de microalgal apos extragao de lipidios

f Rendimento de CH, foi calculado a partir do biogas assumindo que 2/3 eram metano.

Deve-se destacar que a producdo de biometano a partir de microalgas ainda nédo é
competitiva quando comparada com o biometano produzido de outras fontes, como
milho, em funcédo do alto valor que as microalgas podem ter no mercado (SCHENK
et al, 2008; ter VELD, 2012).

Entretanto, com base no status tecnoldgico e nos rendimentos, a digestdo anaerdbia

€ uma das formas mais eficientes para converter a biomassa microalgal em fontes
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de energia (LAKANIEMI et al, 2013). A partir do biogas pode ser gerada eletricidade
e essa por sua vez utilizada em qualquer um das etapas da producdo de biodiesel,

como mostrado na Figura 05.

Figura 05 - Esquema geral das etapas do sistema de producéo de biodiesel. A eletricidade
produzida pela digestao anaerdbia das microalgas pode ser utilizada em todas as etapas do

sistema.

Biomassa residual

Digestiio anaerobia de microalgas
para producio de metano \
l de microalgas

Eletricidade L

Secagem ‘ ‘ Extracdo ‘

1
1
1
1
: ‘ Cultivo de microalgas ‘
1
1
H Sistema de produc¢ido de biodiesel

Fonte: adaptado de HARUN et al, 2011.

Os produtos da digestdo anaerdbia podem ter outras aplicagcfes, além da geragéo
de eletricidade e biocombustiveis e 0s seus residuos ainda podem ser utilizados
como fertilizantes (SIALVE et al, 2009).

A utilizacdo da biomassa de microalgas para producdo de metano ndo esta
relacionada somente com o conceito de biorrefinaria, isto é, de aproveitamento
maximo da biomassa utilizada na produgdo de biocombustiveis ou compostos
bioativos. As microalgas podem ser utilizadas para absor¢cdo de nutrientes, como
nitrogénio e fosforo, de efluentes e posteriormente coletadas. Esse processo é
denominado ficorremediacéo.

O interesse na ficorremediagdo vem crescendo nos ultimos anos. Associando a
digestdo anaerdbia da biomassa microalgal com o tratamento de efluentes os
beneficios sdo ampliados (PEREZ e TORRES, s.d.; CARDOSO et al, 2011; RAWAT
et al, 2011; CAIl et al, 2013a, 2013b; DALRYMPLE et al, 2013, CABANELAS et al,
2013; WANG et al, 2013; PASSOS et al, 2014).

A Tabela 4 traz exemplos de espécies que podem ser utilizadas para

ficorremediacéo e producao de biogas.
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Tabela 04 - Algumas espécies de microalgas e seus principais produtos comercializaveis,
aplicagdes possiveis para os “portadores de energia” e potencial registrado em eliminar

ecotoxinas de varios ambientes

Espécie de Principais “Portador de = Remocédo de Referéncia
microalga produtos energia ecotoxina
verde”
Nannochloropsis Lipidios, acidos Biodiesel, Remocéo de Chiu et al, 2009,
oculata graxos poli- Biogas formaldeido da  Yoshida et al, 2009
insaturados agua
Chlorella sp. Proteina: Biogas Remocéo de Becher, 1983,
alimentacéo véarios metais  Brierley et al.,1986,
animal. pesados da Mallick,2002,Mehta
agua and Gaur,2005
Scenedesmus sp Lipidios Biogéas Remocéao de Becher, 1983,
Varios metais Brierley
pesados da et al., 1986, Mallick,
agua 2002,
Mehta and Gaur,
2005
Chlorella fusca - Biogéas Ligacdo de Gekeler et al., 1988
varios metais
pesados da
agua
Scenedesmus - Biogas Remocéo de Jacome-Pilco et al.,
incrassatulus Cr(VIl) ions 2009
da agua
Gloeothece - Biogés Remocgéo dos Mohamed, 2001
magna ions Cd(ll) e

Mn(ll) da agua

Fonte: KOLLER et al, 2012.

A eficiéncia energética de um sistema de tratamento de efluentes utilizando lodo
ativado integrado com uma lagoa de algas (raceway pond) e digestdo anaerébia foi
avaliada em 06 diferentes cenarios com diferentes configuracdes. Foram eles: 1)
lodo ativado + digestdo anaerdbia; 2) lodo ativado + lagoa de algas + sistema de
colheita por flotagcdo por ar dissolvido (FAD) + digestdo anaerébia; 3) lodo ativado +
lagoa de alga + sistema de colheita por Ballasted dissolved air flotation + digestéao
anaerobia; 4) lodo ativado + digestdo anaerdbia com pré-tratamento; 5) lodo ativado
+ lagoa de algas + sistema de colheita por flotacdo por ar dissolvido + digestao
anaerdbia com pré-tratamento e 6) lodo ativado + lagoa de algas + sistema de
colheita por Ballasted dissolved air flotation + digestdo anaer6bia com pré-
tratamento. A digestdo anaerdbia das microalgas pré-tratadas aumentou em trés

vezes o rendimento de metano. Comparado com o processo tradicional de lodo
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ativado, o tratamento de efluentes integrado utilizando microalgas alcanca 76% de
eficiéncia de energia (OMETTO et al ,2013). Na co-digestdo de Chlorella sp com
residuo de lodo ativado a degradabilidade da microalga foi elevada resultando em
um aumento de 73-79% no rendimento de biogas e reducdo dos solidos volateis do
lodo ativado (WANG et al, 2013).

Estudo recente analisou o consumo de energia na producdo de biodiesel de
microalgas por meio da comparacdo dos dados da literatura com as estimativas
correntes. Os autores concluiram que considerando uma produtividade de biomassa
de 17 g/m?/dia e contetdo de lipidios de 25% o balanco de energia seria positivo.
Entretanto, considerando um cenario mais conservador em que a producdo de
biomassa seja de 15 g/m%dia e de concentracdo de lipidios de 20% o balanco
energético seria negativo. Contudo, nesse Uultimo cenéario, a incorporacao do
tratamento de efluentes e producdo de biogas utilizando os residuos permitiria
alcancar um excedente de energia de 13,2% (DASSEY et al, 2014).

Como aspectos positivos da digestdo anaerébia de microalgas, podemos citar o alto
conteudo de energia no biogas, mais de 60% de metano e a auséncia, normalmente,
de enxofre o qual causa corrosdo em motores (SIALVE et al, 2009 apud ZAMALLOA
et al, 2012a).

Dentre os desafios presentes na pesquisa da digestdo anaerdbia de microalgas, ha
a necessidade de padronizacdo da terminologia e das unidades utilizadas para
relatar o rendimento de metano de modo que a comparacao entre as publicacdes
possa ser realizada (WARD et al, 2014). Como pode ser visto na Tabela 05, os
dados sdo reportados tanto como metano produzido por quilograma de DQO

reduzida, biogas produzido por quilograma de SV e metano produzido por litro.

Tabela 05. Diferenca na apresentacao dos resultados de rendimento de CH,

Pre-

Duracéo do

Matéria-prima tratamento da experimento Tem%eratura Produgéo Referéncia
- . X (°C) de CH,
matéria prima (dias)
Aquecimento a Gonzélez-
70°C e 90°C 3 Fernandez et
Scenedesmus durante 3 23 35 61 e_1133 dm al, 2012a
SPp- horas kg™ DQO
. Térmico a 90 Marsolek et
Nannochloropsis  o¢'y rante 12 12 37 03291 al, 2014
oculata biogas.g™ SV

horas

continua
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concluséo
Pre- Duragdo do o horatura Producdo
Matéria-prima tratamento da experimento e, ¢ Referéncia
.- . ; (°C) de CH,
matéria prima (dias)
0,237 L )
Nannochloropsis biogas. g Marsolek et
oculata Nenhum 12 37 sV al, 2014
. Autoclave a Jegede,
Cyanobacteria 41 o gy rante 78425 A.(2012)
(Gloethece 10-20 minutos 25 mL/(L-d)
membranacea)
100£25
Chlorella Nenhum 25 mL/(L-d)

Revisdes das pesquisas sobre digestdo anaerdbia de microalgas mostram uma
grande faixa de producdo de metano que vai de 0,09 a 0,60 L CH, g SV (SIALVE et
al, 2009; WARD et al, 2014). Essa amplitude ndo é boa para modelagem de custos e
beneficios a qual € essencial para o desenvolvimento de biorrefinaria de microalgas
(ZHAO et al, 2014).

Em relacdo ao uso dos residuos das microalgas pos-extracdo de lipidios, quando
comparado as aplicagcdes da biomassa de microalgas integrais, a quantidade de
publicacdes € menor, porém crescente, e os estudos feitos em um grau limitado
(LAKANIEMI et al, 2013; RASHID et al, 2013).

3.3.1 Influéncia do pré-tratamento

Uma das questBes importantes da digestdo anaerdbia do residuo de microalgas pos-
transesterificacdo, especificamente, é a influéncia do pré-tratamento no rendimento
da producdo de metano. Em funcdo de ja terem passado por um tratamento prévio
para rompimento das células para extracéo dos lipidios, a producdo de metano pode
ser maior, comparada com a digestdo anaerObia das microalgas que ndo passaram
por um pré-tratamento (PEREZ e TORRES, s.d.).

