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RESUMO

Aplicacdes de microalgas tem tornado esses micro-organismos importantes em pesquisas com
fins tanto comerciais como energéticos. A biofixacdo de CO, por microalgas é vista como
uma forma economicamente viavel e ambientalmente sustentavel para mitigar as emissoes de
CO; e geracdo de biomassa para obtengdo de bioprodutos de alto valor agregado como os
biocombustiveis. Na digestdo anaerobia da biomassa de microalgas a adicdo de um co-
substrato rico em carbono pode facilitar o processo de producéo de biogés. O glicerol possui
alta concentracdo de carbono organico e é solivel em agua. Neste sentido, a combinacéo de
ambos os substratos pode solucionar um dos principais problemas para o processo de
digestdo, que reside no equilibrio da razdo (C/N). Co-digestdo anaerdbia consiste na digestdo
anaerdbia de uma mistura de dois ou mais substratos com composi¢es complementares. O
objetivo do estudo foi avaliar a geracdo de biogas através da co-digestdo anaerdbia de
biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e glicerol bruto. Para a realizagdo do estudo foram
construidos e operados sete biorreatores com volume Gtil de 1,5 L, alimentados com 5, 6, 10,
15 e 20 g.L™" da mistura de biomassa de Spirulina e glicerol. A adicdo de diferentes
quantidades de glicerol (5 e 10 g.L™) foi utilizada como um suplemento na digestdo anaerébia
em sistema de batelada. A razdo C/N variou de 3,3x10° a 23,7. Os ensaios foram realizados a
35 °C, em reatores equipados com sistema de coleta de gas, alimentacéo e retirada do efluente
liquido, operados em batelada sequencial. O efluente liquido dos reatores foi analisado quanto
ao pH, nitrogénio amoniacal e alcalinidade. O volume de biogas produzido diariamente foi
medido em gasémetro de frasco invertido. Em todos os ensaios, os valores médios de pH
variaram de 7,0 a 7,3 e nitrogénio amoniacal de 62,02 a 1100,99 mg.L™. A alcalinidade do
efluente variou entre 1133,37 e 3578,98 mg.L™" CaCOs. Em todos o0s ensaios com adicdo de
glicerol houve incremento na producdo especifica de biogas (0,16 — 0,24 d™) quando
comparado ao ensaio em que somente biomassa microalgal era alimentada no processo (0,03
L.d%), demonstrando ser esta uma alternativa interessante para a producdo de biocombustivel
e concomitante agregacao de valor ao glicerol residual da producéo de biodiesel.

Palavras-chave: Digestdo anaerdbia, Glicerol, Metano, Spirulina



ABSTRACT

Applications of microalgae have made these important micro-organisms in studies with both
commercial and energy. The biofixation of CO, by microalgae is seen as an economically
viable and environmentally sustainable way to mitigate CO, emissions and generation of
biomass to obtain high value-added bioproducts like biofuels. In anaerobic digestion of
biomass of microalgae rich adding a co-substrate carbon can facilitate the process of biogas
production. Glycerol has a high concentration of organic carbon and is soluble in water.
Accordingly, the combination of both substrates can solve major problems for the digestion
process, which resides in balancing the ratio (C/N). Anaerobic co-digestion in the anaerobic
digestion is a mixture of two or more substrates having complementary characteristics. The
aim of the study was to evaluate the generation of biogas through anaerobic co-digestion of
biomass of Spirulina sp. LEB 18 and crude glycerol. For the study were built and operated
seven bioreactors with working volume of 1.5 L, fed with 5, 6, 10, 15 and 20 g.L™ mixed
biomass of Spirulina and glycerol. The addition of different amounts of glycerol (5 and 10
g.L™") was used as a supplement in anaerobic digestion in a batch system. The C/N ratio
varied from 3.3 to 20 Assays were performed at 35°C in a reactor equipped with gas
collection, removal and feeding the liquid effluent system and operated in sequential batch.
The reactor effluent was analyzed for pH, ammonia nitrogen and alkalinity. The volume of
biogas produced was measured daily in gasholder inverted bottle. In all trials, the mean pH
values ranged from 7.0 to 7.3 and ammonia nitrogen from 62.02 to 1100.99 mg.L™. The
alkalinity of the effluent was between 1133.37 and 3578.98 mg.L™ CaCOs. In all tests with
the addition of glycerol there was an increase in the specific biogas production (0.16 to 0.24
L.d™") when compared to the test when only microalgal biomass was fed into the process (0.03
d.L™), demonstrating that this is an interesting alternative for the production of biofuel and
concomitant adding value to the residual glycerol from biodiesel production.

Keywords: Anaerobic digestion, Glycerol, Methane, Spirulina






1 INTRODUCAO

Na atualidade o interesse pelas energias renovaveis vem crescendo a cada dia,
pois elas sdo o caminho para a reducdo da dependéncia excessiva dos combustiveis fosseis,
além de ser a solucdo mais segura para a diminuicao das emissdes dos gases do efeito estufa e
para melhorar o abastecimento energético (EUROPEAN COMMISSION, 2011).

A biomassa da cianobactéria Spirulina € utilizada como alimento desde a
antiguidade (TOMASELLI, 1997) e atualmente é pesquisada como fonte de bioprodutos.
Com o recente desenvolvimento de tecnologias para utilizacdo de microalgas no sequestro de
carbono (RADMANN et al., 2011) e produgdo de biogads (EL-MASHAD, HAMED, 2013;
SIALVE; BERNET; BERNARD, 2009), esses micro-organismos vém ganhando projecdo no
contexto da mitigacdo do aquecimento global e no contexto energético.

A producao de microalgas tem se mostrado eficiente por sua rapida conversdo de
energia solar em biomassa exploravel Acima de tudo, as microalgas tém vantagens em relacao
as plantas superiores devido a maiores taxas de crescimento e a possibilidade de cultivo em
areas de terras ndo araveis ou em lagos ou no oceano, atenuando, portanto, a competicdo por
alimentacdo humana e animal (RITTMANN, 2008; STEPHENS et al., 2010).

Uma abordagem promissora, portanto, parece ser a utilizagdo de microalgas para a
fermentacdo anaerdbia para producdo de biogas. Pesquisa sobre fermentacdo anaerdbia da
biomassa de algas remonta ha mais de 50 anos atrds (GOLUEKE; OSWALD; GOTAAS,
1957). Desde entdo um grande numero de projetos de investigacdo foram efetuados. Os
esforcos de pesquisa iniciais atingiram o pico no final dos anos 1970 e 1980 como
consequéncia da crise do petroleo. Recentemente, a identificacdo de cepas de microalgas com
caracteristicas promissoras (EROGLU, MELIS, 2010), o progresso no cultivo de microalgas
(POSTEN, 2009) e técnicas de colheita (BRENNAN, OWENDE, 2010), bem como o
potencial de algumas cepas de produzir co-produtos (SPOLAORE et al.,, 2006) tem
despertado o interesse de usar esses organismos para a geracdo de biogas. Na digestdo
anaerdbia de biomassa de microalgas, que geralmente contém nitrogénio organico que esta
principalmente sob a forma de proteinas, podendo alcancar 74% da composi¢do quimica da
célula (COHEN, 1997), a adi¢cdo de um co-substrato rico em carbono pode facilitar o processo
de producéo de biogas (YEN e BRUNE, 2007).

Co-digestdo anaerdbia consiste na digestdo anaerébia de uma mistura de

substratos com caracteristicas diferentes, sendo uma maneira de diluir substancias téxicas



presentes em algum dos substratos, fornecer nutrientes que estdo em falta em um substrato,
melhorar efeitos sinérgicos sobre micro-organismos e aumentar a producdo de biogas
(MATA-ALVAREZ et al., 2011).

O glicerol oriundo da producdo de biodiesel é um material liquido altamente
poluente. Na sua constituicdo, além do préprio glicerol, encontram-se outras substancias
(6leos, &cidos graxos de cadeia longa, metanol, sais e outros) que, se dispostas no meio
ambiente sem tratamento adequado, podem causar problemas de intoxicacdo, formacao de
espumas, mau cheiro e variagfes nas caracteristicas naturais de um determinado ecossistema
(VIANA, 2011). Com tudo isto, é necessario encontrar usos alternativos para o glicerol.

O glicerol resultante do processo de producdo do biodiesel constitui um
subproduto passivel de aproveitamento para a producdo de biogas, devido ao seu alto teor de
carbono facilmente degradavel (AMON et al., 2006), e assimilavel por bactérias e leveduras
sob condi¢cbes anaerdbias. Uma alternativa para o uso do glicerol é a utilizagdo como
complemento na produgdo de biogas, pois conforme Robra et al. (2010), este apresenta o
carbono necessario para a realizacdo dos processos anaerobios microbioldgicos, mas precisa
de um substrato rico em nitrogénio, para a geracdo de biogads. De acordo com Amon et al.
(2004) o glicerol tem potencial para melhorar o desempenho da geracdo de biogas, uma vez
que é constituido por mais de 20% de metanol, tornando-se um meio de cultura alternativo
para certas bactérias metanogénicas. Estas vantagens tornam o glicerol um co-substrato em
potencial para o processo de digestdo anaerdbia.

O objetivo principal deste trabalho foi produzir biogas através da co-digestao

anaerdbia utilizando como substratos biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e glicerol bruto.



2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Produzir biogas através da co-digestdo anaerdbia de biomassa de Spirulina sp.
LEB 18 e glicerol bruto.

2.2 Especificos

- Caracterizar o processo e o produto formado na co-digestdo anaerdbia de

biomassa microalgal e glicerol,

- Determinar o efeito da razdo entre concentracdo de carbono e nitrogénio (C/N)
no processo e na producdo do biogés produzido;

- Avaliar a variacdo de volume de biogas e metano gerado ao adicionar diferentes
proporcoes de glicerol e Spirulina sp. LEB 18.



