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RESUMO

ASSEMANY, Paula Peixoto, D.Sc, Universidade Federal de Vigosa, mar¢o de 2017.
Valorizacdo energética de biomassa algal cultivada em Aaguas residuarias via
digestio anaerdbia. Orientadora: Maria Lucia Calijuri. Coorientadora: Ann Honor
Mounteer.

Virias abordagens tém sido feitas de forma a confirmar o potencial atrativo das
microalgas como matéria prima para a producdo de biogds. No entanto, limitagcdes
advindas do substrato biomassa algal sdo ainda na atualidade descritas. As maiores
complexidades da digestdo anaerébia da biomassa algal sdo reportadas como sendo a
baixa digestibilidade da parede celular das algas e a inibi¢do do processo pela presenca
de amonia. De forma a propor estratégias de superacdo dessas limitagoes, esse estudo teve
como objetivo avaliar o potencial energético de biomassa algal cultivada em efluentes a
partir da digestdo anaerdbia. Estratégias de pré-tratamentos (térmico e prévia extracao
lipidica) e complementariedade de substratos foram aplicadas. A extracdo lipidica
aumentou o rendimento da produgdo de biogds em até 10 vezes, tornando mais disponivel
o conteudo intracelular. No entanto, apds andlise energética, concluiu-se pelo pouco
ganho energético acumulado da etapa de extragcdo lipidica, devido principalmente ao
baixo actimulo lipidico da biomassa produzida em efluentes. O aproveitamento lipidico
da biomassa se mostrou invidvel energeticamente e a geracao de biogds da biomassa bruta
foi a rota energética mais favordvel, tanto para biomassa produzida em lagoas de alta taxa
com esgoto doméstico, como para biomassa cultivada em fotobiorreator coluna de bolhas
com efluentes da indudstria de processamento de carnes. A complementariedade de
substratos foi avaliada utilizando-se efluente da industria de extrac@o de azeite (dgua ruca)
na digestdo anaerdbia de biomassa algal produzida em lagoa de alta taxa (LAT) utilizando
efluente da industria cervejeira e esgoto doméstico como meios de cultivo.
Adicionalmente, a geracdo de biogds e a eficiéncia de degradacdo da matéria organica
foram monitoradas ao longo de trés fases (72 dias) de operagdo de um reator hibrido
anaerdbio, caracterizadas pelo também uso da 4gua ruca como um substrato
complementar a biomassa algal e a aplicacdo de um pré-tratamento térmico para ruptura
da parede celular da biomassa algal. Andlises de citometria de fluxo foram realizadas para
estimar a integridade da membrana e viabilidade metabdlica das células algais de forma
a mensurar a eficiéncia do pré-tratamento aplicado. A dgua ruga se mostrou um substrato
complementar eficiente para digestdo anaerdbia da biomassa algal, permitindo melhorar
rendimento do processo, além de economia de recursos, facilidade operacional e

aproveitamento energético de mais de um residuo. Para os testes em batelada, o
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rendimento da digestao foi 36% maior para os testes com 10% de dgua ruca adicionada a
biomassa algal cultivada em esgoto doméstico. Para biomassa cultivada em efluente da
industria cervejeira, valores de até 20% de dgua ruca puderam ser adicionados a biomassa
algal, no entanto, teste utilizando somente a biomassa algal como substrato apresentou os
melhores resultados de produ¢do de biogds. Mesmo com a aplicagdo de pré-tratamento
térmico, o melhor rendimento do reator hibrido foi obtido quando operado com 10% de
agua ruca, cerca de 3 vezes superior ao rendimento obtido somente com biomassa algal.
Acredita-se que através do presente estudo foi possivel avaliar uma rota promissora de
producdo de biocombustiveis a partir do tratamento de efluentes, elucidando limitagdes
importantes para a aplicacdo e ampliacao do processo. Temas emergentes e de grande
importancia no contexto mundial e principalmente nacional foram abordados,
nomeadamente o aproveitamento de residuos e a questdo energética, tornando o
saneamento ambiental mais atrativo dos pontos de vista econdmico e de sustentabilidade,
e propondo alternativas de diversificacdo da matriz energética com o uso de

biocombustiveis oriundos de biomassa algal.
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ABSTRACT

ASSEMANY, Paula Peixoto, D.Sc, Universidade Federal de Vicosa, March, 2017.
Energetic valorization by anaerobic digestion of algal biomass cultivated in
wastewater. Adviser: Maria Licia Calijuri. Co-adviser: Ann Honor Mounteer.

Several approaches to confirm the attractive potential of microalgae as a feedstock for
biogas production have been undertaken. However, limitations arising from the algal
biomass substrate are still described today. The main complicators of anaerobic digestion
of algal biomass are reported to be the low digestibility of the algal cell wall and the
inhibition of the process by ammonia. In order to propose strategies to overcome these
limitations, this study aimed to evaluate the energy potential of anaerobic digestion of
algal biomass grown in wastewaters. Thermal and lipid extraction pre-treatments and
complementarity of substrates were evaluated. Lipid extraction increased biogas yield
ten-fold, by making intracellular content more available. However, an energy analysis
showed the lipid extraction stage produced only a small accumulated energy gain, mainly
due to the low lipid accumulation in the biomass produced in wastewaters. Utilization of
biomass lipid was shown to be energy-infeasible and biogas generation from the crude
biomass was the most favorable energy route, both for biomass produced in high rate
ponds with domestic sewage and for biomass cultured in a bubble column photobioreactor
with effluents from the meat processing industry. The complementarity of substrates was
evaluated using olive mill wastewater in the anaerobic digestion of algae biomass
produced in a high rate algal pond using effluents from the brewery industry and domestic
sewage as culture media. In addition, biogas production and organic matter degradation
efficiency were monitored during three phases (72 days) of an anaerobic hybrid reactor,
characterized by the use of the olive mill wastewater as a complementary substrate to the
algal biomass and the application of a thermal pretreatment for algal biomass cell wall
rupture. Algal cell membrane integrity and metabolic viability were analyzed through
flow cytometry in order to measure pretreatment efficiency. Olive mill wastewater proved
to be an efficient complementary substrate for anaerobic digestion of the algal biomass,
allowing better process efficiency, both in batch and semi-continuous feeding modes of
the hybrid reactor, as well as resource savings, operational ease and energy utilization of
more than one waste. For batchs tests, digestion yield was 36% greater when using 10%
of olive mill wastewater together with algal biomass grown in domestic sewage. Values
of up to 20% of olive mill wastewater could be added to algal biomass grown in brewery
wastewater, however, tests using only algal biomass as the substrate showed the best

biogas production results. Even with the application of thermal pretreatment, the best
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performance of the hybrid reactor was obtained when operated with 10% olive mill
wastewater, resulting in about 3 fold higher yield than obtained with algal biomass alone.
Through the present study, it was possible to evaluate a promising route for biofuels
production through wastewater treatment and identify important limitations to the
application and expansion of the process. Emerging issues of great importance worldwide
and especially at the national level were addressed, namely waste reuse and renewable
energy, making environmental sanitation more attractive from both the economic and
sustainability points of view, and alternatives for diversifying the energy matrix with the

use of biofuels from algal biomass were proposed.
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1. APRESENTACAO

A presente pesquisa foi desenvolvida como continuidade dos estudos realizados no
Niucleo de Pesquisas Ambientais Avancadas (nPA) do Departamento de Engenharia Civil
da Universidade Federal de Vicosa (UFV), que abrangem a producdo de biomassa algal
e tratamento de efluentes, além dos beneficios oriundos dessa integracdo, com destaque
para a geracdo de biocombustiveis. Pesquisas anteriores abordaram o efeito da radiagdo
solar e da pré-desinfeccao do efluente com radiacdo ultravioleta na eficiéncia do
tratamento do esgoto doméstico, na produtividade de biomassa e de lipideos (Santiago,
2013; Assemany, 2013; Santiago et al., 2013; Assemany et al., 2014; Assemany et al.,
2015). Efeito de diferentes profundidades na produtividade de biomassa e no tratamento
de esgoto doméstico em lagoas de alta taxa (LATSs) foi também abordado, além de estudo
de valorizagdao da biomassa produzida através do processo de liquefacdao hidrotérmica
(Couto, 2016). Outros estudos do mesmo grupo de pesquisa dizem respeito a producdao
de biomassa algal em reatores hibridos, que compreendem o crescimento disperso e
aderido (Assis, 2016), o aproveitamento da biomassa a partir da producdo de briquetes
(Costa, 2016a; Costa et al., 2016), a aplicacdo da biomassa no solo, com vistas ao
desenvolvimento de um biofilme atuante como fertilizante e na liberacdo de gases de
efeito estufa (Castro, 2016; Castro et al., 2017) e o estudo de LATs e fotobiorreator coluna
de bolhas no tratamento de efluente agro-industrial e na producdo de biomassa algal

(Tango, 2015; Costa, 2016b).

Resultados demonstraram o baixo acumulo lipidico (~ 10% de lipideos neutros) da
biomassa produzida em efluentes, seja em LAT ou em fotobiorreator e também apontaram
um elevado teor de cinzas (~ 40%) da biomassa produzida em esgoto doméstico. As rotas
de valorizagd@o energética a partir da produgdo de briquetes e da liquefacdo hidrotérmica
se mostraram de grande interesse para a biomassa produzida, com rendimentos
satisfatorios e dentro do esperado para o substrato utilizado. No entanto, a colheita e
concentracdo dessa biomassa continuam representando o principal obstdculo para o seu
aproveitamento. Assim, rotas como a liquefacdo e a digestdo anaerdbia se mostram de

grande aplicabilidade.

De forma a ampliar o leque de utilizacdo da biomassa de microalgas, acredita-se que a
viabilidade técnica e econdmica da produgdo dessa biomassa para fins energéticos esta
em consonancia com o conceito de biorrefinaria e de sustentabilidade com a produgdo em

efluentes, o presente estudo visa destacar a digestdo anaerébia como opcao de valorizagao
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energética. Estratégias de melhoria do processo foram abordadas, dando énfase a
superacao da dificil degradabilidade dessa biomassa por meio de pré-tratamentos
(extracgdo lipidica e pré-tratamento térmico), e a superacdo da desbalanceada composi¢cdao
quimica dessa biomassa, nomeadamente da baixa relacdo carbono/nitrogénio da biomassa
algal através do uso de efluente da extracdo de azeite (dgua ruga) como substrato
complementar. A ampliacdo de escala do processo foi também abordada com a operagao

e monitoramento de um reator hibrido anaerébio.

Esse documento foi organizado em cinco capitulos principais, além de introdugdo geral,
hipdteses, objetivos e conclusdo geral. O primeiro capitulo diz respeito a uma revisao
bibliografica sobre os assuntos que permeiam o tema avaliado. O segundo e o terceiro
capitulos tratam de uma andlise energética com a defini¢do do melhor uso da biomassa
cultivada, respectivamente, em lagoa de alta taxa utilizando esgoto doméstico e
fotobioreator coluna de bolhas utilizando efluentes da industria de processamento de
carne. O quarto avalia a complementariedade de substrato na digestdo anaerdbia de
biomassas algais com diferentes composi¢des quimicas (biomassas produzidas em LATSs
utilizando esgoto doméstico e efluente da industria cevejeira como meios de cultivo). O
ultimo capitulo aborda a operacdo e monitoramento de um reator hibrido utilizado na
digestdo anaerébia de biomassa algal produzida em efluente da industria cervejeira. Os
dois tltimos capitulos dizem respeito a parte do estudo realizada no Laboratério de
Energia e Geologia de Portugal (LNEG), mediante bolsa de doutorado sanduiche
pleiteada frente ao CNPq (Processo 234510/2014-5) pela autora do trabalho. Com essa
organizagdo foi possivel avaliar uma rota promissora de produgdo de biocombustiveis a
partir do tratamento de efluentes, elucidando limitagdes importantes para a aplicacdo e

ampliacao do processo.



2. INTRODUCAO GERAL

Os biocombustiveis de primeira geracdo, como sdo chamados os biocombustiveis
oriundos de fontes comestiveis, como soja, girassol, palma, canola, dentre outros sdao
responsdveis por mais de 95% do total do biodiesel comercializado no mundo. No
entanto, seu uso estéd associado a varios problemas, principalmente devido a seu impacto
no mercado global de alimentos e seguranca alimentar (Brennan e Owende, 2010).
Adicionalmente, problemas ambientais como desmatamentos e elevada demanda de areas
férteis, também sdo associados com o cultivo em larga escala para a producdo de
biocombustiveis. Assim, de forma a diminuir a dependéncia dos combustiveis de primeira
geracdo, matérias primas alternativas comecaram a ser estudadas nos tultimos anos
(Ahmad et al., 2011). Os biocombustiveis de segunda gerac¢ao sao os oriundos de culturas
ndo comestiveis, como biomassa lignocelulésica, 6leo de cozinha usado, residuos oleosos
oriundos de animais, dentre outros. Apesar da ndo competicdo por areas férteis e pela
producdo de alimento, esse tipo de biocombustivel nunca serd abundante o suficiente para
atender toda a demanda por combustiveis do setor de trasportes, por exemplo (Ahmad, et
al, 2011). Portanto, os biocombustiveis de terceira gera¢do surgem como alternativa
vidvel para a crise enegética (Silva et al., 2012). Esse tipo de biocombustivel € oriundo
de microsganismos e é fonte renovavel de energia, além de ndo conter enxofre e ser

altamente biodegradavel (Gonzalez-Delgado e Kafarov, 2011).

As microalgas sdo consideradas como alternativa nao alimenticia para a produgdo de
bioenergia, podendo ser classificadas como fonte de biocombustivel de terceria geracao.
Além de dgua e sol, necessitam também de nutrientes como qualquer planta superior para
seu desenvolvimento. Em tese, a biotecnologia de microalgas € uma forma mais
sofisticada de agricultura, na qual se utilizam reatores especialmente dimensionados, nos
quais ocorrem trocas gasosas (sequestro de diéxido de carbono e liberacao de oxigénio)
com producdo intensiva de biomassa. O cultivo de microalgas em efluentes garante maior
sustentabilidade, tanto econdmica quanto ambiental, ao processo de obtencdo de
biocombustiveis. Por outro lado, o uso de efluentes para o cultivo de microalgas, seja em
sistemas abertos ou fechados de producio, cria um ambiente competitivo. Ha a presenca
de solidos suspensos que impedem a penetracdo de radiacdo solar, de substancias toxicas
e de outros microrganismos que requerem espaco e nutrientes, dificultando o
desenvolvimento da biomassa algal em condi¢des potenciais, se comparado com meio de

cultivo sintético. Dessa forma, a composicdo quimica da biomassa algal e



consequentemente o seu aproveitamento futuro, além de variar entre espécies diferentes,
se torna intimamente dependente do meio de cultivo utilizado e das condi¢des de stress

que a cultura algal € submetida durante seu crescimento.

A digestdo anaerdbia € bastante estudada e difundida na literatura, sendo possivel afirmar,
que para determinados residuos, o processo, se nao totalmente, € em grande parte
conhecido e otimizado, como ocorre com os residuos sélidos urbanos e lodos de estacdes
de tratamento de esgoto doméstico, por exemplo. A biomassa algal, consiste basicamente
em carboidratos, lipideos e proteinas e pode ser aproveitada para a digestdo anaerdbia,
seja bruta ou apds a extracdo desses componentes, contribuindo para garantir a viabilidade
econdmica da cadeia produtiva de microalgas. O biogds produzido pode ser utilizado
como fonte primdria de energia para grande parte do processo de produgao de biomassa
algal, reduzindo assim, os custos de producao do biodiesel e dos demais produtos de alto
valor agregado (Yang et al., 2011). Mais do que isso, Sialve et al. (2009) estimam que a

digestdo anaerdbia desse substrato para a geracdo de metano, a partir do controle dos

diversos parametros envolvidos, pode gerar tanta energia quanto a extracao de lipideos.

A digestdo anaerdbia de biomassa algal tem sido pesquisada desde os anos de 1950. O
assunto foi originalmente publicado por Golueke et al. (1957). Em 1960, Oswald e
Golueke propuseram um processo integrado, associando a produ¢do de biomassa algal
em lagoas para tratamento de esgoto e a recuperacdo energética através da digestdo
anaerébia da biomassa (Chen e Oswald, 1998). O desenvolvimento da digestdo da
biomassa algal recebeu atencao continuada nos anos seguintes, incluindo estudos de Uziel
(1978) e Eisenberg et al. (1981). Ambos os autores concluiram que se adequadamente
projetados e operados, sistemas de crescimento de microalgas sdo capazes de converter

2,5% do total de energia solar em energia contida na biomassa algal.

Recentemente, vdrias abordagens tém sido feitas de forma a confirmar o potencial atrativo
das microalgas como matéria prima para a producdo de biogds. No entanto, limitacdes
advindas do substrato biomassa algal sdo ainda na atualidade descritas. As maiores
complexidades da digestdo anaerébia da biomassa algal sdo reportadas como sendo a
baixa digestibilidade da parede celular das algas e a inibicdo do processo pela presenca
de amonia (Mussgnug et al., 2010; Sialve et al., 2009). Devido a elevadas concentragdes
de proteinas, as microalgas podem apresentar baixa relagao carbono-nitrogénio (C/N),
comprometendo o desempenho da digestdo anaerdbia. Nesse caso, de acordo com

Brennan e Owende (2010), a solug¢do pode ser a co-digestdo com produtos que possuem
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elevada relacdo C/N. Adicionalmente, de forma a se obter quantidades considerdveis de
biogés e alto grau de degradacdo da biomassa algal, altos tempos de detengao hidraulica
sdo exigidos (entre 20 e 30 dias) sob condi¢des mesofilicas (Zamalloa et al., 2012). A
resisténcia causada pela parede celular durante o processo de digestdo € a principal causa
da baixa biodegradabilidade e dos altos tempos de detengdo aplicados. Microalgas sao
intimamente comparadas com plantas, portanto, uma parede celular composta de

celulose/hemicelulose € usualmente reportada (Ververis et al., 2007; Fu et al., 2010).

Avancos ainda precisam ser feitos para consolidacdo do processo e superacdo das
limitacdes mencionadas. Estudos recentes concentram esforcos na co-digestdo da
biomassa (Wang et al., 2013; Ramos-Sudrez e Carreras, 2014) e pré-tratamentos (Alzate
etal., 2012; Passos et al., 2013; Zhao et al., 2014). De forma geral, as perspectivas futuras
da digestao anaerdébia da biomassa algal sdo dependentes do custo-beneficio do processo
em uma escala industrial. Diversos estudos baseados no estado da arte de tecnologias
indicam que o sistema pode nao ser vidvel economicamente (Kwietniewska e Tys, 2014).
O consumo energético e o impacto ambiental associado s@o gargalos a serem superados.
As principais dificuldade sdo as tecnologias ainda imaturas para separacao da biomassa
algal (Collet et al., 2011), e particularmente, os altos custos de confec¢do e operacao dos
fotobioreatores e a baixa produtividade das lagoas de alta taxa. Adicionalmente, reporta-
se que a viabilidade e sustentabilidade do processo sé serdo alcancadas se a produgdo de
biogds for combinada com uma prévia recuperacdo do biodiesel (Sialve et al., 2009;

Collet et al., 2011; Harun et al., 2011) ou de outros produtos valorados.



3. HIPOTESES

A extracao de lipideos se caracteriza como um pré-tratamento da biomassa, influenciando

positivamente na produgdo de biogds a partir de biomassa algal.

A complementariedade de substratos, através da adi¢ao de dgua ruga, se caracteriza como
uma estratégia utilizada de forma a evitar qualquer pré-tratamento ou correcdo dos
substratos no processo de digestdo anaer6bia da biomassa algal, influenciando

positivamente na produgdo de biogas.

O reator hibrido anaerdbio representa uma alternativa tecnicamente vidvel para a

recuperacdo energética da biomassa algal.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a digestdo anaerdbia como rota para valorizagdo energética de biomassa algal

cultivada em efluentes.

4.2. Objetivos Especificos

e Determinar o potencial de produgao de biogds e a biodegradabilidade anaerébia
da biomassa, antes e apds a extragdo lipidica;

® Definir o uso energicamente mais favordvel da biomassa cultivada em lagoa de
alta taxa e fotobiorreatores coluna de bolha;

e Aplicar o conceito de complementariedade de substratos para avaliar se a
biomassa algal cultivada em efluentes e a d4gua ruca podem ser anaerobiamente
digeridas;

e Avaliar o desempenho de um reator hibrido na digestdo anaerdbia de biomassa

algal cultivada em efluente da industria cervejeira.



Capitulo 5 - CULTIVO DE MICROALGAS EM EFLUENTES:
BIORREFINARIA BASEADA NA DIGESTAO ANAEROBIA

Resumo

O cultivo de microalgas aliado ao tratamento de efluentes, além de reduzir os custos da
producdo de biomassa com a economia de insumos, pode ser encarado como uma op¢ao
eficiente para o gerenciamento de energia em uma estacao de tratamento de efluentes. A
digestdo anaerdbia assume um importante papel na biorrefinaria de microalgas cultivadas
em efluentes, pois supera a etapa critica de secagem e o baixo conteddo lipidico da
biomassa, além de ser um processo de simples operacdo. Adicionalmente a geracdo de
bioenergia, outros potenciais produtos como biofertilizantes, racdo para alimentacio
animal e produtos intermedidrios podem ser obtidos. Em um contexto de biorrefinaria, a
digestdo anaerdbia ja é empregada como tecnologia auxiliar para valorizar correntes
residuais, no entanto, deve-se potencializar seu uso como tecnologia principal. No
entanto, limitacdes advindas do substrato biomassa algal sdo ainda na atualidade
descritas. As maiores complexidades da digestdo anaerébia da biomassa algal sdo
reportadas como sendo a baixa digestibilidade da parede celular das algas e a inibi¢ao do
processo pela presenga de amonia. Considerando a produgdo de biomassa algal através
da utilizacdo de efluentes e a abordagem da biorrefinaria como principais formas de
superar as limitagdes da producdo de microalgas para fins energéticos, esse capitulo
pretende abordar a digestdo anaerdbia como principal meio de valoriza¢do energética da

biomassa algal produzida em efluentes.

Palavras-chave: bioenergia, biogds, estacdo de tratamento de efluentes, recuperagdo de

recursos, valorizagdo de residuos.

5.1. Introducao

O termo microalga, apesar de ndo apresentar valor taxondmico, pode ser definido como
“microrganismos que podem crescer fotossinteticamente” (Sheehan, 1998). Podem
apresentar metabolismo autotréfico, possuindo a capacidade de converter CO; e energia
solar em biomassa. Existem milhares de espécies de microalgas de dgua doce e marinhas,
que atualmente vem recebendo grande atencdo, devido ao grande potencial para a
inddstria de biotecnologia, atribuido gracas as caracteristicas como a maior taxa de

crescimento em relacdo a outras espécies vegetais, a possibilidade de cultivo ao longo de



todo o ano, a capacidade de crescerem em dareas imprdprias para a agricultura e a
habilidade de se desenvolverem nos mais diferentes climas (Savage e Hestekin, 2013).
Dentre algumas classes de interesse, citam-se: diatoméceas (Classe Bacillariophyceae),

algas verdes (Classe Chlorophyceae) e algas douradas (Classe Chrysophyceae).

H4 muito tempo, as microalgas vém sendo exploradas como fonte de alimenta¢do humana
e animal. Nos anos 1950, Burlew (1953) propds o uso de microalgas como fonte
alternativa de protefnas frente a demanda mundial por alimentos. Em 1960, o Japao
comegou a constru¢do da primeira planta industrial de produg¢do de Chlorella para a
alimentagc@o humana (Vigani et al., 2015). Nos anos 1980 haviam 46 fébricas em larga
escala na Asia com producdes mensais superiores a 100 quilos, principalmente de
microalgas do género Chlorella. A produgdo de cianobactérias em larga escala, por sua
vez, comecou também no continente asidtico, mais precisamente na India, também nos
anos 1980. Virias plantas produzindo Haematococcus pluvialis como fonte de
astaxantina foram estabelecidas nos EUA e na India. Assim, em um periodo de 30 anos,
a industria de biotecnologia de microalgas adquiriu crescente e significativa diversidade

(Olaizola, 2003).

No contexto das energias renovaveis, de acordo com Huang et al. (2010), estudos com
combustiveis liquidos oriundos de microalgas se intensificaram no meio da década de
1980. Durante a segunda guerra mundial, cientistas alemaes tentaram extrair lipideos de
diatomdceas com objetivo de solucionar a crise energética (Cohen et al., 1995). Logo
apos, as pesquisas foram continuadas nos Estados Unidos, no Instituto de Carnegie em
Washington. Os resultados foram publicados em um livro intitulado “Algal Culture from
Laboratory to Pilot Plant” (Burlew, 1953). Todavia, as tecnologias de producdo de

combustiveis advindos de microalgas ainda nao foram totalmente exploradas.

Atualmente, as microalgas sdo comercialmente cultivadas para fabricacdo de produtos de
elevado valor nutricional tanto para seres humanos como para animais, pois sao
conhecidos efeitos antioxidantes, imunoldgicos e anticancerigenos, sendo fonte de
produtos de alto valor agregado como carotenoides e dmega 3. Benemann (2009) estima
que a produgdo anual em todo o mundo seja em torno de 10.000 toneladas. Os principais
géneros cultivados sao Spirulina, Chlorella, Dunaliella e Haematococcus. Quase metade
da producdo de microalgas estd situada na China continental, com a maior parte do
restante no Japdo, Taiwan, EUA, India e Australia, com pequenos produtores em outros

paises. A Figura 5.1 apresenta os paises produtores de biomassa algal para fins
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alimenticios. A maioria dos paises produz biomassa para alimentacdo humana, seca ou

em pasta, além da producdo para extracdo de produtos de alto valor agregado e como

alimento para aquicultura.
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Figura 5.1 - Distribuicao global de empresas privadas que produzem derivados de
microalgas para alimentacao comercial e para suplementos alimenticios. Fonte:
Adaptado de Vigani et al. (2015).

Em relagdo a producdo de microalgas para biocombustiveis, um nimero crescente de

empresas estd envolvido em testes para desenvolvimento de combustiveis para aviacdo a

base de biocombustivel de algas. Em julho de 2010 foi realizado o primeiro voo de uma

aeronave movida por combustivel produzido a base de algas. O voo foi feito em um

Diamond Aircraft DA42 Nova Geragdo, avido de hélice dupla, na Exposicao

Internacional Aeroespacial de Berlim. Outro exemplo da aplicacdo real é o acordo feito

em dezembro de 2011 entre a empresa aérea Lufthansa com a Empresa Algae Tec® para

avaliar o potencial das algas como matéria prima para a produg¢do de biocombustiveis

para a aviacdo. A Tabela 5.1 apresenta algumas empresas que comercializam

combustiveis de algas.
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Tabela 5.1 - Algumas empresas que comercializam combustiveis de algas.

Empresa Localizacao Referéncia
Algenol Biofuels Bonita Springs, EUA www.algenolbiofuels.com
Aquaflow Nelson, Nova Zelandia www.aquaflowgroup.com
Aurora Algae, Inc. Hayward, EUA WWWw.aurorainc.com
Bionavitas, Inc. Redmond, EUA www.bionavitas.com
Joule Unlimited, Inc. Bedford, EUA www.jouleunlimited.com
LiveFuels, Inc. San Carlos, EUA www.livefuels.com
OriginOil, Inc. Los Angeles, EUA www.originoil.com
Parabel, Inc. Melbourne, EUA www.parabel.com
Sapphire Energy, Inc. San Diego, EUA www.sapphireenergy.com

South San Francisco,

Solazyme, Inc. www.solazyme.com

EUA
Solix Biofuels, Inc. Fort Collins, EUA www.solixbiofuels.com
Algae Energy Madri, Espanha www.algaenergy.es

Fonte: Adaptado de Chisti e Yan (2011).

Em se tratando da producdo de biocombustiveis, a viabilidade econdmica ainda nao foi
atingida. Os custos de producdo e processamento dos biocombustiveis sdo
demasiadamente elevados, se comparados com os precos dos combustiveis fosseis. Dessa
forma, a producdo das microalgas em efluentes € considerada uma alternativa para tornar
os biocombustiveis de microalgas mais competitivos comercialmente. As microalgas,
para seu desenvolvimento, necessitam de dgua e nutrientes, além de CO; e luz. Tanto a
dgua e os nutrientes estdo presentes em grande quantidade nos efluentes. Enquanto se
reproduzem, as microalgas assimilam os nutrientes e depuram o efluente. Uma vez que a
reducgao dos custos de producdo € um objetivo inerente as pesquisas com microalgas, essa
abordagem propicia a obten¢do de insumos sem custos, além de contribuir para a
mitigacdo de um dos principais problemas de infraestrutura da sociedade brasileira, a falta

de saneamento.

A digestdo anaerdbia (DA) por ser um processo amplamente dominado para vérios
substratos, de simples operacao e custos reduzidos pode ser considerado uma alternativa
potencial para o aproveitamento da biomassa algal. O processo ainda apresenta como
vantagem a superacdo de alguns gargalos do processo produtivo, como a separagdo e

secagem da biomassa e o baixo contetdo lipidico da biomassa produzida em efluentes.
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Adicionalmente, pode ser facilmente inserida em uma estacao de tratamento de efluentes
(ETE), ajudando a tornar o tratamento mais sustentdvel, com geracdo de energia e
recuperagdo de recursos. A DA € um processo complexo com vdrias rotas metabdlicas e
diferentes microrganismos envolvidos, podendo ser considerado por si s6 como uma
biorrefinaria, j& que ao final varios produtos podem ser obtidos. Apesar do uso de
efluentes diferenciar o uso final da biomassa produzida, op¢cdes como energia elétrica,
calor, fertilizantes, racdo para alimentacdo animal, efluente para redso ndo potavel sdo
alguns exemplos de subprodutos que podem ser originados da digestdo anaerdbia de

biomassa algal produzida durante o tratamento de efluentes.

Considerando a producdo de biomassa algal através da utilizacdo de efluentes e a
abordagem da biorrefinaria como principais formas de superar as limitacdes da produgao
de microalgas para fins energéticos, esse capitulo pretende abordar a DA como principal
meio de valorizacdo energética da biomassa algal. Aspectos relacionados as
caracteristicas e pecualiridades desse substrato para a DA, estratégias para melhoria do
rendimento e diferentes configuragdes de reatores utilizados para esse fim sao discutidos.
Além disso, a influéncia do uso de efluentes nas caracteristicas da biomassa produzida
para a DA e como esse processo pode ser inserido no contexto de uma ETE sustentavel

foram abordados.

5.2. Digestao anaerobia

A DA ¢é um processo frequentemente empregado na conversao de rejeitos em produtos de
valor agregado. Este processo de degradacdo da matéria organica ocorre por meio de

quatro reagdes principais:

1) hidrélise — polimeros organicos complexos sdo decompostos em mondmeros
como agucares, dcidos organicos e aminodcidos por bactérias hidroliticas;

ii) acidogénese — mondmeros organicos sdo convertidos em hidrogénio,
bicarbonato, dcidos acético, propionico e butirico e outros compostos organicos,
tais como etanol e dcido ldtico por bactérias acidogénicas;

i) acetogénese — oxidacdo de compostos organicos reduzidos gerando acetato ou
hidrogénio e diéxido de carbono por acdo de bactérias acetogénicas;

iv) metanogénese — fermentacdo acetocldstica por archaeas metanogénicas

acetocldasticas, produzindo metano.
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Reagdes paralelas também ocorrem, como por exemplo, a oxidagdo de compostos
organicos reduzidos a hidrogénio, e oxidagao do hidrogénio, através da reducdo de
bicarbonato pelas archeas metanogénicas hidrogenotréficas, gerando metano (Viana,

2011).

A Figura 5.2 apresenta o esquema dos processos que compdem a DA.

Carboidratos, Proteinas e Lipideos

| Hidrdlise |

Agucares,
aminodacidos e
acidos graxos

Acidogénese

Acidos Graxos
Acido Acético Volateis

Acetogénese

Metanogénese , H,,CO, Metanogénese
Acido Acético

CH,,CO,

Figura 5.2 - Degradaciao da matéria organica pela digestao anaerdbica. Fonte:
Adaptado de Li et al. (2011).

A conversdo de matéria orginica em biogds por meio da DA produz essencialmente
metano e diéxido de carbono, além de pequenas quantidades de outros gases, como
sulfetos e gas hidrogénio (Brennan e Owende, 2010). No processo tradicional, realizado
em um estdgio, concentracdes de gds hidrogénio ndo sdo usualmente encontradas, uma
vez que o mesmo € consumido durante a metanogénese para a producdo de metano e gis

carbonico como produtos finais (Ueno et al., 2007; Ward et al., 2008).

5.3. Digestao anaerdbia de biomassa algal

A DA de biomassa algal tem sido pesquisada desde os anos de 1950. O assunto foi
originalmente realizado e publicado por Golueke et al. (1957). Em 1960, Oswald e
Golueke propuseram um processo integrado, associando a produ¢do de biomassa algal
em lagoas para tratamento de esgoto e a recuperagdo energética através da DA da
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biomassa (Chen e Oswald, 1998). O desenvolvimento da digestdo da biomassa algal
recebeu atencdo continuada nos anos seguintes, incluindo estudos de Uziel (1978) e
Eisenberg et al. (1981). Com a primeira crise do petrleo, o entusiasmo cientifico pela
producdo de metano se manteve, bem como o destaque para o tema. No presente, o
intenso interesse na DA € relacionado, principalmente, com a capacidade de tratar e
converter uma grande variedade de residuos organicos em energia de fontes renovaveis.
Entretanto, no caso especifico de biomassa algal, a literatura disponivel € particularmente

€scassa.

5.3.1. Composicao da biomassa algal

A matéria organica submetida a DA precisa atender a determinadas condicdes para que o
rendimento do processo seja satisfatério. Assim, a determinacdo da composi¢do da
biomassa € uma maneira de se conhecer o potencial da digestdo. A producgio tedrica de
metano depende da composicao da biomassa e como uma tendéncia geral, a produgdo
tedrica a partir da biomassa algal € sempre maior que a producdo de biogds a partir de
plantas terrestres (Murphy et al., 2015; Weiland, 2010), devido ao elevado conteudo de
proteinas e lipideos das microalgas. De acordo com Klassen et al. (2016), a producao
tedrica pode ser calculada baseada no conteido relativo de proteinas, lipideos e
carboidratos via férmula proposta por Heaven et al. (2011), assumindo valores de 415,

446 e 1014 mL CH4/g STV para carboidratos, proteinas e lipideos, respectivamente.

Para Sialve et al. (2009), a composi¢do mineral da célula algal € suficiente para atender
as demandas nutricionais da microbiota responsdvel pelo processo de degradagdo
anaerdbia. Além de carbono, nitrogénio e fésforo que sdo os componentes principais da
composi¢do da biomassa algal, oligo nutrientes como ferro, cobalto e zinco sdo também
encontrados nas células algais e sdo conhecidos por estimular a atividade metanogénica

(Speece, 1996).

De acordo com Brown et al. (1997), esses organismos apresentam a composi¢ao celular
intimamente varidvel de acordo com a espécie, apresentando em geral, de 6 a 52% de
proteinas, 7 a 23 % de lipideos e 5 a 23% de carboidratos. No entanto, dada a grande
variabilidade dos intervalos propostos, entende-se que a composicao celular, além de
variar com a espécie € altamente afetada pelas condi¢des ambientais de cultivo. Assim,
segundo Passos et al. (2014a), a variabilidade relacionada aos diferentes rendimentos da
DA de biomassa algal pode ser devida a dois aspectos principais: i) caracteristicas da

parede celular de cada espécie de microalgas, e ii) a composicdo macromolecular das
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células algais. No entanto, independentemente da espécie, praticamente qualquer
biomassa bruta de microalgas apresenta um baixo rendimento de metano, inferior aos
valores tedricos (Passos et al., 2014a). De acordo com Klassen et al. (2016), a conversao
de biomassa algal ndo tratada em metano é geralmente incompleta, ndo excedendo 50%

do potencial tedrico de producgao.

Para diversas espécies, a alta propor¢ao de proteinas é caracterizada por uma reduzida
relacdo carbono-nitrogénio (C/N), principalmente se comparada com plantas terrestres.
Essa relacdo varia de 4-9, dependendo da espécie de microalga (Geider e Roche, 2002),
enquanto que em biomassa de plantas terrestres, essa aumenta para 16 (Elser et al., 2000).
De acordo com Speece (1996), relacbes C/N menores que 20 sdo consideradas
desbalanceadas para a digestdo anaerdbia, levando principalmente a liberacao de amdnia

e consequentemente a inibicao da digestao.

5.3.2. Configuracao de reatores e parametros de operacio
A Tabela 5.2 resume condicdes experimentais e taxas de conversao de metano para alguns
estudos. Destaca-se a grande variabilidade da producdo de metano, dependendo da

espécie e da condic¢do de operacao dos reatores utilizados nos testes anaerdbios.

Em se tratando da configuracdo dos reatores anaerdbios para DA de biomassa algal, a
performance de reatores de agitacdo continua (os chamados continous stirred tank
reactor, CSTR) alimentados com biomassa algal € ainda limitada, mas provavelmente é
a configuracdo de reator mais utilizada para a digestao desse tipo de substrato (Gonzélez-
Fernandez et al., 2015). O uso desse reator implica em crescimento suspenso da biomassa,
com cargas organicas tipicas de 1-6 g DQO/ L.d e tempos de deten¢do hidraulica (TDH)
entre 10 e 30 dias.
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Tabela 5.2 - Condicoes experimentais e conversao de metano de diversos estudos com digestio anaerdbia de biomassa algal.

Reator Substrato T (C) TDH (d) Carga Producao de  Composicao Referéncias
organica biogas biogas
(g STV/
L.d)
CSTR*4L Chlorella- 35 10 2-6 0,09-0,136 L 69% CH4 Yen e Brune (2007)
Scenedesmus CH4/g STV
CSTR? Chlorella sp. 37 30-38 0,4 L CHd4/g _ Ehimen et al. (2009)
batelada 500 ST
mL
CSTR* 5L Chlorella sp. 25-40 5-15 1-3,3 0,05-0,3 L 62-68% CHs  Ehimen et al. (2011)
CHu/g STV
Fermentador  Taihu alga azul e 35 30 20 0,325 L _ Zhong et al. (2012)
em batelada palha de milho CH4/g STV
0,15L
Fermentador Chroococcus sp. 36 30 _ 0,40-0,49 L _ Prajapati et al.
em batelada CH4/g STV (2013b)
0,5L

 Reator de agitagdo continua. TDH = tempo de detencdo hidraulica. Fonte: Adaptado de Prajapati et al. (2013a).
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Como pode ser verificado na Tabela 5.2, a variabilidade de rendimentos na DA obtida na
literatura operando com a mesma configuracdo de reatores (CSTR), pode ser justificada
pela composicao da biomassa e os diferentes graus de rigidez das paredes celulares das
diferentes espécies (Gonzdlez-Fernandez et al., 2015). Segundo esses autores, de forma a
superar essa limitacdo, uma estratégia que vai além da aplicacdo de pré-tratamentos € a
utilizacdo de configuragdes de reatores mais adequadas para esse tipo de substrato. Nesse
sentido, a desassociacio do TDH e do tempo de retencdo de sélidos através da
imobilizacdo de biomassa, retencdo por membranas ou separa¢do espacial podem ser

configuracdes potenciais para se melhorar o rendimento da DA de biomassa algal.

