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RESUMO

Oliveira, Maria Clara de. Métodos de pré-tratamento quimico e termoquimico de
biomassa de Synechococcus subsalsus densificada visando a produgao de biogas.
Rio de Janeiro, 2022. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia de Processos Quimicos e
Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

A digestdo anaerdbia da biomassa algacea é uma vantajosa rota de produgado de
biocombustiveis porque nao requer a extragao de componentes intracelulares especificos
ou a secagem da biomassa. No entanto, os desafios desta rota incluem a baixa
concentracdo de células no meio de cultivo e paredes celulares resistentes, fatores que
podem dificultar a produgédo de metano. Para contornar estes problemas, pode-se adotar
uma etapa de densificacdo da biomassa algacea, seguida por um metodo de pré-
tratamento capaz de solubilizar a matéria orgénica. Assim, para concentrar a biomassa
de Synechococcus subsalsus, adotou-se coagulagao/floculagdo com quitosana, obtendo-
se eficiéncias de floculagdo de 89,9 £ 6,7%. Para auxiliar na escolha das condigbes de
pré-tratamento da biomassa densificada, realizou-se uma analise comparativa dos
resultados da literatura e um balango energético. Os resultados desta analise sugeriram
que o pré-tratamento termoquimico com acido diluido em condicdées menos severas foi o
mais eficiente, levando a um maior aumento na producdo de metano. Além disso, os
experimentos realizados mostraram que tanto a temperatura quanto a concentragao de
acido influenciaram positivamente no aumento da solubilizacdo da biomassa. Pré-
tratamento termoquimico com acido sulfurico 0,2% v/v a 160°C e 2h, levou a um aumento
de 276% na solubilizagdo da biomassa densificada. A digestao anaerdbia da biomassa
fresca resultou em um rendimento de 269,7 £ 29,0 NmL CH4/g DQOin. No entanto, o
rendimento da biomassa densificada e da biomassa densificada e pré-tratada foram
menores, obtendo-se 207,2 £+ 70 NmL CHs/g DQOin € 181,8 £ 1,9 NmL CHa4/g DQOip,
respectivamente. Estes resultados podem ser atribuidos ao efeito da presenca da
quitosana, a maior quantidade de biomassa na digestdo e aos compostos solubilizados
pelo pré-tratamento. Nao obstante, estes testes foram encerrados antes da completa
estabilizagdo da produgdo de metano, o que também prejudicou a avaliagdo do
rendimento final. Além disso, observou-se um comportamento diduxico na curva de
producgao especifica, apontando para a necessidade de otimizar as condi¢des de digestao

anaerodbia.

Palavras-chave: Pré-tratamento termoquimico. Digestdo anaerébia. Cianobactérias.



ABSTRACT

Oliveira, Maria Clara de. Métodos de pré-tratamento quimico e termoquimico de
biomassa de Synechococcus subsalsus densificada visando a produgao de biogas.
Rio de Janeiro, 2022. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia de Processos Quimicos e
Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2022.

Anaerobic digestion of algal biomass is an advantageous biofuel production route because
it does not require extraction of specific intracellular components or drying of the biomass.
However, challenges of this route include low cell concentration in the culture medium and
resistant cell walls, factors that can hinder methane production. To overcome these
problems, a concentration step of the algal biomass can be adopted, followed by
pretreatment to solubilize the organic matter. Thus, coagulation/flocculation of
Synechococcus subsalsus with chitosan was adopted as a harvesting method, obtaining
flocculation efficiencies of 89.9 + 6.7%. To aid in the choice of pretreatment conditions, a
comparative analysis and energy balance of literature results was performed. The results
of this analysis suggested that thermochemical pretreatment with dilute acid under less
severe conditions was the most efficient, leading to a greater increase in methane
production. Furthermore, the conducted experiments showed that both temperature and
acid concentration positively influenced the increase on biomass solubilization. The
thermochemical pretreatment with 0.2% v/v sulfuric acid at 160°C and 2h, led to a 276%
increase in the solubilization of the biomass harvested with chitosan. Preliminary
evaluation of the anaerobic digestion of fresh biomass resulted in a yield of 269.7 + 29.0
NmL CHa/g CODi». However, contrary to expectations, the yields of concentrated biomass
and of concentrated and pretreated biomass were lower, obtaining 207.2 + 70 NmL CHa/g
CODi»n and 181.8 £ 1.9 NmL CH4/g CODin, respectively. Such results can be ascribed to
the presence of chitosan, to the higher biomass concentration and to the molecules
solubilized and formed during pretreatment. Nevertheless, anaerobic digestion tests for
both concentrated biomass and of concentrated and pretreated biomass were stopped
before the complete stabilization of methane production, which also compromised final
yields. Moreover, a diauxic aspect was observed for the cumulative methane production,

indicating the need of optimizing anaerobic digestion parameters.

Key-words: Thermochemical pretreatment. Anaerobic digestion. Cyanobacteria.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS
1.1 Introdugao

As mudangas climaticas causadas pelo aumento na emissao de gases de
efeito estufa, em especial o COz2, tém impulsionado a busca por fontes de energia
alternativas aos combustiveis fésseis (SINGH et al., 2016). De acordo com o IPCC
(Intergovernamental Panel on Climate Change, Painel Intergovernamental de
Mudancgas Climaticas), o aquecimento global precisa ser limitado a 1,5 °C até 2030,
ou bem abaixo de 2 °C até 2050, para que os impactos sobre a vida na Terra sejam
0s menores possiveis (IPCC, 2019). Devido a dependéncia de combustiveis fésseis,
o setor energético € um dos que mais contribui com o langamento de CO2 na
atmosfera. O relatério Global Carbon Budget divulgou que, em 2018, 36,6 Gton de
CO2 foram emitidos em decorréncia do uso de combustiveis fbosseis
(FRIEDLINGSTEIN et al., 2019; PETERS et al., 2020). Assim, uma transi¢ao para uma
economia de baixo carbono deve ocorrer nos proximos anos, o que inclui aumentar a
participacao de fontes renovaveis de energia na matriz energética mundial (JACKSON
etal., 2019).

Biocombustiveis obtidos a partir de oleaginosas e outras espécies vegetais
destacaram-se tanto por serem renovaveis quanto pela biomassa vegetal poder
realizar fotossintese, captando CO:2 da atmosfera no processo. Contudo, a
necessidade de terras cultivaveis, fertilizantes e agua de irrigagcado sdo algumas das
desvantagens desta rota (COSTA et al., 2019). Por outro lado, cresce o interesse pela
producao de biocombustiveis de terceira geracao, a partir da biomassa de microalgas
e cianobactérias que neste trabalho serda chamada de biomassa algacea, excluindo-
se as macroalgas). Esta biomassa ¢é bastante versatil, podendo-se obter
biogas/biometano, biodiesel, bioetanol, biohidrogénio e biobutanol, dependendo da
rota utilizada (CAVINATO et al., 2017; WANG, Shuang et al., 2022). Microalgas e
algumas espécies de cianobactérias contribuem para a redugao das emissdes de CO2
pois também sao fotossintetizantes. Durante o seu crescimento, removem nutrientes
de agua residuarias, sendo possivel realizar seu cultivo em efluentes ricos em matéria
organica, sem a necessidade de agua limpa ou fertilizantes (RUSTEN; SAHU, 2011;
SALAMA et al., 2017). Outras vantagens da biomassa algacea incluem requisitos

nutricionais simples e alta produtividade, uma vez que em condicbes adequadas
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crescem de 5 a 10 vezes mais rapido que biomassas terrestres (KROGER; MULLER-
LANGER, 2012).

A produgao de biogas por meio da digestao anaerdbia de biomassa algacea
elimina varios obstaculos responsaveis pelos altos custos associados a geracéo de
biocombustiveis de algas, incluindo secagem, extracdo e conversdo ao combustivel.
Além disso, apresenta algumas vantagens sobre outras rotas de produgédo de
biocombustiveis: possibilidade de uso de aguas residuarias, viabilidade para reciclar
nutrientes, utilizacdo maxima da biomassa, produgdao minima de lodo, custos
operacionais mais baixos, menor consumo de energia e produgdo sustentavel de
biogas (DEPARTAMENTO DE ENERGIA, 2016). O primeiro estudo de digestdo
anaerobia de microalgas, realizado por Golueke et al. (1957a) apresentou um
rendimento de metano de 0,17-0,32 L CHa4/g SV a partir das microalgas Chorella
vulgaris e Scenedesmus. Experimentos de bancada e piloto, além de calculos
tedricos, tém demonstrado o grande potencial da digestdo anaerdbia de microalgas
para a producao de metano, apresentando um rendimento especifico mais alto do que
outras fontes de biomassa.

Mussgnug et al. (2010) obtiveram rendimento de metano a partir de
microalgas 7—13% superior quando comparado com silagem de milho. Ao estudar a
digestdo anaerobia de duas espécies de microalgas, Phaeodactylum tricornutum e
Scenedesmus obliquus, Zamalloa et al. (2012) obtiveram rendimento de metano de
0,36 e 0,24 L CHa4/g SV, respectivamente. No entanto, alguns obstaculos técnicos e
econdmicos ainda sao observados na digestdo anaerdbia desse tipo de biomassa,
particularmente em relacao a baixa concentragao celular nos cultivos e a recalcitrancia
da biomassa algacea bruta, fatores que ocasionam baixo rendimento de metano
(BOHUTSKYI; BETENBAUGH; BOUWER, 2014; ZABED et al., 2020). Além disso, a
composi¢ao quimica desta biomassa pode resultar em inibigdo da digestdo anaerdbia
devido ao acumulo de acidos graxos volateis (AGV), oriundos da degradagao dos
lipideos, ou de aménia livre, proveniente da degradag¢ao de proteinas.

Na pratica, a baixa concentracao celular nos cultivos significa que apenas uma
pequena parte da matéria-prima é matéria organica disponivel para ser convertida a
metano, tornando necessario empregar algum processo para concentrar as células e
remover a agua do meio de cultivo. No entanto, as células da biomassa algacea nao
se agrupam naturalmente devido a repulsdo eletrostatica, uma vez que todas
possuem carga superficial negativa (CHATSUNGNOEN; CHISTI, 2019; VANDAMME;
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FOUBERT; MUYLAERT, 2013). Além disso, os ions presentes no meio de cultivo se
distribuem ao redor das células, formando uma suspensao estavel. Por isso,
estratégias de separagao baseadas em sedimentacao da biomassa resultam em baixa
eficiéncia. Em contrapartida, processos baseados em centrifugacao, filtracédo e
separagdo por membranas tém, em geral, maior eficiéncia, porém, alto custo
(CHATSUNGNOEN; CHISTI, 2019; MILLEDGE; HEAVEN, 2013). Segundo Sharma et
al., (2013), a etapa de separacéo pode representar 30% ou mais do custo total de
produgao da biomassa, tornando o processo economicamente inviavel.

A coagulagéo/floculagdo € um método efetivo para a densificacdo de
suspensdes de microalgas e cianobactérias capaz de reduzir os custos desta etapa
(BOHUTSKYI; BOUWER, 2012). Ao neutralizar as cargas do material em suspensao,
os agentes coagulantes/floculantes auxiliam a formagao de agregados com massa
suficiente para sedimentar por gravidade. Sais como cloreto férrico, sulfato férrico e
cloreto de aluminio sdo coagulantes tradicionais para a remogao de solidos suspensos
em efluentes nas estagdes de tratamento (MILLEDGE; HEAVEN, 2013). Nesse tipo
de operacéo, o liquido é o produto desejado, que deve sair livre de contaminantes. No
entanto, para utilizar a biomassa algacea como matéria-prima, € importante que os
agentes quimicos nao interfiram nas etapas subsequentes do processamento da
biomassa (WAN et al., 2015). Dependendo da concentracdo utilizada na
coagulacgao/floculagao da biomassa algacea, os sais inorganicos podem danificar as
células e causar alteragdes nos pigmentos (PAPAZI; MAKRIDIS; DIVANACH, 2010).
Assim, agentes floculantes organicos de origem natural ou sintéticos tém sido
investigados para densificacdo da biomassa de microalgas e cianobactérias
(MUSTAFA; HAYDER; JAGABA, 2020). A coagulagao/floculagao utilizando quitosana
tem sido reportada como método eficiente de concentracdo e sedimentacédo de
microalgas e cianobactérias (MILLEDGE; HEAVEN, 2013; VANDAMME; FOUBERT;
MUYLAERT, 2013; WAN et al., 2015; ZHU; LI; HILTUNEN, 2018). A quitosana € um
polimero natural catiénico e biodegradavel (ZHU; LI; HILTUNEN, 2018) e, embora
muitos trabalhos tenham investigado as condi¢des ideais de pH e concentracdo de
floculante, sdo poucos os que abordam a producdo de metano da biomassa
densificada com quitosana. Assim, seu efeito sobre a digestdo anaerdbia ainda deve
ser avaliado.

A fim de aumentar o rendimento em metano da digestdo anaerdbia da

biomassa algacea, diversos autores propdem métodos de pré-tratamento capazes de
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solubilizar moléculas de dificil degradagdo que compdem a biomassa (RODRIGUEZ
et al., 2015). Estes métodos podem ser classificados em mecanico, térmico, quimico
e biolégico, ou combinados entre si para potencializar o seu efeito. O pré-tratamento
termoquimico, empregando reagentes acidos ou alcalinos, € um método amplamente
utilizado anterior a conversdo energética de matérias-primas como biomassa
lignoceluldsica ou lodo ativado residual (AMIN et al., 2017; KIM, Jeongsik et al., 2003;
LOPEZ TORRES; ESPINOSA LLORENS, 2008). Diversos estudos tem buscado
adaptar este método para a biomassa algacea, explorando diferentes condigdes de
temperatura, concentragdo de reagente e duragcdo (BOHUTSKYI; BETENBAUGH;
BOUWER, 2014; CANDIA-LOMELI et al., 2022; DU et al., 2020; MAHDY et al., 2014a;
MARQUES et al., 2018; MARTIN JUAREZ et al., 2018; PASSOS et al., 2016;
PENAUD; DELGENES; MOLETTA, 1999; RINCON-PEREZ et al., 2019; SAMSON;
LEDUY, 1983; SANTOS et al., 2014; SOLE-BUNDO et al., 2017; SPOSOB et al.,
2020).

De um modo geral, o pré-tratamento termoquimico leva a um alto grau de
solubilizacdo da matéria organica. Por outro lado, suas desvantagens incluem o custo
dos reagentes, alteragdo no pH do digestor, possivel inibicdo ou mesmo toxicidade
aos microrganismos metanogénicos devido ao acumulo de ions ou de intermediarios
de degradacao, e corrosado dos equipamentos (RODRIGUEZ et al., 2015). Os alcalis
aumentam a area superficial especifica da biomassa ao causar inchaco (swelling)
ap6s as reacdes de saponificacdo (ATELGE et al., 2020; SOLE-BUNDO et al., 2017)
favorecendo o acesso aos microrganismos digestores (MAHDY et al., 2014a) além de
desnaturar e solubilizar as proteinas (D’HONDT et al., 2017; MENDEZ et al., 2013).
Ja o pré-tratamento com acido € bastante empregado para biomassas lignocelulésicas
devido a sua eficiéncia em despolimerizar celulose e hemicelulose, convertendo-os
em acgucares de menor massa molecular (ARIUNBAATAR et al., 2014).

