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RESUMO

As microalgas sdo um substrato promissor para recuperacdo de energia através da
producdo de metano via digestdo anaerdbia. Entretanto, a baixa relagdo carbono nitrogénio
(C/N) é considerada um dos principais fatores limitantes da sua biodegradabilidade. Neste
sentido, para melhorar a relagdo C/N, avaliou-se a utilizagéo de glicerina residual da produgéo
do biodiesel (G) e vinhaga de cana-de-acUcar (V) em co-digestdo com microalgas (M) coletadas
em lagoa de alta taxa, visando um aumento do rendimento de CHa. Para tanto, foram realizados
testes de potencial bioquimico de metano (PBM), delineados pelo planejamento de misturas
centroide simplex. A co-digestdo dos substratos proporcionou um aumento no rendimento de
CHjs de até 4,2 vezes (M:V:G de 16,7:16,7:66,7) o obtido na digestdo individual de biomassa
algal, que apresentou um PBM de 150,0 + 2,8 NmL CH4.gSVag. Todas as misturas avaliadas
apresentaram efeitos sinérgicos, com aumentos de até 38% nos rendimentos quando
comparados a producdo tedrica estimada, correspondendo a mistura entre biomassa algal e
glicerina, em iguais proporcdes. Os testes de co-digestdo também promoveram um aumento da
biodegradabilidade e percentual de metano no biogas, apresentando valores maximos de 98,59
+1,98% e 71,1 + 0,6 %, respectivamente. Quatro modelos polinomiais foram ajustados aos
dados de PBM e indice de sinergia, e comparados estatisticamente. A equacdo quadratica
(R'? = 0,9462) foi utilizada para modelar os dados de PBM, enquanto a equagdo cUbica
completa (R'? = 0,7874) foi escolhida para representar os dados de indice de sinergia.
Utilizando as equagcdes, foi previsto um valor maximo de PBM de 719,6 NmL CH4.gSVad?,
para ensaio contendo apenas glicerina, enquanto o indice de sinergia maximo estimado foi de
1,49 (aumento de 49% no rendimento de metano), para razdo M:V:G de 50:0:50, em termos de
solidos volateis. Foi realizado teste de atividade metanogénica especifica para avaliar o lodo de
indculo quanto a atividade e producdo de metano, obtendo-se valor maximo de 0,25 gDQO-
CHa4.gSTVL.dia™. Os resultados demonstraram a viabilidade da co-digestdo no tratamento dos

substratos avaliados, com possibilidade do uso energético do metano produzido.

Palavras-chave: microalgas, co-digestdo anaerdbia, glicerina do biodiesel, vinhaga de cana-

de-acucar.



ABSTRACT

Microalgae are a promising substrate for energy recovery through methane production
via anaerobic digestion. However, the low carbon to nitrogen ratio (C/N) is considered one of
the main limiting factors of its biodegradability. Therefore, to improve the C/N ratio, the use of
residual glycerine from biodiesel production (G) and sugarcane vinasse (V) in co-digestion with
microalgae collected in a high rate pond (M) was evaluated, aiming at an increase in the yield
of CH4. Therefore, biochemical methane potential (BMP) tests were performed, designed by
simplex-centroid mixture design. Co-digestion of the substrates provided an increase in CHs
yield of up to 4.2 times that obtained from individual digestion of algal biomass, which showed
aBMP of 150.0 + 2.8 NmL CHa.gVSaqt. All the mixtures evaluated showed synergistic effects,
with increases of up to 38% in yields when compared to the estimated theoretical production,
corresponding to the mixture between algal biomass and glycerine, in equal proportions. The
co-digestion tests also promoted an increase in biodegradability and percentage of methane in
the biogas, showing maximum values of 98.59 + 1.98% and 71.1 + 0.6 %, respectively. Four
polynomial models were fitted to the BMP and synergy index, and compared statistically. The
quadratic equation (R'? = 0.9462) was used to model the BMP data, while the full cubic
equation (R'? = 0.7874) was chosen to represent the synergy index. Using the equations, a
maximum value of 719.6 NmL CHa4.gVSas* was predicted for BMP, for mixture containing
glycerine only, while the maximum estimed synergy index was 1.49 (49% increase in methane
yield), for reason M:V:G of 50:0:50, in terms of volatile solids. A specific methanogenic
activity (SMA) test was performed to evaluate the sludge for methane activity and production,
obtaining a maximum value of 0.25 gCOD-CH4.gVS™.day™. The results demonstrated the
feasibility of co-digestion in the treatment of the substrates evaluated, with the possibility of
the energetic use of the methane produced.

Keywords: microalgae, anaerobic co-digestion, glycerine of biodiesel, sugarcane vinasse
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por energia baseada em combustiveis fosseis, em decorréncia do
aumento da populacdo mundial e desenvolvimento econdmico, associada aos impactos
ambientais negativos causados pela queima destes combustiveis, ttm motivado cientistas do
mundo inteiro a realizar pesquisas voltadas ao desenvolvimento de biocombustiveis solidos,

liquidos e gasosos, como recursos energéticos alternativos.

A busca por fontes alternativas e renovaveis de energia tem incentivado a investigacao
da capacidade energética de diferentes substratos. Nesse cenario, as microalgas sdo
consideradas uma fonte alternativa potencial para a producdo de bioenergia, devido a sua alta
eficiéncia fotossintética e maiores taxas de crescimento e produtividade em comparacdo com
as culturas convencionais, além da possibilidade de cultivo em areas de terra ndo aravel, ou em
lagos e no oceano. Por serem compostos basicamente de proteinas, lipideos e carboidratos, estes
seres microscopicos podem ser convertidos em biocombustiveis, tais como o biodiesel,

biometano, bioetanol, biohidrogénio etc.

Sabe-se que dentre as diversas tecnologias de tratamento de esgotos, as lagoas de
estabilizacdo, em especial as lagoas de alta taxa (LAT), sdo unidades com grande producao de
microalgas, tendo em vista a disponibilidade de 4gua e dos nutrientes presentes nos esgotos
domésticos, além da presenca de didxido de carbono (CO2) e luz. Durante seus processos
metabdlicos, as microalgas assimilam os nutrientes e auxiliam na depuracdo do efluente.
Embora essas lagoas apresentem boa eficiéncia na remocdo de elementos indesejaveis, a
elevada produtividade de biomassa algal ocasiona diversos problemas nos corpos receptores,

tais como consumo de oxigénio, cor e turbidez.

Estudos tém buscado alternativas que possibilitem a obtencdo de biocombustiveis a
partir das microalgas cultivadas em lagoas de alta taxa, ao passo que os problemas citados sejam
mitigados. Dentre as alternativas avaliadas, a digestdo anaerdbia tem sido considerada uma das
tecnologias mais apropriadas para maximizar a recuperacdo de recursos da biomassa algal
produzida em efluentes. O uso da digestdo anaerdbia possibilita a recuperacdo de nutrientes
valiosos, reducdo de custos associados ao tratamento e descarte de residuos de microalgas, além
de reduzir significativamente o potencial poluidor. Por outro lado, o biogas pode ser utilizado

para fornecimento de calor e eletricidade ou como combustivel veicular apos refino.
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Apesar do elevado potencial atrativo como matéria prima para producdo de biogas, a
digestdo anaerdbia de biomassa algal bruta apresenta limitacGes. As maiores complexidades
sdo reportadas como sendo a baixa biodegradabilidade da parede celular, bem como a inibigéo
do processo pela presenca de amonia, normalmente associada a baixa relacdo carbono-

nitrogénio (C/N), algo comum a maioria das espécies de microalgas.

Nesse cenario, 0 interesse cientifico aponta para a associacao de diferentes substratos,
com o objetivo de aumentar a recuperacgdo energética, fazendo uso do processo de co-digestdo
anaerobia. Essa unido de substratos vem sendo considerada uma alternativa tecnolégica
interessante para superar as limitagdes da digestdo anaerdbia com apenas um substrato, pois
além de proporcionar a manutencdo da relacdo C/N dentro do reator e possibilitar aumento da

recuperacao energética, ela também pode reduzir os custos do tratamento de varios residuos.

Um substrato potencial que pode ser co-digerido com microalgas € a glicerina, um
residuo originado do processo de transesterificacdo de 6leos vegetais e animais para producao
de biodiesel. A glicerina residual é gerada em grandes quantidades, sendo considerada a
producéo de 10kg de glicerina, com 55-90% de glicerol, para cada 100kg de biodiesel produzido
(YAZDANI; GONZALEZ, 2007). Em 2021, estima-se que cerca de 676000 toneladas de
glicerina foram produzidas no pais, um aumento de 183% com relacdo ao ano de 2010 (ANP,
2021). Com o constante crescimento da industria de biodiesel, é gerado um excedente de
glicerina que ocasiona problemas ambientais e econdmicos associados & eliminacdo desse
subproduto (SILES LOPEZ et al., 2009). Sendo assim, o processo de digestio anaerdbia torna-
se uma alternativa atraente para destinacdo do excedente de glicerina residual gerado, em
especial quando utilizada como co-substrato, convertendo-a em produto de valor agregado a
precos reduzidos, tornando mais viavel a producdo de biodiesel (YAZDANI; GONZALEZ,
2007).

O aproveitamento da vinhaca de cana-de-acUcar para producéo de biogas também vem
ganhando destaque nos ultimos anos. Este substrato compreende a principal corrente do
processo de producdo do etanol, sendo gerado especificamente na etapa de destilacdo a uma
taxa média de 13 litros por litro de etanol produzido (XAVIER, 2007). Segundo dados da
Associacio Brasileira de Biogas (ABIOGAS, 2018), o potencial de producdo de biogéas no
Brasil € de 82 bilhdes de metros cubicos/ano, sendo 0 setor sucroenergético correspondente a
48% deste potencial. Dessa forma, ao invés de destinar a vinhacga bruta a fertirrigacdo, o
emprego da digestdo anaerdbia deste substrato tem alta potencialidade para producdo de

metano, além de reduzir o potencial poluidor e preservar nutrientes como potassio, nitrogénio
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e fésforo, que permanecem no digestato ap6s o processo de digestdo da vinhaga, possibilitando
ainda sua aplicacédo na fertirrigagdo dos canaviais (FUESS; GARCIA, 2014).

Diante desse cenario, a proposta deste trabalho foi avaliar a co-digestdo anaerdbia de
biomassa algal cultivada em lagoa de alta taxa, com glicerina residual de biodiesel e vinhaca de
cana-de-acucar, tendo em vista melhorar a biodegradabilidade das microalgas frente a baixa
relacdo C/N que estas possuem. A avaliacdo da associacdo dos substratos foi realizada através
de planejamento de misturas e determinou-se quais as proporc¢des dos substratos que levam a

uma maior recuperacao de bioenergia.

1.1 Justificativa e motivacéo

Segundo dados do Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento — SNIS, em
2020, apenas 50,8% do total do esgoto gerado no Brasil era tratado (SNIS, 2021). Tendo em
vista este cenario insustentdvel, o novo marco do saneamento estabelece metas de
universalizacdo para que 90% da populacdo brasileira seja atendida com coleta e tratamento de
esgotos até dezembro de 2033 (BRASIL, 2020). Dessa forma, existe uma perspectiva de
crescimento do emprego de unidades de tratamento de esgotos, dentre elas as lagoas de
estabilizacdo, aumentando assim a producéo de biomassa algal. Paralelo a isso, o crescimento
das fontes alternativas de energia, tais como a utilizacdo de biocombustiveis, também tem como
consequéncia o aumento dos residuos provenientes de seus processos produtivos, como € o caso
da glicerina oriunda da producdo do biodiesel e da vinhaca proveniente da producéo de etanol

a partir da cana-de-acucar.

A utilizacdo da biomassa algal em co-digestdo com glicerina e vinhaca para aumento
da producdo de biogas parece ser uma alternativa promissora para aproveitamento energético
destes residuos, visando contornar os principais problemas da digestdo individual das
microalgas. Além disso, ndo ha relatos da utilizagdo de microalgas em mistura ternaria com
estes substratos. Com isto, dentro de uma abordagem de biorrefinaria, séo mitigadas emissdes
de metano proveniente da decomposicao destes residuos e, em virtude de seu aproveitamento
energético, ha uma maior possibilidade de reduzir os custos de destinacdo e contribuir

efetivamente na oferta de energia por meio do biogas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a producéo de metano a partir da co-digestdo anaerobia de biomassa algal com

glicerina residual do biodiesel e vinhaca de cana-de-acgucar.

2.2 Especificos

— Determinar o potencial de producdo de metano a partir da co-digestdo de biomassa algal com
0S co-substratos propostos, através de testes em batelada, delineados por planejamento de
misturas;

— Avaliar parametros de estabilidade e desempenho do processo anaerobio para as diferentes
misturas;

— Verificar o efeito da relacdo C/N na produtividade de metano e biodegradabilidade dos
substratos;

— Determinar as proporc¢des de mistura dos substratos que maximizam o rendimento de metano

e o efeito sinérgico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producdo e utilizacdo do biogas

Dentre as fontes alternativas disponiveis no Brasil estd o biogas, proveniente da
biodigestdo anaerobia de matéria organica, como residuos e efluentes industriais, urbanos e
rurais, denominados de substratos. Esse gas possui cerca de 60% de metano em sua composi¢éo
e, em virtude do elevado poder calorifico, permite a sua utilizacao na geracao de calor e energia
elétrica. Além disso, ao submeter o biogads a um processo de refino, é possivel obter o
biometano, que, segundo legislacdo vigente, pode ser considerado similar ao gas natural quando
contiver mais de 90% de metano em sua composi¢do, passivel de ser utilizado para 0s mesmos

fins que o combustivel féssil em questdo (ANP, 2017).

Além do potencial energético, um dos grandes beneficios associados a producéo do
biogas refere-se ao seu importante papel no saneamento ambiental, uma vez que a digestao
anaerobia atua na correta destinacdo e tratamento de residuos organicos, contribuindo para
minimizacao dos impactos ambientais e reducdo da emissdo de Gases de Efeito Estufa (GEE).
Outro beneficio é a producdo do digestato, efluente do processo, que possui propriedades

fertilizantes para o solo.

Apesar de todos esses beneficios, o biogas ainda representa uma parcela pouco
significativa da matriz energética brasileira. Em 2019, a participacdo do biogas na matriz
energética era inferior a 1% (EPE, 2019). Por outro lado, o nimero de plantas em operacéo no
pais tem crescido substancialmente, passando de 653 plantas em 2020, para 755 plantas no ano
de 2021, que produziram cerca de 2,3 bilhdes Nm? de biogas, o que corresponde a 2,7% do
potencial teérico de producdo do pais (CIBIOGAS, 2022).

Em 2021, o setor agropecuario foi responsavel por 80% das plantas em operagdo no
pais, seguido pelos setores industrial e de saneamento. Com relacéo ao ranking de producao de
biogas entre os estados, Pernambuco ocupava a 62 posicao, contribuindo com 145 milhdes de
metros cubicos por ano, proveniente de 6 plantas de biogas instaladas no setor de saneamento
(CIBIOGAS, 2022).
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3.2 Digestao anaerobia

O processo de digestdo anaerébia (DA) h& muito vem se estabelecendo como uma
biotecnologia amplamente utilizada para o gerenciamento de residuos organicos, como
biossolidos, residuos agricolas, esterco animal, culturas energéticas e residuos de alimentos,
fornecendo solugdes sustentaveis para recuperacao de energia renovavel e producéo de recursos
de valor agregado (KIM et al., 2022).

A digestdo anaerdbia € um processo bioquimico complexo, multifasico e desenvolvido
por diversos grupos de microrganismos na auséncia de oxigénio. Pode ser considerado como
um ecossistema onde diversos grupos microbianos trabalham interativamente na conversao da
matéria organica complexa em metano, gas carbonico, agua, gas sulfidrico e amonia, além de
novas células bacterianas. Este processo ocorre basicamente em quatro estagios bioquimicos
fundamentais, que incluem a hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese
(CHERNICHARO, 2016).