Os reatores de manta de lodo (Up Flow Anaerobic Sludge Blanket, UASB) possuem a
vantagem de permitir a manuten¢do no interior do reator de uma grande quantidade de
biomassa anaerdbia ativa. O desenvolvimento de uma biomassa granular é o fator
essencial para o sucesso da operacdo de um reator UASB. Tartakovsky et al. (2015)
chegaram a resultados semelhantes de rendimentos na producao de biogds, comparando
a operacao de reatores CSTR e reatores UASB na DA de Scenedesmus sp. Os autores, no
entanto, destacam a vantagem adicional dos reatores UASB de permitir uma menor
concentracdo da biomassa a ser alimentada, evitando assim elevados custos no processo
de colheita e separagdo dessa biomassa. Os mesmos autores operando um reator UASB
com 3,8 dias de TDH e carga de 2,25 g STV/L.d para DA de Scenedesmus sp. atingiram
um rendimento de 0,22 LCH4/g STV. Por outro lado, Zamalloa et al. (2012a) reportaram
rendimento de 0,11 LCH4/g STV operando com TDH de 2,2 dias e carga organica
aplicada de 2,7 g STV/L.d para também DA de biomassa de Scenedesmus sp. em reator
hibrido, tipo UASB.

Outras op¢des de configuracdo de reatores ja testados com biomassa algal sdo o biorreator
anaerobio a membranas (AnMBR) e os reatores com defletores. No primeiro tipo, um
elevado tempo de retengdo de s6lidos pode ser aplicado (~50 dias), atingindo uma elevada
qualidade do efluente tratado e evitando a perda de biomassa. No entanto, a principal
desvantagem € a colmatacdo da membrana e os elevados custos associados. Zamalloa et
al. (2012b) ao testarem esse tipo de reator para a DA de Phaeodactylum tricornutum em
condi¢des mesofilicas, obtiveram um rendimento de 0,35 LCH4/g DQOconvertida, para
um tempo de retengdo de soélidos de 20 dias e carga organica aplicada que chegou a 5,8 g

DQO/L.d. Para o segundo tipo, a principal caracteristica € a separacdo espacial das
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diferentes fases da DA, possibilitando o desenvolvimento de diferentes populacdes
microbianas nos varios compartimentos e consequentemente a prote¢do a cargas toxicas
e possiveis variagdes nos parametros de operagdo. Essa configuracao garante a promog¢ao

da granulag¢ao da biomassa anaerdbia, além de longos tempos de reten¢ao de sélidos.

Em relagao ao modo de operacdo dos reatores, as pesquisas disponiveis concentram-se na
pequena escala e na alimentac@o de reatores feita em batelada. Sdo poucos os estudos
envolvendo reatores com alimentacdo continua (Prajapati et al., 2013a), o que dificulta a
aplicacdo dos resultados obtidos. Segundo Gonzdlez-Fernandez et al. (2015), nos dltimos
anos a maioria dos estudos conduzidos foram destinados a melhorar a produ¢do de metano
usando pré-tratamentos para hidrélise ou ruptura da parede celular. A efici€éncia desses
pré-tratamentos foi, na maioria dos casos, testada em ensaios de operacdo em batelada
para uma mais rdpida e facil comparacdo com a biomassa bruta (Mendez et al., 2013;
Passos e Ferrer, 2015). Dados obtidos de ensaios em batelada podem fornecer orientacao,
mas a avaliac@o dos beneficios dos pré-tratamentos aplicados em opera¢ao semi-continua
¢ altamente recomendada, de forma a se apronfundar nos estudos de performance dos
microrganismos anaerébios quando alimentados com biomassa pré-tratada. A
produtividade de biogds obtida na digestdo continua é resultante de uma complexa acao
reciproca entre substrato, composi¢do, temperatura, pH, carga organica, TDH, tempo de
residéncia celular, disponibilidade de nutrientes, potencial oxidag¢do-reducao, presencga de
compostos toxicos, tamanho e acessibilidade de particulas do substrato (Speece, 1983).
Apesar de alguns parametros serem de importancia tanto na operagdao em batelada quanto
em operacdo continua, o acimulo de substancias inibidoras do processo anaerébio é um
problema especifico da operacdo continua. A frequente introdu¢do de componentes no
meio ou substancias toxicas presentes na biomassa podem sucessivamente serem

acumuladas no digestor.

A seguir sdao descritos alguns dos principais parametros de operacdo de reatores

anaerdbios capazes de influenciar o processo de DA.

Temperatura

A temperatura estd intimamente relacionada com a atividade enzimatica dos
microrganismos responsaveis pela degradag¢do anaerébia. De maneira geral, quanto maior
a temperatura, maior a atividade desses microrganismos até um valor limite que leva a

danos na estrutura celular. Em temperaturas que excedem a de maximo crescimento, a
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taxa de decaimento bacteriano vai exceder a taxa de crescimento e consequentemente,

quedas na atividade especifica do lodo e da eficiéncia do reator vao ocorrer.

Especificamente para o substrato biomassa algal, no estudo de Samson e LeDuy (1986),
um aumento da temperatura de 15°C para 52°C melhorou a conversao de metano na DA
da espécie Spirulina maxima e a produtividade, juntamente com a remocdo de sélidos
volateis, foi reforcada em temperaturas acima de 35°C. Para uma biomassa oriunda de
um consorcio algal como o estudado por Golueke et al. (1957), o incremento de
temperatura de 35°C para 50°C aumentou a biodegradabilidade algal de 5 para 10%. O
balanco energético, porém, foi negativo se considerada a energia necessdria para o
aquecimento. De acordo com Chen (1987), temperaturas na faixa mesofilica se destacam
como condi¢des 6timas, sendo a mixima producdo de metano obtida em 40°C. Ehimen
et al. (2011), por sua vez, obtiveram aumento do rendimento energético de 54% quando
a temperatura do digestor subiu de 25°C para 35°C na digestdo anaerébia de substratos
algais oriundos da extracdo lipidica. No entanto, os autores relataram que o incremento
subsequente da temperatura para 40°C praticamente nao influenciou no rendimento da
digestdo. Fato explicado pela adaptacdo da biomassa anaerdbia a temperaturas 6timas
(bem préximas a méaxima testada) previamente a indug¢do de temperaturas varidveis ao
in6culo. O periodo de adaptacdo, nesse estudo, favoreceu a selecdo de espécies

bacterianas que prosperaram na temperatura escolhida para a fase de aclimatacao.

pH

E sabido que a atividade metanogénica é mais favorecida em faixa estreita de pH, tida
como Otima para valores entre 6,3 e 7,8 (van Handeel, 1994; van Handeel e Letinga,
1994). O efeito de uma variacdo brusca de pH afluente no desempenho do processo
depende da disponibilidade de alcalinidade disponivel no reator. De acordo com Visser
et al. (1993), a metanogénese € inibida para valores de pH superiores a 8, 0 que acarreta
no desenvolvimento de microbiota dominada por bactérias sulfo-redutoras que sdo menos
sensiveis a variagdes de pH do que as arqueas metanogénicas. E comum encontrar
estudos com DA de biomassa algal que lancam mao de estratégias de controle para evitar
a variagdo de valores de pH no interior do reator. As mais comuns s3o a adi¢do de tampao,

geralmente bicarbonato de sédio (Tartakovsky et al., 2013; Tartakovsky et al., 2015) e

adicao de NaOH para correcao de pH do afluente ao reator (Zamalloa et al., 2012a).

Tempo de detengdo hidrdulica e taxa de aplicacdo orgdnica
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O tempo de detencdo hidrdulica e a taxa de aplicagdo organica sdo fatores chave para os
processos anaerdbios. Existe um delicado balango na DA entre os processos primarios
(hidrdlise e acidogénese) e a conversao dos produtos dcidos pelas bactérias acetogénicas
e arqueas metanogénicas. VariacOes bruscas na vazdo e carga organica podem afetar
adversamente o funcionamento do reator. O efeito de flutuacdes na carga organica e
hidriulica geralmente depende do tempo de retencdo de sélidos, intensidade e duragdo da
varia¢do, propriedades do lodo anaerébio e do design do reator, especialmente do
separador trifdsico. O acimulo de 4cidos organicos volateis € uma resposta tipica durante
uma sobrecarga orgénica e variagdes subitas na taxa de aplicacdo e no tempo de detengao.
Em situacoes de stress pode haver uma mudanga na rota metabdlica para uma rota menos
favoravel, resultando em um desbalanco entre produtores de dcidos organicos
(populagdes acidogénica e acetogénica) e consumidores (microrganismos metanogénicos,
bactérias redutoras de sulfato e redutoras de nitrogénio). Tal situacdo indesejada pode
levar a uma producdo significativa de di6xido de carbono e hidrogénio no biogas (Leitao

et al., 2000).

O tempo de detencdo hidrdulica deve ser elevado o suficiente para permitir que as
populacdes ativas permanegam no reator, especialmente as arqueas metanogénicas, € nao
deve limitar a hidrélise, que € geralmente a etapa limitante de conversao de substratos
complexos a metano, como é o caso da biomassa algal. Um exemplo do mau
funcionamento do sistema quando submetido a baixos tempos de detengdo pode ser dado
por Ehimen et al. (2011). Segundo os autores, a inibi¢do na produ¢do de metano a um
tempo de detenc¢ao de 5 dias foi atribuida a elevada “lavagem” de substratos nao digeridos
e de microrganismos ativos (especialmente as bactérias de crescimento lento) do reator
anaerdébio. Quando o processo € operado de modo que o tempo de deten¢do seja alto e a
taxa aplicada seja baixa, o rendimento na produgdo de biogds é constante e maximo. A
situac@o contrdria leva a um decaimento na taxa de conversdo e consequentemente, da

eficiéncia do processo.

Além disso, quando células sdo diretamente submetidas a digestdo anaerdbia, a
acessibilidade do conteudo intracelular € limitada pela resisténcia da célula algal a
hidrélise. Assim, de acordo com Chen (1987) e Sialve et al. (2009), a escolha do tempo
de detencao e da taxa de aplicac@o deve ser feita levando em consideragdo caracteristicas

da espécie e da composi¢do do substrato algal.
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5.3.3. Inibicoes provocadas com a utilizacao de microalgas como substrato

Toxicidade pela amonia

A toxicidade de amdnia ocorre principalmente devido a relagdo desbalanceada (baixa) de
C/N da biomassa algal (Prajapati et al., 2013a). O alto teor de proteina da célula algal
acarreta em grande liberacdo de amonia durante o processo anaerébio, podendo causar
efeitos inibitérios na microbiota presente no reator. Por exemplo, uma das caracteristicas
mais importantes do género Chlorella é o seu conteido de proteinas. Dependendo das
condi¢des da cultura, essa microalga pode acumular até 60% de proteina na forma de
aminodcidos essenciais (Costa e Morais, 2014). O género Chlorella possui até 3 vezes
mais proteina do que a mesma quantidade de carne vermelha, sendo utilizada como

suplemento alimentar.

Durante o processo anaerdbio, proteinas sao degradadas e a amonia é acumulada na fase
liquida. O valor de pH e temperatura controlam a proporcao de ions amonio e amonia
livre presente no reator. Se a concentracido de biomassa no afluente € elevada ou se essa
biomassa estiver com pouco teor de carbono em relacio a nitrogénio, havera presente no
reator altas concentragdes de NH3, podendo ocorrer consequentemente inibicdo pela
presenca de amonia livre (Mc Carty, 1964). A forma ndo ionizada do nitrogénio sofre
difusdo passiva através das membranas celulares, expressando assim sua toxicidade.
Segundo Angelidaki e Ahring (1993), as arqueas metanogénicas acetoclasticas sao as
mais sensiveis a presenca de amdnia. Concentragdes de inibi¢ao variam de 1,7 a 14 g/LL e
dependem de diversos fatores como: periodo de aclimatacdo, natureza do substrato e
indculo, bem como das condi¢des de operacdo. Esses mesmos autores afirmam ainda que
temperaturas termofilicas (40-50°C) possuem o efeito de maximizar a inibi¢cdo causada
pela amonia, devido ao aumento da concentracdo de amdnia livre no meio. Entretanto,
Chen et al. (2008) afirmam que elevadas concentracdes de fons como Na*, Ca** e Mg?",
que aumentam a alcalinidade e diminuem a fracdo ndo ionizada NH3, podem reduzir os
efeitos inibitérios. No estudo de Ehimen et al. (2011), todavia, altas concentragdes de
nitrogénio amoniacal (4,3 g/L) aparentemente ndo afetaram a estabilidade do processo.
Fato justificado pela influéncia do pH no controle das formas de amdnia presentes no

reator, além do periodo de aclimatacdo do indculo utilizado e da temperatura de digestao.

Degradabilidade
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A quantidade de energia presente em células algais € de aproximadamente 25 J/g, porém
somente uma pequena fracdo dessa energia € liberada em condicdes mesofilicas de
fermentacdo em forma de metano. O restante que permanece na biomassa algal é
resistente a degradagdo e grande parte das células e da parede celular se mantém intactos

depois da digestao (Chen e Oswald, 1998).

Apesar das propriedades da parede celular de algas serem de grande importancia para
aplicacdes biotecnoldgicas, somente algumas poucas informagdes sao disponiveis para a
maioria das espécies. A parede celular de microalgas possui uma ampla diversidade em
termos de componentes moleculares, ligacdes inter e intra moleculares, assim como para
a estrutura geral (Work et al., 2013). Ela pode ser constituida de carboidratos (Kloareg e
Quatrano, 1988), proteinas (Miller et al., 1972; Goodenough e Heuser, 1985; Imam et al.,
1985; Wang et al., 2004; Michel et al., 2010), lipideos (Gelin et al., 1999; Kodner et al.,
2009), carotendides (Burczyk et al., 1981) e até de lignina (Martone et al., 2009; Sorensen
et al., 2011). Polissacarideos sdo os biopolimeros mais extensivamente estudados da
parede celular de algas, incluindo celulose (Bisalputra e Weier, 1963; Tamura et al.,
1996), quitina/moléculas de quitosana (Kapaun e Reisser, 1995), hemicelulose
(Domozych et al., 1980), pectina (Domozych et al., 2007), algenano (Michel et al., 2010)
e lichenin (Ford e Percival, 1965). A maioria das paredes celulares de microalgas é
composta por duas partes: a parte fibrilar (esqueleto) e a parte amorfa (matriz). O
componente fibrilar € formado por celulose, mananos e xilanos, enquanto a componente
amorfa € onde a parte fribilar € submergida (Lee, 2008). Paredes celulares complexas,
como € o caso dos géneros Chlorella e Scenedesmus, sao compostas ainda de uma camada
superficial, que pode ser homogénea ou possuir um revestimento trilaminar. Essa camada
superficial € resistente a degradacdo anaer6bia uma vez que € composta de
esporopolenina, também chamada de algaenan, que é um biopolimero semelhante a

lignina, formado de 4dcidos graxos hidroxilados e fendlicos (Kwietniewska e Tys, 2014)

Mussgnug et al. (2010) em estudos de digestdo com diversas espécies de microalgas
afirmaram que o grau de degradacdo da célula € fator crucial para a eficiente conversao
de biomassa algal em biogds. Ou seja, espécies com elevado grau de decomposi¢do e
baixa quantidade de residuos indigeriveis (Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliella
salina, Arthrospira platensis e Euglena gracilis) mostraram maior producio de biogds

em comparacdo com as espécies com baixo grau de degradacdo e elevada concentracdo
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de residuos intactos (Scenedesmus obliquus e Chlorella kessleri) apds o processo de
digestdo. Os fatores citados como causa da m4 degradabilidade de determinadas espécies
foram a presenca e a composi¢do (carboidratos como hemiceluloses e celuloses) da
parede celular. Os autores concluem ainda que em termos de eficiéncia de produgao de
biogds, as espécies sem parede celular ou com parede celular a base de proteinas devem
ser preferidas, uma vez que evitam gastos energéticos com o pré-tratamento da biomassa

e com métodos de ruptura das células.

A hidrélise de mono-substratos como celulose cristalina, amido ou proteinas, geralmente
nao sdo tidos como problemética para a comunidade bacteriana anaerébia (Raposo et al.,
2011). Os diferentes constituintes da parede celular, no entanto, se interligam de forma
cruzada em complexas ligacdes que formam camadas discretas ao redor das células e
pouco € conhecido sobre processos de remodelagdo em resposta aos sinais fisioldgicos e
ambientais (Domozych et al., 2012; Popper et al., 2011; Popper et al., 2014). Essa rede
dinamica, consistindo em glicoproteinas, diversos polissacarideos e outros polimeros
alifaticos extraordinariamente estiveis como a esporopolenina (Mackenzie et al., 2015) e
algenano (Kodner et al., 2009; Scholz et al., 2014), pode ser um imensurdvel obstaculo

para a comunidade microbiana anaerébia (Golueke et al., 1957; Mussgnug et al., 2010).

Por outro lado, Klassen et al. (2016) afirmam que apesar de uma visdo geral de que os
carboidratos complexos sao responsaveis pela baixa digestibilidade da biomassa algal,
estudos de pré-tratamentos enzimaticos indicam que a hidrdlise das proteinas presentes
na parede celular representa outro gargalo igualmente importante a ser superado no
processo de DA. Gonzédlez-Fernandez et al. (2015) também afirmam a mesma

importancia a partir de resultados com pré-tratamentos enzimaticos.

Prévia extragdo de lipideos

O cultivo de microalgas para fins energéticos geralmente é realizado com o intuito
principal de producdo de biodiesel. Porém, para garantir a viabilidade econOmica da
cadeia produtiva, a biomassa residual ap6s a extracao de lipideos deve ser reaproveitada
para a geracdo de subprodutos que agreguem valor ao produto final (Sialve et al., 2009).
Porém, Yang et al. (2010) afirmam que em estudos recentes foi dificil converter
diretamente a biomassa residual em hidrogénio por digestdo anaerdbia, principalmente
devido ao complexo processo de extragdo aos quais as células foram submetidas

anteriormente, que torna a biomassa resistente a biodegradagao. Os processos de extra¢ao
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incluem desidratacdo, destruicdo da parede celular e uso de solventes, ou seja, etapas

agressivas que influenciam na qualidade da biomassa para digestao.

Estudo visando a produ¢@o de metano a partir de biomassa residual apds a producdo de
biodiesel, realizado por Ehimen et al. (2009), demonstrou que o tipo de extragdo lipidica
a base de solventes pode inibir a produ¢do de metano. Segundo esses autores, o uso de
cloroférmio e metanol como solventes pode resultar em uma redu¢do na producio de
biogds, se comparado ao uso do butanol e da catdlise acida. Thiel (1969) também
demonstrou que a adi¢do de cloroférmio ao substrato da digestao resultou em 50% de

inibicdo da metanogénese, por causar efeito toxico direto nas arqueas metanogénicas.

A remogdo de qualquer trago dos solventes antes da digestdo da biomassa deve ser
considerada, porém essa remog¢ao pode causar reducdo do poder energético da biomassa,
uma vez que a lavagem da biomassa pode retirar moléculas polares energeticamente ricas

do substrato algal (Ehimen et al., 2009).

5.3.4. Melhoria da digestao anaerobia de biomassa algal

Pré-tratamento da biomassa algal

Segundo Sialve et al. (2009), o pré-tratamento do substrato permite melhoria significativa
na sua biodegradabilidade, uma vez que age nas suas propriedades fisico-quimicas. Essa
etapa torna a matéria organica mais acessivel para a microbiota, tornando-a de mais facil

degradacao.

Um fator importante na escolha de um método pode ser considerado como sua eficiéncia
econOmica, na qual o balanco energético deve ser positivo para o processo se tornar
lucrativo (Torres et al., 2013; Rodriguez et al., 2015). Deve-se atentar para o fato de que
alguns métodos aumentam a solubilidade da matéria organica, mas ndo aumentam sua
biodegradibilidade (Torres et al., 2013), formando provalmente compostos recalcitrantes
na fase de hidrélise que nao s@o convertidos em rendimento de biogés. A efetividade de
métodos de pré-tratamentos na producdo de biogds depende das caracteristicas da
microalga, por exemplo, a tenacidade e estrutura da parede celular e a composi¢do

macromolecular das células (Passos et al., 2014a).

Os métodos podem ser divididos em quatro categorias: térmico, mecanico, quimico e

bioldgico. O pré-tratamento mecanico que inclui o uso de homogeneizadores, ultrassom
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e micro-ondas, aumenta a disponibilidade da matéria organica (Angelidaki e Ahring,
2000) e sao os menos dependentes de caracteristicas intrinsecas de cada espécie. No
entanto, sdo os que requerem mais energia, se comparados com os demais. Métodos
quimicos, por sua vez, irdo aumentar a disponibilidade de compostos resistentes a
hidrdlise anaerébia devido ao aprimoramento da degradacdo (Bonmati et al., 2001) e
quando associados com calor sdo particularmente eficientes. No entanto, a adi¢do de
quimicos pode comprometer a composi¢cdo da biomassa para usos futuros. Segundo
Rodriguez et al. (2015), o pré-tratamento térmico, que inclui o uso de ultrassom por
exemplo, € o mais eficiente para as microalgas, com incrementos de até 81% no
rendimento de metano e baixo requerimento de energia. Atualmente, os tratamentos
térmicos, mecanicos e termoquimicos estdo entre os métodos mais utilizados para

melhorar o desempenho da DA de microalgas (Passos et al., 2014a).

Chen e Oswald (1998) concluiram que o tratamento térmico da biomassa algal induziu a
um incremento de 33% na producdo de metano. Park et al. (2009) também demonstraram
que pré-tratamentos mecanicos € térmicos levaram a uma melhoria na taxa de
solubilizacdo do substrato e no consequente aumento na producdo de hidrogénio a partir

de biomassa de microalga marinha.

Métodos bioldgicos também sdo atualmente empregados para pré-tratar biomassa algal.
Nesses métodos, a parede celular é enzimaticamente degradada, consistindo na conversao
de moléculas de dificil biodegradabilidade em substratos mais usuais para os
microrganismos anaerdobios e atuando principalmente na melhoria da hidrélise da
biomassa algal. Portanto, se faz de grande importidncia o prévio conhecimento da
composi¢ao da parede celular para a adequada selecdo das enzimas a serem utilizadas
(Passos et al., 2016). Alguns resultados promissores foram demonstrados em termos de
solubilizacio de biomassa e aumento da producao de biogds apds o tratamento enzimatico

de culturas puras de microalgas (Ometto et al., 2014; Wieczorek et al., 2014).

Se por um lado a prévia extracdo de lipideos pode representar um fator negativo para
digestdo anaerébia como discutido anteriormente, por outro, estudos mostram que essa
etapa pode ser considerada como um pré-tratamento. O processo de liberagcdo de lipideos
utilizando solventes aumenta a biodisponibilidade do conteido intracelular das
microalgas, consequentemente maiores produtividades iniciais de metano podem ser
obtidas se comparados a biomassa algal que ainda nao sofreu processo de extracdo. A
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producdo de biogas e metano, respectivamente, utilizando biomassa de Scenedesmus sp.
foi de 0,177 m3 biogas/ kgSTV e 0,140 m3 CH4/ kgSTV. Comparando tais valores com
os dados obtidos da DA do residuo da biomassa da mesma espécie, apds a extracdo de
lipideos, resultados de 0,401 m3 biogas/ kgSTV e 0,272 m3 CH4/ kgSTV foram obtidos,
evidenciando a eficicia da utilizacio da extracdo de lipideos como pré-tratamento (Alzate

et al., 2014).

A literatura de pré-tratamentos de biomassa algal para produc¢do de biogds ainda é
limitada e geralmente contraditéria. Dessa maneira, apesar das desvantagens intrinsecas
de cada método, esfor¢cos em pesquisas e estudos sdo necessarios para supera-las e para
atingir métodos mais eficientes na ampliacao de escala e uso industrial (Rodriguez et al.,

2015).

Co-digestdo

A co-digestdo € um tratamento, no qual vdrios substratos sdo misturados e tratados em
conjunto. Essa associagdo € uma estratégia para aumentar o desempenho da digestao, pois
garante uma composicao 6tima do substrato através da adicdo de um segundo substrato
fonte do nutriente limitante. Os principais beneficios advindos da co-digestdo sdo a
dilui¢do de compostos toxicos, aumento da carga organica biodegradavel, suaviza¢do do
desequilibrio de nutrientes, ajuste da relacao C/N, prevencao de inibi¢des, efeito sinérgico
de microrganismos, maior facilidade de manuseio do substrato misto, vantagens
econdmicas devido ao compartilhamento de equipamentos e maior rendimento de biogés
(Ward et al., 2008; Sialve et al., 2009; Khalid et al., 2011; Park e Li, 2012; Zhong et al.,
2012). A manutencdo de um bom equilibrio de nutrientes no interior do reator, ndo sé
garante uma melhoria na produgdo de biogds, como também permite o aumento de taxas

de aplicacdo, contribuindo para a viabilidade econdmica do processo (Park e Li, 2012).

Como ja discutido, devido a elevadas concentragdes de proteinas, as microalgas podem
apresentar baixa relacdo C/N, o que pode comprometer o desempenho da DA. Nesse caso,
de acordo com Brennan e Owende (2010), a solucao pode ser a co-digestdo com produtos
que possuem elevada relacdo C/N. Yen e Brune (2007) obtiveram significativo
incremento na produc¢do de metano através da adi¢do de residuos de papel a biomassa
algal. Os autores conseguiram praticamente dobrar a produ¢do de metano com a co-
digestdo mencionada, em uma razdo de 1/1 entre residuo de papel e biomassa algal,
aumentando a relacdo C/N de 6,7 para 18. Ehinem et al. (2009), aumentando a propor¢ao
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de substrato carbono/nitrogénio para 12,44 através da co-digestdo os residuos de
microalgas com glicerol, observaram um aumento de producdo de metano em mais de
50%, comparando-se com a producdo de metano quando os residuos foram digeridos

individualmente (Ehimen et al., 2011).

Wang et al. (2013) conduziram processos de co-digestao de Chlorella sp. conjuntamente
com residuos de lodo ativado. O resultado foi um incremento de cerca de 76% na
producdo do biogés. A digestdo de Chlorella sp. individualmente foi de 0,262 m3/kg STV,
enquanto que para a co-digestao nas proporcoes de 4%, 11% e 41% de biomassa algal na
mistura, os resultados foram de 0,463, 0,453 e 0,468 m3/kg STV, respectivamente. Ou

seja, a co-digestao quase dobrou o rendimento de biogas.

5.4. Digestao anaerdbia de biomassa algal cultivada em efluentes

Especificamente para a produgdo de biogds a partir de biomassa produzida em efluentes,
Passos et al. (2014b), utilizando biomassa oriunda de consoércio de espécies, com maior
abundancia dos géneros Scenedesmus e Chlorella, obtiveram o rendimento de 0,172 m3
CHus/kg STV, operando a temperatura ambiente. Ainda com a utilizacdo de LAT e esgoto
doméstico como meio de cultivo, Passos et al. (2013) reportaram o rendimento de 0,148
m3 CHa/kg STV para o consércio constituido por Monoraphidium, Stigeoclonium,
Nitzschia e Amphora, em testes anaerébios a temperatura ambiente. Kinnunen et al.
(2014) operando reatores anaerébios a 37°C para digestdo de biomassa composta por
Pediastrum, Micractinium e Scenedesmus produzida em LAT com esgoto doméstico apds
decantador primério mencionaram rendimentos de 0,225 e 0,179 m3 CHa/kg STV para
um reator de mistura continua e outro reator de acimulo de volume sem mistura,

respectivamente.

Apesar da limitacdo de estudos com aproveitamento da biomassa algal produzida em
efluentes para a digestdo anaerdbia, observa-se pela literatura supracitada que os
rendimentos de biogds para biomassa cultivada em esgoto doméstico sem qualquer
tratamento ou co-digestdo se concentram no limite inferior do intervalo proposto por
Gonzdlez-Fernandez et al. (2011). Segundo os autores, a producao especifica de metano
a partir de biomassa algal varia entre 0,1-0,5 m3 CHa/kg STV, com um teor de 60-80%
de metano no biogds, dependendo da temperatura de processo (15-52° C) e do tempo de
detencdo hidraulica (3-64 dias). Esse intervalo de rendimento estd compativel com a

producdo de biogds a partir de outros substratos. Por exemplo, a produgdo especifica de
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metano utilizando lodo residual de unidades de lodos ativados, outro subproduto do
tratamento de esgotos, varia entre 0,15-0,3 m3 CHa/kg STV (Passos et al., 2013) e de
residuos de culturas agricolas lignoceluldsicas, tais como milho, trigo, arroz e residuos de
cana-de-actcar, entre 0,28 e 0,34 m3 CHa/kg STV (Chandra et al., 2012). Ao se utilizar
efluentes mais ricos em carga organica, o rendimento da DA a partir de biomassa algal se
eleva, conforme pode ser observado em Assemany et al. (2016). Os autores ao digerir
biomassa algal produzida em fotobiorreatores coluna de bolhas durante o tratamento de
efluentes da industria de processamento de carne, obtiveram rendimentos de 0,44 e 0,28

m3 CHu/kg STV, para efluentes primério e secundario, respectivamente.

Como ja mencionado no item 5.2.2, a variabilidade de rendimentos na DA obtida na
literatura, pode ser justificada pela composicdo da biomassa e os diferentes graus de
rigidez das paredes celulares das diferentes espécies (Gonzalez-Fernandez et al., 2015).
E sabido que microalgas respondem as alteracdes das condi¢des ambientais durante seu
crescimento (Valenzuela-Espinoza et al., 2002; Scragg et al., 2002). Esse comportamento
pode ser visto como um atributo biotecnolégico que pode ser manipulado com o objetivo
de controlar a composi¢do bioquimica e o crescimento das algas, focando em compostos
especificos e elevadas produtividades. Chia et al. (2013) em estudo sobre a composi¢ao
de Chlorella vulgaris em diferentes meios de cultivo, observaram que concentracdes de
proteinas e carboidratos na biomassa algal se relacionaram intimamente com
componentes do meio de cultivo, como nitrato, fosfato e fons livre de cobre. Em relacdo
a producao lipidica, nem todas as classes de lipideos foram afetadas pelo meio de cultivo
utilizado. Lipideos estruturais dominaram a composicdo percentual de lipideos na
biomassa de C. vulgaris independemente do meio de cultivo testado. Para Trivedi et al.
(2015), a composicdo da biomassa algal é altamente depende da espécie e das condicdes
promovidas durante seu crescimento. Fato que pode ser explicado pela flexibilidade
estequiométrica das algas, o que permite que as concentragdes de nitrogénio e fésforo nas

suas c€lulas sejam proporcionais a razao N/P do meio de cultivo (Woertz et al., 2009).

Assim, o rendimento varia com os parametros definidos durante os diferentes estdgios de
producdo. Uma escolha inteligente das condi¢des de cultivo deve ser realizada levando

em consideracao os tipos de produtos que se deseja obter.

Passos et al. (2013) ao produzir Chlorella e Scenedesmus em LAT com esgoto doméstico,

obtiveram como composi¢do da biomassa 49% proteinas, 17% lipideos, 20%

28



carboidratos; ou seja, pouca diferenca se comparada a composicdo de culturas puras de
Scenedesmus obliquus (composta de 50-56% proteinas, 12-14% lipideos, 10-17%
carboidratos). Para os autores, a principal diferenca da composi¢cdo macromolecular da
biomassa entre cultivos puros e em efluentes é a menor quantidade de lipideos no cultivo
em efluentes, devido a condi¢des menos controladas e devido a aplicacdo de técnicas
como deficiéncia de luz e nutrientes em cultivos puros. Composi¢cdo também semelhante
foi obtida por Kinnunen et al. (2014) em estudo com biomassa produzida em LAT
alimentada com esgoto doméstico apds decantador primdrio. Os géneros identificados
como abundantes nessa biomassa foram Pediastrum sp., Micractinium sp. e Scenedesmus
sp. € sua composicdo macromolecular foi de 41% proteinas, 12% lipideos, 18%

carboidratos € 29% cinzas.

Dessa forma, a composicao do efluente utilizado como meio de cultivo muito pode dizer
sobre a composicao macromolecular da biomassa produzida e consequentemente sobre o
rendimento a ser obtido na digestdo anaerébia. Acredita-se, portanto, que a problematica
de excesso de proteina da biomassa algal, levando a uma desbalanceada relacdo C/N e a
uma possivel inibi¢do pela liberacdo de amomia, pode ser suavizada com a escolha de um
efluente mais rico em carboidratos (matéria orgadnica carbonicea), em detrimento ao
conteddo de proteinas. A deplecdo de nutrientes, especialmente de nitrogénio, durante o
cultivo pode ser uma solugdo eficiente para reduzir a recalcitrancia no processo anaerobio
(Klassen et al., 2015). Além de tornar a biomassa algal mais acessivel para o ataque
bacteriano, a limitacdo de nutrientes também aumenta a relagdo C/N da biomassa
(Klassen et al., 2015; Markou et al., 2013). Esse aspecto é de especial relevancia quando
o processo continuo € considerado, devido a combinagdo dos parametros TDH e carga
organica volumétrica (COV) e da baixa relacdo C/N do mono-substrato biomassa algal,

obtida do cultivo em meios ricos em nitrogénio.

Frigon et al. (2013) observaram que a composi¢ao do meio de cultivo pode ter um impacto
muito maior na producio de metano do que caracteristicas especificas da biomassa entre
espécies. Pouca variagdo da producdo de metano entre espécies cultivadas no mesmo
meio de cultivo foi observada. No entanto, a espécie Scenedesmus sp. AMDD quando
cultivada em meio Bold’s 3N apresentou producao de 0,306 m3 CHs/kg STV (Frigon et
al., 2013) e quando cultivada em esgoto doméstico secundério, a producao foi de 0,340

m3 CHa/kg STV (McGinn et al., 2012) e de 0,410 m3 CHs/kg STV também com o cultivo
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em aguas residuais (Frigon et al., 2013). Segundo os autores, fatores como o meio de
cultivo e condi¢des de crescimento podem ter um impacto significativo na produgdo de
metano. Rendimentos de metano a partir de digestdes de espécies de algas cultivadas no
mesmo meio sdo geralmente menos varidveis do que quando cultivadas em meios

diferentes (Klassen et al., 2016).

N

Em relacdo a problematica da dificil degradabilidade da biomassa algal, quando
trabalhando com biomassa algal cultivada em lagoas abertas destinadas ao tratamento de
dguas residudrias, uma comunidade mista de microalgas e bactérias é formada. Essa
comunidade varia em termos de dinamica populacional, composi¢do da comunidade
fitoplanctonica e estrutura da parede celular, geralmente formada por uma rigida parede
celular, devido as condi¢des do sistema e a presencga de predadores e do elevado contetido
orgdnico da maioria dos efluentes, como os efluentes domésticos (Park et al., 2011;

Passos et al., 2015).

Alternativamente aos pré-tratamentos, a colheita do substrato em estdgio tardio parece
melhorar a digestibilidade da biomassa algal (Grimm et al., 2015; Klassen et al., 2015) e
pode ser uma alternativa para evitar a aplicacdo de métodos de pré-tratamentos custosos.
Klassen et al. (2015) demonstraram que até espécies de parede celular notoriamente
recalcitrante, como é o caso da espécie Scenedesmus obliquus, foram satisfatoriamente
bem digeridas quando colhidas em estdgios tardios de cultivo, devido a parede celular ja
se encontrar enfraquecida. Ainda para esse estudo, rendimentos de 0,219-0,290 m3
CHu4/kg STV obtidos durante a fase log inicial de cultivo foram elevados para 0,401-0,478
m3 CHs/kg STV quando espécies de Parachlorella kessleri, Scenedesmus obliquus e
Chlamydomonas reinhardtii foram colhidas durante a fase estaciondria. Em se tratando
de cultivo em efluentes, essa estratégia pode se tornar interessante, uma vez que reduz os
custos se comparados com a aplicacdo de pré-tratamentos. No entanto, considerando a
producdo continua, a colheita em estagios tardios de crescimento algal significa a adocao
de longos tempos de detenc@o na operacdo dos reatores de produgdo de biomassa, o que
acarreta em um maior requerimento de drea, no caso das LATs e consumo exagerado de
energia no caso dos fotobiorreatores. Portanto, um balanco entre vantagens e
desvantagens deve ser levado em consideracio, de forma a se chegar a um ponto 6timo
na eficiéncia de rendimento de metano, produtividade de biomassa e gastos de

implantacdo e operacdo dos reatores.
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5.5. Biorefinaria baseada na digestao anaerébia

O conceito de biorrefinaria foi identificado como a op¢do mais promissora para criagao
de uma industria baseada em biomassa. O principal objetivo é de transformar biomassa
em biocombustiveis e produtos de alto valor agregado (Trivedi et al., 2015). O conceito
€ similar ao aplicado para as refinarias de petrdleo, nas quais multiplos combustiveis e
quimicos sdo derivados usando o 6leo bruto como matéria prima. Semelhantemente,
biorrefinaria € um processamento sustentdvel da biomassa para obtencao de energia,
biocombustiveis e produtos de alto valor agregado, através de processos e equipamentos
para transformacdo da biomassa (Gonzalez-Delgado e Kafarov, 2011). O objetivo
principal de uma biorrefinaria € de integrar a producdo de quimicos com produtos de
elevado valor agregado e commodities, assim como bioenergia na forma de eletricidade
e/ou calor, biocombustiveis solidos, liquidos como o biodiesel e o bioetanol e gasoso
como o biogds, e otimizar o uso de recursos, maximizar o lucro e minimizar residuos.
Outros produtos sdo alimentos, racdo animal, fertilizantes e bioprodutos (os chamados
bio-based products), que sdo a versdo bio de muitos produtos de consumo ou materiais
de origem féssil como bioplasticos, biopinturas, bioadesivos, biolubrificantes, dentre
outros. Também se obtém produtos denominados de bioquimicos que se vendem como
commodities quimicas a outras inddstrias ou se empregam internamente como insumo
quimico (os building blocks) para serem transformados em bioprodutos. Os produtos
finais das biorrefinarias podem substituir produtos ja existentes no mercado, geralmente
de origem f6ssil, ou tornar-se novos, incorporando funcionalidades diferentes ou

melhoradas (Pascual et al., 2015).