Apesar de auxiliar na degradagao da biomassa, disponibilizando mais matéria
organica para os microrganismos digestores, nao se observa uma correlagao entre o
aumento na solubilizagdo da biomassa e o aumento no rendimento em metano
decorrente do pré-tratamento. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para
identificar quais condicbes de pré-tratamento termoquimico de fato beneficiam a
digestao anaerodbia da biomassa algacea, e ndo apenas a solubilizagdo. Além disso,
poucos trabalhos combinam uma estratégia de densificagdo seguida de pré-

tratamento termoquimico. Portanto, €& preciso verificar também o efeito desta
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combinagdo sobre a digestdo anaerdbia da biomassa algacea e o rendimento em

metano.
1.2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a solubilizagao e digestdo anaeroébia
da biomassa da cianobactéria Synechococcus subsalsus concentrada por

coagulagao/floculagdo com quitosana
Objetivos especificos:

e Densificar a biomassa de cianobactéria Synechococcus subsalsus via
coagulagao/floculagdo com quitosana em condigdo (pH, concentracédo de

quitosana) apontada em trabalho anterior;

e Realizar o pré-tratamento termoquimico com acido para solubilizacdo da
biomassa densificada de Synechococcus subsalsus, empregando uma analise
comparativa da literatura especializada como base para escolha das condi¢gdes
experimentais iniciais, € um planejamento experimental para obter a melhor

condicéo;

e Comparar a digestao anaerdbia da biomassa densificada antes e apds o pré-

tratamento termoquimico na condicdo selecionada na etapa anterior.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
21 Cianobactérias

Cianobactérias sao microrganismos procariotos unicelulares que surgiram na
Terra ha aproximadamente 2,5 bilhdes de anos (REVIERS, 2006). Devido a sua
presenga em diversos ambientes, foram o0s responsaveis pela oxigenagdo da
atmosfera terrestre ao liberar oxigénio molecular como produto da fotossintese. Estes
microrganismos sao amplamente conhecidos por sua atividade fotossintetizante,
empregando o carbono inorganico (CO2) para produzir energia e sintetizar matéria
organica. Contudo, neste filo ha também espécies heterotroficas que fixam carbono
de fonte organica, em geral agucares simples como a sacarose, e sao capazes de
crescer na auséncia de luz (MADIGAN et al, 2016). Ha ainda espécies de
metabolismo facultativo, como Oscillatoria limnetica, capaz de alterar seu
metabolismo para utilizar sulfeto como doador de elétrons quando H2S esta disponivel
em altas concentracdes (PADAN, 1979).

Uma vasta diversidade de cianobactérias pode ser encontrada em diferentes
ambientes terrestres e aquaticos marinhos ou de agua doce. Nos oceanos,
cianobactérias unicelulares pertencentes aos géneros Synechococcus e
Prochlorococcus sao os produtores primarios majoritarios (OREN, 2013). Por outro
lado, as cianobactérias também sao capazes de fixar nitrogénio, refletindo a sua
importancia ecologica (MADIGAN et al., 2016). Cianobactérias habitam lugares
inéspitos como desertos, fontes termais, lagos salinos e geleiras, mostrando-se
adaptadas a condicdes extremas de temperatura, pressdo, salinidade e pH
(MADIGAN et al., 2016).

O surgimento de floragdes de cianobactérias é considerado um indicador de
desequilibrio ambiental que causa, em ultima instancia, a eutrofizacdo dos corpos
hidricos. Além disso, metabdlitos secundarios excretados pelas cianobactérias podem
ser toxicos aos demais seres vivos. Alguns destes metabdlitos ja foram identificados
como substancias neurotoxicas e hepatotdxicas para os seres humanos (BRASIL,
2016).

O tamanho das células das cianobactérias pode variar de 0,5 a 100 ym de
diametro. Ha espécies que se apresentam como células individuais e espécies

filamentosas. As cianobactérias sido encontradas como células de vida livre, na forma
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de colbnias ou em simbiose com outros organismos, como plantas e fungos
(MADIGAN et al., 2016).

A parede celular das cianobactérias apresenta caracteristicas semelhantes as
de bactérias Gram-negativas. Nesses microrganismos, a camada mais interna é a
membrana citoplasmatica (também chamada membrana interna), formada pela
bicamada fosfolipidica. Logo apds, ha a camada de peptideoglicano que, por sua vez,
€ revestida pela membrana externa (também uma bicamada de fosfolipideos), de
modo que o peptideoglicano n&o fica exposto ao meio externo (MADIGAN et al.,
2016). A espessura da camada de pepetideoglicano é variavel em cada espécie.
Glicoproteinas e lipopolissacarideos estdo ancorados na membrana externa,
enquanto que estruturas de transporte de material e proteinas de membrana estao
presentes em ambas as membranas interna e externa (STANIER; BAZIRE, 1977).

Algumas espécies apresentam, ainda, uma camada adicional chamada
external serrated layer, ou S-layer (camada S, em tradugao livre), ancorada nos
lipopolissacarideos da membrana externa. A camada S é um polimero cristalino
formado por um unico tipo de proteina ou glicoproteina, tendo sido encontrada em
espécies da ordem Chroococcales e em espécies filamentosas de Oscillatoriales
(DVORAK et al., 2017; SMARDA et al., 2002). A resisténcia oferecida pela parede
celular das cianobactérias confere vantagens evolutivas e ecoldgicas, entretanto,
representa um obstaculo para o desenvolvimento de aplicagdes biotecnologicas a
partir das mesmas.

Muitas espécies de cianobactérias secretam exopolissacarideos, formando
um revestimento conhecido como bainha de mucilagem, que atua como uma barreira
de protecao contra dessecacao. A mucilagem pode envolver um pequeno grupo de
células ou mesmo extensas colbnias, mantendo as células agrupadas e evitando o
desprendimento dos filamentos. Além disso, pigmentos acessérios como carotenos,
que protegem a célula da radiagao ultravioleta, podem estar associados a bainha de
mucilagem (CASTENHOLZ, 2015). A bainha de mucilagem também auxilia no
deslocamento das células das espécies que se movem por deslocamento superficial
(MADIGAN et al., 2016). A Figura 2.1 mostra uma representagéo da parede celular

das cianobactérias e suas camadas.
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Figura 2.1: Representacdo das camadas que compdem a parede celular de cianobactérias. (a)
parede Gram-negativa com presenca de bainha mucilaginosa. (b) parede Gram-negativa com
camada S acima da membrana externa e bainha de mucilagem.
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Fonte: Adaptado de Lima et al. (2020). Imagens criadas com o software on-line BioRender.com.

No interior das células (Figura 2.2) sao encontrados granulos de reserva de
energia e nutrientes, essenciais para a sobrevivéncia em periodos de escassez de
nutrientes e mudancas extremas em seus habitats. A reserva de carbono e energia
mais comum € o glicogénio, produto da fotossintese, mas amido também pode ser
sintetizado com a mesma finalidade (MADIGAN et al., 2016). Outros nutrientes
armazenados pelas cianobactérias incluem nitrogénio, na forma de um polipeptideo
chamado cianoficina, e gréanulos de polifosfato que funcionam como reserva de
fésforo. Além disso, € possivel encontrar no citoplasma das cianobactérias os
ribossomos (onde ocorre a respiragcdo enddgena); carboxissomos, um reserva de
enzima rubisco (necessaria para a fixagdo de CO:2 na fotossintese); e, em algumas
espécies aquaticas, sdo encontrados vacuolos gasosos cuja fungdo € regular a

posicao das células na coluna d’agua (MADIGAN et al., 2006).
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Figura 2.2: (a) Esquema de célula de cianobactéria e respectivas estruturas celulares.
Representacao fora de escala. (b) Micrografia eletrénica de uma célula de Synechocystis sp. PCC
6803. (c) e (d) zoom mostrando parede celular e tilacoéides.

Legenda: r = ribossomos, g = glicogénio, C = carboxissomos, CP = cianoficina, T = tilacoides,
PM = membrana citosplasmatica, PD = peptideoglicano, OM = membrana externa. Escala:
100 nm.
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Fonte: (a) Elaboragéo propria, imagem criada com o software on-line BioRender.com.;
(b), (c) e (d): Adaptado de Liberton et al. (2006).

211 Synechococcus subsalsus

Synechococcus subsalsus € uma espécie marinha pertencente a classe das
Cyanophyceae, a ordem Synechoccocales e ao género Synechococcus. O género
Synechococcus engloba cianobactérias com caracteristicas morfolégicas
semelhantes a espécie Synechococcus elongatus descrita por Nageli em 1849
(DVORAK et al., 2017). A Figura 2.3 mostra duas espécies de cianobactérias do
género Synechococcus. De acordo com Komarék (2015), as cianobactérias deste
género podem ter formato esférico, oval ou de bastao, retilineo ou curvado; e seu
didmetro pode variar de 0,4 a 6,0 um. Em geral, sdo espécies de vida livre que se

reproduzem por fissdo binaria e distribuem-se como células independentes apds a
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separagdo. Alternativamente, podem permanecer em duplas, formar pequenos
grupos, colbnias ou, ainda, pseudofilamentos. A bainha de mucilagem pode ou n&o
estar presente nas células individuais (KOMAREK; JOHANSEN, 2015). Espécies
unicelulares de Synechococcus que formam parte do picoplancton marinho (termo que
designa uma comunidade de microrganismos, dentre eles microalgas e
cianobactérias, que possuem diametro entre 0,2 e 2,0 ym, e cuja principal forma de
locomogéo sdo as correntes marinhas) possuem motilidade natatéria (MADIGAN et
al., 2016).

Figura 2.3: (a) Reproducéo por fissdo binaria em Synechococcus aeruginosus. (b) Microscopia
eletrbnica de varredura de Synechococcus sp. PCC 7002.

(a) (b)
Fonte: (a) Y. Tsukii, Protist Information Server (2005). (b) Liu et al. (2015).
Cianobactérias do género Synechococcus nao sao exclusivas de um
ambiente especifico, sendo encontradas no picoplancton marinho, em agua doce e
em fontes termais. Apesar de morfologicamente semelhantes, ha uma grande
diversidade genética entre as espécies deste género, e suas relagdes evolutivas néao
estdo completamente elucidadas (DVORAK et al., 2017).

2.1.1 Cultivo e aplicagoes biotecnolégicas das cianobactérias

O sistema mais utilizado para a produgao em larga escala de cianobactérias
€ microalgas sao as lagoas abertas, devido ao baixo custo de constru¢ao e operagao
e baixa demanda energética. Neste tipo de sistema, as cianobactérias aproveitam
diretamente a luz solar e o gas carbdnico atmosférico (COSTA et al., 2019).
Tipicamente, as desvantagens das lagoas abertas sdo baixa produtividade de
biomassa, resultando em menor concentragao de células por volume de cultivo; pouco
controle sobre as condigcdes operacionais; influéncia das condicdes climaticas; e

possivel contaminagao por fatores externos (YOUSUF, 2020). Por esses motivos, as
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lagoas abertas sdo mais indicadas para o cultivo de espécies mais resistentes as
variagdes ambientais, como temperatura e pH (COSTA et al., 2019).

Outra forma de produgdo em massa de cianobactérias sdo os fotobiorreatores
fechados. Nesses reatores, a iluminagao € artificial e depende do fornecimento de
energia elétrica. A maior vantagem dos fotobiorreatores é que, por otimizarem a
incidéncia de luz e manterem o controle das condi¢bes operacionais, conseguem
produzir cultivos mais concentrados que nas lagoas abertas. Eles ainda permitem
melhor controle de temperatura, fornecimento de CO2 e nutrientes; diminuem as
chances de contaminagdo por microrganismos externos e nao dependem de
condigdes climaticas (YOUSUF, 2020). A principal desvantagem dos fotobiorreatores
fechados estd em seu alto custo de construgcdo, pois requerem materiais mais
sofisticados; e de operacgao, devido a alta demanda energética (YOUSUF, 2020).

Gragas a sua grande versatilidade, as cianobactérias tém sido estudadas
como plataforma biotecnologica para a produ¢do de biocombustiveis e insumos de
interesse para as industrias quimica, farmacéutica, cosmética e de alimentos.
Inumeros estudos demonstraram o potencial bioativo de moléculas produzidas pelas
cianobactérias. Carboidratos, lipideos e proteinas encontram aplicagdes como
produtos de alto valor tais como suplementos nutricionais, anti-inflamatérios e
antioxidantes, dentre outros (ASLAM et al., 2020; KOUTRA et al., 2020). Por outro
lado, carboidratos podem ser usados como substrato para produgao de etanol,
enquanto lipideos séo transformados em biodiesel via transesterificacdo (CHOO et al.,
2020; KOUTRA et al., 2020). Além disso, as células (inteiras ou apds a extracado das
moléculas de interesse) ainda podem ser usadas como matéria-prima na digestao
anaerdbia para geracdo de metano ou na fermentacdo escura para geracdo de
hidrogénio (CHOO et al., 2020). Outra opgédo € incorporar a biomassa de
cianobactérias como matéria-prima na fabricacdo de ragao animal (ASLAM et al.,
2020).

2.1.2 Métodos de recuperacao da biomassa algacea

Um grande desafio para a ampla utilizagdo da biomassa de cianobactérias e
microalgas (neste trabalho denominada de biomassa algacea, embora n&o inclua
macroalgas) para geragao de produtos € o fato das células se encontrarem bastante

diluidas no meio de cultivo. Em geral, a concentracao de células no meio € baixa,
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inferior a 1 g/L em lagoas abertas, e entre 2 e 6 g/L quando cultivadas em
fotobiorreatores fechados (ROSELET et al., 2019).

Além disso, efeitos eletrostaticos contribuem para que as células se
mantenham suspensas no meio de cultivo. No exterior da célula estdo presentes
grupos funcionais que conferem uma carga superficial negativa as células, como os
grupos carboxila e amina (ROSELET et al., 2019). Por um lado, ocorre repulséao
eletrostatica entre as células, impedindo que elas se agreguem. Por outro, os ions em
solugdo distribuem-se ao redor da célula de modo a neutralizar a carga superficial
negativa, como ilustra a Figura 2.4. Desta maneira, forma-se uma suspensao estavel
da biomassa com o meio liquido, retardando ou mesmo impedindo a sua
sedimentacao natural (VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013).

Figura 2.4: Distribuicdo dos ions em torno das células no meio de cultivo.
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Consequentemente, mesmo nos sistemas de cultivo mais eficientes, a
biomassa ainda precisa ser separada do meio liquido para posterior processamento,
principalmente quando se trata de aplicagbes que envolvem a recuperagcao de
produtos intracelulares.

Métodos comuns de separagao solido-liquido podem ser aplicados na

recuperagcao da biomassa algacea, incluindo centrifugagdo, coagulacao/floculagéo,

flotacao e filtragdo. O pequeno tamanho das células e o fato de as mesmas formarem
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uma suspensao estavel tornam a sedimentagéo por gravidade pouco eficiente para a
separacgao da biomassa. A centrifugacao, por usar forgcas superiores a da gravidade,
apresenta elevadas eficiéncias de separagao. Entretanto, devido ao elevado custo de
operagao, é utilizada apenas quando o produto final € de alto valor agregado. Para
produtos de menor valor, como biocombustiveis, seu alto custo financeiro e demanda
energética reduzem o custo-beneficio (MOLINA GRIMA et al., 2003).

A coagulacao/floculagdo € uma tecnologia conhecida e usada em diferentes
industrias com o objetivo de separar sélidos indesejados de um efluente liquido que,
nesses casos, € o produto de interesse (VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT,
2013). A mesma técnica tem sido estudada para recuperar a biomassa de
cianobactérias e microalgas. A floculagao pode ser feita pela adicdo de um agente
quimico ou biolégico que induz a formagao de flocos. A floculagdo quimica ocorre
devido a neutralizagdo das cargas na superficie das células da biomassa. Sem a
repulséo eletrostatica, as células agrupam-se em flocos e sedimentam facilmente por
gravidade.