Pela maior quantidade de estudos existentes, pelo fato dos pré-tratamentos serem
em condi¢cbes semelhantes as técnicas comumente utilizadas para a extracdo dos
lipidios e dessas incluirem o rompimento da parede celular, serdo descritos os
resultados obtidos pelas pesquisas sobre o rompimento celular das microalgas

integrais, além das publicagfes de rendimento de metano com os residuos.
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As conclusdes obtidas em trabalhos nos quais foi utilizada biomassa integral, ap6s
pré-tratamento, podem ser relacionadas para o residuo do processo de producao de
biodiesel. Porém, nesses ultimos, o potencial de rendimento de metano € mais baixo
em funcdo do menor conteldo de energia apds a remoc¢ao dos Oleos. Além disso,
deve-se ter em consideracdo que a eficiéncia da extracdo dos lipidios depende da
espécie e do método empregado (LEE, J. et al, 2010, PARK; LI, 2012, ZAMALLOA
et al, 2012a).

Os pré-tratamentos descritos na literatura visando o rompimento da parede celular
para aumentar a degradabilidade anaerdbia podem ser comparados com o0s
processos de extracdo e transesterificacdo in situ dos lipidios para biodiesel. Ambos
os procedimentos incluem processos térmicos, fisicos ou quimicos. Desta forma, o
processo de extracdo de lipidios pode ser considerado como um pré-tratamento
(ALZATE et al, 2014).

A importancia do pré-tratamento esta no fato de que a resisténcia das paredes
celulares pode ser o principal problema no processo de digestdo anaerdbia,
resultando em baixos rendimentos de metano. Para solucionar essa questao, varias
pesquisas tém enfoque na influéncia do pré-tratamento na biodegradabilidade
anaerobia. Sdo adotados, assim, diversos métodos para o rompimento das paredes
celulares das microalgas integrais, como o térmico, ultrassom, microondas, quimico,
mecanico, entre outros (SALERNO et al, 2009; SIALVE et al, 2009; ZAMALLOA et
al, 2011; 2012a; MENDEZ et al, 2014; PASSOS et al, 2014).

A extracao constitui na aplicagao de solventes organicos como 1-butanol seguida de
agitacao e aquecimento a 90°C durante 90 minutos. Outro método, conhecido como
método de Bligh e Dyer, envolve a aplicacdo de cloroformio e metanol na biomassa
seguida de agitacdo a 35 °C durante 30 minutos. Por sua vez, a transesterificacao é
feita com a adicdo de metanol e acido sulfarico & biomassa e posterior aquecimento
a 60 °C durante 8 horas (EHIMEN et al, 2009).

Pesquisadores analisaram a producdo de metano de Nannochloropsis sp. apos
extracdo dos Oleos e sem extragdo. Os autores sugerem que 0 processo de extragao
de lipidios pode ser considerado como uma etapa de pré-tratamento e para a
digestdo anaerdbia a aplicacdo de um segundo pré-tratamento ndo teria um efeito
significativo sobre a biodegradabilidade final (ALZATE et al, 2013). Dessa forma, a

producao de biogas através dos residuos apresenta essa vantagem.
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Contudo, outra pesquisa avaliando os efeitos de pré-tratamentos em residuos de
extracdo de Scenedesmus sp apresentou resultado contrario. A aplicacdo de pré-
tratamento com alta pressdo e temperatura (170°C a 800 kPa) afetou a
degradabilidade anaerébia tendo efeito cumulativo quando combinada com a
extracao de lipidios (KEYMER et al, 2013).

Utilizando os residuos da extracéo de lipidios da espécie Ettlia sp. foi realizada uma
pesquisa sobre o efeito de diversos pré-tratamentos (sonicacdo, irradiacao,
autoclavagem- 120 °C, 60 minutos, 15 psi- em condi¢des bésicas e acidas) sobre a
solubilizacéo e rendimento de biogas. Os resultados mostram que a autoclavagem
aumentou em 40% o rendimento de metano, enquanto a sonicacao 29%, em relacéo
ao residuo ndo tratado. A autoclavagem em meio basico aumentou a taxa de
solubilizacdo em 82% sendo considerado o melhor pré-tratamento (SURESH et al,
2013).

O rendimento de metano de diferentes substratos, incluindo algas vermelhas
(Polysiphonia sp) algas verdes (Cladophora sp.), milho, mistura de beterraba e suas
folhas, mistura de palha e folhas de beterraba, mistura de milho e folhas de
beterraba foram comparados (ERTEM et al, 2011). Os resultados verificados na
digestdo anaerdbia das algas comparado com o que pode ser obtido de culturas o
rendimento foi relativamente menor. Esse menor rendimento pode ser em funcéo da

utilizacdo de macroalgas que ndo passaram por nenhum processamento prévio.

A auséncia de tratamento prévio em Chlorella vulgaris resultou em uma significativa
influéncia na producdo de metano, ja que 50% da biomassa ndo sofreu digestéo

mesmo apos periodo de retencao hidraulica de 28 dias (RAS et al, 2011).

Utilizando diversas técnicas para rompimento das células, como aquecimento por
micro-ondas, aquecimento durante 8 horas a 100 °C, congelamento, French press
(French pressure cell press, TermoSpectronic — equipamento utilizado para
rompimento da parede celular em experimentos biolégicos) e ultrassom,
pesquisadores verificaram uma correlacao linear entre a solubilizacdo da biomassa e
o rendimento de biogas. Comparada com as amostras nao tratadas, a producéo de
biogas aumenta entre 12-90%. Esses resultados indicam que a etapa limitante na
digestdo anaerdbia das microalgas é a hidrolise (BLANCO et al, s.d.; SCHWEDE et
al, 2011;FRIGON et al, 2013; PARK, K. et al, 2013; PASSOS et al, 2013a).
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Apés tratamento termoquimico (aquecimento da biomassa a 100 °C durante 8 horas
a uma concentracao de solidos de 3,7%) da biomassa de algas verdes oriundas de
sistema de tratamento de efluentes foi verificado aumento em um terco da taxa de
producédo de metano (CHEN & OSWALD, 1998 apud SALERNO et al, 2009).

A aplicacdo de tratamento térmico (aquecimento a 100 °C e 120 °C durante 2 e 8
horas) previamente a digestdo anaerdbia de Nannochloropsis salina também
resultou em aumento na producdo de metano tanto no sistema de digestdo continua
guanto em batelada. Todas as amostras tratadas apresentaram rendimento de
metano trés vezes maior que as nao tratadas, sendo que a maior produgao foi
exibida por aquelas que ficam mais tempo no pré-tratamento (8 h). O balanco
energeético realizado, considerando a energia utilizada para o pré-tratamento, mostra
gue a entrada de energia é negligenciavel perante os beneficios (SCHWEDE et al,
2013a).

O efeito da combinacdo de pré-tratamento termoquimico (adicdo de solucdo de
NaOH seguida por autoclavagem a 120°C durante 30 minutos) na digestéao
anaerobia foi testado em cinco espécies de microalgas: Pavlova_cf sp., Tetraselmis
sp., Thalassiosira weissflogii, Chlorella sp. e Nannochloropsis sp. Foi verificado que
as trés primeiras espécies tiveram rendimento de metano entre 75-80 % do valor
tedrico mesmo sem pré-tratamento, enquanto as duas Ultimas 55-60%. A aplicacéo
de solucdo alcali (adicdo de solucdo 50% NaOH a 300 mL de biomassa de
microalgas alcancando concentracdes finais na faixa de 0 a 21 g NaOH L™) foi
ineficaz para Chlorella sp. e Nannochloropsis sp. O tratamento térmico (121 °C, 10
bar, durante 30 minutos) foi eficaz somente para Nannochloropsis sp. e a
combinacéo dos dois tratamentos aumentou o rendimento de metano em 40% para
essa espécie (BOHUTSKYI et al, 2014).

Essa distingdo ocorre em fungéo da diferenca na composigéo das paredes celulares
das espécies estudadas. Enquanto, Chlorella sp. e Nannochloropsis sp possuem
parede celular espessa baseada em polissacarideos, as demais sdo mais sensiveis
a ruptura (BOHUTSKYI et al, 2014).

Diferentes temperaturas (140, 160 e 180 °C) em dois diferentes tempos (10 e 20
minutos) foram aplicadas para a solubilizagdo de Chlorella vulgaris. Apesar de todos
0os tratamentos térmicos aumentarem a solubilizacdo da matéria organica e

melhorarem a biodegradabilidade, o melhor resultado foi obtido pelo pré-tratamento
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a 160 °C. Ele apresentou aumento de 64% no rendimento de metano (MENDEZ et
al, 2014).

Aplicando temperaturas menores, poréem mais proximas das adotadas na extracéo
de lipidios, entre 70 e 90 °C, o aumento na biodegradabilidade anaerdbia da espécie
Scenedesmus sp. foi de 24% e 48%, respectivamente (GONZALEZ-FERNANDEZ et
al, 2012a). Pesquisa comparando a degradabilidade de S. obliqus e Chorella apo6s
pré-tratamento a 90 °C concluiu-se que a diferenca na espessura e composicao da
parede celular levam a uma maior degradabilidade de S. obliqus (OMETTO, 2013).
Também utilizando pré-tratamentos na faixa de temperatura entre 75 e 95 °C com
tempo de exposicdo de 10h, o rendimento final de metano de uma cultura mista de
microalgas em relacéo a biomassa sem tratamento foi 12 a 61 % maior (PASSOS et
al, 2013b).