O conceito de biorrefinaria tem associado a obtencdo de produtos com elevado grau de
sustentabilidade ambiental e sécio-econdmica. Assim, € imprescindivel garantir uma
adequada eco-eficiéncia na prépria planta transformadora, assim como solugdes que
integrem toda a cadeia de valor. Segundo Trivedi et al. (2015), uma nova abordagem de
biorrefinaria compreende o contexto integrado entre industria € meio ambiente,
melhorando o aproveitamento dos recursos e minimizando a pegada ecoldgica de todo o

sistema.
Destacam-se quatro tipos principais de biorrefinarias:

1) Biorrefinaria baseada na gaseificacao

2) Biorrefinaria baseada na pir6lise
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3) Biorrefinaria baseada na liquefacdo hidrotérmica

4) Biorrefinaria baseada na fermentacao/digestdo anaerdbia

A DA estd destinada a converter-se em uma tecnologia de grande importancia para o
desenvolvimento de futuras biorrefinarias. O processo ja € empregado como tecnologia
auxiliar para valorizar correntes residuais, no entanto, deve-se potenciar seu uso como
tecnologia principal. Segundo Pascual et al. (2015), o desafio é repensar as plantas de
biogés atuais, ampliando sua gama de produtos finais, indo muito mais além do que a

venda de eletricidade.

Para se conseguir essa ampla gama de produtos, as biorrefinarias integram em uma
mesma instalagdo distintos processos que podem ser fisicos, quimicos, termo-quimicos
ou biotecnoldgicos. Os produtos intermedidrios que sao gerados apds as transformacoes
primdrias da biomassa, se denominam de plataformas, a partir das quais se aplicam
processos de transformagdes ou processos secunddrios de refino até alcancgar os produtos
finais. Existem muitos tipos de biomassa e combinacdes possiveis entre plataformas e
produtos finais, sendo a flexibilidade de uma biorrefinaria uma caracteristica chave para
poder incorporar novos processos em instalacdes existentes (Pascual et al., 2015). A
seguir sdo apresentadas as principais plataformas de producdo de uma biorrefinaria que

possui a DA como processo principal de transformac¢do da biomassa.

5.5.1. Plataforma de acidos organicos volateis (AOVs)

Os AOVs sdo compostos intermedidrios da DA que se recuperados tem valor como
commodities liquidas. Pode-se produzir uma corrente liquida em AOVs através da
otimizacdo das fases iniciais da DA (hidrdlise e acidogénese). O processo de recuperacao
€ chave para a viabilidade dessa alternativa. Geralmente, segundo Pascual et al. (2015),
para eliminagdo das particulas, o processo de filtracdo ou centrifugacdo é aplicado e a
continuacdo cabe empregar diversas técnicas como por exemplo, precipitacdo com
reativos quimicos, destilagdo, adsor¢cao, membranas de nanofiltragdo e osmose reversa,

eletrodidlise ou extracdes com solventes, dentre outras.
Biopldsticos

Os AOVs sdo matéria prima ideal para a produ¢do de polihidroxialcanoatos (PHAs), ou
bioplasticos. Os PHAs se acumulam como reserva de carbono na forma de granulos

dentro do citoplasma bacteriano e podem ser extraidos para a produgdo de bioplasticos.
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O processo de obtencdo de PHAs a partir de cultivos mistos € realizado em reatores
aerobios e se baseia na acumulacdo dos PHAs mediante duas etapas de processo: etapa
de enriquecimento e etapa de acumulagdo (Pascual et al., 2015). A produgdo em escala
industrial utiliza substratos puros como glicose, frutose, sacarose e acido propionico, de
forma que encarecem muito o processo. Assim, uma maneira de reduzir seu custo de
producdo é empregando fontes de carbono mais econdmicas como os residuos organicos

tipicamente valorizados mediante DA e cultivos mistos.
Acidos graxos de cadeia média (AGCM)

Os AOVs podem ser transformados em AGCM para serem aproveitados em cadeias mais
amplas que tem aplicacdes de maior valor agregado que os AOVs, como biopinturas,
bioplasticos e biolubrificantes. Os AGCM sdao &acidos monocarboxilicos saturados
lineares com 6-8 carbonos que se diferenciam dos AOV's mais curtos. Podem ser obtidos
a partir dos AOVs na presenca de etanol e Clostridium kluyveri em um processo
conhecido como f-oxidacdo inversa ou elongagdo de cadeia. O 4cido n-capréico € um
AGCM que pode ser facilmente convertido em bio-carburante liquido com elevada
capacidade energética, o que lhe confere um elevado valor econdmico. Também possui
outros usos como alimentagdo animal, antimicrobiano ou como substrato para

esterificacdo na alimenta¢do humana.
Bio-dlcoois

Os AOVs podem ser recuperados mediante precipitagdo quimica e cristalizagdo em forma
de sais de carboxilatos. A partir desses sais e mediante um processo termoquimico é
possivel produzir biocombustiveis liquidos (biodlcois) com um valor econdmico muito

maior que o metano.

5.5.2. Plataforma de biogas

Ap6s processos de purificacdo e enriquecimento, pode-se obter bio-metano para uso em
veiculos ou injec@o em redes de gas. Outras técnicas de recupera¢do do metano do biogds
permitem separar também o CO> para distintos usos industriais, como por exemplo

industrias de refrigerantes ou plantas de producio de microalgas. Por fim, o metano pode
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ser utilizado como reagente em processos cataliticos que tem como objetivo a obtencdo

de compostos bioquimicos como o metanol.

5.5.3. Plataforma de digeridos

O digestato proveniente da digestdo anaerébia é um efluente liquido rico em nutrientes,
como nitrogénio, além de conter ainda quantidades de matéria organica. Assim, segundo
Uggetti et al. (2014), o uso ideal para o digestato seria como fertilizante. A separacao
entre as fases sélidas e liquidas é adequado para uma 6tima exploragdo dos diferentes
componentes. Opcdes para extracdo de nutrientes a partir do digestato para a producao de
fertilizantes sdo stripping de amonia para produgdo de sulfato de amodnia e precipitagdo
de fosforo através da formagdo de estruvita. O digestato € caracterizado por uma baixa
concentracdo de matéria organica e fosforo, contra-balanceado por elevado teor de
potdssio e nitrogénio (80% na forma de amodnia). Outra opcdo de aproveitamento do

digestato € seu uso como meio de cultivo de biomassa algal.

5.6. Papel da digestao anaerébia em uma biorrefinaria de microalgas cultivadas
em efluentes

No passado, em fun¢do do custo relativamente baixo e estavel dos combustiveis fosseis e
da eletricidade, a utilizacdo, recuperacdo e gerenciamento de energia ndo eram
priorizados no projeto e na operacdo das instalacdes de gerenciamento de efluentes. Com
o aumento dos custos da energia, das incertezas sobre as fontes futuras de combustiveis
fosseis e da atengdo em relagdo aos impactos ambientais associados as emissdes
atmosféricas, o gerenciamento eficiente de energia passou a ser um tema de grande
relevancia tanto no setor puiblico como no privado. Assim, com o reconhecimento da
importancia da energia na operacdo das ETEs, as oportunidades para se recuperar e
utilizar energia de diversas fontes dentro das préprias estagdes sdo questdes chave

(MetCalf e Eddy, 2013).

As principais motivacdes para um melhor gerenciamento na utilizacdo de energia nas
ETEs sao: i) potencial para reducdo de custos, incluindo a possibilidade de se tornar um
fornecedor de energia; ii) potencial para melhorar a confiabilidade no fornecimento de
energia; ii1) questoes associadas a sustentabilidade, incluindo as metas de redugdo da
polui¢do impostas pelas agéncias locais, estaduais e federais (MetCalf e Eddy, 2013).
Tornar-se autossustentdvel na producdo e na utilizacdo de energia pode melhorar de

maneira significativa a rentabilidade da ETE. Contudo, as eficiéncias inerentes aos
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processos de recuperacdo de energia ainda apresentam desafios relevantes. Por exemplo,
a utilizacdo da DA e a combustdo do biogds possibilitam a obten¢do de menos de um
terco da demanda tipica de uma estacao de lodos ativados convencional (MetCalf e Eddy,

2013).

Microalgas sdo consideradas a matéria prima para o estabelecimento de uma biorrefinaria,
devido ao seu potencial de produzir multiplos produtos. A integracdo da biorefinaria de
microalgas com outros setores industriais, inclusive inserida em uma estacdo de
tratamento de dguas residudrias, pode ser uma estratégia para ampliar a gama de produtos,
o aproveitamento de residuos e principalmente a recuperagao de nutrientes. Além disso,
custos de producao de biomassa algal sdo reduzidos quando CO», nutrientes e dgua sao

obtidos a custos reduzidos ou mesmo nulos.

O objetivo da biorefinaria de microalgas € produzir multiplos produtos e maximizar o
valor derivado de diferentes componentes microalgais. O conceito da biorefinaria de
microalga envolve a integracdo de diferentes sistemas e tecnologias de engenharia, que
sdo operados para converter biomassa em multiplos produtos que podem melhorar o
desenvolvimento futuro e a sustentabilidade do setor (Uggetti et al., 2014). Produtos de
baixo valor agregado como biocombustiveis (biodiesel, bioetanol e biogas) juntamente
com produtos de maior valor agregado como farmacos e cosméticos podem ser co-
produzidos, sendo que a viabilidade econdmica vai ser dada pelos produtos de maior valor
agregado. O mercado para biocombustiveis € grande, no entanto o valor econdomico €
baixo. Por outro lado, o mercado € mais restrito para outros produtos derivados de
microalgas (farmacos, quimicos finos, alimenta¢do), mas o preco de mercado € alto. O
gap entre o preco dos combustiveis fosseis e dos biocombustiveis ainda precisa ser

diminuido ou até superado, de forma que atualmente a producdo de microalgas para

biocombustiveis nao é viavel comercialmente (Zhu, 2015).

A insercdo das algas no contexto ambiental, integrando sua produ¢d@o com o tratamento
de efluentes, além de reduzir custos da producdo, agrega valor ao produdo final,
encurtando o caminho para a sustentabilidade do processo produtivo. Contudo, quando
se trata do cultivo de microalgas em efluentes, a producdo de farmacos, suplementos
alimentares e comésticos a partir da biomassa algal ndo acontece. As op¢des de outros
produtos, além dos biocombustiveis, permeiam principalmente a aplicacdo para fins
agricolas e agropecudrios. Dessa forma, além de andlises de mercadabilidade dos
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produtos, indices podem ser utilizados para se estimar a viabilidade dessa biorefinaria,
seja no aspecto energético — relacdo de energia liquida (NER), seja no contexto
econdmico — avaliac@o custo-beneficio e ainda no contexto ambiental, através da anélise
de ciclo de vida. O aspecto econdmico ainda € um desafio, porém ao se encarar a produgao
como uma necessidade basica de prover saneamento basico a populagdo, os custos ficam
restritos a valorizacdo da biomassa produzida e, portanto, produtos evitados como dgua e

fertilizantes ajudam a melhorar o cendrio econdmico de toda a biorrefinaria.

A biomassa algal produzida em efluentes possui algumas caracteristicas peculiares, o que
torna seu aproveitamento um pouco mais diferenciado do que o da biomassa axénica
cultivada em meio de cultivo sintético. Dentre essas caracteristicas, destacam-se: 1)
comunidade fitoplanctonica é composta de um consércio de vdrias espécies, além da
biomassa conter outros organismos como bactérias, virus, fungos, protozodrios e
helmintos; e, ii) baixo conteido lipidico. Adicionalmente, como forma de se buscar a
viabilidade econdmica da biorrefinaria, ja que o meio de cultivo nao permite a produgao
de compostos mais valorados economicamente, a minimizacdo dos custos se faz
necessdria, tanto na colheita, quanto no processamento dessa biomassa. Segundo Trivedi
et al. (2015), o principal gargalo de uma biorrefinaria, em especial de uma baseada em
microalgas, € a separacdo das diferentes fragdes sem danificar uma ou mais fracdes de
outros produtos. H4 uma necessidade de tecnologias de separagdo que sejam brandas,

baratas e com baixo consumo de energia para superar essas limitacoes.

Diante das opgOes possiveis de uma refinaria, dentre os destacados no item 5.4, os
processos de DA e liquefacdo hidrotérmica s@o os tinicos em que nao hé a necessidade de
secagem da biomassa. A liquefacdo, no entanto, € um processo de tecnologia sofisticada,
com elevado gasto energético associado, além de complexa operagdo. Nesse contexto, a
DA pode ser encarada como uma das principais rotas de conversao e aproveitamento
energético da biomassa algal produzida em efluentes. Recentemente, diferentes
aplicacdes da DA de microalgas foram integradas no conceito de biorefinaria, mudando
o papel da DA de unidade tratadora de residuos para unidade de conversdo de matéria

organica (Uggetti et al., 2014).

A Figura 5.3 apresenta uma proposta de integracdo do cultivo de microalgas com o

tratamento de efluentes, no contexto de uma biorrefinaria baseada na DA.
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Figura 5.3 — Digestao anaer6bia como principal processo de uma biorrefinaria de
microalgas inserida em uma estacao de tratamento de efluentes.

Na Figura 5.3 observa-se que a LAT ¢ facilmente inserida em uma ETE, pois garante o
polimento do efluente com recuperacao e nao remocao de nutrientes, através do controle
de pH pela adi¢cdo de CO> oriundo, por exemplo de emissdes atmosféricas proximas a
estagio. E também um reator de ficil operacio e reduzido custo de implantagio.
Dependendo das suas caracteristicas de operacdo e das caracteristicas do afluente a ser
tratado, a LAT pode ser utilizada como unidade de tratamento secundario. A desinfec¢ao

do efluente tratado para fins de reuso, no entanto, é usualmente requerida.

O biogas produzido no reator anaerébio pode ser utilizado na prépria ETE, como por
exemplo para suprir energia necessdria para a rotacdo da pid da LAT ou para o
funcionamento do sistema de injecdo de CO.. A Figura 5.4 apresenta as etapas de
aproveitamento do biogés produzido, que pode ser tanto na forma de calor como de
energia elétrica, caso se utilize um motor ou turbina com ciclo de recuperacio do calor

dos gases de exaustdo.
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Figura 5.4 — Etapas de aproveitamento do biogas oriundo da digestao anaerdbia de
biomassa algal produzida durante o tratamento de efluentes. Fonte: Adaptado de
Metcalf e Eddy (2013).

O calor produzido pode ser utilizado nos sanitdrios para aquecimento de 4gua de
chuveiros ou de torneiras. Em geral, o rendimento do metano a partir da digestao
anaerobia, impacta positivamente a razdo liquida de energia, contribuindo com 33% do

total da producdo de energia.

O digestato ou a fase sélida apds separacao sdo ideais para uso como fertilizante, pois sdo
ricos em nutrientes. A separagdo entre as fases sélidas e liquidas deve ser adequada para
se obter uma Gtima exploragcao dos diferentes componentes. As op¢des para extragao de
nutrientes a partir do digestato para a producido de fertilizantes s@o o stripping de amodnia
para producdo de sulfato de amodnia e precipitacdo de fosforo através da formacdo de
estruvita. Outra op¢ao de aproveitamento do digestato € seu uso como meio de cultivo de
biomassa algal. A principal limitagao dessa alternativa é o elevado conteido de amdnia
que quando na forma de amonia livre é toxica para as algas, sendo responsdvel pela
inibi¢cdo no crescimento algal. Outra possivel causa de limitacao € a elevada concentracio
de sélidos suspensos no digestato, o que pode comprometer a disponibilidade de luz para

as algas (Uggetti et al., 2014).

Razon (2012) propds um processo no qual sulfato de amodnia do digestato através de
stripping, foi convertido em amodnia na forma sélida. Assim, ela foi facilmente separada
e processada em cristais para posteriormente ser usada como fertilizante, enquanto que a
fase liquida (70%) pode ser usada na agricultura ou retornada para o cultivo algal. De
Schamphelaire e Verstraete (2009) com objetivos similares propuseram um sistema de
ciclo fechado, integrando unidade de producdo de biomassa algal com uma unidade de
DA para converter a biomassa em biogas e uma célula microbiana de combustivel com o

objetivo de tratar o digestato e produzir energia elétrica. De forma a fechar o ciclo,
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nutrientes do digestor poderdo ser retornados para a unidade de crescimento das algas.
Van der H4 et al. (2012) investigaram a selecdo de arqueas metanogénicas para producao
de polihidroxibutirato (PHB), um tipo de poliéster. Nesse estudo, o biogds foi utilizado
como um alimento para as microalgas, além de estimular as bactérias metanotrdficas.
Adicionalmente, os pesquisadores descrevem que a cooperagdo simbidtica entre
microalgas e as bactérias metanotroficas levaram a formacdo de bioflocos com

caracteristicas de melhor sedimentabilidade.

Esses estudos demonstram que € possivel desenvolver uma nova e interessante solu¢ao
para integrar a DA no conceito de biorefinaria. Dessa forma, é recomendavel a integracao
de diferentes processos, de forma a produzir novos produtos rentdveis, maximizando a
eficiéncia geral do processo e por outro lado, reduzindo os custos operacionais € impactos
ambientais negativos. Para isso, pesquisas multidisciplinares em sistemas bioldgicos,
desenvolvimentos de espécies, design de sistemas, modelagem e biorefinacdo sao

necessarios (Uggetti et al., 2014).

Além disso, estudos econOmicos disponiveis sdo baseados em modelos tedricos. A
disponibilidade de dados de plantas em escala real certamente ajudaria na obtencdo de
informagdes mais confidveis sobre a viabilidade econdmica de uma biorrefinaria de
microalgas. A maioria dos resultados sdo suposicdes e extrapolacdes de experimentos
laboratoriais e sistemas de pequena escala ao ar livre. Collet et al. (2011) relataram que o
consumo de eletricidade € a principal fonte de impactos e sugerem que a melhoria da
eficiéncia do processo de DA em condi¢des controladas pode ser uma possivel solu¢do

para a diminui¢do do consumo.

Segundo Uggetti et al. (2014), apesar dos recentes avancos no campo da produgdo de
biogds a partir de microalgas, um 6timo cendrio combinando fécil cultivo, elevada
produtividade de biomassa e elevada biodegradabilidade anaerdbia deve ainda ser
determinada. A eficiéncia da DA pode ser melhorada através da implementacdo de
processos inovadores de pré-tratamento e co-digestdao, bem como estratégias de operacio
e de configuracdes de reatores. Apesar da biomassa algal ndo necessitar ser seca para a
DA, a concentragdo de dgua apds a colheita precisa ser reduzida. Assim, pode-se elencar
como outro gargalo, o processo de colheita, que é uma etapa crucial para a producdo a
precos reduzidos com baixo requerimento de energia. Além disso, o beneficio do processo

fechado de biorefinaria de microalgas requer a extensao do limite atual do conhecimento
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sobre a DA da biomassa residual. Outro importante aspecto que requer atengdo € a
qualidade do digestato e suas propriedades para o crescimento de microalgas e/ou seu uso

como fertilizante.

5.7. Consideracoes finais

A DA se apresenta como uma opg¢ao atraente para a valoriza¢do energética de biomassa
algal. No entanto, algumas limitacdes ainda precisam ser superadas de forma a melhorar
a eficiéncia do processo. A dificil degradabilidade da parede celular e o elevado conteudo

de nitrogénio das células algais sdo as principais barreiras para a difusdo do processo.

O cultivo em efluentes pode ser uma estratégia para se obter uma composi¢ao
macromolecular mais balanceada da biomassa algal e evitar a toxicidade pela libera¢ao
de amdnia durante o processo de digestao anaerdbia. Efluentes com caracteristicas mais
favoraveis, nomeadamente baixo contetido de nitrogénio e elevado conteiido de matéria
organica carbondcea, podem ser op¢des para melhorar o rendimento do processo. Em se
tratando da dificil degradabilidade da parede celular, microalgas cultivadas em efluentes
tendem a apresentar uma parede celular mais rigida devido as condicdes adversas de
cultivo. Portanto, a eficiéncia da DA pode ser melhorada através da implementacdo de
processos inovadores de pré-tratamento e co-digestdo, bem como estratégias de operacio

e de configuragdes de reatores.

O cultivo de microalgas aliado ao tratamento de efluentes, além de baratear a produgdo
de biomassa com a economia de insumos, pode ser encarado como uma opgao eficiente
para o gerenciamento de energia em uma ETE. A DA assume um importante papel na
biorrefinaria de microalgas cultivadas em efluentes, pois supera a etapa critica de secagem
e o baixo contetido lipidico da biomassa, além de ser um processo de simples operacao.
Além da geracdo de bioenergia, outros potenciais produtos como biofertilizantes, ragao
para alimentacdo animal, produtos intermedidrios como AOVs e AGCM podem ser
obtidos. Em um contexto de biorrefinaria, a DA ja é empregada como tecnologia auxiliar
para valorizar correntes residuais, no entanto, deve-se potenciar seu uso como tecnologia

principal.
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Capitulo 6 - RECUPERACAO ENERGETICA EM LAGOAS DE
ALTA TAXA USADAS PARA TRATAMENTO DE ESGOTO
DOMESTICO!

Resumo

Lagoas de alta taxa (LATSs) foram avaliadas de acordo com seu potencial de producgdo de
biomassa e energia, através da relacdo de energia liquida (NER) e produtividade
especifica de biomassa. Todas as entradas de energia foram calculadas considerando uma
LAT com pré-desinfeccdo ultravioleta usando efluente doméstico apds tratamento
anaerdbio. As saidas foram calculadas para duas rotas energéticas: i) produgao de lipideos
e biogds apos extracdo lipidica e ii) producao de biogéds da biomassa bruta. O conteido
de lipideos neutros na biomassa foi de 7,4%, atingindo uma produtividade lipidica de 1,4
g/m2.d e o potencial de producdo de biogas foi de 0,22 m3/kg sélidos. Valores de NER
para a biomassa bruta foram de 0,0122 e 0,014 1 para lipideos e biogds, respectivamente.
A produtividade especifica de biomassa foi de 4,26 mg/KJ. O valor de NER foi de 0,0173
para a rota integrada lipideos + biogés e a produtividade especifica de 0,64 mg/kJ. Apesar
de nenhuma das rotas testadas terem apresentado ganho energético, a geracao de biogds

a partir da biomassa bruta foi a rota energética mais favoravel.
Palavras-chave: bioenergia, biogds, biorrefinaria, lipideos, microalgas.

6.1. Introducao

Dentre as fontes de energias renovaveis como sol, vento e hidroelétrica, a biomassa é uma
op¢do promissora, pois garante uma geracdo continua de energia, além de ter um
importante papel na politica de mitigacdo de CO2 (Appels et al., 2011). Alternativas ndo
alimenticias e mais eficientes que as culturas tradicionais usadas como biomassa para a
producdo de biocombustiveis vém sendo estudadas, e dentre elas, as microalgas surgem

com grande potencial.

 Versdo adaptada e traduzida de:

ASSEMANY, P. P.; CALIJURI, M. L.; BATALHA, M. H.; COUTO, E. A. Energy recovery in high rate
algal pond used for domestic wastewater treatment In: 11th IWA Specialist Group Conference on
Wastewater Pond Technology Conference, 2016, Leeds. IWA Specialist Group, Leeds, 2016. Disponivel
no ANEXO 1.
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Como forma de tornar o processo de produ¢do de microalgas sustentdvel dos pontos de
vista econOmico e ambiental, o uso de efluentes e a exploracdo do conceito da
biorrefinaria se mostram como alternativas vidveis. Dentro desse contexto, as lagoas de
alta taxa (LATSs) surgem como alternativas principais para o tratamento de efluentes e
producdo de biomassa. Apesar do alto requerimento de area e baixos rendimentos de
produtividade de biomassa comparados com reatores fechados, as LATs possuem
reduzidos custos de instalagdo e baixo consumo energético, o que diminui os custos de

operacao (de Godos et al., 2010; Pittman et al., 2011).

Embora exista uma vasta literatura dedicada ao estudo de sistemas algas-bactérias para
bioremediacao de efluente, a investigacdo destinada ao uso da biomassa gerada nesses
sistemas ainda € escassa (Gonzélez-Fernandez et al., 2015). Atualmente, o uso energético
mais visado para essa biomassa € a producdo de biodiesel, devido a grande capacidade
desses organismos em acumular lipideos. No entanto, microalgas com baixo contetido
lipidico sdo comuns quando cultivadas em efluentes (Chen et al., 2014). Portanto, a
digestdo anaerdbia pode ser uma alternativa atrativa para uma destinacao energética dessa
biomassa, além de minimizar os custos de colheita e concentracdo, uma vez que o
substrato a ser utilizado deve preferencialmente ser imido. O biogds produzido pode ser
utilizado como fonte primadria de energia para grande parte do processo de producdo de
biomassa algal, reduzindo assim, os custos de producdo do biodiesel e dos demais
produtos de alto valor agregado (Yang et al., 2011). Mais do que isso, Sialve et al. (2009)
estimam que a digestdo anaerdbia desse substrato para a geracdo de metano, a partir do
controle dos diversos parametros envolvidos, pode gerar tanta energia quanto o

aproveitamento dos lipideos.

Collet et al. (2011) concluiram que a combinagao de extracao de lipideos com a produgdo
de biogds poderia ser uma 6tima alternativa dos pontos de vistas tanto econdmico quanto
ambiental. Contrariamente, Quinn et al. (2014) ilustraram a importancia de se considerar
os efeitos da remog¢ao de lipideos para a performance da digestdo anaerébia em uma
andlise de ciclo de vida de biocombustiveis de microalgas. Segundo os autores, a digestao
anaerdbia da biomassa residual da extra¢do lipidica pode ndo ser vantajosa, uma vez que
os lipideos sdo os componentes mais ricos energeticamente. Se por um lado, o processo
de prévia extracao lipidica pode ser considerado como um pré-tratamento, aumentando a

biodisponibilidade do contetido intracelular das microalgas; por outro, a extracdo inclui
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etapas de desidratacdo, destruicdo da parede celular e uso de solventes, ou seja, etapas

agressivas que influenciam na qualidade da biomassa para digestao.

Portanto, nesse estudo, o potencial de producdo de biogds e a biodegradabildiade
anaerdbia da biomassa, antes e apOs a extracdo lipidica foram avaliados. O principal
objetivo foi aplicar uma andlise energética em um contexto integrado de biorrefinaria, de
forma a definir o melhor uso da biomassa cultivada em lagoa de alta taxa utilizando esgoto

doméstico como meio de cultivo.

6.2. Materiais e Métodos
6.2.1. Unidade de producao de biomassa

A LAT experimental foi operada com efluente doméstico previamente tratado por um
reator Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) em escala real e pré-desinfectado por
radiacdo ultravioleta. A operacdo foi realizada em batelada (4 operagdes: julho e setembro
2014; e fevereiro e marco 2015), até que a fase de decaimento do crescimento algal fosse
atingido, monitorado diariamente pela varidvel clorofila-a (de acordo com NEN 6520,

1981 e APHA, 2005).

A LAT possuia as seguintes caracteristicas: drea superficial = 3,3 m2, volume util = 1m3
e altura de coluna d’agua = 30 cm. O sistema de desinfecc¢do ultravioleta foi projetado
para atingir uma concentracdo final de 103 NMP (100mL)"! de Escherichia coli, com uma
dose efetiva de 21 mJ/cm? e absorbancia de 42%. A fase de desinfec¢do possuiu como
principal objetivo a remog¢do de organismos predadores e competidores por nutrientes,

ajudando no crescimento algal, como ja demonstrado por Santiago et al. (2013).

6.2.2. Caracterizacao da biomassa

Apds a producdo, a biomassa foi colhida e concentrada através de sedimentagdo
gravitacional para posterior destinacdo energética. Uma por¢do dessa biomassa foi
enviada para o processo de extracdo lipidica e posterior digestdo anaerébia da biomassa
residual, enquanto outra parte, foi submetida apenas a digestdo anaerdbia. A biomassa
obtida apds a extracdo lipidica e direcionada para os testes anaerébios foi designada de
biomassa residual (BR). Semelhantemente, a biomassa enviada diretamente para a

digestdo anaerdbia foi nomeada de biomassa bruta (BB).
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Ambas as biomassas BB e BR foram caracterizadas quanto as caracteristicas fisicas e
quimicas. Foram analisadas as seguintes varidveis: umidade, pH, demanda quimica de
oxigénio (DQO), sélidos totais (ST), sélidos totais volateis (STV) e sélidos totais fixos
(STF), nitrogénio total kjeldahl (NTK), nitrogénio amoniacal (N-NH3) e fésforo total (Pt),
de acordo com procedimentos adaptados de APHA (2005).

Adicionalmente, a biomassa BB foi caracterizada quanto aos aspectos bioldgicos.
Determinou-se a composi¢do da comunidade fitoplanctonica (andlises quantitativas e
qualitativas), com o objetivo de identificar os géneros de microalgas presentes no sistema
de cultivo. Para a caracterizac¢do qualitativa, as amostras foram preservadas com solu¢ao
de formol 4%. A identificacdo foi feita em microscépio invertido (Olympus CK2), pelo
método de Uthermdl (1958). As caracteristicas morfolégicas e morfométricas da vida
vegetativa e reprodutiva de valor taxondmico para as espécies foram analisadas de acordo
com bibliografia especializada (Bourelly, 1970; Parra et al., 1983; Bicudo e Menezes,
2006). Para a andlise quantitativa a contagem dos organismos foi realizada em camaras
de sedimentacdo de 2 mL de volume como descrito em Uthermohl (1958), em

microscopio invertido (Olympus CK2).

6.2.3. Lipideos

O conteudo lipidico foi avaliado em cada operagao por meio da extracdo via solvente, de
acordo com procedimentos descritos em Assemany et al. (2014). A biomassa foi seca em
estufa a 50°C por 12 horas e apds masseramento, as células rompidas por meio da adi¢do
de SmL de acido cloridrico 3M em temperatura de 35°C e masseramento. Apds o
rompimento foram acrescentados a biomassa seca (0,1g) metanol (25 mL) e éter de
petréleo para a extracdo. Procedeu-se a 3 extragdes via solvente em funis de separacio
com adi¢des de 10mL, 20mL e 10mL de éter de petréleo na primeira, segunda e terceira
extracdo, respectivamente. Para remoc¢do de impurezas e pigmentos, o 6leo extraido foi
lavado com 10 mL acetato de chumbo a 4%. A quantificacdo (% lipideos na biomassa
seca) foi determinada por meio de andlise gravimétrica, apds evaporagao do solvente em

estufa por 2 horas a 105°C.

6.2.4. Biogas

Os testes de potencial de produgdo de biogéds (PPB) seguiram os procedimentos descritos

por Jawed e Tare (1999), com modifica¢des descritas em Viana et al. (2012). Os ensaios
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foram conduzidos em erlenmeyers de 250 mL (com volume ttil de 200 mL), preenchidos
com lodo anaerébio oriundo do reator UASB existente na Estacdo de Tratamento de
Esgotos da Violeira, localizada na cidade de Vigosa, MG, substrato (BB e BR), solucao
tampao e dgua destilada, na relacdo de substrato/indculo (S/I) igual a 8. A melhor rela¢io
S/1 foi obtida apds vdrios testes de atividade metanogénica especifica (AME), durante os
quais outras relacdes foram testadas (4 e 6) e a relacdo S/I = 8 obteve o melhor
desempenho. Foram adicionados micro e macronutrientes, para prevenir possivel
deficiéncia durante os testes. Também foi realizado teste com o frasco controle sem
adicao de substrato para mensurar a respiracdo enddgena dos microrganismos. Apds o
fechamento dos frascos, foi realizada a injecao de gds 100% N> durante 4 minutos para
expurga do oxigénio. Os testes foram conduzidos a 35+2°C sob agitacao continua (120
rpm) em incubadora (TECNAL, TE-420). O volume de biogéds gerado foi monitorado
diariamente em uma garrafa de Mariotte preenchida com solucio 25g NaCl/L (pH=2). A
AME foi calculada pela inclinagdo maxima da curva de produ¢do acumulada de biogés,
com auxilio do software estatistico R, versao 3.0.2 (Development Core 2013), para ajuste
de regress@o nao linear, modelo de regressao logistica. Para cada modelo, o coeficiente
de determinagdo foi calculado, de forma a se avaliar o ajuste. O cdlculo do PPB foi
baseado na produgdo acumulada de biogds apds 30 dias de incubagdo e na massa do
substrato usada nos testes. A biodegradabilidade anaerébia foi determinada convertendo
a producdo de biogds em carga organica, considerando que a 35°C, 0,395L de metano

corresponde a 1g de DQO.

O teste de toxicidade anaerdbia teve como objetivo avaliar a toxicidade anaerébia da
biomassa algal produzida na LAT sem a prévia extracdo lipidica (BB) para o consorcio
anaerdbio com base na producdo de biogds. Ou seja, a biomassa € considerada téxica ou
inibidora caso ocorra a diminui¢c@o da produgdo de biogés. O procedimento experimental
foi baseado nos testes de AME e de acordo com Viana et al. (2012), variando as
concentragdes de glicose e biomassa nos frascos. Foi utilizada a melhor relacio S/I obtida
nos testes AME para realizagdo do teste de toxicidade. Os experimentos foram realizados
utilizando a técnica do planejamento fatorial 2¥, onde k sdo os fatores analisados em 2
niveis, (-) e (+). O valor de k foi igual a 2, j4 que duas varidveis foram analisadas:
concentracdo de glicose e concentracdo de biomassa algal. Além disso, pontos centrais

em triplicata (nivel zero) foram adicionados a fim de avaliar o erro experimental. O

54



software utilizado foi o SAEG 9.1, e os modelos, bem como seus coeficientes, foram

testados quanto a sua significancia pelo teste z.

6.2.5. Analise energética

O desempenho energético do sistema de producdo foi avaliado em termos da
produtividade especifica de biomassa, PB/EC (mg/kJ), definida como a produtividade de
biomassa (PB, mg/L.d) por input energético (EC, kJ/L.d) (Pegallapati et al., 2014) e pela
taxa energética liquida (net energy ratio, NER), que relaciona a energia total produzida e
a energia total consumida pelo sistema, de acordo com a Equagao 1, amplamente utilizada
em outras pesquisas (Jorquera et al., 2010; Feng et al., 2011; Ozkan et al., 2012; Zhu et
al., 2014):

Y Energia produzida

NER =

Equacao 1

Y Energia consumida

A energia produzida pode ser aferida em termos do conteudo energético total da biomassa
ou apenas em relacdo ao seu potencial de produgao de lipideos e/ou biogds. O consumo
energético foi considerado como sendo relativo a agitagao do meio de cultivo promovido

pela rotacdo de pas, e também do sistema de desinfeccdo ultravioleta.

Quantificagdo do consumo energético

O consumo energético em cada operacao (COP, kWh/dia) foi determinado de acordo com

a Equacdo 2:
24xP ~
Cop = 100(;% Equacio 2

Onde Pot € a poténcia, em watts. O consumo anual de energia (CT, kJ/ano) pode ser

determinado pela Equacgdo 3:

Cr = Cpp x dias de operacdo no ano x 3600 Equagdo 3

Considerando a operagdo continua da LAT durante todo o ano, a Equagdo 3 pode ser

substituida pela Equagao 4:
Cr = Cop x 1.314.000 Equacao 4

Quantificagcdo da energia produzida a partir dos lipideos e da producdo de biogds
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A producdo anual de energia a partir da digestdo anaerébia da biomassa (EG, kJ/ano) e
dos lipideos (EL, kJ/ano) foi determinada a partir da produc¢do anual lipidica e de biogas,
considerando que: (i) o conteido energético de 1 L de lipideos equivale a 35.133,33 kJ
(Jorquera et al., 2010), (ii) a densidade de lipideos totais é aproximadamente 0,9 kg/L.
(Jorquera et al., 2010), (iii) 1m? de biogds equivale a 23.400 kJ (valor médio do intervalo
reportado por Chisti, 2007), e (iv) tempo de deten¢do hidraulica de 4 dias, de acordo com

as Equagdes 5 e 6:

E, = % x 35133,33 Equacio 5

Onde Pranual € a producgdo anual de lipideos (kg/ano).

E¢ = Pg gnuar X 23400 Equacgado 6

Onde PG anual é a produgio anual de biogds (m*/ano).

6.3. Resultados e Discussao
6.3.1. Caracterizacao da biomassa

A classe das Cloroficeas foi a unica identificada na composi¢do da comunidade
fitoplanctonica. A espécie mais abundante foi a Chlorella vulgaris, seguida do género
Scenedesmus sp., com densidades de respectivamente, 9,4x10° e 6,5x10° individuos de
microalgas/mL. A Tabela 6.1 apresenta os resultados da caracterizacdo fisica e quimica

das biomassas utilizadas como substrato nos testes de digestao anaerdbia.

Tabela 6.1 - Resultados de caracterizacao da biomassa algal utilizada como
substrato nos testes anaerébios (média e desvio padrao).

Biomassa BB BR
pH 7,5 (1) <2(1)
Umidade (%) 98 (1) 99 (1)
ST (g/L) 21 (7) 7(2)
Cinzas (%ST) 45 43
Volateis (%ST) 55 57
NTK (g/L) 3(3) 0,1 (0,06)
N-NH3 (g/L) ND
PT (g/L) 0,65 (0,1) 0,3(0,1)
DQO (g/L) 53 (27) 100 (25)

ND: ndo detectado; --: ndo realizado. BB=biomassa bruta; BR=biomassa residual;

De acordo com a Tabela 6.1 nota-se a diferenca de pH entre ambas as biomassas. Se por

um lado a BB apresentou valor préximo da neutralidade, por outro destaca-se o valor
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acido apresentado pela BR. O valor médio inferior a 2 pode ser explicado pela adi¢cdo de
acido cloridrico para o rompimento da parede celular durante a etapa de extragdo lipidica.
A concentracao de DQO da BR foi cerca de duas vezes maior que a da BB. Esse fato se
deve ao uso de solventes como metanol e éter de petréleo no procedimento de extragao,
podendo o carbono desses reagentes ao longo do processo se incorporar a biomassa. O
baixo valor de NTK na BR indicou que juntamente com a extra¢do de lipideos houve
também a extracao de proteinas. Para fésforo, destaca-se a reduzida concentragao na BR
se comparado com a BB, devido a extragao de lipideos que contém em sua composi¢ao
fosforo, como os lipideos complexos e os fosfolipideos. Salienta-se ainda a maior

concentracdo de sélidos na BB, devido a dilui¢do da BR.