Os floculantes quimicos mais comuns s&o sais metalicos inorganicos, como
FeCls e Al2(SO4)s. Polimeros catibnicos também tém sido estudados como floculantes
organicos, podendo ser sintéticos ou naturais, como a quitosana. No caso dos
polimeros, a longa cadeia polimérica também auxilia na floculagdo devido a um
mecanismo chamado bridging, quando mais de uma célula fica aderida a mesma
cadeia polimérica (VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013). Uma vantagem do
uso de polimeros naturais como floculantes € a sua biodegradabilidade, pois reduz-se
o risco de contaminagao nos processos downstream devido ao acumulo do floculante
na biomassa.

A autofloculagcdo € um metodo no qual ndo ha necessidade da adicdo de um
agente floculante, embora o pH do meio precise ser ajustado para valor igual ou maior
que 9,0. Nestas condi¢des, ocorre a precipitacdo de compostos como fosfato de
calcio, hidréxido de magnésio e carbonato de calcio. Ao precipitar, esses minerais
arrastam consigo as células para o fundo do tanque (ROSELET et al., 2019;
VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013). O ajuste do pH pode ser feito pela
interrupcao do fornecimento de CO2 ao cultivo ou através da adigdo de um alcali. Chen
et al. (2013) obtiveram uma eficiéncia de coleta de 97% ao empregar autofloculagéo
de Scenedesmus sp. em pH 11,5. Nao obstante, ao empregar floculagdo quimica, com

a adicdo de quitosana e cloreto férrico, eficiéncias similares foram obtidas, com
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destaque para a baixa quantidade de quitosana necessaria (CHEN et al., 2013). Sirin
et al. (2012) testaram a autofloculagédo da biomassa de Phaeodactylum tricornutum,
bem como a floculagdo com sulfato de aluminio e quitosana. A eficiéncia de floculacéo
com quitosana superou os 90%, entretanto foi necessario ajustar o pH do meio para
9,9 para que a floculagao ocorresse (SIRIN et al., 2012).

A biofloculacéo consiste na adicdo de biopolimeros secretados por bactérias,
como o acido poli-y-glutdmico, ou mesmo de microrganismos capazes de induzir a
floculagdo da biomassa (ROSELET et al., 2019). Algumas espécies de fungos
filamentosos, como Aspergillus niger, formam agregados na forma de pellets que
podem ser inseridos apos formados ou produzidos em co-cultivo com as
cianobactérias para recuperacao da biomassa (OLIVEIRA; BASSIN; CAMMAROTA,
2019). Métodos de floculagao fisica também tém sido desenvolvidos utilizando
ultrassom e eletrodos (eletrofloculacdo), mas ainda em escala de bancada
(VANDAMME; FOUBERT; MUYLAERT, 2013).

A Tabela 2.1 mostra resultados de eficiéncias obtidas com diferentes
estratégias de floculagdo. Zhu et al. (2018) utilizaram sulfato de aluminio e quitosana
como agentes floculantes para a recuperacgao da biomassa de Chlorella vulgaris. Os
autores obtiveram eficiéncias comparaveis com ambos os floculantes, superiores a
90%. No entanto, a concentracédo de quitosana foi dez vezes menor que a de sulfato
de aluminio. A mesma concentracado de quitosana também se mostrou eficiente na
floculagéo de Chlorella sp. por Yunos et al. (2017). Gutiérrez et al. (2015) estudaram
a floculagédo de uma biomassa mista de microalgas obtida de uma lagoa de alta taxa
de tratamento de efluentes. Os floculantes escolhidos foram os polimeros catiénicos
naturais Ecotan e Tanfloc. A concentracado 6tima de agente floculante foi 10 mg/L de
Ecotan e 50 mg/L para Tanfloc, resultando em recuperacéo da biomassa acima de
90%.
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Tabela 2.1: Eficiéncia de floculagdo quimica em diferentes espécies de microalgas

Espécie Concentracao de Eficiéncia de Referéncia
floculante (g/L) e pH floculagao (%)
Chilorella vulgaris [Al2(SO4)3]1=2,5 92,4 Zhu et al. (2018)
[Quitosana] = 0,25 91,9
[Quitosana] = 0,05 92,3
Chilorella sp. [Quitosana] = 0,05; 80,3 Yunos et al.
pH neutro (2017)
Biomassa [Ecotan] = 0,01; 91,8 Gutiérrez et al.
mista pH 7,7 (2015)
[Tanfloc] = 0,05; 90,2
pH 7,9
Scenedesmus sp. [FeCl3s]=0,15 97,3 Chen et al.
[Quitosana] = 0,08; 95 (2013)
pH 9
Auto-floculacgéo, 97,4
pH 11,5
Phaeodactylum [Al2(SO4)3]1=0,273; 82,6 Sirin et al.,
tricornutum pH 5,9 (2012)
[Al2(SO4)3] = 0,18?; pH 91,8
9,9
Auto-floculacao; 89
pH 9,75

@ kg quitosana/ kg biomassa
Fonte: elaboragao prépria (2022)

A Tabela 2.2 apresenta uma comparagao entre os metodos de separagao
solido-liquido mais comuns aplicados na recuperagdao da biomassa algacea. A
densificagdo da biomassa algacea é essencial para a produgao de biocombustiveis e
bioprodutos a partir desta biomassa. No entanto, dependendo do método utilizado,
esta etapa corresponde a 30% ou mais dos custos de producdo (SHARMA; STAL,
2013). Este problema afeta em especial os produtos de baixo valor agregado, como é
0 caso dos biocombustiveis, pois impede sua implementacdo em larga escala
(MUSTAFA; HAYDER; JAGABA, 2020). A coagulagao/floculacdo € um método de
separagao de baixa demanda energética e cujo custo esta associado principalmente
ao preco do floculante. Além disso, a quitosana tem apresentado resultados
promissores como agente floculante, alcancando elevadas eficiéncias de recuperacao
da biomassa. Portanto, mais estudos sao necessarios para avaliar as melhores
condi¢gbes de coagulagao/floculagao utilizado quitosana, desenvolvendo um método

eficiente e com custo-beneficio positivo.
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Método

Vantagens

Desvantagens

Referéncia

Sedimentacao

Centrifugacgao

Floculagao quimica

Autofloculagao

Biofloculagao

Floculagéo fisica

Filtracao

Flotacao

Eletroflotagao

Baixo custo e baixo consumo de energia

Alta eficiéncia; livre de agentes quimicos ou
bioldgicos; sem restricdo de espécies

Alta eficiéncia; permite o emprego de polimeros

biodegradaveis

Alta eficiéncia; pode ser feita sem o uso de
reagentes quimicos

Alta eficiéncia; agentes biodegradaveis

Alta eficiéncia; sem necessidade de adicionar
agentes floculantes quimicos ou biolégicos

Alta eficiéncia

Maior facilidade na remogéo da biomassa; alta
eficiéncia quando ha adigao de floculantes

Alta eficiéncia; formagéo local de agentes
floculantes devido a eletrolise; baixo consumo
energético

Baixa velocidade de sedimentacao das células;
baixa recuperagéo; gera um concentrado com
baixa concentracao de sélidos

Alto custo econdmico e demanda energética; risco
de rompimento das células

Restricdo de aplicagdo dependendo do uso da
biomassa, pois o agente floculante permanece
aderido a biomassa; custo dos agentes
floculantes; eficiéncia de floculantes poliméricos
prejudicada pela salinidade

Restrito a algumas espécies; alteragdo no pH da
biomassa pode interferir no processamento
posterior

Restricdo de aplicagdo dependendo do uso final
da biomassa, visto que pode ocorrer
contaminagao bioldgica; pode requerer
suplementagao de substrato e nutrientes no co-
cultivo

Dificil escalabilidade no caso da flotagao induzida
por ultrassom; necessidade de reposi¢des
sucessivas do eletrodo na eletrofloculagao
Entupimento do elemento filtrante, necessitando
trocas sucessivas e elevando os custos de
manutengdo; membranas de menor diametro
requerem maior pressdo, aumentando o consumo
energético

Requer uma etapa anterior de adigao de
floculantes; eficiéncia esté relacionada com o
didmetro das bolhas formadas (menor didmetro,
maior eficiéncia); flotagdo por ar dissolvido tem
alta demanda energética, pois requer altas
pressdes

Necessidade de trocas sucessivas do eletrodo
metalico, ou de adigdo de um eletrdlito quando se
usa um eletrodo de carbono

Roselet et al. (2019);
Milledge e Heaven
(2013)

Roselet et al. (2019);

Roselet et al. (2019);
Show et al., (2019)

Show et al., (2019)

Roselet et al. (2019);

Roselet et al. (2019);
Wan et al. (2015)

Roselet et al. (2019);

Roselet et al. (2019);

Roselet et al. (2019);

Fonte: elaboragdo propria (2022)
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2.2 Digestao Anaerébia

A digestao anaerdbia (DA) é um processo bioquimico complexo conduzido por
uma populagao microbiana mista de bactérias e arqueias metanogénicas anaerodbias
que atuam na degradacdo da matéria organica. Atualmente, € uma tecnologia
consolidada voltada para o tratamento biolégico de residuos e efluentes, sendo
aplicada a uma ampla gama de materiais organicos (KHANAL, 2009).

O processo de digestao anaerdbia ndo necessita de alta temperatura ou
pressao, e suas vantagens incluem a capacidade de processar uma ampla gama de
materiais organicos, sélidos e liquidos (concentrados ou diluidos); a possibilidade de
reciclagem ou recuperagao de nutrientes, uma vez que o subproduto (digestato) pode
ser empregado como fertilizante no solo; e a possibilidade de recuperagao de energia
na forma de metano apds a purificagdo do biogas. As desvantagens s&o a
necessidade de mao de obra especializada para projeto, construgéo e operagao do
reator anaerdbio; controle dos parametros operacionais, como temperatura e pH;
sensibilidade das arqueias metanogénicas a compostos quimicos presentes na
matéria-prima, dentre outros.

Em funcdo da necessidade de reduzir a dependéncia dos combustiveis
fésseis, a digestdo anaerdbia tem ganhado destaque também como uma rota de
produgao de bioenergia, uma vez que o biogas gerado no processo tem potencial de
ser usado como fonte de energia térmica e/ou elétrica. Para conversao energética, o
material devem conter carboidratos, proteinas, gorduras, celulose e hemicelulose
como componentes principais. Angelidaki e Sanders (2004) estimaram que o potencial
de producdo de metano a partir de lipideos, proteinas e carboidratos € de 1.040 mL
CH4/g SV, 496 mL CH4/g SV e 415 mL CH4/g SV, respectivamente. O biogas gerado
no processo € um gas incolor e, dependendo da sua composi¢édo, inodoro.
Tipicamente, 50 a 75% do biogas é composto por metano, 25 a 45% de gas carbénico,
e quantidades menores de hidrogénio, nitrogénio, sulfeto de hidrogénio, oxigénio,
amonia e mondxido de carbono. O componente energético do biogas é o metano, que
pode ser extraido para ser aproveitado como combustivel. Seu percentual no biogas
varia de acordo com a composi¢cao quimica do material digerido, os parametros
operacionais do processo e a ocorréncia ou nao de desequilibrios no reator anaerobio.
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2.2.1 Fundamentos da Digestao Anaerdébia
De acordo com Chernicharo (2019),

“A digestao anaerdbia pode ser considerada como um ecossistema onde
diversos grupos de microrganismos trabalham interativamente na converséao
da matéria organica complexa em metano, gas carbdnico, agua, gas sulfidrico
e amdnia, além de novas células bacterianas”.

Tradicionalmente, divide-se as etapas da biodigestdo de acordo com a
transformacao da matéria organica, cada qual conduzida por grupos especificos de
microrganismos, como se observa na Figura 2.5. Bactérias fermentativas dominam as
primeiras etapas, enquanto arqueias metanogénicas sao as responsaveis pela

geracao de metano na etapa final (KHANAL, 2009).

Figura 2.5:Representacao simplificada do processo de digestao anaerobia.

Matéria organica complexa
(carboidratos, proteinas, lipideos, acidos nucleicos)

1 Bacterias fermentativas facultativas

Hidrolise Moléculas organicas menores
(agucares, aminoacidos, purinas, acidos graxos)

l Bacterias fermentativas facultativas

Alcoois e acidos organicos de cadeia curta
(propionato, butirato, lactato, metanol, etanol)

3ac‘tériasace‘togénicas H EEEEEEEER

Acetato 4= == = Hidrogénio + CO2

Bactérias

. . homoacetogénicas N .
Argueias Argueias

Metanogénicas Metanogénicas
acetoclasticas hidrogenotroficas
Metanogénese Metano +COz2

Fonte: elaboracéo prépria (2021).

Na primeira etapa, a hidrdlise, compostos organicos complexos, como
proteinas, carboidratos e lipideos, sdo transformados em moléculas de menor massa
molecular pela agdo de enzimas hidroliticas extracelulares secretadas por bactérias
fermentativas. Para materiais de composi¢cao complexa, a hidrélise pode se tornar a
etapa limitante da digestdo anaerdbia, afetando o rendimento em metano devido a
baixa disponibilidade de matéria organica solubilizada. Em seguida, na acidogénese,
bactérias fermentativas usam os produtos hidrolisados como fonte de carbono dando
origem a hidrogénio, gas carbdnico, alcoois e acidos organicos de cadeia curta,
também chamados acidos organicos volateis (AOV). A acetogénese é a etapa

seguinte, na qual bactérias acetogénicas sdo responsaveis por converter os acidos
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organicos volateis a acetato, produzindo também hidrogénio e gas carbdnico
(CHERNICHARO, 2019; KHANAL, 2009).

Concomitantemente, ocorre a homoacetogénese, etapa na qual as bactérias
anaerdbias empregam o hidrogénio como doador de elétrons para produzir acetato.
Bactérias anaerobias autotroficas utilizam o gas carbbnico gerado em outras etapas
da digestdo anaerdébia como fonte de carbono, enquanto espécies heterotroficas
empregam como fonte de carbono os alcoois de cadeia curta, como metanol. As
reacbes de oxidagao dos acidos organicos a acetato necessitam de baixa
concentragdo dos produtos para ocorrerem. As bactérias homoacetogénicas e as
arqueias metanogénicas hidrogenotréficas consomem o hidrogénio ao mesmo tempo
em que este € produzido, mantendo a pressao parcial de H2 em niveis minimos, o que
favorece a acetogénese (CHERNICHARO, 2019; KHANAL, 2009).

Por fim, na metanogénese, dois grupos de arqueias metanogénicas estao
envolvidas na conversdo da matéria organica a metano: as acetotréficas e as
hidrogenotroficas. O primeiro grupo consome o acetato para produzir metano (CHas).
Cerca de dois tercos de todo o metano gerado na digestao anaerdbia se dao pela via
acetotréfica, conduzida por arqueias dos géneros Metanosarcina e Metanosaeta,
dentre outras. Arqueias hidrogenotréficas produzem o restante um tergo do metano,
consumindo CO2 como fonte de carbono € H2 como doador de elétrons (KHANAL,
2009).

Além dos microrganismos envolvidos nas etapas da digestdo anaerdbia, em
um reator anaerobio pode ocorrer ainda a presenca de bactérias redutoras de sulfato
(BRS) quando da presencga de compostos de enxofre. Tais bactérias sao estritamente
anaerobias e reduzem sulfato, sulfito e outros compostos de enxofre a sulfeto de
hidrogénio. Ademais de empregarem os compostos de enxofre como doadores de
elétrons, as BRS competem por hidrogénio e substrato com as demais bactérias e
arqueias, uma vez que metabolizam moléculas organicas como fonte de carbono e
energia. A atividade das BRS pode ser problematica no caso de efluentes com alta
concentracao de sulfatos, visto que o H2S compromete a qualidade do biogas, além
de provocar problemas de corrosao e toxicidade no reator (CHERNICHARO, 2019).

A relagado entre os microrganismos anaerébios é muito delicada e qualquer
perturbacao pode comprometer este equilibrio, favorecendo um grupo em detrimento
de outros. O metabolismo das arqueias metanogénicas, em especial, € bastante

sensivel as condi¢gdes ambientais, como temperatura e pH, por isso é importante que



33

as condi¢gdes em que ocorre a digestao anaerdbia sejam adequadas para a atividades
dos microrganismos anaerobios.