3 JUSTIFICATIVA

A adogdo de fontes de energia alternativas e o uso de combustiveis fosseis de
modo mais eficiente sdo algumas das formas de se reduzir a emissdo de CO,. Nesse sentido,
buscam-se novas alternativas para mitigar tais emissdes e dar maior sustentabilidade a matriz
energética (LARSEN, 2009).

A atividade industrial e a geracdo de energia termelétrica lancam cerca de 20
bilhGes de toneladas de CO, na atmosfera anualmente. Parte é fixada por vegetais,
principalmente arvores, outra parte pelas microalgas nos oceanos e o restante acumulado na
atmosfera (TAKAHASHI, 2004). A emissdo de didxido de carbono no mundo atingiu novo
recorde em 2011, com aumento de 2,5% em relagdo a 2010, segundo o Instituto de Energia
Renovavel da Alemanha (IWR, 2013). A producdo mundial de dioxido de carbono em 2011
foi de aproximadamente 34 bilhGes de toneladas, tendo um acréscimo de 834 milhdes em
relagdo ao ano anterior. A utilizagdo de energias renovaveis € apontada como principal
solucéo para este problema e os investimentos neste tipo de energia foi de 543,90 milhdes de
euros (BRASIL, 2013).

Os processos biologicos tornaram-se uma alternativa interessante no combate a
poluicdo e na geragdo de novos produtos, uma vez que esses processos utilizam-se do
metabolismo microbiano para degradar e remover poluentes (GADD, 2008), bem como para
transformar matérias primas gerando produtos menos nocivos ao meio ambiente. Nesses
processos, existem micro-organismos atuantes, como algas e microalgas de diversas espécies
(SARAVANAN et al., 2009), as quais tem sido utilizadas em estudos de tratamento de
efluentes e biossorcdo de metais toxicos (MEZZOMO et al., 2010; DAL MAGRO;
HEMKEMEIER; COLLA, 2011), biofixacdo de CO, (MORAIS, COSTA, 2007) e producéao
de biocombustiveis (XU, Ml, 2011).

Microalgas tém sido utilizadas na fixacdo de dioxido de carbono de usinas
termelétricas (MORAIS, COSTA, 2011), provando ser um método eficiente e econémico,
principalmente devido a capacidade fotossintética desses micro-organismos de usar o CO;
como fonte de nutrientes para o seu crescimento (MORAIS, COSTA, 2007). A biofixacéo de
CO; por microalgas é vista como uma forma economicamente viavel e ambientalmente
sustentavel para mitigar as emissdes de CO, e geracdo de biomassa para obtencdo de
bioprodutos de alto valor agregado (JIANG et al., 2013). S&o necessarios pelo menos 1,83 ton

de CO; para a obtencdo de 1,0 ton de biomassa microalgal (HO et al., 2010). Dessa forma,



com a grande quantidade de biomassa gerada, é vantajosa sua aplicagdo na producdo de
biogés.

Comparadas aos vegetais superiores, as microalgas apresentam maior eficiéncia
fotossintética e podem ser cultivadas em meio salino (OLGUIN et al., 2001). Além disso, as
microalgas apresentam elevadas produtividades em biomassa, 0 que representa menor
utilizacdo de &rea para o cultivo, a regido de cultivo pode ser desértica e o solo pode estar
degradado, ja que o mesmo é somente utilizado como suporte para o sistema de cultivo; a
producdo da biomassa € continua e ndo segue regime de safras; 0 meio de cultivo pode ser
reaproveitado e como fontes de carbono podem ser utilizados o CO; residual do processo
(KAO et al., 2012; CONVERTI et al., 2009; BENEMANN, 1997) e fontes organicas residuais
(ANDRADE, COSTA, 2008)

Migliore et al. (2012) afirmam que a metanizacdo € o método mais estudado e
utilizado para converter a biomassa de algas em energia Gtil. A quantidade e a composicdo do
biogés produzido dependem da fonte de substrato, das condi¢es ambientais, bem como da
natureza do inoculo e das condi¢des de fermentacdo (BRIAND e MORAND, 1997).

O glicerol é um subproduto da reacdo de transesterificacdo da producdo de
biodiesel. Estima-se que por cada 9 kg de biodiesel produzido, cerca de 1 kg de glicerol bruto
é formado (DASARI et al., 2005). O aumento na producdo de biodiesel tem criado um
excedente de glicerol, que resultou na diminuigéo de seu preco (YAZDANI, GONZALEZ,
2007). A producdo de glicerol proveniente do processamento do biodiesel é vendida,
principalmente para inddstria quimica. No entanto, a oferta de glicerol esta se tornando bem
maior que a demanda (SILES LOPEZ et al., 2009), além de ter um elevado teor de impurezas,
em torno de 20%, que afeta e encarece seu processamento industrial. Dentro deste cenario, 0s
esforcos de investigacao para desenvolver utilizagbes para o glicerol bruto séo feitas de forma
a tornar o custo da producdo de biodiesel sustentavel, a longo prazo. Estudo realizado por
Viana (2011) demonstrou a viabilidade da utilizacdo do glicerol como substrato para
producdo de biogas e energia, e concluiu que o biogas produzido em um sistema anaerdbio
digerindo glicerol pode ser utilizado para a geracao de energia térmica ou elétrica.

Glicerol é caracterizado por possuir alto teor de carbono degradavel podendo
favorecer o processo de co-digestéo, e, portanto, viabilizando formas alternativas de utilizagédo
que podem proporcionar sustentabilidade econdmica e ambiental da producdo do biodiesel
(VIANA, 2011).



Amon et al. (2006) estudaram a digestdo anaerdbia de uma mistura de dejetos de
suinos com adicdo de 6% de glicerina que resultou em um aumento da producdo de metano de
aproximadamente 19%. A mistura de diferentes substratos ¢ uma estratégia para melhorar o
desempenho de um reator, com consequente aumento de producdo de biogas (MATA-
ALVAREZ; MACE; LLABRES, 2000).

A combinacéo de dois ou mais substratos cria um efeito sinérgico ao reduzir o
desequilibrio preexistente de nutrientes e, por sua vez, atenuando a inibi¢cdo que, de outro
modo, pode ocorrer durante a digestdo do substrato individual. Na biomassa de Spirulina,
nitrogénio organico esta principalmente sob a forma de proteinas, que podem alcancar 74 %
da composi¢cdo quimica da célula (COHEN, 1997). O maior inconveniente na producdo de
biometano a partir de substratos de alto valor proteico é a concentracdo de nitrogénio
amoniacal gerada na decomposicdo anaerobia dessas biomoléculas (RAMSAY,
PULLAMMANAPPALLIL, 2001). Dessa forma, a microalga Spirulina pode ser utilizada
como co-substrato ao processo de digestdo anaerdbia, complementando a fonte de nitrogénio
em substratos com baixo teor deste componente e equilibrando a razdo C/N no meio. Por
exemplo, a adicdo de efluente de processamento de papel, que € rico em carbono, a uma
mistura de Scenedesmus sp. e Chlorella spp., resultou num rendimento mais elevado de
metano induzido por um equilibrio entre carbono e nitrogénio na alimenta¢do, bem como
aumento da atividade da celulase (YEN, BRUNE, 2007). Oleo de soja e glicerina, ricos em
carbono, também demonstraram ter efeitos positivos sobre a producdo de biogas, quando
adicionados a algas coletadas de lagoas de tratamento de esgoto (SALERNO; NURDOGAN,;
LUNDQUIST, 2009).



4 HISTORICO DO LABORATORIO

O Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) foi criado em 1996 pelo professor Dr. Jorge Alberto Vieira Costa.
Atualmente o laboratorio esta vinculado a Escola de Quimica e Alimentos da Universidade e
é composto por aproximadamente 50 pessoas, dentre professores e estudantes principalmente
dos cursos de Engenharia de Alimentos, Engenharia Quimica, Engenharia Bioquimica e Pds-
Graduacao em Engenharia e Ciéncia de Alimentos.

Uma das principais linhas de pesquisa do Laboratério envolve a producdo e
utilizacdo de biomassa de microalgas, em especial microalgas do género Spirulina.

O LEB conta com estrutura fisica de 240 m?, incluindo uma estufa de cultivo de
microalgas com capacidade de 45 m?. Além disso, no extremo sul do Brasil, na cidade de
Santa Vitéria do Palmar as margens da Lagoa Mangueira, opera uma Planta Piloto de
Producdo de Microalgas em um terreno de 16 hectares, que conta com uma estufa de cultivo
com area de 300 m? e um laboratério de controle de 120 m?® destinados & producéo de
biomassa de Spirulina. Esta planta foi constituida a partir de uma parceria entre LEB,
empresas, prefeitura e organizacdes nao governamentais e opera desde 2004, possuindo 2
biorreatores com capacidade de 15 m®, com uma produc&o mensal de 50-70 kg de biomassa.

Neste contexto, o estudo da producdo de biogds a partir de biomassa de
microalgas teve inicio em 2005, com a tese de doutorado intitulada Biossistema para
Producdo de Biomassa Microalgal e Biometano (ANDRADE, 2009); seguindo com a tese de
doutorado intitulada Producéo e Purificacdo de Biogas com Microalgas (HENRARD, 2013).
Em 2011, os estudos de producdo de metano foram ampliados para digestdo anaerdbia de
macroalgas, através do desenvolvimento da dissertacdo de mestrado intitulada Producdo de
Biogas a Partir de Macroalgas (FRANCK, 2013), em que foi testada, inclusive, a co-digestdo
de biomassa de macro e microalgas.

Em 2004 teve inicio entre LEB, a ELETROBRAS (Centrais elétricas brasileiras S.
A)) e a CGTEE (Companhia de Geracdo Térmica de Energia Elétrica), localizada no
municipio de Candiota — RS, o desenvolvimento de tecnologia para biofixacdo de CO,
originado na combustdo do carvdo mineral por microalgas. Como produto desta parceria foi
projetada, montada e colocada em operacdo a Planta Piloto de Biofixacdo de CO, por
Microalgas, com érea de 6.000 m?, além de 70 m? de laboratérios, possuindo dois biorreatores
do tipo raceway, com volumes de 18 m® cada e um biorreator com volume de 1 m?®, para

crescimento e manutencdo de inoculo. Em 2012, foi firmada a continuidade do convénio



através do projeto P&D da ANEEL (Agéncia Nacional de Energia Elétrica) juntamente com a
CGTEE, para colocar em operacéo a Planta Piloto de Biofixagdo de géas carbonico.