Para ambas as biomassas, a umidade pode ser relacionada a ineficiéncia do processo de
separacdo da biomassa. Especificamente na BR, o alto teor de umidade, superior a 99%,
foi devido a adicao de dgua apds a separacio dos solventes e dcido cloridrico. A separagao
realizada por sedimentacdo da biomassa se fez necessdria uma vez que os reagentes
utilizados na extracdo sdo extremamente toXicos aos microrganismos anaerobios,
inibindo potencialmente a digestdo anaerdbia. Essa inibicao foi comprovada em testes
preliminares de PPB, durante os quais nenhuma atividade metanogénica foi detectada nos
frascos com presenca da biomassa adicionalmente aos reagentes pds-extracdo, como

também descrito por Yun et al. (2014).

Adicionalmente, o elevado contetdo de cinzas de ambas as biomassas (45 € 43% dos ST)
deve ser destacado como uma caracteristica intrinseca do meio de cultivo utilizado no
crescimento da biomassa. Nesse estudo, o esgoto doméstico foi utilizado depois de um
prévio tratamento em reator UASB. No entanto, um tratamento preliminar para remocao
principalmente de areia ndo € efetuado na estacdo de tratamento de esgoto em questao.
Além disso, a operacao do reator UASB nao € realizada de forma controlada, mais
especificamente o descarte de lodo, o que pode acarretar em uma elevada idade do lodo,

com grande quantidade de material inorganico no mesmo.

6.3.2. Ganho de energia

Lipideos
A biomassa apresentou um conteido de lipideos neutros de 7,4%, atingindo uma

produtividade lipidica de 1,4 g/m?.d. O cultivo em efluentes sob condicdes pouco
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apropriadas e com competi¢do com outros microrganismos podem ser apontados como
causa do reduzido acumulo lipidico. De acordo com Mehrabadi et al. (2015), a principal
razdo para o baixo conteiido de lipideos da biomassa cultivada em LAT com dguas
residudrias € a mistura de algas e bactérias. Como o contetido lipidico das bactérias é
tipicamente inferior a 10% (Brown et al., 1996), o conteido global lipidico é reduzido e
consequentemente o conteddo energético da biomassa. De acordo com a Equacgdo 5, o
ganho energético advindo do aproveitamento do contetdo lipidico da biomassa foi de

65.632 kl/ano.
Biogas

A Figura 6.1 apresenta a produ¢do acumulada de biogds para a biomassa antes (BB) e

apos a extracdo lipidica (BR).
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Figura 6.1 - Producao acumulada de biogas para as biomassas: antes (BB, n=4) e
apos (BR, n=2) a extracdo de lipideos (barras verticais representam o desvio
padrao).

O tempo de incubacdo da BR foi superior aos 30 dias, estipulados para a BB, uma vez
que procurou-se manter a incubagao até a estabiliza¢do da produc¢do de biogds, que se deu
proximo ao 70° dia. Apesar da elevada produgao de biogéas, atingindo 2114 mL ao final

da incubacdo, durante os 10 primeiros dias de incubac¢do ndao houve qualquer producgao.

58



Esse tempo provavelmente foi devido a adaptagdo dos microrganismos anaerdbios ao
substrato BR. Um fator que pode ter contribuido para essa adaptacdo foi o pH, que na
biomassa extraida apresentou valor extremamente dcido (menor que 2), como ja discutido
no item 6.3.1 (Tabela 6.1). Dessa forma, uma alternativa para diminui¢do do tempo de
adaptacdo seria a correcao do pH da biomassa antes da incuba¢do ou a adog¢do de um

periodo de aclimatag¢do do indculo anaerébio previamente a digestao.

Os resultados dos testes de biodegradabilidade anaerébia e PPB para a biomassa

proveniente da LAT, antes e apds a extracao lipidica sdo apresentados na Tabela 6.2.

Tabela 6.2 - Resultados dos testes de biodegradabilidade anaerébia e PPB para as
biomassas provenientes da LAT, antes e apos a extracao lipidica (n=4 para BB e n=
2 para BR, média e desvio padrao).

Biodegradabilidade Energia do
. pag PPB L 2
Biomassa anaerobia (m? biogas/kg STV) biogas*
(%) Basrxs (kJ/ano)
BB 17,5 (12,4) 0,2 (0,1) 75.818
BR 45,6 (24,7) 2,6 (0,5) 27.333

* Célculo de acordo com Equacdo 6. BB=biomassa bruta; BR=biomassa residual; PPB=potencial de
producdo de biogas.

Percebe-se, uma baixa biodegradabilidade anaerébia da BB. A parede celular é
considerada como a principal caracteristica da dificil digestibilidade da biomassa algal
(Gonzélez-Fernandez et al., 2012; Zamalloa et al., 2012). Segundo Golueke et al. (1957),
andlises microscopicas mostraram que uma grande quantidade de células algais estavam
intactas, mas nao vidveis, apds a digestdo, indicando que provavelmente a parede celular
inibiu a penetracdo dos microrganismos anaerébios. A ultraestrutura da parede celular
dos gé€neros encontrados nesse estudo, Chlorella e Scenedesmus (Chlorococcales), é bem
conhecida. Ela é composta de duas camadas: a interna que consiste em microfibras de
celulose e matriz amorfa; e a externa, que na sua forma trilaminar pode conter substancias
como carotenoides e lignina (esporopolenina) (Weng e Chapple, 2010). Ou seja,
componentes de dificil degradacdo como a celulose e lignina, que podem ser a causa dos

baixos indices de biodegradabilidade encontrados para BB.

No entanto, de acordo com Kim et al. (2014), apenas a pectinase possui um efeito
significativo na degradagao da parede celular composta de polissacarideos de C. vulgaris.
Parece que essa espécie nao possui uma rigida parede celular, mas sim uma matriz de

polissacarideos composta de dcido urénico e amino agucares (Gerken et al., 2013; Mahdy
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et al., 2015). Gonzélez-Fernandez et al. (2015) concluiram que a baixa taxa de hidrélise
para proteinas, associado ao fato que dentre diversos pré-tratamentos, a acao de proteases
demonstrou o maior rendimento de metano para diferentes biomassas de microalgas,
proteinas celulares sdo diretamente relacionadas com a baixa biodegradabilidade desse
substrato. Mahday et al. (2015) afirmaram que proteinas de microalgas merecem futuras

investigagcdes de forma a elucidar totalmente seus efeitos na digestdo anaerdbia.

A partir da Figura 6.2 percebe-se um ponto 6timo para a maxima AME, fora do qual
houve inibi¢do ou limitacdo na produgdo de biogds. A maxima AME modelada foi de
0,625 kg DQO/kg STV.d. O efeito téxico da biomassa algal foi observado para
concentracdes superiores a 3,7 g/L. e a concentracdo 6tima de glicose para a mdxima AME
foi de 6,1 g/L. Significancias de 5% do coeficiente glicose? e de 10% do coeficiente BB?
foram obtidas, no entanto o coeficiente BB nado foi significativo. O modelo obteve
significancia estatistica a 15% de probabilidade, com coeficiente de determinacdo de

65,4%.

(R*=65.41) ¥V=p+D" X+ W0 T +0" 7"

0,61

(g DQO/g STV dia)
AME

— @0
(z DQO/L) 995 00° (g DQOL)

AME = -0,015 + 0,064*BB — 0,0087*BB? + 0,17*Glicose — 0,014*Glicose?

Figura 6.2 - Superficie resposta ajustado a partir da variacao das concentracoes de
glicose e biomassa algal.

A toxicidade anaerdbia da biomassa algal observada nesse estudo, provavelmente foi

causada devido a relagdo desbalanceada (baixa) de C/N da biomassa algal, levando a
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toxicidade pela amodnia. O alto teor de proteina da célula algal acarreta em grande
liberacao de amonia durante o processo anaerébio, podendo causar efeitos inibitérios na
microbiota presente no reator. Durante o processo anaerébio proteinas sdo degradadas e
a amonia é acumulada na fase liquida. Diversas varidveis determinam a concentracao de
amoOnia em um reator anaerdbio, mas a concentragdo do substrato é a principal delas
(Sialve et al., 2009). A distribuicdo da amonia total entre fons amonio e amodnia livre
depende de fatores como pH e temperatura. Assim, dependendo da concentracdo da
biomassa afluente e se essa biomassa estiver com pouco teor de carbono em relacdo a
nitrogénio, estardo presentes altas concentragdes de NH3 no reator, podendo ocorrer
consequentemente inibi¢do pela presenca de amonia livre. A forma ndo ionizada do
nitrogénio sofre difusdo passiva através das membranas celulares, expressando assim sua
toxicidade. Segundo Angelidaki e Ahring (1993), as arqueas metanogénicas
acetocldsticas sdo as mais sensiveis a presenca de amonia. Concentragdes de inibicao
variam de 1,7 a 14 g/LL e dependem de diversos fatores como: periodo de aclimatagdo,

natureza do substrato e inéculo, bem como das condicdes de operagao.

Outra possivel razdo pela baixa biodegradabilidade anaerdbia, além da resisténcia da
parede celular e do elevado conteido de nitrogénio levando consequentemente a um
elevado teor de proteina, foi a grande quantidade de cinzas na biomassa, como ja
destacado na se¢do 6.3.1. A dificil degradag@o anaerdbia foi refletida no PPB, com valor
médio de geracdo de metano de 0,20 m3biogds/kg STV. Passos et al. (2013) também
utilizando biomassa bruta produzida em LAT com esgoto doméstico para digestio

anaerdbia reportaram uma producdo de biogés de 0,172 m3/ kg STV.

Ressalta-se o elevado valor de PPB para a BR, atingindo valor de 2,55 m3 biogas/kg STV,
rendimento aproximadamente 10 vezes superior aos resultados reportados em literatura.
Estudos para biomassa algal pré-tratada também cultivada em LAT com dguas residudrias
apresentaram resultados de: ~ 0,3 m3 biogds/kg STV ap6s ~ 45 dias de incubacdo e
aplicacdo de micro-ondas (Passos et al., 2013); 0,196 m3 CH4/kg STV apds quase 60 dias
de incubacdo e aplicacdo de ultrassom (Passos et al., 2014c); e 0,155 m3 CH4/kg STV
para pré-tratamento de congelamento e descongelamento e 0,136 m3® CH4/kg STV para

pré-tratamento térmico (Kinnunen et al., 2014).

Esse resultado reitera a extracdo lipidica como pré-tratamento da biomassa algal. O

processo de liberacdo de lipideos utilizando solventes provavelmente aumentou a
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biodisponibilidade do conteddo intracelular das microalgas, tornando o substrato mais
disponivel para os microrganismos anaerdbios realizarem a digestao (Alzate et al., 2014).
Além disso, pode-se afirmar que o melhor rendimento da digestao utilizando a BR foi
devido ao encurtamento da etapa de hidrélise, ou seja, a acidogé€nese foi praticamente
concluida na etapa de extracdo, sobrando as bactérias hidroliticas pouco a se fazer, uma
vez que ja receberam o substrato quase ou totalmente hidrolisado. Como mencionado por
Gonzdlez-Fernandez et al. (2012), ao se trabalhar com substrato particulado, como a
biomassa de microalgas, a fase de hidrélise determina o sucesso da producdo de metano.
De outra forma, em substratos facilmente degraddveis, a metanogénese € considerada a

fase limitante.

6.3.3. Analise energética

A Figura 6.3 apresenta os valores de NER e de produtividade especifica de biomassa para

as diferentes rotas energéticas.

BB

Po/Ec = 4,26 mg/k) ‘

Lipideos Biogas

NER=0,0122 ‘ NER=0,0141 ‘

| Po/Ec= 0,641 mg/k) | I Lipideos + BlCi as
I NER=0,0173

Biogas

NER=0,0051 |

Figura 6.3 - NER e produtividade especifica de biomassa para as diferentes rotas
energéticas.

Independentemente da rota energética, os valores de NER ficaram abaixo de 1. As rotas
de lipideos e biogds para BB variaram de 0,0122 a 0,0141, para lipideos e biogds,
respectivamente. A rota integrada apresentou valor de NER levemente mais elevado do
que as rotas em separados, porém, esse valor nao foi suficiente para compensar o consumo

energético.
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Para BR, a rota de biogds apresentou o menor valor de NER, portanto, sua contribui¢ao
para a rota integrada — lipideos + biogds - foi reduzida. Valores de ganho energético para
BB e BR (Tabela 6.2) demonstraram que apesar de um elevado PPB da BR ter sido obtido,
a baixa concentra¢do dessa biomassa (veja valores de ST na Tabela 6.1), levaram a uma
menor produtividade de biogds e consequentemente a baixos valores de producio
energética e de NER, se comparado com a BB. Como j4 explicado no item 6.3.1, a BR
necessitou ser diluida de forma a reduzir o efeito toxico dos solventes. Portanto, a baixa
concentracdo de sdlidos nessa biomassa foi intrinsicamente associada com o método
utilizado na extracdo lipidica. Os autores acreditam que se métodos de grande escala
forem aplicados, por exemplo, micro-ondas e ultrassom, e perdas de biomassa forem
minimizados, a concentracdo de biomassa pode ser aumentada e consequentemente o

ganho energético dessa rota.

A eficiéncia do sistema em termos de produtividade de biomassa por consumo energético
(Ps/Ec) foi também avaliada. Resultados mostraram que para BB, a produ¢do de biomassa
compensou o consumo de energia, apresentando uma produtividade especifica de
biomassa de 4,26 mg/kJ. BR, por sua vez, apresentou um menor valor para Ps/Ec, de 0,64
mg/kJ, indicando que o consumo energético para sua producdo foi alto demais. Como
esse estudo ndo levou em consideragdo a energia requerida para colheita e secagem da
biomassa para extragdo lipidica, esse fato pode estar associado com a reduzida

concentracdo dessa biomassa.

Comparando valores de NER da rota integrada com o valor de NER da rota de biogds
para a BB foi possivel observar o reduzido ganho energético da rota integrada. Nesse
estudo, esse fato pode ser associado com os seguintes fatores: i) a pequena quantidade de
biomassa apds a separacdo de solventes, ii) baixo conteiido energético da BR, uma vez
que lipideos foram removidos e iii) baixo contetdo lipidico da BB. Uma vez que para o
calculo do NER nio foi considerado o consumo energético para o estigio de colheita e
concentracdo de biomassa, tampouco a etapa de secagem para a extracdo lipidica, pode-
se afirmar que a extragdo lipidica ndo se apresentou como um processo vidavel para a
biomassa estudada. Dessa forma, a produgdo de biogds da BB pode ser considerada como
a rota energética mais favordvel. De acordo com Sialve et al. (2009), a extracdo de
lipideos de biomassas com menos que 40% de lipideos combinada com a digestdo

anaerdbia da biomassa residual ndo € eficiente, seja em termos energéticos como em
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termos econOmicos. Para os autores, a digestdo anaerdbia da biomassa algal parece ser a

estratégia 6tima em relagdo a um balanco energético.

A escassez de analises energéticas em cultivos utilizando efluente torna a comparagao
dificil, no entanto, os resultados mostram a necessidade de interven¢do no processo
produtivo de forma a melhorar sua performance energética, usando, por exemplo,
equipamentos de baixo requerimento de energia ou fontes de energia renovdvel como

painéis solares, por exemplo.

6.4. Conclusoes

A extracdo de lipideos apresentou um efeito positivo na digestdo anaerdbia. Biomassa
submetida a digestdo ap6s a extragdo lipidica apresentou um potencial de produgdo de
biogés cerca de 10 vezes superior a biomassa sem o pré-tratamento. No entanto, para as
diferentes rotas energéticas, o consumo de energia foi superior a producao. O baixo ganho
energético da rota integrada comparada com a rota de produ¢do de biogds da biomassa
bruta, associado ao reduzido acumulo lipidico e a baixa produtividade da biomassa
extraida, foram fatores que indicaram a ndo viabilidade da biomassa oriunda da LAT do
processo de extracdo de lipideos. A producdo de biogds da biomassa bruta pdde ser

considerada como a rota energética mais favoravel.
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Capitulo7 - POTENCIAL ENERGETICO DE BIOMASSA
CULTIVADA EM EFLUENTE DE INDUSTRIA DE
PROCESSAMENTO DE CARNES EM FOTOBIORREATOR
COLUNA DE BOLHAS?

Resumo

O presente estudo avaliou o potencial energético, em termos de lipideos e biogds, da
biomassa cultivada em fotobiorreator do tipo coluna de bolhas utilizando efluentes da
inddstria de processamento de carnes (efluente primério - pés unidade de flotagdo e
efluente secundario - pds unidade de lodos ativados) como meio de cultivo. Procurou-se
determinar a melhor rota para aproveitamento energético da biomassa produzida e
visando atender o conceito de biorrefinaria, a produ¢do de biogds foi avaliada com e sem
a prévia extracdo lipidica. Apds 6 dias de operacdo, a biomassa cultivada em ambos
efluentes apresentou similar teor lipidico, (7% e 6,1%), representando produtividades
lipidicas de 10 mg/L.d para efluente primario e 3,4 mg/L.d para efluente secundario,
devido a maior produtividade de biomassa do efluente primario. O potencial de produgao
de metano (PPM) da biomassa pds flotador foi de 0,44 m3 biogds/kg STV e da biomassa
p6s lodos ativados de 0,28 m3 biogds/kg STV. Para a biomassa apds a extracdo lipidica,
o PPM foi de 2,38 m3 biogds/’kg STV para cultivo no efluente pds-flotador e 2,26 m3
biogas/’kg STV para cultivo no efluente pos-lodos ativados. Nenhuma das rotas
energéticas apresentou valores de NER superior a 1. O ganho de energia com a produgao
de biogds apds a extracdo lipidica foi pequeno, apesar de ser a rota com maior valor de
NER dentre as demais. A geragdo de biogéas da biomassa bruta, independente do meio de

cultivo, foi a rota energética mais favordvel.

Palavras-chave: microalgas, fotobiorreator coluna de bolhas, lipideos, biogas,
biorrefinaria.

i Versdo traduzida e adaptada de:
ASSEMANY, P.P.; CALIJURI, M.L.; TANGO, M.D.; COUTO, E.A. Energy potential of algal biomass
cultivated in a photobioreactor using effluent from a meat processing plant. Algal Research v.17, p.53 - 60,
2016. Disponivel no ANEXO 2.
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7.1. Introducao

Microalgas sdo atualmente consideradas fontes promissoras de matéria prima para a
producdo de biocombustiveis. A partir da biomassa de microalgas diferentes tipos de
biocombustiveis renovaveis podem ser obtidos, incluindo produ¢do de metano através da
digestdo anaerdbia, biodiesel derivado da extra¢do do 6leo e produgdo fotobioldgica de
hidrogénio. Além da versatilidade, o substrato algal ainda apresenta vantagens como o
rdpido e continuo crescimento da biomassa, ao longo de todo o ano, excedendo o

rendimento das culturas oleaginosas mais produtivas (Schenk et al., 2008).

No entanto, apesar das inegdveis vantagens associadas, ainda existem diversas
dificuldades no desenvolvimento de tecnologias para producdo de bioenergia de
microalgas. Ainda ndo se chegou a um ponto 6timo de maxima producao e redugao dos
custos envolvidos. O consumo de energia e impactos ambientais negativos sdo as
principais desvantagens. Ademais, as ainda imaturas tecnologias para colheita e
concentracdo da biomassa, os altos custos de instalacdo e operacdo de fotobiorreatores

(FBRs) e a baixa produtividade das lagoas de alta taxa devem ser superados.

Esforcos t€m sido concentrados de forma a buscar alternativas para tornar o processo de
producdo sustentdvel, tanto dos pontos de vista ambiental e econdmico, quanto social.
Dentre essas alternativas citam-se o cultivo em efluentes e em consércio com outros

microrganismos e a exploragdo ao maximo do conceito de biorrefinaria.

Biodiesel ¢ uma das opc¢des de aproveitamento energético da biomassa mais estudada,
devido a grande capacidade de acumulo lipidico das microalgas. A producdo de biogds
através da digestdo anaerdbia, no entanto, € outra interessante rota que evita gasto
excessivo de energia com o processo de concentracdo e secagem da biomassa. Quando o
cultivo de microalgas € realizado em 4guas residudrias, um baixo acumulo lipidico é
esperado devido ao stress ambiental e pela producdo de uma biomassa heterogénea, que
contém além das algas, bactérias com reduzido conteudo de lipideos. Ademais, o

consumo de energia do processo de secagem da biomassa para extracao lipidica impacta

em custos significativos para toda a cadeia produtiva.

Em relacdo ao biogds, o maior desafio é a melhoria dos métodos de pré-tratamento, que
sa0 essenciais para uma maior eficiéncia da digestdo anaerdbia da biomassa algal devido
a resisténcia da parede celular. Alguns estudos reportaram que a viabilidade e
sustentabilidade do processo somente serd atingida se a producdo de biogds for
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combinada com a prévia recuperacio do biodiesel (Sialve et al., 2009; Harun et al., 2011).
No entanto, a integragdo de sistemas de producdo de biodiesel com a producao de metano

a partir de biomassa algal € pouco descrita na literatura (Harun et al., 2011)

No caso de dguas residudrias, a maioria dos sistemas de producao de microalgas é baseada
no cultivo em lagoas abertas, nas quais, a produtividade se mantém abaixo de 1kg/m3,
com valores médios de 0,2 e 0,6 kg/m3 (Cromar e Fallowfield, 1997; Tredici, 2007).
Apesar dos fotobiorreatores (FBRs) serem geralmente tidos como sistemas de maior custo
de instalacdo e operacdo do que lagoas de alta taxa, eles sdo mais estdveis e capazes de
uma maior eficiéncia fotossintética, densidade de biomassa, eficiéncia de utiliza¢do de
CO; e produtividade volumétrica (Ugoala et al., 2012). Para a viabilidade da producdo de
biocombustiveis em grande escala, a energia gasta no cultivo, independente do sistema,

deve ser minimizada de forma a se maximizar o rendimento energético.

No entanto, ainda existem algumas incertezas sobre como se determinar o balanco
energético da producdo de biocombustiveis de microalgas (Razon e Tan, 2011). A anélise
de energia liquida (net energy analysis), que usa conceitos da andlise de ciclo de vida, é
um dos métodos mais aceitos para se avaliar o potencial energético de um sistema em
geral (Poldy, 2008), e particularmente sobre o potencial para produ¢do de biodiesel (Balat
e Balat, 2010). Outro coeficiente que avalia a eficiéncia do sistema de cultivo € a
produtividade especifica de biomassa, definido como produtividade de biomassa por
input de energia, utilizado por Pegallapati et al. (2014). Além desses métodos, diversos
outros coeficientes sdo usados extensivamente na literatura com a tentativa de mensurar
a eficiéncia energética do sistema de producdo e do aproveitamento da biomassa

produzida (veja Razon e Tan, 2011; Ketheesan e Nirmalakhandan, 2012).

Todavia, a proposta no presente trabalho foi a de utilizar a andlise energética em um
contexto integrado de biorrefinaria, com o principal objetivo de defini¢cdo da melhor rota
de aproveitamento da biomassa, além da determinacao da efici€éncia energética do sistema
de producgao. Avaliou-se, portanto, o potencial energético, em termos de lipideos e biogds,
da biomassa cultivada em FBR do tipo coluna de bolhas usando efluentes da inddstria de

beneficiamento de carnes como meio de cultivo.
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7.2. Materiais e Métodos
7.2.1. Cultivo

A biomassa utilizada nos testes energéticos foi produzida em um FBR coluna de bolhas
desenvolvido e operado por Tango (2015). O FBR foi operado com dois efluentes,
efluente primdrio e efluente secundério, advindos de uma industria de beneficiamento de
carnes, localizada na cidade de Vicosa-MG, Brasil. O efluente primario foi coletado na
saida da unidade de flotacdo e o secunddrio na saida da unidade de lodos ativados da
estacdo de tratamento de efluentes da prépria empresa. A biomassa produzida estd

caracterizada na Tabela 7.1.

Tabela 7.1 - Caracterizacao da biomassa cultivada nos efluentes primario e
secundario (média e desvio padrao).

Variavel Unidade Primario Secundario
Clorofila-a mg/L 2,8 (1,9) 1,75 (0,5)
SSv mg/L 857,5 (399,5) 335,5(7.,8)
Densidade de
individuos de ind/mL 2,1x10°% 2.3x10%*
microalgas
~ L, . Scenedesmus
Género/espécie )
. -- Scenedesmus sp.  staurastrum (células
dominante .
livres)

*Valores para uma operag¢do de cada efluente. A elevada densidade de fungos e bactérias dificultou a
contagem em algumas operagdes. SSV=s6lidos suspensos voldteis. Fonte: Adaptado de Tango (2015).

Para esse estudo, considerou-se a avaliacdo de cada meio de cultivo durante duas
operacdes outdoor do FBR (durante setembro 2014 para o efluente primdrio e outubro
2014 para efluente secunddrio), que foram realizadas em batelada até atingir a fase de

decaimento do crescimento algal, monitorado diariamente pela varidvel clorofila-a.

A Tabela 7.2 apresenta as caracteristicas de ambos os efluentes utilizados como meio de
cultivo. Em cada operacgdo foi adicionado in6culo de 10% do volume coletado de lagoas

de alta taxa aplicadas ao tratamento de efluente doméstico apds reator anaerdbio.
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Tabela 7.2 - Caracterizacao dos efluentes primario e secundario, afluente e efluente
ao FBR (média e desvio padrao).

Variavel Unidade

Efluente Primario

Efluente Secundario

Afluente Efluente Afluente Efluente
pH 6.0 (0.6) - 7.6 (0) -
oD mg/L 2,5(0,4) 11,2 (0,4) 3,9 (1,1) 7,1 (0,6)
DQOs mg/L 308.,4 (47,8) 173,3 (23,7) 56,0 (10,0) 65,0 (29,7)
DQO¢ mg/L 349,0 (2,7) 239,5 (115,3) 99,4 (0,1) 70,9 (22,7)
COD mg/L 147,9 (31,3) 63,0 (4,8) 23,1 (7,1) 25,2 (11,6)
NTK mg/L 72,7 (13,7) 52,0 (28,0) 45,4 (33,3) 38,0 (15,9)
N-NH3 mg/L 13,4 (13,7) 0 (0,0 40,4 (31,3) 0 (0,0)
N-NO3 mg/L 1,8 (0,9) 1,9 (0,1) 0,7 (0,7) 1,4 (1,3)
Ps mg/L 3,6 (2,8) 1,9 (2,6) 0,7 (0,1) 0

OD = oxigénio dissolvido; DQOs = demanda quimica de oxigénio solivel; DQOt = demanda quimica de
oxigénio total; COD = carbono orgénico dissolvido; NTK = nitrogénio total kjeldahl; N-NH3= nitrogénio
amoniacal; N-NOs=nitrato; Ps=fésforo soltivel. Fonte: Adaptado de Tango (2015).

Apds a producdo, a biomassa de cada operacdo foi separada e concentrada por
sedimentacdo para posterior andlise energética. Uma parte da biomassa foi encaminhada
para os processos de extragdo lipidica e de digestdao anaerdbia e outra parte, somente para
a digestdo anaerébia. A biomassa poés-extracdo (PE) lipidica submetida aos testes
anaerdbios foi chamada de priméria_PE, quando cultivada em efluente pds-flotador e
secundéria_PE, quando cultivada em efluente pds-lodos ativados. A biomassa
encaminhada diretamente para a digestdo anaerdbia foi denominada de primaria_FBR e

secundaria_FBR.

7.2.2. Valorizacao energética
Lipideos

O conteudo lipidico foi avaliado em cada operagdo por meio da extrag@o via solvente, de
acordo com procedimentos descritos em Assemany et al. (2014). A biomassa foi seca em
estufa a 50°C por 12 horas e as células rompidas por meio da adicao de 4cido cloridrico
3M. Ap6s o rompimento foram acrescentados a biomassa seca metanol e éter de petréleo
para a extracdo. Para remoc¢do de impurezas e pigmentos, o 6leo extraido foi lavado com
acetato de chumbo a 4%. A quantificagdo (% lipideos na biomassa seca) foi determinada
por meio de andlise gravimétrica, apos evaporagdo do solvente em estufa por 2 horas a

105°C.
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Biogas
Atividade Metanogénica Especifica (AME)

Os testes de atividade metanogénica especifica seguiram os procedimentos descritos por
Jawed e Tare (1999), com modifica¢des descritas em Viana et al. (2012). Os ensaios
foram conduzidos em erlenmeyers de 250 mL (com volume util de 200 mL), preenchidos
com lodo anaerébio oriundo do reator Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB)
existente na Estacdo de Tratamento de Esgotos da Violeira, localizada na cidade de
Vicosa, MG, substrato (glicose), solucdo tampdo e 4dgua destilada, na relacdo
substrato/indculo (S/I) igual a 4 (v/v). Foram adicionados micro e macronutrientes, para
prevenir possivel deficiéncia durante os testes. Também foi realizado teste com o frasco
controle sem adi¢do de substrato para mensurar a respiracdo endogena dos
microrganismos. Apds o fechamento dos frascos, foi realizada a injecdo de gis composto
de 100% de N> durante 4 minutos para expurga do oxigénio. Os testes foram conduzidos
a 35+2°C sob agitacao continua (120 rpm) em incubadora (TECNAL, TE-420). O volume
de biogéas gerado foi monitorado diariamente em uma garrafa de Mariotte preenchida com
solucdo NaOH a 5%, para medicao especifica de metano. A AME foi calculada pela
inclinacdo méxima da curva de producdo acumulada de metano, com auxilio do software
estatistico R, versao 3.0.2 (Development Core 2013), para ajuste de modelo de regressao
niao linear, modelo de regressdao logistica. Para cada modelo, o coeficiente de

determinacdo foi calculado, de forma a se avaliar o ajuste.
Potencial de Produgdo de Metano (PPM)

O potencial de produgcdao de metano (PPM) foi calculado baseando-se na produgao
acumulada de metano ap6s 30 dias de incubag@o e na massa de substrato utilizada nos

testes. O PPM foi calculado de acordo com a Equacdo 1:

PPM = V30-Vcontrole 30 Equagdo 1

mObiomassa

Em que:

V30 representa o volume de metano produzido no frasco contendo biomassa residual ao
final de 30 dias (em litros); Vconwrole30 € 0 volume de metano produzido pelo frasco controle
(sem adicao de substrato) ao final do mesmo tempo (em litros) € Mobiomassa € @ massa

inicial (em gramas) de biomassa no frasco.
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Biodegradabilidade Anaerdbia

Os ensaios de biodegradabilidade anaerébia da biomassa algal foram realizados sob as
mesmas condicdes que os testes da AME, modificando-se, entretanto, o substrato
(biomassa residual antes e apds a extracao lipidica ao invés de glicose). A Equagao 2 foi

usada para célculo da biodegradabilidade:

DQO30—-DQ0O30controle
DQObiomassa

BIO =

x 100 Equacao 2

Em que:

BIO € biodegradabilidade da amostra (%); DQO30 € o volume total de metano produzido
no frasco contendo biomassa apds 30 dias, em termos de DQO (g) (a 35°C, 0,395 litros
de metano corresponde a 1g de DQO); DQO30controle € 0 Volume total de metano produzido
no frasco controle sem adic¢ao de substrato em termos de DQO (g) € DQOpiomassa € @a massa

inicial de biomassa (em gramas de DQO) adicionada a cada reator.

7.2.3. Analise energética

O desempenho energético do sistema de producdo foi avaliado em termos da
produtividade especifica de biomassa, PB/EC (mg/kJ), definida como a produtividade de
biomassa (PB, mg/L.d) por input energético (EC, kJ/L.d) (Pegallapati et al., 2014) e pela
taxa energética liquida (net energy ratio, NER), que relaciona a energia total produzida e

a energia total consumida pelo sistema, de acordo com a Equagao 3:

Y Energia produzida

NER =

Equacao 3

Y Energia consumida

A energia produzida pode ser aferida em termos do contetido energético total da biomassa
ou apenas em relacdo ao seu potencial de producdo de lipideos e/ou biogds. Como a
operacdo do sistema foi realizada outdoor, considerou-se o consumo energético advindo
da agitacao do meio de cultivo, ou seja, do compressor de ar diafragmatico para inje¢ao

de ar e mistura.

Quantificagdo do consumo energético

O consumo energético em cada operacdo (COP, kWh/dia) foi determinado de acordo com

a Equacdo 4:
24xP ~
Cop = 100(;% Equacio 4
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Onde Pot é a poténcia, em W. Considerando a realizacdo de 3 operacdes por més, o
consumo energético anual (CT, kJ/ano) pode ser determinado como demonstra a Equagao

5:

Cr = Cpp x dias de operacdo no ano x 3600 Equagao 5
Quantificagcdo da energia produzida a partir dos lipideos e da producdo de biogds

A producdo anual de energia a partir da digestdo anaerébia da biomassa (EG, kJ/ano) e
dos lipideos (EL, kJ/ano) foi determinada a partir da producao anual lipidica e de biogds,
considerando que: (i) o conteido energético de 1 L de lipideos equivale a 35.133,33 kJ
(Jorquera et al., 2010), (i1) a densidade de lipideos totais é aproximadamente 0,9 kg/L
(Jorquera et al., 2010), e (iii) 1m? de biogds equivale a 23.400 kJ (valor médio do intervalo

reportado por Chisti, 2007), de acordo com as Equacdes 6 e 7:

E, = % x 35133,33 Equacio 6

Onde Pranual € a producgdo anual de lipideos (kg/ano).
E¢ = Pg gnuar X 23400 Equacao 7
Onde PG anuat é a producdo anual de biogéds (m*/ano).

7.2.4. Manipulacao dos dados e replicacio experimental

Para cada efluente usado como meio de cultivo foram realizados testes em duplicata para
cada andlise energética (extracdo lipidica e digestdo anaerdbia) e operagdes também em
duplicata para as bateladas. Portanto, dados foram apresentados como média e desvio
padrdo, de forma a garantir a variabilidade experimental. Para as andlises energéticas,
teste-f foi aplicado a 5% de significancia, com o objetivo de diferenciar estatisticamente
valores médios de NER obtidos para cada rota energética, nomeadamente: i) lipideos, ii)
biogds antes da extragcdo lipidica, iii) biogds apds a extracdo lipidica, e iv) biogds +

lipideos.
7.3. Resultados e Discussao

7.3.1. Valorizaciao energética
Lipideos

Assim como houve pouca diferenciacdo da concentragdo algal entre os efluentes (Tabela

7.1), o teor lipidico também pouco variou. No entanto, a produtividade lipidica do
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efluente primadrio foi superior, em mais que o dobro, a produtividade lipidica do efluente

secundério, devido a maior produtividade de biomassa desse efluente. A Tabela 7.3

apresenta os dados da caracterizacgao lipidica.

Tabela 7.3 - Lipideos totais e produtividade lipidica de ambos os meios de cultivo

(média e desvio padrao).

Primario Secundario
Lipideos totais % 7,0 (0,2) 6,1 (0,8)
g/m2.d 0,3 0,1

mg/L.d 10,0 3.4

Produtividade lipidica*

*Produtividade lipidica foi calculada com base na biomassa total (SSV). Fonte: Adaptado de Tango (2015).

Em comparagdo com diversas outras espécies, Scenedesmus sp. é considerada como uma
espécie de grande capacidade de actimulo de lipideos e de alta produtividade lipidica
(Griffiths e Harrison, 2009). A biomassa cultivada apresentou teores lipidicos similares,
7,0% e 6,1% para os efluentes primario e secundario, respectivamente. O cultivo em
efluentes, com competi¢cdo com outros microrganismos pode ter sido a causa do baixo
acumulo lipidico. De acordo com Mehrabadi et al. (2015), a principal razdo pelo baixo
acumulo lipidico de biomassa cultivada em lagoa de alta taxa com dgua residudria é a
composi¢ao da biomassa, que contém uma mistura de algas e bactérias. Como o teor
lipidico das bactérias € tipicamente inferior a 10% (Brown et al., 1996), o conteido de
lipideos tende a ser reduzido e consequentemente o conteido energético da biomassa.
Estudos com o cultivo do género Scenedesmus sp. em efluentes e FBR citaram teores
lipidicos de 14,2-49,1% (Hodaifa et al., 2013) e 11,2-14,7% (Shen et al., 2015). A maior
produtividade lipidica verificada no efluente primério, 10,0 mg/L.d, pode ser atribuida a
sua maior produtividade de biomassa em relacdo ao efluente secundério, que atingiu 3,4
mg/L.d (Tabela 7.1). Tal fato pode estar relacionado as caracteristicas do efluente
primario (como disponibilidade de Ps, e elevada concentracdo de compostos organicos)
que afetam diretamente a composi¢do e quantidade da biomassa, ndo s6 algal como

também bacteriana.

Resultados como o desse estudo reiteram a importancia da produtividade de biomassa
total para anélise da producao lipidica. A produtividade lipidica compensou o baixo teor

lipidico apresentado pela biomassa, apresentando valores de produtividades similares ou
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até superiores aos reportados na literatura para cultivo de biomassa algal em FBR

utilizando efluentes como meio de cultivo (Kim et al., 2007; Wang et al., 2010).

Biogds

A AME do lodo do reator UASB utilizado como indculo para os testes anaerdbios foi de
0,01 gDQO/g STV.d (valor médio de cinco testes, com desvio padrao de 0,03). Esse valor
€ condizente com a literatura que utilizou lodo oriundo do tratamento de esgoto doméstico

como in6culo para digestdo anaerdbia, indicando condi¢des sauddveis do indculo para

geracdo de biogas.

A Figura 7.1 apresenta o comportamento da geragdo de metano das biomassas estudadas

ao longo do tempo de incubacao.
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Figura 7.1 - Producio de metano ao longo do periodo de incuba¢do para as
biomassas antes e apds a extracao lipidica cultivadas em ambos os efluentes (média
e desvio padrao).

A geragdo de biogds, de ambos os efluentes, apresentou comportamento polinomial de
segunda ordem. Observou-se um periodo de adaptacdo de aproximadamente 10 dias, para
entdo haver o incremento significativo da geracdo de biogds nas biomassas de ambos os
efluentes. Para a eficiente digestdo da biomassa algal, esse periodo € de grande relevancia
dada as caracteristicas de dificil degradabilidade da biomassa, devido a composi¢ao

(carboidratos como hemicelulose e celulose) da parede celular. Por outro lado, esse

77



periodo pode aumentar o tempo de detencdo hidrdulica requerido de um reator anaerébio,

representando custos de operagdo em uma maior escala.