Usualmente adotam-se temperaturas mesofilicas entre 30 e 35°C na digestao
anaerobia, mas também é possivel operar o processo na faixa termofilica entre 45 e
70 °C (CHERNICHARO, 2019). Na digestao anaerdbia, € ideal manter o pH proximo
ao neutro, geralmente entre 6,8 e 7,2, para ndo causar perturbagdes na atividade das
arqueias metanogénicas. Essa faixa compreende o melhor pH para as arqueias, cujo
crescimento 6timo se da entre 6,6 e 7,4, e também para a atividade das bactérias
acidogénicas, para as quais o pH ideal se encontra entre 5,0 e 6,0. Em pHs inferiores
a este limite, a produtividade de metano diminui consideravelmente, e em pH alcalino,
a metanogénese é comprometida pelo acumulo de amoénia livre, que causa inibigao
as arqueias (CHERNICHARO, 2019).

Apesar de comporem parte essencial de nutrientes (nitrogénio, fosforo e
enxofre) e micronutrientes necessarios ao crescimento microbiano, sais minerais e
cations metalicos (Fe, Co, Ni, Mo, Se) se tornam prejudiciais a digestdo anaerobia a
partir de determinadas faixas de concentracao (CHERNICHARO, 2019). Cations de
cobre, cromo, niquel, zinco, arsénio e o ion cianeto sdo considerados altamente
toxicos quando em excesso (CHERNICHARO, 2019).

A amobnia também pode ser toxica aos organismos anaerobios e sua formagao
€ consequéncia da degradacao das proteinas e compostos nitrogenados da matéria-
prima. Alteragdes no pH afetam o equilibrio entre a amdnia livre € o ion amoénio,
favorecendo a prevaléncia de uma ou outra espécie. Em pH na faixa do neutro, a
espécie idnica € a dominante, j4 em pH mais alto, amdnia passa a se acumular na
forma livre (NH3) (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008).

Acidos organicos, apesar de ndo serem toxicos por si s6, em alta
concentragdo podem levar a uma inibigéo indireta dos microrganismos metanogénicos
por alterarem o pH do meio. O acumulo concomitante de acidos organicos volateis e
amonia livre por vezes produzem um “estado estacionario inibido”, no qual a produgao
de metano nao cessa, mas é reduzida devido a acidificagéo do reator (CHEN; CHENG;
CREAMER, 2008). Mais considerag¢des sobre inibicdo e toxicidade serdo feitas na

secao de pré-tratamentos da biomassa algacea.
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2.2.2 Digestao anaerobia da biomassa algacea

Originalmente, a digestdo anaerobia da biomassa de microalgas e
cianobactérias foi proposta por Golueke e colaboradores, em 1957, como solugéo
para o acumulo desta biomassa nas lagoas de estabilizacdo de efluentes. Nestas
lagoas, microalgas e cianobactérias desempenham um importante papel na remogao
de nutrientes como nitrogénio e fosforo. Enquanto consomem os nutrientes, estes
microrganismos se multiplicam devido a alta disponibilidade de matéria organica. Uma
vez alcancados os requisitos regulatorios, o efluente tratado pode ser despejado no
ambiente. No entanto, para evitar desequilibrios ambientais, a biomassa acumulada
precisa de uma destinacdo adequada. A digestdo anaerdbia é, portanto, uma forma
de aproveitar a biomassa algacea convertendo-a em energia na forma de metano
(GOLUEKE; OSWALD; GOTAAS, 1957b).

No experimento pioneiro de Gouleke, os autores investigaram a digestao
anaerobia de Chlorella sp. e Scenedesmus sp., comparando sua eficiéncia com a da
digestdo anaerodbia do lodo ativado. Com este estudo, comprovou-se que é possivel
produzir biogas utilizando como matéria-prima a biomassa algacea, obtendo-se
rendimentos de 170 a 320 mL CH4/g SV, e um biogas contendo 60% de metano. A
analise microscopica do digestato revelou a presencga de células verdes ainda intactas
da biomassa algacea, apontando para a complexidade desta biomassa e a
necessidade de aperfeicoamento do processo a fim de alcangar melhor produtividade.

Os autores também compararam a digestdo em condigcbes mesofilica e
termofilica, e a digestdo da biomassa concentrada por centrifugacdo e floculagéo
quimica. A digestao termofilica foi proposta como forma de auxiliar a degradagéo da
biomassa algacea devido ao efeito da temperatura do reator porém, ao final do
experimento ainda foram encontradas células de microalgas intactas no digestato
(GOLUEKE; OSWALD; GOTAAS, 1957b).

Desde entéo, diversos autores tém se dedicado a estudar a digestao anaerdbia
de microalgas e cianobactérias a fim de identificar os fatores que influenciam o
processo. Muitos trabalhos exploram o potencial de metano de diferentes espécies de
microalgas e cianobactérias comumente encontradas em lagoas de estabilizagéo,
bem como de espécies marinhas e de agua doce (FRIGON et al., 2013). No entanto,

a separacao da biomassa algacea do meio liquido e sua degradabilidade ainda
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permanecem como 0s maiores desafios tecno-econdmicos para viabilizar sua
digestdo anaerdbia em larga escala.

A Tabela 2.3 mostra resultados de rendimento em metano da digestao
anaerobia mesofilica de diversas espécies de microalgas e cianobactérias. Verifica-
se que os rendimentos de metano variam consideravelmente de espécie para espécie,
sendo afetados pela composi¢gdo quimica da biomassa e rigidez da parede celular.
Algumas espécies nao tém parede celular e apresentam altos rendimentos como, por
exemplo, Dunaliella salina. Outras, como Chlamydomonas reinhardtii, apresentam
parede celular composta majoritariamente por glicoproteinas, sendo facilmente
degradavel e permitindo bons rendimentos em metano (MAHDY et al., 2014b).

A maioria das espécies possui parede celular robusta, composta por camadas
de celulose, hemicelulose, pectina, peptideoglicano, e algina, dentre outros polimeros
resistentes (D’HONDT et al., 2017; DE CARVALHO et al., 2020). Tais polimeros sao
responsaveis por conferir rigidez as células, dificultando sua degradacdo pelos
microrganismos anaerobios e, consequentemente, reduzindo o rendimento em
metano. Apesar da importancia da caracterizagao da parede celular das microalgas,
faltam informacdes na literatura sobre a composi¢cao quimica exata e estrutura da
maioria das espécies. A discussdo sobre pré-tratamentos da biomassa algacea
voltados para melhorar sua degradabilidade e a produgéo de metano sera abordada
na secao 2.3.

Ha um consenso de que concentrar a biomassa antes do pré-tratamento é
crucial para um bom desempenho do reator anaerébio. Em geral, a concentracéo de
células no cultivo € muito baixa (ROSELET et al.,, 2019), disponibilizando pouca
matéria organica para a digestdo. Além disso, dependendo das condig¢des
operacionais do reator, um elevado volume de liquido pode contribuir para o washout
de células (WARD; LEWIS; GREEN, 2014). A maioria dos experimentos em escala de
bancada reportados na literatura cientifica utiliza centrifugagcdo para separar a
biomassa do meio de cultivo e concentra-la. Em escala piloto e em larga escala, no
entanto, métodos mais econbmicos e menos intensivos em energia se fazem
necessarios (ROSELET et al., 2019).
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Tabela 2.3: Rendimento em metano obtidos na digestdo anaerdbia mesofilica da biomassa algacea

Espécie Digestao anaerobia Rendimento (mL CH4/g SV) Referéncias
Biomassa mista de Chlorella sp. e Reator batelada 260 Solé-Bundo et al.
Scenedesmus sp. 35°C, 105 dias (2017)
Biomassa mista de Scenedesmus Reator batelada 117 Passos et al. (2014)

obliquus, Chlorella vulgaris

Biomassa mista de Stigeoclonium
sp., Monoraphidium sp., Nitzschia

sp.,
Amphora sp.

Arthrospira platensis
Chlorella kessleri
Chlamydomonas reinhardtii
Dunaliella salina

Euglena gracilis
Scenedesmus obliquus

Botryococcus braunii
Chlamydomonas sp.
Isochrysis sp.
Scenedesmus dimorphus

Chlamydomonas reinhardtii
Chlorella vulgaris

Chlorella
Chorella minutissima

Chlorella pyrenoidosa
Chlorella vulgaris

35 °C, 46 dias
Reator continuo

37 °C, 20 dias
COV 1.05 kg DQO/m3.d

Reator batelada,
38 °C, 32 dias

Reator batelada,
35 °C, 34 - 50 dias

Reator batelada,
35 °C, 22 dias

Reator batelada, 37 °C, 45 dias

Reator batelada,
36 °C, 30 dias

180

293
218
387
323
325
178

343 - 370
333
408
397

263
191

123
166

265
196

Passos e Ferrer (2014)

Mussgnug et al. (2010)

Frigon et al. (2013)

Mahdy et al. (2014b)

Wang et al. (2013)

Prajapati et al. (2014)
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Espécie

Digestao anaerébia

Rendimento (mL CH4/g SV)

Referéncias

Chlorella sorokiniana
Chlorella vulgaris
Chlorella vulgaris
Chlorella vulgaris
Microcystis spp
Nannochloropsis salina
Nannochloropsis sp.
Nanofrustulum sp.
Phaeodactylum tricornutum
Chlorella vulgaris
Chilorella vulgaris

Chlorella vulgaris

Hydrodictyon reticulatum (alga
filamentosa)

Microcystis spp.
Nannochloropsis salina

Phaeodactylum tricornutum
Scenedesmus obliquus

Scenedesmus obliquus
Scenedesmus sp.

Reator batelada, 30 °C, 42 dias
Reator batelada, 35 °C, 28 dias
Reator batelada, 35°C, 35 dias

Reator batelada
35 °C, 30 dias

Reator batelada, 35 °C, 29 dias
Reator batelada, 35 °C, 25 dias
Reator batelada, 35 °C, 30 dias

Reator bateladas
35 °C, 25 dias

Reator batelada, 35 °C, 30 dias
Reator batelada, 35 °C, 19 dias

Reator batelada
33 °C, 30 dias

Reator batelada
35 °C, 33-34 dias

220 - 280
240
237
337
140
557
357
507
337
156
229
1392

170

140

430

270
130

762
822

Ayala-Parra et al.
(2017)
Ras et al. (2011)
Markou et al. (2022)

Zhao et al. (2014)

Mendez et al. (2014)
Park et al. (2013)
Mendez et al. (2013)

Lee et al. (2014)

Zeng et al. (2010)
Quinn et al. (2014)
Zamalloa et al. (2012)

Gonzalez-Fernandez et
al. (2012)
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Espécie

Digestao anaerébia

Rendimento (mL CH4/g SV)

Referéncias

Scenedesmus obtusiusculus

Scenedesmus sp. e Chlorella spp.

Pseudanabaena sp.

Aphanizomenon ovalisporum
Anabaena planctonica
Chlorella vulgaris

Reator batelada, 37°C, 15 dias, pH 9
(in6culo adaptado)

Reator batelada, 35 °C, 10 dias
Reator batelada, 35°C, 29 dias

Reator batelada, 35°C, 30 dias

155

100-140

251

218,2
261,6
184,8

Candia-Lomeli et al.
(2022)

Yen e Brune (2007)

Cuellar-Bermudez et al.
(2019)

Mendez et al. (2016)

a2 mL CH4/g DQOuadic.

DQO = demanda quimica de oxigénio. COV = carga organica volumétrica. SV = solidos volateis.

Fonte: elaboracao prépria (2022)
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2.3 Pré-tratamentos da Biomassa Algacea

A rigidez da parede celular da biomassa algacea é um dos pricipais desafios
para a producdo de metano a partir desta biomassa, uma vez que moléculas
complexas sdo mais dificeis de serem degradadas pelos microrganismos hidroliticos,
tornando a hidrélise a etapa limitante da digestdo (GONZALEZ-FERNANDEZ et al.,
2012). A Tabela 2.4 apresenta a composicdo macromolecular tipica de algumas

espécies de microalgas mais comuns, bem como a estrutura de sua parede celular.

Tabela 2.4:Composigcdo quimica aproximada e componentes da parede celular de microalgas de
relevancia biotecnoldgica mais comuns

Espécie Composigao quimica das células? Tipo de parede
Carboidratos Proteinas Lipideos celular®
Spirulina 16% 71% 7% Bainha de

polissacarideos;
bicamada lipidica;
camada de
peptideoglicano envolta
por uma camada fibrilar
composta por
polissacarideos como
celulose e hemicelulose;
membrana celular
Scenedesmus 17% 56% 14% Camada de
peptideoglicano;
camada de algina;
camada fibrilar
composta por
polissacarideos como
celulose e hemicelulose;
membrana celular
Nannochloropsis 32% 27% 15% Camada de algina;
camada de celulose;
uma estrutura de
suporte entre a camada
celuldsica e a
membrana celular;
membrana celular
Chlorella 17% 58% 22% Camada de algina;
camada fibrilar
composta por
polissacarideos como
celulose e hemicelulose;
membrana celular

a2 em % de massa seca
®do componente mais externo para o mais interno

Fonte: adaptado de D’Hont et al. (2017)
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Com o crescente interesse em biocombustiveis a partir de microalgas e
cianobactérias, a aplicagdo de diversos métodos de pré-tratamento (Figura 2.6) tem
sido investigada para se atingir altos rendimentos em metano (CORDOVA; PASSOS;
CHAMY, 2018; DE CARVALHO et al., 2020; KANNAH et al., 2021). Os métodos de
pré-tratamento podem ser classificados como mecéanico, térmico, quimico, biolégico

ou combinado, quando dois métodos sdo usados em sequéncia.

Figura 2.6: Métodos mais comuns de pré-tratamento da biomassa

Pré-Tratamento

Mecénico Térmico Bioldgico Quimico Combinado
Moagem; L L Audo;_ L
: Térmico, Enzimatico; Alcalino; Termogquimico;
Ultrassom, it : et g - o
Microondas: Hidrotérmico;| Microbioldgico; Oxidativo; Mecanico-quimico;

Liquidos iGnicos
Fonte: elaboragao prépria (2021)

2.3.1 Pré-tratamento mecanico

O pré-tratamento mecanico abrange métodos fisicos que tém por objetivo
reduzir o tamanho de particula (moagem) ou romper a parede celular por meio de
danos fisicos (ultrassom, microondas), sendo esses dois ultimos mais investigados
para a biomassa de microalgas e cianobactérias. O tratamento por ultrassom se
baseia na cavitagao produzida por ondas sonoras ao penetrar as células, rompendo-
as de dentro para fora. Apesar de ndo romperem ligagdes quimicas, as microondas
rompem ligagcdes de hidrogénio entre as macromoléculas e alteram a estrutura de
proteinas da parede celular, causando o rompimento da mesma (JANKOWSKA,;
SAHU; OLESKOWICZ-POPIEL, 2017; RODRIGUEZ et al., 2015).

2.3.2 Pré-tratamento térmico

A biomassa pode ser submetida a temperaturas < 100 °C (pré-tratamento
térmico) ou a temperaturas muito elevadas com aumento de presséao (pré-tratamento
hidrotérmico) em diferentes tempos (RODRIGUEZ et al., 2015). Diversos estudos
mostram que, para aumentar a produ¢cao de metano de microalgas, a temperatura
aplicada no pré-tratamento térmico esta entre 55 e 170 °C (KENDIR CAKMAK;
UGURLU, 2020; PASSOS; GARCIA; FERRER, 2013). Altas temperaturas solubilizam
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a matéria orgénica e hidrolisam parcialmente macromoléculas como carboidratos,
lipideos e proteinas.