Aumento no rendimento de biogas, apds tratamento térmico (90° C durante 12
horas) foi verificado por outros pesquisadores. Entretanto, apesar do ganho no
rendimento de biogas, o balanco energético foi negativo (MARSOLEK et al, 2014).

O pré-tratamento por irradiacdo de microondas (900 Watts durante 3 minutos) gerou
um aumento na solubilizacdo da matéria orgéanica tornando-a mais acessivel as
Archaeas. Foi verificado aumento na remocao de solidos volateis (40-45%, tempo de
retencdo 15 e 20 dias, respectivamente) e consequentemente na taxa de producao
de metano (PASSOS et al, 2014). Contudo, a energia requerida foi maior que a
energia gerada pelo processo.

Outro método empregado para romper as paredes celulares, e assim aumentar a
digestdo e producdo de energia, foi realizado por meio da adicdo da bactéria
Clostridium thermocellum. Trata-se de uma espécie de bactéria celulolitica e
produtora de hidrogénio. Considerando que a celulose contribui para a recalcitrancia
da parede celular da microalga Clorella vulgaris, a adicdo de C. thermocellum
resultou em aumento da degradacao da parede celular de C. vulgaris e aumento de
17-24 % na producéo de metano (LU et al, 2013).

O pré-tratamento enzimatico consiste em uma técnica mais suave para 0
rompimento celular visando acessar 0s compostos de interesse de modo que
demais substancias ainda possam ser utilizadas, dentro do conceito de biorrefinaria
(VANTHOOR-KOOPMANS et al, 2013). Ademais, é uma alternativa que nao
apresenta alta demanda energética em comparacao aos pré-tratamentos mecanicos,

térmicos e quimicos (WARD et al, 2014).
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Ultrassom foi utilizado como pré-tratamento na digestdo anaerdbia de algas
filamentosas (LEE, K. et al, 2013). Apesar dos resultados mostrarem que a geracao
de metano das amostras que passaram pelo tratamento alcancaram 310- 350 mL
CH. g* SV, sendo quase 100% maiores das que ndo passaram pelo ultrassom,
foram menores que o gerado somente pelo efluente. Este método também foi
utilizado em algas oriundas de sistema de tratamento de efluentes. Os resultados
obtidos confirmaram que o ultrassom aumenta a desintegracdo do substrato
resultando uma maior producdo de metano. Os autores indicam que melhores
resultados sao obtidos aplicando-se energia acima de 400kJ/kg com uma
temperatura final acima de 75 °C (BLANCO et al, s. d.).

Os métodos de extracao de lipidios podem aumentar a biodegradabilidade, mas, a
depender do tipo de solvente utilizado no processo de extragcdo convencional
(cloroférmio-metanol), podem inibir a producdo de CH, Para mitigar este efeito
negativo, pesquisadores sugerem que uma fase de enxague seja considerada antes
da digestdo anaerdbia. Entretanto, a praticidade desta lavagem deve ser avaliada
em funcédo da quantidade de agua e energia necessaria para o reuso, além da
possibilidade de perda do poder calorifico da matéria-prima devido a retirada de
moléculas polares ricas em energia (EHIMEN et al, 2009).

Pesquisadores submeteram a biomassa de Nannochloropsis sp. a dois tipos de
extracdo: N1 — extracdo seca utilizando metanol e hexano como solventes e
temperaturas abaixo de 100 °C e N2 — extracdo umida com etanol, 3 bar e 80 °C
seguida da adicdo de hexano com aquecimento a 75 °C, 3 bar durante 1,5h visando
avaliar o efeito do método de extracdo sobre a digestdo anaerébia do residuo. A
biomassa de parte dos residuos dos dois tratamentos foi lavada com agua destilada.
Entretanto, o objetivo dos pesquisadores foi diminuir o teor de sais e ndao dos
solventes. O residuo do tratamento N2 apresentou potencial de metano 148% maior
gue o do tratamento N1, apesar desse conter mais 6leo. Isso significa que o método
de extracdo com etapa térmica aumentou a degradabilidade do residuo (KINNUNEN
et al, 2014).

A presenca de etanol também pode causar diferenca na taxa inicial de producédo de
metano j& que alcodis frequentemente apresentam uma alta taxa de
biodegradabilidade anaerdbia. Contudo, considerando a DQO do etanol
(1,043g0./gEtanol) e sendo uma pequena quantidade de solvente, 0 aumento na

producdo de metano pode ser desconsiderada (ALZATE et al, 2013).
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3.3.2 — Outros fatores que influenciam a producdo de metano utilizando
microalgas

Quanto a influéncia da relacéo substrato e inoculo, concentracdo da biomassa e 0
pré-tratamento, o potencial bioguimico de metano de trés agregados de diferentes
espécies de microalgas foi avaliado por pesquisadores (ALZATE et al, 2012). Os
resultados encontrados foram que a maior producdo de metano foi alcancada pela
razdo de substrato e inoculo de 0,5 e concentracdo de microalgas de 10 ST/kg
apresentando valores entre 188 e 395 ml CH, g* SV adicionada. O melhor pré-
tratamento entre a hidrélise termal, ultra-som e tratamento bioldgicos foi a hidrélise
termal com aumento de 46-62%. Os autores destacam que a produtividade de
metano € dependente da espécie de microalga e que poucos estudos sistematicos
vém sendo feitos no sentido de maximizar a biodegradabilidade das microalgas e
aumentar a produtividade de metano.Entretanto, pesquisadores testaram 20
espécies de microalgas, sendo 15 de agua doce e 5 de agua salgada com o objetivo
de identificar uma espécie que pudesse ser usada como modelo para larga escala
de producdo de metano. Nao foi verificada diferenca estatisticamente significante
entre as espécies de agua doce e salgada. Contudo, dentro do grupo das espécies
de agua doce o tipo de meio de cultivo foi determinante na producdo de metano.
Com base nos resultados os autores indicam a espécie de agua doce Scenedesmus
sp. para trabalhos futuros (FRIGON et al, 2013).

Estudos comparando as diferencas e similaridades de microalgas e residuo de lodo
ativado em relagcdo a composi¢cdo e potencial de degradacdo anaerobia mostram
gue a producdo de metano utilizando microalgas é um processo com tempos de
digestdo comparaveis aos necessarios para os lodos de tratamento de efluentes
municipais (20 - 40 dias) (FRIGON et al, 2013).

O tempo de detencdo hidraulica (TDH) e a concentracdo de algas utilizadas na
digestdo anaerdbia sdo dependentes da composicdo da espécie utilizada. O TDH
requerido para a digestdo anaerdbia em digestores convencionais € entre 10 e 30
dias (SIALVE et al, 2009). Pesquisadores verificaram que o aumento do TDH de 16
para 58 dias ndo aumentou a eficiéncia da degradacédo que se manteve entre 52 a
53%. J&4 0 aumento da concentracdo de algas de 11 para 20g SV L™ levou a uma
menor eficiéncia na degradacdo (TARTAKOVSKY et al, 2013).

A extensdo da digestdo de microalgas integrais de 21 dias para 49 dias né&o

apresenta diferenca significativa na producéo de biogas. O mesmo nao ocorreu para
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amostras que passaram por tratamento térmico (100 °C e 120 °C durante 2 e 8
horas). Ap6s 49 dias, a producéo de biogas foi significantemente maior (SCHWEDE
et al, 2013a).

Outros pesquisadores verificaram que, em 16 dias de digestdo, a biomassa crua de
microalgas produziu 90% do total de metano produzido (MENDEZ et al, 2014; ZHAO
et al, 2014). Por sua vez, a biomassa pré-tratada termicamente requereu, em média,
8 dias. Com o pré-tratamento da biomassa houve um ganho para o balanco
energético do sistema e reducdo no tempo de residéncia hidraulica (MENDEZ et al,
2014).

3.3.3 Perspectivas

Frente ao exposto, existem aspectos da digestdo anaerdbia de residuos organicos,
principalmente microalgas, que precisam ser estudados e melhorados como o pré-
processamento da matéria a ser digerida, controle da estabilidade e projeto do reator
(LI et al, 2011). A caracterizacao do substrato € um passo inicial e fundamental para
a digestao anaerobia. Principalmente, dos residuos de microalgas em razdo da sua
singularidade ja que séo utilizadas diferentes espécies e métodos de pré-tratamento.
Com base nas propriedades apresentadas, a decisdo sobre o melhor
aproveitamento dos residuos dentro do sistema de biorrefinaria pode ter tomada,
seja a co-digestado ou outra utilizacdo que néo a geracao de energia.