Maiores producdes de metano foram obtidas para biomassas apds a extracdo lipidica de
ambos os efluentes. A biomassa primdria PE produziu 905,0 mL de metano, enquanto a
biomassa secunddria PE atingiu produ¢do acumulada de 852,1 mL. Ao contrario do
ocorrido com a biomassa secundaria PE, ndo foi observada uma tendéncia de
estabilizacao da producdo do final de 30 dias de incubag¢do para a biomassa priméria PE.
As biomassas brutas, oriundas do efluente secunddrio e primdrio, atingiram

respectivamente, 699,5 e 682,5 mL de volume acumulado de metano.

A Tabela 7.4 apresenta os dados de biodegradabilidade anaerdbia e potencial de produgao

de metano para as biomassas de ambos os efluentes antes e apds a extracao lipidica.

Tabela 7.4 - Biodegradabilidade anaerébia e PPM das biomassas de ambos os
efluentes antes e apdés a extracao lipidica (média e desvio padrao).

Primario Secundario
FBR PE FBR PE

Biodegradabilidade 25,1 (9,4) 22,7 (15,77) 43,1 (29,1) 21,6 (8,9)
anaerobia (%)
PPM (m? biogas/kg 0,44 (0,2) 2,38 (1,7) 0,28 (0,11) 2,26 (0,9)
STV)

A biodegradabilidade das biomassas oriundas de ambos os efluentes foram similares,
exceto para a biomassa bruta do efluente secundario. Maiores valores de
biodegradabilidade anaerébia para a biomassa pds lodos ativados podem estar
relacionados com a menor complexidade da biomassa, com contetido de carboidratos e
proteinas jd parcialmente oxidado pelo sistema aerdbio de tratamento, se comparada com
a biomassa poés flotador. Por outro lado, uma vez degradada essa biomassa de mais
complexo contetido, maior € seu o potencial energético, ou seja, de producdo de metano,

o que explica o maior valor de PPM para a biomassa pés-flotador.

De acordo com pesquisa de literatura, esse € o primeiro estudo com producdo de biogas
a partir de biomassa algal cultivada em efluentes da industria de processamento de carnes.
Os resultados estdo em consondncia com o descrito em literatura e foram comparados
com outros estudos que de certa forma refletiram alguma condi¢do semelhante com o
presente estudo. Caporgno et al. (2015) cultivaram Chlorella vulgaris e Chlorella kessleri
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em esgoto doméstico bruto e utilizaram como sistema de produgdo seis FBRs coluna de
bolhas de 0,05L de volume cada. Apds o consumo total de nitrogénio, reportaram
producdes de metano de 0,35 + 3 m3 CHs4/g STV e 0,42 + 2 m3 CH4/g STV, para C.
kessleri and C. vulgaris respectivamente. Ras et al. (2011) estudando biomassa de
Chlorella vulgaris cultivada em FBR com meio sintético obtiveram uma producgdo de

0,24 m3/ kg STV de metano.

Os elevados valores de PPM para as biomassas pds extracao lipidica, independente do
meio de cultivo, reiteram a extragdo lipidica como pré-tratamento da biomassa algal,
diferentemente do efeito toxico dos solventes reportado por Ehimen et al. (2009) e Yun
etal. (2014). Os valores aqui reportados de PPM foram superiores aos relatados por outros
estudos que utilizaram biomassa residual pds-extracdo lipidica, no entanto cultivada em
meio sintético e de composi¢do axénica, para digestdo anaerdbia. Ramos-Sudrez e
Carreras (2014) obtiveram uma producdo de 0,21 m3kg STV para biomassa de
Scenedesmus sp. apds a extragdo lipidica. A digestdo anaerdbia da biomassa da mesma
espécie, apds a extracdo de lipideos, resultou em 0,40 m3 biogds/ kg STV e 0,273 m3
CHus/kg STV, evidenciando também a eficacia da utilizac@o da extrac@o de lipideos como

pré-tratamento (Alzate et al., 2014).

7.3.2. Viabilidade energética

Para a producdo de biocombustiveis de microalgas em larga escala, o consumo energético
do cultivo deve ser minimizado para otimizar a producdo liquida de energia. Para
sustentar a producao de energia em um sistema, a NER deve ser maior que 1 e a mais
elevada possivel. Nesse estudo, o principal objetivo foi comparar diferentes meios de
cultivos e rotas energéticas para a producao de biomassa algal em FBR coluna de bolhas.
A Tabela 7.5 apresenta os dados de NER e produtividade especifica de biomassa para

todas as trés rotas de aproveitamento energético.
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Tabela 7.5 - NER e produtividade especifica de biomassa para as rotas estudadas de
aproveitamento energético.

Primario Secundario
FBR PE FBR PE

NER lipideos 8,15x10% a* 2,90x10% c*

(4x1074) (3x107%)
NER biogas 8,02x10° b*  1,23x103 a* 1,64 x102 d* 3,35x10™ c*

(3x107) (3x10% (6x107%) (1x10%
NER lipideos + biogas 2,04 x1073 a* 6,26 x10™ c*

(7x10°%) (1,65x10%)
PB/EC (mg/kJ) 2,98x10°! 2,34x10°! 1,22x10"! 5
i (1x107 (0) G103  H78x107(0)

* Teste-t foi realizado a 5% de significancia; valores médios seguidos da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si.

De acordo com a Tabela 7.5, observa-se que nesse estudo nenhuma taxa de produgdo
liquida de energia foi superior a 1. Os valores de NER obtidos foram semelhantes,
independente da origem do efluente. A NER dos lipideos variou entre 0,000815 e 0,00029
para biomassa oriunda do efluente primadrio e secunddrio, respectivamente. Jorquera et al.

(2010) apresentaram valores de NER dos lipideos de 0,07 para FBR tubular.

Para a producao de biogds, a taxa liquida apresentou valor minimo de 0,000335 para a
biomassa pds-extracdo cultivada com efluente pds-lodos ativados (FBR_PE secundério)
e valor maximo de 0,00802 para biomassa bruta cultivada em efluente primario. Ressalta-
se o ganho de energia com a produ¢do do biogds ap6s a extracdo lipidica. Os valores de
NER lipideos + biogas foram estatisticamente equivalentes aos valores NER lipideos para
ambos os efluentes (p < 0,05). Esse resultado indica o pouco ganho energético acumulado
da etapa de extracdo lipidica. Além disso, € possivel afirmar sobre a ndo viabilidade
energética da biomassa produzida nesse estudo para o aproveitamento lipidico, devido
principalmente ao baixo contetdo lipidico da biomassa. A geracao de biogéds da biomassa
bruta, independente do meio de cultivo, foi a rota energética mais favoravel (p < 0,05).
De acordo com Sialve et al. (2009), a extra¢do de lipideos de biomassa com contetido
lipido inferior a 40% combinada com a digestdo anaerdbia, ndo € efetiva em termos de
custos e energia. Para os autores, a digestdo da biomassa bruta também se mostrou como
a melhor alternativa. Stum e Lamer (2011) concluiram que a combustdo direta da
biomassa algal foi mais vidvel do que a producdo de biocombustiveis, especialmente
quando o contetddo lipidico da biomassa for de 10%. Bruhn et al. (2011) avaliaram o

potencial energético da macroalga Ulva lactuca e destacaram que a digestao anaerdbia da
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biomassa imida se pareceu a mais promissora rota, se comparada com a combustio,

devido principalmente ao elevado contetido de umidade, cinzas e alcali na biomassa.

Adicionalmente, o desempenho dos sistemas em relagdo a produtividade de biomassa por
input energético (Ps/Ec) foi também avaliado. O maior valor obtido foi de 0,298 mg/KJ
para a biomassa bruta oriunda do cultivo em efluente primario e o menor de 0,0478 mg/KJ
para biomassa pos-extracdo lipidica cultivada em efluente secundario. Em se tratando de
FBR colunas de bolhas, segundo Fuentes-Griinewald et al. (2013), os melhores resultados
de Pg/Ec foram obtidos com niveis 6timos de luz e agitacdo. Baixos indices de
produtividade especifica em FBR coluna de bolhas, como os obtidos no presente estudo,
estdo relacionados com a preocupacao Unica e exclusiva em relagdo a otimizagdo da
produtividade (PB), sendo o gasto energético para tal producdo ignorado (Pegallapati et

al., 2014).

O sistema de producdo FBR coluna de bolha do presente estudo apresentou baixo
desempenho energético, tanto para a producdo de lipideos quanto para o biogds,
independente do meio de cultivo avaliado. A partir da Tabela 7.5, verifica-se a
necessidade de intervencdo no sistema produtivo de forma a melhorar o desempenho
energético. O aumento da unidade produtiva com maior capacidade de producdo de
biomassa e a diminuicao no gasto energético, através da utiliza¢ao de equipamentos com
menor consumo energético (compressor de ar diafragmadtico) seriam opcdes para
aumentar os valores de NER e Pg/Ec do sistema. Outra possivel causa do baixo
desempenho energético apresentado pelo sistema pode estar relacionada ao cultivo em
efluentes, o que torna a produgao algal menos eficiente devido a competi¢do com outros

organismos por espaco e nutrientes, e levando, por exemplo, ao baixo acimulo lipidico.

7.4. Conclusoes

O efluente primario apés unidade de flotacdo, apresentou maiores produtividades de
lipideos e metano, quando comparado com o efluente secundario depois da unidade de
lodos ativados. Os elevados valores de PPM para as biomassas pos-extragdo lipidica em
comparacdo com a biomassa bruta, reiteram a extracao lipidica como pré-tratamento da

biomassa algal para melhor eficiéncia do processo de digestdao anaerdbia.

Houve um ganho de energia com a producdo do biogds apds a extracdo lipidica, no

entanto nenhuma das rotas energéticas apresentou NER superior a 1, devido
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principalmente ao alto consumo energético do sistema de producdo. A partir da andlise
energética, conclui-se pelo pouco ganho energético acumulado da etapa de extragcdo
lipidica, sendo possivel afirmar sobre a ndo viabilidade energética da biomassa produzida
nesse estudo para o aproveitamento lipidico. A geracdo de biogds da biomassa bruta,

independente do meio de cultivo, foi a rota energética mais favoravel.
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Capitulo 8 - COMPLEMENTARIEDADE DE SUBSTRATOS E
INFLUENCIA DO MEIO DE CULTIVO NA DIGESTAO
ANAEROBIA DE BIOMASSA ALGAL

Resumo

Objetivou-se aplicar o conceito de complementariedade de substratos, demonstrando que
a biomassa algal cultivada em efluentes (efluente doméstico e efluente da industria
cervejeira) e a dgua ruca podem ser anaerobiamente digeridos sem qualquer pré-
tratamento ou corre¢do do substrato, permitindo a estabilidade do processo e a melhoria
do desempenho da unidade de digestdo. Para a biomassa produzida em esgoto doméstico
a substituicdo de 10% do seu volume pela dgua ruca resultou no melhor desempenho
tendo-se obtido um rendimento de 0,15 m3 CHa/kg s6lidos voléteis e um incremento de
36% na produgdo de biogds, se comparado com o rendimento fornecido pela digestdao
somente da biomassa algal. O elevado teor de cinzas e o baixo contetddo de carboidratos
foram os principais fatores a serem superados com a adi¢do do substrato complementar.
Para a biomassa algal produzida no efluente da cerveja, verificou-se que proporcoes de
até 20% de agua ruga podem ser utilizadas, sendo, no entanto, necessario um periodo de
adaptacdo por parte do in6culo. Devido a sua composi¢dao mais balanceada, a biomassa
da industria cervejeira, por si s6, apresentou o melhor rendimento na producdo de metano,
de 0,21 m3 CHu/kg s6lidos voléteis, 16% superior do que quando digerida juntamente
com 10% de volume do substrato dgua ruca. O melhor desempenho do processo de
digestdo anaerdbia da biomassa algal com outro substrato ndo foi relaciondvel com a
razdo carbono-nitrogénio utilizada. Portanto conclui-se que outras caracteristicas
influenciaram no processo anaerébio da biomassa algal, como a constitui¢do quimica da

biomassa algal, associada principalmente ao tipo de meio em que foi cultivada.

Palavras-chave: dgua ruca, aproveitamento de residuos, biogds, microalgas, substrato

complementar.

8.1. Introducao

A matéria organica submetida a digestdo anaerdbia precisa atender a determinadas
condi¢des para que o rendimento do processo seja satisfatorio. Assim, a determinagdo da
composi¢ao da biomassa € uma maneira de se conhecer o potencial da digestao. Segundo

Sialve et al. (2009), a composicao mineral da célula algal € suficiente para atender as
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demandas nutricionais dos microrganismos responsaveis pelo processo de degradacdo.
Além de carbono, nitrogénio e fésforo, que sdo os componentes principais da composicao
da biomassa algal, os oligo nutrientes como ferro, cobalto e zinco sdo também
encontrados nas células algais e conhecidos por estimular a atividade metanogénica

(Speece, 1996).

Apesar da composicdo celular ser muito afetada pelas condi¢des ambientais de cultivo
das espécies, de acordo com Brown et al. (1997), as microalgas apresentam a composi¢ao
celular intimamente varidvel de acordo com a espécie, apresentando vulgarmente
concentracdes de 6 a 52% de proteinas, 7 a 23 % de lipideos e 5 a 23% de carboidratos.
Para diversas espécies, a elevada proporcao de proteinas € caracterizada por uma reduzida
relacdo carbono-nitrogénio (C/N), principalmente se comparada com plantas terrestres.
Essa relacdo varia de 4 a 9, dependendo da espécie de microalga (Geider e Roche, 2002),
enquanto que em biomassa de plantas terrestres, essa aumenta para 16 (Elser et al., 2000).
De acordo com Speece (1996), relagdes C/N menores que 20 sdo consideradas
desbalanceadas para a digestdo anaerdbia, levando principalmente a formac¢do de amodnia

e consequentemente a inibicao do processo.

A co-digestdo da biomassa algal € atualmente apontada como uma das alternativas para
superar as limitagdes causadas pela baixa relacdo C/N da biomassa algal durante a
digestdo anaerdbia. No entanto, mais do que simplesmente corrigir o substrato para que
esse atinja os teores ideais de nutrientes, a digestdo simultanea de dois substratos pode
agregar outras vantagens como a diminui¢do da concentracdo de compostos toxicos, a
auto-regulacdo do pH e concentra¢des mais adequadas de alcalinidade no interior do
reator podem ser atingidas. Vantagens que s@o essenciais para o sucesso da digestdo
anaerobia por permitirem o aumento da carga aplicada e melhorarem o rendimento da
producdo de biogds (Sosnowaki et al., 2003). Adicionalmente, uma maior estabilidade do
processo € conseguida e a valorizac@o energética de mais de um residuo € possibilitada,
consistindo numa solu¢do que resolve simultaneamente os problemas associados a ambos
os substratos. Essa abordagem pode ser definida como uma estratégia holistica que
recorre ao conceito de complementariedade de substratos, a qual € aplicada com vistas a
redugdo dos passos operacionais, e, consequentemente, dos custos, pela eliminacdo de
etapas relacionadas com corre¢des quimicas e pré-tratamentos aplicados ao substrato

(Marques, 2001; Sampaio, 2011; Sampaio et al., 2011).
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Aguas residudrias da industria do azeite, como a dgua ruca, sdo uma fonte significativa
de poluicao de corpos hidricos em dreas de atividades de processamento do azeite. Os
paises mediterraneos, incluindo Grécia, Portugal, Espanha e Itdlia, sdo os principais
produtores mundiais de azeite cujo impacto ambiental negativo se deve ao elevado
conteddo organico e a presenca de compostos aromédticos, como os fendis, associados a
lipideos complexos que em conjunto funcionam como inibidores do processo de
degradacao bioldgica. A utilizacdo dos efluentes da industria olivicola como fonte de
energia e nutrientes vem sendo tratada como alternativa atrativa para o tratamento e
reaproveitamento desse efluente. Dessa forma, a adi¢do de um substrato complementar
ao efluente da producdo de azeite pode ser vantajosa, uma vez que diminui as
concentracdes dos compostos toxicos e provém niveis de pH, alcalinidade e nutrientes

necessarios para uma eficiente digestao anaerébia (Gongalves et al., 2012).

Neste estudo, objetivou-se aplicar o conceito de complementariedade de substratos para
avaliar se a biomassa algal, cultivada em efluentes e a dgua ruca podem ser
anaerobiamente digeridas de forma a evitar qualquer pré-tratamento ou correcdo dos
substratos em causa. Nestas condicdes, avaliou-se a estabilidade do processo e o
desempenho da unidade de digestao anaerébia quando digeridos ambos os substratos em
mistura. Para o efeito, foram realizados ensaios anaerébios para testar duas biomassas de
microalgas, produzidas em distintos efluentes, com o objetivo adicional de avaliar o efeito
da composi¢do quimica algal e da complementariedade de cada um dos substratos no

processo de digestao anaerdbia.

8.2. Materiais e Métodos
8.2.1. Substratos e Inoculo

Os testes anaerdbios utilizaram trés substratos:

1) biomassa algal liofilizada e moida (moinho de discos, N.V. Tema), cultivada em
lagoa de alta taxa (LAT) no Brasil com esgoto doméstico previamente tratado em
reator Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) e denominada de BE (biomassa
de esgoto). As espécies abundantes de microalgas nessa biomassa foram
Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus e Scenedemus arvernensis;

i1) biomassa algal umida, cultivada em LAT em Portugal com efluente secundéario

previamente tratado em reator anaerébio BIOPAQ®IC da industria de cerveja
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SCC-Sociedade Central de Cervejas e Bebidas S.A., localizada na cidade de
Vialonga, Portugal. Nesse estudo, denominada de BC (biomassa de cerveja). As
espécies abundantes nessa biomassa foram Scenedesmus obliquus e Chlorella
vulgaris;

1ii) agua ruca (AR) coletada em uma planta de produgao de azeite de oliva equipada
com um processo de extracdo de trés estagios, localizada na cidade de Rio Maior,

Portugal.

O ind6culo utilizado foi coletado no mesmo digestor anaerébio BIOPAQ®IC, utilizado no

tratamento dos efluentes da industria de cerveja.

8.2.2. Digestao anaerobia: modo de funcionamento e configuracao
experimental
O experimento foi realizado em batelada sob condi¢des mesofilicas de temperatura (37 +
2°C), em reatores encapsulados de vidro com 71,5 mL de volume total € 40 mL volume

util.

De acordo com os objetivos do trabalho, foram delineados dois ensaios: Ensaio 1 e Ensaio
2, nos quais se realizaram misturas de AR, em proporcoes de 0 a 30% (v/v), com os
substratos BE e BC. No Ensaio 1, testaram-se 7 condi¢des experimentais, nos quais houve
a adicao de 30% (v/v) de inoculo e de 70% (v/v) de substrato (AR, BE, AR 5-30% + BE

65-40% v/v), com a mistura inoculo e substratos totalizando 100%.

No Ensaio 2, foram testadas 9 condicdes experimentais, utilizando as propor¢des
volumétricas de inéculo e substratos (AR, BE, AR 5-20% + BE 65-50% v/v, BC, AR 5-
20% + BC 65-50% v/v) de forma a totalizarem um total de 100%. Na Tabela 8.1 é

apresentada a descric@o detalhada dos ensaios efetuados.
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Tabela 8.1 - Descricao dos ensaios de digestao anaerobia realizados em batelada.

Relagao Relacao
Ensaio Condi¢ao experimental Substrato/Inéculo C/N*
(base STYV)

1 Inéculo (I) - -

2 1+70%BE 0,42 5

3 I+70%AR 1,65 16
1 4 I +65%BE + 5%AR 0,51 28

5 I+ 60%BE + 10%AR 0,60 12

6 I +40%BE + 30%AR 0,95 14

7 I +40%H20 + 30%AR 0,71 7

1 Inéculo (I) - -

2 I+70%BE 0,51 8

3 I +60%BE +10%AR 0,68 8

1 I+ 55%BE +15%AR 0,76 13
2 5 I+50%BE + 20%AR 0,84 10

6 I+70%BC 0,51 10

7 I+ 60%BC + 10%AR 0,68 11

8 I+55%BC + 15%AR 0,76 14

9 I+50%BC + 20%AR 0,84 18

* Para o cdlculo, considerou-se o nitrogénio total kjeldahl (NTK) como medida de nitrogénio e demanda
quimica de oxigénio total (DQOt) como medida de carbono. A quantidade de carbono foi corrigida
estequiometricamente através das massas molares de carbono e oxigénio, uma vez que DQO € expressa em
mg O,/L. BE=biomassa cultivada no esgoto doméstico; BC=biomassa cultivada no efluente da industria
cervejeira; AR=4gua ruga; STV=sdélidos totais volateis.

Como o substrato BE se apresentava liofilizado, foi necessario ressuspendé-lo, tendo sido
preparada uma solucdo de 12,0 g STV/L dessa biomassa com dgua destilada. A solugdo
foi usada de acordo com concentragdes tipicamente obtidas na colheita e separacdo da

biomassa algal por sedimentacao gravitacional (vide Tabela 6.1, capitulo 6).

Todos os substratos foram manipulados sob um ambiente anaerébio, através de
varrimento de corrente de N> gasoso. Antes do fechamento dos reatores com rolhas de
silicone e cdpsulas de aluminio, a expurga do headspace de cada reator foi também
realizada para garantir um ambiente anaerdbio. Importante ressaltar que nao houve
nenhuma adi¢do de nutrientes ou de reagentes para ajuste de pH. Em ambos os ensaios,
todas as condi¢des experimentais foram realizadas em triplicata, totalizando 21 unidades

de digestdo no Ensaio 1 e 27 unidades no Ensaio 2.

Os ensaios tiveram duracdo de 35 dias, durante os quais a leitura da producado de biogds

foi realizada diariamente, por volta do meio dia, através de um transdutor de pressao
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(Centrepoint Electronics), previamente calibrado. Uma curva de calibracdo foi ajustada
através de regressdo linear simples, relacionando a pressdo (mV) no interior dos frascos
com o volume (mL) de ar injetado no headspace do reator. Um fator de calibracdo foi
calculado para contemplar a conversao dos valores obtidos a 37 °C para as condicdes

normais de temperatura e pressao (CNTP).

8.2.3. Métodos analiticos e cromatograficos

A caracterizacao do substrato complementar d4gua ruca, do indculo anaerébio, do afluente
(n2o digerido) e efluente (apds digestdao) de cada uma das unidades de digestdo foi
realizada de acordo com as disposicoes de APHA (2012) para as seguintes varidveis:
alcalinidade total, sdlidos totais (ST), sélidos totais volateis (STV), sélidos totais fixos
(STF), solidos suspensos totais (SST), sdlidos suspensos volateis (SSV), sdlidos
suspensos fixos (SSF), demanda quimica de oxigénio total e soldvel (filtrada a 0,45 um)
(DQOt e DQOs), nitrogénio amoniacal (N-NH3), nitrogénio total kjeldahl (NTK). Fendis
totais foram contabilizados através do método de Singleton e Rossi (1965) reduzido e os
resultados expressos em mg de dcido cafeico/L. Os 4cidos organicos voléteis (AOVs)
foram determinados apos filtragao a 0,2 um por high-performance liquid chromatography
(HPLC), através de equipamento Agilent — 1100, equipado com coluna Aminex
HPX87H. As condi¢des de andlises foram as seguintes: tempo de corrida de 60 minutos,
fluxo de 0,6 mL/minuto, injecdo de 20 uL de amostra e temperatura de 50 °C. Para
quantificacdo dos 4cidos presentes, as areas dos picos foram comparadas com padroes
injetados a cada andlise. pH e potencial redox também foram medidos antes e apds a
incubacdo, por meio do equipamento InoLab WTW. Kits comerciais foram utilizados
para determinacdo de foésforo (Phosver 3-powder pillows, Hach) usando
espectrofotometro (DR/2010, Hach). Amostras foram filtradas a 0,45 um e os resultados

expressos em mg/L de POy *~ (fosfato) e de P2Os (pentéxido de fésforo).

A caracterizagdo dos substratos, BE e BC, foi realizada por meio da determinacdo da
composi¢ao quimica das biomassas algais. Para tal objetivo, analisou-se o teor de cinzas,
umidade, proteinas, carboidratos e lipideos em ambas as biomassas. Para isso, a BC que
foi utilizada umida nos testes anaerdbios foi seca em liofilizador (HetoPowerDry LL
3000, Thermoscientific). Os carboidratos presentes na biomassa foram determinados a
partir de hidrélise dcida quantitativa, e seu teor mensurado pelo método do reagente fenol-
sulfirico. O teor de lipideos foi determinado pelo método de extracdo soxhlet.
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Anteriormente a extracdo, a biomassa seca foi pré-tratada em moinho de bolas vibratério
(MM400, Retsh) durante 3 minutos e 50 segundos a 25 s!. Para extracdo dos lipideos
neutros, o solvente hexano 99% foi adicionado, tendo a extragdao duracdo de 6 horas. Os
lipideos de membrana foram extraidos com etanol a 96%, durante 3 horas. A
quantificacdo foi realizada por gravimetria, apds evaporacao dos solventes em rotavapor
(R200, Buch) com banho termostético. A determinac¢do do teor de proteinas foi realizada
pelo método de nitrogénio total kjeldahl (NTK), usando um fator de conversao de 6,25 g
g’! do contetido de nitrogénio em proteina (AOAC, 2000). O teor de umidade foi
determinado pela pesagem da amostra apds secagem a 105 °C até massa constante. O teor

de cinza foi mensurado ap6s combustdo da amostra em mufla a 550 °C, durante 1 hora.

A composicao do biogds nas unidades de digestdo foi determinada semanalmente por
cromatografia gasosa. O equipamento utilizado foi o Varian 430-GC, equipado com
detector de condutividade térmica e uma coluna Varian Capillary Column Select™
Permanent Gases/CO2 HR - Malsieve 5 A Parabond Q Tandem #CP7430. As
temperaturas na coluna, injetor e detector foram 50, 80 e 120 °C, respectivamente. A
temperatura do filamento foi de 220 °C e a pressdo do injetor de 13 Psi. O gés hélio foi
utilizado como gés de arraste (52 mL min™'). A injecdo utilizada no cromatégrafo foi de
0,5 mL de biogds. Para quantificacdo dos gases gerados, dreas dos picos foram
comparadas com padrdes gasosos mistos injetados a cada andlise. Todas as andlises
cromatogréficas foram realizadas em duplicata. O biogés foi amostrado por utilizagcdo de

uma seringa de vidro de alta precisdo, especial para gases (1 mL de volume, Pressure

Lok®, USA).

8.3. Resultados e Discussao
8.3.1. Substratos e inéculo

Na Tabela 8.2 sdo apresentadas as caracteristicas quimicas e fisicas do in6culo anaerébio

e do substrato AR.
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Tabela 8.2 - Caracterizacao do substrato agua ruca e do inéculo utilizado nos testes
de digestao anaerdbia.

Variavel Unidade Agua Ruca Inéculo anaerébio

pH 4,76 6,99
Alcalinidade total ¢CaCO3/L 1,16 -
DQOs g/L 47,6 (0) -
DQOt g/L 83,1 (2,4) 58,3 (7,7)
NTK g/L 0,47 (0) 3,8
N-NH3 g/L ND 0,445 (0,1)
PO4? g/L 0,74 _
P20s g/L 0,55 -
ST g/L 58,5 (0,2) 65,0 (1,4)
STV g/L 38,7 (0,3) 54,6 (1,2)
STV/ST % 66,1 (0,8) 84,1 (0,04)
SST g/L 31,2 (3,8) -
SSV o/L 27,6 (3,0) -
Fenois totais g eq ac. cafeico/L 6,71 (0,32) -

ND = ndo detectado, - = ndo realizado. Valores médios e desvio padrdo entre parénteses. DQOt=demanda

quimica de oxigénio total; DQOs=demanda quimica de oxigénio solivel; NTK=nitrogénio total kjeldhal;
N-NH3=nitrogénio amoniacal; ST=s6lidos totais; STV=sélidos totais volateis; SST=s6lidos suspensos
totais; SSV=sélidos suspensos volateis; PO, fosfato; P,Os—pentéxido de fésforo.

Agua Ruca. A AR se caracterizou como um substrato liquido com material em
suspensao, de coloracdo amarronzada e odor forte e caracteristico da presenca de fracoes
de azeite. Os compostos fendlicos presentes na AR sdo classificados como metabdlitos
secundérios envolvidos nas funcdes de defesa da oliveira que neste substrato se
apresentaram em concentragdes de fendis totais de 6,7 g/L.. Estes compostos juntamente
com os lipideos s@o os responsdveis por conferirem toxicidade a AR, devido as suas
caracteristicas recalcitrantes e toxicas para o meio ambiente e a maioria dos fungos e
bactérias. Além da presenca de compostos toxicos, a digestdo anaerdbia da AR ¢é
considerada como um processo problematico devido a elevada carga organica, baixa
alcalinidade, valores acidos de pH, baixo contetido de nitrogénio e, ainda, devido a
sazonalidade da sua producdo. A AR utilizada no presente estudo era 4cida, com um valor
de pH médio inferior a 5. A elevada concentracdo de matéria organica desse substrato foi
confirmada pelos elevados valores obtidos de DQOt (83 g/L), como apresentado na
Tabela 8.2. Aproximadamente 60% da DQOt desse substrato representava a fracao
solivel da matéria organica (DQOs) indicando que apenas esta fracdo é de mais facil
degradacdo. A totalidade da presenca de nitrogénio nesse substrato se deu na forma de

nitrogénio organico, uma vez que o nitrogénio amoniacal ndo foi detectado.
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Inéculo. O lodo anaerébio, utilizado como indculo, possuiu aspecto granular, com
granulos densos e bem formados. Apresentou 84% de material vol4til em sua composi¢ao
(Tabela 8.2), valor que infere sobre a quantidade presente de biomassa bacteriana ativa
responsavel pelo processo de digestdao anaerdbia. Este indculo foi ainda caracterizado por
possuir uma elevada concentracdo de matéria orginica e um elevado contetido de
nitrogénio total (NTK), com uma maior contribui¢io por parte do nitrogénio organico em

detrimento ao nitrogénio amoniacal.
Na Tabela 8.3 € apresentada a composi¢ao quimica dos substratos BC e BE.

Tabela 8.3 - Composiciao quimica dos substratos utilizados nos testes anaerobios.

Composicao (%) Biomassa Biomassa
de Cerveja de Esgoto
Lipideos neutros 14,9 (0,14) 11,7 (1,6)
Lipideos de membrana 3,0 (0,75) 99 (1,7)
Lipideos totais 17,9 (0,61) 21,6 (2,6)
Carboidratos 30,2 (0,53) 3,6 (0,79)
Proteinas 31,4 (0,04) 26,3 (4,7)
Cinzas 15,5 (0,04) 40,0 (8,1)
Umidade - 7,1 (1,1)

Valores médios e desvio padrdo entre parénteses.

Biomassa da industria cervejeira e Biomassa de esgoto doméstico. Apesar de
pequenas diferencas na comunidade fitoplanctonica, podemos observar na Tabela 8.1,
que o meio de cultivo utilizado na producdo da biomassa afigurou-se como determinante
na composi¢ao quimica das biomassas algais. Destaca-se o substrato BC com 30% de seu
conteddo constituido por carboidratos, refletindo a elevada quantidade de agucares
presente no meio de cultivo devido ao processo produtivo da cerveja. O substrato BE, por
sua vez, apresentou um conteido de carboidratos de apenas 3,6% e um elevado teor em
cinzas (40%) que provavelmente foi devido a configuragcao da estacdo de tratamento de
esgoto doméstico onde o meio de cultivo foi coletado. A auséncia de um tratamento
preliminar com desarenador, para remo¢do de areia a montante do reator UASB, se
apresentou como a principal causa do elevado teor de cinzas nessa biomassa,
adicionalmente a elevada idade do lodo descartado. Adicionalmente, salienta-se o
conteddo de lipideos de membrana da BE, com uma concentragdo superior a 3 vezes a da
BC. Os principais constituintes dos glicerolipideos de membrana sdao os varios tipos de
acidos graxos que sdo polinsaturados e derivados da insaturacdo e elongacdo da cadeia

dos 4cidos graxos precursores, os dcidos palmitico e oleico (Erwin, 1973). No entanto,
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sob condi¢cdes ambientais desfavordveis ou sob condi¢des de stress durante o
crescimento, muitas algas alteram a rota de biossintese dos lipideos para a formacao e
acumulagdo de lipideos neutros, basicamente os triacilgliceréis. Diferentemente dos
lipideos de membrana, os triacilgliceréis ndo desempenham o papel estrutural, mas
servem essencialmente para armazenamento de carbono e energia (Hu et al., 2008) e sdo
de interesse para a produ¢do de biocombustiveis. Comparando ambas as biomassas, a BC

acumulou mais lipideos neutros que a BE.
8.3.2. Digestao anaerobia

Ensaio 1

Os resultados de producdo acumulada de biogés e rendimentos em metano das diferentes

condic¢des experimentais do Ensaio 1 s@o apresentados na Tabela 8.4.

Tabela 8.4 - Resultados de produ¢ao acumulada de biogas e rendimentos em metano
das diferentes condicoes experimentais do Ensaio 1.

Condicio Volume Rendimento médio em metano

experimental acumulado % CHy _ :
biogas (mL) m3 CHy/kg STV®  m?3 CHy/kg DQO*

Inéculo 50,1 (13,9) 47 (6,7) 0,07¢ 0,02¢¢

BE 160,6 (40,3) 67 (1,8) 0,14° 0,14*

AR 65,1 (2,4) 0,5 (0,2) 0,00¢ 0,00¢

BE + 5%AR 209,9 (4,8) 65 (0,2) 0,15° 0,04¢

BE + 10%AR 273,9 (23,7) 62 (1,3) 0,21* 0,10°

BE + 30% AR 40,9 (0.5) 15 (L,1) 0,00¢ 0,00¢

AR70% +30%H,0 33,4 (2,2) 4(0,9) 0,00¢ 0,00¢

Valores médios e desvio padrio entre parénteses. *Foi aplicado teste-t a 5% de probabilidade. Em uma
mesma coluna, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Os maiores volumes de biogds provieram dos substratos com as menores propor¢des de
AR (BE+10%AR e BE+5%AR), destacando-se a condi¢ao experimental BE+10%AR
que proporcionou o volume de gds maximo (273,9 mL, 62% CHa) e o maior rendimento
de metano em termos de sélidos adicionados (p<0,05). Em seguida, as condi¢des
BE+5%AR e BE apresentaram o volume acumulado de biogés de 209,9 mL e 160,6 mL,
com teores em metano de 65% e 67%, respetivamente e rendimentos estatisticamente
iguais em termos de STV (p<0,05). Comparativamente, apesar de ndo se ter verificado

uma correspondéncia das produgdes em gas por partes destas condi¢cdes com a respectiva
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relagdo C/N inicial (12, 28 e 5 para BE+10%AR, BE+5%AR e BE, respectivamente, vide
Tabela 8.1), verificou-se poder haver uma relacdo entre os volumes obtidos de biogis e
razdo S/I (substrato/indculo). Efetivamente, a variacdo descrente dos valores de S/I
acarretaram na diminui¢cao da producdo de biogds e rendimento em metano: 0,6, 0,51 e
0,42 para BE+AR10%, BE+AR5% e BE, respectivamente, indicando a eventual
importancia deste fator. Assim sendo, para as condi¢des testadas, o fato € indicativo de a
biomassa anaerébia se encontrar apta a degradar o tipo de substrato disponibilizado e,
consequentemente, um pequeno acréscimo de alimento resultar numa maior eficiéncia do

Pprocesso.

Alzate et al. (2014) ao testarem as razdes S/I de 0,5, 1 e 3 concluiram que apesar de serem
observadas diferencas iniciais no desempenho da digestdo anaerdbia, as produtividades
totais em metano obtidas no final dos testes foram similares para as trés razdes ensaiadas.
No entanto, destaca-se que as maiores produtividades nos primeiros dias do processo
foram obtidas mediante uma razao S/I de 0,5. Zeng et al. (2010) reportaram um maior
rendimento acumulado de metano para razdo S/I= 0,5 na digestdo anaerdbia da
cianobactéria Microcystis sp., porém o conteido de metano no biogés foi elevado para

mais de 45% quando S/I=2.

As producdes em gas das condi¢des que operaram com 5 e 10% de AR em comparagdo
com os valores da digestao apenas com BE, claramente mostraram que hd vantagem em
adicionar um efluente como a AR a biomassa cultivada em esgoto doméstico e que essa
quantidade ndo deverd ser inferior a 10% v/v. Os resultados provenientes de condi¢des
com uma reduzida produg¢do em biogds sugerem que a jun¢do de volumes iguais ou
superiores a 30% de AR a biomassa cultivada em esgoto (BE) ndo apresentou qualquer
interesse devido muito provavelmente a elevada toxicidade exercida por parte da AR nos

consoércios microbianos.

A proporcdo de 30% de AR em mistura com o substrato BE (BE+30%AR, C/N=14) se
mostrou demasiadamente elevada, dada a reduzida produ¢do em biogds obtida que
revelou a ocorréncia da inibi¢do do processo da digestdo anaerdébia. Comportamento
idéntico foi observado nas demais condi¢des (AR70%+30%H>0, C/N=7 e AR, C/N=16),
nas quais a producdo de biogas ficou bem préxima da respiracdo endégena, representada

pela condic@o que apenas conteve indculo.
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Tal como ja tinha sido observado quanto as trés condi¢des experimentais com as maiores
producdes de biogas (condi¢cdes BE, BE+10%AR e BE+5%AR), os resultados relativos
aos pequenos volumes de produgdo (condigdes AR70%+30%H>0, BE+30%AR e AR)
também ndo sdo relaciondveis com as relagdes C/N utilizadas. Se por um lado, existiu
uma grande variagdo nos valores de C/N em cada um dos casos (variagdes de metade para
mais do dobro: C/N = 5-12-28 e 7-14-16), a respectiva comparagdo mostra haver
semelhangas entre os valores aplicados em cada um dos blocos de condicdes

experimentais, mas sem correspondéncia quanto a producdo biogds/metano.

Ensaio 2

Produgdo de biogds

De posse dos resultados do Ensaio 1, foi possivel um melhor delineamento do Ensaio 2,
com estreitamento, entre 10 e 20%, da faixa de mistura da AR na biomassa algal. Os
resultados de producdo acumulada de biogés para o Ensaio 2 sao apresentados na Figura

8.1 e os rendimentos em metano das diferentes condi¢des experimentais sdo apresentados

na Tabela 8.5.

Tabela 8.5 - Resultados de producao acumulada de biogas e rendimentos em metano
das diferentes condicoes experimentais do Ensaio 2.

Condicoes experimentais V(.)lur’ne final %CH, Rendimento médio em metano
biogas (mL) m? CH/kg STV m? CHy/kg DQO*

Inéculo 65,7 (26,3) 54 (8,1) 0,06° 0,025"
BE 149.4 (3,6) 68 (0,1) 0,11¢ 0,08

BE + 10% AR 234,7 (13,0) 66 (2,7) 0,15¢ 0,11°
BE + 15%AR 180,6 (6,6) 62 (3,9) 0,12¢ 0,05¢
BE +20%AR 189,1 (2,8) 65 (1,2) 0,09¢ 0,07¢
BC 267,2 (8,6) 71 (0,8) 0,21? 0,15?