Na hidrolise, as bactérias hidroliticas fermentativas mediam a degradacao de compostos
organicos complexos, ou seja, carboidratos, lipideos e proteinas em compostos organicos
simples e sollveis, como agucares, acidos graxos e aminoacidos. Na acidogénese, 0s produtos
solGveis, oriundos da etapa de hidrolise, sdo metabolizados no interior das células das bactérias
acidogénicas, e convertidos a &cidos organicos ou acidos graxos volateis (principalmente
acético, propiénico e butirico), alcoois (etanol), cetonas (acetona), diéxido de carbono e
hidrogénio (CHERNICHARO, 2016; YADAV et al., 2022).

Na fase seguinte, a acetogénese, as bactérias sintroficas acetogénicas sdo responsaveis
pela oxidacdo de compostos organicos intermediarios, como propionato e butirato, em substrato
apropriado para 0s microrganismos metanogénicos (acetato, hidrogénio e diéxido de carbono).
Na fase final da DA ocorre a metanogénese, onde 0s compostos organicos sdo convertidos em
metano e didxido de carbono. A conversdo de acetato é realizada pelas arqueas metanogénicas
acetoclasticas, as quais séo responsaveis por cerca de 60 a 70% de toda a producdo de metano,
enquanto as hidrogenotroficas sdo responsaveis pela utilizagcdo de H, e CO» para producédo de
CH4 (CHERNICHARO, 2016).

Em paralelo a metanogénese, quando o substrato a ser tratado apresenta elevadas
concentracdes de sulfato, parte da matéria organica pode ser removida via rota sulfetogénica.

Esta via deve-se a acdo das bactérias redutoras de sulfato (BRS), que utilizam o sulfato para
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degradacdo de componentes orgénicos e hidrogénio, sendo o mesmo reduzido a sulfeto
(TAKEDA, 2021).

A Figura 1 esquematiza, de maneira resumida, todas as etapas envolvidas na digestédo

anaerobia.

Figura 1 — Rotas metabolicas e microrganismos envolvidos na digestdo anaerdbia
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Fonte: Adaptado de McCarty e Smith (1986).

O biogéas gerado no processo de digestdo anaerdbia consiste tipicamente em metano
(60%), didxido de carbono (40%), vapor de dgua e quantidades traco de sulfeto de hidrogénio
(H2S). E um géas inodoro e incolor, que arde com chama azul claro semelhante ao de Gés
Liquefeito de Petréleo (GLP) (ALVES, 2016).

Vaérios fatores podem influenciar na digestdo anaerdbia e na producdo de biogas em
digestores, tais como: pH, temperatura, umidade, natureza do substrato, teor de carbono e
nitrogénio, indculo, relagdo indculo/substrato (1/S), configuragdo do digestor, carga organica
aplicada e tempo de detencdo hidraulica (TDH) (MERLIN CHRISTY; GOPINATH; DIVYA,
2014).

3.3 Digestao anaerdbia de biomassa algal

Com o aumento da populacao global e utilizagdo continua dos combustiveis fosseis,
cujas fontes estdo se esgotando, tem havido um aumento do interesse em fontes de energias

renovaveis baseadas na transformacédo de biomassa.
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Nos ultimos anos, tornou-se cada vez mais claro que os biocombustiveis de primeira
geragdo, como a producdo de etanol a partir de agUcares vegetais ou a producgdo de biodiesel a
partir de lipideos vegetais, ttm gerado uma grande pressdo nos mercados mundiais de
alimentos, além do grande impacto no consumo de agua e destruicdo precoce das florestas
mundiais (BRENNAN; OWENDE, 2010; MUSSGNUG et al., 2010). Adicionalmente, 0s
biocombustiveis de segunda geracgdo, oriundos de matérias primas de culturas ndo alimentares,
biomassa lignocelulosica e residuos florestais, apesar de ndo competirem pela producdo de
alimentos e areas férteis, nunca serdo abundantes o suficiente para atender toda a demanda por

combustiveis do setor de transportes, por exemplo (AHMAD et al., 2011).

Nesse cendrio, as microalgas sdo consideradas uma fonte alternativa para a producéao de
bioenergia, sendo classificadas como a principal matéria prima fonte dos biocombustiveis de
terceira geragdo, devido a sua alta eficiéncia fotossintética e maiores taxas de crescimento e
produtividade em comparacgéo com as culturas convencionais, além da possibilidade de cultivo
em areas de terra nao aravel, ou em lagos e no oceano (MINOWA et al., 1995). Por serem
compostas basicamente de proteinas, lipideos e carboidratos, as microalgas podem ser

convertidas em biodiesel, biometano, bioetanol, biohidrogénio etc. (MUSSGNUG et al., 2010).

Microalgas sdo microrganismos geralmente microscopicos, unicelulares, coloniais ou
filamentosos que possuem clorofila e sdo fototréficos, sendo capazes de utilizar CO, para
produzir oxigénio na presenca de luz. Estes organismos tém como habitat natural a dgua e sdo

bastante diversificados quanto a sua morfologia e estrutura celular (OLAIZOLA, 2003).

As microalgas representam uma matéria-prima interessante para producdo de
biocombustiveis. Estes microrganismos tém um alto rendimento total e, portanto, uma menor
pegada de uso da terra, além da possibilidade de utilizacdo de areas consideradas inadequadas
para producdo de alimentos. Adicionalmente, a producdo de microalgas tem o potencial de
absorver as emissdes de CO2 (WARD; LEWIS; GREEN, 2014).

O uso da digestdo anaerdbia possibilita a recuperacdo de nutrientes valiosos, reducédo de
custos associados ao tratamento e descarte de residuos de microalgas, além de reduzir
significativamente o potencial poluidor (SOLE-BUNDO et al., 2019; WARD; LEWIS;
GREEN, 2014; ZHEN et al., 2016). Por outro lado, o0 biogas, rico em metano, pode ser utilizado
para fornecimento de calor e eletricidade ou como combustivel veicular apos ser refinado
(ZHENG et al., 2015).
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Os primeiros autores a relatarem a digestdo anaerdbia de biomassa algal foram Golueke
et al. (1957). Eles investigaram a digestédo de Chlorella vulgaris e Scenedesmus cultivadas em
aguas residuais. Anos apos este primeiro estudo, pesquisas foram sendo desenvolvidas com
vistas a otimizar a digestdo anaerébia das algas (CHEN; OSWALD, 1998; OSWALD;
GOLUEKE, 1960).

Muitas sdo as vantagens da utilizacdo de biocombustiveis derivados de microalgas, tais
como: possibilidade de cultivo durante todo o0 ano; crescem em meio aquoso, mas necessitam
de menos agua doce do que culturas terrestres, além da possibilidade de cultivo em aguas
salobras; potencial de rapido crescimento; alta biofixacdo de emissdes de CO> (1kg de biomassa
seca de algas utiliza cerca de 1,83 kg de CO); seu cultivo ndo requer a aplicacdo de herbicidas
ou pesticidas etc. (BRENNAN; OWENDE, 2010). Sendo assim, as vantagens supracitadas
ressaltam as aplicagdes potenciais das microalgas como matéria-prima alternativa para

producdo de biocombustiveis.

Apesar de seu potencial inerente como recurso para producado de bioenergia, a utilizacédo
de biomassa algal para esse fim ainda tem varios desafios a serem superados antes de se tornar
uma industria convencional capaz de produzir a quantidade de biocombustivel necessaria a um
preco competitivo (WARD; LEWIS; GREEN, 2014). Os principais desafios enfrentados pela
industria incluem os altos insumos necessarios para o cultivo das microalgas, que requer
grandes quantidades de fertilizantes (especialmente nitrogénio e fésforo), além dos desafios
associados aos processos de producdo dos biocombustiveis, tais como baixa biodegradabilidade
da parede celular, desequilibrio na composicéo celular, etc. (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014).

3.3.1 Microalgas e as lagoas de estabilizacao

As algas, para seu desenvolvimento, necessitam de &gua e nutrientes, além de didxido
de carbono (CO2) e luz, como qualquer outra planta superior. Assim, o cultivo destes
microrganismos em efluentes ricos em nutrientes garante maior sustentabilidade, tanto

econdmica quanto ambiental, ao processo de obtencdo de biocombustiveis.

Dentre as diversas tecnologias de tratamento de esgotos (lodos ativados, filtros
anaerobios, reatores UASB etc.), as lagoas de estabilizacdo, em especial as lagoas de alta taxa
(LATS), séo unidades com grande producéo de algas, tendo em vista a alta disponibilidade de
agua e de nutrientes presentes nos esgotos domesticos. Durante seus processos metabolicos, as

microalgas assimilam os nutrientes e auxiliam na depuracao do efluente. Embora essas lagoas
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apresentem boa eficiéncia na remocdo de elementos indesejaveis, a elevada produtividade de
biomassa algal ocasiona diversos problemas nos corpos receptores, tais como consumo de
oxigeénio, cor e turbidez (ASSEMANY, 2017).

Embora exista uma vasta literatura dedicada ao estudo de sistemas algas-bactérias para
biorremediacdo de efluentes, a investigacdo destinada ao uso da biomassa gerada nesses
sistemas ainda é escassa (GONZALEZ-FERNANDEZ; SIALVE; MOLINUEVO-SALCES,
2015). Alguns estudos tém buscado alternativas que possibilitem a obtencdo de
biocombustiveis a partir das microalgas cultivadas em lagoas de alta taxa, ao passo que 0s
problemas citados sejam mitigados. Dentre as alternativas avaliadas, a digestdo anaerdbia tem
sido considerada uma das tecnologias mais apropriadas para maximizar a recuperacdo de
recursos da biomassa algal produzida em efluentes (SOLE-BUNDO et al., 2019). Além de ser
uma alternativa atrativa para destinacdo energética dessa biomassa, a DA possibilita uma
minimizacdo dos custos de colheita e concentragcdo, uma vez que o substrato utilizado no
processo de biodigestao deve ser preferencialmente umido (ASSEMANY, 2017; CHEN et al.,
2014).

3.3.2 Obstéculos da utilizagdo de microalgas como substrato

As propriedades quimicas, fisicas e biolégicas da biomassa algal dependem das
condicdes sob as quais ela é cultivada e, simultaneamente, determinam as condicGes do
processo anaerobio. A composicao celular é fortemente dependente da espécie, mas também é
afetada pelas condigOes ambientais (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014). Quanto aos requisitos de
nutrientes da microflora anaerdbia, a literatura mostra que estes sao atendidos pela composi¢do
das microalgas, visto que elas apresentam em sua composi¢do carbono, nitrogénio e fdsforo,
além de outros micronutrientes importantes como ferro, zinco e cobalto (SIALVE; BERNET;
BERNARD, 2009).

De acordo com Brown et al. (1997), a composicdo celular desses microrganismos é
muito variavel 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, independente da espécie, praticamente
qualquer biomassa bruta de microalgas apresenta um baixo rendimento de metano, inferior aos
valores tedricos. A conversdo de biomassa algal ndo tratada em metano é geralmente

incompleta, ndo excedendo 50% do potencial tedrico de producdo (KLASSEN et al., 2016).
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Dois obstaculos sdo reportados como principais responsaveis pela redugéo da eficiéncia
de conversdo da biomassa algal em metano. As maiores complexidades sdo reportadas como
sendo a baixa biodegradabilidade da parede celular, bem como a inibi¢cdo do processo pela
presenca de amonia, normalmente associada a baixa relacdo carbono-nitrogénio (C/N), algo
comum a maioria das espécies de microalgas (MUSSGNUG et al., 2010; SIALVE; BERNET;
BERNARD, 2009; SOLE-BUNDO et al., 2019).

Os primeiros estudos sobre digestdo anaerdbia de biomassa algal ja reportavam o
problema das paredes resistentes das algas, demonstrando que uma fragdo significativa de
células de microalgas permaneceu intacta apds 30 dias de digestdo (GOLUEKE; OSWALD;
GOTAAS, 1957). Observacoes semelhantes foram feitas em estudos mais recentes, onde foi
reportado células intactas de Scenedesmus obliquus identificadas em um digestor anaerdbio,

mesmo apos seis meses de inicio do experimento (MUSSGNUG et al., 2010).

Apesar de a baixa biodegradabilidade da parede celular das microalgas ser considerada
um dos principais obstaculos que governam a eficiéncia do processo de digestdo anaerdbia,
somente algumas poucas informacgdes acerca da composicao da parede celular sdo disponiveis
para a maioria das espécies (GANESH SARATALE et al., 2018). Em geral, as paredes celulares
das algas sdo compostas por dois componentes: o componente fibrilar, que forma o esqueleto
da parede, e 0 componente amorfo, que forma uma matriz dentro da qual o componente fibrilar
esta submerso (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014). Paredes celulares complexas, como é 0 caso
dos géneros Chlorella e Scenedesmus, sdo compostas de uma camada superficial, que pode ser
homogénea ou possuir um revestimento trilaminar. Essa camada superficial é resistente a
degradacdo anaerdbia, uma vez que é composta de esporopolenina, também chamada de
algaenan, que € um biopolimero semelhante a lignina, formado de &cidos graxos hidroxilados
e fendlicos (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014).

Métodos de pré-tratamento, com ou sem recuperacao de coprodutos, tém sido aplicados
para romper a parede celular das microalgas, tornar seu contedo intracelular mais disponivel
e melhorar a biodegradabilidade anaerobia das microalgas, porém, em muitas aplicagdes, ainda
ndo se sabe se 0 beneficio do aumento da producéo de metano pode justificar o custo da energia
necesséria para o pré-tratamento (SOLE-BUNDO et al., 2019; WANG et al., 2013).

Outra limitacdo importante para a digestao anaerdbia de microalgas € o risco de inibi¢ao
do nitrogénio amoniacal, normalmente associado a baixa relacdo carbono-nitrogénio (C/N) das

diversas espécies de microalgas (SOLE-BUNDO et al., 2019). A proporcéo de carbono para
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nitrogénio das microalgas de 4gua doce € em média 10,2, enquanto as plantas terrestres tém
essa propor¢do de cerca de 36. Quando a relagdo C/N esta abaixo de 20, hd um desequilibrio
entre as exigéncias de carbono e nitrogénio para a comunidade anaerobia. Este desequilibrio
leva a liberacdo de nitrogénio na forma de aménia durante a digestdo, podendo tornar-se
inibitdria para os microrganismos (SIALVE; BERNET; BERNARD, 2009).

Durante a digestdo anaerobia, as proteinas sdo degradadas e a amoénia se acumula na
fase liquida. O valor do pH e a temperatura controlam a proporc¢éo entre ions aménio (NH4") e
amonia livre (NHs). Se a concentracdo de biomassa algal no afluente for elevada ou se essa
biomassa apresentar pouco teor de carbono em relacdo a nitrogénio, havera presente no reator
altas concentracdes de NHs e alcalinidade e, como consequéncia, podera ocorrer a inibi¢do do
processo pela aménia livre (MCCARTY, 1964). A forma ndo ionizada do nitrogénio sofre
difuséo através das membranas celulares, causando desequilibrio de prétons e/ou deficiéncia de
potéssio, expressando assim sua toxicidade (SIALVE; BERNET; BERNARD, 2009).

Entre os quatro tipos de microrganismos anaerobios, 0s metanogénicos sdo 0s menos
tolerantes e 0s mais propensos a cessar o crescimento devido a presenca de altas concentragdes
de amonia no reator (KAYHANIAN, 1994). Algumas pesquisas baseadas na comparagédo da
producdo de metano e da taxa de crescimento, indicaram que o efeito inibitorio foi, em geral,
mais intenso para as arqueas metanogénicas acetoclasticas do que para as hidrogenotréficas
(CHEN; CHENG; CREAMER, 2008).

Acredita-se que concentracdes de nitrogénio amoniacal abaixo de 200 mg/L séo
benéficas para o processo anaerébio, uma vez que o nitrogénio é um nutriente essencial para 0s
microrganismos anaerobios (LIU; SUNG, 2002). Por outro lado, concentracdes de amdnia
variando de 1,7 a 14 g/L, foram relatadas na literatura como responsaveis pela reducdo da
producdo de metano em até 50%. Esta ampla faixa de concentracfes inibitorias pode ser
atribuida a natureza dos substratos e inoculos, condi¢cbes ambientais (temperatura, pH) e
periodos de aclimatacdo (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008).