Ademais, devido ao crescente interesse na utilizacdo das microalgas para producéo
de biocombustiveis, as questbes envolvendo a digestdo anaerbbia dessas
constituem um campo importante de desafios a serem solucionados. Mesmo que do
ponto de vista econdmico o retorno esperado ainda ndo seja imediato, é necessario
gue as pesquisas sejam desenvolvidas para que o processo de producao de biogas
seja otimizado e, logo, haja reducdo dos custos. Dessa forma, os beneficios
oriundos dessa tecnologia associada com essa matéria-prima deixardo de serem
promessas, contribuindo, assim, para uma relagcdo mais harmonica entre 0s recursos

naturais e as necessidades humanas.
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4. METODOLOGIA

No presente trabalho foram utilizadas as biomassas de duas espécies de
microalgas: Nannochloropsis sp. e Chaetoceros muelleri.

Testes para verificar o potencial bioquimico de metano de quatro diferentes
substratos foram realizados. Os substratos testados foram: a biomassa de
Nannochloropsis sp. bruta, os residuos dessa espécie utilizados em dois processos
distintos relacionados com a producdo de biodiesel (extracdo de lipidios e
transesterificacdo), e residuos de Chaetoceros muelleri apos transesterificacdo.

Os substratos e o inéculo foram caracterizados. Com os dados obtidos por meio da
caracterizacdo dos substratos foi realizada estimativa tedrica da producédo de

metano.

4.1 Cultivo da biomassa

Como substratos foram utilizados as biomassas cujo lipidio néo foi extraido (referida
como Nannochloropsis sp. bruta - NB) e biomassa residual dos processos de
extracdo de lipidios de Nannochloropsis sp utilizando hexano (referida como RENH)
e da transesterificacdo de Nannochloropsis a 250 °C e 60 bar (referida como RTN).
Essa espécie foi cultivada em fotobiorreatores construidos no LABEC (Laboratério
de Bioenergia e Catalise) — UFBA e em galGes de 10 L.

A biomassa bruta de Chaetoceros muelleri foi fornecida pelo Laboratoério de Cultivo
de Microalgas da Universidade Federal de Santa Catarina. A biomassa foi submetida
ao processo de transesterificacdo a 250 °C e pressédo de 60 bar, com adicdo de
etanol, em um reator Paar®.

Nannochloropsis sp foi cultivada em meio Conway (WALNE, 1966 apud
LOURENCO, 2006). A biomassa bruta foi obtida por centrifugacdo dos cultivos
durante 2 minutos a 4.000 rpm (Centrifuge 5702 Eppendorf ®).

Antes da centrifugacdo, devido ao volume dos cultivos (10L) o pH foi aumentado
para 10 pela adicdo de NaOH (PRAJAPATI et al, 2013). Dessa forma, ocorre
floculacdo o que diminui consideravelmente o tempo de separacéo da biomassa do
meio de cultivo.

Para retirada do NaOH, a biomassa concentrada foi colocada em tubos Falcon de
50 mL com agua destilada e agitada vigorosamente manualmente e com auxilio de

uma espatula. Apos esse procedimento, foi centrifugada e o sobrenadante foi



56

descartado. Mais agua destilada foi adicionada aos tubos Falcon para lavagem.
Esse processo foi repetido 3 vezes. Em seguida, a biomassa foi lavada com formiato
de ambnio 0,5 molar para retirada dos sais de modo que a interferéncia desses no
peso seco das amostras fosse reduzido (ZHU e LEE, 1997). Para retirada do
formiato de amoénio foram realizadas lavagens até que o odor caracteristico do

amonio ndo fosse mais perceptivel.

4. 2 Extracdo dos lipidios

Para a extracdo dos lipidios, a biomassa bruta de microalgas das espécies
Nannochloropsis sp. (que foi apenas centrifugada dos cultivos) e Chaetoceros
muelleri foi submetida a 250 °C e pressao de 60 bar, com adicdo de etanol, em um
reator Paar®. Os residuos do processo de transesterificacdo de C. muelleri serao
referidos pelo acronimo RTCM.

As biomassas foram armazenadas a -4 °C e descongeladas nas quantidades

requeridas para os testes, conforme descrito em Ehimen et al (2011).

4.3 In6culo

O in6culo com microrganismos metanogénicos foi obtido em reator UASB de
estacdo de tratamento de esgoto localizado em condominio residencial no municipio
de Lauro de Freitas, Bahia.

Ele foi mantido durante dois dias a 35 °C para aclimatacdo na temperatura dos
testes (SURESH et al, 2013).

O indéculo nado foi adaptado para biomassa de microalgas antes dos testes
(SCHWEDE et al, 2013).

4.4 Caracterizagao

O substrato e o inéculo foram caracterizados quanto ao teor de soélidos totais (ST) e
sélidos volateis (SV), Demanda quimica de oxigénio total (DQOt) e DQO soluvel
(DQOs), proteinas, carboidratos, lipidios e conteiddo de carbono e nitrogénio
elementar e pH.

O efluente da digestdo anaerébia também foi analisado quanto ao teor de ST, SV,
DQO , nitrogénio amoniacal e pH.

Essas analises foram realizadas no LABEC, no Laboratério de Residuos e Efluentes
da Escola Politéecnica da UFBA (LABRE) e no Instituto de Fisica Nuclear da UFBA.
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4.4.1 Solidos totais (ST) e solidos volateis (SV)
A determinacéo de ST e SV das amostras foi realizada com base no Método 2540 G
do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).

4.4.2 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A determinacdo de DQO foi realizada com base no Método 5220 D do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).

Para a determinagéo da DQO solivel (DQOs), as amostras solidas foram mantidas
em &gua destilada por uma hora na razéo de 1:100 (amostra-agua) e centrifugadas
a 5100 rpm por cinco minutos e o sobrenadante foi filtrado (adaptado de RAMOS-
SUAREZ e CARRERAS, 2014; KEYMER, comunicacéo pessoal).

4.4.3 Carbono e nitrogénio elementar

As analises de carbono e nitrogénio elementar foram realizadas utilizando
Analisador Elemental CHNS (Thermo Finnigan Flash EA 1112 series). Essas
analises foram realizadas no Instituto de Fisica Nuclear da UFBA.

4.4.4 Proteinas
O teor total de proteina nas amostras foi estimado multiplicando o valor de nitrogénio
obtido por meio da andlise elementar por 6,25 (PRAJAPATI et al, 2014a).

4.45 Lipidios

Para determinacdo do valor total de lipidios foi utilizado o método de Bligh-Dyer
(1959). Foram pesados 50 mg da biomassa e adicionou-se 3 mL de
cloroférmio/metanol (2:1 v/v). Foi agitada no vortex durante 20 minutos. Em seguida,
foram adicionados 2 mL de cloroférmio com nova agitacdo no vortex durante 10
minutos. Foi adicionado 1mL de agua destilada, agitada e centrifugada a 4000 rpm
por 10 minutos. Ocorreu a formacdo de duas fases e a inferior foi coletada e
transferida para frascos com peso conhecido. Os frascos permaneceram em capela
de exaustéo até completa evaporacao do solvente (SURESH et al, 2013).

O conteudo de lipidio foi determinado por gravimetria.
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4.4.6 Carboidratos
O conteudo de carboidrato foi calculado pela subtracdo do valor de proteina, lipidios
e cinzas de 100% (SURESH et al, 2013).

4.4.7 pH

O pH dos substratos sélidos foram medidos por meio de tiras indicadoras de pH
(Merck®) apds serem diluidos em &gua na razdo de 1:2,5 (substrato-dgua) e
agitadas por duas horas (RAMOS-SUAREZ e CARRERAS, 2014). O pH inicial e final

dos testes foi medido utilizando pHmetro (Orion 3 Star Thermo Scientific).

4.4.8 Acidos graxos volateis

Para avaliacdo da estabilidade do processo foram medidos os acidos graxos
volateis (AGV) por meio da determinacdo de &cido acético (mg L™) por
espectrometria. Foram coletados 0,5 mL de amostra de cada reator e adicionados
em um tubo a 1,5 mL de etilenoglicol e 0,2 mL de acido sulfarico 19,5 N. Essa
mistura foi aguecida em banho-maria durante 3 minutos. Em seguida, foi esfriada em
agua fria. Foram, entéo, adicionados 0,5 mL de hidrocloridrato de hidroxilamina 10%,
2 mL de solucdo de NaOH 4,5 N e 10 mL de solucao de cloreto férrico a 2 %. A
absorbancia foi medida em 495 nm utilizando espectrémetro UV-Vis ( Cary 60
Agilent Technologies) (PRAJAPATI et al, 2013).

4.5 Nitrogénio amoniacal

A determinacao da concentracao de nitrogénio amoniacal foi realizada com base no
Método 4500 C do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2012).

4.6 Instalacdo experimental

Como reatores para o processo de digestdo anaerdbia foram utilizados Erlenmeyers
com capacidade para 250 mL.

O rendimento do CHj, foi testado na temperatura de 35 °C e carga de 5 kg SV/m®
com tempo de detencédo hidraulica de 15 dias. Como controle foi introduzido apenas
indculo nos reatores. A producdo de metano pelo controle foi monitorada e os
valores obtidos nos reatores com somente in6culo seriam subtraidos dos obtidos

dos reatores com indculo e biomassa residual para obten¢&o do rendimento liquido.
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Amostras da biomassa de microalgas foram introduzidas junto a uma quantidade
pré-definida de inéculo no reator e solucdo tampao 3,3 g de NaHCO; L™ (SURESH
et al, 2013). Nutrientes ndo foram adicionados aos reatores, pois foi assumido que
0s nutrientes bésicos para as Archaea metanogénicas foram providos pelo inéculo
(ZHAO et al, 2014).