BC + 10%AR 238,1 (6,0) 67 (0,4) 0,19 0,08¢
BC + 15%AR 281,5 (20,6) 65 (4,4) 0,16 0,08
BC +20%AR 201,8 (35,5) 63 (5,9) 0,12¢ 0,05¢

Valores médios e desvio padrio entre parénteses. *Foi aplicado teste-t a 5% de probabilidade. Em uma
mesma coluna, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

No Ensaio 2, todas as condi¢Oes experimentais apresentaram produgdes de biogds
superiores as produzidas pelo inéculo (Figura 8.1). Confirmando o Ensaio 1, para o meio

de cultivo esgoto doméstico, a mistura com 10% de AR no Ensaio 2 foi a que também
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apresentou um melhor desempenho, tendo mostrado o maior volume de biogas e a maior
porcentagem de metano quando comparado com as demais condi¢des experimentais. Para
essa condi¢do, o rendimento em metano foi de 0,15 m3/kg STV, 27% superior ao

rendimento da digestdo do substrato BE sozinho (p<0,05).

97



300

i

200 _35% &_E,ﬂ-%][

T T T F
-

Volume acumulado de biogds (mL)

gE I d *E.ZI‘}"I"
150 =% TFrEETT T 3
‘ == kg ama R AREEEL
= ,ﬁ{szﬁ‘a".ﬁ§ =
ml xgﬁ- .
100 ook -
= a* o T
= A o ¥ {%{ }
;o & . . .
T . . :
" -'éfMTITUTTWHHHH
o T1
+TT 1L
ig T
0 _aﬁ

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Tempo (dias)

% [noculo oo BE 0 e BE+10%AR
ceeeieess BE+15%AR BE+20%AR
(a)

350

[98)
o
(=}

N
N
o

@
S

Volume acumulado de biogéds (mL)
= S :
(=) («]

W
o

i
sakh H}gﬁ? Hi{’ﬁ
# &'ﬁ#i—f I
IZ’ ’-'E/ §,§§§§ -|- T -[ -‘V J_

/ 'ﬁ ”§’

—TTTTTII

| FTIT1I]
H}Hftﬁmmﬁﬁ %HH 188!

1 35 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Tempo (dias)

—e—

---e--- inoculo ---k--BC = e BC+10%AR
---9--- BC+15%AR BC+20%AR
(b)

Figura 8.1 - Resultados de produciao acumulada de biogas ao longo do tempo para as condicoes experimentais do Ensaio 2. (a) Substrato BE;

(b) Substrato BC (barras verticais representam desvio padrao, n=3) .

98



Os valores dos rendimentos da digestdo anaerdbia de biomassa algal, cultivada em LAT
utilizando esgoto doméstico como meio de cultivo (BE), tanto do Ensaio 1 quanto do
Ensaio 2 (0,14 e 0,11 m3 CH4/ kg STV, respectivamente), mostram-se condizentes com
os valores reportados na literatura. Para semelhantes condicdes, Passos et al. (2014), a
partir de biomassa oriunda de consorcio de espécies, com maior abundancia dos géneros
Scenedesmus e Chlorella, obtiveram o rendimento de 0,172 m3 CHs/kg STV, operando a
temperatura ambiente. Ainda com a utilizagdo da LAT e esgoto doméstico como meio de
cultivo, Passos et al. (2013) reportaram o rendimento de 0,148 m3 CHa/kg STV para o
consoércio constituido por Monoraphidium sp., Stigeoclonium sp., Nitzschia sp. e
Amphora sp., em testes anaerdbios a temperatura ambiente. Kinnunen et al. (2014)
operando reatores anaerdbios a 37°C a digerir biomassa composta por Pediastrum sp.,
Micractinium sp. e Scenedesmus sp. mencionam rendimentos de 0,225 € 0,179 m3 CHas/kg
STV para um reator de mistura continua e outro reator sem mistura de acimulo de
volume, respectivamente. Gonzdlez-Ferndndez et al. (2011), a partir de testes de digestao
anaerébia em batelada de biomassa majoritariamente composta por Chlorella sp. e
Scenedesmus obliquus e cultivada em efluente, reportaram um rendimento de 0,13 L

CH./g DQO.

A comparacdo da condi¢do BE+10%AR em cada um dos ensaios indica que idénticas
misturas produzem volumes semelhantes de gas por terem tido condi¢des andlogas de
operacdo, nomeadamente no tocante a propor¢ao de microrganismos anaerobios. Assim,
pode-se afirmar que o volume de 10% v/v de AR foi o mais adequado para digerir

conjuntamente a biomassa cultivada em esgoto doméstico.

Usando como meio de cultivo o efluente da industria cervejeira, percebeu-se que a
biomassa algal sozinha apresentou maiores valores de volume e porcentagem de metano
(267 mL; 71% CHy) e rendimento (0,21 m3 CHs/kg STV), o qual se apresentou 16% mais
elevado do que o obtido na condi¢do BC+10%AR (condi¢do de segundo maior valor deste
ensaio, p<0,05). Contudo, em relagdo ao volume de biogds acumulado, verificou-se que
a unidade BC+15%AR aumentou a producdo didria a partir 23° dia de incubagao, tendo
ultrapassado a unidade anterior ao atingir o volume de 282 mL de biogds ao final do
ensaio, embora com rendimento de apenas 0,16 m3> CHs/kg STV. Entende-se que o

incremento substancial da producdo de biogds se deveu a adaptacdo da comunidade
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bacteriana anaerdbia (indculo) a carga téxica advinda da presenga do substrato AR, a qual

acabou por ser digerida depois de um tempo de laténcia.

O tratamento BC+20%AR ¢ um exemplo mais acentuado deste efeito ao apresentar um
incremento distinto na produgdo aos 26 dias de incubag¢do, indicando ser necessario operar
com periodos de adaptagdo tanto mais longos quanto mais téxicas forem as cargas
envolvidas. E ainda de salientar que apesar desta condicdo experimental nio ter atingido
as produgdes de biogds obtidas na condi¢do com 15% de AR, durante o tempo estipulado
para o Ensaio 2, € possivel inferir que a utilizacdo das maiores propor¢des de AR (15 e
20%) no afluente, numa operagao em modo continuo, resulte em melhores desempenhos

do que os obtidos em condi¢des de operagao em batelada, como o presente caso.

O conceito da complementaridade de substratos, utilizando a capacidade de adaptacdo
dos consdrcios anaerdbios, foi testada em outros estudos que demonstraram ser possivel
degradar dgua ruca sem a necessidade de se fazer qualquer pré-tratamento de
destoxificacdo, correcdo ou acerto de pH. Gongalves et al. (2012) e Sampaio et al. (2011)
demonstraram que o efluente de suinocultura foi um eficiente substrato que funcionou
como complemento da AR durante o seu tratamento em um reator hibrido anaerébio. O
éxito do procedimento desenvolvido deve-se a associacdo de estratégias de adaptacdo da
biomassa anaerdbia ao substrato a digerir, que, de forma vantajosa, tornou possivel o
tratamento/valorizacdo da AR, em condicdes anaerdbias, de forma mais simples, flexivel

€ mais vatajosa economicamente.

A comparagdo das producgdes provenientes de cada uma das biomassas em mistura com
10% de AR revela que os volumes de biogds gerados foram independentes do meio de
cultivo utilizado no crescimento da biomassa algal. Efetivamente, semelhantes valores de
biogds foram registrados em cada uma das situagdes: 235 mL para a condi¢do
BE+10%AR e 238 mL para BC+10%AR. No entanto, a propor¢ao 10% v/v de AR
proporciou rendimentos de produg¢do de metano estatisticamente superiores para a

biomassa da cerveja, se comparado com a biomassa do esgoto.

Ao contrério do observado no Ensaio 1 com o substrato BE, para o substrato BC a relagao
S/1 parece ter influenciado inversamente a producao de biogés, de forma que ao aumentar
arazdo S/I, houve uma tendéncia de diminui¢do da produ¢do de metano. Como exemplo,

as condicoes BC, BC+10%AR e BC+15%AR com razdes S/1de 0,51, 0,68 € 0,76 (Tabela
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8.3) apresentaram como rendimento em metano, respectivamente 0,21, 0,19 e 0,16 m3kg

STV.

A andlise do comportamento das biomassas que foram testadas sem o substrato
complementar (BE e BC, Figura 8.1) ressalta em uma nitida diferenca entre as
producdes, tendo o efluente da industria cervejeira proporcionado maiores volumes de
biogés que o efluente oriundo do cultivo em esgoto doméstico: 149 mL (BE) vs 267 mL
(BC). Estas diferengas podem ser relacionadas com a influéncia da composi¢ao quimica
de cada uma das biomassas, j4 destacada anteriormente (vide Tabela 8.1), na qual se
verifica que o substrato BC possuiu propor¢des mais elevadas de carboidratos e menores
de cinzas e, por isso, constituiu-se em um substrato mais facilmente biodegradavel. Neste
caso, para a biomassa cultivada em efluente da industria cervejeira, o substrato BC, por
si sO, foi capaz de garantir o melhor rendimento (p<0,05), ndo necessitando de um
substrato complementar para melhorar sua produ¢do, mesmo apresentando valor da
relacao C/N menor que o ideal tedrico. Fato explicado, possivelmente, devido ao melhor
equilibrio na composi¢do quimica dessa biomassa, com distribui¢do mais balanceada
entre os diferentes compostos quimicos (lipideos, carboidratos, proteinas e cinzas). Dessa
forma, pode-se afirmar sobre a importancia do meio de cultivo e consequentemente sobre
a importancia da composi¢cao quimica da biomassa algal para a complementariedade de

substratos na digestao anaerdbia.

Na literatura, a abordagem da digestao conjunta de biomassa algal com outros substratos
€ bastante difundida. O foco da maioria dos estudos € o de superar a limitagao do excesso
de nitrogénio da biomassa algal, digerindo-a conjuntamente com substratos ricos em
carbono. Yen e Brune (2007) conseguiram praticamente dobrar a produg¢do de metano
com a digestdo conjunta de residuos de papel e biomassa algal. Ehimen et al. (2011)
aumentando a proporcdo de carbono/nitrogénio para 12,44 através da co-digestao dos
residuos de microalgas com glicerol, observaram um aumento de produ¢do de metano em
mais de 50%, comparando-se com a producdo de metano quando os residuos foram
digeridos sozinhos. Wang et al. (2013) conduziram processos de digestdo de Chlorella
sp. conjuntamente com residuos de lodo ativado. O resultado foi um incremento de cerca

de 76% na producdo do biogas.

No presente estudo verificou-se que o desempenho do processo de digestdo anaerdbia de
biomassa algal com outro substrato ndo foi relaciondvel com a relacdo C/N utilizada. Por
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exemplo, os tratamentos que apresentaram relagdes C/N semelhantes e préximas de 10
(BE+20%AR, BC e BC+10%AR) revelaram uma variagao no rendimento de metano, que
se atribui a toxicidade do substrato complementar e a diferenca de composi¢do quimica

do substrato mae.

O bom resultado da mistura de 10% de AR no substrato BE pode ser explicado pelo maior
equilibrio da mistura e ndo necessariamente pelo incremento da relacdo C/N. Esperar-se-
ia de acordo com os valores de C/N apresentados na Tabela 8.3, um melhor rendimento
do tratamento BC+20%AR, dado sua relacdo C/N de 18. No entanto, as caracteristicas do
substrato complementar, como a presen¢a de compostos toxicos, limitaram sua propor¢cao
na mistura. Além disso, o rendimento do processo de digestdao da biomassa cultivada no
efluente da industria cervejeira indicou que mesmo esse substrato apresentando baixa
relacdo C/N de 10, sua composi¢do quimica conseguiu suprir de maneira balanceada o

excesso tedrico de proteinas frente a quantidade de carboidratos.
Remocgado de poluentes

Os resultados de caracterizacdo da entrada e da saida dos reatores do Ensaio 2 sdo
apresentados na Tabela 8.6. As porcentagens de remoc¢dao de DQO variaram entre o
maximo de 15,7% para o tratamento BE e o minimo de 2,7% para BC+10% AR. Os
valores de pH para todas as condi¢des apresentaram valores préximos a neutralidade,

sendo que nenhuma condi¢ao na saida apresentou valor de pH inferior a 6,5.

Inerentemente ao processo de digestdo anaerdbia, observou-se o aumento da varidvel
nitrogénio amoniacal na saida para todas as condi¢des. E como esperado, devido ao
processo de amonificacdo, os valores de NTK foram maiores na saida, com exce¢do do

tratamento BE4+20%AR em que houve uma discreta diminui¢do do valor de NTK.
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Tabela 8.6 - - Resultados de caracterizacao da entrada e da saida dos reatores antes e apos o Ensaio 2.

Potencial

Fenois

STV DQO total NTK N-NH; . AOV
pH redox ST (g/L) totais
(mV) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (/L) (g/L)
Entrada 7,3 17,08 14,69 39,55 3,11 0,27 0,0074 0
Inéculo Saida 7,08 -387 39,21 3,32 0,61 0,033 0
Remocdo (%) 0,86 -6,76 -127,08 -345,95 -
Entrada 7,48 32,00 22,69 33,79 3,00 0,29 0,021 0,21
BE Saida 6,99 -420,5 28,5 3,00 0,87 0,043 0,016
Remocdo (%) 15,66 -0,13 -190,65 -104,76 92,38
Entrada 6,79 36,81 27,03 37,63 3,47 0,29 0,43 1,41
BE+10%AR Saida 6,91 -413,3 35,91 3,68 0,74 0,39 0,35
Remogio (%) 4,57 -6,05 -160,40 9,30 75,18
Entrada 6,51 33,93 25,21 61,06 3,42 0,27 0,75 1,64
BE+15%AR Saida 6,67 -315,3 59,29 3,53 0,82 0,88 2,15
Remocdo (%) 2,90 -3,28 -204,17 -17,33 -31,10
Entrada 6,4 43,72 33,91 45,7 3,56 0,26 0,91 2,38
BE+20%AR Saida 6,62 -348,1 44,15 3,53 0,784 1,7 2,46
Remogio (%) 3,39 0,79 -197,87 -86,81 -3,36
Entrada 7,15 27,11 22,87 32,26 2,52 0,29 0,032 0,67
BC Saida 6,92 -394,3 30,06 2,98 0,92 0,079 0,059
Remocio (%) 6,82 -18,33 -214,29 -146,88 91,19
Entrada 6,54 26,69 22,26 49,15 3,44 0,28 0,58 1,66
BC+10%AR Saida 6,71 -379.,4 47,81 3,52 0,90 0,57 1,79
Remocdo (%) 2,73 -2,24 -225,25 1,72 -7,83
Entrada 6,45 34,80 29,40 61,44 3,25 0,27 0,84 1,9
BC+15%AR Saida 6,68 -366,4 59,64 3,35 0,81 0,96 1,89
Remocio (%) 2,93 -3,12 -195,92 -14,29 0,53
Entrada 6,19 34,49 29,15 73,73 3,02 0,27 1,13 2,3
BC+20%AR Saida 6,55 -379,8 71,53 3,20 0,72 1,72 2,64
Remocdo (%) 2,98 -5,79 -163,92 -52,21 -14,78
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Os resultados demonstraram que apenas a condi¢do BE+10%AR alcangou a remocao de
9,3% quanto a varidvel fendis totais. Verificou-se ainda que a concentracdo de fendis
totais permaneceu praticamente inalterada entre a entrada e saida, no caso de BC+10%
AR. Para as demais condi¢des foram registados incrementos da concentracdo desse
composto (valores negativos de remog¢do) a saida no Ensaio 2. Apesar da satisfatoria
producdo de biogds dos tratamentos com ou sem periodo de adaptacao, o indculo utilizado
provavelmente nao teve condicdes suficientes e necessdrias para adaptacdo aos
compostos toxicos presentes na AR, nomeadamente os compostos fendlicos e lipidicos.
Assim, pode-se inferir do interesse de, anteriormente a incubagao, proceder a um periodo
de aclimatacdo do in6culo, como demonstrado por Gongalves et al. (2011), de forma a
melhorar o desempenho na remoc¢ao de fendis totais e de outros possiveis compostos

téxicos presentes no substrato complementar.

Em relacdo aos AOVs, destacam-se as condi¢cdes experimentais BE, BE+10% AR e BC
com remocgdes de respetivamente, 92,4%, 75,2% e 91,2%. De maneira geral, os
tratamentos com melhor desempenho na produgdo de biogds se confirmaram como o0s

possuidores de uma maior capacidade de remog¢do de AOVs e matéria organica.

8.4. Conclusoes

A 4gua ruca se mostrou um substrato complementar eficiente para digestdo anaerdbia da
biomassa algal. As caracteristicas do efluente utilizado como meio de cultivo
influenciaram a composi¢do macromolecular da biomassa algal e consequentemente o
rendimento obtido na digestdo anaerdbia. Dessa forma, demonstrou-se que além da
relacdo C/N do substrato, outras caracteristicas poderdo influenciar no processo
anaerdbio, como teores de cinzas e carboidratos da biomassa algal e presenga de

compostos téxicos no substrato complementar.

A substituicdo de 10% do volume de biomassa algal pela dgua ruca foi a condi¢do mais
produtiva em termos de biogds e metano, quando utilizada a biomassa algal produzida no
esgoto doméstico. Para a biomassa algal produzida no efluente da cerveja, verificou-se
que proporgdes até 20% de dgua ruca podem ser utilizadas, no entanto, um periodo de
adaptacdo do indculo anaerdbio torna-se necessdrio. A biomassa da cerveja por si s
apresentou maior rendimento na producdo de metano, do que quando digerida
conjuntamente com o substrato dgua ruca, o que € atribuido a sua composi¢do mais

balanceada, apesar da sua baixa relagdo C/N.
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O melhor desempenho do processo de digestdo anaerébia de biomassa algal com outro
substrato ndo foi relaciondvel com a razdo C/N, portanto, conclui-se sobre a importancia
do meio de cultivo e, consequentemente, da composi¢do macromolecular da biomassa

algal quanto a fun¢ao de complementaridade de substratos na digestdo anaerdbia.
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Capitulo 9 - VALORIZACAO ENERGETICA DE BIOMASSA ALGAL
EM UM REATOR HIBRIDO ANAEROBIO

Resumo

O presente estudo visou avaliar a operacdo e monitoramento de um reator anaerébio
hibrido alimentado com biomassa algal cultivada em efluente da industria cervejeira. Trés
fases de operacdo foram distinguidas durante os 72 dias de operacao do reator em modo
semi-continuo com biomassa algal: Fase 1 (F1), na qual a biomassa algal foi utilizada
como substrato; Fase 2 (F2), na qual 10% (v/v) de biomassa algal foi substituida por dgua
ruca; e Fase 3 (F3), na qual 10% (v/v) de biomassa algal pré-tratada termicamente via
fervura foi substituida por dgua ruca. A partir de um tempo de detencdo hidrdulica de 6
dias, cargas organicas volumétricas de 2,4, 2,8 e 4,3 kg DQO m3d! foram aplicadas ao
reator nas fases 1, 2 e 3, respectivamente. Durante a fase F1 foi observada uma perda de
sOlidos no efluente tratado, com incremento da DQO a saida e produgdo de biogas de 0,27
m3 m>d!. A substitui¢io de 10% do volume de biomassa algal por 4gua ruca se mostrou
mais eficiente na producdo de biogas, triplicando a produtividade de metano obtida na
fase anterior, gerado pela digestao da biomassa algal pura. A fase F2 apresentou remog¢ao
de 58,5% DQO com produgio de 1,14 m3 m=d! biogds e rendimento de 0,25 m3 CHa/kg
STV. O pré-tratamento térmico ndo se mostrou eficiente na ruptura da parede celular,
atingindo a eficiéncia de 37,2%, e, consequentemente, ndo teve qualquer efeito no
aumento da produgdo de biogés durante a fase F3. Destaca-se que a complementariedade
de substratos permitiu melhorar o rendimento da digestdo anaerébia de biomassa algal
em reator hibrido, além de proporcionar economia de recursos, simplicidade operacional

e valorizagao energética de mais de um residuo.

Palavras-chave: bioenergia, biogds/metano, digestdo anaerdbia, microalgas, pré-

tratamento térmico, substrato complementar.
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9.1. Introducao

Um dos mais importantes processos de conversdo de biomassa em energia € o processo
de digestdo anaerdbia que consiste na conversdao bioquimica de matéria organica em
biogés. O biogds € capaz de gerar de 20 a 300 kWh de energia liquida por tonelada de
substrato (European Commission, 2005) e a biomassa residual apds o processo de
digestdo anaerébia ainda contém nutrientes mineralizados, podendo, por isso, ser
utilizada como fertilizante organico apds o processo de geracdo de energia (Vergara-

Fernandez et al., 2008; Ward et al., 2008).

A tecnologia de digestdo anaerdbia apresenta grande aplicabilidade a uma ampla
variedade de substrato, sendo bem difundida e utilizada no mundo todo por funcionar
satisfatoriamente em grande escala. A fracdo organica de residuos sélidos urbanos,
residuos vegetais e animais, lodos oriundos de estacdes de tratamento de esgoto e outras
fontes podem ser utilizados como substratos no processo (Karagiannidis et al., 2009).
Mais recentemente, as microalgas surgem como um novo substrato de grande interesse

para a producdo de biocombustiveis através da digestdo anaerdbia.

A habilidade das microalgas de se adaptarem e sobreviverem numa grande variedade de
ambientes € enorme, podendo o seu cultivo ser aliado aos objetivos do tratamento de
dguas residudrias e de geracdo de energia. Atualmente, o uso energético mais visado para
a biomassa algal € a producdo de biodiesel, devido a grande capacidade desses
microrganismos em acumular lipideos. No entanto, microalgas com baixo contetido
lipidico sao comuns em cultivo em efluentes (Chen et al., 2014). De acordo com
Mehrabadi et al. (2015), a razdo principal para o reduzido actimulo lipidico da biomassa
cultivada em lagoas de alta taxa com efluentes € a biomassa mista, composta por uma
mistura de algas e bactérias. A valoriza¢do dessa biomassa por digestao anaerdbia passa,
portanto, a ser uma alternativa potencialmente interessante do ponto de vista energético,
na qual a presenca de bactérias e outros microrganismos nao constitui nenhum problema,
sendo  pelo contrario, até desejada, na medida em que ajuda a melhorar a
biodegradabilidade do substrato e a minimizar o efeito recalcitrante da parede celular

presente nas microalgas.

O tipo de reator selecionado para realizar a digestdo anaerébia é um fator importante para
se atingir um bom desempenho e a viabilidade econdmica do processo. O uso de reatores
de alta taxa, como os reatores Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB), filtros

anaerdbios e bioreatores anaerébios de membrana, foram propostos como uma alternativa
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para a direta digestdo da biomassa algal sem a necessidade de proceder a secagem da
biomassa (Zamalloa et al., 2011), podendo o custo associado ao processo de separacio e
colheita ser diminuido e a retenc¢do de s6lidos maximizada (Zamalloa et al., 2012a). No
entanto, as pesquisas disponiveis concentram-se na pequena escala e na alimentagao de
reatores feita em batelada. Sdo poucos os estudos envolvendo reatores com alimentacao
continua (Prajapati et al., 2013), o que dificulta a aplicacdo dos resultados obtidos.
Segundo Gonzilez-Fernandez et al. (2015), nos ultimos anos, a maioria dos estudos
conduzidos foram destinados a melhorar a produ¢do de metano usando pré-tratamentos
para hidrélise ou ruptura da parede celular. A eficiéncia desses pré-tratamentos foi na
maioria dos casos testada em ensaios de operacdo em batelada para uma mais répida e
facil comparacao com a biomassa bruta (Mendez et al., 2013; Passos e Ferrer, 2015).
Dados obtidos de ensaios em batelada podem fornecer orientagdo, mas a avaliacdo dos
beneficios dos pré-tratamentos aplicados em operacdo semi-continua € altamente
recomendada, de forma a se apronfundar nos estudos de performance dos microrganismos
anaerdbios quando alimentados com biomassa algal pré-tratada. Adicionalmente, a
maioria dos estudos com reatores para digestdo anaerébia de biomassa algal utiliza
biomassa cultivada em meio sintético sob condi¢cdes ambientais altamente controladas

(Tabela 9.1), o que inviabiliza toda a cadeia produtiva.

Segundo Kwietniewska e Tys (2014), o futuro da pesquisa no campo da digestdo
anaerdbia de biomassa algal ird provavelmente incluir o desenvolvimento de novos
métodos de monitoramento e controle (medi¢do em tempo real), que sao escassos
atualmente; melhoria dos métodos de pré-tratamento e co-digestdao; e também andlises
moleculares da comunidade microbioldgica anaerdbia. Alguns estudos visam a
imobiliza¢do de bactérias como forma de melhoria da eficiéncia do reator assim como a
reducdo do tempo de deten¢ao hidraulica (Ward et al., 2008; Weiland, 2010; Khalid et
al., 2011).

109



Tabela 9.1 - Diferentes configuracoes e parametros de operacao de reatores anaerobios para digestao de biomassa algal.
TDH Ccov

Reator, volume, Microalga, meio Acoes Rendimento Remocao

N temperatura de cultivo adicionais (dias) (kgDQO/m?3dia) Biogas DQO (%) Referéncias

1 CSTR, 1L 35c  Chlorellavulgaris, — Diluigio do 16 1 0,11 LCHy/gDQO 33 Ras et al. (2011)
meio sintético substrato

o Chlorella vulgaris,

2 CSTR, 1L, 35°C C S - 15 1,5 0,05 LCH4/gDQO - Mabhdy et al. (2015)

meio sintético
o Scenedesmus sp., Gonzalez-Ferniandez
3 CSTR, 1L, 35°C meio sintético . 15 1 0,03 LCH4/gDQO 10 etal. (2013)
4  CSTR, 1,5L,37°C Qocystis sp., - 20 2,3 0,08 LCH/gDQO 28,5  Passos e Ferrer (2015)
esgoto doméstico

5 UASB,35L 35°Cc Scenedesmussp.,  Adigdo de 38  225¢STV/ALd 022LCHJ/gSTV Tartakovsky et al.
meio sintético tampao (2015)

6  CSTR, 10L,35°c  Scenedesmussp.,  Adigdo de 16 065gSTV/Ld 0,19LCHJ/gSTV 53 Tartakovsky et al.
meio sintético tampao (2013)

. . Controle de
Hibrido tipo Scenedesmus sp., . Zamalloa et al.
7 UASB, 2L, 33°C meio sintético pH pela adjgao 2,2 2,7gSTV/Ld 0,11 LCH4/g STV o (2012a)
de tampao
3 AnMBR, 8L, t;fchocifi;i;lzyiﬁziio 26 158 0,35 LCH4/g 529 Zamalloa et al.
mesofilica NP - ’ ’ DQO convertida ’ (2012b)
sintetico

Pediastrum sp.,

9 CSTR, 1,51, 37°c  Micractinium sp., - 1416 10gSTV/Ld 022 LCHye _ Kinnunen et al. (2014)

Scenedesmus sp., STV

esgoto doméstico

CSTR = reator de agitacdo continua. UASB = reator ascendente de manta de lodo. AnMBR = bioreator anaerébio a membrana. TDH = tempo de deten¢do hidraulica.
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O reator anaerébio hibrido é um reator de fluxo ascendente de leito fixo que retne os
aspectos positivos dos reatores UASB e do filtro anaerébio, nomeadamente a maior
tolerancia a altas cargas organicas e a garantia de menor perda de sélidos suspensos.
Consequentemente, a eficiéncia do reator aumenta e € atingida uma melhor qualidade do
efluente tratado (Ayati e Ganjidoust, 2006; El-Gohary et al., 2009). A ampliacdo da escala
¢ de fundamental importancia quanto a viabilidade e sustentabilidade do processo, a
medida em que permite uma maior confiabilidade dos dados e difusdo da tecnologia.
Além disso, como a digestdo anaerdbia representa um sistema ecoldgico balanceado,
envolvendo processos metabdlicos complexos que ocorrem em etapas sequenciais com
grande sensibilidade a choques de carga, pH e temperatura, o escalonamento do processo

€ essencial para definicdo dos parametros de controle e monitoramento do processo.

O presente estudo visou avaliar a operacdo e monitoramento de um reator anaerdbio
hibrido alimentado com biomassa algal cultivada em efluente da industria cervejeira. A
geracdo de biogds e a eficiéncia de degradacdo da matéria organica foram monitorados
ao longo de trés fases de operacdo da unidade, caracterizadas pelo uso de um substrato
complementar a biomassa algal e pela aplicacdo de um pré-tratamento para ruptura da

parede celular das microalgas.
9.2. Materiais e Métodos

9.2.1. Substratos

Biomassa algal

Biomassa algal imida foi utilizada como um dos substratos do reator hibrido anaerébio.
A biomassa algal foi cultivada em reatores coluna de bolhas (Figura 9.1) mantidos indoor
sob iluminacao artificial de lampadas fluorescentes e adi¢do de ar para mistura. Foram
utilizados 30 reatores de SL. com produgdo em batelada e 10% do volume de cada reator
foi preenchido com indculo da espécie Scenedesmus obliquus (ACOI 204/07,

Universidade de Coimbra — Colec¢ao de culturas, Portugal).
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Entrada de ar ‘

Figura 9.1 - Reator coluna de bolhas utilizado para cultivo de biomassa algal em
efluente da industria cervejeira.

O meio de cultivo foi o efluente previamente tratado em reator anaerébio BIOPAQ®IC
da industria de cerveja SCC-Sociedade Central de Cervejas e Bebidas S.A., localizada na
cidade de Vialonga, Portugal. A caracterizacdo do efluente utilizado como meio de
cultivo € apresentada na Tabela 9.3. A producdo da biomassa foi diariamente monitorada
através da leitura de densidade 6tica a 540 nm em espectofotrometro (HITACHI U-2000)
de amostras de cada um dos reatores. A biomassa era coletada por sedimentacdo em
provetas quando valor de absorvancia ultrapassava 0,80 e armazenada sob refrigeracao
para posterior utilizacdo. Em média, o volume final da biomassa concentrada era 50 vezes

menor que o volume do efluente a ser sedimentado.
Agua Ruga

Agua ruca (AR) foi utilizada como substrato complementar 2 biomassa algal para
alimentacdo do reator hibrido anaerébio. A AR foi coletada em uma planta de produgdo
de azeite de oliva equipada com um processo de extracao de trés estdgios, localizada em

Rio Maior, Portugal. Sua caracterizagdo estd apresentada na Tabela 9.2.
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Tabela 9.2 - Caracterizacao do efluente da induastria cervejeira e da agua ruca.

Efluente da industria Agua
cervejeira ruca
pH 7,24 4,76
DQOtotal g/L. 0,63 (17,9) 83,1 (2,4)
NTK mg/L 120,4 (8,4) 0,47 (0)
N-NH3 mg/L 24,5 (2,1) ND
SST mg/L 515 (55) 31,2 (3,8)
SSV mg/L 410 (40) 27,6 (3,0)
SSF mg/L 105 (15) 3,6 (0,8)
POy mg/L 41,25 0,74
P20s mg/L 30,75 0,55
Fenois totais g eq acido cafeico/L - 6,7 (0,3)

Valores médios e desvio padrdo, entre parénteses. DQOtotal=demanda quimica de oxigénio total;
NTK=nitrogénio total de kjeldhal; N-NHs=nitrogénio amoniacal; SST=sélidos suspensos totais;
SSV=sélidos suspensos voldteis; SSF=s6lidos suspensos fixos; PO4>=fosfato; P,Os=pentéxido de fésforo.
ND=ndo detectado.

9.2.2. Digestao anaerobia: modo de funcionamento e configuracao

experimental

Aparato experimental

Os experimentos de digestdo anaerdbia foram realizados em um reator hibrido de fluxo
ascendente. O reator (Figura 9.2) foi projetado em acrilico transparente com um volume
total de 2,8 L e volume util de 1,7 L. O leito fixo, concebido e previamente testado em
outros estudos (Marques, 2001), foi usado para preencher apenas 1/3 da altura do reator.
Nenhum dispositivo de separagdo de sélido/liquido/gds foi instalado e ndo houve
nenhuma recirculacdo de substrato. O reator foi alimentado com uma vazdo de 0,283
L/dia de forma semi-continua, trés vezes, respeitando o intervalo de tempo de 4 horas
entre as alimentagdes, por uma bomba peristaltica (Watson Marlow, 520 Du) a 12 rpm.
O reator foi mantido a temperatura de 37+2 °C por intermédio de circulagdo de dgua na
camisa externa do reator, sujeita a prévio aquecimento em banho termostitico. A
producdo de gis foi medida por um gasdmetro (Actaris) e o volume de biogds gerado
diariamente foi corrigido para condicdes padrdes de temperatura e pressao (0°C, 100
kPa). Trés pontos localizados ao longo da altura do reator permitiram o acesso a diferentes
zonas da unidade: manta de lodo (P3: 7,5 cm), imediatamente abaixo da zona de filtracao

(P2: 31 cm) e no meio do leito filtrante (P1: 41 cm).

113



O 0o 2

@
@@\/

Figura 9.2 - Esquema experimental do reator hibrido anaerdbio: (1) bomba
peristaltica; (2) reator hibrido; (3) saida de biogas; (4) selo hidraulico; e (5)

gasometro. Pontos de amostragens: P3 - 7,5 cm, P2 - 31cm, P1 - 41 cm. Fonte:
Adaptado de Gongalves et al. (2012a).
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Partida, inoculacdo e operacdo

Previamente a operacdo do reator com biomassa algal, o reator hibrido anaerébio operou
com efluente de bovinocultura oriundo de uma exploracdo de gado de leite confinado,
com cerca de 400 animais, na regido de Loures, Portugal. Apés os 140 dias de operagdo
com efluente da bovinocultura, o reator anaerébio hibrido foi deixado 7 dias sem qualquer
alimentagdo, depois desse periodo foi iniciado o fornecimento de biomassa algal, sem o

esvaziamento do reator.

Durante os seguintes 72 dias, foram realizadas trés fases de operacao distinguidas entre
si pela alteracdo da composic¢ao do substrato a ser digerido, como apresentado na Tabela

9.3.
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Tabela 9.3 - Condicoes operacionais aplicadas ao reator hibrido.

Du{;)(;ao T(];? (kg D(():(())Yn'3 ) Alimentacao Substrato

Fase 1 . , )

(F1) 32 6 2.4 semi-continua Biomassa algal
Fase 2 . . Biomassa algal +

(F2) 20 6 2.8 semi-continua 10% (v/v) AR

Biomassa algal pré-

Fase 3 . , tratada

(F3) 20 6 4,3 semi-continua termicamente® +

10% (v/v) AR

TDH = tempo de detencdo hidrdulica. COV = carga organica volumétrica. AR = dgua ruga. *O pré-
tratamento aplicado a biomassa algal foi térmico, imergindo tubos de ensaio preenchidos com biomassa
algal em 4gua a ferver, durante 15 minutos.

9.2.3. Métodos analiticos, cromatograficos e de citometria de fluxo
Métodos analiticos e cromatogrdficos

O substrato biomassa algal foi caracterizado em funcao da sua composicao quimica. Para
tal objetivo, analisou-se teor de cinzas, umidade, proteinas, carboidratos e lipideos na
biomassa. A biomassa depois de concentrada em provetas, foi seca em liofilizador
(HetoPowerDry LL 3000, Thermoscientific, USA). Os carboidratos presentes foram
determinados a partir de hidrdlise 4dcida quantitativa e seu teor mensurado pelo método
do reagente fenol-sulfirico. A identificac¢do e quantificagdo dos carboidratos presentes na
biomassa foi realizada apds filtracdo em 0,2 um, obtida apés o procedimento de hidrélise
acida por High-performance liquid chromatography (HPLC), através de equipamento
Agilent — 1100, equipado com coluna Aminex HPX87H. As condi¢des de anélises foram
as seguintes: tempo de corrida de 30 minutos, fluxo de 0,6 mL/minuto, injecdo de 20 pL.
de amostra e temperatura de 50 °C. Para quantificacdo dos aglcares presentes, as areas
dos picos foram comparadas com padrdes injetados a cada anélise e o teor de lignina foi
obtido de acordo com Klason, lignina Klason, através da determinagdo da lignina como

residuo.

O teor de lipideos foi determinado pelo método de extragdo soxhlet. Anteriormente a
extracdo, a biomassa seca foi pré-tratada em moinho de bolas vibratério (Retsh, MM400)
durante 3 minutos e 50 segundos a 25 s™'. Para extraciio dos lipideos neutros, adicionou-
se 0 solvente hexano 99% com duragdo de 6 horas. Para extracdo dos lipideos de
membrana, o procedimento foi realizado com etanol 96% durante 3 horas. A

quantificagdo foi realizada por gravimetria, apds evaporacao dos solventes em rotavapor
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(Buch, R200) com banho termostatico. A determina¢ao do teor de proteinas foi realizada
pelo método de nitrogénio total kjeldahl (NTK), usando um fator de conversao de 6,25 g
g! do contetido de nitrogénio em proteina (AOAC, 2000). O teor de umidade foi
determinado pela pesagem da amostra apds secagem a 105 °C até massa constante. E o
teor de cinza foi mensurado apds combustdao da amostra em mufla a 550 °C durante 1

hora.

Adicionalmente, determinou-se para o substrato biomassa algal ainda imida, recolhida
apos sedimentacao, o teor de clorofila-a e concentracdo de sélidos totais volateis (STV)
(andlise de acordo com APHA, 2012). Para determina¢do de clorofila-a, foi utilizada a
técnica de extracdo via solvente, no qual acetona foi utilizada. Choques mecanicos
(pérolas de vidro com agitacdo em vortex) e térmicos (gelo) foram aplicados para a
posterior quantificacdo via espectrometria (HITACHI U-2000) e o célculo foi realizado

de acordo com Ritchie (2008).