Wilson e Novak (2009) procuraram entender o efeito da temperatura sobre a
degradacao de carboidratos, lipideos e proteinas aplicando pré-tratamento térmico
sobre amido, celulose, acidos graxos e albumina. Os autores descobriram que acima
de 150°C a degradacao das proteinas € acompanhada por geracdo de amdnia;
gorduras insaturadas sao convertidas a acidos graxos volateis, como acido acético e
propidnico; e gorduras saturadas formam acidos graxos de cadeia longa (WILSON;
NOVAK, 2009). Tais observagbes comprovam que altas temperaturas produzem
compostos inibitérios ao metabolismo dos microrganismos anaerébios. Por este
motivo, verifica-se uma reducdo da digestibilidade da biomassa pré-tratada em
condi¢bes mais severas de temperatura em comparagao a condicdées mais brandas
(MENDEZ; MAHDY; BALLESTEROS; et al., 2014).

2.3.3 Pré-tratamento biolégico

O pré-tratamento biolégico pode ser realizado de duas maneiras: por adigao
de enzimas ou microrganismos hidroliticos vivos, como bactérias e fungos. As
celulases sdo as enzimas mais investigadas para o pré-tratamento enzimatico de
espécies cuja parede celular € composta por celulose e hemicelulose, como Chlorella
sp e Chlorococcum sp. (JANKOWSKA; SAHU; OLESKOWICZ-POPIEL, 2017). A
vantagem do pré-tratamento biolégico € que ndo ha formagdo de subprodutos
inibitérios para os microrganismos da digestdo anaerdbia. No entanto, o mesmo
necessita de um tempo de residéncia mais longo, além do alto custo de produgéo das
enzimas e sua especificidade em relagdo ao substrato (BOHUTSKYI; BOUWER,
2012).

A escolha da enzima deve levar em consideragédo tanto a composi¢cao da
parede celular da biomassa algacea como também a composic¢ao intracelular, pois as
espécies podem acumular proteinas ou lipideos. Portanto, € necessario investigar
varias enzimas e sua adequacao a diferentes tipos de microalgas e macromoléculas
(BOHUTSKYI; BETENBAUGH; BOUWER, 2014; BOHUTSKYI; BOUWER, 2012).
Além disso, as condi¢des do pré-tratamento enzimatico devem ser bem controladas
para que alteracbes em parametros como pH e temperatura ndo causem perda das
enzimas (JANKOWSKA; SAHU; OLESKOWICZ-POPIEL, 2017).
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Quando a digestdo anaerdbia € conduzida em dois estagios,isto €, a fase
acidogénica e a metanogénica sdo conduzidas em reatores separados, alguns autores
consideram o primeiro estagio como uma forma de tratamento bioldgico, visto que
nele predominam os microrganismos fermentativos que atuardo primeiro sobre a
matéria organica (ARIUNBAATAR et al., 2014). Segundo esses autores, o estagio de
fermentacdo ainda pode ser auxiliado pela adicdo de enzimas ou microrganismos
hidroliticos.

A Tabela 2.5 reune resultados de solubilizacao e de rendimento em metano da

biomassa algacea apos pré-tratamentos fisico, térmico e bioldgico.
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Tabela 2.5:Métodos de pré-tratamento fisico, térmico e biolégico de biomassa algacea para produgdo de metano.

Cédigo Método Espécie Condigoes do Pré-tratamento  Aumento na Rendimento em metano Referéncias
solubilizagao (NmL CH4/g SV)
(%) Sem Com Variagéao
PT PT (%)
u1 Ultrassom Chlorella sorokiniana 220 W, 30 min 28,5°b 317,66 458,43 44,3 Cordova et al.
U2 13,8 g/L DQOr 400 W, 20 min 33,3°b 414,12 30,4 (2018)
U3 400 W, 30 min 43,2°b 424,68 33,7
U4 400 W, 40 min 56,8 b 421,87 32,8
us Ultrassom Biomassa mista 60 W, 30 min 84,0¢ 147,70 177,20 20,0 Passos et al.
ué6 (Monoraphidium sp., 70 W, 30 min 91,0¢ 196,40 33,0 (2014)
Stigeoclonium sp.,
Nitzschia sp., Amphora
sp.)
u7 Ultrassom Scenedesmus sp., 4,48 80 W, 30 min, 128,9 MJ/kg ST 8,02 81,801 153,50i 87,7 Gonzalez-
g/L ST Fernandez et al.
(2012a)
us Ultrassom Biomassa mista 70 W, 30 min, 20 kHz, 27 MJ/kg 9,5¢ 105,6 113,7 8,0 Passos et al.
M1 Microondas (Nitzschia sp., TS 9,8¢ 127,70 21,0 (2015)
Stigeoclonium sp., 900 W, 3 min, 34,3 MJ/kg ST
Navicula sp.
Monoraphidium sp.)
31,49 g/L ST
M2 Microondas Biomassa mista de 300 W, 9 min, 64.400 kd/kg ST 754d 117,63 167,24 60,1 Passos ef al.
M3 microalgas de lagoas 600 W, 4,5 min, 64.400 kJ/kg 7,44 188,34 71,6 (2013)
M4 de alta taxa, 16,7 g/L ST 8,14 210,06 78,6
DQOr~ 900 W, 3 min, 64.400 kJ/kg ST
M5 Microondas Biomassa mista de 900 W, 3 min, 70.000 kd/kg SV 140,02 170,00 270,00 58,8 Passos ef al.
microalgas de lagoas (2014)
de alta taxa, 22,0 g/L
DQO+
T Térmico Chlorella sorokiniana, 80 °C, 20 min 6,6° 317,66 374,81 18,0 Cérdova et al.
13,8 g/L DQO~ (2018)
T2 Térmico Biomassa mista de 55 °C, 10h 402,0 ¢ 111,00 124,59 13,0 Passos et al.
T3 microalgas de lagoa de 75 °C, 10h 1058,0 ¢ 154,57 40,0 (2013)
T4 alta taxa 95 °C, 10h 1184 ¢ 169,88 53,0

17,9 g/L DQOT
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Cédigo Método Espécie Condigoes do Pré-tratamento  Aumento na Rendimento em metano Referéncias
solubilizagao (NmL CH4/g SV)
(%) Sem Com Variagéao
PT PT (%)
T5 Térmico Scenedesmus sp 70 °C, 25 min 90,02 81,801 89,31 9,0 Gonzalez-
T6 4,48 g/L ST 80 °C, 25 min 130,02 128,71 57,0 Fernandez et al.
(2012a)
T7 Térmico Scenedesmus sp. 70 °C, 180 min nd 76,000 85,00 11,8 Gonzalez-
T8 14,0 g DQOT /L 90 °C, 180 min nd 170,00 123,7 Fernandez et al.
(2012b)

T9 Térmico Chilorella sp. 65 °C, 4h 41,0 211,00 297,00 41,0 Scarcelli et al.

27,9 g DQOT /L (2020)
T10 Hidrotérmico = Biomassa mista de 110 °C, 1,2 bar, 15 min 80¢ 120,00 150,00 25,0 Passos e
T11 microalgas de lagoa de 110 °C, 1,2 bar, 30 min 8,8¢ 140,00 17,0 Ferrer (2015)
T12 alta taxa 130 °C, 1,7 bar, 15 min 15,0 ¢ 170,00 42,0
T13 2,5% ST 130 °C, 1,7 bar, 30 min 13,3¢ 160,00 33,0
T14 Hidrotérmico  Chlorella vulgaris 140 °C, 3 bar, 10 min, 350 rpm 42.0f 156,401 219,80 40,0 Mendez et al.
T15 32,1 g/L DQO~ 160 °C, 6 bar, 10 min, 350 rpm 54,0f 256,30 64,0 (2014)
T16 180 °C, 10 bar, 10 min, 350 rpm 69,0 f 226,50i 45,0
T17 Hidrotérmico = Scenedesmus obliquus 165 °C, 7 bar, 30 min 40,09 159,00 383,60 141,3 Ometto et al.

20 g/L ST (2014)
T18 Hidrotérmico  Chlorella pyrenoidosa, 155 °C, 30 min, 40L/h (semi- nd 221,70 348,00 57,0 Xiao et al. (2019)

(com energia 0,961 g ST/g peso seco continuo)
solar)

E1 Enzimatico Scenedesmus obliquus, Mix de celulase + 35,0a45,0%9 159,00 897,75 464,6 Ometto et al.

25 mg DQOs/g ST endogalactouronase, 17,5 U/g (2014)

ST, 50 °C, 24h

E2 Scenedesmus obliquus, Mix de estearase + protease, 159,00 617,70 288,5

25 mg DQOs/g ST 12,5 U/g ST, 50 °C, 24h

Mix de celulase +
endogalactouronase, 17,5 U/g

E3 Chlorella sorokiniana, ST, 50°C, 24h 169,30 532,68 214,6

95 mg DQOs/g ST

Mix de estearase + protease
mix, 7,5 U/g ST, 50°C, 24h
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Cédigo Método Espécie Condigoes do Pré-tratamento  Aumento na Rendimento em metano Referéncias
solubilizagao (NmL CH4/g SV)
(%) Sem Com Variagéao
PT PT (%)
E4 Chlorella sorokiniana, 169,30 486,08 187,1
95 mg DQOs/g ST Mix de celulase +
endogalactouronase, 12,5 U/g
E5 Arthrospira maxima, ST, 50°C, 24h 111,00 879,60 689,7
300 mg DQOs/g ST
Miz de estearase + protease,
7,5 U/g ST, 50°C, 24h
E6 Arthrospira maxima, 111,00 927,00 735,1
300 mg DQOs/g ST
E7 Enzimatico Porphyridium cruentum, Protease 0,5 mL/g massa seca, 32,2h 130,00 230,00 77,0 Cakmak e Urgulu
3,4 g DQO/L pH 8.0 — 8.5, 55°C, 9h (2020)
E8 Enzimatico Chlorella sorokiniana Coquetel de enzimas 42,01 317,66 430,80 35,6 Cordova et al.
comerciais, 1% E/S, pH 4,8, (2019)
24h
E9 Coquetel de enzimas 48,01 440,70 38,7
comerciais 1% E/S, pH 4,8, 24h
E10 Celulase comercial, 1% E/S, 36,01 552,66 74,0
pH 4,8, 24h
E11 Celulase comercial, 1% E/S, 34,01 545,68 71,0
pH 7,0, 24h
E12 Coquetel de enzimas 50,0 570,84 70,0
comerciais, 1% E/S, pH 7,0,
24h
E13 Biolégico Biomassa mista de 100 U/L caldo de lacase nd 83,0 144,00 20,0 Hom-Diaz et al.
cianobactérias e produzido por Trametes (2016)
microalgas composta versicolor, 100 rpm, 20 min.,
E14 majoritariamente por
Oocystis sp. 100 U/L lacase comercial, 20 100,00 74,0

31.3 g/L DQOT

min., 100 rpm, 25°C
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Cédigo Método Espécie Condigoes do Pré-tratamento  Aumento na Rendimento em metano Referéncias
solubilizagao (NmL CH4/g SV)
(%) Sem Com Variagéao
PT PT (%)
E15 Biolégico Scenedesmus sp. TSAD, pré-tratamento biolégico nd nd 214,00 nd Giménez et al.
60.9 g/L DQOr+ adicionando microrganismos do (2017)

ramen ao primeiro estagio,
reator: 40d, TRS=7d, TRH =
7d.

a S (%) = (DQOs100)/(DQOT0) [DQOs = demanda quimica de oxigénio soluvel; DQOT = demanda quimica de oxigénio total; 0 = antes do pré-
tratamento, f= apos pré-tratamento]

S (%) = (SSV*100)/(SSVo) [SSV = solidos suspensos volateis, 0 = antes do pré-tratamento, f= apds pré-tratamento]

¢S (%) = [(SVst— SVso)/(SV — SVs0)]*100 [SVs = solidos volateis soluveis, SV = sdlidos volateis totais, 0 = antes do pré-tratamento, f= apés pre-
tratamento]

48 (%) = (SVs1)/SV  [SVs = sdlidos volateis soltveis, SV = sdlidos volateis totais, f= apds pré-tratamento]

¢S (%) = {[(SVst /SV) — (SVso/SV))/(SVso/SV)}*100 [SVs = solidos volateis soluveis, SV = solidos volateis totais, 0 = antes do pré-tratamento, f= apos pré-
tratamento]

fem termos de carboidratos soluveis

9 em termos da razdo g DQOs/g ST [ST = sdlidos totais]

h em termos da razdo g DQOs/g massa seca

IS (%) = [(sSSVs— SSV0)/SSV0]*100 [ SSVs = solidos suspensos volateis sollveis, 0 = antes do pré-tratamento, f= apds pré-tratamento]

INmL CHa4/g DQO

PT= pré-tratamento; nd = nado disponivel, E/S = enzima/substrato, TSAD = digestdo anaerdbia em dois estagios (two-stage anaerobic digestion)

U = ultrassom; M = microondas; T = térmico; E = enzimatico ou bioldgico
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2.3.4 Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico pode ser realizado empregando alcalis, acido,
agente oxidante, além de novos reagentes, como os liquidos iénicos. Os reagentes
sao capazes de solubilizar tanto os componentes da parede celular quanto
intracelulares, como lipideos e proteinas. A solubilizagdo da matéria orgénica por este
meétodo tem sido extensamente estudada, sendo a concentragdo do reagente, a
concentracédo de biomassa, a temperatura e o tempo de contato da biomassa com o
reagente os fatores de maior influéncia no pré-tratamento quimico (D’HONDT et al.,
2017; LOPEZ TORRES; ESPINOSA LLORENS, 2008). Esses fatores e seus efeitos
na solubilizacdo da biomassa séo discutidos no item 2.3.6.

De um modo geral, as vantagens do pré-tratamento quimico sdo o alto grau
de solubilizagao e baixa intensidade energética. Ja as desvantagens sao o custo dos
reagentes, alteracdo no pH do digestor, possivel inibicdo ou mesmo toxicidade aos
microrganismos metanogénicos devido ao acumulo de ions ou através da formagao

de intermediarios, e corrosédo dos equipamentos (RODRIGUEZ et al., 2015).
a) Pré-tratamento com acido

Este método é bastante empregado para biomassas lignocelulésicas devido
a sua eficiéncia em despolimerizar celulose e hemicelulose, convertendo-as em
agucares de menor massa molecular (ARIUNBAATAR et al., 2014). O pré-tratamento
acido pode empregar acido concentrado ou diluido. Quando acido concentrado é
empregado, a reagdo do mesmo com os agucares pode formar furfural e 5-
hidroximetilfurfural (HMF) (AMIN et al., 2017; BOHUTSKYIl; BETENBAUGH,;
BOUWER, 2014). Estudos reportam que inibicdo do crescimento microbiano e da
atividade metanogénica durante a digestao anaerdbia, tanto em condigdes mesofilicas
como termofilicas, ocorre a partir de 2 g/L de furfural ou 5-hidroximetilfurfural
(GHASIMI et al., 2016).

O emprego de acido concentrado implica em maior eficiéncia na degradagao
os carboidratos da biomassa, mas também na formacao de intermediarios toxicos e
corrosao nos equipamentos, exigindo reatores de materiais mais resistentes
(RODRIGUEZ et al., 2015). Apos o pré-tratamento da biomassa mista de Chlorella e
Monoraphidium sp. com HCI 1,25% a 80 °C por 2 h foi observada a presenca de 3,8
mg/L de furfural. A concentracdo de furfural aumentou para 6,9 mg/L quando a
concentracao de HCI passou a 2,0%, mantendo as mesmas condi¢des de temperatura
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(PASSOS et al., 2016). Na ultima condigao, também foram encontrados 1,3 mg/L de
HMF. Apesar de tais concentragdes nao interferirem na digestdo anaerobia, nota-se
que maior quantidade dos produtos de degradacao é formada na presenca de mais
acido.