A relacdo de indculo e substrato aplicada foi igual a 1:1 (g SV), ja que pesquisas
anteriores determinaram essa relacdo como adequada para os testes utilizando
residuo de microalgas (ZHAO et al, 2014; KINNUNEN et al, 2014) e para microalgas
sem pré-tratamento (WILLIAMS, 2012).

Os testes para determinagdo do potencial bioquimico de metano foram realizados no
LABEC (Laboratorio de Bioenergia e Catélise).

Os reatores permaneceram em um shaker (Incubadora TE-420 Tecnal) para
manutencdo da temperatura em 35°C e agitacdo a 100 rpm (Figura 06)
(HERNANDEZ & CORDOBA, 1993). A purga do ar dos reatores foi realizada com a
injecdo de nitrogénio no headspace durante 2 minutos (YANG et al, 2011).

Figura 06 — Reatores no shaker

Fonte: Propria autora.

A producédo do biogas foi monitorada através do deslocamento de liquido (medig&o
direta do volume de metano).

Segundo AQUINO et al (2007), a medicéo direta do volume de metano é utilizada
por diversos grupos de pesquisa brasileiros por apresentar diversas vantagens como
baixo custo e facilidade de implementagdo em qualquer laboratério de
monitoramento. Nesse método, assume-se que o biogas é composto principalmente
por CH; e CO,. Como visto na Tabela 01, a maior propor¢cdo desses gases no
biogas é uma das suas caracteristicas. Além disso, em pH neutro a maior parte da
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amonia (NH3) e metade do sulfeto de hidrogénio (H,S), quando presentes, estarao
ionizados e dissolvidos na fase liquida como NH;" e HS".

Para assegurar que o volume de gas medido era composto apenas por metano, 0O
biogéas foi lavado com uma solucédo de NaOH 2% (AQUINO et al, 2007; ESPOSITO
et al, 2012) Dessa forma, ha absor¢cédo do CO, de acordo com as seguintes reacoes:

Hzo + COZ > H2C03 (1)
H,COsz+ 2 NaOH <~ Na,CO3 + 2 H,O (2)
CO, + 2 NaOH — Na,CO3+ 2 H,O (3)

Cada reator foi conectado por um sistema “agulha hipodérmica de ago inoxidavel-
mangueira-agulha hipodérmica de ago inoxidavel” a um frasco contendo solucéo de
NaOH 2%. O volume de metano produzido foi aferido pelo volume de solucdo de
hidréxido de sédio expulsa do frasco pelo gas lavado, como pode ser visto na Figura
07.

Figura 07. Esquema de aparato experimental para lavagem do biogas e medi¢do do volume
de metano produzido
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Fonte: adaptado de Esposito et al, 2012.
Tendo como base a publicacdo de Ehimen et al (2011), uma estimativa da
guantidade de biomassa residual para a carga a ser testada no presente trabalho foi

calculada e esta apresentada na Tabela 06.

Tabela 06 - Quantidade de biomassa residual por reator (g)

Volume do reator (ml) Carga testada
5 kg SV/Im®
250 1,25g SV
Fonte: prépria autora.
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Apesar de ser uma pequena quantidade, ndo esta distante dos valores de diversos

testes publicados, conforme Tabela 07.

Tabela 07 — Volume de reatores e quantidade de biomassa de microalgas e inoculo
verificada em artigos publicados

Publicacéo

Energy recovery from lipid
extracted, transesterified and
glycerol codigested
microalgae biomass.

Biogas Production from
Algae Biomass Harvested at
Wastewater

Treatment Ponds

Anaerobic digestion of
microalgae residues
resulting from the biodiesel
production process.

Hydrogen and methane
production from lipid-
extracted

microalgal biomass residues

Anaerobic digestion of
cyanobacteria and chlorella
to produce methane for
biofuel.

Evaluation of methane
production and
macronutrient degradation

in the anaerobic co-digestion
of algae biomass residue
and lipid waste

Influence of different pre-
treatment routes on the
anaerobic digestion of a
filamentous algae.

Biochemical Methane
Potential of microalgae
biomass after lipid extraction

Effects of thermal
pretreatment on anaerobic
digestion of Nannochloropsis
salina biomass

Mesophilic and thermophilic
anaerobic laboratory-scale
digestion of Nannochloropsis
microalga residues

Volume do
reator (mL)

500

260

2000

300

330

1000

500

160

500

119 mL

Quantidade de
biomassa por
reator
4+0,059ST

9-36 ml

5-40 g SV L™

50 mL contendo

18gsvL!

1-99gSV

2,3,4and6 g
svLtdh

4+0,05gST

3g ST/kg,
10g ST/kg e
20g ST/kg

3,59 SV

15-3 kq SV
m3d

Quantidade Referéncia
de inéculo
(mL)
400 Ehimen et al,
2009
90 Salerno et al,
2009
- Ehimen et al,
2011
50 mL Yang et al, 2011
300 Jegede, 2012
700 mL Park & Li, 2012
300 Ehimen et al,
2013
3g ST/kg, Alzate et al, 2013
10g ST/kg e
20g ST/kg
79 SV° Schwede et al,
2013a
30 Kinnnunen et al,
20142
continua
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concluséo
Publicacéo Volume do  Quantidade de Quantidade Referéncia
reator (mL) biomassa por de inéculo
reator (mL)
Anaerobic digestion of algal 250 10gsvL? Zhao et al, s.d.

biomass residues with
nutrient recycle

Fonte: propria autora
@~ a diferenca para 400 mL foi alcancada com a adi¢do de agua da torneira.

4.7 Potencial teérico de metano (PTM)

A seguinte equacdo foi utilizada para determinar o PTM da biomassa sem extracéo e
do residuo da extracdo (PRAJAPATI et al, 2014a):

PTM=1/100(AXC_.+BxCp+ Cx Cg¢) (4)

Onde:

A = rendimento de metano especifico de lipidios (1,014 L CH, g * SV)

B = rendimento de metano especifico de proteinas (0,851 CH, g * SV)

C = rendimento de metano especifico de carboidratos (0,415 CH4 g * SV)

CL =% de lipidios em ST da biomassa analisada

Cp = % de proteinas em ST da biomassa analisada

Cc = % de carboidratos em ST da biomassa analisada

4.8 Biodegradabilidade

A biodegradabilidade anaerobia é determinada com base na producéo liquida de
metano (mL CH,) e a estimativa tedrica de producdo de metano em condi¢cdes
normalizadas (350 mL CH,/g de DQO removida) em relacdo a DQO inicial dos
ensaios, conforme eq. (5) (PASSOS et al, 2013b).

Biodegradabilidade (%):
[(CH4 produzido (mL) - CH4 produzido controle (mL) / (5)
350 (mL/g DQO removida)]/g DQOiniciaI X 100

A porcentagem de reducdo de solidos volateis nos reatores € utilizada como um
indicador do desempenho dos testes (ZHAO et al, 2014).
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4.9 Andlises estatisticas

O delineamento experimental consistiu de trés substratos (NB, RTN e RTCM) e
controle negativo com trés repeticdes cada. Os resultados estdo apresentados pelos

valores médios com desvio padrao.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da biomassa de microalga bruta e dos residuos

Os dados referentes a caracterizacdo da biomassa de Nannochloropsis sp. sem
extracdo de lipidios e os residuos dessa e de C. muellerii estdo listados na Tabela
08. A biomassa residual da extracao de lipidios de Nannochloropsis sp. com hexano
(RENH) nao foi utilizada nos testes para producdo de biogads, somente na
determinacdo do potencial tedrico de metano, em razdo da pouca quantidade desse

substrato.

Tabela 08 - Caracterizacao das amostras e do in6culo

NB RTN RENH RTCM Inoculo
Solidos totais (ST) 33.9 % BF 95.6% 99.4% 83.6% + 0,3 3%+ 0,1
Solidos voléateis (SV)
(%ST) 32,1 24,1 40,3 30,1 +1,6 79,5 + 3
i 0,
Cinzas (%ST) 68 75.9 59.6 69.0 +1, 6 2058 +0,3
SVIST 94 25 40 36
Carbono (%) 21415 77+05 13,6 17,1+05 n.d.
Nitrogénio (%) 22403 1,0£0,2 2.1 21+0,3 n.d.
CIN 9.8 78 6.6 81 n.d.
DQOt (g0, LY 197,3 + 326,9 + 25
s 212,1+32 101 208 319,6 + 22,1
DQOs (902 L) 165+22  1546+35 707+7.4 72.8+24.9 13
Proteina (% ST) n. d.
134 +1,9 6,1+1,2 135+1,1 13,1 +2
Lipidios (% ST) 27405 48+0.8 5,3 +1,8 14,6 n.d.
Carboidratos (%ST) 16,0 13,1 21,6 2,4 n.d.
pH 9,0 9,5 10,0 7.0 75

Fonte: propria autora

BF: biomassa fresca

NB: Nannochloropsis sp. bruta

RTN: biomassa residual do processo de transesterificacdo de Nannochloropsis sp. a 250 °C
e 60 bar.

RENH: biomassa residual do processo de extracdo de lipidios de Nannochloropsis sp
utilizando hexano.