Um aumento no pH resulta na mudanga da forma ionizada (NH4") para amdnia livre e,
consequentemente, um aumento da toxicidade. A instabilidade do processo devido a aménia
geralmente resulta no acumulo de acidos graxos volateis, o que leva a uma diminuic¢éo do pH
e, portanto, a reducdo da concentracdo de amonia livre. Essa interacdo pode levar a um estado
estacionario inibido, condicdo em que o processo funciona de forma estavel, mas com reducéo
do rendimento de metano (ANGELIDAKI; AHRING, 1993).



29

Tanto as taxas de crescimento microbiano quanto a concentra¢do de amonia séo afetadas
pela mudanca de temperatura. Um aumento na temperatura do processo, em geral, tem um
efeito positivo na taxa metabolica dos microrganismos, mas também resulta em uma maior
liberacdo de amonia. Varios autores reportaram que a fermentacéo anaerobia de residuos com
alta concentracdo de amoénia era mais facilmente inibida e menos estavel em temperaturas
termofilicas do que em temperaturas mesofilicas. Por outro lado, a presenca de elevadas
concentragdes de ions como Na*, Ca?* e Mg?*, que aumentam a alcalinidade e diminuem a
fracdo ndo ionizada NHz, s&o reportados como antagonistas da inibi¢cdo por aménia, fenémeno
no qual a toxicidade de um ion é diminuida pela presenca de outro(s) ion(s) (CHEN; CHENG;
CREAMER, 2008).

De forma a contornar os efeitos negativos da baixa relacdo C/N, muitos autores tém
investigado a co-digestdo de biomassa algal com substratos ricos em carbono, que possibilitem

um aumento da producé@o de metano sem aumentar a carga de nitrogénio nos reatores.

3.3.3 Co-digestdo anaerobia de biomassa algal

A co-digestdo € um método de tratamento no qual diferentes substratos sdo misturados
e tratados juntos. Esta estratégia € um processo energeticamente eficiente que pode melhorar o
desempenho da fermentacdo pela adicdo de um substrato secundario que fornece nutrientes que
faltam no substrato inicial, melhorando os parametros fisico-quimicos do processo, além dos
efeitos sinérgicos e atenuacdo da inibicdo que ocorreria durante a digestdo do substrato
individual (PARK; LI, 2012).

A co-digestdo é preferencialmente utilizada visando melhorar os rendimentos da
digestdo anaerdbia devido aos seus diferentes beneficios. Diluicdo de compostos toxicos,
aumento da carga de matéria organica biodegradavel, reducdo do desequilibrio de nutrientes,
ajuste da relacdo C/N, prevencdo de efeitos inibitorios, efeito sinérgico de microrganismos,
facilidade de manuseio de substratos mistos, vantagens econdmicas devido ao
compartilhamento de equipamentos e melhor rendimento de biogas sdo alguns dos beneficios
potenciais que podem ser alcancados em um processo de co-digestdo (PARK; LI, 2012;
SIALVE; BERNET; BERNARD, 2009).

Devido ao fato de que a maioria das espécies de microalgas apresentam uma relacéo
C/N considerada baixa, a adigdo de um co-substrato rico em carbono pode facilitar o processo
de conversdo em metano (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014). Microalgas e residuos de
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microalgas tém sido co-digeridos com uma grande variedade de co-substratos, como lodo de
esgoto, esterco animal, residuos de alimentos, glicerol, culturas energéticas, residuos de papel
e 6leos, graxas e gorduras (SOLE-BUNDO et al., 2019).

A Tabela 1 resume condicgdes experimentais e rendimentos de metano para alguns
estudos que avaliaram a co-digestdo de biomassa algal com diferentes substratos organicos.
Destaca-se a grande variabilidade dos resultados obtidos pelos estudos, dependendo da espécie

de microalga, do co-substrato utilizado e das condi¢Ges operacionais dos reatores.

Como pode ser verificado na Tabela 1, em todos os estudos apresentados houve um
aumento do rendimento de metano dos testes de co-digestdo com relacéo aos testes contendo

apenas biomassa algal. Além disso, efeitos sinérgicos nos rendimentos podem ser observados.

Yen e Brune (2007) obtiveram significativo incremento na producdo de metano através
da adicao de residuos de papel a biomassa algal. A producdo de metano praticamente dobrou
com a co-digestdo mencionada, em uma raz&o de 1/1 entre residuo de papel e biomassa algal,
aumentando a relacdo C/N de 6,7 para 18. Ehimen et al. (2009), aumentando a proporc¢ao C/N
para 12,44 através da co-digestdo de 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.



Tabela 1 — Resumo da producdo de metano com diferentes substratos utilizados na co-digestdo anaerébia com microalgas em

reatores de batelada em escala de bancada

Tempo de operagao, temperatura

Rendimento de

(°C), relacdo S/I* e observacdes Substratos CIN? metano Referéncias
» relag ¢ (NMLCH..gSVY)
45 dias, 37 ° C, . Mlcroalgas Chlorella sp. 123 Wang et al.
agitacdo magnética " Lodo ativado a 302 (2013)
grtag g * Microalgas: lodo ativado=4:96% 298
25 dias e . Mlc’roalgas Chlorella vulgaris 6,43 176 Zhang et al.
0,5 gSV/gSV . Re_51duos de bat,ata 40,78 439 (2018)
! * Microalgas: residuos=25:75% 22,77 266
35dias, 35+ 1 °C, * Microalgas Chlorella sp. 4,86 94 Lietal
0,5 gSV/gSV, agitacdo * Esterco de galinha 12,28 146 (2017)'
manual diaria * Microalgas: esterco=20:80% - 170
60 dias, 35 °C, * Microalgas Botryococcus braunii 404 Neumann et al
1 gSV/gSV, os lipideos foram * Glicerina residual - 302 (2015) '
extraidos das microalgas * Microalgas: glicerol=90:10% 428
40 dias, 37 °C, 0,5 gSV/gSV, * Microalgas Scenedesmus 6,1 212 Ramos-Suarez
os lipideos foram extraidos das * Glicerina residual - - e Carreras.
microalgas * Microalgas: glicerina=88,9:11,1% 6,8 255 (2013)
. o ..~ *Microalgas Chlorella sp. 7.4 264 Solé-Bundo et
100 dias, 37 g’e ggrS\r;/gSV, ag1t8¢a0 | p.1ha de trigo 95,4 280 al.
P * Microalgas: palha=50:50% 13,1 289 (2017)
40 dias, 35 °C, 0,5 gSV/gSV, ) Chlgrella SIP- e Scenedesmus sp. é% Zhen et al.
agitacdo de 100rpm ’ Re.SIduos alimentarcs B (2016)
* Microalgas: residuos=20:80% 640
. o * Microalga Dunaliella salina 12,6 63 Fernandez-
25 d'js'i ti%féffogf\ﬁgsv’ « Residuos de azeitona 31,4 321 Rodriguez et al.
grtag P « Microalgas: residuos=50:50% 22 285 (2014)

1S/1: substrato/indculo. C/N: carbono/nitrogénio. Fonte: o autor (2022).
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3.3.3.1 Glicerol

O glicerol é um poli-alcool que tem como nomenclatura, de acordo com IUPAC, 1,2,3
— propanotriol, de formula molecular C3Hs(OH)s. Apresenta-se no estado liquido a temperatura
ambiente, é higroscépico, inodoro, viscoso e de sabor adocicado (WANG et al., 2001). Este
subproduto pode ser obtido através da reacdo de transesterificacdo entre um 6leo vegetal ou
gordura animal (triglicerideo) para obtencdo de metil-ésteres de &cidos graxos (biodiesel) e
consequente liberacdo do glicerol, intermediada por um &lcool (geralmente metanol), na
presenca de um catalisador quimico (normalmente uma base forte, como NaOH ou KOH). A
separacdo do biodiesel do glicerol é normalmente realizada por gravidade, ja que o biodiesel
possui densidade inferior ao glicerol (VIANA, 2011).

O glicerol puro (com mais de 95% de pureza) é matéria prima em diversas areas, tais
como pintura, cosméticos, industria automotiva, alimentos, papel e celulose, couro, téxtil e
producdo de produtos quimicos (WANG et al., 2001). No entanto, o glicerol oriundo da
producdo de biodiesel, possui impurezas que afetam e encarecem seu processamento industrial,
sendo mais comumente denominado de glicerina residual. A glicerina residual é gerada em
grandes quantidades, sendo considerada a producdo de 10kg de glicerina, com 55-90% de
glicerol, para cada 100kg de biodiesel produzido (YAZDANI; GONZALEZ, 2007).

Entre as impurezas contidas na glicerina, encontram-se &cidos graxos, metanol,
catalisadores, sais de potassio e sddio, metais pesados, sabdo, 4gua, lignina e outras impurezas
organicas (SILES LOPEZ et al., 2009). A concentracdo destas impurezas, bem como
parametros fisico-quimicos, como pH, densidade, cor e concentracdo de matéria organica,
variam em funcdo da natureza do 6leo vegetal ou animal e do processo de fabricacdo do
biodiesel (PAPANIKOLAOU et al., 2008). Dentre as impurezas citadas, existem quatro que
podem afetar significativamente o metabolismo microbiano, pois sdo consideradas compostos
toxicos ou recalcitrantes. S&o elas: acidos graxos de cadeia longa, cloretos, sulfatos e sulfetos
(VIANA, 2011).

O Brasil vem incorporando o biodiesel na matriz energética nacional por meio do
Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnologico de Biodiesel (Probiodiesel), criado pelo
Ministério da Ciéncia e Tecnologia por meio da Portaria 702, e da Medida Provisoria 214, de
13 de setembro de 2004, convertida na Lei n° 11,097, de 13 de janeiro de 2005 (BRASIL,
2005). Atualmente, 11% de biodiesel (B11) é adicionado ao 6leo diesel de origem fossil,
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conforme estabelecido pela Lei 13.263/2016, com perspectivas de aumento gradativo deste
percentual ao longo dos anos (BRASIL, 2016).

Em 2021, estima-se que cerca de 676000 toneladas de glicerina foram produzidas no
pais, um aumento de 183% com relacdo ao ano de 2010, por exemplo (ANP, 2021). Com o
constante crescimento da industria de biodiesel, é gerado um excedente de glicerina que
ocasiona problemas ambientais e econémicos associados a eliminacdo desse subproduto, visto
que a sua oferta esta se tornando bem maior do que a demanda (SILES LOPEZ et al., 2009).
No Brasil, ndo ha dispositivos legais quanto & destinacdo desse subproduto. Entretanto, o
descarte inadequado no meio ambiente pode causar problemas graves, como 0 aumento da
demanda bioquimica de oxigénio de corpos receptores; e a sua combustdo libera compostos

cancerigenos, como a acroleina (NOVI et al., 2018).

Devido ao aumento gradativo da proporcao de biodiesel adicionado ao diesel, tem sido
cada vez mais necessarias alternativas de reaproveitamento da glicerina residual de forma
economicamente vidvel e ambientalmente sustentavel, visto que o mercado ndo absorve
integralmente este co-produto, sendo de extrema importancia a busca por novas aplicagoes
(ROBRA, 2006). Uma das aplicagdes que agrega valor a glicerina é a digestdo anaerobia desse

produto para geracdo de energia.

A digestdo anaerdbia do glicerol apresenta um potencial tedrico de producao de metano
de 0,426 m® CH4/kg de glicerol nas CNTP, porém devido a impurezas excessivas na glicerina
residual, o valor real obtido é inferior ao tedrico. 1sso ocorre devido a presenca de acidos graxos
de cadeia longa e cloretos, o que provoca a inibicdo do consércio metanogénico, além da
elevada quantidade de matéria organica, que provoca o acumulo de AGV no sistema (VIANA,
2011).

A literatura, em geral, é escassa no que diz respeito a digestdo anaerdbia de glicerina
residual do biodiesel, porém alguns trabalhos relatam o desempenho desse substrato frente a
DA, bem como as limitacbes encontradas e sugestdes de melhorias de parametros para
degradacéo bioldgica e producdo de biogas a partir da glicerina. Estudos anteriores indicam que
a associacdo de diferentes substratos com glicerina, seja bruta ou purificada, favoreceu a
digestdo anaerobia de tais substratos, demonstrando as potencialidades da glicerina como co-
substrato (TAKEDA, 2021).

O uso de glicerina bruta como co-substrato foi bem-sucedido em pesquisa realizada por

Neumann et al. (2015). Os autores avaliaram a co-digestdo de microalgas da espécie
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Botryococcus braunii com glicerina, através de testes em batelada, sob condigdo mesofilica
(35° C). Os resultados da co-digestdo de Botryococcus braunii e glicerina, na proporcéo 9:1,
promoveu um rendimento especifico de metano de 428 NmL CH./gSV. Com relacédo a digestao
individual da glicerina e da biomassa algal, o aumento foi de 42 e 6%, respectivamente. Robra
(2006), ao avaliar a co-digestdo anaerdbia de glicerina e estrume de gado, obteve melhores
resultados na producdo de biogéas e teor de metano em relacdo a digestdo dos substratos

isoladamente.

Tendo em vista as impurezas que podem ser encontradas na glicerina bruta, com
potencial de inibicdo da metanogénese e possivel colapso de um reator anaerdbio, neste estudo
optou-se pela utilizacdo da glicerina acidificada nos experimentos de co-digestdo com biomassa
algal e vinhaca. O procedimento utilizado para acidificacdo da glicerina sera apresentado mais

adiante no topico 4.2.

3.3.3.2 Vinhaca

A vinhaca, ou vinhoto, compreende a principal agua residuaria da cadeia produtiva do
etanol, sendo gerada especificamente na etapa de destilacdo, a uma taxa média de 13 litros por
cada litro de etanol produzido (XAVIER, 2007). Este efluente apresenta cor marrom-escuro,
cujo teor organico pode ser 100 vezes maior do que o encontrados nos esgotos domésticos.
Apresenta também caracteristicas acidas e corrosivas, bem como concentracGes significativas
de potassio e sulfato, além de outros macro e micronutrientes (FUESS; GARCIA, 2014). Na
etapa de fermentacdo, no processo produtivo do etanol, o acido sulfurico é utilizado para
correcao do pH e prevencao da floculacdo de leveduras, o que resulta na caracteristica sempre
acida do efluente, com variacdes de pH entre 3,5 e 5,0, além de ser o principal responsavel pelas
altas concentracdes de sulfato (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015).

De maneira geral, o Brasil € considerado o segundo maior produtor mundial de
bioetanol, com 26% da producdo total em 2017, conforme dados estatisticos da Renewable
Fuels Association (RFA). Avancos tecnoldgicos na industria sucroalcooleira, possibilitados por
programas governamentais como o Proalcool, instituido em 1975, possibilitaram o crescimento
do setor, tornando o pais referéncia mundial na producdo de etanol a base de cana-de-agucar
(COELHO et al., 2006).

A producdo de cana-de-agucar na safra 2020/21 foi estimada em 665 milhdes de
toneladas, com um acréscimo de 3,5% da producéo referente a safra anterior de 2019/20. Na
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safra de 2019/20 a producdo de etanol no Brasil foi de 35,7 bilhdes de litros de etanol, anidro e
hidratado, enquanto na safra 2020/21 foram produzidos cerca de 32,9 bilhdes de litros deste
biocombustivel (CONAB, 2020).

Durante décadas, o principal destino da vinhaga no Brasil tem sido sua aplicacao nas
lavouras de cana-de-acUcar como fertilizante, devido ao seu teor de matéria organica e
nutrientes (especialmente potassio, mas também nitrogénio e fosforo), pratica conhecida como
fertirrigacdo. No entanto, um grande problema da fertirrigacdo estd nos grandes volumes de
vinhaga aplicada no solo, o que desencadeia uma série de efeitos ambientais na area plantada
quando é feita a aplicagio continua de vinhaca no solo (DJALMA NUNES FERRAZ JUNIOR
et al., 2016; MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015). A disposicao inadequada e indiscriminada
da vinhaca em solos provoca alteracdes nas suas caracteristicas, resultando em modificacdes de
suas propriedades quimicas e fisicas, dentre elas a acidificacdo permanente do solo, salinizacéo,
lixiviacdo de metais e sulfato, contaminacdo das dguas subterraneas, bem como a liberacédo de
odores desagradaveis e a possivel atracdo de insetos (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015).