Uma terceira planta para producdo de biomassa microalgal foi colocada em
operacdo na cidade de Ribeirdo Preto — SP, para utilizacdo da vinhaca originada da producéo
de bioetanol.

Em 2008 foi aprovado o projeto Aquicultura de microalgas para a biofixagédo do
gas carbonico gerado na queima do carvdo e co-geracdo de biodiesel e bioprodutos de alto
valor agregado, através do Edital MCT/CNPg/MPA 26/2008 (Sele¢édo publica de propostas de
pesquisa e tecnologias para producdo de biodiesel a partir de microalgas), o qual foi realizado
através de uma parceria entre Laboratérios de Engenharia Bioquimica da FURG, CGTEE
(Companhia de Geracdo Térmica de |Energia Elétrica), Fundacdo ZERI e UPF.

Pesquisas sobre microalgas vém sendo desenvolvidas no LEB através dos projetos
Cooperacdo Técnica para Obtencdo de Biomassa, Bioenergia e Producdo do Alto Valor
Agregado a Partir de Microalgas e Rede Integradora de Nanotecnologia e Biotecnologia
Microalgal para o Desenvolvimento Cientifico/Tecnologico e Formacdo de Recursos

Humanos, aprovados pela CAPES.



5 REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 Glicerol

O glicerol € um polialcool com férmula quimica C3Hs(OH); e a sua estrutura
quimica esta representada na Figura 1. E o principal subproduto gerado na producgio de
biodiesel, sendo que aproximadamente 10% do volume total de biodiesel produzido
correspondem a glicerol (DASARI et al., 2005).

Figura 1 Estrutura do glicerol

HO™ Y oH

OH

Na natureza, o glicerol existe em vegetais (soja, mamona, babagu, girassol, palma,
dendé, algodéo e coco) e animais em formas combinadas de glicerina com &cidos graxos
(THOMPSON; HE, 2006). O glicerol é também um composto considerado fundamental
dentro do sistema metabdlico de micro-organismos, onde atua como precursor de numerosos
compostos, e como regulador de varios mecanismos bioquimicos intracelulares (BRISSON et
al., 2001; MOAT; FOSTER; SPECTOR, 2002).

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto dependem do
tipo de &cido graxo e do tipo de catalise empregada na producéo de biodiesel (THOMPSON e
HE, 2006). Em 2012, devido ao aumento exponencial do uso de biodiesel, a producdo de
glicerol alcancou 1,2 milhdes de toneladas (MOTA et al., 2009). Esse residuo produzido em
tamanhas proporcdes pode facilmente se tornar um passivo ambiental grave, poluindo rios e
mangues. Entretanto, o glicerol bruto apresenta ainda grande capacidade energética e pode ser
aproveitado ap0Os processamento como fonte energética (STRIUGAS, 2009).

Segundo Viana (2011), um grande nimero de micro-organismos pode crescer em
meio contendo glicerol e assim utiliza-lo como fonte de carbono e energia. Este subproduto
possui inimeras possibilidades de aplicagdes industriais, entretanto o glicerol obtido da
producdo de biodiesel apresenta impurezas como agua, sais, esteres, alcool e oOleo residual,
que conferem um baixo valor de comercializagdo (OOl et al., 2004). Por outro lado, por
possuir alto teor de carbono degradavel, pode favorecer o processo de co-digestdo, e, portanto,
viabilizar formas alternativas de utilizagdo que podem proporcionar sustentabilidade

econémica e ambiental da producéo de biodiesel.
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5.2 Biomassa de Spirulina

As microalgas pertencem a um grupo heterogéneo de organismos,
predominantemente aquaticos e geralmente microscopicos unicelulares, que podem formar
coldnia, com pouca ou nenhuma diferenciacdo celular. Sdo caracterizadas pela presenca de
pigmentos, responsaveis por coloragdo variada e por mecanismo foto autotrofico.
Filogeneticamente, as microalgas sdo compostas de espécies procaridticas ou eucarioticas
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Andrade, Costa (2008) e Chisti (2007) caracterizaram as microalgas como micro-
organismos fotossintéticos, que combinam &gua e dioxido de carbono atmosférico com luz
solar para produzir vérias formas de energia, produzindo biomassa. Podem ser utilizadas na
producdo de biocombustiveis e suplementos alimentares, e também podem ser empregadas na
captura de didxido de carbono da atmosfera. As microalgas produzem mais oxigénio do que
todas as plantas existentes no mundo, sendo responsaveis por, pelo menos, 60% da producao
primaria da Terra (CHISTI, 2004).

A Spirulina é uma cianobactéria filamentosa, com 1 a 12 um de diametro (Figura
2), e se dispde na forma espiralada, com até 1 mm de comprimento. Destaca-se das demais
microalgas por apresentar elevado teor de proteinas (50 -70%) e auséncia de parede celuldsica
(VONSHAK, 1997), o que favorece a etapa de hidrélise na digestdo anaerdbia.

Figura 2 Vista microscopica de uma Spirulina
Fonte: http://www.antenna.ch/malnutrition

Ocorréncias naturais da Spirulina foram registradas nos lagos Chad na Africa
Central, Texcoco no México, Nakaru e Elementeia no Quénia, e Aranguadi na Etiopia
(VONSHAK, 1997). No Brasil uma cepa da microalga Spirulina foi isolada da Lagoa
Mangueira, Rio Grande do Sul (MORAIS et al., 2008).
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Desde 23 de junho de 1981 a Spirulina foi legalmente aceita como alimento pelo
FDA (Food and Drug Administration) que declarou que a Spirulina é uma fonte de proteinas
e contém varias vitaminas e minerais. Ela pode ser legalmente comercializada como alimento
ou complemento alimentar desde que precisamente qualificada e livre de contaminantes e de
adulteracdo com substancias (FOX, 1996).

Em relagdo aos seus constituintes, a Spirulina é altamente proteica, conforme
pode ser observado na Tabela 1. Entre as proteinas estdo presentes as ficocianinas,
biliproteinas envolvidas nas rea¢des quimicas de fotossintese e funcionam como reservatorio
de nitrogénio, sendo que a maior parte da proteina presente equivale a aminoécidos essenciais,
com a presenca inclusive de metionina, aminoécido ausente na maioria das cianobactérias e
microalgas (CIFERRI, 1985; LEON, 2010).

Tabela 1 Composicéo centesimal da Spirulina

Componente Quantidade (%)
Proteinas e Amino&cidos 65
Carboidratos 20
Minerais 7
Lipideos 5
Umidade 3

Fonte: Adaptado de HENRIKSON (1994).

A parede celular da microalga Spirulina é constituida de mureina (FALQUET,
1997), um peptideoglicano formado por N-acetilglicosamina (NAG), &cido N-acetil muramico
(NAM) e um peptideo constituido por quatro aminoécidos. Devido ao tamanho dos
filamentos, entre 100 e 200 um (TOMASELLLI, 1997), podendo alcangar 1 mm, a recuperagéo
da biomassa do meio liquido é facilitada (TEFERA, 2009). A microalga Spirulina ocorre
naturalmente no extremo sul do Brasil (MORALIS et al., 2008) e ja demonstrou capacidade de
fixacdo de CO, de gases de combustdo (MORAIS e COSTA, 2008; RADMANN e COSTA,
2008).
5.3 Produgdo de Spirulina atraveés da fixacdo de CO; industrial

A biofixacdo de CO, por microalgas é uma tecnologia baseada na capacidade que

esses micro-organismos possuem de realizar fotossintese. A fotossintese € a principal rota de
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fixacdo de carbono das microalgas, sendo a luz solar sua principal fonte de energia. Neste
processo, 0s nutrientes sdo convertidos em matéria organica com liberacdo de oxigénio
(VONSHAK, 1997).

A combinacdo do cultivo de microalgas com a biofixacdo de CO, do efluente
gasoso gerado a partir da queima de combustiveis fosseis e outras fontes pode reduzir o custo
de producdo de microalgas em escala industrial e compensar as emissdes de carbono geradas
na producdo de energia (MORAIS, COSTA, 2007).

Radmann et al. (2011) realizaram estudo e desenvolveram uma planta piloto para
biofixagdo de CO, oriunda da Usina Termelétrica Presidente Médici, com o objetivo de
utilizar g&s de combustéo da usina para o cultivo das microalgas Spirulina sp. LEB 18 e
Scenedesmus obliquus LEB 22, determinando suas caracteristicas cinéticas e capacidade de
fixacdo de CO,. Nesse estudo observaram que a utilizacdo de gas de combustdo da usina
termelétrica incrementou em 35 % a producdo de biomassa ao final do cultivo de Spirulina sp.
LEB 18, com reducdo de 24,2% da concentracdo de CO, do gas de combustdo, sendo
biofixado 5,7% do CO; para o crescimento das microalgas. Os resultados mostram que as
microalgas podem ser cultivadas em plantas de energia elétrica para biofixar o CO;

proveniente do gas de combustdo de carvéo e contribuir para reducéo do aquecimento global.

5.4 Fundamentos da Digestdo Anaerdbia

A digestdo anaerdbia é o processo bioldgico onde o material organico, na auséncia
de oxigénio, é convertido a biogas. O biogas € composto principalmente por metano e dioxido
de carbono. De forma geral, substratos com elevado teor de lipidios e elevada
biodegradabilidade, bem como baixo teor de compostos lignocelulésicos, apresentam
elevados rendimentos de producdo de biometano neste processo (LABATUT; ANGENENT;
SCOTT, 2011).