RTCM: biomassa residual do processo de transesterificacdo de C. muelleri a 250 °C e 60
bar.

n.d.: ndo determinado
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O conhecimento da composi¢do bioquimica da biomassa de microalgas é de
fundamental importancia para a digestdo anaerObia. Algas com alto teor de
carboidrato e proteinas séo, teoricamente, substratos com menor rendimento do que
aqueles com maior teor de lipidios. Isso em funcdo da maior quantidade de carbono
e hidrogénio, que podem ser transformados em metano, nos lipidios e menor
guantidade de oxigénio, nitrogénio e enxofre quando comparado com carboidratos e
proteinas (BOHUTSKY]I et al, 2014).

A presenca de lipidios nos residuos reflete a dificuldade de extragdo em funcéo das
paredes celulares das espécies estudadas. Nannochloropsis sp. possui uma camada
espessa com varias camadas de polissacarideos e a presenca de biopolimero
recalcitrante conhecido como algaenana. Pela auséncia de pré-tratamento e parede
celular espessa, NB apresentou teor de lipidio menor que os residuos. Chaetoceros
muelleri € uma espécie de diatomacea marinha amplamente utilizada em cultivos de
marisco em funcdo do seu alto teor de lipidios e acidos graxos (REIS BATISTA et al,
2012). A caracteristica principal das diatomaceas é a presenca de parede celular
formada por silica (frastula). Em razdo do seu alto teor de lipidios e caracteristicas
da parede celular, os residuos de Chaetoceros muelleri (RTCM) apresentaram o
maior teor de lipidios (14,6 % ST).

As amostras apresentaram um valor baixo para sélidos volateis e carbono quando
comparadas com biomassa microalgal e residuos descritos na literatura (Tabela 09).
Isso significa que ha menor quantidade de matéria a ser digerida, jA que a maior

parte é composta por sélidos fixos.



Tabela 09 — Composicdo bioquimica de algumas espécies de microalgas e residuos
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Parametro/Espécie
Ettlia sp.

(Residuo da
extracao de lipidio)

Nannochloropsis
sp.

(Residuo da
extracdo de lipidio)
Nannochloropsis
sp.

Chlorella vulgaris e
Scenedesmus sp

Chlorella vulgaris

Isochrysis galbana

NB

ST
92,7 +0,07
(%)

n.i.

0,045
gL*

33,9 % BF

SV
92,9 +0,09
(% ST)

n.i.

27,0
+0,6gL"

0,35
gL*

60,83
+1,1(%ST)

0,01
gL

32,1% ST

DQOt
1,2 +80 (g
g ST)

265,38 ppm

51000
+ 800 g
OZ.L_l

44
+0,071g
o, L

2,3

DQO th .

(mg O, g~
SV)a

3,6
g O, Lt

212,1+3,2
g0;, Lt

DQOs
0,065
(9g=ST)

n.i.

11900
+100 g L

3,7
+0,08¢gL"

0,62g L™

16,5+ 2,2
g0, L?

Carb.

455
(% ST)

n.i.

15,39
+2,3
(% ST)

0,7g L*

16,0
(% ST)

Proteinas

35
(% ST)

n.i.

36,48
+0,5
(% ST)

1,7g L™

13,4 %
ST

Lipidios

55
(% ST)

n.i.

18+3
(% ST)

20,35
+1,8
(% ST)

2,59 L"

2,7+
0,5
(%ST)

C N
49,18% 5,54 %
49,7 5,8
(% ST) (% ST)
41,1 5,48
(% ST) (% ST)
n.i n.i
42,87 5,84
+0,2 + 0,08
(% ST) (% ST)
n. i. n. i.
9,8 % 22+

0,3 %

CIN
9,50

8,56

7,5

7,35 %
0,09

9,8 %

Referéncia
Suresh et
al, 2013

Elliott et al,
2013

Bohutskyi
etal., 2014

Gonzalez-
Fernandez
etal, 2011

Prajapati et
al, 2014a

Santos et
al, 2014

Presente
trabalho

continua
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conclusdo

Pardmetro/Espécie ST
RTN 95,6%
RENH
99,4%
RTCM
83,6 % *
0,3

SV

24,1%

40,3%

30,1% *1,6

DQOt

197,3
10,1 902, L

326,9 +
40,8 902, L

319,6 +
22,1 902, L

DQOs

154,6 + 3,5
g0, L*

70,7+7,4
g0;, L*

72,8 +24,9
g0, L*

Carb. Proteinas
13,1 6,1%ST
%ST

21,6 13,5 %ST
%ST

2,4 %ST 13,1 %ST

Lipidios

48 +
0,8 %ST

53+1,8
%ST

14,6
%ST

7,7+
0,5%

13,6 %

17,1 +
0,5 %

10+
0,2%

2,1%

2,1+
0,3 %

C/N

6,6

8,1

Referéncia

Presente
trabalho

Presente
trabalho

Presente
trabalho

Fonte: propria autora
a: valor tedrico
n.i.: ndo informado
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O valor da relagdo C/N relatada para microalgas € em torno de 7 (ter VELD, 2012).
Os residuos da extracdo de lipidios do presente trabalho apresentam relacdo C/N
préxima a esse valor. Comparada a biomassa sem extracdo, 0s residuos de
Nannochloropsis sp. apresentaram menor C/N e teor de carbono em funcdo da
extracdo de parte de seus lipidios. Diferente do verificado em outra pesquisa
utilizando Scenedesmus sp. na qual os valores de C/N foram 5,9 sem extracao, 7,2
para residuo de extracdo de aminoacidos e 6,1 para residuo de extracao de lipidio
(RAMOS-SUAREZ e CARRERAS, 2014). Contudo, os autores explicam que a
biomassa sem extracdo teve menor relacdo C/N em fungcdo do alto conteudo de
nitrogénio (6,8%). Ja o residuo da extracdo de aminoacidos, em funcdo da remocéao
de parte de nitrogénio constituinte dos aminoacidos, teve a maior relacdo C/N
(RAMOS-SUAREZ e CARRERAS, 2014).

Quando a relacdo C/N € menor que 20 hd um desequilibrio entre os teores de
carbono e nitrogénios requeridos pela microflora anaerdbia (SPEECE et al, 1996
apud SIALVE et al, 2009). Os valores da relagcdo C/N apresentado pelas amostras
de microalgas do presente trabalho estdo abaixo de 20. Esse pode ter sido um
importante fator para a auséncia de leitura de resultados na parte experimental da
nossa pesquisa. Uma alternativa para melhorar a relacdo C/N de microalgas é a co-
digestdo com rejeitos de lodo ativado, solidos removidos do processo de lodo
ativado para prevenir o acumulo no sistema. Pesquisadores utilizando essa
possibilidade verificaram que a co-digestdo de Chlorella sp. com esses rejeitos
aumentou o rendimento de biogds em 73-79%, reducdo nos solidos volateis dos
rejeitos (WANG et al, 2013). Outra opcéao € a co-digestdo com o glicerol residual do
biodiesel, ja que esse é produzido em grande escala como subproduto da
transesterificacdo de Oleos e gorduras e sem muitas aplicacbes devido a presenca
de impurezas (MACHADO, 2012).

A razdo da DQO soluvel e DQO total das biomassas estudadas esta representada
na Figura 08. O residuo do processo de transesterificacdo de Nannochloropsis sp.
(RTN) apresentou DQO soluvel 10 vezes maior que a biomassa bruta. Portanto, a
transesterificacdo nas condicdes estudadas constitui em um pré-tratamento eficaz.
Semelhante resultado foi verificado com a espécie Scenedesmus sp. submetida a
170 °C e 800 kPa durante 30 minutos (KEYMER et al, 2013). O processo de
hidrélise térmica sob altas pressdes aumenta a solubilidade dos compostos gerando
um aumento da DQO soluvel (WILSON e NOVAK, 2009 apud KEYMER et al, 2013).
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Figura 08. Fracdo da DQO soluvel da biomassa bruta e com extracdo de lipidios
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Fonte: Propria autora

NB: Nannochloropsis sp. bruta

RENH: biomassa residual do processo de extracao de lipidios de Nannochloropsis sp utilizando
hexano

RTCM: biomassa residual do processo de transesterificacdo de C. muelleri a 250 °C e 60 bar.

RTN: biomassa residual do processo de transesterificacdo de Nannochloropsis sp. a 250 °C e 60
bar.

O residuo de C. muellerii (RTCM) apresentou menor DQOs comparado ao residuo
de Nannochloropsis sp. submetido ao mesmo tratamento (RTN), em funcdo da
diferenca entre essas espécies principalmente a constituicdo da parede celular da
primeira ser de silica ndo de polissacarideos.

A extragdo com hexano aumentou em aproximadamente 3 vezes a DQOs em
comparacdo com a biomassa bruta de Nannochloropsis sp. Isso se deve ao
rompimento da parede celular resultante do pré-tratamento.