Os critérios para disposicao da vinhaga em usos agricolas sdo regulamentados, no estado
de Sdo Paulo, pela Portaria Estadual n° 4.231, estabelecida pela Companhia Ambiental do
Estado de Séo Paulo (CETESB, 2015), porém, a taxa de aplicacdo da vinhaca no solo se baseia
apenas na concentracao de potassio, sendo negligenciados os impactos do baixo pH e alto teor

de matéria organica deste residuo no solo.

Segundo dados da Associacdo Brasileira de Biogas — ABIOGAS, o potencial de
producdo de biogas no Brasil é de 82 bilhdes de metros cubicos por ano, sendo o setor
sucroenergético responsavel por 48% deste potencial (ABIOGAS, 2018). Dessa forma, ao invés
de destinar a vinhaca bruta a fertirrigacao, o emprego da digestao anaer6bia deste substrato tem
alta potencialidade para producdo de metano, além de reduzir o potencial poluidor e preservar
nutrientes como potassio, nitrogénio e fosforo, que permanecem no digestato apos o0 processo
de digestéo da vinhaca (FUESS; GARCIA, 2014).

A aplicacdo da digestdo anaerdbia no tratamento da vinhaga é uma solugdo atrativa
devido a reducdo de carga organica, baixo custo de operacdo, producdo de energia limpa e
possibilidade de aplicacdo da vinhaca biodigerida como fertilizante nas areas agricolas,
associando o conceito de biorrefinaria ao setor sucroalcooleiro (FUESS; GARCIA, 2014,
MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratdério de Saneamento Ambiental (LSA),
no Centro de Tecnologia e Geociéncias (CTG) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), em Recife, Pernambuco, Brasil. Os testes de Potencial Bioquimico de Metano (PBM)
foram realizados utilizando os substratos biomassa algal, glicerina residual de biodiesel e
vinhaga de cana-de-agUcar, e um indculo proveniente de um reator anaerdbio tratando aguas

residuais de uma cervejaria.

4.1 Inbculo

O in6culo utilizado nos experimentos foi um lodo anaerébio proveniente de um reator
anaerébio BIOPAC®IC tratando aguas residuais de uma indstria de producdo de cerveja,
localizada no municipio de Itapissuma, Pernambuco, operando sob condi¢do mesofilica (37°
C).

Ap0s a coleta, foi feita a elutriacdo do lodo para separacdo do material inerte e biomassa
inativa ou de baixa atividade, que possui como caracteristica baixa capacidade de sedimentacao.
No processo de elutriacdo, o lodo é homogeneizado com agua deionizada e espera-se decantar,
desprezando o sobrenadante. O procedimento é feito até que a agua da superficie esteja
visualmente limpida. Apoés a elutriagdo, o lodo foi incubado em uma sala termostatizada (30°

C), para reduzir a producédo de metano enddgeno.

O indculo anaerdbio (lodo) foi caracterizado em relacdo ao seu pH, concentracdo de
solidos totais (ST), sdlidos volateis (SV), e alcalinidade total e parcial, conforme APHA (2017).

Os resultados da caracterizacdo do lodo podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracterizacéo do lodo utilizado como in6culo

Parametros Valores

pH 745

Sélidos totais (mg.L™?) 45902 + 198
Sélidos totais volateis (mg.L™?) 38230 + 803
SVIST (%) 83,29
Alcalinidade total (mg CaCOsL™) 1261,86

Alcalinidade parcial (mg CaCO3L™) 793,08
Fonte: o autor (2022).
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4.2 Coleta dos substratos

A biomassa algal foi coletada em uma Lagoa de Alta Taxa (LAT) escala piloto (Figura
2), utilizada para pés-tratamento de esgoto sanitario de um reator UASB, localizado na Estacéo
de Tratamento de Esgoto (ETE) Mangueira, no municipio de Recife, Pernambuco. Durante a
coleta, foi utilizada uma peneira de aco inoxidavel com abertura de 0,250 mm para concentracao
da biomassa. Em seguida, a amostra foi lavada com agua deionizada e armazenada a 4° C, para
posterior caracterizacdo e utilizacdo nos experimentos. As caracteristicas construtivas da lagoa
estdo apresentadas na Tabela 3.

Figura 2 — Coleta de biomassa algal: (a) lagoa de alta taxa. (b) concentracdo da biomassa algal
utilizando peneira com abertura de 0,250 mm

Tabela 3 — Parametros construtivos da lagoa de alta taxa

Caracteristica Valores
Comprimento da lagoa (m) 6,0
Largura da lagoa (m) 1,4
Comprimento da chicana (m) 5,6
Espessura da chicana (m) 0,1
Altura da chicana (m) 0,9
Altura (m) 0,9
Altura maxima da lamina d’4gua (m) 0,7
Avrea superficial total (m?) 8,0
Volume atil maximo (m3) 5,6
Volume total (m3) 7,2

Fonte: Sétiro (2021).

A glicerina residual foi coletada na Biorrefinaria Experimental de Residuos Solidos
Organicos (BERSO), situada na Universidade Federal de Pernambuco, campus Recife. A usina
utiliza 6leo de fritura e alcool para producdo do biodiesel.

ApoOs caracterizagdo, foi verificado um baixo teor de glicerol na glicerina residual

(40,2%). Visando aumentar o percentual de glicerol e, consequentemente reduzir as impurezas
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presentes, foi realizado um processo de purificacdo. Inicialmente, a glicerina residual foi
acidificada (pH=3), utilizando acido cloridrico concentrado (HCI). Posteriormente, a amostra
acidificada foi colocada em um funil de separacéo, possibilitando a separacdo de fases, onde a
fase organica (6leos residuais, acidos graxos etc.) fica localizada na parte superior do funil,
enquanto a glicerina purificada fica na parte inferior (Figura 3). Apds purificacdo, a glicerina
foi armazenada a 4° C, até sua utilizacdo nos experimentos.

Figura 3 — Purificacdo da glicerina residual: (a) separacéo de fases da amostra em funil de separagéo.
(b) amostra de glicerina purificada

Fonte: o autor (2022).

A vinhagca foi coletada em uma usina de producéo de acucar e etanol (Figura 4) a partir
de cana-de-agUcar, localizada no municipio de Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. Apos a

coleta, a vinhaca foi armazenada a -20 °C, até sua caracterizacao e utilizacdo nos experimentos.

Figura 4 — Coleta da vinhaca: (a) usina de producéo de agUcar e etanol (b) vinhaga de cana-de-agUcar

L INiGLAS

50m

U

4.3 Meétodos analiticos

A caracterizacdo fisico-quimica dos substratos, bem como do inéculo, foi realizada
conforme métodos analiticos enquadrados no Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA,2017), e estdo identificados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Parametros e respectivos métodos analiticos utilizados na caracterizagdo dos substratos e
do in6culo.

Parametro Unidade Método analitico

pH - Eletrométrico (4500-H* B)
Alcalinidade total e parcial mg CaCOs.L? Titulométrico (2320 B)
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) mg O2.L* Colorimétrico (5220 D)
Nitrogénio Total (NTK) mg.L* Titulométrico (4500-NTK B)
Nitrogénio Amoniacal (N-NH4") mg.L* Titulométrico (4500-NHs C)
Fésforo Total (P Total) mg.L* Colorimétrico (4500-P C)
Série de s6lidos (ST, SV, SF) mg.L* Gravimétrico (2540 B.;D.; E)

Fonte: APHA (2017).

A quantificacdo de AGVs (&cidos graxos volateis) foi realizada através de
cromatografia. Foi utilizado um cromatdgrafo gasoso com deteccdo por ionizacdo de chama
(GC-FID) da Agilent Technologies 7890A, com coluna J&W GC Column DB-WAXERT 122-
7332; 260°C; 30 m 250 um x 0,25 um. Os acidos analisados foram: acético; propidnico
isobutirico; butirico; isovalérico; valérico e caproico, cuja faixa de deteccdo foi de 4,4 mg.La
100 mg.Lt. As condigGes do método estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 — Condicbes cromatograficas para analise de AGVs
Parametros GC-FID

Modo de injecao Split 1:10
Volume de injegéo (uL) 2,0
Temperatura do injetor (°C) 250

Gés de arraste H:

Fluxo na coluna (mL/min) 1,0
Temperatura do forno (°C) 200
Temperatura do detector (°C) 300
Tempo de corrida (min) 10,7

Fonte: o autor (2022).

O percentual de glicerol na glicerina residual foi determinado através de um
cromatégrafo liqguido HPLC (LC-20AT, Shimadzu, Japdo) equipado com detector de indice de
refracdo (RID-10A) e coluna Aminex HPX-87H 300 x 7,8 mm (BIORAD, EUA) a 40 °C, com
fluxo de fase mével (H2SOs, 5 mM) e volume de injecdo iguais a 0,6 mL.min e 20 pL,

respectivamente.

Quanto a caracterizacdo macromolecular da biomassa algal, o teor de lipideos totais foi
determinado pelo método adaptado de Bligh e Dyer (1959), utilizando o equipamento Soxhlet
e determinando a fracéo lipidica por gravimetria. A concentracéo total de proteinas foi estimada
considerando o teor de nitrogénio total kjeldahl (NTK) e o fator de conversao geral de 6,25
(PRAJAPATI; MALIK; VIJAY, 2014). As composi¢cdes de proteinas e lipideos foram

calculadas como a percentagem em termos do contetdo de solidos totais da biomassa utilizada.
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O teor de carboidratos foi calculado subtraindo o teor de cinzas, proteinas e lipideos dos sélidos
totais (SURESH et al., 2013).

A concentracdo do carbono organico total (COT) foi estimada através da concentracao
de matéria organica dos substratos, expressa em DQO, de acordo com a Equacéo (1) (CARMO
& SILVA, 2012).

COT (mg/L) = 0,425 * DQO(mg/L) — 2,064 1)

4.4 Biodegradabilidade anaerobia

A biodegradabilidade anaerdbia (%) das misturas avaliadas foi determinada a partir do
volume liquido de metano (NmL), e do rendimento teérico de metano (350 mL CHa4/g DQO
removida), em relacdo a DQO inicial de cada ensaio, conforme Equacdo (2) (PASSOS;
GARCIA; FERRER, 2013).

CH,(NmL)/350 (NmL CH,/gDQO i
Biodegradabilidade (%) = [(CH4( )/ ( 4/9DQ0:emoviaa)l «100 (2)

g D Q Oinicial

45 Indice de sinergia

O sinergismo da mistura de varios substratos pode ser identificado quando o rendimento
de metano da co-digestdo é maior do que a soma do rendimento de metano de cada substrato
individual. Por outro lado, se o rendimento de metano da mistura for menor que a soma do
rendimento de metano de cada substrato digerido individualmente, ocorre antagonismo
(RAMOS-SUAREZ; CARRERAS, 2014).

Neste estudo, o indice de sinergia (IS) foi calculado para avaliar o efeito sinérgico da
co-digestdo para cada mistura de substratos. O indice foi determinado como a razéo entre 0s
rendimentos de metano observados e esperados (DONOSO-BRAVO et al., 2019), conforme
apresentado pela Equacdo (3).

/s = CH, observado 3)
CH, esperado
O valor de rendimento esperado é baseado no efeito proporcional de cada substrato na

mistura, obtido a partir dos rendimentos individuais de cada substrato, de acordo com a Equacéo

(4).
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CH, esperado = Z CH, (S;) - %S; (4)

Onde:

CH, (S;): rendimento de metano da digestdo individual do substrato i;
%S;: percentual do substrato i na mistura.

4.6 Testes do potencial bioquimico de metano (PBM)

A biodegradabilidade anaerdbia dos substratos foi avaliada através de testes de Potencial
Bioquimico de Metano (PBM), enquanto testes de Atividade Metanogénica Especifica (AME)
foram utilizados para avaliar a capacidade maxima de producao de metano do inéculo. Os testes
foram realizados utilizando o mesmo aparato experimental, alterando apenas o substrato e

indicadores avaliados.

Os testes de PBM foram conduzidos em batelada, utilizando frascos reatores de
borossilicato, com volume total de aproximadamente 300 mL e volume util de 240 mL. A
producdo didria de metano foi medida de acordo com Aquino et al. (2007), através de
gravimetria, a partir do deslocamento de uma solu¢édo de hidréxido de soédio (NaOH — 3% m/v)
de uma garrafa invertida, conectada ao reator através de uma mangueira cristal transparente,

como pode ser observado na
Figura 5.

Figura 5 — Representacdo esquematica do aparato utilizado para os testes de PBM e AME

- Garrafa de vidro
«— contendo solugdo
de NaOH 3% (m/v)
”n
4 <\ i
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tampas com septas de

o borracha
Recipiente
plastico com
funil, para
reccbimento do  — <«— Frasco reator contendo
liquido deslocado inoculo, substrato e

alcalinizante

Septo de borracha
Mangueira p

artatel & / para remover
d . :

5 i refluxo de liquido
conexdo em T

Fonte: Adaptado de Aquino et al. (2007)
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O volume da solugdo de NaOH deslocado, corresponde ao volume de metano (CHa)
produzido, uma vez que a solucdo promove a lavagem do biogés, absorvendo o didxido de

carbono (CO>), de acordo com as seguintes reacgoes:

H,0 + CO, < H,CO, ©)
H,CO5 + 2 NaOH < Na,COs + 2 H,0 (6)
C02+2Na0H<—>Na2C03+ 2H20 (7)

Foi adotada uma relac&o substrato/indculo (S/1) de 0,5 gSV.gSV! e concentracio inicial
de substrato de 2,5 gSV.L*. Apos a adi¢do do indculo e substratos, quando necessario, o pH foi
corrigido para aproximadamente 7, utilizando solucdo de HCI 1M ou NaOH 40% m/v.
Posteriormente, foi utilizada agua deionizada para obtencdo do volume util reacional. Para
garantir um sistema devidamente tamponado, bicarbonato de sédio (NaHCO3) foi adicionado

na proporcao 1g NaHCO3.9DQOxdicionada™

Apds o lacre dos frascos com septos de borracha, todos os reatores foram purgados,
durante 2 minutos, com gas nitrogénio, visando garantir condi¢cdes anaerdbias ao meio, através
da eliminacdo do oxigénio presente. Foram montados reatores controle (contendo apenas
indculo e alcalinizante), que tém como objetivo estimar o volume de metano produzido por

meio da respiracdo enddgena, para subtrair o valor obtido nos frascos contendo substrato.

Os reatores foram envoltos de papel aluminio para evitar penetracdo da luz, e agitados
manualmente antes de cada medig&o da produgdo quantitativa de metano. A incubacéo foi feita
a uma temperatura de 30 °C, em sala termostatizada, conforme apresentado na Figura 6. Os

testes foram conduzidos por 28 dias.

Figura 6 — Reatores instalados na sala termostatizada do LSA

Fonte: o autor (2022).



43

A caracterizacdo do meio reacional dos reatores foi realizada no inicio e no fim do
experimento. Apds a finalizagdo dos testes, o biogas dos reatores foi caracterizado por meio de
cromatografia gasosa, utilizando cromatdégrafo Agilent Technologies GC 7890 A, dotado de
detector de condutividade térmica (TCD) e coluna capilar (Carboxen 1010 PLOT, 30m X
0,53mm). O método de determinacdo esta apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Condic6es cromatograficas para analise da composi¢ao do biogas
Parametros GC-TCD

Modo de inje¢éo Split 50:1
Volume de injecdo (mL) 0,2
Temperatura do injetor (°C) 100

Gés de arraste Ar

Fluxo na coluna (mL/min) 3
Temperatura do forno (°C) 150
Temperatura do detector (°C) 200
Tempo de corrida (min) 3,5

Fonte: o autor (2022).