No processo global de conversdo da matéria organica, através da digestdo
anaerobia, podem-se distinguir quatro fases distintas para formacdo do metano: a hidrdlise, a
acidogénese, a acetogénese e a metanogénese (SILVA, 2009). A Figura 3 demonstra o

esquema geral da biodigestdo anaerdbia, adaptado de Chernicharo (1997).
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Figura 3 Esquema simplificado da digestdo anaerdbia de matéria organica para obtencéo de

metano
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5.4.1 Hidrolise

Nesta fase as bactérias anaerdbias facultativas (bactérias hidroliticas) transformam
os polimeros organicos em compostos simples e solGveis de menor massa molecular
(monbémeros) e através de enzimas extracelulares, estes Ultimos em acetato, hidrogénio,
dioxido de carbono, acidos orgéanicos de cadeia curta, aminoacidos e outros produtos como
glicose (CHERNICHARO, 1997). O tempo necessario para que esta etapa ocorra depende da
composicdo do substrato utilizado: carboidratos degradam mais rapidamente, enquanto que
proteinas e lipidios demoram mais tempo (SIALVE; BERNET; BERNARD, 2009). Ja a
degradacdo de compostos com composicdo complexa, como os lignoceluldsicos, € lenta e
incompleta (DEUBLEIN, STEINHAUSER, 2008). Assim, para substratos de composicéo
complexa, esta etapa pode ser limitante (APPELS et al., 2008).

5.4.2 Acidogénese

A acidogénese caracteriza-se por ser um processo bioquimico em que as bactérias
obtém energia transformando matéria organica hidrolisada (CHERNICHARO, 1997). Na
acidogénese as bactérias formadoras de acidos (bactérias fermentativas) sdo conhecidas como

produtoras de hidrogénio e convertem os produtos oriundos da hidrolise em acidos graxos
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volateis, alcoois, &cido latico, gas carbdnico, hidrogénio, aménia e sulfeto de hidrogénio
(AZEVEDO, 2010).

5.4.3 Acetogénese

Os produtos formados nas etapas anteriores sdo utilizados como substrato para 0s
micro-organismos acetogénicos. Bactérias acetogénicas, produtoras de hidrogénio,
metabolizam acidos graxos de cadeia longa via -oxidagdo, acidos volateis com trés ou mais
atomos de carbono e compostos neutros maiores que metanol, a acetato, H, e CO, (MENES,
2007). Embora as bactérias acetogénicas sejam produtoras de H,, estas sobrevivem somente
em baixas pressdes de hidrogénio (<10 atm). Por esta razdo, estas bactérias vivem em
simbiose com as metanogénicas, pois estas consomem o hidrogénio, diminuindo assim sua
pressdo parcial no meio (SALMINEN, RINTALA, 2002).

5.4.4 Metanogénese

A fase de metanogénese constitui a etapa final no processo de degradacdo
anaerdbia e pode ser subdividida por dois grupos de bactérias: as hidrogenotroficas e as
acetotroficas. As bactérias acetotréficas produzem metano a partir da reducdo de &cido
acético, enquanto as que produzem metano a partir do hidrogénio e do didxido de carbono séo
classificadas como hidrogenotréficas (AZEVEDO, 2010).

As bactérias que produzem metano a partir de hidrogénio crescem mais
rapidamente em comparacdo com as que utilizam acido acético, de modo que as
metanogénicas acetotroficas normalmente limitam a velocidade de transformacéo de material
organico complexo (CHERNICHARO, 1997).

O volume de metano produzido é um indicador do bom ou mau funcionamento do
processo de digestdo anaerdbia. Quando ocorre um desequilibrio do processo, o primeiro sinal
é a reducdo na quantidade de gases produzidos, 0 que ocorre antes mesmo da elevagdo na
concentracdo de acidos volateis. A eficiéncia da digestdo anaerdbia é controlada pelo tipo de
residuo a ser digerido, concentracdo, temperatura, presenca de materiais toxicos, o pH, a
alcalinidade, e a proporcéo de alimentacdo para 0s micro-organismos (BURKE, 2001).

Atualmente, a digestdo anaerdbia é considerada como uma importante alternativa
para o tratamento de diferentes tipos de residuos com elevadas concentracbes de material
organico, devido aos baixos custos operacionais e por oferecer alternativa para substituicdo de
combustiveis fosseis, minimizando a emissdo de gases responsaveis pelo efeito estufa (TICM,

2007). A Tabela 2 apresenta o rendimento na producao de metano para diferentes substratos.
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Para um bom desempenho no processo de digestdo anaerdbia, é imprescindivel
gue 0S compostos organicos sejam convertidos em precursores imediatos do metano. Caso
essa conversdo ndo ocorra, a metanogénese nao ocorrera, acarretando no acumulo dos
produtos da fase de hidrélise e fermentacdo no reator, comprometendo o processo. E
importante que o biorreator anaerobio seja inoculado com um lodo rico em micro-organismos
metanogénicos, de qualidade, melhorando consideravelmente o sistema em relacéo a partida
do mesmo (FOREST]I, 1999).

Tabela 2 Produgdo de metano a partir da digestdo anaerdbia de diversos

substratos
Substrato Cj:?r?]gfgld;v) Referéncia

Ulva sp. 0,16-0,27 Bruhn et al., 2011
Glicerol 0,513 Hutnan et al., 2009

Spirulina sp. LEB 18 0,56 Andrade, 2009
Residuos de vegetais e frutas 0,383 Gunaseelan, 1997
Residuos de cenoura 0,417 Gunaseelan, 1997
Residuos de tomate 0,42 Gunaseelan, 1997
Oleo de peixe 0,6-0,8 Bruhn et al., 2011
Lodo de esgoto 0,243 Labatut et al., 2011
Madeira 0,32 Gunaseelan, 1997
Residuos de matadouro 0,57 Bruhn et al., 2011
Residuos municipais 0,43 Gunaseelan, 1997

*Producdo de metano, em metro cubico por quilograma de solidos volateis presentes na
biomassa.
5.5 Bioguimica da digestéo anaerdbia de glicerol

Um grande nimero de micro-organismos pode crescer em meio contendo glicerol
e utilizad-lo como fonte de carbono e energia. Essa assimilacdo pode ocorrer por transporte
passivo (VOEGELE; SWEET; BOOS, 1993) ou transporte ativo (HOLST et al., 2000), tanto
em condicdes aerobias (RYWINSKA et al., 2009; SCHULLER, 2003) quanto em condicdes
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anaerdbias (YAZDANI e GONZALEZ, 2007; DHARMADI; MURARKA; GONZALEZ,
2006).

As rotas metabdlicas fermentativas de glicerol ja estdo bem estabelecidas e, de
acordo com Biebl et al. (1999), podem ocorrer por via redutora ou por via oxidativa. Pela via
redutora o glicerol sofre um processo de hidratagdo, intermediado pela co-enzima glicerol
dehidratase, produzindo 3-hidroxipropionaldeido, que por sua vez é reduzido a 1,3-
propanediol (1,3-PDO), mediado pela enzima 1,3-propanediol dehidrogenase. A rota
oxidativa consiste em desidrogenar o glicerol, através da enzima glicerol desidrogenase,
formando o composto dihidroxiacetona que, apds sofrer fosforilagdo por intermédio da
enzima dihidroxiacetona quinase, pode ser convertido a succinato, que é posteriormente
convertido a propionato, ou a piruvato. As reacdes que levam a formacdo de compostos a
partir de piruvato variam de acordo com as condi¢fes ambientais e com as enzimas que
mediam a reacdo, ou seja, de organismo, podendo originar compostos mais simples, tais como
2,3-butanediol, lactato, butirato, etanol, formiato, acetato, hidrogénio e diéxido de carbono
(SILVA; MACK; CONTIERO, 2009; BIEBL et al., 1999). O esquema das rotas metabdlicas
de fermentacéo de glicerol até compostos mais simples esta apresentado na Figura 4.

Quando o processo anaerdbio visa a geracdo de energia, devem estar presentes
micro-organismos formadores de formiato, acetato, hidrogénio e diéxido de carbono (na
forma de ion bicarbonato), uma vez que estes sdo 0s Unicos compostos que podem ser
convertidos diretamente a metano (VIANA, 2011)

Contudo, nem todas as reacOes de acetogénese ocorrem espontaneamente sob
condi¢bes ambientais padrbes (pH neutro, 25 °C e 1 atm), como é o caso do propionato,
butirato e etanol, sendo necessario que haja um mecanismo de remoc¢do de H, do meio, e
assim ocorra o deslocamento da recdo no sentido de formar acetato, hidrogénio e diéxido de
carbono (na forma de ion bicarbonato). O principal mecanismo de remocao de H, do meio é o
seu consumo pelas archaeas metanogénicas hidrogenotroficas. Quando este consumo €
suficiente para manter uma pressdo de H, no meio entre 10 e 10 atm, a degradacdo de
propionato, butirato ou etanol se torna exergbnica, liberando energia para as bactérias
acetogénicas, tornando essas reagdes termodinamicamente favoraveis (LETTINGA et al.,
1999). Posteriormente, os subprodutos da acetogénese sdo assimilados por archaeas
metanogénicas acetoclasticas e convertidos a CHy e COs.
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Figura 4 Rotas metabdlicas de fermentacdo de glicerol até compostos mais
simples (adaptado de Silva et al., 2009 e Biebl et al., 1999).
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As vias metabdlicas podem ser inibidas caso algum fator externo interfira no
processo de degradacdo. Além de fatores ambientais e operacionais (como pH, temperatura e
alcalinidade), o acimulo de intermediarios e a presenca de compostos toxicos podem inibir a

digestdo anaerdbia de glicerol. Os principais compostos toxicos encontrados no glicerol sao
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acidos graxos de cadeia longa (HAZIMAH; OOI; SALMIAH, 2003; YONG et al., 2001), sais
inorganicos de cloretos (CARMONA et al., 2009), sulfatos (MA et al., 2008) e sulfetos
(HULSHOFF et al., 1998), formados a partir de compostos sulfurosos, causando inibicao da

atividade, em especial as do dominio archaeas metanogénicas.