A determinacdo da DQO de sdlidos organicos por meio de métodos experimentais é
propensa a produzir resultados errados devido a oxidacédo incompleta de sélidos ou
de residuos de biomassa (PRAJAPATI et al, 2014a). Como indicativo dessa
afirmacdo, os resultados de DQOt e DQOs da biomassa de Nannochloropsis sp. da
nossa pesquisa ndo sdo semelhantes a de outras, seja comparando a biomassa
sem extragdo ou a residuos dessa espécie (Tabela 08). Amostra de
Nannochloropsis sp. cujo lipidio foi extraido em processo néo especificado
apresentou DQO de 0,265 gO, L™ (ELIOTT et al, 2013). Discrepante, portanto, da
determinacdo da DQOt das amostras do presente trabalho em que foi utilizada a
mesma espécie e cujo lipidio foi extraido com hexano 197,3 gO,L™. Para a
biomassa de Nannochloropsis sp. sem extracdo também ndo h& proximidade entre

os dados apresentados na literatura, jA que pesquisadores encontraram o valor de
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51000 + 800 gOz,L—1 ao passo que 0S nossos resultados indicam 212 gOz,L'l
(BOHUTSKYI et al., 2014) (Tabela 08).

O pH das amostras de Nannochloropsis sp. (NB e RTN) estava muito alcalino,
enquanto de C. muellerii neutro. Desta forma, antes da adicdo nos reatores, foi
necessario corrigi-lo para a faixa adequada para os microrganismos anaerébios (pH
7). Apesar da tentativa de correcdo do pH das amostras NB e RTN, por meio da
adicao de acido cloridrico, ele permaneceu na faixa de 8,5 - 8,6 na fase inicial dos
testes (Tabela 09).

O pH alcalino da biomassa bruta de Nannochloropsis sp. (NB) pode ser em
decorréncia da lavagem ineficaz para retirada do NaOH previamente adicionado
para floculacdo. Conforme pesquisas anteriores, a presenca de sédio pode interferir
negativamente na digestdo anaerdbia. A lavagem da biomassa com agua destilada
aumenta em até 71,5% o rendimento de metano (SANTOS et al, 2014).

Em andlises do ciclo de vida das microalgas, é destacado que a separacdo das
microalgas do meio de cultivo € o um ponto importante em termos de consumo de
energia. A utilizacdo de NaOH como floculante pode reduzir o rendimento de CH,,
Pesquisadores verificaram que Dunaliella tertiolecta previamente floculada com
NaOH apresentou rendimento de metano significativamente menor que Clorella
vulgaris floculada com quitosana (LAKANIEMI et al, 2011). Dessa forma, a escolha
do modo de separacdo das microalgas deve ser analisada de forma integrada no
processo de producdao de biocombustiveis. Centrifugacdo é uma opcéao
energeticamente desfavoravel. Por sua vez, a floculagédo, a depender do floculante,

pode gerar perdas no potencial de geracédo de energia da biomassa de microalgas.

5.2 Testes de producéo de metano

Tanto a DQO total quanto os sélidos volateis dos testes aumentaram apos 15 dias.
O esperado era a reducdo desses valores, em razdo da transformacdo da matéria
organica. A excecdo foi a reducdo dos SV nos testes com o residuo da
transesterificacdo de Nannochloropsis sp (Tabela 10).

Tabela 10 — Caracteristicas dos testes nas fases inicial e final (ap6s 15 dias)

DQOt (mg O,L™) SV (%) pH AGV (mg L™)*
inicial final inicial final inicial final inicial final
Controle 1757+22 4754+142 55412 64,51+4 8,2+0,1 8 1167,6 2567,6

NB 1899+280 5492+537 58+1,8 58+0,81 8,5+0,05 8,7#+0,1 930,6 1938,6
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RTN 1810+344 5002+283 39+4,5 35453 8,6+0,1 8,9+0,1 8793 7678

RTCM 2711+£310 8058+422 36+2,8 43+2,7 750,05 7,7¢0,1 666,6 1402,2
Fonte: prépria autora
AGV: acidos graxos volateis
DQO: demanda quimica de oxigénio
NB: Nannochloropsis sp. bruta
RTCM: biomassa residual do processo de transesterificacdo de C. muelleri a 250 °C e 60 bar.

RTN: biomassa residual do processo de transesterificacdo de Nannochloropsis sp. a 250 °C e 60
bar.

SV: sdlidos volateis
*coeficiente de correlagdo da curva de calibragéo: 0,87

Por causa da néo reducédo dos valores de DQO e SV e da auséncia de deteccado de
producdo de biogas por deslocamento de liquido ndo foi possivel determinar a
biodegradabilidade anaerdbia dos substratos.

Apesar disso, a baixa degradabilidade de NB foi verificada na analise dos reatores
ao final do experimento a olho nu e utilizando microscopia otica. Foi observado que
as microalgas permaneciam intactas aglomeradas em grandes flocos apds 15 dias

nos reatores (Figura 08).

Figura 09 - Nannochloropsis sp. floculada nos reatores. Fonte: Propria autora
(Microscopio Zeiss modelo AxioStar plus, lente CP-ACHROMAT 100X)

Fonte: Propria autora.

De forma semelhante, outros pesquisadores destacaram a baixa degradabilidade de
Chlorella spp. e de diversas espécies (Chlamydomonas reinhardtii, C. kessleri,
Dunaliella salina, Euglena gracilis e S. obliquus.) que ndo foram submetidas a
nenhum pré-tratamento antes da digestdo anaerébia mesmo apds 45 e 28 dias de

retencdo no reator anaerdbio, respectivamente (MUSSGNUG et al, 2010;
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PRAJAPATI et al, 2014a e b). A auséncia de pré-tratamento dificulta 0 rompimento
da parede celular das microalgas.

A auséncia de producdo de biogas na parte experimental pode ter sido em
decorréncia do alto pH do meio. Da mesma forma, podem ter contribuido também
para a auséncia de producdo de biogas, a relagcdo C/N das amostras de microalgas
abaixo do valor minimo recomendado de 20. Contudo, ndo podemos descartar a
possibilidade de falhas no aparelho experimental, como vazamentos, que tenham
levado tanto a auséncia de producdo de metano ou a auséncia de leitura do gas.

Os valores de pH do Controle e RTCM estdo dentro da faixa na qual ha o
crescimento das Archaea metanogénicas: de 6,5 a 8,2 (SPEECE, 1996 apud
FORESTI et al, 1999). Contudo, o valor de pH ideal é proximo do neutro (METCALF
& EDDY, 2003). Alto valor de pH leva ao aumento na amonia livre, que, como ja
afirmado, é toxica para as populacbes metanogénicas (LESTEUR et al, 2010).
Entretanto, apesar de RTCM apresentar o menor valor de pH dentre os tratamentos,

foi verificado o maior valor de nitrogénio amoniacal (Tabela 12).

E importante ressaltar que ha variagdes nos niveis de toxicidade e inibicdo que
algumas substancias podem ter e que sao reportados na literatura sobre digestao
anaerdbia. O principal fator para essas variacbes é a propria complexidade do
processo de digestdo anaerObia no qual mecanismos como antagonismo,
sinergismo, aclimatacdo podem afetar a inibicdo (CHEN et al, 2008). Ademais, 0s
microrganismos acidogénicos e metanogénicos possuem suas faixas proprias de pH
ideal. Fora delas pode ocorrer falha do reator, mesmo que 0s niveis de amodnia
estejam adequados (KROEKER et al, 1979 apud CHEN et al, 2008).

5.3 Potencial tedrico de metano

O potencial tedrico de metano (PTM) estimado para a biomassa bruta, os residuos
de extracdo com hexano e do processo de transesterificagcdo de Nannochloropsis sp.
e o residuo de C. muelleri foi de 208; 257; 155 e 269 mL CH, g'SV,
respectivamente. Esses valores teéricos s&o proximos a média (262 mL CH4;g™'SV)
de metano gerado experimentalmente em pesquisas nas quais foram utilizadas
microalgas sem e com pré-tratamento ou residuo apos extracdo de lipidios,

conforme Tabela 03 e Figura 10.
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Com base na composicao elementar de diferentes espécies de microalgas descritas
na literatura, pesquisadores estimaram o potencial teérico de metano para residuos
de Nannochloropsis sp. apés extracdo de lipidios chegando a 340 mL.g™*SV (WARD
et al, 2014). Entretanto, o tipo de extracdo nao foi especificado e o teor de carbono e
nitrogénio era 7 vezes maior que o apresentado no residuo de Nannochloropsis sp
do presente trabalho. Assim, essa diferenca se deve a menor quantidade de matéria
organica nas nossas amostras.

Tendo em vista que o rendimento tedrico € sempre maior que o experimental e
estimando uma eficiéncia de 60% os valores de metano seriam: 125; 154; 93; e 161
mL CH,. g'SVpara a biomassa bruta, os residuos de extracdo com hexano e do
processo de transesterificagdo de Nannochloropsis sp. e o residuo de C. muellerii,
respectivamente. Ainda é muito acima do valor minimo de producdo de metano
apresentado na Tabela 03 de 24 mL CH,g'SV, porém na faixa de menor

rendimento (Figura 10).