Até o momento, o pré-tratamento acido da biomassa algacea em temperatura
ambiente tem sido pouco explorado visando a producdo de metano. A maioria dos
estudos com esse método é voltado para a producado de etanol. Em temperatura
ambiente, Sposob et al. (2020) submeteram uma biomassa de microalgas, apos
extracdo de lipideos, ao pré-tratamento acido. A maior solubilizacdo da matéria
organica (24%) foi obtida com pré-tratamento com HCIl em pH 1. Mendez et al. (2013)
reportaram um aumento de 2,3 vezes na solubilizacdo de carboidratos de Chlorella
vulgaris pré-tratada com acido sulfurico em temperatura ambiente. Cheng et al. (2018)
alcangcaram um grau de solubilizagédo de 11% com o pré-tratamento de Oscillatoria

tenius com H2SO4 4 M em pH 2 e temperatura ambiente.
b) Pré-tratamento com alcalis

A solubilizagdo da matéria organica por adi¢gao de alcalis ocorre devido as
diversas reagdes entre o reagente alcalino e os componentes da biomassa, como
saponificagao dos acidos urénicos e de ésteres, reagées com grupos carboxilicos e a
neutralizacéo de intermediarios acidos formados durante a degradagdo (PENAUD;
DELGENES; MOLETTA, 1999). Os alcalis aumentam a area superficial especifica da
biomassa ao causar inchago (swelling) apos as reagdes de saponificacdo (ATELGE
et al., 2020; SOLE-BUNDO et al., 2017), favorecendo o0 acesso aos microrganismos
digestores (MAHDY et al., 2014a), além de desnaturar e solubilizar as proteinas
(D’HONDT et al., 2017; MENDEZ et al., 2013). Melhores resultados de solubilizagéo
de biomassa sao obtidos quando se empregam bases monovalentes, uma vez que as
bases divalentes se dissolvem parcialmente no meio (PENAUD; DELGENES;
MOLETTA, 1999).

2.3.5 Pré-tratamento termoquimico

Ambos os pré-tratamentos acido e alcalino da biomassa algacea tém sido
pouco explorados a temperatura ambiente, sendo a maioria dos estudos conduzidos
com temperaturas a partir de 50 °C e/ou superiores a 100 °C (Tabela 2.6). A
combinacdo de um reagente acido ou alcalino e temperatura permite realizar o pré-

tratamento da biomassa sob condigbes mais brandas e em menor tempo, em
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comparagao ao pré-tratamento em temperatura ambiente. Tal combinagdo pode
favorecer a diminuicdo do consumo de energia e custo desta etapa, e permite obter
solubilizacdo da biomassa superior a do pré-tratamento quimico a temperatura
ambiente ou mesmo do tratamento térmico isoladamente (BOHUTSKYI;
BETENBAUGH; BOUWER, 2014; MENDEZ; MAHDY; DEMUEZ; et al., 2014;
PENAUD; DELGENES; MOLETTA, 1999; SOLE-BUNDO et al., 2017).

Apesar da maior solubilizagéo ser obtida quando a biomassa € submetida a
altas temperaturas, a degradacdp de lipideos e proteinas, constituintes de
cianobactérias e microalgas, pode levar a formagao e acumulo de acidos graxos de
cadeia longa (AGCL) e amdnia, ambos inibitérios ao metabolismo de microrganismos
metanogénicos (WILSON; NOVAK, 2009). Temperaturas elevadas também
favorecem a ocorréncia de reacbes de Maillard entre proteinas, aminoacidos e
acgucares redutores, formando novas moléculas complexas. A formacgao de compostos
inibitorios e recalcitrantes explica a menor digestibilidade de biomassas pré-tratadas
em temperaturas elevadas, apontando para a necessidade de priorizar o tratamento
térmico em temperaturas mais amenas (SOLE-BUNDO et al., 2017).

Pré-tratamento termoquimico da biomassa, realizado por Penaud et al.
(1999), a 140 °C por 30 minutos obteve solubilizacdo 10% maior que o pré-tratamento
a temperatura ambiente utilizando a mesma concentragédo de reagente (26,1 g/L
NaOH). A Tabela 2.6 apresenta resultados para os pré-tratamentos quimico e

termoquimico da biomassa algacea.
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Tabela 2.6:Pré-tratamento quimico e termoquimico de biomassa algacea para produgéo de metano.

Cédigo Espécie/concentragao Pré-tratamento Solubilizagao ? Rendimento em Metano Referéncias
(NmL CHy4/g SV)
S¢  Variagao sem com Variagao P
(%) (%) PT PT (%)

A1 Scenedesmus sp. H2S04 0,1% vl/v, 150 °C, 1h 37,5 35,5 130,90 253,10 934 Marques et al.
A2 6 g/L DQO~ H2S04 0,2% v/v, 150 °C, 1h 36,9 34,6 nd nd (2018)
A3 COzborbulhado até pH 2, 150°C, 1h 41,6 39,6 nd nd
A4 Spirulina maxima HCI, pH 1, 50 °C, 1h 53,9 87,5 190,00 0,0 -100,0 Samson e
A5 55,7 g/L DQOr+ HCI, pH 1, 100 °C, 1h 57,4 100,0 60,0 -68,4 Leduy (1983)
A6 HCI, pH 1, 150 °C, 1h 68,2 137,5 20,0 -89,5
A7 HCI, pH 3, 50 °C, 1h 39,5 37,5 110,0 -42 1
A8 HCI, pH 3, 100 °C, 1h 44,9 56,3 140,0 -26,3
A9 HCI, pH 3, 150 °C, 1h 64,6 125,0 160,0 -15,8
A10 Biomassa de microalgas HCI, pH 5, T amb, duragdo nd 4,5 15,4 104,00¢ 123,0¢ 18,3 Sposob et al.
A11 apos extracao de lipideos HCI, pH 4, T amb, duragdo nd 7,2 84,6 107,0¢ 29 (2020)
A12 10 g/L DQO~ HCI, pH 3, T amb, duragédo nd 10,8 176,9 124,0¢ 19,2
A13 HCI, pH 2, T amb, duragao nd 18,2 366,7 174,0¢ 67,3
Al14 HCI, pH 1, T amb, duragéo nd 24,3 523,1 217,0¢ 108,7
A15 Biomassa mista de Chlorella HCI 0,05% m/m, pH 1, 80 °C, 2h nd 964,04 78,13 142,50 82,4 Passos et al.,
A16 sp. € Monoraphidium sp., HCI 1,25% m/m, pH 0,6, 80 °C, 2h nd 1008.0 ¢ 94,59 211 (2016)
A17 14,45 g/L ST HCI 2,0% m/m, pH 0,4, 80 °C, 2h nd 965,8 ¢ 89,05 14,0
A18 Isochrysis galbana H2S04 0,2% vl/v, 40 °C, 16h 8,4 271 9,27 15,90 71,5 Santos et al.

4.5 g/L DQO~ (2014)
A19 Chlorella vulgaris H2S04 4M, pH 2, T amb, duracdo nd nd nd 138,00 113,10 -18,6 Mendez et al.
A20 26,2 g/L DQOT H2S04 4M, pH 2, 120 °C, 20 min nd 500 ¢ 221,80 59,7 (2013)
A21 H2S04 4M, pH 2, 120 °C, 40 min nd 700 ¢ 228,80 64,7
A22 Biomassa mista 2% SV HCI, pH 2, T amb, 1h nd nd 14,00 46,00 228,6 Sukias e

Craggs (2006)

A23 Scenedesmus obtusiusculus HCI 3% m/m, 105 °C, 1,7h 60,0 821,4 234,00 296,00 26,5 Rincon-Perez

32,2 g/L DQOT

et al. (2019)
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Cédigo Espécie/concentragao Pré-tratamento Solubilizagao ? Rendimento em Metano Referéncias
(NmL CH4/g SV)
S¢  Variagao sem com Variagao P
(%) (%) PT PT (%)
A24 Oscillatoria tenuis H2S04 4M, pH 2; T amb, duragao nd 11,0 143,0 191,00 210,00 9,9 Cheng et al.
(2018)
A25 Biomassa mista de HCI 0,5 M, pH 0,3, 121 °C, 1h 40,0 135,3 216,00 205,20 -5,0 Martin-Juarez
A26 Desmodemus opoliensis HCI 2,0 M, pH 0,3, 121 °C, 1h 19,0 217,6 208,00 250,00 20,0 et al. (2018)
(47%), Navicula
reichardtinana (27%),
Tetradesmus obliquus
(12%), Scenedesmus sp.
(9%), e Scenedesmus
acuminatus (5%)
74,5% SV
B4 Spirulina maxima NaOH, pH 11, 50 °C, 1h 50,0 75,0 190,00 210,00 10,5 Samson e
B5 55,7 g/L DQOr+ NaOH, pH 11, 100 °C, 1h 60,0 106,3 220,00 15,8 Leduy (1983)
B6 NaOH, pH 11, 150 °C, 1h 60,0 112,5 240,00 26,3
B7 NaOH, pH 13, 50° C, 1h 55,0 100,0 90,00 -52,6
B8 NaOH, pH 13, 100 °C, 1h 70,0 137,5 140,00 -26,3
B9 NaOH, pH 13, 150 °C, 1h 78,0 162,5 80,00 -57.9
B10 Biomassa mista de NaOH 5 g/L, pH 10, T amb, 63,0 219,0 66,30¢  195,00¢° 1941 Penaud et al.
microalgas duragéo nd (1999)
B11 56,2 g/L DQOT NaOH 20 g/L, pH 12, T amb, duragdond 75,4 281,8 19,50 ¢ -70,6
B12 NaOH 5 g/L, pH 10, 140 °C, 30 min 80,0 305,1 226,20¢° 241,2
B13 NaOH 20 g/L, pH 10, 140 °C, 30 min 85,1 330,4 12,48 ¢ -81,2
B14 Chlorella sp. 5,6 g/L DQO~ NaOH 13,7 g/L, pH 13, T amb, duragdo 20,0 10,0 nd nd -10,0f Bohutskyi et
nd al. (2014)
B15 Nannochloropsis sp. 51 g/L NaOH 10,8 g/L, pH 14, T amb, duracdo 30,0 20,0 -30,0f
DQOr nd
B16 T. weissflogii 46,1 g/L DQOt NaOH 20 g/L, pH 13, T amb, duragdond 60,0 -1,2 20,0f
NaOH 7,8 g/L, pH 13, T amb, duragéo
B17 Tetraselmis sp. 42,2 g/L nd 60,0 38,2 10,0f
DQO+
B18 Tetraselmis sp. 42,2 g/L NaOH 20 g/L, pH 14, T amb, duragdond 70,0 80,9 5,0f

DQO+
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Cédigo Espécie/concentragao Pré-tratamento Solubilizagao ? Rendimento em Metano Referéncias
(NmL CH4/g SV)
S¢  Variagao sem com Variagao P
(%) (%) PT PT (%)
B19 Pavlova_cp sp. 56,1 g/L NaOH 13,7 g/L, pH 12,5, T amb, 70,0 10,0 -20,0°
DQOr duragdo nd
B20 Chlorella sp. 45,6 g/L DQO~ NaOH 20 g/L, pH 13, 120 °C, 30 min 80,0 488,4 30,0f
B21 Nannochloropsis 51 g/L NaOH 20 g/L, pH 14, 120 °C, 30 min 95,0 285,7 40,0f
DQOr
B22 T. weissflogii 46 g/L DQO~ NaOH 20 g/L, pH 12, 120 °C, 30 min 60,0 -1,2 15,0f
B23 Tetraselmis sp. 42,2 g/L NaOH 6 g/L, pH 13, 120 °C, 30 min 90,0 126,1 5,07
DQOr
B24 Pavlova_cp sp. 56,1 g/L NaOH 20 g/L, pH 13, 120 °C, 30 min 90,0 53,5 5,0f
DQO+
B25 Chlorella sp. (30%) e NaOH, pH 9, T amb, duragao nd 54 84,8 336,00 363,00 8,0 Cho et al.
B26 Scenedesmus sp. (70%) NaOH, pH 11, T amb, duragéo nd 50 78,1 327,00 -2,7 (2013)
B27 12,3 g/L DQOr NaOH, pH 13, T amb, duragéo nd 20,6 324,5 213,00 -36,6
B28 Nannochloropsis salina NaOH, pH 11, T amb., duragao nd nd - sem geracao de metano Qiu et al.
97% ST (2020)
B29 Spirulina platensis NaOH 0,8 g/L, T amb., 12h 55,0 55,5 278,80 289,90 4,0 Du et al.
B30 60,4 g/L DQO~ NaOH 1,6 g/L, T amb., 12h 57,0 56,7 297,50 6,7 (2020)
B31 NaOH 4,0 g/L, T amb., 12h 20,0 20,4 294,90 5.8
B32 Biomassa mista de Chlorella Ca0 4% m/m, pH 12, T amb.,4d 10,0 400,0 260,00 282,00 8,5 Solé-Bundo et
B33 e Ca0 4% m/m, pH 12; 55 °C, 24 h 10,0 400,0 255,00 -1,9 al. (2017)
B34 Scenedesmus Ca0 4% m/m, pH 12,72 °C, 24 h 15,0 650,0 287,00 10,4
B35 23,5 g/L DQOr Ca0 10% m/m, pH 12, T amb., 4 d 13,0 550,0 259,00 -0,4
B36 CaO 10% m/m, pH 12,55 °C, 24 h 20,0 900,0 292,00 12,3
B37 Ca0 10% m/m, pH 12,72 °C, 24 h 25,0 1150,0 325,00 25,0
B38 Chlorella sp. NaOH 0,05%, 50 °C, 24h 15,8 139,4 137,17 110,00¢ -19,8 Mahdy et al.
B39 NaOH 2,0%, 50° C, 24h 16,2 145,5 125,00¢ -8,9 (2014a)
B40 NaOH 5,0%, 50 °C, 24h 18,2 175,8 155,00¢ 13,0
B41 NaOH 0,05%, 50 °C, 48h 15,8 139,4 130,00¢ -5,2
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Cédigo Espécie/concentragao Pré-tratamento Solubilizagao ? Rendimento em Metano Referéncias
(NmL CH4/g SV)
S¢  Variagao sem com Variagao P
(%) (%) PT PT (%)
B42 NaOH 2,0%, 50 °C, 48h 17,6 166,7 160,00¢ 16,6
B43 NaOH 5,0%, 50 °C, 48h 19,8 200,0 135,00¢ -1,6
B44 Scenedesmus sp. NaOH 0,05%, 50 °C, 24h 4.1 115,8 135,00¢ 150,00¢ 111 Mahdy et al.
B45 NaOH 2,0%, 50 °C, 24h 51 168,4 162,00¢ 22,2 (2014)
B46 NaOH 5,0%, 50 °C, 24h 16,8 784,2 146,00¢ 20f
B47 NaOH 0,05%, 50 °C, 48h 4.7 147.,4 140,00¢ 8,2
B48 NaOH 2,0%, 50 °C, 48h 7.8 310,5 138,00¢ 3,7
B49 NaOH 5,0%, 50 °C, 48h 17,7 669,6 2,2
B50 Biomass mista de Chlorella KOH 0,5%; pH 12,6, 80 °C, 2h nd 1943,54 78,13 145,10 86,0 Passos et al.
B51 sp. KOH 1,25%; pH 12,6, 80 °C, 2h nd 2043,54 100,14 28,0 (2016)
B52 e Monoraphidium sp. KOH 2,0%; pH 12,6, 80 °C, 2h nd 2184,7 ¢ 80,78 3,4
14,45 g/L DQOr+
B53 Scenedesmus obtusiusculus 2% m/m biomassa/solugao alcalina de 15,4 100,02 155,00 208,40 34,5 Candia-Lomeli
B54 94,29 g ST/L H202 (1,25% v/v), 50 °C, 1,5h et al. (2022)
NaOH 4,0 M, pH 10, 120 °C, 20 min 27,0 251,02 227,10 46,5

ainformado nos trabalhos originais

a calculado neste trabalho: So e St = solubilizagdo antes e depois do pré-tratamento. So (%) = (DQOso/(DQOT0)*100; St (%) = (DQOs#(DQOT1)*100; DQOT
DQO total (g/L); DQOso = DQO soluvel (g/L) antes do pré-tratamento; DQOs: = DQO soluvel (g/L) apos pré-tratamento; aumento na solubilizagdo Sp (%)
[(So/Sf) — 1]*100

b calculado neste trabalho: Aumento no rendimento em metano (Yp) (%) = [(YcHa-pT/YcHa-8)-1]*100  Ycrs-s = rendimento em metano da biomassa sem pré-
tratamento, Ych4-pt = rendimento em metano da biomassa apds pré-tratamento