5.6 Co-digestao

A co-digestdo anaerdbia, segundo Alvarez e Lidén (2008), é a decomposicdo de
dois ou mais tipos de substratos. Mata-Alvarez, Macé e Llabrés (2000) mencionam que 0 uso
de co-substrato pode ajudar a estabelecer a umidade requerida para o processo de digestdo. No
entanto, o desempenho do processo de co-digestdo anaerdbia é muito dependente dos tipos e
da composicao do material organico a ser degradado (SOSNOWSKI et al. 2003).

Um dos principais problemas para o processo de co-digestdo reside no equilibrio
carbono/nitrogénio (C/N), sendo que os valores 6timos para a relacdo C/N estdo dentro da
faixa de 20 a 30 (ZHONG et al., 2012).

O glicerol bruto oriundo da producdo do biodiesel, pelas suas caracteristicas
fisico-quimicas e por apresentar alto teor de carbono de alta digestibilidade em sua
constituicdo, representa uma fonte de energia para 0s micro-organismos. Porém, pela auséncia
de nitrogénio e de outros nutrientes em sua composicdo, o glicerol bruto ndo pode ser
aproveitado como substrato (nico. E necesséaria a adicdo de outros substratos ricos em
nitrogénio e minerais para completar a oferta de nutrientes aos micro-organismos. Desta
forma, a adicdo de biomassa de Spirulina sp. LEB 18, que contém elevado teor de nitrogénio,
pode facilitar o processo de producao de biogas.

Segundo Yen e Brune (2007), a adicdo de efluente de processamento de papel,
que é rico em carbono a uma mistura de Scenedesmus sp. € Chlorella spp,. resultou num
rendimento melhor de metano induzido por um equilibrio entre carbono e nitrogénio na
alimentacéo.

O uso alternativo do glicerol adicionado a substratos em processo de co-digestao
anaerdbia com intuito de gerar energia é considerado viavel, segundo estudos ja realizados.
BACKES (2011) avaliou o processo de co-digestdo anaerdbia na geracdo de energia a partir
dos dejetos de suinos e bovinos de leite com suplementacao de glicerol nas dosagens de 0, 3,
6 e 9% do volume, e concluiu que a glicerina bruta associada aos dejetos de suinos na
concentracdo de 6% proporcionou significativa producdo de biogas (120L) comparada aos
demais tratamentos com 0, 3 e 9% que apresentaram as producbes de 30L, 60L e 70L,

respectivamente.
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Fountoulakis et al. (2010), utilizando um reator anaerdbio, com 3 L de volume
util, degradando lodo de descarte, foi suplementado com glicerol 1 % (v/v) no 33° dia de
operacdo. A soma do volume diario de metano equivalente a digestdo de lodo de descarte
(1,11 L.d™Y) e glicerol (0,75 L.d™) foi de 1,86 L.d*. Como a producdo diaria de metano ao
final dos 80 dias de experimento, com suplementacdo de glicerol, foi igual a 2,35 L.d*,
conclui-se que 0,5 L.d™ foi produzido devido a agdo do glicerol como co-substrato,
comprovando o aumento de 42% na producéo diaria de CH,.

A co-digestdo anaerdbia apresenta como beneficios: diluicdo de substancias
toxicas dos residuos, favorecendo o equilibrio de nutrientes; favorecimento do consorcio de
micro-organismos, aumentando a carga de matéria organica biodegradavel, favorecendo a
producdo de biogas (SOSNOWSKI et al., 2003).

5.7 Biogés

O biogas é o produto da digestdo anaerdbia, formado a partir da degradacdo da
matéria organica. Pode ser produzido a partir de uma grande variedade de residuos organicos,
como residuos de animais e vegetais, lodo de esgoto, residuos sélidos municipais ou efluentes
industriais (NOYOLA et al., 2006).

A composicdo tipica do biogés é cerca de 60% de metano, 35% de didxido de
carbono e 5% de uma mistura de hidrogénio, nitrogénio, ambnia, acido sulfidrico, monoxido
de carbono, aminas volateis e oxigénio (WEREKO-BROBBY, GAGEN, 2000). A Tabela 4
ilustra um comparativo da equivaléncia energética do biogas em comparacdo a outros
combustiveis.

A composicdo do biogas depende da composicdo e da concentracdo de material
organico que contém a biomassa, das condicdes fisico-quimicas do processo, como pH,
alcalinidade, temperatura e da presenca de outros compostos como sulfatos e nitratos
(NOYOLA et al.,, 2006). Quanto maior for o contetdo de solidos volateis, os quais
representam a quantidade de sélidos organicos presentes na amostra, e a disponibilidade de

nitratos e fosfatos, maior serd a producao de biogas.
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Tabela 3 Comparativo energético do biogas com outros combustiveis

Combustiveis 1 m° de biogas equivale a

Gasolina 0,613 L
Querosene 0,579 L
Oleo Diesel 0,553 L
GLP 0,454 L
Lenha 1,536 kG
Alcool hidratado 0,790 L

Eletricidade 1,428 kWh

Fonte: GASPAR (2003)

O biogés produzido no processo de digestdo anaerdbia pode ser utilizado para
diversos fins, como: uso em caldeiras ou dispositivos de aquecimento, combustivel veicular,
assim como o gas natural, co-geracdo de calor e eletricidade, entre outros (NOYOLA et al.,
2006).

5.8 Relacdo C/N

As concentracdes de Carbono e Nitrogénio sdo determinantes para o desempenho
do processo de digestdo anaerobia, sendo que estes elementos constituem um fator limitante
ao processo. Considerando-se que o carbono na forma de carboidratos é usado pelas bactérias
para a obtencdo de energia para o seu metabolismo celular, e o nitrogénio existente nas
proteinas e nitratos também é utilizado pelas bactérias na construcao das estruturas celulares e
na sintese proteica (IGONI et al., 2008). Assim, é importante o controle da razdo C/N no
meio, pois no decorrer das etapas de producdo de biogas, 0os micro-organismos consomem
cerca de 25 a 30 vezes mais carbono que nitrogénio, e para atender a esse requisito, estes
necessitam de uma proporc¢éo entre carbono e nitrogénio (C/N) na biomassa que varie de 20 a
30 (ZHONG et al., 2012).

Relagdes inadequadas podem resultar em acumulo de produtos intermediarios no
digestor, como nitrogénio amoniacal e acidos graxos volateis, potencializando a inibi¢do do
processo através da diminuicdo da atividade metanogénica. A relacdo C/N ideal varia com o
tipo de substrato a ser digerido (LI, STEPHEN, PARK, 2011). Por isso, é necessario que haja
um equilibrio entre as concentracfes desses elementos quimicos presentes no processo de co-

digestdo anaerdbia.
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A razdo C/N para biomassa de microalga foi 4,87 e de glicerol 3,3x10° (Tabela 8).
Embora este valor esteja abaixo do recomendado por alguns autores para digestdo anaerobia,
Andrade (2009) realizou digestdo anaerdbia de Spirulina sp. LEB 18, com razdo C/N de 4,37,

obtendo conversdo de biomassa em biometano de 0,3 g.g™.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Inoculo

Como indculo foi utilizado 0,44 L de lodo granular anaerdbio (85,88 g.L™ de
solidos volateis), composto por uma cultura mista de micro-organismos anaerdébios
proveniente do tratamento de &gua residual de parboilizacdo de arroz da Empresa Nelson
Wendt (Pelotas — RS, Brasil). O lodo foi adaptado a biomassa de microalgas e a suspensdes

de glicerol bruto até estabilizacdo do processo.

6.2 Substratos

Como substrato foram utilizadas diferentes composicdes de biomassa de
microalga Spirulina sp. LEB 18 e glicerol bruto. O glicerol utilizado foi proveniente da
Empresa BSBIOS, localizada na cidade de Passo Fundo — RS, Brasil. A biomassa de
microalga foi cultivada em uma unidade piloto de producédo de Spirulina, em Santa Vitéria do
Palmar-RS, Brasil (33°30S, 53°08°W) (MORAIS et al., 2008). Como meio de cultivo para
producdo da biomassa foi utilizada dgua da Lagoa Mangueira complementada com meio
Zarrouk (ZARROUK, 1966). Para a producdo de biogas, a biomassa de Spirulina foi separada
do meio liquido por filtracdo, prensada para eliminacdo de dgua, seca em estufa a 40°C, moida
em moinho de bolas e conservada a 4 °C para posterior alimentacao do biorreator anaerobio.

Os ensaios foram divididos em dois grupos, sendo os ensaios E1, E2, E3 e E4
incluidos no primeiro grupo (Tabela 4) e os ensaios E5, E6 e E7 incluidos no segundo grupo
(Tabela 5). Os ensaios E5, E6 e E7 foram uma continuacdo dos ensaios E2, E3 e E4
respectivamente, com um aumento de 5 g.L™ na concentracdo de glicerol no ensaio E5; no
ensaio E6 houve um acréscimo de 10 g.L™ de Spirulina e no ensaio E7 foi retirada a

alimentacéo de Spirulina sendo o ensaio alimentado somente com glicerol.
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Tabela 4 Composicdo da alimentacdo de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e
glicerol e razdo C/N obtida para o primeiro grupo de experimentos

Ensaio Biomassade  Suspensédo de Composicdo da Razdo C/N
Spirulina glicerol alimentacao
(9L (@L™ (@L™
(Spirulina+glicerol)
E1(10Sp) 10 - 10 4,9
E2(10Sp +5G) 10 5 15 6,7
E3(5Sp+5G) 5 5 10 9,3
E4(1Sp+5G) 1 5 6 23,7

Tabela 5 Composicdo da alimentacdo de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e
glicerol e razdo C/N obtida para o segundo grupo de experimentos

Ensaio Biomassa de Suspensao Composicdo da Razdo C/N
Spirulina de glicerol alimentacao
(9L QL™ (9L
(Spirulina+glicerol)
E5(10Sp +10G) 10 10 20 8,7
E6(15Sp+5G) 15 5 20 6,1
E7(5G) - 5 5 3,2x10°