Os volumes acumulados de metano de cada reator foram convertidos para as Condic6es
Normal de Temperatura e Presséo (CNTP), de 0 °C ou 273K e 1 atm. Por fim, o potencial

bioquimico de metano foi calculado de acordo com a Equacdo (8), apresentada a seguir:

Onde:

PBM: potencial bioquimico de metano (NmL CH4.9SVadicionado™);
NmL CH,: volume acumulado de metano nas CNTP (NmL);

9SV,4: massa de solidos volateis adicionada ao reator (g SV);
4.7 Testes de atividade metanogénica especifica (AME)

O teste de AME consiste na adi¢do de lodo, solugdo de nutrientes e substrato de facil
degradacdo, com o intuito de definir a maxima capacidade de producdo de metano pelos

microrganismos presentes no inoculo (AQUINO et al., 2007).

O aparato experimental utilizado foi 0 mesmo dos testes de PBM, sendo o volume total
dos frascos de 500 mL e volume reacional de 450 mL. O substrato escolhido foi uma solucéo
de acetato de sédio (100 g.L™?), tendo em vista que a maior parte do metano, cerca de 70%,

advém da conversdo do acetato pelos microrganismos metanogénicos acetoclasticos. Foram
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avaliadas diferentes concentracdes de indculo (1; 1,5; 2; 2,5 e 4 gSV.L™?), sendo a concentragéo
de substrato fixada em 4 gDQO.L™. Os testes foram realizados em duplicata, e tiveram uma
duracdo de 23 dias. A solugcdo de macro e micronutrientes utilizada neste estudo segue as

concentragdes propostas por Florencio et al. (1993), e podem ser observadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Composicédo da solugdo de macro e micronutrientes

Solucéo Reagente Concentragéo (g.L™)
K2HPO, 0,252
NH.CI 0,280
. MgS0..7H,0O 0,100
Macronutrientes CaCl,.2H,0 0,010
NaHCO3 0,400
Extrato de levedura 0,100
FeCl,.4H,0 2,000
ZnCl, 0,050
MnCl,.4H,0 0,500
NiCl,.6H,0 0,142
HsBOs 0,050
Micronutrientes CuCl,.2H,0 0,038
CoCl,.6H,0 2,000
AICl3.6H,0 0,090
(NH4)6.M07024.4H,0 0,050
EDTA 1,000
Resazurina 0,200

Fonte: Adaptado de Florencio et al. (1993).

O volume de metano produzido e acumulado foi corrigido de acordo com as condi¢cdes
normais de temperatura e pressdo (CNTP). Assim, a atividade metanogénica especifica maxima
foi obtida através da tangente no periodo de maxima inclinacdo da curva. O valor da AME foi
expresso em massa de DQO convertida em metano (g CH2-DQO.gSV1.d?), conforme Equacéo

9).

aCH4» 1
AME = 9)
ot gSVaa * fcna

Onde:

AME: atividade metanogénica especifica (g CHs-DQO.gSV.d™?);
Ocya/ 0, taxa de producéo de metano (NmL CHa. d™b);
fcna: Tator de conversdo de DQO para metano (NmL CHa4. g DQO™);

9SV,4: massa de lodo adicionada ao reator, em termos de sélidos volateis (g SV).
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4.8 Cinética de hidroélise

Para o estudo cinético, foi utilizada uma equacdo oriunda de uma reacdo de primeira
ordem, conforme proposto por Angelidaki et al. (2009) e mostrado na Equacao (10).
a5 _ ks (10)
dt
Onde, S representa um substrato orgénico complexo, k é a constante de primeira ordem
e t é o tempo. Integrando a equag&o, o valor de k pode ser obtido através da Equacao (11), onde
B,, representa a concentracdo final do produto de hidrélise, que neste estudo foi considerado a
producdo de metano, e B representa a concentracdo deste produto no tempo t. De posse da
constante de hidrélise de cada mistura, o tempo de detencdo hidraulica (TDH) foi estimado
através do inverso do valor de k (ANGELIDAKI et al., 2009).

mbe "B _ (11)

4.9 Planejamento e analise das misturas

Para avaliar o efeito da co-digestdo no rendimento especifico de metano e no indice de
sinergia, as misturas dos substratos nos testes PBM foram delineadas pelo planejamento
centroide simplex com trés componentes (g = 3) e adi¢do de pontos internos, resultando em 3
componentes puros mais 7 misturas binarias e ternérias. Os testes contendo substratos puros e
misturas binarias, foram realizados em duplicata, enquanto os testes contendo misturas ternarias
foram realizados em triplicata. O planejamento foi realizado pelo software Statistica 10.0,
desenvolvido pela StatSoft®. A Figura 7 representa um diagrama do planejamento centrdide
simplex proposto, enquanto a Tabela 8 apresenta a matriz de experimentos utilizada no
planejamento de mistura, em termos de concentracéo inicial de solidos volateis e o volume de

cada substrato utilizado nas misturas.
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Figura 7 — Representacdo do planejamento de misturas de substratos (X1, X2 € X3) centroide simplex
com adicdo de pontos internos

(1.0,0) (%%0) (0.1,0)

Fonte: o autor (2022).

Tabela 8 — Matriz experimental do centréide simplex em termos de concentracao inicial e volume de

cada substrato
Biomassa algal Vinhaca Glicerina residual
Mistura Valor Concentra¢do Volume Valor Concentracdo Volume Valor Concentracdo Volume
cod! (gSV.L?Y) (mL) cod* (gSV.L?Y) (mL) cod.* (gSV.LY) (mL)
1 1,00 2,50 44,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 1,00 2,50 33,86 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 2,50 1,52
4 0,50 1,25 22,06 0,50 1,25 16,93 0,00 0,00 0,00
5 0,50 1,25 22,06 0,00 0,00 0,00 0,50 1,25 0,76
6 0,00 0,00 0,00 0,50 1,25 16,93 0,50 1,25 0,76
7 0,33 0,83 14,71 0,33 0,83 11,29 0,33 0,83 0,51
8 0,67 1,67 29,41 0,17 0,42 5,64 0,17 0,42 0,25
9 0,17 0,42 7,35 0,67 1,67 22,57 0,17 0,42 0,25
10 0,17 0,42 7,35 0,17 0,42 5,64 0,67 1,67 1,02

lvalor cod.: fragcdo do substrato na mistura. Fonte: o autor (2022).

4.9.1 Ajuste de modelos polinomiais

De posse dos valores de potencial bioquimico de metano e indice de sinergia, resultantes
da execucdo das misturas previstas pelo planejamento centroide simplex, os dados foram
ajustados através de modelos polinomiais, a fim de determinar a equacdo que melhor os
representa. Os dados foram ajustados através de regressdo pelo método dos minimos quadrados,
utilizando quatro modelos, sendo trés polindmios completos (linear, quadratico e cibico) e um
polindmio especial (cubico especial), apresentados no Quadro 1. As regressdes dos modelos

também foram realizadas pelo software Statistica 10.0.
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Em todos os modelos foram utilizados como entrada as fracbes em termos de
concentracdo de solidos volateis dos substratos biomassa algal, vinhaca e glicerina residual.

Quadro 1 — Modelos polinomiais utilizados no presente trabalho

Modelo Equacéo geral
Linear y= 2 Fix
1<i<q
Quadratico |~ 2 Bixi+ X Bij xix;

1<i<q 1<i<j<q

Cubico y= 2. Bixi+ 2 Bijxixj+ 2 Pijk XiXjXk

especial 1<i<q 1<i<j<q 1gi<j<ksq

Cubico y= 2 Bixi+ 2 Byxixj+ X vixixj(xi—x) + 25 Bik XiXjXx
completo 1<i<q 1<i<j<q 1<i<j<q 1<igj<ksq

Fonte: o autor (2022).

Nas equacdes gerais do Quadro 1, y corresponde a varidvel dependente ou resposta
(PBM ou indice de sinergia), x; é a proporcdo do componente i na mistura e g € y sao
coeficientes do modelo representando interagdes em diferentes graus entre 0os componentes,

especificadas abaixo:

Bi: coeficientes dos componentes puros;
Bij: coeficientes das interagOes binarias entre os componentes;
Bijk: coeficientes das interaces ternarias entre trés componentes;

vij: coeficientes das interagGes ternarias entre dois componentes.

4.9.2 Figuras de mérito

Apds a regressdo dos modelos polinomiais e a predicdo do potencial bioquimico de
metano e do indice de sinergia de cada mistura, as figuras de mérito foram calculadas e tomadas
como critério de comparacdo entre os modelos (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Inicialmente, para cada modelo foi elaborada a tabela de Analise de Variancia
(ANOVA). As expressdes para os calculos da ANOVA podem ser encontrados no Quadro 2,
onde ni € o numero de repeticdes auténticas (replicatas) do nivel i, j € um segundo indice para
identificar as repeticdes para um mesmo nivel, M é o namero de niveis distintos da variavel

independente (neste trabalho, o nimero de pontos distintos do planejamento), &V é o nimero
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total de replicatas (N = ). ni) e Pé o nimero de pardmetros ou termos do modelo (conforme
Quadro 1). Para os calculos das somas quadraticas da ANOVA séo utilizados os valores de yi
(valor da replicata j do nivel i), y (média geral das respostas experimentais), y; (média das
respostas experimentais para o nivel i) e y; (valor estimado pelo modelo, para o nivel i).

Quadro 2 — Andlise de variancia para o ajuste pelo método dos minimos quadrados de um modelo linear
nos parametros

Fonte de variacéo Soma quadratica Graus de liberdade | Média quadrética
M N
~ _ PN — SQRe
Regressio SQgeg = ZZ(% -y)? P-1 MQpeg = P—_i
W
. 3 .2 SQres
Residuos SQres = Z Z(}/ij - 9) N-—-P MQres = 5 —p
IR 50
. _ A _ faj
Falta de ajuste SQfa = ZZ(yi - ¥)? M—-P MQsaj = 17— p 1])
W
B > SQep
Erro puro SQep = (vij =¥ N-M MQ,, =
£ N—-M
M T
Total SQr = ZZ(}’U -¥)? N-1 B
D

Fonte: Adaptado de Barros Neto, Scarminio e Bruns (2010).

A percentagem de variacdo explicada pelo modelo, ou coeficiente de determinacao
ajustado, pode ser calculada pela Equacdo (12). Esse parametro, R'?> (R? ajustado), é mais
indicado para métodos multivariados e € calculado considerando os graus de liberdade das

médias quadratica residual (M Q,..s) e total (MQr).

_ MQres (12)
MQr

R? =1

A percentagem de variacao explicada deve ser comparada a percentagem maxima de
variacdo explicavel dos dados, dada pela Equacédo (13), a qual ndo depende do modelo. Quanto
mais proxima a percentagem explicada for da percentagem méaxima explicavel, mais ajustado

0 modelo esta.

SQT - Ser (13)
SQr

Ainda com os dados da ANOVA, é possivel estimar também a significancia estatistica

% maxima de variacao explicavel =

da regressdo e da falta de ajuste. A estimativa da significancia estatistica da regressdo (Fgeg),

calculada pela Equagéo (14), é comparada ao valor de Fp_; y_; no nivel de confianga a (95%
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neste trabalho), onde P — 1 e N — 1 correspondem aos graus de liberdade da média quadréatica
da regressdo (MQg,4) € dos residuos (MQ..s), respectivamente. Se Fg,, for maior que o valor
de Fp_; y_4 tabelado, entdo a regressdo do modelo € significativa.

Frog = 0reg (14)
R0 MQpes

A significancia estatistica da falta de ajuste (Ff,;) € calculada pela Equagdo (15) e
comparada ao valor de Fy;_p y—_p no nivel de confianca o, onde M — P e N — M correspondem
aos graus de liberdade da média quadratica da falta de ajuste (M Q) € do erro puro (MQ,p),
respectivamente. Se 0 modelo néo estiver bem ajustado, sera obtido um alto valor de F,, 0

que evidencia muita falta de ajuste. Portanto, o ideal é que o valor de Fr,; seja menor que

Fy—pn-m-

M
Frag = o (15)
MQep

Ap0s a andlise de significancia da regressédo e da falta de ajuste, foi elaborado o gréafico
de Pareto com os efeitos padronizados de cada termo do modelo. O gréafico de Pareto serve para
comparar a importancia relativa de cada termo e ordena os efeitos de forma decrescente, de
modo que o primeiro efeito € sempre o mais importante. Os termos nao significativos a p =

0,05 foram excluidos da equacgdo polinomial.

Uma vez otimizado o modelo, foram gerados graficos de correlacdo entre os valores
estimados e os valores reais obtidos nos experimentos e feita uma avaliagédo sobre a distribuicdo
normal dos residuos. Além disso, foram gerados graficos dos residuos, que correspondem a
diferenca entre os valores estimados e os reais, permitindo a avaliacdo acerca da aleatoriedade
deles. Com base na analise desses parametros, o melhor modelo foi selecionado para gerar
gréficos de contorno e gréaficos de superficie, usando o software Statistica 10.0. Um grafico de
contorno fornece uma visdo bidimensional, onde todos os pontos que tém a mesma resposta séo
conectados para produzir linhas de contorno de respostas constantes. Um grafico de superficie
fornece uma viséo tridimensional que pode fornecer uma imagem mais clara do comportamento

da variavel avaliada em fungéo de cada combinagéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo dos substratos

A Figura 8 apresenta a imagem microscopica da biomassa algal coletada de uma lagoa
de alta taxa e utilizada nos experimentos. A biomassa era composta predominantemente por
microalgas do género Chlorella sp. e pelos géneros Cyclotella sp. e Desmodesmus sp. em menor
quantidade (SANT’ANNA et al. 2012).

Figura 8 — Imagem m|croscop|ca da blomassa algal provenlente de lagoa de alta taxa. Magnitude: 100x

Fonte: 0 autor (2022)

Tabela 9 — Resultados da caracterizagdo da biomassa algal utilizada nos experimentos (média + desvio

padréo)

Parametros Valores

pH 7,10

DQO total (mg O2.L™) 20031 + 703
DQO soluvel (mg O2.L ™) 460 + 2
DQOs/DQOt (%) 2,30
Carbono organico total (mg.L™?) 8511,11
Nitrogénio total kjeldahl (mg.L?) 1022 +7
Nitrogénio amoniacal (mg.L™) 56 + 2

C/N* 8,33
Fosforo total (mg.L™?) 1475+ 8,4
Sélidos totais (mg.L™) 21528 + 232
Sélidos totais volateis (mg.L™?) 13578 + 393
SVIST (%) 63,07
Cinzas (% ST) 36,93
Lipideos (% ST) 18,11
Proteinas (% ST) 29,66
Carboidratos (% ST) 15,30

IC/N: COT/NTK. Fonte: o autor (2022).

Como pode ser observado na Tabela 9, a biomassa algal apresentou baixa relacdo C/N

(8,33) devido ao seu alto teor de nitrogénio (1022 mg.L™?), portanto, a inibigdo do metabolismo
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anaerobio devido ao acumulo de aménia € possivel, justificando a busca por co-substratos que
aumentem a relacdo C/N dentro do reator. O alto teor de nitrogénio é consequéncia da alta
fracdo de proteinas na biomassa (29,66%). As fracGes de carboidratos e lipideos representaram
15,30 e 18,11% dos sdlidos totais, respectivamente. Apenas 2,3% da DQO estava na forma
soltvel, ou seja, uma pequena fracdo de matéria organica estava prontamente disponivel para
degradacdo microbiana. O pH da biomassa algal apresentou valor neutro e, portanto, adequado

para digestdo anaerdbia.

Com relagdo a caracterizacdo da glicerina, o percentual de glicerol aumentou de 40,2%
para 54,7, apds o processo de purificacdo, conforme observado na Tabela 10. Destaca-se o alto
teor de matéria organica deste substrato (854751 mg O,.L™, em termos de DQO) frente a baixa

concentracdo de nitrogénio total (NTK), o qual ficou abaixo do limite de detec¢do da analise.

Tabela 10 — Resultados da caracterizacdo da glicerina residual bruta e ap6s purificagdo (média + desvio

padréo)

Parametros Glicerina Bruta Glicerina purificada
pH 8,9 2,9

Teor de glicerol (% m/m) 40,2 54,7

Densidade absoluta a 20 °C (g/cm®) 0,998 1

DQO total (mg O2.L %) 1520981 + 9321 854751 + 19962
Nitrogénio total kjeldahl (mg.L™) ND? ND?