Figura 10. Box plot dos dados de producao de metano a partir de varias espécies de

microalgas e residuos listados na Tabela 03 (p. 37). Fonte: Prépria autora.
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Considerando que o conteudo energético do biogas é determinado pela quantidade
de metano presente e que esse possui poder calorifico de 39,3 MJ m™ estimou-se o
maximo de energia obtida com o potencial teérico de metano das biomassas de
microalgas sem e com extracao de lipidios (KLASS, 1998 apud EHIMEN et al, 2009).
Os valores estéo relacionados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Potencial teérico de metano (PTM) e poder calorifico teérico

NB RENH RTN RTCM
PTM (mL CH,, g* SV) 208 257 155 269
Poder calorifico (MJ kg™ ST) 2,62 4,08 1,46 3,19

Fonte: propria autora

O poder calorifico da biomassa da microalga Ettlia sp. apds extracédo dos lipidios foi
determinada experimentalmente por meio de calorimetro. O valor encontrado foi de
20,67 MJ.kg™ ST (SURESH et al, 2013). Portanto, muito maior do que os valores
estimados no presente trabalho. Contudo, a biomassa analisada no calorimetro foi
integral com 93% de sdlidos volateis. Por meio da composi¢cdo elementar, outros
pesquisadores estimaram o poder calorifico de residuos da biomassa de Chlorella
sp. submetida a extracdo de lipidios utilizando diferentes solventes e processos
(butanol, cloroférmio: metanol, transesterificacdo in situ com &cido sulfarico). Os
resultados sdo proximos ao encontrados experimentalmente para os residuos de
Ettlia sp., entre 21,76 — 22,36 MJ.kg™® (EHIMEN et al, 2009). E necessario, pois,
analisar a diferenca na composicdo elementar das amostras estudadas. As do
presente trabalho possuem teores de carbono entre 7,7 — 21% enquanto as
pesquisas citadas entre 46,6 - 49%.

No presente trabalho, estimamos o poder calorifico do metano gerado pela digestao
anaerobia e ndo da biomassa. Logo, é possivel que a queima da biomassa dos
residuos seja uma opc¢ao interessante frente as caracteristicas apresentadas pelos
substratos ndo serem as ideais para geracdo de energia por meio de digestao
anaerobia.

Devido ao baixo conteado de carbono, outra possibilidade para utilizacdo dos
residuos de microalgas € a co-digestdo com o glicerol, que também é um importante
residuo, principalmente pelo volume gerado, do processo de produc¢éo de biodiesel.
Em funcdo do baixo teor de carbono e nitrogénio, o uso dos substratos estudados

para alimentacdo animal ou fertilizantes nao é indicada.

5.4 Caracteristicas dos efluentes

Os efluentes dos reatores foram caracterizados quanto a DQO soluvel, nitrogénio
amoniacal total e pH. Os valores de nitrogénio amoniacal total verificados né&o
atendem aos limites legais para lancamento de efluentes, segundo a Resolucédo
CONAMA n. 430, de 13 de maio de 2011. Por sua vez, os valores de pH estdo na
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faixa limite para lancamento. Utilizando como referéncia a legislacdo cearense para
o limite de DQO soluvel para lancamento de efluentes, em funcdo da auséncia
desse parametro em legislacdo federal ou baiana, foi verificado que os valores
obtidos ndo atendem ao valor maximo. Os valores da DQOs e nitrogénio amoniacal
total do controle foram subtraidos dos diferentes tratamentos para avaliagdo apenas
da DQOs dos substratos e ndo do inéculo. Dessa forma, os valores liquidos desses

parametros estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Caracteristicas dos efluentes

Parametro Limite para Controle NB RTN RTCM
langcamento
DQOs
(mg O, L™hH? 200 901,5 + 85,05 313,4 476,7 1014,0
Nitrogénio
amoniacal total
(MgNHa-N. L) 20,0 82,5+0,8 22,0+6,3 139+34 61,97 +7,3
pH®
5-9 8,1+0,05 8,8+0,1 8,96 +0,1 7,7+0,1

Fonte: propria autora
a - Portaria SEMACE n. 154, de 22 de Julho de 2002.
b - Resolucdo CONAMA n. 430, de 13 de maio de 2011.

As DQOs dos diferentes reatores, apesar de altas, em comparacdo aos padroes
legais para lancamento de efluentes, foram menores que o apresentado efluente da
digestéo de Chroococcus sp: valor bruto 1927,5 mg O, L™ (PRAJAPATI et al, 2014b).
Com excecdo do efluente da digestdo do RTCM (valor bruto: 19155 mg O,L™).
Devem ser levados em consideragdo, contudo, as diferencas entre as espeécies, 0
indculo e auséncia de pré-tratamento da espécie Chroococcus sp.

Os valores apresentados pelo presente trabalho para nitrogénio amoniacal total (22
— 62 mgNHs-N.L™) estdo abaixo do valores do efluente da digestdo de Chroococcus
sp: 196, 6 mgNHs-N.L™ (PRAJAPATI et al, 2014b).

A concentracdo de amodnia que pode inibir a digestdo anaerdbia varia bastante.
Concentracdes abaixo de 200 mg L™ s&o consideradas benéficas ao processo uma
vez que nitrogénio é um nutriente essencial para os microrganismos anaerobios. A
faixa entre 1.700 a 14.000 mg.L™ causa reducdo em 50% na producdo de metano.
Dentre os microrganismos anaerobios os metanogénicos sdo 0s menos tolerantes a

amoénia. Cepas metanogénicas comumente isoladas de digestores mostraram



76

inibicdo abaixo de 4.200 mg.L" enquanto outras toleraram niveis maiores que
10.000 mg.L* (CHEN et al, 2008). Os acidogénicos sdo dificilmente afetados na
faixa de 4051-5734 mg NHz-N L™ (KOSTER e LETTINGA, 1988 apud CHEN et al,
2008). Em relacdo a sensibilidade das popula¢cfes acetoclasticas e hidrogenotréficas

ndo ha consenso na literatura.

Contudo, mesmo que a amodnia esteja em uma faixa adequada para a digestéao
anaerobia, se o pH néo for o 6timo para os microrganismos anaerébios pode ocorrer
falha no reator (KROEKER et al, 1979 apud CHEN et al, 2008). A vista disso, o fator
mais importante para a auséncia de leitura de biogas pode ter sido o pH dos

reatores.

O valor do pH dos efluentes do controle e de RTCM (8,08 e 7,7, respectivamente)
estdo proximos do valores do efluente da digestdo de Chroococcus sp (8,01)
(PRAJAPATI et al, 2014). Os valores do pH dos efluentes de NB e RTN foram mais
distantes do neutro (8,8 aproximadamente). Em fungédo do pH alcalino apresentado
pelo residuo de Nannochloropsis sp, 0 seu uso para producdo de biogas requer o
uso de reagentes para diminuicdo do pH para a faixa 6tima para 0os microrganismos
anaeroébios. Esse é um aspecto negativo em termos de sistema pela inclusdo de

mais uma etapa e custos.
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6.CONCLUSOES

As amostras da biomassa de microalgas da espécie Nannochloropsis sp. antes e
apos extracdo de lipidios, e dos residuos de Nannochloropsis sp e Chaetoceros
muelleri ap0s processo de transesterificagdo apresentaram baixos valores de sélidos
volateis e da relacdo C/N. Além disso, as amostras de Nannochloropsis sp
apresentaram pH alcalino. Desta forma, as amostras estudadas apresentam
caracteristicas que nao séo as ideais para utilizacdo como substrato para digestao
anaerobia.

O potencial teérico de metano estimado para a biomassa bruta, os residuos de
extragdo com hexano e do processo de transesterificacdo de Nannochloropsis sp. e
o residuo de C. muellerii foi de 0,208; 0,257; 0,155 e 0,269 L CH4; g svi
respectivamente. Sao valores que estao na faixa média dos dados apresentados na
literatura. Entretanto, ndo foi possivel determinar experimentalmente a producéo de
metano ja que néo foi verificada producdo de biogas. Possivelmente, em funcdo dos
substratos ndo apresentarem as caracteristicas ideais para o processo, falha no
aparato experimental e/ou presenca de compostos toxicos aos microrganismos
anaerobios.

O efluente da digestdo anaerdbia das biomassas estudadas foi avaliado quanto a
DQOs, nitrogénio amoniacal total e pH. Apenas o Ultimo parametro mostrou valores
dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo para lancamento de efluentes.

Por tratar-se de um processo complexo em que diferentes fatores e populacdes de
microrganismos estao envolvidas, existe a possibilidade de instabilidade durante a
digestao anaerobia resultando em inibicdo da producéo de metano.

Apesar da crescente literatura sobre o tema, a digestdo anaerdbia de microalgas,
principalmente aquelas cujo lipidio foi extraido, ainda possui carater exploratério.
Desta forma, as informacdes geradas nas pesquisas, mesmo aquelas que né&o
estejam em consonancia com a otimista previsdo a respeito do futuro das microalgas
e 0s biocombustiveis, sdo importantes para a constru¢cdo do conhecimento.

Em trabalhos futuros devem ser utilizados controles positivos além dos controles
negativos nos testes de digestdo anaerobia e o efluente da digestdo anaerdbia de
microalgas pode ser utilizado como fonte de nutrientes para o cultivo de microalgas
em um sistema fechado. Em funcgéo da relagdo de C/N fora da faixa adequada para

digestdo anaerdbica, deve haver co-digestdo das microalgas, tanto sem extracdo
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guanto os residuos, com substratos ricos em carbono. Ademais, testes com outras

espécies e métodos de extracdo podem ser realizados.
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