¢ NmL CH4/g DQO

T amb. = temperatura ambiente; nd = nao disponivel

A = pré-tratamento com acido; B = pré-tratamento com alcalis
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2.3.6 Influéncia das condi¢coes de pré-tratamento quimico e termoquimico

sobre a solubilizagcao da biomassa algacea
a) Temperatura e Tempo

Em geral, temperaturas superiores a 100°C permitem boas solubilizagdes em
periodos de 20 minutos a 2 horas (Tabela 2.6). Diferentes espécies de microalgas
atingiram solubilizagdes de 60% a 95% apds 30 min com NaOH (6-20 g/L) a 120°C
(BOHUTSKYI; BETENBAUGH; BOUWER, 2014). Em temperaturas mais amenas, o
tempo de contato ndo tem muita influéncia no resultado da solubilizagdo. Como
exemplo, o pré-tratamento de uma biomassa mista de Chlorella e Scenedesmus com
CaO (10% m/m) precisou de 4 dias para atingir 13% de solubilizagdo a temperatura
ambiente, enquanto 25% foi alcangada com a mesma concentragao do reagente apos
24 ha 72 °C (SOLE-BUNDO et al., 2017). Ja o pré-tratamento com NaOH (5% m/m)
a 50 °C resultou em solubilizacdes de 18,2% e 16,2% apds 24 h, e de 19,8% e 17,7%

apo6s 48 h para Chlorella e Scenedesmus, respectivamente (MAHDY et al., 2014a).
b) Concentracao do reagente

Independentemente do tipo de base ou acido escolhidos para realizar o pré-
tratamento, alguns autores tém observado que, a partir de uma determinada
concentragdo de reagente, a solubilizagcdo da biomassa tende a se estabilizar, ou
mesmo a diminuir. Penaud et al. (1999) realizaram pré-tratamento alcalino variando a
concentracdo de NaOH de 0 a 26 g/L. A temperatura ambiente e empregando 4,6 g/L
de NaOH, houve uma solubilizagao de 63% da biomassa. Na maxima concentragao,
26,1 g/L de NaOH, 75,4% de solubilizacdo foi obtida (PENAUD; DELGENES;
MOLETTA, 1999). Ao realizar o pré-tratamento de S. platensis com 0,8 g/L e 1,6 g/L
de NaOH, Du et al. (2020) obtiveram uma solubilizagao final de 61%, correspondente
a um aumento de 56% em relacdo a biomassa nao tratada, em ambos os casos.
Contudo, quando a concentragdo de reagente foi aumentada para 4,0 g/L, a
solubilizagéo se manteve idéntica a da biomassa bruta (DU et al., 2020).

No pré-tratamento acido de Scenedesmus, concentragdes de 0,2% e 0,1% v/v
de H2SO4 levaram a resultados semelhantes de solubilizagdo (MARQUES et al.,
2018). Por outro lado, o pré-tratamento de biomassa mista de Chlorella e
Monoraphidium sp. com 0,5 a 2,0% m/m de HCI foi observado que as concentragdes

dos acucares produzidos na hidrolise de polissacarideos (glicose, xilose e arabinose)
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aumentaram com a concentracao de acido adicionada (PASSOS et al., 2016). Juarez
et al. (2018) realizaram pré-tratamento termoquimico, a 121 °C por uma hora, de uma
biomassa mista de Desmodemus opoliensis (47%), Navicula reichardtiana (27%),
Tetradesmus obliquus (12%), Scenedesmus sp. (9%) e Scenedesmus acuminatus
(5%). Ao aumentar a concentragado de HCI de 0,5 para 2 mol/L os solidos volateis
retidos na fragao solida da biomassa hidrolisada foram reduzidos de 40 para 19%
(MARTIN JUAREZ et al., 2018).

c) pH

Em um estudo com solugdes com diferentes concentragcdes de NaOH, mas com
pH semelhante (pH 12), foram observadas solubiliza¢gdes muito préximas (PENAUD;
DELGENES; MOLETTA, 1999). O pH parece beneficiar a solubilizacdo da biomassa
a medida que este caminha em direcéo a altos valores de acidez e basicidade. Cho
et al. (2013) avaliaram o pré-tratamento de biomassa algacea mista de Chlorella sp. e
Scenedesmus sp. com NaOH a temperatura ambiente, em pH 9, 11 e 13. A
solubilizagao ficou ao redor de 5,0% apds pré-tratamento em pH 9 e 11, enquanto em
pH 13 obteve-se uma solubilizacao final de 25%. Passos et al. (2016) investigaram o
pré-tratamento de biomassa mista de Chlorella e Monoraphidium sp. a 80 °C por 2 h,

com HClapH 1, 0,6 e 0,4, obtendo maior solubilizacdo em pH 0,6.
d) Composigéo da parede celular

Bohutsky et al. (2014) investigaram o efeito do pré-tratamento quimico e
termoquimico com NaOH sobre a digestdo anaerdbia de 5 espécies de microalgas:
Chlorella sp. e Nannochloropsis sp., ambas de parede celular mais rigida;
Thalassiosira weissflogii, com parede celular composta por silica; Tetraselmis sp., cuja
parede celular € composta por glicoproteinas, e Pavilova cf sp., que nao possuli
parede celular. Todas as 5 espécies foram tratadas com NaOH em concentracdes
variando de 0 e 20 g/L. A temperatura ambiente, foram observados aumentos de
apenas 10 a 20% na solubilizagdo de Chlorella e Nannochloropsis, com 13,7 g/L e
10,8 g/L de NaOH, respectivamente. Os autores atribuiram a baixa solubilizagéo de
Chlorella e Nannochloropsis ao fato de ambas possuirem parede celular mais
complexa e, portanto, mais dificil de ser despolimerizada apenas pela adi¢cao de base
nas concentragdes escolhidas. A solubilizacdo de Tetraselmis dobrou, alcangando
72% ap0os o pré-tratamento com 20 g/L de NaOH. As demais espécies apresentaram
solubilizacdo semelhante a da biomassa bruta, a qual ja superava 50% mesmo antes
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do pré-tratamento (BOHUTSKYI; BETENBAUGH; BOUWER, 2014). Nesse caso, por
possuirem paredes mais simples, ou até mesmo nao ter parede, como no caso de
Pavlova_cf, boa parte da matéria organica ja se encontrava soluvel e o pré-tratamento
alcalino a temperatura ambiente nao trouxe nenhum diferencial.

O tratamento termoquimico, por sua vez, levou a melhores resultados de
solubilizacdo que o pré-tratamento quimico a temperatura ambiente para quatro das
cinco espécies de microalgas analisadas por Bohustkyi et al. (2014). Apds o pré-
tratamento com adi¢cao de base e aquecimento em autoclave a 121°C/10 atm por 30
minutos, Tetraselmis e Pavlovla alcangaram 90% de solubilizagdo com 6 g/L e 16,7
g/L de NaOH, respectivamente; ao passo que a solubilizacado de Chlorella e
Nannochloropsis foi de 80 e 95%, nessa ordem, com a adi¢do de 20 g/L de NaOH em
pH 14 (BOHUTSKYI; BETENBAUGH; BOUWER, 2014).

e) Concentragao da biomassa algacea

Alzate et al. (2012) testaram diferentes concentragcdes de biomassa na
digestao anaerobia de trés tipos de biomassa algacea mista (A, B e C). Segundo os
autores, reduzir a concentracao de 10 para 3 g ST/kg diminuiu o rendimento final da
digestado nos trés casos. O aumento da concentragdo de 10 para 20 g ST/kg causou
diminuicdo no rendimento em metano da digestdo da biomassa A, e teve efeito inverso
na digestdo das biomassas mistas B e C, elevando o rendimento final. Nos
experimentos conduzidos por Santos et al. (2014) , a concentragdo da biomassa foi 0
efeito mais significativo para a solubilizagdo da biomassa de /Isochrysis galbana.
Consequentemente, maior produgdo de metano foi obtida na digestdo na maxima
concentragcdo (4500 mg DQOJ/L) apds o pré-tratamento termoquimico com acido
diluido. O modelo estatistico obtido por Rincon-Pérez et al. (2019) mostrou que a
concentracdo de biomassa teve efeito negativo sobre a solubilizacdo; porém, a
maxima concentracdo empregada (30 g ST/L) levou ao maior rendimento em metano
(296 mL CH4/g SViniciais).

2.3.7. Influéncia do pré-tratamento quimico e termoquimico na digestao

anaerobia
a) Solubilizagao

A Tabela 2.6 apresenta os resultados de solubilizacdo e de aumento no

rendimento em metano obtidos apds os pré-tratamentos quimico e termoquimico da



57

biomassa algacea. Em geral, espera-se que com mais matéria organica disponivel
apos o pré-tratamento, o rendimento em metano seja superior ao da biomassa néo
tratada. A digestdo anaerobia de uma biomassa de Scenedesmus apds pré-
tratamento com acido sulfurico resultou em um aumento de 1,5 vezes no rendimento
em metano, quando comparado com o rendimento da biomassa bruta (MARQUES et
al., 2018). Por sua vez, o pré-tratamento termoquimico de Isochrysis galbana com
HCI, seguido da lavagem da biomassa para redugdo da salinidade, levou a um
incremento de 27% na solubilizagéo e de 71,5% no rendimento em metano (SANTOS
etal., 2014). Solé-Bundé e colaboradores (2017) alcangaram 25% de solubilizacéo da
matéria organica apoés o pré-tratamento termoquimico da biomassa mista de Chlorella
e Scenedesmus com 10% m/m de CaO a 72 °C por 24 h. Nessas condigdes, o0 pré-
tratamento favoreceu a produgdo de metano, alcangando um aumento de 25% no
rendimento em metano em comparacgao a digestdo da biomassa bruta.

Entretanto, sdo inumeros os exemplos encontrados na literatura nos quais o
aumento na solubilizacdo de matéria organica ndo necessariamente levou a um maior
rendimento em metano, especialmente se as condigdes aplicadas nos pré-
tratamentos quimico e termoquimico forem mais severas (BOHUTSKY]I,
BETENBAUGH; BOUWER, 2014; PENAUD; DELGENES; MOLETTA, 1999;
SAMSON; LEDUY, 1983). No pré-tratamento termoquimico com acido realizado por
Passos e colaboradores (2016), apesar da maior solubilizagao ter ocorrido em pH 0,4,
o maior rendimento em metano, correspondente a um aumento de 82% em relagao a
biomassa nao tratada, foi obtido com a biomassa pré-tratada em pH 1. Do mesmo
modo, quando os autores empregaram KOH como reagente, a biomassa pré-tratada
na menor concentragao de base apresentou o maior rendimento, 85,7% maior que o
da biomassa bruta.

Fica evidente, portanto, que a solubilizagdo da matéria orgénica nao se traduz
imediatamente em disponibilidade de substratos assimilaveis para os microrganismos
envolvidos na digestdo anaerdbia. A maioria dos autores atribui este fato a ocorréncia
de reagdes de Maillard entre as moléculas solubilizadas, como aminoacidos e
acucares redutores (PENAUD; DELGENES; MOLETTA, 1999; SOLE-BUNDO et al.,
2017). Tais reagdes sao favorecidas pela alta temperatura e pH extremo dos pré-
tratamentos e resultam na formacdo de compostos recalcitrantes, levando a
diminuicdo da biodegradabilidade da matéria-prima e baixa producdo de metano,

apesar de mais matéria organica se encontrar soluvel apds o pré-tratamento
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(PENAUD; DELGENES; MOLETTA, 1999). Nos pré-tratamentos alcalinos realizados
por Cho e colaboradores (2013), apesar da maior solubilizagao ter sido obtida em pH
13, a biomassa tratada nesta condi¢cdo teve o menor rendimento em metano, 36,6%
inferior ao da biomassa bruta. O maior rendimento em metano (363 NmL CHa4/g SVadic)
foi obtido com a biomassa tratada em pH 9, valor 8% superior ao da biomassa bruta.

A mesma tendéncia foi notada no estudo de Mahdy e colaboradores (2014a)
ao empregar tratamento termoquimico a 50 °C com NaOH 5% m/m por 48 h. Os
autores obtiveram maxima solubilizagao para as espécies Chlorella e Scenedesmus,
19,8% e 17,7%, respectivamente. Mas o rendimento em metano das biomassas
tratadas nessa condicao (135 e 138 NmL CH4/g DQOadic Chlorella e Scenedesmus,
respectivamente) foi inferior ao resultado das biomassas expostas a condi¢gdes mais
brandas. No caso de Chlorella tratada com 2% m/m de NaOH, sua digestao
apresentou 16,6% de aumento no rendimento em metano. Por sua vez, a digestao
anaerdébia de Scenedesmus tratada com 5% m/m de NaOH por 24 h mostrou
solubilizagéo de 17% e um aumento de 20% no rendimento em metano.

Na Figura 2.7 estado plotados resultados de aumento de solubilizagéo e
rendimento em metano de pré-tratamentos quimico e termoquimico com NaOH e HCI
(listados na Tabela 2.6) para melhor visualizagdo da relagdo entre esses dois
parametros. Observa-se uma relacdo positiva apenas nos resultados de Sposob
(2020). Nos demais estudos, nao se pode estabelecer qualquer relagao entre aumento

de solubilizagao e rendimento em metano.
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Figura 2.7:Rendimento em metano (mL CH4/g SV adicionados) versus aumento percentual na
solubilizacdo da matéria organica apos o pré-tratamento quimico e termoquimico da biomassa
algacea — diversos autores.
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b) Efeito do acumulo de aménia

Uma caracteristica da biomassa de microalgas e cianobactérias € o alto teor
de proteinas em sua composicdo, favorecendo uma baixa propor¢ao C/N
(BOHUTSKYI; BETENBAUGH; BOUWER, 2014; MAGDALENA; BALLESTEROS;
GONZALEZ-FERNANDEZ, 2018). Na primeira etapa da digestdo anaerdbia, os
microrganismos hidroliticos produzem enzimas extracelulares que hidrolisam
proteinas em aminoacidos, liberando aménia no processo (MAGDALENA;
BALLESTEROS; GONZALEZ-FERNANDEZ, 2018). A aménia pode atuar como
inibidor de varias maneiras. Devido a sua permeabilidade pela membrana celular,
pode acumular no citoplasma e alterar o pH intracelular. Além disso, pode levar a
inibicdo de enzimas especificas envolvidas na producdo de metano (MAGDALENA,;
GONZALEZ-FERNANDEZ, 2020; TORRES et al., 2013).