Sélidos totais (mg.L™) 555200 + 10678 421236 + 32776
Sélidos totais volateis (mg.L™?) 512300 + 10568 354556 + 32187
SVIST (%) 92,27 84,17

IND: néo detectado. Fonte: o autor (2022).
A Tabela 11 apresenta os dados de caracterizacdo da vinhaca de cana-de-agucar.

Tabela 11 — Resultados da caracterizacdo da vinhaca de cana-de-agUcar utilizada nos experimentos
(média £ desvio padrao)

Parametros Valores

pH 4,78
Condutividade elétrica (mS.cm™) 5,19

DQO total (mg O..LY) 21774 + 76
Carbono organico total (mg.L™) 9251,89
Nitrogénio total kjeldahl (mg.L?) 222+3
Nitrogénio amoniacal (mg.L™) 8,62 + 0,33
C/N* 41,68
Fosforo total (mg.L™?) 75,41 £ 6,47
Sélidos totais (mg.L™) 23363 + 269
Sélidos totais volateis (mg.L™?) 17724 + 215
SVIST (%) 75,86

IC/N: COT/NTK. Fonte: o autor (2022).

A vinhaca apresentou pH &cido, que ¢ decorrente do emprego de H2SO4 no processo de

producdo do etanol. Este substrato apresentou uma relagédo C/N de 41,68. Sendo assim, tanto a
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glicerina quanto a vinhaca sdo substratos adequados para co-digestdo com a biomassa algal,
visando a obtencéo de uma relagdo C/N otimizada para o0 processo.

5.2 Avaliacdo do teste de atividade metanogénica especifica do lodo

Os resultados dos volumes acumulados de gas metano durante 23 dias de
monitoramento para o lodo de cervejaria sdo apresentados na Figura 9.

Figura 9 — Producdo acumulada de metano para diferentes concentracdes do lodo de cervejaria nos

testes AME (média * desvio padrao)
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Fonte: o autor (2022).

A Tabela 12 e a Figura 10 apresentam os resultados dos testes de AME, avaliados para
cinco concentragdes de lodo e acetato de sddio a uma concentragdo de 4gDQO.L™. O calculo
da AME foi feito utilizando-se a faixa linear com maior inclinacdo (méxima tangente) das
curvas de volume acumulado de metano.

Tabela 12 — Valores de atividade metanogénica especifica e maxima tangente de producdo para cinco
concentracgdes de lodo

Concentracéo de lodo Maxima tangente AME
(gSV.L Y (mL CHa.dia™) (gDQO-CH4.gSVt.dia™)

1,00 43,89 0,25

1,50 51,58 0,19

2,00 55,23 0,16

2,50 65,47 0,15

4,00 71,26 0,10

Fonte: o autor (2022).

Para uma concentracdo de lodo de 1 gSV.L?, o valor da AME foi de 0,25 gDQO-
CHa4.gSV1.diat, correspondendo & maxima AME obtida dentre as concentragbes avaliadas.
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Souza (2011) estudou a AME utilizando lodo de cervejaria na concentragdo de 2,5 gSV.L! e
um dos substratos sendo acetato, variando-se a concentragdo de 1,0 a 2,5 gDQO.L?, em
temperatura de 37°C. O valor da AME obtido pela autora foi de 0,37 gDQO-CH..gSV'.dia™.
Longaretti et al. (2019) também determinaram a atividade metanogénica de um lodo de
indUstria cervejeira. Os autores utilizaram glicose como substrato a uma concentracdo de 4,0
gDQO.L! e uma concentragdo de lodo de 5,0 gSV.L1. A AME obtida foi de 0,33 gDQO-
CHa.gSV1.dia. Por meio dos resultados obtidos neste trabalho — 0,25 gDQO-CH4.gSV*.dia
para lodo de cervejaria — pode-se afirmar que a atividade metabolica de formacdo de metano
estd em um valor aceitavel quando comparado aos trabalhos citados.

Figura 10 — AME do lodo de cervejaria para diferentes concentragcdes da biomassa
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Fonte: o autor (2022).

Observa-se na Figura 10 que o valor da AME foi inversamente proporcional a
concentracdo de lodo, comportamento semelhante ao observado por Rocha (2003). Com o
aumento da concentracdo de lodo no reator, provavelmente ocorrem problemas de difusdo do
substrato por meio do leito de lodo, em decorréncia de o teste ter sido realizado sem agitagéo
permanente. Consequentemente, ocorre baixa eficiéncia na conversao de substrato em biogas
(LONGARETTI et al., 2019).

5.3 Testes do potencial bioquimico de metano

As dez misturas avaliadas por meio de testes PBM apresentaram diferentes perfis de
producdo de metano, e as diferencas entre elas se tornaram mais aparentes ao longo do periodo

experimental, particularmente ap6s os quatro primeiros dias de incubacéo (Figura 11). Os testes
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de PBM diferiram no rendimento final de metano, mas a producdo de metano ndo apresentou

fases lag perceptiveis.

Figura 11 — PBM acumulado para as diferentes misturas avaliadas (média * desvio padrao)
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10 12 14 30

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos nos testes de potencial bioquimico de
metano, além da relacdo carbono-nitrogénio (C/N) para todas as dez misturas avaliadas,
definidas através da matriz experimental do planejamento centrdide simplex.

Tabela 13 — Relacdo C/N, PBM, percentual de metano no biogés, indice de sinergia e
biodegradabilidade das misturas (média + desvio padrao)

, % com base em SV 1 PBM , Indicede Biodegradabilidade
Mistura =005 ON" (nmL CHagsVe) 2 1 sinergia (19) (%)

1 1000 00 00 833 150+2,8 63,1+0,7 - 28,97 £ 0,55
2 0,0 100,0 00 41,68 441+75 733+04 - 85,02+ 1,44
3 00 00 1000 - 732+ 30,3 60,6 +7,0 - 96,40 + 3,99
4 50,0 500 0,0 13,09 330+0,8 70,4+0,0 1,12+0,00 63,75+0,15
5 500 0,0 500 20,60 609 + 37 709+1,2 1,38+0,08 95,46 * 5,80
6 00 500 50,0 115,29 655 + 35 56,4+1,1 1,10+0,02 98,59 + 1,98
7 333 333 333 2361 604 + 18,1 71,1+0,6 137+0,04 96,97 + 3,02
8 66,7 16,7 16,7 12,61 355+6,4 69,3+1,4 120%0,10 59,30 + 2,87
9 16,7 66,7 16,7 29,03 563 + 38,1 66,457 1,28+0,09 96,03 + 6,82
10 16,7 16,7 66,7 55,17 631+14,1 70,4+2,7 1,09+0,02 92,91+2,08

M: microalga. V: vinhaca. G: glicerina. 'Estimada a partir das relacées C/N de cada substrato.
2percentual final de metano no biogas. Fonte: o autor (2022).

Como esperado, ao final dos 28 dias de experimento, a biomassa algal apresentou o

menor valor de potencial bioquimico de metano, de 150,0 + 2,8 NmL CH4.gSVag?, quando

digerida individualmente. Microalgas do género Chlorella sp. sdo conhecidas por possuirem

paredes celulares que impedem a agdo de microrganismos responsaveis pela degradacéo
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anaerdbia (MUSSGNUG et al., 2010). Comparando com os resultados obtidos por Wang et al.
(2013) para Chlorella sp. (123 NmL CH4.gSV), por Zhen et al. (2016) utilizando consorcio
de Scenedesmus sp. e Chlorella sp. (106,9 NmL CH4.gSVY) e por Zhang et al. (2019) para C.
Vulgaris (158 NmL CHa4.gSV?), verifica-se que o resultado obtido no presente estudo foi
compativel com tais valores reportados na literatura. No entanto, o rendimento obtido neste
trabalho foi inferior aos resultados de Solé-Bund6 et al. (2017) utilizando biomassa algal
coletada em lagoa de alta taxa, com predominio de Chlorella sp. (264 NmL CHa4.gSV™Y), por
exemplo. Os diferentes rendimentos podem estar associados as diferentes espécies de

microalgas utilizadas, bem como as condi¢fes experimentais.

A glicerina residual de biodiesel acidificada apresentou o maior rendimento de metano
(732 + 30,3 NmL CHa.gSVa¢t) dentre os substratos avaliados. Valor semelhante foi encontrado
por Amon et al. (2006) para glicerina pura (750 NmL CHa4.gSV™?). O alto rendimento de metano
da glicerina residual esta relacionado ao seu alto nivel de biodegradabilidade (SILES LOPEZ
et al., 2009). Por outro lado, o resultado obtido nesta pesquisa foi significativamente maior que
outros estudos relatados na literatura, utilizando glicerina residual bruta. Gonzéalez et al. (2019)
avaliaram o PBM de glicerina na faixa mesofilica (34 °C), e obtiveram um rendimento de 561
NmL CH4.gSV™. Neumann et al. (2015) também avaliaram o potencial biogquimico de uma
glicerina residual de biodiesel, e obtiveram um PBM de 302 NmL CH..gSV?, ap6s 60 dias de
experimento. Esta reducdo nos rendimentos com relacdo aos resultados obtidos no presente
estudo, esta relacionada principalmente a presenca de impurezas na glicerina residual bruta
(metanol, éster etilico, sulfato etc.), além dos diferentes teores de glicerol, sendo responsaveis
pela diminuicdo do rendimento de metano em relagdo a glicerina purificada (RODRIGUEZ-
ABALDE; FLOTATS; FERNANDEZ, 2017).

O PBM da vinhaga de cana-de-agucar neste estudo (441 + 7,5 NmL CHa4.gSVag?) foi
compativel com a faixa de rendimentos relatados na literatura, utilizando vinhaca de cana-de-
acucar (323 NmL CH4.gSV?) (PEIXOTO et al., 2012), vinhaga de milho (458 NmL CHa4.gSV-
1y (NASR et al., 2012) e vinhaca de mandioca estudada por Wang et al. (2011) (311 NmL
CHa.gSV).

Como pode ser observado na Tabela 13, os rendimentos de metano obtidos nos testes
de co-digestdo aumentaram juntamente com o aumento do percentual de glicerina na mistura.
Os rendimentos das misturas 5,7,9 e 10 foram de 609 + 37, 604 + 18,1, 563 + 38,1 e 631 + 14,1
NmL CHa.gSVad?, respectivamente, aumentando em 4,06-, 4,03-, 3,75- e 4,21 vezes do que 0s

testes de microalgas puras. Por outro lado, os menores rendimentos de metano em testes de co-
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digestdo foram obtidos para as misturas 4 e 8 (M:V:G de 50:50:0 e 66,7:16,7:16,7,
respectivamente), resultando em 330 + 0,8 e 355 * 6,4 NmL CH1.gSVad, respectivamente.

Aumentos dos rendimentos de metano também foram obtidos por Li et al. (2017), que
realizaram testes de co-digestéo de Chlorella sp. e esterco de galinha. Os testes foram realizados
sob condigdo mesofilica (35° C), relagdo substrato/indculo (S/1) de 0,5 gSV.gSV™! e agitacéo
manual diaria. A substituicdo de 20% em solidos volateis (SV) de esterco de galinha por
biomassa de Chlorella sp. resultou em aumentos dos rendimentos de metano de 14,2 e 76,9%,
quando comparados a digestdo individual de esterco de galinha e Chlorella sp.,
respectivamente. Testes de co-digestdo de Chlorella sp. e Scenedesmus sp. com residuos de
alimentos, realizados por Zhen et al. (2016), também apresentaram resultados positivos. Dentre
as proporcdes avaliadas, 0 maior rendimento especifico de metano (640 NmL CH4.gSV™?) foi
obtido a partir de uma razdo microalgas/residuos de alimentos de 0,2/0,8. Com relagdo ao
rendimento da digestdo individual das microalgas, este resultado foi cerca de 5 vezes maior.

O teste de digestdo utilizando apenas biomassa algal apresentou a menor
biodegradabilidade dentre as misturas avaliadas (28,97 + 0,55 %). Este resultado foi um pouco
menor do que o relatado por Wang et al. (2016) para Chlorella sp. (41%). Apesar da diferenca,
em geral, a conversdao de biomassa algal bruta em metano é geralmente incompleta, ndo
excedendo 50% do potencial teérico de producdo (KLASSEN et al., 2016), principalmente em
funcdo da resisténcia da parede celular. Por outro lado, a biodegradabilidade da vinhaca de
cana-de-acucar e da glicerina foram de 85,02 + 1,44% e 96,4 + 3,99%, respectivamente. Nos
testes de co-digestdo, a biodegradabilidade foi aumentada em todas as misturas, com relacédo
aos testes com microalgas apenas, chegando a valores proximos de 100%, nas misturas M:V:G
de 50:0:50 e 33,3:33,3:33,3, por exemplo.

As concentraces de metano no biogas variaram entre 56,4 + 1,1% e 73,3 £ 0,4% para
a co-digestdo M:V:G de 0:50:50 e digestdo individual da vinhaca, respectivamente. E possivel
observar que o biogas das misturas de co-digestdo envolvendo biomassa algal apresentou
maiores concentracdes de metano com relacdo a digestdo da biomassa pura, evidenciando o
efeito sinérgico obtido nas misturas avaliadas. O teor de metano € um dos principais parametros
em processos de digestdo anaerdbia, onde altos niveis de CH4 no biogas indicam um processo
de digestdo eficiente, demandando menores custos de purificagdo. Além disso, o alto teor de
metano em um digestor anaerdbio indica um equilibrio constante da formacdo de metano e

dioxido de carbono. Por outro lado, o baixo teor de metano implica alguma forma de inibigéo
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que diminui a atividade metanogénica dentro do consércio microbiano (CHEN; CHENG;
CREAMER, 2008; KOLESAROVA et al., 2011).

Para estudar os efeitos sinérgicos produzidos pela co-digestdo de biomassa algal,
vinhaga e glicerina residual, os rendimentos tedricos das misturas de co-digestdo foram
calculados com base na Equacéo (4). Conforme observado na Tabela 13, para todas as misturas
(4 a 10), o indice de sinergia foi maior do que 1, indicando que houve um aumento dos
rendimentos de metano quando comparados aos rendimentos tedricos estimados. O maior
indice de sinergia foi obtido para a mistura 5 (50:0:50 de M:V:G, respectivamente), de 1,38, ou
seja, a mistura 5 apresentou um aumento de 38% no valor do PBM, comparando com o
rendimento tedrico. Em seguida esta a mistura 7, que obteve um indice de sinergia de 1,37. A
sinergia observada nos testes de co-digestdo foi atribuida as maiores relagdes C/N obtidas

através da mistura dos substratos, que supostamente favoreceram a atividade microbiana.

A Figura 12 apresenta os valores dos indices de sinergia em funcéo da relacdo C/N de
cada mistura de co-digestdo. As linhas verticais em vermelho representam a faixa 6tima da
relagdo C/N (15-30), comumente relatada na literatura como ideal para o desempenho de
processos de digestio anaerdbia (EHIMEN et al., 2011; FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al.,
2014).

Através da Figura 12 é possivel observar que os maiores indices de sinergia neste estudo
foram obtidos quando a relagdo C/N da mistura variou entre 20,6 e 29, sendo compativel com
a faixa relatada como ideal. Isso estd de acordo com outros estudos que encontraram maiores
sinergias quando valores da relacdo C/N estavam inseridos na faixa de 20 a 30. Por exemplo,
Yen e Brune (2007) observaram que quando adicionados residuos de papel (50% com base em
SV) a biomassa algal, o rendimento de metano foi aumentado em 50%, correspondendo a uma
relacdo C/N entre 20-25, enquanto Hassan et al. (2016) relataram a relagdo C/N de 20 como
Otima para a co-digestdo de palha de trigo e esterco de galinha. RelacBes C/N inferiores a 20
levam a uma potencial inibicdo devido a presenca de aménia livre, enquanto razdes C/N
superiores a 30 podem levar a potenciais limitacbes de nitrogénio (SIALVE; BERNET;
BERNARD, 2009).
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Figura 12 — indice de sinergia em func&o da relacdo C/N das misturas
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Fonte: o autor (2022).