A caracterizacdo do glicerol utilizado foi realizada pela empresa fornecedora e
pode ser visualizada na Tabela 6. A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi caracterizada
quanto ao teor de umidade e cinzas segundo metodologia oficial (AOAC, 2000); lipidios pelo
método de Folch (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957) carboidratos por uma adaptacdo de
MILLER (1959), com prévia hidrdlise acida dos polissacarideos (FURLAN et al., 2009); o
teor de proteinas foi calculado a partir do teor de nitrogénio da andlise elementar (OHSE et
al., 2009), utilizando como fator de conversdo de 5,22, especifico para biomassa de Spirulina
(LOURENCO et al., 1998; LOURENCO et al., 2004); e para o efluente foi utilizado o fator
de conversdo de 6,25 (OHSE et al., 2009), carboidratos foram determinados por diferenca.
Tabela 7 apresenta a composigéo proximal da biomassa de Spirulina utilizada como substrato

para producéo de biogas.
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Tabela 6 Caracterizacdo do glicerol bruto

Analises Resultado (%) Método
Umidade 12,72 AOCS Ca 2e-84
Glicerol 80,93 Official Mon. XXI
Cinza 5,36 Official Mon. XXI
Cloretos 5,90 Método de Mohr
pH 5,18 _
MONG* 0,99 Calculo

*Matéria organica ndo glicerinosa

Tabela 7 Composicdo proximal da biomassa de Spirulina utilizada para producéo

de biogas
Componente Concentracéo (% p/p)
Carboidratos 14,30 £ 0,23
Lipidios 10,39 £ 0,28
Proteinas 44,73 £ 0,10
Umidade 14,51 £0,10

A anélise da composicdo elementar da biomassa e do glicerol foi realizada pelo
Laboratdrio de Hidroquimica /Instituto de Oceanografia — FURG. O equipamento utilizado
foi um analisador elementar CHNS/O, Modelo 2400 Serie Il (Perkin Elmer; USA). A
calibracdo do equipamento foi realizada utilizando o material de referéncia certificado

acetanilida. O resultado da anélise pode ser visualizado na Tabela 8.

Tabela 8 Composicdo elementar da biomassa de Spirulina e glicerol

Amostra % C (p/p) % H (p/p) % N (p/p)
Biomassa de 41,76 6,60 8,57
Spirulina
Glicerol bruto 32,57 2,69 0,01

6.3 Biorreatores e CondicGes Operacionais
Os ensaios foram realizados em 7 biorreatores anaerdobios de 2 L (Figura 5), com
volume util de 1,5 L, a 35 °C em incubadora com controle de temperatura (J. Prolab, R360,
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Brasil). Os biorreatores foram operados em batelada sequencial (SCHMIDELL et al., 2001),
com ciclos diarios de alimentacdo, reacdo, decantagdo e retirada do efluente liquido.

Os biorreatores foram equipados com sistema de coleta de gés, esvaziamento e
alimentacdo. O pH dos ensaios E3, E4 e E7 foi ajustado diariamente para 6,9 - 7,0, e a

homogeneizacdo dos biorreatores foi realizada uma vez ao dia, apds alimentacao.

Figura 5 Aparato experimental para a producao de biogas a partir da co-digestdo anaerdbia de
Spirulina sp. LEB 18 e glicerol bruto: (1) biorreator anaerdbio, (2) entrada de alimentacdo (3)
saida do efluente liquido, (4) frasco de seguranca, (5) gasémetro de frasco invertido, (6)
proveta coletora de 4gua (adaptado de ANDRADE, 2009).

6.4 Determinagdes Analiticas

A cada 84 h no efluente liquido dos biorreatores, foram determinados o teor de
solidos totais, solidos volateis e alcalinidade conforme metodologia oficial (APHA, 1998) e
concentracdo de nitrogénio amoniacal pelo método de Nessler (NESSLER, 1856). O volume
de biogas produzido diariamente foi determinado por gasémetro de frasco invertido
(JIMENEZ; BORJA; MARTIN, 2004), e corrigido a condi¢bes normais de temperatura e
pressdo (CNTP). Apos a estabilizacdo do volume diario de biogéas produzido o gas foi
armazenado em “sample bag” Figura 9 (anexo) e sua composicdo (CH4, CO, e H)) foi
determinada por cromatografia gasosa (GC CP 3800 Varian, NDL).
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6.5 Respostas avaliadas

A producéo especifica de biogés foi calculada através da razdo do volume de
biometano produzido diariamente e corrigido nas CNTP e o volume atil do biorreator, através
da Equacéo 1:

VBioga’s

Producéo especifica de biogas (d) = Equacao (1)

Vitil do biorreator

A decomposicédo da fracdo organica da alimentacdo do biorreator foi determinada
através do balango de solidos, considerando a entrada e a saida de sélidos no efluente dos
biorreatores, através da Equagéo 2:

(Xorg entra — Xorg sai)-100

Decomposicdo da fragdo organica da alimentacdo (%) =

Xorg entra

Equacdo (2)

A conversdo de solidos volateis da biomassa em biometano (Ycuasy) foi
calculada como a razéo entre o volume de biometano produzido diariamente nas CNTP e a

fracdo organica da alimentacdo decomposta, segundo a Equacéo 3:

- Vi ~
Y mL.g?) = biomelany Equacéo (3
CH4/SV( g ) (Xorg entra_Xorg sai) q 9 ( )

As conversdes do carbono em biometano (Yc¢ cHasc aim), dioxido de carbono (Y¢
cozic alim) € alcalinidade (Yc Hcosc aim) NOS diferentes ensaios foram determinados pelo

balango de massa para o carbono.

6.6 Analise estatistica

As médias dos resultados obtidos foram comparadas através da Analise de
Variancia (ANOVA) utilizando o teste de Tukey, com 95 % de significancia estatistica (a), p
<0,05.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

As producdes especificas de biogas ao longo do tempo para cada um dos ensaios
realizados apresentam-se na Figura 6. A producdo especifica de biogas nos ensaios com
utilizacdo de glicerol foi superior ao ensaio em que a alimentacdo era realizada com a
biomassa microalgal. Os maiores valores de producéao especifica de biogés foram encontrados
para 0s ensaios E5 e E6 (0,23 e 0,24 d™) (Tabela 9), os quais apresentavam relagdo biomassa
microalgal:glicerol de 1:1 e 3:1, respectivamente (razdo C/N de 8,7 e 6,1, e concentracdo de
alimentacdo de 20 g.L™ para ambos os ensaios). Valores de razdo C/N semelhantes utilizadas
nos ensaios E2 e E3 (6,7 e 9,3, respectivamente) resultaram em decréscimo nos valores de Pg,
0 que ocorre devido a menor concentracdo de alimentacdo utilizada nestes Gltimos (15 e 10
g.L™"). A proporcdo de cada substrato na alimentacdo de biorreatores anaerébios é um
parametro operacional de grande importancia, uma vez que os substratos tém procedéncias e
composicdes diferentes e apresentam, em funcdo disso, diferentes biodegradabilidades.

Os ensaios de co-digestdo com a menor concentragdo de alimentacdo total (E4, 6
g.L™ e E7, 5 g.L™") apresentaram os menores valores de Pz (0,14 e 0,15 d™). Durante as
primeiras semanas de experimentos estes ensaios apresentaram uma diminuicdo do pH a
niveis de 5,5 que inibem a atividade metanogénica (VAN HAANDEL, LETTINGA, 1994).
Além de apresentar as menores concentracdes de alimentacdo, nestes ensaios a concentracao
de biomassa de Spirulina alimentada era a mais baixa (1 g.L™", E4) e nula (E7),
respectivamente. A utilizacdo de glicerol na alimentacdo provocou aumento na producédo de
biogas, porém a quantidade de glicerol adicionado ao substrato deve ser analisada com
cautela, conforme relataram Fountolakis, Petousi, Manios, (2010). Segundo estes autores o
glicerol pode ser aplicado vantajosamente no processo de digestdo anaerObia, mas &
necessario ter uma estratégia rigorosa a fim de controlar a quantidade acrescentada de glicerol
ao substrato, evitando-se o risco de sobrecarga organica no reator anaerébio. Nao foram
observados problemas de sobrecarga organica nos biorreatores nesta pesquisa, como por
exemplo: ndo producdo de biogés, pH, alcalinidade e nitrogénio amoniacal fora da faixa ideal

para o processo de digestdo anaerdbia.



27

Figura 6 Producdo especifica de biogas (Pg) nos ensaios com alimentacdo de: E1 (m), E2
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Os ensaios de co-digestdo de biomassa de Spirulina e glicerol que apresentaram
os valores maximos de producdo especifica de biogas foram aqueles que continham uma
maior concentragdo de biomassa de Spirulina na alimentacdo E2, E5 e E6 (0,19 d™, 0,23 d™ e
0,24 d™*) (Tabela 9).

O ensaio E1, que apresentava apenas biomassa de Spirulina, apresentou a menor
producdo especifica de biogés (0,03 d™). Os valores encontrados no presente trabalho est&o na
faixa relatada na literatura. Baba et al. (2013) realizaram a digestdo anaerdbia de glicerol
bruto em uma escala piloto em processo continuo, taxa de alimentacéo de glicerol variando
entre 1,7.10% e 2,5.10° d, e obtiveram producdes especificas de biogés entre 0,08 e 0,67 d™.

A Tabela 9 apresenta a decomposicao da fracdo orgéanica da biomassa alimentada
para os diferentes ensaios. A decomposicdo do substrato na digestdo anaerdbia € funcéo da
composicdo do substrato e fatores fisico-quimicos e operacionais do processo. Como 0s
processos foram realizados sob as mesmas condicdes, a diferenca na decomposicao pode ser
atribuida & composicdo quimica de ambos os substratos utilizados. A decomposi¢do que
ocorreu nos ensaios E1, E2, E3, E5 e E6 pode estar relacionada com a auséncia de parede
celulésica na Spirulina, facilitando a hidrdlise de sua biomassa (TOMASELLI, 1997).
Quando a relacao de Spirulina para glicerol foi diminuida houve decréscimo nos valores de
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decomposicdo, sendo encontrado o menor valor (44,33 %) quando da alimentagdo com apenas
5 g.L™ de glicerol. Isso porque a adic&o de glicerol aumenta a quantidade de sélidos volateis,
pois a fonte de carbono organico adicional estimula o crescimento de biomassa ativa no reator
(FOUNTOULAKIS; PETOUSI; MANIQS, 2010; MA et al.; 2008).