Ao final de cada fase de operacdo do reator, apds a unidade ter atingido a estabilidade,
foram coletadas amostras do afluente (entrada) e efluente (saida) para andlise. Da mesma
forma, amostras dos trés pontos (P1, P2 e P3), localizados ao longo da altura do reator
(Figura 9.2), foram coletadas como forma de caracterizar as diferentes zonas de digestao
existentes no interior do reator. A estabilidade de um digestor anaerébio é considerada
quando ndo se verificam elevadas instabilidades na producao e qualidade do biogds obtido
diariamente nem na eficiéncia de remog¢ao da carga organica aplicada. De acordo com as
disposicoes da APHA (2012), as seguintes varidveis foram avaliadas: s6lidos totais (ST),
sOlidos totais voldteis (STV), sélidos totais fixos (STF), demanda quimica de oxigénio
total (DQOtotal) e solivel (amostras filtradas a 0,45 um) (DQOsoldvel), nitrogénio
amoniacal (N-NHj3), nitrogénio total kjeldahl (NTK). Os dcidos organicos voléteis
(AOVs) foram determinados apds filtracdo a 0,2 um por High-performance liquid
chromatography (HPLC), através de equipamento Agilent — 1100, equipado com coluna
Aminex HPX87H. As condicdes de andlises foram as seguintes: tempo de corrida de 60
minutos, fluxo de 0,6 mL/minuto, injecdo de 20 uL de amostra e temperatura de 50 °C.
Para quantificacdo dos 4cidos presentes, as areas dos picos foram comparadas com
padrdes injetados a cada andlise. pH também foi medido por meio do equipamento InoLab
WTW. Nas fases F2 e F3, analises de fendis totais foram realizadas através do método de
Singleton e Rossi (1965) reduzido e os resultados expressos em mg de 4cido cafeico/L.
Adicionalmente, observacdes em microscopio 6ptico (Olympus BX 60), com aumentos

de 40x e 100x foram realizadas.
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Nas duas tltimas semanas, antes do fim de cada fase, amostras do biogas foram recolhidas
em seringa de vidro de 1 mL, especial para gases (Pressure Lok®, USA) de alta precisio,
e levadas para andlise em cromatografia gasosa para determinacao da sua composicao. O
equipamento utilizado foi o Varian 430-GC, equipado com detector de condutividade
térmica e uma coluna Varian Capillary Column Select™ Permanent Gases/CO2 HR -
Malsieve 5 A Parabond Q Tandem #CP7430. As temperaturas na coluna, injetor e
detector foram 50, 80 e 120 °C, respectivamente. A temperatura do filamento foi de 220
°C e a pressao do injetor de 13 Psi. O gés hélio foi usado como gas de arraste (52 mL mn”
1. A injecdo utilizada foi de 0,5 mL de biogds da amostra coletada apés o selo hidraulico.
Para quantificacdo dos gases gerados, as dreas dos picos foram comparadas com as dos
padrdes gasosos mistos injetados a cada andlise. Todas as anélises cromatogréficas foram

realizadas em duplicata.

Citometria de fluxo

De forma a se avaliar a eficiéncia do processo de digestdo anaerdbia, além de mensurar a
eficacia do pré-tratamento aplicado na fase F3, a atividade enzimética e integridade da
membrana das células algais foram monitoradas por citometria de fluxo nas amostras
afluente e efluente de todas as fases do reator hibrido anaerébio. O equipamento usado
foi o FACSCalibur (Benton-Dickinson Instruments, Bélgica) composto de laser azul (488
nm) e laser vermelho (650 nm). Para andlise e interpretacdo dos citogramas, o software

Flowing Software (versao 2.5.0) foi utilizado.

Amostras foram previamente tratadas em um banho de ultrassom nao destrutivo por 10
segundos de forma a romper possiveis agregados. A suspensdo de algas e a solucdo
tampdo foram ajustadas para 1000 eventos s e o volume final de andlise foi de 500 uL.
A integridade da membrana foi determinada através de deteccdo da permeabilidade da
membrana com iodeto de propidio (IP). As amostras foram diluidas com solucao tampao
de fosfato (PBS, pH 7,0) e coradas com 4 uL de solugdo estoque de IP (Invitrogen,
Carlsbad, USA). O corante IP foi excitado a 488 nm e detectado pelo canal FL2. A
integridade da membrana foi expressa como porcentagem de células com membrana
permeabilizada (células rotas, coradas) em relacdo do nimero total de células analisadas.
A atividade enzimética foi medida pela detec¢ao da atividade de esterase diacetato de
carboxifluoresceina (cCFDA). Amostras foram diluidas com solu¢do tampao, coradas com
SuL de cFDA e incubadas no escuro por 40 minutos antes de serem analisadas. O corante
cFDA foi excitado a 488 nm e detectado pelo canal FL1. A atividade enzimética de células
algais foi expressa como porcentagem de células sem atividade enzimatica (células nao
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coradas) em relagdo ao nimero total de células analisadas. Além das amostras de entrada
e saida do reator hibrido, amostras controle (controle positivo de células vivas e
metabolicamente ativas e controle negativo de células mortas e metabolicamente inativas)
foram analisadas, de forma a delimitar as regides controle para cada corante. Todas as

andlises foram realizadas em duplicata.
9.3. Resultados e Discussao
9.3.1. Substratos
A caracterizacdo da biomassa esta apresentada na Tabela 9.4.

Tabela 9.4 - Composicao quimica da biomassa algal utilizada como substrato do
reator anaerobio hibrido.

Composiciio Média Desvio
(% base seca) Padrao
Lipideos totais 31,6
Lipideos neutros 25,3
Lipideos de
membrana 6.3
Proteinas 36,9 0,6
Cinzas 28,7 0,1
Carboidratos 4,3 0,2
Celulose 0,36 0,26
Xilose 0,17 0,58
Arabinose 0,0 0
Grupos acetil” 0,06 0,09
Klason lignina” 0,71 1,96

*Incluidos em carboidratos com o objetivo de simplificar a discussdo dos dados.

Como pode ser observado na Tabela 9.4, a biomassa algal, utilizada como substrato do
reator anaerébio hibrido, apresentou uma composicdo quimica caracterizada
principalmente por proteinas e lipideos totais, com porcentagens de ambos os compostos
superiores a 30% (% base seca). Adicionalmente, destaca-se a quantidade de cinzas
presentes na biomassa, de 28,7% (% bs) e a pequena quantidade de carboidratos, de 4,3%

(% bs).

Os carboidratos identificados corresponderam a 30% do total presente na biomassa algal,
destacando-se a presenca de celulose e lignina em maiores propor¢des. Salienta-se que a
concentracdo de lignina pode estar sobreavaliada, uma vez que hd a interferéncia na
andlise pela contaminag@o por compostos tipicamente encontrados na biomassa algal, por

exemplo, proteinas e compostos insoliveis, como os lipideos e pigmentos.
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A ultraestrutura da parede celular do género encontrado nesse estudo, Scenedesmus sp., é
bem conhecida. Ela € composta de duas camadas: a interna que consiste em microfibras
de celulose e matriz amorfa; e a externa, que na sua forma trilaminar pode conter
substancias como carotendides e lignina (esporopolenina) (Atkinson et al., 1972;

Burczyk, 1982; Weng e Chapple, 2010).

O elevado teor de cinzas na biomassa pode ter como origem o efluente utilizado como
meio de cultivo, que traz na sua composi¢do material inerte, principalmente oriundo do
lodo anaerébio do reator utilizado para tratamento do efluente. O descarte do lodo do
interior do reator era realizado de forma irregular, sem controle de frequéncia. Assim,
além de haver perda de lodo em conjunto com o efluente tratado, a mineralizacao do lodo
no interior do reator contribui para o aumento do teor de material inerte no efluente
utilizado como meio de cultivo das algas. Essa questdo pode ser demonstrada pelo valor
de SSF no efluente da industria cervejeira (Tabela 9.3), indicando que aproximadamente

20% dos soélidos no efluente eram compostos de solidos inertes.

A proporcao de biomassa algal presente na biomassa total pode ser representada pela
relac@o percentual entre os valores de clorofila-a e STV. No presente caso, essa relagao
média para a biomassa coletada apds sedimentagdo foi de 0,65%. Segundo Veloso et. al
(1991), o valor dessa relagdo pode ser utilizado como um indicador simples do estado da
cultura. Valores inferiores a 1% indicam uma maior contribui¢do por parte da cultura de
organismos heterotréficos do que de organismos autotréficos, como por exemplo uma

maior presenca de bactérias em detrimento a popula¢do de microalgas.

9.3.2. Desempenho do reator hibrido anaerdébio nas diferentes fases de
operacao

Produgdo de biogds

O desempenho do reator hibrido anaerébio em termos de geracdo de biogds estd

apresentado na Figura 9.3.
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Figura 9.3 - Producao de biogas do reator hibrido anaerébio para as trés fases de operacao.
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Durante os 72 dias de operacgao do reator, observou-se uma produgdo de biogas variavel,
com tendéncias de crescimento ao longo do tempo. Em termos gerais, a qualidade do
biogds, ou seja, a porcentagem de metano no biogds, pouco sofreu alteragcdes entre as
fases, no entanto, a quantidade de biogéds gerada variou em cada uma das fases de

operagao.

A fase F1 apresentou dois comportamentos distintos, podendo ser distinguidas duas
subfases. Nos primeiros 15 dias, notou-se a interferéncia da alimentagao anterior (efluente
da bovinocultura) com média de producdo de 0,77 m3/m3.dia (desvio padrao de 0,3).
Portanto, até metade da fase F1, o reator operou com dois substratos: biomassa algal e
efluente de bovinocultura, gerando uma grande variabilidade e os elevados valores de
producdo observados no inicio dessa fase. A segunda metade da fase F1 foi caracterizada
pela operacdo do reator apenas com o substrato biomassa algal, j4 sem grande
interferéncia por parte do efluente da bovinocultura, que resultou numa maior estabilidade
refletida na menor varia¢ao e na média de producado de 0,27 m3/m3.dia (desvio padrao de
0,09). Produtividades relativas atingiram valores de 0,05 L CH4/g DQO ou 0,08 L CH4/g
STV.

Em relagdo a literatura de digestdo anaerdbia de biomassa algal, de acordo com Tabela
9.1, percebe-se que o desempenho do reator hibrido foi comparavel com os resultados
apresentados em literatura, com producgdes proximas das descritas para outros tipos de

reatores anaerdbios digerindo biomassa algal pura.

Na fase F2, a adicdo de 4gua ruga ao substrato biomassa algal serviu para testar o efeito
da complementariedade de substratos, efeito este que somente foi sentido apds duas
semanas de alimentacgdo, a partir do 46° dia de operagdo. Dessa forma, a subfase inicial
da fase F2, com a média de produgdo de 0,52 m3m3.dia (desvio padrdo de 0,08),
caracterizou-se por ser um periodo de adaptacdo da biomassa estabelecida no reator ao
novo substrato que continha a d4gua ruca, residuo rico em carga organica € em compostos
téxicos (vide Tabela 9.3). O sucesso da adaptacdo pdde ser observado nos elevados
valores de produgdo de biogds - média de 1,14 m3/m3.dia (desvio padrao de 0,06) -
atingidos na ultima semana de operacdo. Produtividades relativas foram 3 vezes
superiores ao rendimento obtido na fase F1, com 0,16 L CH4/g DQO ou 0,25 L CHa/g
STV.

A fase F3, por sua vez, apresentou a média de producao de 0,79 m3/m3.dia (desvio padrao

de 0,12) e produtividades relativas de 0,08 L CH4/g DQO ou 0,21 L CHa/g STV,
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indicando que o pré-tratamento térmico nao garantiu uma maior produc¢do de biogds,
tampouco a estabilidade do processo. No entanto, foi na fase F3 que a maior porcentagem
de metano no biogds foi observada, atingindo valores proximos de 82%. Nas demais
fases, o teor de metano no biogds ficou estavel, variando entre 68 e 72%. Ademais, apesar
de apresentar rendimento semelhante ao da fase F2 em termos de producdo de metano, a
COV aplicada na fase F3 foi superior em quase o dobro das demais fases, indicando a
maior adaptacdo da biomassa para suportar elevadas cargas organicas nessa fase. Essa

adaptacdo pode ser explicada devido ao prolongado tempo de operagdo do reator.

A fase F2 se mostrou mais eficiente na producdo de biogds, destacando que a
complementariedade de substratos nas condi¢des avaliadas atingiu melhores resultados
do que o pré-tratamento da biomassa algal.

Remocao de poluentes

O desempenho do reator para as varidveis monitoradas estd apresentado na Tabela 9.5.

Tabela 9.5 - Desempenho de remocao do reator para as variaveis monitoradas nas
diferentes fases de operacao.

Fases de NTK N-NH3 Fenois ST STV
operacao (g/L) (g/L)  totais (g/L) (g/L)  (g/L)
Entrada 1,96 0,03 NR 23,31 15,28

F1 Saida 2,00 0,37 NR 21,42 13,53
Remocao (%) -2,04 -1220 - 8,09 11,43
Entrada 1,54 0,02 0,77 27,51 18,64

F2 Saida 0,92 0,22 0,60 12,46 7,72
Remocao (%) 40,00 -1233 21,62 54,71 58,59

Entrada 1,48 0,02 0,86 26,48 16,77

F3 Saida 2,02 0,32 0,66 14,97 8,58
Remocgdo (%)  -36,48 -1325 23,83 43,49 48,85

NR = ndo realizado. NTK=nitrogénio total kjeldahl; N-NHz=nitrogénio amoniacal; ST=s6lidos totais;
STV=so6lidos totais volateis. Valores negativos de remoc¢do indicam incremento.

Como era de se esperar, observou-se o aumento da concentracdo de nitrogénio amoniacal
na saida do reator em todas as fases de operacdo. O NTK apresentou uma redugao da sua
concentracao a saida no ensaio F2, tendo sido mantido em valores préximos do registrado
no afluente para os ensaios das fases F1 e F3. Os resultados das fases F1 e F3 podem ser
relacionados com o desprendimento do manto anaerébio e a sua consequente saida em

conjunto com o substrato digerido.

A eficiéncia de remocgao para fendis totais foi de 22-24%. As remogdes de fendis obtidas
em cada uma das fases experimentais com dgua ruca (F2 e F3) foram semelhantes entre

si, mas podem ser consideradas baixas em comparagdo com outros estudos. Gongalves et
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al. (2012a), utilizando o mesmo reator no tratamento de dgua ruca através de substituicoes
sucessivas de efluente de suinocultura, atingiram remocgdes entre 51-61%. Remocao
média de 38% de fendis totais foi obtida em reator anaerébio ascendente para biomassa
ndo aclimatada e alimentag@o continua utilizando como substrato dgua ruca (Gongalves

et al., 2012b).

Em relacdo aos sdlidos, verifica-se que a fase F1 se destaca negativamente em relagdo as
outras fases, com uma pequena remoc¢ao tanto para ST como para STV. Como ja
destacado, esse comportamento foi devido a perda de solidos na saida do reator.
Comparativamente, a fase F2 apresentou uma maior capacidade de remocao em sélidos
do que a fase F3. No entanto, ressalta-se que a remog¢ao de STV foi sempre superior a de

ST, indicando o acimulo de material organico no interior do reator.

Na Figura 9.4 sdo apresentados os resultados de monitoramento do perfil do reator

durante as trés fases de operagdo para as demais varidveis monitoradas.
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Figura 9.4 - Resultados do perfil do reator para as trés fases de operacao do reator
hibrido anaerébio (F1= substrato biomassa algal; F2= substratos biomassa algal
+10% (v/v) agua ruca; F3= biomassa algal pré-tratada + 10% (v/v) agua ruca): a)
DQO total; b) DQO solivel; ¢) pH; d) acidos organicos volateis (AOVs).
O comportamento do reator hibrido durante a digestdo da biomassa algal imida (F1)
diferenciou-se dos comportamentos observados nos ensaios F2 e F3, em que o substrato
a ser digerido continha algas e 10% (v/v) de dgua ruga. Por outro lado, os ensaios F2 e F3

apresentaram um comportamento bastante semelhante entre si, sugerindo a influéncia da

presenca da dgua ruca no processo.

Em termos de DQOtotal, as fases 2 e 3 apresentaram comportamentos semelhantes ao
longo do perfil do reator, com remocdes de 66 e 58,5% para as fases 3 e 2,
respectivamente. O substrato complementar, dgua ruca, ajudou no processo de remogao
de matéria organica, muito provavelmente pelo melhor equilibrio do substrato total,
ajudando na melhor adaptacdo dos organismos responsdveis pela digestdo. O pré-
tratamento térmico, com a fervura da biomassa algal (F3), pouco acrescentou em termos
de concentragdao final de DQOtotal do digerido. Contudo, apresentou uma maior

eficiéncia de remocao de matéria organica, quando comparado com a fase F2, uma vez
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que o valor de DQOtotal do afluente foi cerca de duas vezes maior do que os valores

aplicados nas fases F1 e F2.

O comportamento distinto da fase F1 indica que nao houve degradacdo do substrato
biomassa algal, mas sim incremento da DQOtotal no efluente, o que pode ser atribuido a

ocorréncia de perda de biomassa ativa do interior do reator.

O perfil de remog¢do ao longo das alturas do reator, indicou que o ponto mais importante
de degradacdo da matéria organica foi o P3, ou seja, os primeiros 7,5 cm da base do reator,
onde se verificou uma maior remocao da matéria em solucdo. Para esse mesmo ponto,
destaca-se a boa formacgdo e consisténcia do manto com actimulo de biomassa ativa,
observados através do comportamento de aumento da DQOtotal e do decréscimo da
DQOsoltvel em todas as fases de operacdo, em relacio as concentragdes registradas no
afluente ao reator. O P1, por sua vez, indica a importancia quanto a eficiéncia do meio de
enchimento. Para esse ponto, volta-se a destacar a ocorréncia de comportamentos opostos
entre a fase F1 e as fases F2 e F3 em termos de DQOtotal. Comportamento idéntico ao
registrado para a variavel DQOtotal foi observado para a varidvel DQOsoluvel, em que a
proximidade dos valores finais para as fases F2 e F3, indicam que a aplica¢do do pré-
tratamento nao se apresentou de grande interesse por ndo se verificar ganhos de remogao,
em comparagdo com a estratégia de adi¢cdo de um substrato complementar. A fase F1, na
qual ndo houve adicdo de AR, apresentou valores mais baixos de DQOsoluvel, se
diferenciando das demais fases no comportamento de remocdo da matéria organica

solivel ao longo da altura do reator.

O pH encontrou-se entre valores de 7,1 e 8,2, tendo sido observado uma tendéncia
crescente ao longo da altura do reator, em todas as fases de operagdo. A excec¢do diz
respeito ao ponto P3, onde se registraram os valores mais baixos de pH, indicando
novamente que a degradacdo de matéria organica ocorreu com preponderancia na base do
reator. A confirmar desta constatacdo foi a intensa atividade acidogénica, ilustrada pela
maior remog¢do de AOVs observada no P3. Ressalta-se a diferenca de remog¢do dos AOVs
nesse mesmo ponto entre as fases F2 e F3, com maior eficiéncia de remog¢ao para a fase
F3. Na fase F1, na qual ndo houve adi¢do de dgua ruca ao substrato biomassa algal,
observa-se a formacdo de AOVs ao longo da coluna do reator que se considera ser

inerente ao desenvolvimento do processo de digestao anaerdbia.

Comparando a eficiéncia do reator hibrido do atual estudo com a eficiéncia do mesmo

reator na digestdo de outros substratos, constatou-se o mau desempenho do mesmo
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quando € utilizada a biomassa algal como substrato. Gongalves et al. (2012a) operando o
mesmo reator com 83% de volume preenchido com dgua ruca e TDH=5,7 dias,
reportaram producdes de biogds superiores a 3 m3/m?3 dia, com teor de metano de 62% e
remog¢do de 80% de DQOsolivel. O baixo desempenho do reator com a utilizagdo da
biomassa algal como substrato pode ser atribuido a dificil biodegradabilidade da
biomassa algal, devida a dificuldade em romper a parede celular mesmo apds tratamento
térmico. Outro provavel argumento diz respeito a elevada fragc@o particulada do substrato,
podendo este substrato ndo ser ideal para um reator hibrido. Durante o periodo de
monitoramento, a expansao do leito levou a perda de sélidos e, provavelmente, a perda
de biomassa anaerdbia ativa com o efluente tratado. Dessa forma, a formacdo de um
manto resistente e bem adaptado, que constitui o fator primordial para o bom
funcionamento de um reator hibrido, foi prejudicada. Na fase F1, durante a qual esse
problema foi mais acentuado, a porcentagem de sélidos no volume total do efluente

coletado variou de 25 a 80% (v/v).

Atividade e integridade das células algais

Os resultados de citometria de fluxo para as células algais na entrada e saida do reator

hibrido em cada fase de operacdo estdo apresentados nas Figuras 9.5a e 9.5b.
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Figura 9.5 - Citometria de fluxo para as células algais na entrada e saida do reator hibrido em cada fase de operacao. a) % de células sem
atividade enzimatica; i, ii, iii, iv, v e vi correspondem a analise microscopica (x100); I, IL, III, IV, V e VI correspondem aos graficos de
densidade; Quadrante A corresponde a regido do citograma nao marcada (sem atividade enzimatica) pelo corante cFDA; Quadrande B
corresponde a regiao do citograma marcada pelo corante cFDA. b) % de células com membrana permeabilizada; VII, VIII, IX, X, XI e XII
correspondem aos graficos de densidade; Regido R-1 corresponde a regido do citograma nao marcada (células impermeaveis) pelo corante
IP; Regiao R-2 corresponde a regiao do citograma marcada pelo corante IP.
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Independente da fase de operacdo, as amostras do digestato apresentaram maiores
porcentagens de células sem atividade metabdlica, com valores préximos de 100%,
quando comparadas com as amostras de entrada do reator. No caso da fase F3, o fato de
o valor da entrada ter praticamente igualado o da saida pode ser atribuido ao efeito do

pré-tratamento aplicado a biomassa algal, usada como substrato.

Por outro lado, as maiores porcentagens de células com membrana permeabilizada foram
observadas nas amostras da entrada do reator, em todas as fases de operacdo, com uma
maior expressao nos ensaios das fases F2 e F3, devido a adi¢ao do substrato AR e do pré-
tratamento térmico aplicado a biomassa algal afluente ao reator. Na fase F3 esse resultado
€ mais evidente, indicando que células com membrana rotas, devido a aplica¢do do pré-
tratamento, estdo se mantendo no interior do reator, enquanto as células intactas seguem
o fluxo de saida. Os resultados de células impermedveis/ativas refletem a integridade da
membrana celular, podendo indicar a eficiéncia do pré-tratamento aplicado para a ruptura
da parede celular das microalgas. No presente caso, a utiliza¢ao da fervura proporcionou
uma eficiéncia de 37,2% no rompimento das células algais. A baixa eficiéncia pode ser
comprovada em andlises de microscopia Optica que indicaram células algais (Figura
4.8a), tanto na entrada quanto na saida do reator durante a fase F3, com parede celular
integra e bem delimitada, indicando que grande parte do substrato ndo esteve disponivel
para a degradagdo mesmo com o pré-tratamento. Provavelmente, o tempo utilizado na
fervura foi insuficiente para a quebra da parede celular. A adi¢do do substrato AR foi
responsdvel por um aumento de células com membrana permeabilizada na entrada do

reator de 16,3% na fase F1 para 33,8% na fase F2.

9.4. Conclusoes

O reator hibrido anaerébio se mostrou uma alternativa tecnicamente vidvel para
maximizar a recuperagdo energética da biomassa algal. No entanto, perdas de biomassa
anaerdbia foram frequentemente observadas durante a operacdo. A base do reator foi
caracterizada como a secdo biologicamente mais ativa, sendo responsavel pela
degradacao de grande parte da fracdo solivel da matéria organica disponivel e onde houve

a predominancia da fase acidogénica da degradacao.

O pré-tratamento térmico nao se mostrou eficiente na ruptura da parede celular, refletindo

0 ndo incremento da produgdo de biogés.
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Foi demonstrado que a estratégia de alimentacdo baseada na complementariedade de
substratos, com a substituicdo de 10% do volume de biomassa algal por dgua ruca se
mostrou eficiente na produgdo de biogds, triplicando a produtividade de metano obtida
com a digestdo da biomassa algal pura. Adicionalmente, destaca-se a economia de
recursos e a facilidade operacional proporcionados, quando comparada com a operagao

do reator a operar com a biomassa algal pré-tratada.
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10.CONCLUSAO GERAL

A extragdo lipidica aumentou o rendimento da produgdo de biogds, tornando mais
disponivel o conteudo intracelular e se caracterizando como um eficiente pré-tramento da
biomassa algal. No entanto, apds andlise energética, concluiu-se pelo pouco ganho
energético acumulado da etapa de extragdo lipidica, devido ao baixo actimulo lipidico da
biomassa produzida em efluentes. O aproveitamento lipidico da biomassa se mostrou
invidvel energeticamente e a geracao de biogds da biomassa bruta foi a rota energética
mais favordvel, tanto para biomassa produzida em lagoas de alta taxa com esgoto
doméstico, como para biomassa cultivada em fotobiorreator coluna de bolhas com

efluentes da inddstria de processamento de carnes.

O reator hibrido anaerdbio se apresentou como uma alternativa tecnicamente viavel para
maximizar a recuperacdo energética da biomassa algal, no entanto, o pré-tratamento
térmico nao se mostrou eficiente na ruptura da parede celular, refletindo o ndo incremento
da producgdo de biogds. A dgua ruca se mostrou um substrato complementar eficiente para
digestdo anaerébia da biomassa algal produzida em esgoto doméstico e em efluente da
inddstria cervejeira, permitindo melhor rendimento do processo, tanto nos testes em
batelada quanto em modo de alimentagdo semi-continua do reator hibrido, além de
economia de recursos, facilidade operacional e aproveitamento energético de mais de um
residuo. A importancia do meio de cultivo e consequentemente da composicao quimica
da biomassa algal para a complementariedade de substratos na digestdo anaerdbia

puderam ser confirmados.

Acredita-se que através do presente estudo foi possivel avaliar uma rota promissora de
producdo de biocombustiveis a partir do tratamento de efluentes, elucidando limitagdes
importantes para a aplicacdo e ampliacdo do processo. Temas emergentes e de grande
importancia no contexto mundial e principalmente nacional, foram abordados,
nomeadamente o aproveitamento de residuos e a questdo energética, tornando o
saneamento ambiental mais atrativo dos pontos de vista econdmico e de sustentabilidade,
e propondo alternativas de diversificacdo da matriz energética com o uso de

biocombustiveis oriundos de biomassa algal.
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11.SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

A digestdo anaerébia de biomassa algal apesar de muito explorada em literatura, ainda
carece de elucidacdes, principalmente no que tange a utilizadagdo de efluentes como meio
de cultivo. A influéncia de diferentes efluentes nas carcteristicas da biomassa a ser
digerida merece mais destaque, bem como possiveis usos da biomassa residual apds o
processo. Aplicacdes da biomassa residual apés a digestdo anaerébia devem ser
demonstradas, de forma a se fechar o ciclo de produ¢do, maximizando o aproveitamento
da biomassa e agregando valor ao produto final. Em um contexto de biorrefinaria, a
digestdo anaerdbia ja é empregada como tecnologia auxiliar para valorizar correntes
residuais, no entanto, deve-se potenciar seu uso como tecnologia principal. Portanto,
produtos mais valorados economicamente como os AOVs e AGCM devem ser

explorados dentro de uma biorrefinaria de biomassa algal baseada na digestdo anaerdbia.

De forma a tornar o processo vidvel e aplicdvel em escala real, estudos devem focar na
melhoria da digestdo anaerdbia de biomassa algal através da implementacdo de processos
inovadores de pré-tratamento e complementariedade de substratos, bem como estratégias
de operacdo e de configuracdes de reatores, além de estudos sobre a comunidade

microbioldgica anaerdbia estabelecida durante o processo.

Em relagdo aos reatores, pesquisas devem focar no desenvolvimento de novos modelos
de reatores, que permitam a operacdo com baixos TDH e elevada COV (Gonzélez-
Fernandez et al., 2015). Estudos disponiveis concentram-se na pequena escala e na
alimentacdo de reatores feita em batelada. Sdo poucos os estudos envolvendo reatores
com alimenta¢do continua para digestdo de biomassa algal, o que dificulta a aplicacdo
dos resultados obtidos (Gonzdlez-Ferndndez et al., 2015). A ampliacdo da escala é de
fundamental importancia quanto a viabilidade e sustentabilidade do processo, na medida
em que permite uma maior confiabilidade dos dados e difusao da tecnologia. Além disso,
como a digestdo anaerdbia representa um sistema ecoldgico delicadamente balanceado,
envolvendo processos metabdlicos complexos que ocorrem em etapas sequenciais com
grande sensibilidade a choques de carga, pH e temperatura, o escalonamento do processo
€ essencial para defini¢do dos parametros de controle e monitoramento do processo. Além
disso, estudos econOmicos disponiveis sdo baseados em modelos tedricos. A
disponibilidade de dados de plantas em escala real certamente ajudaria na obtencdo de

informagdes mais confidveis sobre a viabilidade econdmica de uma biorrefinaria de
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microalgas. A maioria dos resultados sdo suposicdes e extrapolacdes de experimentos

laboratoriais e sistemas de pequena escala ao ar livre

Por dltimo, mas ndo menos importante, ressalta-se a grande aplicabilidade da citometria
de fluxo para o campo da biotecnologia de microalgas. Essa ferramente deve ser mais
explorada, principalmente no que diz respeito ao monitoramento da producio,
simplificando e aceleranado procedimentos analiticos tradicionalmente aplicados e
também na decisdo sobre o uso final da biomassa a ser colhida. Metodologias e técnicas
dessa ferramenta para cultivos mistos ainda carecem de otimizacdo e sua aplicacdo na
area de producdo de biomassa algal durante o tratamento de efluentes merece maior

atencdo.
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13.ANEXOS

Produtos originados dessa tese.

Anexo 1

ASSEMANY, P. P., CALIJURI, M. L., BATALHA, M. H., COUTO, E. A. Energy
recovery in high rate algal pond used for domestic wastewater treatment In: 11th IWA
Specialist Group Conference on Wastewater Pond Technology Conference, 2016, Leeds.
IWA Specialist Group, Leeds, 2016.
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ABSTRACT

High rate algal pond (HRAP) was evaluated according to its energy potential and
productivity by two rates, net energy ratio (NER) and specific biomass productivity. All
energy inputs were calculated according to one HRAP with pre-ultraviolet disinfection
treating domestic sewage. The outputs were calculated for three energetic pathways:
biomass burning, lipid and biogas production for the raw biomass and biomass after lipid
extraction. The total lipid in dry biomass was 7.37% reaching a daily productivity of 4.6
mg/L and the biogas production potential was 0.22 m3/kg solids. For the biomass after
lipid extraction, the biogas production reached 2.55 m3/kg solids, 10 times higher than
the biogas potential production of the raw biomass. NER values for the raw biomass were
0.134, 0.0122 and 0.0141 for burning, lipids and biogas, respectively. The specific
biomass productivity was 4.26 mg/kJ. For the residual biomass, after lipid extraction,
NER value was 0.0173 for the integrated route (lipids + biogas). The biogas generation
from the raw biomass was the most favorable energy route.

KEYWORDS

Bioenergy; biogas; biorefinery; lipids; microalgae.

INTRODUCTION

The search for renewable energy sources is a world reality across the depletion of fossil
fuels, and due to the environmental impacts caused by them. Among renewable energy
sources like sun, wind and hydroelectric, biomass is a promising source of bioenergy.
Energy from biomass is regarded as one of the most important future renewable energy
sources, because it can provide a continuous generation and it plays an important role in
the current CO; mitigation policy (Appels et al., 2011). Non-food alternatives and more
efficient than vegetables crops used as biomass for biofuels production has been studied,
and among them, microalgae come with a great potential.

The ability of microalgae to adapt and survive in a wide variety of environments is
enormous and its cultivation can be combined with wastewater treatment and energy
generation. Nowadays, the most targeted energy use for algal biomass is the production
of biodiesel, due to large capacity of these microorganisms to accumulate lipids.
However, microalgae with low lipid content are common in effluent cultivation (Chen e?
al., 2014). In effluents, there are the presence of suspended solids that prevent solar
radiation penetration, toxic substances, and other microorganisms that require nutrients
and space, turning difficult the development of algal biomass, compared with cultivation
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in a synthetic medium. Therefore, the anaerobic digestion of the biomass could be a
potentially attractive alternative for energetic purposes.

Regardless of the production system and of the final energetic product, for the viable
large-scale production of biofuels, the energy used for cultivation must be minimized in
order to maximize the energy yield. The net energy analysis, which uses concepts of the
lifecycle analysis, is one of the most widely accepted methods for assessing the energy
potential of a system in general (Poldy, 2008). Another coefficient for assessing the
efficiency of the cultivation system is biomass specific productivity, defined as the ratio
between biomass productivity and the energy input, as proposed by Pegallapati et al.
(2014).

The proposal in the current paper was to apply energy analysis in an integrated context of
biorefinery, with the main objective of defining the best use of biomass, in addition to
determining the energy efficiency of the production system. Therefore, we assessed the
energy potential, in terms of lipids and biogas, of the biomass, prior and after lipid
extraction, cultivated in a high rate algal pond (HRAP) using domestic sewage as culture
medium.

MATERIALS AND METHODS

Biomass production unit

The experimental HRAP was operated with domestic sewage pre-treated by a full-scale
upflow anaerobic sludge blanket (UASB) reactor and pre-disinfected by ultra-violet (UV)
disinfection. The HRAP was operated in batch mode (four batch operations: July and
September 2014; and February and March 2015), until the decay phase of algal growth
was reached, measured every day by the variable chlorophyll-a (according to APHA,
2005 and NEN 6520, 1981).

The HRAP had the following characteristics: width = 1.28 m, length = 2.86 m, total depth
= 0.5 m, culture depth = 0.3 m, surface area = 3.3 m?, culture volume = 1 m>. The
disinfection system was designed to achieve a final concentration of 10° MPN (100 mL)
U of Escherichia coli, with an adopted effective dose of 21 mJ/cm? and absorbance of
42%. The disinfection phase had the objective of removal microalgae predator’s
organisms and competitors for nutrients, helping the algae biomass growth.

Biomass characterization

After production, the biomass was separated and concentrated by sedimentation for
posterior energy analysis. A proportion of the biomass was subjected to the processes of
lipid extraction and anaerobic digestion, whereas another part of the biomass was
submitted to anaerobic digestion only. The biomass obtained after lipid extraction and
submitted to anaerobic tests was named residual biomass (RB). Similarly, the biomass
sent directly for anaerobic digestion was named entire biomass (EB).

Both biomasses, EB and RB, were characterized in terms of chemical oxygen demand
(COD), total solids (TS), total volatile solids (TVS), humidity, pH, total kjeldhal nitrogen
(TKN) and total phosphorus (TP), according to APHA (2005). The phytoplankton
community was also assessed at the end of each batch operation. For qualitative analysis,
the samples were preserved with formaldehyde (4%). The identification and cell counting
was performed with an inverted optical microscope (Olympus CK2). The morphologic
and morphometric characteristics of the vegetative and reproductive cycles of significant
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taxonomic value for the species were analyzed according to specialized literature
(Bourrely, 1970; Parra et al., 1982). The cells were counted by using 2 mL sedimentation
chambers.

Lipids

The lipid content was assessed by solvent extraction, as described by Assemany et al.
(2015). The biomass was oven dried at 50°C for 12 h and the cells disrupted with
hydrochloric acid 3M. After disruption, petroleum ether and methanol were added to the
dry biomass for lipid extraction, totalizing three cycles of extraction. The lipid content
(% of lipids in the dry biomass) was determined gravimetrically after the evaporation of
the solvent for two hours at 105°C.

Biogas

The biogas production potential (BPP) tests followed the procedures described by Jawed
and Tare (1999), with modifications described by Viana et al. (2012). Tests were carried
out using 250 mL erlenmeyers (200 mL of useful volume), filled with anaerobic sludge
from an UASB reactor, substrate (EB and RB), buffer solution and distilled water, with a
food to microorganism (F/M) ratio of eight to one (v/v). The best F/M was previously
chosen after vary specific methanogenic activity (SMA) tests, during which others ratio
were tested (four and six) and eight achieved the best performance. Micro- and
macronutrients were added to prevent deficiency during the tests. The test was also
performed on the control without the addition of substrate to measure the endogenous
respiration of the microorganisms. After closure of the bottles, N> was injected for four
minutes to purge the oxygen. The tests were performed at 35+2°C under continuous
agitation (120 rpm) in an incubator (TECNAL, TE-420). The volume of biogas was
monitored daily in a Mariotte bottle filled with 25g NaCl/L. (pH=2) solution for biogas
measurement. The calculation of the BPP was based on the cumulative production of
biogas after 30 days of incubation, and on the mass of substrate used in the tests.
Anaerobic biodegradability was also assessed, converting the biogas production to
organic load, considering that at 35°C, 0.395 liters of methane correspond to 1 g of COD.

Energy analysis

The energy performance of the production system was evaluated in terms of specific
productivity of biomass, Pe/Ec (mg/kJ), defined as the productivity of biomass (Ps,
mg/L.d) per input energy (Ec, kJ/L.d) (Pegallapati et al., 2014) and the net energy ratio
(NER), which relates the total energy produced and that consumed by the system.
Equation 1 presents NER calculation:

Ener roduced
NER = % gy p

)

Y. Energy consumed

The produced energy can be measured in terms of the total energy content of the biomass
or only with respect to its lipid and/or biogas production potential. The energy
consumption for the agitation of the culture medium was considered, i.e., the energy
consumed by the paddlewheels and also for the UV lamps in the disinfection unit.

Quantification of the energy consumption

The energy consumption of each operation (COP, kWh/day) was determined with

Equation 2:
_ 24xPo;
Cor = 500 2)
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where Pot is the power in W. The annual energy consumption (Cr, kJ/year) can be
determined by Equation 3:

Cr = Cpp x days of operation in the year x 3600 3)

Considering the continuous operation of the HRAP during the year, Equation 3 can be
substituted by Equation 4:

Cr = Cop x 1,314,000 4)
Quantification of the energy produced from lipids and biogas production

The annual energy production from the anaerobic digestion of the biomass (Eg, kJ/year)
and lipids (Er, kJ/year) was determined from the annual lipid and biogas productions,
considering that: (1) the energy content of 1 L of lipids is equivalent to 35,133.33 kJ
(Jorquera et al., 2010), (2) the total lipid density is approximately 0.9 kg/L. (Jorquera et
al., 2010), (3) 1 m? of biogas equals 23,400 kJ (mean value of the interval reported by
Chisti, 2007), and (4) hydraulic retention time of the HRAP was considered to be 4 days,
according to Equations 5 and 6:

E, = % x 35,133.33 (5)

where Pp,annual is the annual lipid production (kg/year) and
Ec = P annuar X 23400 (6)

where Pg,annual is the annual biogas production (m?*/year).
RESULTS AND DISCUSSION

Biomass characterization

The phytoplanktonic community was dominated by Chlorophyceae during all the batch
operations. The algae Chlorella vulgaris was the dominant specie, with an average of
9.4x10° individuals/mL, followed by the gender Scenedesmus sp. with 6.5x10°
individuals/mL. Table 1 presents the physical and chemical characterization of the
biomass used in the energetic tests.