5.3.1 Auvaliacdo da estabilidade dos testes

No presente estudo, foram avaliados parametros fisico-quimicos antes e apos finalizacéo
dos testes de PBM. Os parametros avaliados foram o pH, alcalinidade total e parcial, nitrogénio
amoniacal, &cidos graxos volateis totais (AGV), DQO sollvel e série de solidos.

A Tabela 14 apresenta os valores de pH, AGVs totais, alcalinidade total e parcial,

iniciais e apds 28 dias, com a finalizag&o dos testes.

Tabela 14 — pH (média * desvio padréo), acidos graxos volateis e alcalinidade dos reatores

AGV total  Alcalinidade total Alcalinidade parcial

[0)
Yo com base em SV pH (mg. LY (mgCaCOs.L™) (mgCaCOs.LY)

Mistura

M V G Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

1 100,0 0,0 0,0 7,88+0 7,34+0 57,53 ND! 2755,0 3034,6 2170,0 24477
2 0,0 1000 0,0 789+0,02 7,24+0,02 4898 ND! 25083 3276,3 1990,0 2671,5
3 0,0 0,0 100,0 8,04+0,02 752%0 10,57 ND' 31850 3434,6 2700,0 2791,7
4 50,0 50,0 0,0 789+001 731+0 103,63 ND! 2510,0 3206,0 1976,7 2562,0
5 50,0 0,0 50,0 796+0 7,34+0,03 21,10 ND! 2860,0 33715 23717 2748,9
6 0,0 50,0 50,0 793+0 7,36+0,02 10,22 ND! 28150 34036 23283 2796,5
7 333 333 333 792+001 73+0,01 4325 ND' 2771,7 32584 22333 2560,8
8 66,7 16,7 16,7 7,95+001 73+001 67,68 ND' 27133 3277,4 2126,7 2648,9
9 16,7 66,7 16,7 7,93+0,02 7,29+0,04 4595 ND' 2591,7 33405 2096,7 27215
10 16,7 16,7 66,7 799+002 7,33+0,06 1572 ND' 29683 31048 24117 2485,8

M: microalga. V: vinhaca. G: glicerina. ND: ndo detectado (<4,4 mg. L'). Fonte: o autor (2022).

O pH final das misturas variou entre 7,24 + 0,02 e 7,52 = 0,00. Os microrganismos

produtores de metano tém um crescimento 6timo na faixa de pH entre 6,6 e 7,4, embora seja
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possivel conseguir estabilidade numa faixa mais ampla de pH, entre 6,0 e 8,0
(CHERNICHARO, 2016).

Adicionalmente, as concentracdes de acidos graxos volateis totais ficaram abaixo do
limite de deteccdo em todos os casos (<4,4 mg. L), apds 28 dias. Segundo Wang et al. (1999),
a concentracdo de AGV’s é um parametro eficiente para indicar instabilidade do processo
anaeradbio, pois 0 acumulo destes acidos no sistema indica que eles ndo estdo sendo convertidos
a metano na mesma propor¢do em que estdo sendo produzidos. Sendo assim, as baixas
concentrag0es de AGV’s observadas nos reatores indicam que ndo houve ocorréncias de

instabilidades durante o periodo de operacao.

As alcalinidades total e parcial sofreram um ligeiro aumento apds finalizacéo dos testes,
indicando que o sistema apresentou boa capacidade de tamponamento. O efeito tampao se deve
em parte a adicdo inicial de bicarbonato de sédio, enquanto o aumento da alcalinidade foi
atribuido principalmente a amonificacéo do nitrogénio total dos substratos, que leva a formacao
de bicarbonato de aménia (NHsHCO3).

Em relacdo ao nitrogénio amoniacal, foi observado um aumento da sua concentracdo
em todos os reatores (Figura 13). A maior concentragdo no inicio dos testes (82,6 mg.L™?) foi
obtida para digestdo pura de biomassa algal. Apds 28 dias, o maior valor foi observado no reator
contendo a mistura 8 (M:V:G de 66,7:16,7:16,7), que apresentou uma concentracdo de
nitrogénio amoniacal de 141,5 mg.L ™.

Figura 13 — Concentragdo de nitrogénio amoniacal inicial e final das misturas
160

EZZ4 Inicial
1401 I Final

1204
100+
80

60 -

Nitrogénio amoniacal (mg .L")

40

20 -

G,

Reator

Fonte: o autor (2022).
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O aumento observado estd associado a digestdo de compostos proteicos durante o
processo, liberando a aménia para o meio liquido. Além disso, os reatores que apresentaram
menores relacdes C/N, foram, em geral, os que tiveram maior concentracdo de aménia com 0

fim dos testes.

O teor de sélidos inicial e final foi avaliado para as diferentes combinagfes entre os

substratos e os resultados estdo apresentados na Figura 14.

Figura 14 — Concentragdo de solidos totais e volateis iniciais e finais das misturas
(média + desvio padrao)
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Fonte: o autor (2022)

A remocao de solidos é um indicador bastante Gtil que reflete a eficiéncia geral da
digestdo em um sistema anaerébio. As maiores concentracdes de solidos total (ST) e sdlidos
volateis (SV) apos finalizacéo dos testes foram observadas no reator contendo apenas biomassa
algal, indicando a baixa biodegradabilidade destes microrganismos (Figura 15). A concentracédo
final de SV no reator contendo apenas microalgas foi de 7,35 + 0,10 mg.L?, valor
consideravelmente maior do que o observado no reator contendo a mistura 6 (M:V:G de
0:50:50), de 5,87 + 0,12 mg.L™.

A concentragdo de DQO soluvel (DQOs) também foi determinada nos reatores, e 0s
resultados estdo apresentados na Figura 15. Observa-se que o reator contendo apenas
microalgas apresentou valores muito baixos de DQOs, antes e apos finalizagdo dos testes. Por
outro lado, a mistura contendo apenas glicerina apresentou a maior concentracao inicial (4679,7
mg O2.L1), caindo para 363,3 + 2,1 mg O2.L?, aos 28 dias.
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Figura 15 — Concentragdo de DQO soluvel inicial e final das misturas (média * desvio padréo)
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Fonte: o autor (2022).

Os diferentes contetudos de DQOs nas misturas, implicam em diferentes cinéticas de
producdo de metano, em funcéo do contetdo organico que estava prontamente disponivel para
degradacdo. Isto pode ser confirmado através dos valores da constante de hidrélise de

primeira ordem (k) obtidos, apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Valores da constante de hidrdlise de primeira ordem obtido através da modelagem da
producdo de metano

% com base em SV

. . ) .
Mistura Microalga Vinhaga Glicerina ke (dia”) R TDH (dias)
1 100,0 0,0 0,0 0,069 0,992 14,45
2 0,0 100,0 0,0 0,161 0,998 6,23
3 0,0 0,0 100,0 0,166 0,888 6,01
4 50,0 50,0 0,0 0,100 0,977 9,99
5 50,0 0,0 50,0 0,162 0,995 6,18
6 0,0 50,0 50,0 0,218 0,936 4,59
7 33,3 33,3 33,3 0,115 0,969 8,67
8 66,7 16,7 16,7 0,121 0,961 8,25
9 16,7 66,7 16,7 0,113 0,963 8,83
10 16,7 16,7 66,7 0,183 0,971 5,46

Fonte: o autor (2022).

O menor valor de k foi obtido através da digestdo individual de biomassa algal (0,069
dial), em funcio da resisténcia da parede celular destes microrganismos, o que torna a etapa de
hidrolise limitante do processo. Consequentemente, 0 TDH estimado para digestdo anaerdbia
da biomassa algal foi o maior, de 14,45 dias. Por outro lado, os testes de co-digestdo
apresentaram maiores valores de constante cinética e menores de TDH. Dessa forma, além da

sinergia obtida com a mistura dos substratos, observa-se uma reducéo significativa do tempo



62

necessario para estabilizacdo da matéria organica, quando comparamos a digestdo pura de

microalgas.

5.4 Planejamento de misturas centroide simplex

5.4.1 Ajuste dos modelos polinomiais para 0 PBM

Os valores experimentais de potencial bioquimico de metano foram ajustados utilizando
diferentes modelos (linear, quadrético, cubico especial e cubico completo) e os pardmetros
estatisticos foram analisados para determinacdo do modelo que mais se ajusta aos dados
experimentais. A Tabela 16 resume os parametros estatisticos para cada modelo avaliado.

Tabela 16 — Resumo dos parametros estatisticos dos modelos polinomiais otimizados para avaliacdo do
potencial bioquimico de metano

Modelo Freg Fq; R? R'? valor-p
Linear 57,3849 9,3974 0,8710 0,8558 0,000
Quadratico 67,8383 3,2160 0,9604 0,9462 0,001
Cubico especial 53,2487 4,3222 0,9609 0,9462 0,679
Cubico completo 47,0100 6,6927 0,9716 0,9509 0,173

Fonte: o autor (2022).

A variacdo maxima explicavel para os dados, a qual independe de qualquer que seja o
modelo ajustado, é de 98,30%. Quanto mais proxima a percentagem explicada for da

percentagem maxima explicavel, mais ajustado o0 modelo esta.

O valor de R"?, ajustado pelos graus de liberdade da regressao e total, apresentou o maior
valor para o modelo cubico completo, de 0,9509, o que significa que a regressdo da equacgéo
permite explicar 95,09% da variacédo total em torno da média, ficando apenas 4,91% da variacdo
para os residuos. Este valor de R'? pode ser considerado bastante significativo, uma vez que a
variacdo maxima explicavel para os dados é de 0,9830. No entanto o valor-p do modelo foi de

0,173, ficando acima do nivel de significancia (p >0,05).

Apo0s avaliacdo da significancia estatistica, a equacdo quadratica foi selecionada para
modelar os graficos de resposta do potencial bioquimico de metano. Na Tabela 17, é
apresentada a ANOVA do ajuste da equagéo quadréatica. A equacao quadratica obteve a maior

significancia estatistica da regressao entre os modelos. O valor de Fg., para esta equagao foi

Freq = 67,84, enquanto o valor critico, a 95% de confianga, € F, ;5 = 3,06.
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Tabela 17 — ANOVA do ajuste pelos minimos quadrados da equagdo quadratica para o potencial
bioquimico de metano

Fonte de variacéo Soma gquadrética Graus de liberdade Média quadratica
Regressdo 569647,3 4 142411,8

Residuos 26466,9 15 1764,5

Falta de ajuste 16318,5 5 3263,7

Erro puro 10148,4 10 1014,8

Total 596114,2 19 313744

Fonte: o autor (2022).

Uma vez que Frey > Fy 15, pode-se confirmar que a regressdo foi estatisticamente
significativa. Com relagdo a significancia estatistica da falta de ajuste, esta foi de Fr,; = 3,22
para 0 modelo quadratico, valor menor que o critico a 95% de confianga (Fs5 1o =3,33),

evidenciando que o modelo esta bem ajustado.

Tendo em vista que, dentre os modelos avaliados, 0 modelo quadratico foi aquele que
apresentou maior Fg,,4, além de ter sido o Unico que apresentou ajuste de modelo, utilizou-se
esta equacdo para representacdo dos dados do PBM. Para este modelo, foi obtido um coeficiente
de determinacdo ajustado de R'?> = 0,9462 (p = 0,001), o que significa que a regressdo
consegue explicar 94,62% da variacdo total em torno da média. Restou apenas 5,38% de

variacao para os residuos.

Adicionalmente, a adequacdo dos modelos de regressado foi avaliada por meio da analise
dos residuos, considerando a diferenca entre os valores determinados experimentalmente e 0s
valores estimados. Os graficos de probabilidade normal dos residuos sdo usados para verificar
a normalidade dos dados. Esta é uma técnica gréfica para avaliar se 0s dados sao normalmente
distribuidos ou ndo (RAO; BARAL, 2011).

O gréfico da Figura 16 correlaciona os valores estimados pela equacdo quadratica em
funcdo dos valores reais de potencial bioquimico de metano, para as 20 replicatas. Pode-se
observar que 0s pontos experimentais estdo alinhados através de uma reta, sugerindo

distribuicdo normal.

Além disso, os residuos estavam razoavelmente dispersos aleatoriamente em torno do
zero, 0 que significa que os erros estdo tendo uma variancia constante, conforme observado na

Figura 17.
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Figura 16 — Correlacdo entre os valores de PBM previstos pela equacdo quadratica em funcao dos

PBM estimado (NmL CHj,. gSV‘W)
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Fonte: o autor (2022).
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Figura 17 — Distribuicdo dos residuos em funcéo dos valores de PBM estimados pela equagao
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Fonte: o autor (2022).
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Além dos termos puros, a equacdo do modelo apresenta termos quadraticos, totalizando

6 componentes. Substituindo-se os coeficientes da regressdo na equacdo quadratica do Quadro

1, obtém-se a equacéo (16), onde ypgy representa o valor do potencial bioquimico de metano

(PBM) estimado pela equacdo, e os componentes A, B e C sdo as fragdes, em termos de sélidos

volateis (SV), dos substratos biomassa algal, vinhaca e glicerina, respectivamente.

yppy = 141,354 + 449,268 + 717,23C + 167,43AB + 654,75AC + 271,30BC  (16)

Os efeitos padronizados de cada componente da equagdo quadratica foram utilizados

para elaborar o grafico de Pareto da Figura 18, no qual a linha vermelha (p = 0,05) representa

o valor critico de t;5. Os termos estdo ordenados de forma decrescente do valor absoluto do

efeito padronizado.
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Figura 18 — Graéfico de Pareto dos efeitos padronizados dos componentes da equagdo quadratica
obtida pelo PBM das misturas de biomassa algal, vinhaca e glicerina
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Fonte: o autor (2022).

No gréfico de Pareto, todos os termos que estdo acima do valor de p, representado pela
linha vermelha, séo significativos para o modelo. Os termos que estdo abaixo de p néo séo
significativos e podem ter seu efeito ignorado. Este é o caso do termo AB, cujo efeito foi inferior
ao p calculado para 15 graus de liberdade (dos residuos). Todos os outros 5 termos do modelo

tém efeitos significativos e serdo mantidos.

Os coeficientes de cada termo representam a mudanca esperada na resposta do processo,
portanto, coeficientes positivos sozinhos ou para alguns termos de interacdo indicam que 0s
substratos tém influéncia positiva ou foram complementares em sua influéncia na producédo de
metano (LUNA-AVELAR et al., 2021). Observa-se pela equacgdo (16) que todos os substratos
utilizados nas misturas tém efeitos positivos no valor do ypg,. Os termos lineares A, B e C
foram altamente significativos (p < 0,0001). A glicerina residual teve a maior contribuicédo
para 0 PBM do modelo quadréatico, seguida da vinhaca. Isto se deve principalmente a maior
biodegradabilidade destes substratos, em relacdo a biomassa algal, por exemplo. Dentre os
termos quadraticos, a interacdo de biomassa algal e glicerina (AC) foi a que apresentou o0 maior

efeito sinérgico, além de ter sido altamente significativa (p < 0,0001).

Apos eliminacdo do termo AB, o qual apresentou-se insignificante para o modelo, a

equacdo quadratica otimizada pode ser reescrita da seguinte forma:

Ypem = 141,354 + 449,26B + 717,23C + 654,75AC + 271,30BC @17

A Figura 19 apresenta os graficos de contorno (a) e de superficie (b) para os valores de

Ypem €Stimados pela equagédo quadratica.
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Fonte: o autor (2022).

5.4.2 Ajuste dos modelos polinomiais para o indice de sinergia
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Assim como foi feito para 0 PBM, os valores experimentais do indice de sinergia foram

ajustados utilizando diferentes modelos (linear, quadratico, cubico especial e cibico completo).

A Tabela 18 resume os parametros estatisticos para cada modelo avaliado.

Tabela 18 — Resumo dos parametros estatisticos dos modelos polinomiais otimizados para avaliacdo do

indice de sinergia

Modelo Freg Fgo R? R valor-p
Linear 0,1011 14,6450 0,0118 0,0000 0,904
Quadratico 6,2311 6,3250 0,6900 0,5792 0,001
Cubico especial 4,9870 8,1620 0,6971 0,5573 0,589
Cubico completo 9,7955 4,0140 0,8769 0,7874 0,007

Fonte: o autor (2022).