Embora o ensaio em que houve alimentacdo apenas com biomassa de Spirulina
tenha apresentado alta decomposicdo da matéria orgénica no processo (86,27%), este
apresentou a mais baixa conversdo de sélidos volateis em biometano (Ycuasv = 0,03 L.g™).
Isto ocorre devido a composicdo da biomassa de Spirulina, a qual, quando decomposta no
processo da origem a outros produtos que ndo acetato, CO, ou H,, ndo sendo diretamente
convertidos a CH4. Por outro lado, nos ensaios com presenca de glicerol na alimentacdo, os
valores de conversdo dos sélidos volateis em biometano apresentaram tendéncia a aumentar
(Tabela 9), sendo que aquele alimentado apenas com glicerol (E7) apresentou 0s maiores
valores de conversdo da matéria organica ao biocombustivel (Ycuasy = 1,70 L.g™).
Diferentemente da microalga, o glicerol é decomposto diretamente a acetato, ou outros acidos

graxos volateis que, apds convertidos a acetato, este é diretamente convertido a CH,.

Tabela 9 Producdo especifica de biogas, decomposic¢do da fracdo organica da

alimentacéo e conversdo de sélidos volateis em biometano (Y cuassv)

Ensaio Producao Decomposicado da Y enasv (L.g™)
especifica de matéria organica
biogas (d™) alimentada (%)
E1(10 Sp) 0,03 +0,01° 86,27 + 4,142 " 0,03 +0,02°
E2(10Sp +5G) 0,19 +0,03*° 89,58 + 4,08 " 0,24 +0,02™ ¢
E3(5Sp +5G) 0,15 + 0,04 71,64 +9,812° 0,53 +0,18™°
E4(1Sp +5G) 0,14 + 0,03 68,33 + 7,42° 0,71 +0,02°
E5(10Sp +10G) 0,23 +0,01° 92,14 +2,11° 0,12 +0,01°
E6(15Sp +5G) 0,24 + 0,00% 92,81 + 1,38 0,11 +0,01°
E7(5G) 0,15 + 0,02 44,33 + 16,87° 1,70 +0,31°

Letras iguais dentro de cada coluna referem-se a médias estatisticamente iguais (p > 0,05).

A Tabela 10 apresenta valores de referéncia de dados encontrados na literatura

para a digestdo e ou co-digestdo de glicerol.
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Tabela 10 Producédo especifica de biogés, decomposicdo da fracdo organica da

alimentacdo e conversdo de sélidos volateis em biometano (Y chasv) encontrados na literatura

Referéncia

Condicdes de cultivo

El-Mashad e Hamed
(2013)

Chen et al. (2008)

Athanasoulia,
Melidis, Aivasidis
(2014)

Fountoulakis e
Manios (2009)

Robra et al. (2010)

Astals et al. (2012)

Henrard (2013)

Henrard (2013)

Co-digestdo da Spirulina
platensis com graminea

Co-digestdo anaerobia de
glicerol com dejetos
bovinos

Co-digestdo glicerol
bruto em concentracdes
de 2 e 3% (v/v)

Mistura de &guas
residuais do
processamento do azeite
+ aguas residuais de
matadouros (1:4),
suplementado em 1 %
(v/v) de glicerol bruto

Digestdo anaerdbia de
glicerol — processo
continuo, taxa de
alimentacéo de 1,3 g
sv.Ltd?

Digestdo anaerobia de
glicerol — processo
continuo, taxa de
alimentacéo de 1,275 g
sv.Ltd?

Digestdo anaerdbia de
Spirulina sp. LEB 18 em
escala de bancada

Digestéo anaerobia de
Spirulina sp. LEB 18 em
escala piloto

Producdo  Decomposicdo  Ycuasv
especifica da matéria (L.g™
de biogés organica
(dh) alimentada (%)
0,24
0,14
23,4 -28,7%
64,6 %
0,83
0,78
0,38
0,27

O pH e a alcalinidade sdo parametros importantes, que dizem respeito a

estabilidade do processo de digestdo anaerobia. A variagdo do pH ao longo do tempo é

apresentada na Tabela 11, ndo havendo diferenga significativa entre todos os ensaios (p>
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0,05). Para os ensaios E1 com alimentacdo contendo 10 g.L™ de biomassa de Spirulina e E6
com alimentacéo de 15 g.L™ de biomassa Spirulina e 5 g.L™ de glicerol, os valores de pH
mantiveram-se acima da neutralidade. No entanto, para os ensaios E3 com alimentacdo de 5
g.L™* de biomassa de Spirulina e 5 g.L™ de glicerol; E4 alimentado com 1 g.L™ de biomassa
de Spirulina e 5 g.L™ de glicerol; e E7 alimentado com 5 g.L™ de glicerol sem adicdo de
biomassa microalgal, verificou-se diminuicdo dos valores de pH nos primeiros dias de
experimento para valores compreendidos entre 5,5 e 6,8 sendo necessario o ajuste em 7,0
antes da alimentacdo. Esse valor baixo de pH pode estar relacionado com o pH do glicerol
(5,18), e também ao acumulo de &cidos volateis durante o processo. Esse acimulo pode estar
relacionado a um excesso de carga organica no processo, pois, quando da decomposic¢ao do
substrato havera um excesso de producdo de H, no sistema, o que desfavorecera a reoxidacgédo
da coenzima necessaria a continuidade do processo de degradacdo da matéria organica
(NAD"). E, mais importante, no caso de excesso de formagdo de H,, ndo sera favoravel a
conversdo de outros &cidos organicos a acetato (Unico substrato na metanogénese), causando
assim um acumulo desses acidos no meio. Outro fator que favorece esse acumulo é que,
devido aos rendimentos energéticos das reacdes termodinadmicas, a taxa de crescimento dos
micro-organismos formadores desses acidos (acidogénicos) é maior que as taxas de
crescimento dos micro-organismos das etapas seguintes (acetogénese e metanogénese)
(AQUINO, CHERNICHARO; 2005). No caso dos ensaios E3, E4 e E7, as concentracfes
totais de alimentacdo foram baixas para que o sistema admitisse a adicdo de glicerol, uma vez
que a decomposicdo deste no processo anaerobio é responsavel pela producdo direta desses
acidos orgéanicos. Assim, antes de cada alimentacdo nos ensaios E3, E4 e E7 o pH da
alimentacdo foi corrigido para pH 7,0. Para os ensaios E4 e E7 ainda, outro fator responsével
pelo acumulo de acidos volateis e abaixamento do pH do meio, foi a minima concentracéo (1
g.L™") e nenhuma concentracdo de Spirulina utilizada. Isso porque a decomposicdo das
proteinas presentes na biomassa da microalga gera NHs, a qual, devido o equilibrio quimico
em meio liquido (NH3z + H" <> NH,"), também tem influéncia sobre a alcalinidade do sistema,
e assim, maior seguranca para possiveis aumentos na concentragio fons H* sem alterar o pH
do meio. Tal fato pode ser observado ainda pelos mais baixos valores de alcalinidade e
nitrogénio amoniacal encontrados nos ensaios E4 e E7 (Tabela 11). Hutnan et al. (2009)
também precisaram adicionar solugdo tampéo para aumentar o pH de 6,0 para 7,0 ao degradar
glicerol utilizando reator em batelada. Segundo Holm-Nielsen et al. (2007) ndo havera
acumulo de 4&cidos graxos volateis quando da utilizagdo de concentracbes de glicerol

inferiores a 5 g.L™". Enquanto Athanasoulia; Melidis; Aivasidis (2014) relatam que quando a
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concentracdo de glicerol é aumentada para 4 g.L™, h& tendéncias a aumento na concentragéo

de &cidos graxos volateis durante o processo de digestdo anaerobia.

Tabela 11 pH, alcalinidade e nitrogénio amoniacal (N-NH4) nos diferentes

ensaios
Ensaio pH Alcalinidade Nitrogénio
L L caco Amoniacal
(mL. aCOs) (mg.L™)
E1(10Sp) 7,2+0,14° 2951,82 + 347,64*°  1030,34 + 141,04°
E2(10Sp +5G) 7,1+0,12° 2997,85 +294,70*°  1026,88 + 151,25°
E3(5Sp +5G) 7,0+ 0,53 2479,10 + 562,45"° 499,09 + 70,68°
E4(1Sp +5G) 7,0+0,17° 1775,58 + 499,51°¢ 85,54 + 16,43°
E5(10Sp +10G) 7,1+0,04° 2657,27 + 114,302 985,26 + 139,65
E6(15Sp +5G) 7,3+ 0,06 3578,98 + 357,89 1100,99 + 282,87°
E7(5G) 7,0+0,12° 1133,37 + 168,82° 62,02 + 12,62°

Letras iguais dentro de cada coluna referem-se a médias estatisticamente iguais (p > 0,05).