Table 1. Characterization of the biomasses used as substrate for energetic tests.

EB (n=3) RB (n=1)

Variable Unit Average SD Average SD

pH 7.5 1 <2 ---

Humidity % 98 1 99 ---

TS mg/L 21E10° 7E10° 7E10°

TVS mg/L 12E10° 2E10° 4E10°
TKN mg/L 3E10° 3E10° 1E10? 6 E10!

Organic nitrogen mg/L 3E10° 3E10° - ---
TP mg/L 6.5 E10? 100E10? 3E10% 1E10?
COD mg/L 53E10° 27E10° 100E10° 25E10°

SD=standard deviation; --- = non-realized; n = number of samples.
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The pH of EB presented a value close to neutrality; on the other hand, RB had an acid
pH. The average value below 2, can be explained by the addition of hydrochloric acid for
cell wall disruption during lipid extraction. COD concentration of RB was 2 times higher
than EB. This may be related to the use of solvents, such as methanol and petroleum ether,
in the extraction procedure, with the possibility of incorporation of the carbon of such
reagents into the biomass. The low nitrogen (TKN) concentration in RB, indicated that
together with lipids, proteins were also extracted. The high COD concentration and the
low nitrogen concentration, leaded RB to present a carbon/nitrogen ratio, C:N, of 26.1:1,
and for EB this ratio was 16:1. For phosphorus, we highlighted the lower concentration
in RB compared to EB, caused by the extraction of phosphorous elements, such as
complex lipids and phospholipids, during lipid extraction.

Energetic Output
The energetic output of the biomass, in terms of lipids and biogas, is presented in Table
2.

Table 2. Energetic output.

Lipids Lipid Anaerobic BPP
(%) Productivity biodegradability (m3biogas/kg TVS)
(mg/L.day) (%)
EB 7.4 4.6 20.5 0.22
RB 16.7 2.55

The biomass presented a lipid content of 7.4%, reaching a lipid productivity of 4.6
mg/L.day. The cultivation in effluents under less appropriate conditions, and in
competition with other microorganisms, may have been the cause of the low lipid
accumulation. Another probable reason is the composition of the biomass, since it
contains a mixture of algae and bacteria, and lipid content of bacteria is usually very low.

A low anaerobic biodegradability of the EB was presented, with an average value of
20.5%. For the biomass after lipid extraction, this value was even lower, 16.7%. Cell wall
is considered as the main characteristic of the difficult digestibility of algal biomass
(Zamalloa et al., 2012). The difficult degradability was reflected in BPP, with an average
value of biogas production of 0.22 m3biogas/kg TVS. Passos et al. (2013) using raw algal
biomass produced in domestic sewage for anaerobic digestion achieved a biogas
production of 0.172 m3/kg TVS. For RB, the BPP reached 2.55 m3kg TVS, 10 times
higher than the EB results. Lipids extraction by solvents addition probably increased the
biological availability of the microalgae intracellular content, facilitating the digestion by
the anaerobic microorganisms (Alzate et al., 2014). Moreover, the best performance of
digestion using the RB was due to the shortening of the hydrolysis step, i.e. the
acidogenesis phase was largely completed in the lipid extraction step, leaving the little
bacteria hydrolytic to do, since they have received almost or completely hydrolyzed
substrate.

Energetic analysis

For the large-scale production of microalgal biofuel, the energy consumption of the
cultivation must be minimized in order to maximize the net energy production. In order
to sustain the production of energy in a system, the NER must be > 1, and as high as
possible. Figure 1 shows NER data and the specific productivities of biomass for all the
energetic routes.
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Figure 1. NER and specific biomass productivity for different energetic routes.

For all the studied energetic routes, NER values were below 1. The higher value was
0.134 for EB burning route. Lipids and biogas routes for EB presented similar NER
values, varying from 0.0122 to 0.0141, for lipids and biogas, respectively. For RB, biogas
route presented the lowest NER value; therefore, its contribution for the integrated route
— lipids and biogas — was reduced. The integrated route presented a NER value slightly
higher than the separate routes; however, it was not high enough to compensate the
energetic input. System efficiency in terms of biomass productivity per energy input
(P/Ec) was also assessed. Results showed that for EB, the biomass production have
compensated the energy input, presenting a specific productivity (Ps/Ec) value of 4.26
mg/kJ. RB presented a very low Pg/Ec value, indicating that the energetic input for its
production was too high. This fact is related with the required concentration and
dewatering of the biomass for lipids extraction.

Comparing NER value from the integrated route with NER value of the EB biogas route
is possible to observe the low energetic gain of the integrated route. In this study, this
may be due to the following factors: (i) low NER of the RB biogas route, because of the
low biomass productivity after dewatering for lipids extraction, and (ii) low lipid content
of the EB. As in NER calculation was not considered the energy input for the biomass
separation stage, neither its drying process for lipid extraction; we can state that lipid
extraction is not an energetic feasible process for the studied biomass. Therefore, biogas
production of the EB could be considered as the most favorable energy route. According
to Sialve et al. (2009), lipid extraction of biomass containing less than 40% of lipids
combined with anaerobic digestion of the residual biomass is not effective in terms of
energy nor in terms of costs. For the authors, the anaerobic digestion of the whole biomass
appeared to be the optimal strategy on an energy balance basis.

The scarcity of energy analyses on cultivation using effluent makes comparison difficult;
however, these results show the necessity of intervention in the productive system in order
to improve its energy performance. The increase of the productive unit with greater
capacity of biomass production and lower energy use through low-energy equipment
would be options to increase the NER and Pg/Ec values. Another possible cause of the
low energy performance is the use of effluent for cultivation, which makes algal
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production less efficient because of competition with other organisms for space and
nutrients, leading to low lipid accumulation.

CONCLUSIONS

For all the studied energetic routes, the energy input was higher than the output. The
integrated route (lipids + biogas) presented a NER value slightly higher than the separate
routes; however, it was not high enough to compensate the energetic input. The low
energetic gain of the integrated route compared with biogas route of the raw biomass,
besides the low lipid content of the biomass and the energetic input associated with
biomass dewatering, turned lipid extraction as an energetic unfeasible process for the
studied HRAP biomass. Biogas production of the raw biomass could be considered as the
most favorable energetic route.
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due tothe high lipid accumulation capacity of microalgae. Biogas pro-
duction through anaembic digestion is another interesting route that
saves eneTgy in the hiomass dewatering process. However, when culti-
vating microalgae in wastewater, low lipid content is expected due to
the tressful environment and to the producton of 2 heteroge neou s bio-
mass, which contains notonly algae but alsy bacteria with lower lipid
content. Moreover, energy consumption of the biom ass d ewatering pro-
requited for lipid extraction accounts & significant costs, Regand-
ing biogas production of algal biomass, the main challenge is the
imprwvement of pre-treatment methods, which s sssential to a better
efficency of algal hiomass anaembic digestion due to high resistance
of the algal cell wall. Some studies eponed that the viability and
sustainahility of the process would only be achieved if the biogas
production was combined with a prior biodiesel ecuperation |2.3]
However, the integration of the bisdiesel production systems with the
methane production from microalgae has stamcely been reported in
the literature |3]

‘With respact to wastewater, most systems for micmalgae cultivation
are open ponds where biomas concentration is usually below 1 kg'm®,
with mean values of 0.2 and (LG kg.'m’ |4.5]. Although PERs are usually
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considered a3 having higher insallation and operation costs than high-
rate ponds, they ar more stable and capable of producing greater
photosynthetic efficency, biomass density, {0 ne efidency and volu-
miettic productivity [6]. For the viable large-scale production of biofuels,
theenergy used for the process, regandless of the system, must be min-
imized in order I maximize the energy yield

There are =till uncertain ties about boww to determine the enerry bal-
ance in microalzgae biofuel production |7} The net energy analysis,
which uses concepts of the lifecyrle analysis, is one of the most widely
acrepted methods for asesdng theenenry potential ofa systemin gen-
eral [B]. Another coefficient for assssingthe effice noy of the cultivaton
system is hiomass specific pmductvity, defined as the ratio between
biomass productivity and the energy input, a= proposed by Pegallapati
etal. |9] Inadditon, several other coefficents are extensively used in
thelite@ture tomeasume the energy efidencyof the production system
and the use of the biomass produced [=e [7,10]).

The aim of the stady was to apply energy analysis in an integrared
context of biorefinery, with the main objective of defining, among the
tested routes, the best use ofbiomass, in addition to determining the en-
ergy efficiency ofthe prod uction system. Therefore, we assesed the en-
ergy potential, in terms of lipids and biogas, of the hiomass cultivated in
aphotobioractor [ FER | using efiuent from the meat processing indus-
try as culture medium.

2 Material and methods
21 Culthvaton

211, Experimental e np

The expenmental plot consisted of 3 bubble cdumn PER. The exper-
imentwas camied out in the area outside the Laboratory of Environmen-
aland Sanitation Engineering at the Federal Univerdty of Vigosa, Minas
Gemais (20045 14°5, 42°52'54"W |, and altitude 686 m from the sea kevel
The predominating climate in the municipality is charactenzed with
rainy and hot summers and cold and dry winters. It has an anmal aver-
age precipitation of 1221 mmand anaverage annual tempemEtre be-
tween 19and 20°C

Fig 1. | A) Bubble cobumn PER The numbers indicie it parts: {1 )aaylic mibe; (2] pHsamsor; (3] wooden suppordng ssocres; (dand 5) flowmesers; (B) {6 d sperser and dimems pns of

rachathe

The PER conasted of three inde pendent acrylic mubes with anexter-
nal diameter of 15 om, intemal diameter of 144 cmy, 3 mmof wall thick-
ness and a useful volume of 15 L each The mixing of the cultivaton
medium was performed continuously through the bubbling of air
(10 LYmin} entiched with {05 (6.5% v/v). The air for mixture was
civen by a diaphragmatic air compressor {Schuls, 025 KW af power)
and conducted for each tube by a preumatic hose followed by a PVC
tube connected to 3 disperser made from 3 cyindncal cxygenating
porous stone [ 22 mm of kength and 1 2 mm of diameter). Flowmeters
of 0~ 15 L/min were installed. The OO supply was automatically con-
trolled by the vanation of pH. Values of pH wem kept between & and
B, through pHonline measurement s { HACH., s0200 contmller) connect-
ml o3 solencid walve (efferson, 20166V221 | Measurements were
made in one tube of the PBR considering thar the other hwo units
have the same behavior as they were in the same operational condi-
tions. The main companents of the systems are presented in Fig. 1A,
and the dimengons of the acrylic fubes are shown in Fig. 18

The MBR wascharaderized in terms ofits lydrodynamic characteris-
tics. For the zame conditions wsed in batch operations (airfflow =
10 L/min and liguid volume = 15 L) the following characterstics
were ohserved; i} midng time [, 955 ) of 180 4 54 s, corresponding
to the time necessany to reach +5% of H* concentration in the total
mixing state; and i) wolumetric cxygen mass tansfer coeffident (ka)
of 000257 577

2{2 Opention

The PER was operated with primary and secondary effluents from a
‘meat processing industry located in Vigosa, Minas Gerais, Bazil Thepr-
mary effluent was collected at the exit of the flotation unit, and the sec-
ondary at the exit of the activabed shidpe unit, both at the wastewater
treatment plant of the industry. Each culture medium was assessed dur-
ing two outdoor batch operations of the PER [during September 2014
for the primary efluent operation and Octaber 2014 for the secondary
effluent operation ], untilit reached the algal decay growth phase, mon-
itored daity by the variable chilorop hyll-o. For each operation was added
an inoculum of 10 of the PER volume. The inomlum wascalected from
high-rate ponds applied to domestic sewage meatment after the anaer-
ohic reacor prcess.

1Lhm
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213 Monimring

The inddent photsynthetic active mdiation [PAR) and the dis-
solved oxygen [ D0] wer measured at the site three times a day
06:30 am, 12 pm and 05:30 pm. PAR was measured with an LHOOR
L-193 Underwater Spherical Quantum Sensor and DO with a Hach
H{:0d portable meter (Luminescent Dissolved Coopgen | Tempemture
and pH were manitored in real time with a Hach sc300 Controller.

Dhuring the PER operation, samples of the culiure medium of sach
tube were collected daily at05:30 pm. The physcaland chemical anal-
yees were carfiad out according bo the Standard Method s for the Exam-
ination of W ater and Wastewater [11]; total chemnical cxygen demand
(COD) (52204000 D), and soluble chemical oxyzen demand (C0ODs)
[5220-00DF, zamples Altered with 045 pm membane), volatile
suspended solids (V85 ) [2540-VES E}, nitrate (M-NO3 | (4500-N03 E),
ammoniacal nitrogen (N-NHJ | [4500-NH3 C). total Kjeldah nitrogen
[TKM] (4500-Norg C) and total dissolved phophorus (Ps) (4500-P D,
=amip les filerad with 0.45 pmmembranz). The dissobved organic carbon
(D3] was determined with a Shimadzu TOC 5000 analyzer. The
chlomphyll-x levels were determined by spec troph otomet ry according
to APHA [11], and the caloulations were performed using aquations de-
scribed in the Nederands Narm NEN 6520 [121

Phytoplankton community analyss of the effluent of the FER at the
end of earh opemtion was peformed. For qualitative anabysis, the zam-
ples were preserved with fermaldehyde | 4%). The identification and
coumtingwas periormed with an inverted optical microscope | Ohymipus
K2}, by Uthermihl's method | 13]. The momphologic and morphometric
characteristics of the vegetative and reprod uctive oycles of significant
tax@nomic value for the species were analyzed according to the pecial-
ized literature [14,1 5,16]. For the quantitative analysis because of the
high density of organisms, guantifcation was perfommied after a 1:50 di-
lution of the samples.

The feedstock for enermy tests was the hiomaz mixed from the three
tbes, as they were considersd as one PBR. The biomass of each
operation was concentrated by sedimentation for posterior energy
analysiz. A proportion of the biomass was subjected to the processes
of lipid etmcion and anaerobic digestion, whereas the mmaining
biomasz:s was submitted to anaerohic digestion only. The biomass
obtained after lipid extraction (AE] and submitted to anaerobic tests
was named primary_AE when cultivated in post-fiotation effluent and
secondary_AE when cultivated in post-activated sludge efluent. Simi-
larly, the hinmass =ent directly for anasmobic digestion was named
primary_PER and secondary FER

23 Lipids

The lipid content was assessed at each operation by solvent exirac-
tion, asdescribed by Assemany et al. |17). After harvest, the biomaszs
was concentrated in a high rate refrigemted centrifuge (15 °C
10,000 rpm for 5 min} and oven dried at 50 °C for 12 h. Gells were
digrupted with the addition of hydrmchloric acid 3M at45 °C. After dis-
mptian petroleum ether and methanol were added to the dry biomass
for lipid extraction, consisting in three extracions at environmental
temperature. The extracted il was washed with lead acetate 4% to -
move impurities and pigments. The lipid content (£ of lipids in the dry
biomas=| was determined gravimetrically after the evaporation of the
solent for 2 hat 105°C

23 Biogos

23 1. Specific methansgenic activiry [SMA )

The =pecific methanogenic activity tests followed the procedures de-
scribed by Jawed and Tare | 18], with modifications described by Viana
et al. [19) The tests were carried out using 250 mlL erlenmeyers
[ 200 ml ofuseful volume |, flled with anaerohic sludge from the Upfiow
Anaerobic Sludge Blanket [LIASE | mactor located at the Violeira Waste-
water Treatment Plant, in Vigosa, Minas Gemis, substate [glucosa).

boffer solution and distilled water, with a food to microormzanism
[F'M} ratio of four © one {v/vl Micro- and macronutrients were
added, acconding to |19, to prevent deficiency during the tests. The
teswasalso performed on the contml without the addidon of subsme
to measure the endog@nons respiration of the micmorganisms. After
closure of the bottles, 3 ms consisting of 1002 N, was injected for
4 min to purge the ooygen Tests were performed at 35 + 2°C under
continuous agitation { 120 rpmi) in an inouhator [Tecnal, TE-420). The
volume of bingas was monitored daily in a2 Mariotie bottle filled with
5% NaOH =olution for the specific measuement of methane, The SMA
was caloulated by the maximum slope of the cumulative methane pro-
duction curve, uzing the statistical software B wersion 302 [20], o At
the non-linear remezion model and the logstc regression model. For
each model the coefficient of determination was calolated to asses
the fitting of the models,

232 Methone producnion potennal {MPFP )

The MPP tests wem camied out under the zame conditions as the
SMA tests, with the modification of the substrate {algal biomass pror
to and after lipid extraction, instead of glucose]. The cakulation of
MPP was hased on the cumulative production of methane after
30 days of inubation, and on the mass of substrate used in the tests.
The MPP was obtained from Bg.(1):

Vis—Vumaio ,
MPP = R in
whene: Vi epresents the volume of met hane produced in the bottle
containing residual biomass after 30 days (liters]; V. paaa is the val-
ume of methane produced by the control bottle {no addition of sub-
strate | after 30 days (lters); and miy,,_., is the initial mass {grams)
of residual biomass in the battle.

23.3. Angembic biodegrodati By

The anaerobic biodegradability tests of algal biomass were camied
out under the same conditions as the SMA tests, with the madification
afthe substrate [algal hiomas= prior to and after ipid odraction, instead
of ghiros]. Eq. (2] was used to @lmlate the bisdegradabilin:

_ (0D L0t

where: BIO is the bicdegradability of the ssmiple (%); C0Dss is the total
volume of methane produced in the botte containing biomass after
I days, in terms of OO0 {g) (at 35 °C 0395 L of methane comespond
to 1 g of J00 ) COD g unye 15 the total volume of methane produced
in the contral bottle without addition of substrate, in terms of COD
(g) and (0D i the initial mass of biomass [grams of J0OD}.
added to each mactor.

RO 100 (2

24 Enerpyanalyss

Theenergy parfamance of the production system was evahluated in
terms of specific productivity of biomass, PE/EC [mg&]), defined as the
productivity of biomas (FB, mg/L-d ) per input enenry (EC kl'L-d ) 9]
and the net energy ratio {NER |, which mlates thetatal energy produced
and that consumed by the system, acconding toEq (3):

— EEr.mgy pmducui. 5
E Energy consumed

The produred energy was measured in terms of the total energy con-

tent of the biomass or only with respect to its lipid and/or biogas pro-

duction potential Since the batch operation of the system was

performed outdoors, only the energy consumption for the agitaton of

the culture medium was considered, Lo the energy consumed by the
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diaphragmatic compressor used for the injectionof air in the mixre.
Enerry consumption for hiomas processing, such as drying the biomass
prior bo lipid edraction, was not acooun ted in the energy anabysis. The
production system was the only step used for energy consumption cal-
culation, as the other phases were performed in laboratory scale, and
significantly differ from realscale conditions.

24 1. Quannficonon of the energy consumpion
The energy consumpton in each operation [, KWh/day] was
determined with Eg. (4]

24 « Pot

R T )

where Pot is the powerin W. Conadering the performance of thres
operations per month, the annual energy consumption {Cp, k] fypear)
canbe determined by Eg. [5):

C; =Cp « days of operation in the year < 3600. (5

242, Quontfication of the energy prodeced from lipids and biogas
produsction

The annual energy produdion from the anaerobic digeston of the
biomass (E;, k] vear] and lipids (E.. kl'year) was determined from the
annual lipid and biogas pmductions, considering that: (i) the eneroy
content of t L of lipids is equivalent to 35.133.33 kJ |2 1}; (ii} the total
lipid density is approcimately 09 kg/L |21 ] and [iii} 1 m® of hiogas
equals 23,400 k| ( mean value of the interal reported by Chisti [ 22]].ac-
cording to Egs. (6) and [ 7}

_ Prannes
Bo— =22 5513333 (&)

where Py, annual is the annuallipid prodoction (lgdear| and

Ez = Pr s 23,400 7
where P, annual is the anmual bicgas producion [m’_-‘yea iy

2.5 Dt menipulation mnd experimental eplicion

Both cultivation operations and energy azsays [lipid exiacion and
anaerobic digestion) were performed in duplicate for each effluent
used as culture mediim Thus for each effluent, two batch operations
were caried out and they were consdered as mplicates. Therefore,
data were presented as mean and standard deviation, in onder to pro-
videa measure of variahility based on experimental replication and sta-
tistical measurements. For energy analysis results, a -test was
performed at the 5% sgnificance level, i onder to statistically differen-
tiate mean values of NER obtained for the siudied energetic pathways
namely i} lipids, i) biogas prior to lipid extraction, i} biogas after
lipid exiraction and iv] biogas + lipids

3 Results and discussion
3.1 Chanyd erization of the emdronmentol conditions and culre medum

The amount of fime required for the complete growth of biomass
varied benween the types of effluent. Duration of batch operations was
=i days for both effluents. Rg. 2 presents the behavior of pH and tem-
perature in the PBER and PAR during the operations.

The maximum vahies of PAR were ahways moorded on 12 pm. Gen-
emlly, FAR presented highervalues during the operation period of the
primary afffuent. Maximum values were 2362 (on the 3rd day of oper-
ation | and 2475 pmolim’ 5 { on the {st day of operation), for primary
and secondary efflugnts espectively. Temperatume in cul ture madium

reachad high values in both opemtons dose to 40 "C These may indi-
cate the need for a cooling system, despite representing an energy
input, in order I aveid such high values of temperature, which are
not favorable for algl growth. According to Ras et al. | 23], br growth
temperatumes exceeding the optimal temperature (bebween 10 and
30 °C but with optimal conditions between 20 and 25 °C |24]),
microalgae growth rate shamply decreases due t the imbalance be-
tweenenergy demand and ATP production, and to ahigher exdent due
o the inacrivation or denaturation of the proteins imvohved. Stashr
and Birkeland [ 25] revealed that bowards elevated temperatur acchi-
mation, strains of Micmsysts ceniginess and Scenadesmes or s pre-
sented higher photosynthesis rmtes and fower respiration rates as well
as cell size reduction. The maximum and minimum values for the po-
mary effluent were 40.7 and 16 8°C mspectively, and 43 and 18.2°C
forthe secondary. The pH behavior indicated the pH conira by the ad-
dition of C0,, with vahwes duning the entire operation of both effluents
dlvaysberween &and & Inthe beginning of the operation of the prima-
ry effluent, it was possible to notice a period of adaptation of the alge,
with the Arst 00z addition after the second day of operation. Mareover,
the oyclesof C0zaddition in the secondany effluent were more frequent.
when compared tothe primary effleent operation This may be related
to the easiest algal adaptation in the secondary effluent, that had less
inirial concentration of organic matter and consequently les competi-
tion with bacteria and other organisms and more amaunt of available
nitogen {ammonia nitmgen) bobe aimilated.

Table 1 presents the characteristics of the bwo effluents used as cul-
ture med im.

For both effsents, the variable D0 presented sgnificant growth be-
cause of the photosynthetic activity of the algae and addition of com-
prezzed air for mixing. As expected, the primary influent presented
higher concentrations of organic matter but on the other hand, a
lower availability of nutrients preferably assimilable by algae. The NP
ratioof this effluemt was 4.2, compared with 58.7 of the secondary efflu-
ent, considering ammaonia nitrogen, nitrate and soluble phosphonis as
rutrients. As regards the performance of these effluents the PER pre-
sented removal efficencies of 43 8%, 100%, and 472 % for CODs, N-MH,
and P= in the primary effluent, and 100% and 100% for N-NH; and Ps
in the secondary effluent, reflecting the total polishing of this effluent
in terms of mittient rrmoval Inbath effluents, the N-NO3 concentra-
ton increased at the end of operations, which represents the main
form of ransformation of the nitrogen inflsent to the PER. Am monia ni-
tificationisa common process in envimnments with high DO levels, as
those observed in the present study. For organic matterin the secondany
effluent, an increment was ohserved instead of removal ) this may be re-
lated to the recakdtrance of the organic matter mmaining in this efflu-
ent. and alzo 1w the release of organic compoonds by micmalzae,

32 Chor erimbsn of the biomas

The biomass pmduced in each batch operation is characterized in
Table 2.

The dominance ofthe gems Senesdesmus sp. was observed for both
effluents. This genus presents great adaptahility to different culoure
media, showing significantly high growth rates in domestic sewage
compared with synthetic culture media. In addition, it shows toleranoe
of a wide range of tempemures and pH, representing a versatile gems
far purification of wastewater |26]

The density of individuals and the concentration of chlorophyll-a
varied little between the efluents, indicating that the growth and adap-
tation of microalgae were independent of the initial characteristics of
the culture medium. Algal hiomass productivity was greater for the pri-
mary effuent, 13.7 mg/m® -d, against £.6 mg/m®d for the secondaryef-
fluent. The total biomass productivity was 4.2 g'm®«d and 1.6 g'm*-d
for the primary and secondary effluents, mspectively. The total biomass
comcentration, represented by the variable V55, was higher inthe po-
mary effluent, which indicates a greater presence of non-algal biomass
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Fig 2 Temperaure and pHin the PER and TAR | mean satoes of both aperatans forzach effuenf) duning the operagans of the pramary and seondary eflusns

such as fungus, bacteria and protoroa, assodated with its more anganic
nature, compared with the secondary efluent. The lower biomass pro-
ductivity achieved with the secondary effluent is due in major part to
2 lack of disolved phosphons inthis effluent. which is a fundamental
nutrient for micmorganisms’ development. Nevecet al [27] evaluated
the growth of macroalga Oedogomium sp. in three municpal wast ewater
sources. The authors concluded that the primary treated effluent
reached the best results mganding both growth rate and wastewater
treatment efficiency, when compared to the secondary effluent, due to
its higher concentration of nutfent=. Fig. 3 presents the mlaton be-
tween chlomphyll-a and V85 for both effluents during operation

Table 1
Characterizagon of the primary and sscondary effluents [mean and standard dewistion
walues of the influsnt and efficent o the PERL

Ghle Dot K z %
Influ=ni Efluent Influes: Efffuent
H BONE) — T4 (D) =
Do gl 15 (04) 112 {04) asay b R
[ain e mgll  30RA(aTAE) O 1TAI[ILT) Bhofny  &s0{287)
[eiiel mgl 30027 X% (1153) a4 TS {xT)
D mgfl  14rA{31E) 630 (48] FE1{11) 252118}
i -] mgil TIT{NAT) IO (ERA) Sh4 (533 ZBO{159)
NMHT  omgid 13A01EF) 000} 204{513) ofan)
HNOT mgill 18{09) 19{a1) 07 () 14(13)
P mrd. 36{28) 1928 0r{aa) ]

According to Veloso et al |28], the value of the | (Chl-a) /V5S] rato
was fbund to be a simple and chamcteristic indicator of culture state
From Fig- 3 can be observed the proportion of algal biomass presented
in thetotal biomass during opemtions. The secondary effluent prezent-
ed aricher algal biomass, as demonstrated by Chl-o/VS5 ratics higher or
equal o 1% in two moments during cultivation, the third and fourth
days of operation. For the primary effluent, the maximum proporton
of algae biomass in the total biomass was 0775 Values <1% mean
impending algal population crash | 28], showing greater contribution
in the culture of the hetemtrophic organisms, rather than the autotro-
phic ones. Below this value is due to alzal heterotrophic contribution
and non-algal biomass (e.g bacteria, protozoa ). Atthe endof the culti-
wation, when haresting was done, relations were respectively .24
and (.52 for primary and secondary effluent

13. Lipick

Az there was little difference in the algal concentration of the offlu-
ents, the lipid content presented little varnation However, the lipid pro-
ductivity of the primary effluent was higher, monme than twice that ofthe
serondary effluent. Table 3 presents the lipid chamcterization data.

Compared with several ather species, Scenedesims sp. s considered
0 hawe great capaaty for fipid accumulation and high lipid produdivity
| 28] The biomas cultivated in the primary and secondary effluentspre-
sented similar Tipid contents of 7.0 and 6.1 % regectively. The cultiva-
tian in effluents under less appropriate conditions; and in competition
with ot her microorganisms, may have been the cause of the low lipid

153



L | PP Assemeny erol /Aol Resenrch 17 2006) S3-80

Tahle 2
Chatacerizadon of the biomass cildvated i the primary and secomdary efluens { mean and stndaxd devizton values)
Variable Linit Primary Semndary
Chlorop hyll-= mgil Fr T 175 f05)
L mgil EATS [3EE) EI55 (1R}
Density of organims ndrvidualy'ml 2IFE" 2 ae®
Dominars genea)/speces = Sepmedecoms s Som ez smresinm (freecsll colanies )

# Values for one operation of exch effluen:. Due tothe high density of haeriz and fung, mundng was made difficult in some opentiona.

acrumu lation. According to Mehmbadi et al. |30 |, the main reason for
the low lipid content of biomas grown in high rate algal ponds with
wastewater is the compostion of the hiomass, since biomass contains
amixture of algae and bacteria_As the lipid content ofhactena istypical-
ly beloner 106 |31 |, this reduces the overall lipid content and hence the
energy content of the biomass. Srudies with the cultivation of the
gemus Scenedesmus sp.in effluents and PER observed lipid contents of
14.2 to #9.1% |32] and 112 to 14.7% [33]. The greater lipid productvity
of 1000 mg/L-d, verified in the primary effluent, is attributed to its great-
et hiom ass produdivity compared with the secondary effluent. which
achieved 3.4 mg/L-d. This result may be related to the characteristics
ofrhe primary e ffluent [ Ps availability and high concent ration of organic
compounids | which directly affect the composition and quantity of bio-
mas, not only alg] but bacterial as well.

Rezultz such as these reaffimm the importance of the total biomass
productvity for the analysis of lipid production. The lipid productivity
compensated the low lipid content presented by the biomass, with
values similar to oreven higher than those eported in the fiterature
for algal biomass oultivation in PER using wastewater as culture medi-
um |[3435]

3.4, Biogas production

The mean $MA of the UASE shidge used as inocubim for the anaero-
bic tests was 0L10 gLODETVS-d (mean value of 5 tests, with standand
deviation of 003 |. This value is coherent with shidge from the domestic
sewage treatment as inooulum for the anaerchic digestion, indicating
good conditions for the production of biogas.

Fiz. 4 shows the behavior of the methane generated by the studied
types of hiomass throughout the incubation tme.

The biogas production of hoth effleents can be described by a
second-degree polynomial model. A 10-day adaptarion pericd was ob-
served, atter which a significant increase in biogas production for both
types of effluent was observed. For the efficient digestion of the algal
biomass, this peried is of great mlevance given the dificult biodegad-
ahility of the biomass becans of the composition {carbohwimes such
as hemicel lulose and celhilase) of the cell wall. On the other hand, this
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pericd can increase the hydraulic retention tme of the anaerobic reac-
tor, mpresenting co &= of installation and operation in a larger scale.

Higher production was ohtained after fipid extraction for both efflu-
ents The primany biomass AE produced 3050 ml of met hane and the sec-
ondary hiomass AE produced 8521 mL There was also no record of
stabilizadonin methane production untl the 30th day of incubation for
the primary hiomass AE, whereas for secondary hiomass AE thistendenoy
was ohsered. The raw biomass from the secondary effluent eached an
accumu lated volume ofmethane of 8995 ml, and a total vohume ofmeth-
ane of 5825 was reached for the mw biamass from the primarny effluent.

Tahle 4 presents the anaerdhic biodegmadahility data and methane
producton potential for the biomass from both effluents, prior to and
after the lipid extrachion.

Anaembic degradability of biomasses from both effluents were sim-
ilar, exccept for the raw biomas from scondary effluent. Higher values
of anaemhbic biodegrad abili ty for the biom ass after the activated sldge
ican be elated toits low comiplexity, with carbobydate and protein com-
tents partially avidized by the aemobic teatment system, compared with
the bioma= after flotation: On the other hand, once the mare comple
biomass is degraded, its energy potential increases.

This is the first study to present bicgas production of algal biomas
oultivated in wastewater from a meat processing industry, which
makes comparison difficult However, for other types of effluents, the
msults are coherent with what has been described in the litemture
Caporgno et al. | 36] cultivated Chiorelln vulgrris and Chiorell kessleri
inraw domestic sewage and used asa prod uction system six bubble ool-
umn PERs with avelume of 3 » 10~ m® each. Afterthe total consump-
tion of nitrogen, they eported productions of 346 4+ 3 mLOH /g VS and
#15 4 2 mLCHL g V5, for C kesleriand O vilgans respectively. Ras etal
|37] studied the bismass of C. walgoris cultivated in PER with synthetic
medinm and obtained 0.24 m ke VS of methane.

Thehigh values of MPP for the biomass after lipid extraction, regard-
lesz of the culture medium, reinforce the use of lipid extraction a= pre-
treatmentof the algal biomass, differently from the toic effect of the
solvents reported by Ehimen et al [38] and Yun et al [35] The MPP
values presented in this study were higher than those eported by
other researchers |3637) who used residual biomass after lipid
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Table 3
Tt Timds and lipid. produc ity for both oiltare media | mezn and s andard devisgon
values )

Table &
Anzrobic modegracdah ity and MPPal the biomass fom bath effluenis, prior o and afer
the lipidd svinchon {mean and stand ard devistion valnes)

Uz Primary Secomdary
L\Pﬂs k4 7O {02y a1 {08y
Lipid prod vty gm'-d 0z (it

mgA-d LT} 14

* Lipad producarity was @lulaied consdenn g totl omees (VEL

extraction, but cultivated it in synthetic axenic medium for anaembic
digestion.

3.5 Erergy vighility

Far the large scale production of microalgal biofuel, the energy con-
sumption of the cultivation mus be minimized in order to maximize
the net energy production. In order to sustain the production of energy
in a system, the NER must be = 1, and ax high as posible. In this sdy,
the main objective was to compare different culture media and energy
rautes for the production of algal hiomass in PER=. Table 5 shows NER
data and the specific producbvities of biomass for all three energy use
mutes.

Table 5 shows that in this study, any MER was higher than one The
values were similar, regardless of the type af effluent. The lpid NER
ranged between (UO00E TS and QL0002 for the biomass from the prima-
ry ard secondary effluent. respectively. Jorquera et al. |21 | presented
lipid MER valnes of 0U07 for a tubuolar PER

Far the biogas production, the net mtio presented a minimum value
of 00000335 for the blomass after extmction, cultivated inefluent after
the activated sludge [PBR_AE secondary) and a3 maximum value of
(D0B0X for the raw biomass multivated in primary effluent The
lipid + biogas NER vales were equal to lipid NER values for both efflu-
ents [p e (U05),indicating that the energy gain with produc tion of biogas
after the lipid extraction was small, although higher NER values were
obtained Moreover, the aocumulated energy gain of the lipid extraction
was slight. and thus it is possible to state that the non-viability, in terms
of energy, of the biomass produced in this study for lipid utilization was
maostly owed to its low lipid content. The biogas generation of the mw
biomass, regardless of the culture medium, was the most favorable en-
ergyroute [p - 005). According toSialve et al [2], ipid extraction ofbio-
mass containing < 40% of lipids combined with anasrobic digestion of
the residoal biomass is not effective in terms of energy norin terms of
costs. For the authors, the anaerobic digestion of the whole biomass
ako appeared to be the right strateoy on an energy balance basis
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Stum and Lamer |40] found that the direct combudtion of algal biomas
was a more viable energy source than biofuel production, espedally
when the lipid content of dry biomass was 10%, ie. lower than the
high values reparted in lah-scale reactors. Bruhn et al |41)] asessed
the energy potential of the freen macmalgae Uha locneca and conchid-
ad that anaerobic digestion of the wet hiomass seemed more promizing
than its combustion due to high contents of maisture, ash and alkali in
the biomass.

Additicnally, the perfformance of the systems regarding the hiomas
productivity per energy input (PB/EC} was also asseszed. The highest
value chitained was 0288 mg/K] for rhe raw biomass from the primary
effuent and the lowe st was (L04TE me/K] for the biomazs after lipid ex-
traction cultivated in the secondary effluent. With espect to bubble col-
umn PERs, according to Fuentes-Gninewald etal |42] the best resulis
for PE/EC were obiained with optimuim levels of light and agitation
Liwr indices of specific productivity in bubble column PERs such as
thoseobtained in this stady are related solely and exclusively to produc-
tvity optimiz ation, and the energyuse for such production is ignored (9]

The PER production system in this shudy presented low enengy per-
farmance both for lipid and biogas producton, regardless of the oul ure
medium evaluated, Table 5 shows the necessity of intervention in the
productive system in order o improve is energy performance. Bub-
bling air into the culture corsumes a lot of energy. This may be consid-
ered the main cause of the lowr values found for MER, which were wery
distant from the optimum valie, close 1o one The lower energy use
thmough low-emergy equipment (diaphragmatic air compressor)
would be an option to increase the NER and PB/EC values of the system.
Another possible cause of the lw energy performance is the use of ef-
fluent for cultivation, which makes algal production less efficent be-
cause of competition with otherorganisms for space and nutrients.
leading to low lipid accumulation.

4. Conclusions

The primary effluent, after flotation, presented greater productivities
of biomass, lipids and methane. compared with the secondary effluent

15 0 x5 H
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Fig. 4 Methane generann sooughout the i notagon time dor nom.zeses prior and sfer lipid edracton of bath efloents {mean and sond ard desiation values |

155



23] PP Assemeny ol | Alpe] Reserch 17 (2006 $3-80

Tahle 5
MER and specfic hiomas prodacvity for the ssuidied snergy rowtes {mean and sandard devisSion values of both apeaSms for sch eflluent.
Primary Samndary
PHR AE PER HE
NEH lipids B13E04 4 (4E08) ZE0E04 c* (IR
NER biogas S2EA0 B {3E0) 12354033 [2E4) LGEE02 o' (GE-04) IE08 [1E04)
mipd: + biogas 2NSE03 2* | TEL8) G E | 1LESED4)
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* The t-testwas perfarmed & the 54 sgmfiane kel mem fabwed by the ame keg=rdonot sativcally differ.

after adivated shudge treatment Thus, it was consdersd mare suitable
for micrealgae development mainty due to phosphons limitation ob-
served in the secondary effluent. The high levels of methane production
potential for the biomass after lipid extraction, compared with mwbio-
ma<x, reinforoe the use of lipid extraction as pre-treatment of algal bio-
maz o increase the effidency of anasrchic digestion

There wasa gain in energywith the bicgas production after lipid ex-
traction; howeover, none ofthe energy routes presented NER higherthan
one_The energy ana bysis showed that there was little aocumulated ener-
£y gain in the ipid extraction stage, and thus it is possible to confirm the
non-viability, in terms of energy, of the hiomass produced in this study
forlipid use The biogas genem@tion from the mw biomass regndless of
the culhure medium was the most favorable energy route.
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