Dentre os modelos avaliados, pode-se observar que o modelo cibico completo foi o que

apresentou o maior valor do coeficiente de determinacdo (R? = 0,8769). Para este modelo, foi

obtido um coeficiente de determinacdo ajustado de R'?> = 0,7874, em comparagdo com a

variagdo maxima explicavel de 91,21%, independentemente da regresséo. Os resultados da

ANOVA para 0 modelo cubico completo estdo apresentados na Tabela 19.

A significancia da regressdo para 0 modelo cubico completo foi a maior dentre os

modelos avaliados (Fr., = 9,796), além de ter apresentado valor maior que o critico (Fg;; =
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2,95) a 95% de confianga. Além disso, a equacdo cubica completa também apresentou ajuste

de modelo a 95% de confianca (Fsq; = 4,014; F; 1o = 4,96), uma vez que Frq;<F; 1.

Tabela 19 — ANOVA do ajuste pelos minimos quadrados da equacdo ctubica completa para o indice de

sinergia

Fonte de variacéo Soma quadratica Graus de liberdade Média quadratica
Regressao 0,3629 8 0,0454

Residuos 0,0509 11 0,0046

Falta de ajuste 0,0146 1 0,0146

Erro puro 0,0364 10 0,0036

Total 0,4139 19 0,0218

Fonte: o autor (2022).

A partir da

Figura 20 é possivel observar que 0s pontos experimentais estdo

razoavelmente alinhados, o que sugere uma distribuicdo normal e os residuos apresentaram

dispersdo aleatdria em torno do zero, o que significa que 0s erros apresentaram uma variancia

constante (Figura 21).

Figura 20 — Correlacéo entre os valores do indice de sinergia pela equacdo cubica completa em
fung&o dos valores reais
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Fonte: o autor (2022).

Figura 21 — Distribuicdo dos residuos em funcédo dos valores do indice de sinergia estimados pela
equacdo cubica completa
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Fonte: o autor (2022).
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A equacdo cubica completa apresentou nove termos de interagdo. A Equacdo (18)
apresenta a expressdo obtida através do modelo cibico completo, onde y;s é a resposta prevista

pelo modelo para o indice de sinergia das misturas entre biomassa algal, vinhaca e glicerina.

Yis = 0,9944 + 0,994B + 0,994C + 0,436A4AB + 1,51608AC + 0,356BC

+1,23ABC — 3,04AB(A — B) + 2,184C(A — C) (18)

Observando-se o grafico de Pareto com os efeitos dos termos da equacgdo cubica
completa, na Figura 22, pode-se constatar que 3 termos da equagéo nao séo significativos para
0 modelo (todos que estdo abaixo de p = 0,05). Dos 6 termos que restaram, dois representam
interacdes cubicas entre 0s componentes e um representa interacdo quadratica, além dos trés

componentes puros.

Figura 22 — Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados dos componentes da equagdo cubica completa
obtida pelo indice de sinergia das misturas de biomassa algal, vinhaca e glicerina
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Fonte: o autor (2022).

Os efeitos lineares de A, B e C foram altamente significativos para equacgdo (p <
0,0001). O termo de interacdo quadratica, ou seja, AC, também apresentou p < 0,0001, além
de ter apresentado coeficiente positivo. Isto indica que a mistura entre biomassa algal e glicerina
residual do biodiesel apresentou fortes efeitos sinérgicos, ou seja, esta interagdo proporciona
maiores valores de yg;. Além disso a interacdo AC(A-C) também foi significativa para o modelo
(p < 0,05). Por outro lado, o termo de interacdo cubica, AB(A-B), apesar de ter sido

significante para o modelo (p < 0,05), apresentou coeficiente negativo.

Apos exclusdo dos termos insignificantes para 0 modelo, a equacéo cubica completa

otimizada pode ser expressa da seguinte forma:

Yis = 0,994 + 0,99B + 0,99C + 1,52AC — 3,04AB(A — B) + 2,18AC(A - C) (19)
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A Figura 23 apresenta os gréficos de contorno (a) e de superficie (b) para os valores de

v;s (indice de sinergia) estimados pela equacao cubica completa.

Observa-se na Figura 23 que a superficie de resposta se apresenta em forma de sela. 1sso
indica uma interdependéncia significativa entre as variaveis independentes do modelo (KIM;
KIM; LEE, 2019).

Figura 23 — Gréficos de resposta para o indice de sinergia (y;s): (2) mapa de contorno (b) superficie de
resposta
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Fonte: o autor (2022).

A regido de maior resposta ocorre ao longo do eixo A-C (biomassa algal-glicerina),
correspondendo ao coeficiente positivo dos termos AC e AC(A-C) da Equacdo (19). A regido
de menor resposta ocorre no eixo A-B, para misturas contendo maiores fracdes de biomassa
algal e menores de vinhaca, refletindo o coeficiente negativo do termo AB(A-B). Por outro
lado, quando adicionadas fragdes maiores de vinhaca, 0 modelo prevé altos valores de indice

de sinergia, indicando serem benéficas misturas nestas condigdes.

5.4.3 Otimizacdo do potencial bioquimico de metano e do indice de sinergia

O principal objetivo deste estudo foi elaborar uma estratégia de co-digestao eficiente
gque maximizasse o rendimento de metano a partir de mistura de biomassa algal com vinhaca
de cana-de-acucar e glicerina residual do biodiesel, através da execuc¢do de um nimero minimo
de misturas. As composic¢Oes da mistura dos substratos que maximiza o potencial bioquimico

de metano e o indice de sinergia foram avaliadas através da maximizac¢do ou minimizagdo dos
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termos de interacdo das equagOes quadratica e cubica completa, respectivamente. Os resultados
para as razdes de misturas otimizadas estéo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 — Resultados otimizados do potencial bioquimico de metano e indice de sinergia através do
planejamento centroide simplex

Variavel Valor Razéo % (M:V:G)
Maximo indice de sinergia 1,49 69,7:0:30,3
Maximo PBM 719,60 0:0:100

Fonte: o autor (2022).

O méaximo indice de sinergia (1,49) foi previsto para mistura M:V:G de 69,7:0:30,3,
enquanto 0 PBM méaximo de 719,60 NmL CH4.gSVag foi previsto para digestdo individual de
glicerina. Apesar dos resultados otimizados apresentarem apenas a presenca de biomassa algal
e glicerina residual na mistura, observou-se que a adi¢cdo de aproximadamente 76% de vinhaca
de cana-de-acUcar a biomassa algal, em termos de solidos volateis, proporcionaria um indice
de sinergia de 1,36, ou seja, nestas condicGes, o rendimento de metano poderia alcangar valor
36% maior que o esperado.
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CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

6.1 Conclusdes

A co-digestdo de biomassa algal com vinhaca de cana-de-acucar e glicerina residual de
biodiesel foi, em geral, bem-sucedida e permitiu uma melhora nos parametros de
estabilidade e eficiéncia dos reatores.

A biomassa algal apresentou baixo rendimento de metano (150,0 + 2,8 NmL CH4.gSVad?),
quando digerida apenas na presenca de indculo e alcalinizante. Com relacdo a digestdo
individual de biomassa algal, a adi¢cdo de co-substratos ao reator proporcionou aumentos de
até 4,2 vezes no rendimento de metano, na mistura M:V:G de 16,7:16,7:66,7, em termos de
solidos volateis.

Conforme esperado, a biodegradabilidade da biomassa algal foi relativamente baixa,
préxima a 30%, apresentando também um percentual de metano no biogas proximo de 63%.
Em geral, as misturas proporcionaram aumentos nos valores destes parametros, chegando a
valores préximos de 97% para biodegradabilidade e 71% para o percentual de metano.
Todos os ensaios de co-digestdo apresentaram indice de sinergia maior que um, indicando
que a mistura dos substratos resulta em efeito sinérgico. O maior valor do indice de sinergia
foi obtido quando se adicionou 50% de glicerina a biomassa algal, em termos de solidos
volateis, proporcionando um aumento de cerca de 38 % no rendimento de metano com
relacdo ao valor estimado.

A avaliacdo de pH, alcalinidade, AGV, nitrogénio amoniacal, percentual de metano, DQO e
solidos, antes e apos finalizacdo dos testes, demonstrou que as misturas dos substratos
apresentaram estabilidade e uma boa eficiéncia de conversdo da matéria organica, o que é
interessante visando a aplicacdo da co-digestdo em escala continua.

Os melhores desempenhos de produgéo de metano foram relacionaveis com a razdo C/N das
misturas, sendo observado que relagdes C/N variando na faixa entre 20 e 30 foram as que
proporcionaram os maiores indices de sinergia. Dessa forma, conclui-se sobre a importancia
deste parametro no rendimento final de metano em um processo de digestdo anaerobia.
Através do planejamento centroide simplex, foi verificado que, nas condic¢des avaliadas, o
maximo rendimento de metano que pode ser obtido é de 719,6 NmL CHa4.gSVag?, através
da digestdo pura de glicerina. Em termos de potencial sinérgico, a adicao de cerca de 30%

de glicerina & biomassa algal é prevista como melhor proporcéo de mistura que leva a um
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indice de sinergia maximo de 1,49, ou seja, um aumento de 49% no rendimento de metano,

com relagdo a produgdo prevista.

6.2 Sugestdes para pesquisas futuras

— Realizar novos testes de potencial bioquimico de metano, utilizando as proporcdes
otimizadas previstas, visando validar o planejamento centroide simplex.

— Variar condicOes experimentais, tais como relacdo S/I, temperatura, agitacéo etc., utilizando
as proporcdes otimizadas, para verificar o efeito destas variaveis no rendimento de metano
e estabilidade dos reatores;

— Realizar testes em sistemas continuos, proporcionando melhor adaptacdo da microbiota aos
substratos e, por conseguinte, maiores acréscimos na producédo especifica de metano.

— Através de sistemas continuos, executar frequente monitoramento das variaveis de
estabilidade (pH, alcalinidade e acidos volateis) e desempenho do digestor (producdo de
metano, percentual de metano no biogas) permitindo melhor entendimento do processo de
co-digestao.

— Verificar a viabilidade da utilizacdo do metano produzido em escala piloto para geracao de
energia elétrica e/ou combustivel veicular, através de um balango entre a energia de entrada

e de saida do sistema.
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APENDICE A - DADOS DE PRODUCAO ACUMULADA DE METANO

Potencial bioquimico de metano acumulado (microalga:vinhaca:glicerina)

T(ﬁ?;g;) 100:0:0 0:100:0 0:0:100 50:50:0 50:0:50 0:50:50 33,3:33,3:33,3 66,7:16,7:16,7 16,7:66,7:16,7 16,7:16,7:66,7
Média | Desvio Média | Desvio Média | Desvio Média | Desvio Média | Desvio Média | Desvio Média | Desvio Média | Desvio Média | Desvio Média | Desvio
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 11,21 1,73 49,64 0,00 19,17 7,00 45,95 3,53 42,26 29,04 63,33 12,20 77,64 3,13 45,50 14,23 63,52 0,00 35,09 24,81
2 17,44 5,33 112,41 0,15 115,58 3,75 85,90 0,00 98,05 0,68 117,69 5,30 130,38 3,66 81,43 5,30 120,40 0,75 63,31 20,69
3 24,92 6,44 151,10 3,37 145,04 1,68 116,58 0,30 138,74 5,71 160,05 7,10 169,49 6,30 117,50 14,33 169,27 2,17 101,61 9,52
4 35,92 1,12 184,78 5,24 170,60 0,12 145,55 0,07 189,34 2,54 227,26 1,20 249,84 0,74 197,57 14,93 237,60 2,10 140,16 11,13
5 43,06 3,68 213,84 3,68 191,16 2,23 169,72 0,30 316,89 8,66 287,63 3,50 356,56 2,36 235,86 6,06 308,11 1,28 238,97 12,40
6 47,64 2,33 240,27 0,60 238,11 14,22 189,02 0,98 420,56 19,72 414,37 6,60 406,07 2,41 255,23 4,77 346,78 1,13 403,13 17,37
7 54,02 3,53 269,78 0,38 303,43 38,89 210,27 0,08 452,09 1,20 517,54 7,10 433,75 2,60 269,48 0,71 376,46 0,15 471,69 11,75
8 61,37 0,30 296,92 2,10 440,92 42,28 225,49 0,67 478,35 1,67 552,02 8,30 466,69 2,05 286,87 5,33 409,90 0,30 504,54 9,00
9 70,06 0,75 324,65 1,95 559,17 16,45 242,06 0,07 503,26 4,78 584,56 4,46 483,73 4,95 297,81 4,96 434,26 0,37 526,29 10,25
10 74,41 0,30 341,52 1,42 571,03 7,06 248,95 0,60 520,06 0,29 598,95 2,82 496,11 8,96 301,12 2,52 454,11 2,41 555,79 23,70
12 80,58 0,75 366,19 0,45 588,77 14,13 258,81 1,73 538,63 4,73 615,80 1,46 501,57 4,15 303,83 1,24 461,47 1,20 570,63 11,02
13 87,11 0,08 379,40 0,15 601,91 4,73 266,54 0,08 549,06 0,83 617,60 2,39 520,34 4,46 314,49 4,96 474,69 0,90 579,64 3,47
14 91,46 0,15 385,79 1,28 615,73 3,75 270,52 0,08 560,85 3,68 623,61 1,65 530,00 2,82 317,34 1,81 480,24 1,20 585,19 2,46
15 96,65 0,23 394,50 0,60 629,54 2,10 276,08 0,30 567,46 0,30 627,21 3,02 542,43 1,46 321,70 2,05 489,63 0,68 591,00 2,10
16 102,28 0,23 402,23 0,83 645,31 2,40 282,08 0,30 575,95 0,83 632,02 1,96 550,99 2,39 331,74 4,74 506,65 0,22 595,45 0,93
17 107,22 0,60 406,73 1,20 651,38 5,92 286,80 0,37 580,75 1,65 632,02 2,83 553,61 1,65 331,74 0,00 507,70 0,30 597,35 1,16
18 111,20 0,22 409,13 0,45 662,03 1,05 290,25 0,60 584,49 1,50 633,66 0,99 558,32 3,02 334,44 1,27 515,58 0,23 598,95 0,34
19 114,58 0,23 411,53 0,45 669,38 1,05 293,33 0,68 585,17 0,68 635,77 1,05 564,04 1,96 337,75 1,56 521,81 0,08 602,10 2,28
20 118,41 0,08 414,46 0,38 677,73 0,21 296,49 0,45 585,62 0,45 639,07 2,01 567,34 2,83 342,85 2,25 530,22 0,75 603,93 1,42
21 122,54 0,08 417,76 0,00 687,06 1,19 300,39 1,05 586,07 0,45 642,38 0,67 571,57 0,99 342,85 0,21 530,90 0,68 607,86 1,74
22 127,04 0,15 421,29 0,53 696,52 1,20 306,32 0,08 589,68 3,60 647,33 0,66 576,14 1,05 342,85 0,00 534,20 0,30 611,17 0,46
23 130,12 0,08 423,02 0,23 703,80 0,83 310,45 0,53 592,46 0,08 649,00 0,57 578,84 2,01 342,85 0,14 534,73 0,53 613,60 1,84
24 133,73 0,30 427,45 0,23 716,50 1,44 313,84 0,38 596,51 2,55 649,30 0,45 586,18 0,78 344,36 0,71 535,78 1,05 617,45 0,39
25 137,93 0,45 431,28 0,83 721,23 2,33 319,17 0,08 601,92 0,30 651,85 0,38 590,84 0,67 346,02 0,75 539,83 0,00 622,11 2,85
26 141,69 0,45 435,19 0,00 724,66 1,18 322,77 0,30 604,17 1,80 652,00 0,00 594,73 0,66 346,02 0,00 549,44 6,46 624,83 1,75
27 145,74 0,45 437,44 1,20 728,69 0,58 325,70 0,68 606,72 2,10 654,25 0,53 604,28 0,57 348,58 1,20 555,75 2,25 629,25 2,63
28 149,65 0,15 440,82 0,53 732,12 1,18 329,90 0,45 609,05 1,88 655,31 0,23 604,28 0,00 350,52 0,92 562,57 0,37 630,67 0,70
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