Embora a medida do pH seja uma importante informacdo sobre o estado do
processo, a alcalinidade é uma seguranca a possiveis desequilibrios na sequéncia de reagdes
da digestdo anaerdbia, uma vez que o acumulo de acidos volateis causa um decréscimo na
alcalinidade antes de alterar o pH (ANDRADE, 2009). A alcalinidade entre 2500 e 5000
mg.L™ CaCOs é desejavel para o processo de digestdo anaerébia (SOUZA, 1984): porém, se 0
processo for operado sem o acimulo de &cidos organicos, é possivel trabalhar com valores
entre 500 a 1000 mg.L™? CaCO; (SOARES, ZAIAT, 2007). De um modo geral, verifica-se
que os ensaios que incluem maior fracdo de biomassa de Spirulina na composi¢do da
alimentacdo sdo os ensaios que apresentam maior alcalinidade, enquanto os ensaios que
apresentavam a mais baixa ou nenhuma concentracdo da microalga apresentaram os valores
mais baixos de alcalinidade (E4 e E7) (Tabela 11). A variagéo da alcalinidade ao longo do
tempo para cada um dos ensaios € apresentada na Figura 7. Dentre todos, percebe-se que 0

ensaio E6 foi o Unico que apresentou tendéncia de aumento nos valores de alcalinidade
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durante os ensaios. Neste, a condicao de alimentagdo utilizada era de 15 g.L™ de biomassa de
Spirulina, a maior concentracdo de microalga dentre todos os ensaios. Quando comparado ao
Ensaio E2 (Tabela 11), o qual faz uso da mesma razdo C/N na alimentacéo (6,8), embora ndo
haja diferenca estatistica significativa, nota-se que a tendéncia ao aumento nos valores de
alcalinidade do sistema esta diretamente relacionada com a concentracdo de biomassa

microalgal utilizada.

Figura 7 Alcalinidade nos ensaios com alimentacdo de: E1 (m), E2 (A), E3 (X),

E4( *),E5(®), E6(+)eET ()
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Além de ser resultante do equilibrio quimico do carbono inorgénico dissolvido a
alcalinidade é resultante também da degradagéo de proteinas e seu aumento € proporcional a
quantidade de amonia liberada (SIALVE et al., 2009). A combinacdo dos valores de pH e
alcalinidade nos ensaios indica que a biomassa de Spirulina e glicerol proporcionam
condicdes favoraveis para as bactérias participantes de todas as etapas envolvidas na producao
de biogas. Para a concentracdo de nitrogénio amoniacal, os mais baixos valores foram
encontrados para 0s ensaios com as mais baixas ou nenhuma concentracdo de Spirulina na

alimentacdo (E3; E4 e E7), pois € a partir da decomposicdo de proteinas que havera a
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producdo de NH3. A Figura 8 apresenta a concentragdo de N-NH,* (mg.L™) para os diferentes
ensaios. Os ensaios E1, E2 e E5, que conttm 10 g.L™ de biomassa de Spirulina na
alimentacdo apresentaram as maiores concentracdes de N-NH," (mg.L™?) nas primeiras
semanas de experimento, e a partir da sexta semana, o ensaio E6, passou a ser o ensaio com
maior concentracdo de nitrogénio amoniacal até o final dos experimentos. Embora a raz&o
C/N neste em tal ensaio (E6) ndo seja a mais baixa utilizada, a concentracdo de Spirulina
alimentada foi a maior dentre os experimentos (15 g.L™ de Spirulina). A aménia é produzida
na degradacdo anaerdbia de proteinas e pode ser um problema na digestdo anaerobia, devido
ao efeito inibitério do nitrogénio amoniacal, principalmente quando séo utilizados substratos
com alto teor proteico (SIALVE et al., 2009). No entanto, no presente estudo, embora a
biomassa de Spirulina apresente alta concentracdo de proteinas, os valores de concentracdo de
nitrogénio amoniacal estiveram dentro de faixas seguras ao desenvolvimento do processo,
uma vez que sua toxicidade é relatada em concentracdes de 3000 a 4000 mg.L™* N-NH,", a
qual esté relacionada ao pH do meio (ANGELIDAKI, AHRING, 1993), visto que a espécie
quimica do equilibrio que apresenta toxicidade é a NHs, e esta € predominante no equilibrio
quimico NH3; + H <> NH," a partir de valores de pH de 9,25 (METCALF, EDDY, 2003).

Figura 8 Concentracdo de nitrogénio amoniacal nos ensaios com alimentacéo de:
E1(#) E2(m),E3(A),E4(x),E5( "), E6 (®)eE7(+)
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Na Tabela 12 é apresentado o contetdo de carbono alimentado diariamente em
cada ensaio, as espécies quimicas em que o carbono se transforma no bioprocesso anaerdbio e
as conversdes do carbono em CH4 e CO; resultantes dessas transformacdes. As maiores
conversdes de carbono da alimentagdo em CH, foram obtidas nos ensaios com a maior
proporcdo de glicerol em relacdo a concentracéo total de alimentagdo (E3, E4 e E7) (0,46 g.9°
10,79 g.gt e 1,41 g.g7, respectivamente) (Tabela 12). Nos demais ensaios com adic&o de
glicerol a alimentacdo (E2, E5 e E6), a conversao de carbono a CH, também € incrementada
quando comparada ao ensaio com alimentacdo apenas de Spirulina (E1). Como a
decomposicdo do glicerol no processo anaerdbia resulta na formacdo de acetato ou outros
acidos organicos volateis (passiveis de conversdo a acetato em seguida), € como o acetato é
diretamente convertido a CH, pelas bactérias metanogénicas acetoclasticas, e visto que esta
conversao é a responsavel por mais de 70% (v/v) do CH4 produzido (MEGONIGAL et al.,
2003), a maior proporgao de glicerol na alimentacéo resulta em maiores conversdes a CH4 no
processo, mesmo com o0s mais baixos valores de carbono entrando no processo. Em
contrapartida, quando a alimentacdo consta de somente biomassa de Spirulina, ou quanto
maior a proporc¢ao desta na alimentacdo (e menor a de glicerol), mesmo que a massa total de
carbono alimentada diariamente seja maior, a conversao a CH4 no processo decai, e aumenta a
conversdo do carbono alimentado a HCOj3 dissolvido no efluente e a CO, presente no biogés.
Isso ocorre devido a complexidade da biomassa de Spirulina, com matéria organica composta
por lipidios, carboidratos e, em sua maioria, proteinas. J& a maior conversao do carbono da
alimentacdo em carbono do CO, foi no ensaio E1 alimentado somente com biomassa de

Spirulina.
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Tabela 12 Formas e conversdes do carbono na produgédo de biometano a partir da
biomassa de Spirulina e glicerol

Ensaio C/N Calim Cefluente Y CCO2/Calim
Y ccHa/calim
(9. d™) (9. d™) 4 @9
(9-99)
E1(10Sp) 4.9 0,58 0,10 0,03 0,69
E2(10Sp+5G) 6,7 0,58 0,10 0,25 0,03
E3(5Sp +5G) 9,3 0,31 0,09 0,46 0,01
E4(1Sp +5G) 23,7 0,15 0,05 0,79 0,02
E5(10Sp +10G) 8,7 1,04 0,10 0,14 0,03
E6(15Sp +5G) 6,1 1,34 0,13 0,13 0,02

E7(5G) 3,2x10° 0,09 0,04 1,41 0,02
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8 CONCLUSAO

O glicerol bruto pode ser utilizado como substrato na co-digestdo anaerdbia em
conjunto com biomassa de Spirulina sp. LEB 18. Em todos o0s ensaios os valores médios de
alcalinidade do efluente, com e sem a adicdo de glicerol e nitrogénio amoniacal se
mantiveram dentro da faixa adequada para o processo anaerébio, com alcalinidade variando
entre 1133,37 e 3578,98 mg.L™ CaCO;s e nitrogénio amoniacal de 62,02 a 1100,99 mg.L™. O
pH variou de 7,0 a 7,3. Com os valores de pH e alcalinidade nos ensaios podemos concluir
que a combinacdo de biomassa de Spirulina e glicerol proporcionou condi¢Bes favoraveis
para as bactérias participantes de todas as etapas envolvidas na producéo de biogas. Em todos
os ensaios com adico de glicerol houve incremento na producéo de biogas (0,16 — 0,24 L.d™)
quando comparado ao ensaio em que somente a biomassa microalgal era alimentada no
processo (0,05 L.d%) ou quando somente glicerol era alimentado no processo (0,15 L.d™).
Razdo C/N de 8,7 e 6,1, e concentracdo de alimentacdo de 20 g.L™* para ambos os ensaios,
apresentaram as maiores produc@es especificas de biogas; valores de razdo C/N semelhantes
(de 6,7 e 9,3) resultaram em decréscimo nos valores de producdo especifica de biogas, o que
ocorreu devido & menor concentracéo de alimentaco utilizada (15 e 10 g.L™). A proporcéo de
cada substrato na alimentacdo de biorreatores anaerébios é um parametro operacional de
grande importancia, uma vez que os substratos tém procedéncias e composicdes diferentes e
apresentam, em funcdo disso, diferentes biodegradabilidades. Nos ensaios com presenca de
glicerol na alimentacdo, os valores de conversdo dos solidos volateis em biometano
apresentou tendéncia a aumentar sendo que aquele alimentado somente com glicerol
apresentou 0s maiores valores de conversdo da matéria organica em biocombustivel 1,70 L.g°
! demonstrando que co-digestdo anaerébia de glicerol e Spirulina é uma alternativa
interessante para a producdo de biocombustivel e concomitante agregacdo de valor a uma

matéria-prima residual que, para descarte ou outras aplicacfes necessitaria de purificagéo.
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9 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar o uso de glicerol como substrato para producédo de biohidrogénio

(visando geracéo de energia) e sintese de acidos organicos a partir de digestdo anaerobia.

- Acompanhar, durante o experimento, os niveis de acidos graxos volateis, entre

eles, o propionato, pois € um indicador da atividade metabdlica.

- Determinar atividade metanogénica do inéculo.
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11 ANEXOS

Figura 9 “Sample bag” utilizada para coleta do gas

Figura 10 Reatores anaerobios de 2 L utilizados nos ensaios
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Figura 11 Solidos Totais nos ensaios com alimentagdo de: E1 (10Sp), E2 (10Sp +5G), E3
(5Sp +5G), E4 (1Sp +5G)
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Figura 12 Sélidos totais nos ensaios com alimentacgdo de: E5 (10Sp+5G),
E6 (15Sp+5G) e E7(5G)
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Figura 13 Sdlidos volateis nos ensaios com alimentacdo de: E1 (10Sp), E2 (10Sp+5G), E3
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Figura 14 Solidos volateis nos ensaios com alimentacdo de: E5 (10Sp+5G),

(5Sp+5G), E4 (1Sp+5G)
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