Wilson e Novak (2009) citam especificamente a formacdo de aménia livre
como potencial desvantagem do pré-tratamento térmico de biomassas ricas em
proteinas e compostos nitrogenados. No pré-tratamento quimico, 0 mesmo ocorre
devido as reagdes entre as proteinas e o reagente quimico empregado (D’HONDT et
al., 2017). Tradicionalmente, considera-se que concentra¢des de nitrogénio amoniacal
entre 1.500 e 3.000 mg/L inibem a atividade de microrganismos metanogénicos em

valores depH acima do neutro, enquanto concentragdes superiores a 3.000 mg/L sao



60

téxicas em qualquer faixa de pH (MCCARTY, P. L., 1964). Estudos mais recentes
reportam concentragdes inibitérias de nitrogénio amoniacal total entre 1.500 e 10.000
mg/L para uma gama de materiais organicos submetidos a digestdo anaerdbia em
condigdes mesofilicas e termofilicas (JIANG et al., 2019; YENIGUN; DEMIREL, 2013).

C) Acumulo de acidos graxos

Na digestdo anaerobia de biomassa os lipideos sdo hidrolisados a acidos
graxos de cadeia longa (AGCL) por bactérias fermentativas hidroliticas. Em seguida,
estes sdo convertidos pelos microrganismos acidogénicos em acidos graxos de
cadeia curta, também chamados acidos graxos volateis (AGV), como os acidos
acético, propandico e butandico que, por sua vez, serdo digeridos pelas bactérias
acetogénicas. Tais acidos nao sao toxicos por si s6, porém, quando ha um
desequilibrio no reator que leve ao seu acumulo, o pH do reator diminui, podendo
interferir na biodigestao e na produgéo de metano (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014).

Ja os acidos graxos de cadeia longa séo capazes de desacelerar a atividade
de bactérias Gram-negativas, uma vez que adsorvem na parede ou membrana celular,
causando problemas de transporte nas células (KWIETNIEWSKA; TYS, 2014).
Hanaki, Matsuo e Nagase (1981) testaram a influéncia da concentracéo de acidos
graxos de cadeia longa na digestdo anaerdbia de substratos sintéticos (acetato, n-
butirato, e mistura de acidos graxos). Aos dois primeiros substratos, os autores
adicionaram concentragdes variadas de uma mistura de acidos graxos C10 a C18, de
cadeias saturadas e insaturadas. Os experimentos confirmaram que a presencga de
AGCL em concentragbes entre 1000 e 2000 mg/L inibe tanto a degradagdo dos
mesmos pelas bactérias acetogénicas como a degradacéo do acetato e do n-butirato
pelas arqueias metanogénicas. Além disso, foi verificado que, quanto maior a
concentragdo de AGCL, maior a fase lag observada antes do inicio da produgéo de
metano (HANAKI; MATSUO; NAGASE, 1981).

A digestdo anaerobia de Nannochloropsis salina, apds pré-tratamento com
alcalis (pH 11), como método de ruptura da parede celular e recuperagao dos lipideos
da biomassa, resultou em menor producdao de AGV, acumulo de AGCL e menor
producgao de biogas, que ndo continha metano (QIU et al., 2020). De acordo com o0s
autores, em condi¢des alcalinas ha insuficiéncia de prétons para a reagao de (-
oxidacdo conduzida pelos organismos acetogénicos na degradacao dos acidos
graxos. Além disso, o pH elevado também causa uma forte inibicdo do crescimento
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dos organismos acetogénicos e metanogénicos, suprimindo as etapas subsequentes
a hidrdlise na biodigestao (QIU et al., 2020).

d) Acumulo de sais

No que diz respeito ao pré-tratamento quimico e termoquimico, o emprego de
alcalis como reagente quimico ou na neutralizagdo do pH apds pré-tratamento acido
favorece o acumulo de ions Na® ou K* na biomassa. Além disso, espécies
halotolerantes ou oriundas de ambientes salinos em geral apresentam um elevado
teor de sais (WARD; LEWIS; GREEN, 2014). Alguns autores indicam que
concentracbes de Na* maiores que 3 g/L podem ser altamente toxicas aos
microrganismos metanogénicos, enquanto que para o K* concentragdes entre 2,5 e
4.5 g/L causam inibicdo moderada, e a partir de 12 g/L forte inibicdo (PASSOS et al.,
2016).

A toxicidade pode ser mais uma razdo que leva a diminuicdo no rendimento em
biogas quando altas concentragcdes de base s&o empregadas no pré-tratamento
alcalino, apesar de alta solubilizagcdo da biomassa ser alcancada. Passos e
colaboradores (2016) obtiveram maior produtividade em metano na condicdo mais
branda de pré-tratamento, empregando KOH 0,5% m/m a 80 °C por 2 h. Nessa
condigdo, os autores reportaram 2,9 g/L de K*. Por outro lado, na condigdo mais
severa (2,0% m/m KOH, 80 °C e 2 h) obteve-se o menor rendimento em metano, pois
a concentracao de K* chegou a 12,8 g/L, indicando um efeito inibitério associado ao
acumulo destes ions.

No estudo realizado por Santos e colaboradores (2014), a digestao anaerdbia
da espécie marinha Isocrysis galbana, apds pré-tratamento com HCI, teve queda de
34% no rendimento em metano, comparado com a digestdo da biomassa bruta. Nessa
condicao, a concentracao total de sédio na biomassa foi de 3,6 g/L. Nesse caso, 0
sdédio na biomassa é devido a origem marinha da espécie e também ao uso de NaOH
na neutralizagdo do pH apds pré-tratamento acido. Ao empregar Ca(OH)2 para
neutralizar o pH e adicionar uma etapa de lavagem da biomassa apds o pré-
tratamento, a concentragao de sédio caiu para 65 mg/L e o rendimento em metano

aumentou 71,5%.

Com base no exposto, apesar da biomassa algacea ser uma matéria-prima

promissora para a produgao de metano, caracteristicas intrinsecas representam
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desafios para esta rota. A adogdo de um método de separagdo da biomassa é
fundamental para a produgéo de energia. Como discutido no item 2.1.4, a floculagéo
quimica € um método de separagao solido-liquido bastante comum em processos em
que o liquido é o produto desejado. Entretanto, quando ha interesse no
processamento da fracdo sdlida (neste caso, a biomassa algacea), € necessario
investigar se o agente floculante (que permanece aderido a biomassa) influencia no
processo. O estudo de Gouleke et al. (1957b) demonstrou que o rendimento em
biogas proveniente da biomassa floculada com sulfato de aluminio foi semelhante ao
da biomassa concentrada por centrifuga¢cao, mostrando ndo haver efeito negativo do
floculante sobre a digestdo anaerdbia. Nao obstante, esta conclusdo ndo pode ser
extrapolada para todos os agentes floculantes e condi¢des operacionais, sendo
necessarios mais estudos de digestdo anaerdbia da biomassa densificada.

Além disso, o pré-tratamento proporciona uma solucéo para a recalcitrancia
da biomassa. Todavia, a relagdo entre aumento na solubilizagdo e rendimento em
metano ndo é bem definida. Frequentemente observa-se que tanto para o pré-
tratamento quimico realizado em temperatura ambiente quanto para o termoquimico,
o0 aumento na solubilizagdo de matéria organica ndo necessariamente leva a um maior
rendimento em biogas, especialmente se as condi¢gdes aplicadas no pré-tratamento
forem mais severas. Em outras palavras, as condicdes de pré-tratamento em que se
alcanga maior solubilizacdo podem ser diferentes daquelas que contribuem para um
maior rendimento em metano. Portanto, mais estudos sdo necessarios no intuito de
se estabelecer uma condicdo de pré-tratamento que torne viavel o emprego de

biomassa algacea para obtencéo de biogas/metano.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo abordadas as metodologias empregadas para a selegéo
das condi¢cbes experimentais do pré-tratamento termoquimico, o cultivo das
cianobactérias, os experimentos de pré-tratamento, o procedimento de
coagulagao/floculagcado da biomassa com quitosana e o ensaio de digestdo anaerdbia
da biomassa da cianobactéria. Também sao apresentados os métodos analiticos,
materiais e reagentes quimicos utilizados. O diagrama de blocos da Figura 3.1

apresenta as etapas do trabalho experimental.

Figura 3.1: Diagrama de blocos das etapas experimentais
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*foi realizada caracterizagdo da biomassa antes de prosseguir para a etapa seguinte
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3.1 Analise comparativa entre os métodos de pré-tratamento quimico e

termoquimico

Um monitoramento da literatura sobre métodos de pré-tratamento da
biomassa algacea para producédo de metano foi realizado a partir das bases de dados
Scopus e Google Scholar, incluindo trabalhos pioneiros dos anos 1980 e 1990 e mais
recentes (a partir de 2013). Os trabalhos académicos selecionados nesta primeira
etapa deram origem aos dados compilados nas Tabela 2.5 e 2.6.

A fim de determinar as condi¢bes de pré-tratamento quimico e termoquimico
que efetivamente favorecem a producdo de metano via digestdo anaerdbia da
biomassa algacea, foi realizada uma analise tomando como ponto de partida os dados
da Tabela 2.6. Dentre um total de 78 métodos, foram pré-selecionados aqueles que
utilizaram NaOH e HCI, considerando seu amplo uso na literatura.

Como forma de avaliar o impacto das condi¢des utilizadas sobre o resultado
da digestao anaerobia, foram calculadas a variagéo percentual da solubilizagao (Sp) e
do rendimento em metano (Yp) obtidos apds cada pré-tratamento, em relagao a
biomassa bruta, sem pré-tratamento. Como diferentes formas de apresentar a
solubilizagdo da biomassa foram encontradas na literatura consultada, o grau de
solubilizagao inicial (So) e final (Sr) de cada pré-tratamento foi estabelecido como
sendo a razao entre a DQO soluvel e a DQO total da biomassa, informadas nos

trabalhos pesquisados, e calculados de acordo com as equacgdes 3.1 e 3.2.

S; (%) = DQOs: . 100
(%) =
l DQOr, (3.1)
Sy (% PCOs 100
= — %
r (%) DQOr, (3.2)

onde Sie S s&o o grau de solubilizagdo antes e apds o pré-tratamento, em %, DQOr;
(g/L) é a DQO total da biomassa antes do pré-tratamento, DQOs; (g/L) é a DQO soluvel
da biomassa antes do pré-tratamento e DQOss (g/L) € a DQO soluvel da biomassa

apds o pré-tratamento.

As equacdes 3.1 e 3.2 foram aplicadas a todos os pré-tratamentos
selecionados, com excecdo do pré-tratamento termoquimico com acido cloridrico
realizado por Passos et al. (2016). Os autores ndo expressam a matéria organica

solubilizada em termos de DQO, mas sim de COT (carbono organico total, em mg/L).
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Desta forma, a variagdo na solubilizacdo da matéria organica esta expressa em
termos do aumento percentual na concentragdo de COT da biomassa apds o pre-

tratamento.

A variagao percentual na solubilizagao (Sp), foi calculada de acordo com a
equacao 3.3. A variagdo percentual no rendimento em metano (Yp) foi calculada
conforme a equacéo 3.4, sendo os rendimentos em metano da biomassa bruta (Y cHa-

g) € da biomassa pré-tratada (Ycras-p7) obtidos da literatura.

S, —S.
Sp (%) = ( fS- l) x 100 (3.3)
l
Y,
Yp (%) = ( ;’“PT — 1) X 100 (3.4)
CH4p

Com base nestas variaveis, adotou-se como critério de selecdo dos pré-
tratamentos: (i) variagdo na solubilizagdo = 50% e (ii) variagéo positiva no rendimento
em metano. Por fim, a relagdo entre as condi¢cdes de pré-tratamento (concentragéo
de reagente, temperatura e tempo) e as variaveis Sp e Yp foi analisada dentro de
quatro categorias de pré-tratamento: a) quimico com NaOH; b) termoquimico com
NaOH; c¢) quimico com HCI e d) termoquimico com HCI.

Para avaliar diferentes condicdes de pré-tratamento em termos de temperatura
e tempo, empregou-se o fator de severidade combinada. O fator de severidade € um
conceito introduzido por Overend e Chornet (1987) originalmente relacionado ao pré-
tratamento com explosédo a vapor de biomassa lignocelulésica visando a conversao
dos polissacarideos em agucares mais simples, como glicose e xilose, para posterior
producao de etanol (AMIN et al., 2017; FENG, 2014). De acordo com Overend e
Chornet, a reacado de conversao da hemicelulose em xilose segue uma cinética de
primeira ordem, na qual a constante K obedece a lei de Arrhenius. O fator de

severidade é dado pelo logaritmo de Ro, como mostra a equagéao 3.5.
Severidade = logR, (3.5)

Onde Ro é a ordenada da reacéo.
O fator Ro combina o efeito da temperatura e do tempo do pré-tratamento

hidrotérmico, conforme apresentado na equacgao 3.6.
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Th - Tref)

R":txeXp( 14,75

(3.6)

na qual t € o tempo do pré-tratamento (em min), Tref € a temperatura de
referéncia (100 °C), Tn é a temperatura em que o pré-tratamento é realizado (em °C)
e 14,75 é um fator relacionado a energia de ativagdo do pré-tratamento.

O pré-tratamento quimico e termoquimico pode ser intermediado por um
catalisador acido ou alcalino. Assim, o fator de severidade combinado (CS — combined
severity), apresentado na equacgao 3.7, foi desenvolvido por Chum et al. (1990) para

levar em conta o efeito de HCI ou H2SO4 na exploséo a vapor.
log CS = logRy — pH (3.7)

Quando se realiza o pré-tratamento com alcalis, o pH pode ser substituido
pelo pOH no célculo do fator de severidade combinado. E valido ressaltar que, neste
trabalho, comparou-se biomassas de diferentes espécies e, consequentemente, de
composi¢cao quimica diferentes, visto a diversidade das microalgas e cianobactérias.
O fator de severidade combinada, no entanto, ndo contempla estas diferengas, sendo
utilizado majoritariamente na avaliagdo do pré-tratamento de biomassa
lignoceluldsica. Sendo assim, ao empregar o conceito de severidade combinada aos
pré-tratamentos da biomassa algacea, obteve-se uma comparagao modesta, de forma
a complementar as demais analises realizadas.

A eficiéncia energética dos pré-tratamentos quimicos e termoquimicos
também foi avaliada e comparada com métodos fisicos e bioldgicos. Nos estudos em
que o balanco energético ndo foi apresentado, a energia requerida para o pré-
tratamento foi calculada a partir das informacdes disponiveis nos trabalhos citados na
Tabela 2.6, conforme as equacdes 3.8 (utilizada para pré-tratamento térmico) e 3.9
(aplicada a pré-tratamentos quimicos), a seguir (MARQUES et al., 2018).

s _|P Vy(T, - Ty)] [kAt(T,—T,)x0,06
me mgy " Mgy

(3.8)

onde Ein (kJ/g SV ou kJ/g DQO) representa a energia necessaria para elevar
a temperatura da biomassa da temperatura ambiente (To = 25°C) a temperatura do
pré-tratamento (Tp, °C), p é a densidade do cultivo (considerada a mesma da agua,
1,0 kg/L), V é o volume (1 L), y é o calor especifico (4,18 kJ/kg.°C), msv € a massa de
biomassa tratada (em g SV ou g DQO), k é o coeficiente de transferéncia de calor (1,0
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W/m2.°C), t é a duragdo do pré-tratamento em minutos, e A € a area superficial do
reator (0,061 m?), calculada para um reator com volume util de 1,5 L e relagdo
altura/didmetro de 2 (MARQUES et al., 2018).
o = Ve YeF
m CsV (3.9)

onde Ein (kJ/g SV ou kdJ/g DQO) representa o custo energético do reagente

quimico (ou enzima, no caso de pré-tratamento bioldgico) utilizado. Vr € o volume (L)
ou massa (g) de reagente necessario para o pré-tratamento, Yr € o preco do reagente
(0,16 USD/mL HCI ou 0,11 USD/g NaOH), Pe é um fator de conversao do custo
monetario em energia (27481 kJ/USD) e equivale ao inverso do custo da energia
elétrica para o setor industrial, Cs € a concentragao de biomassa (g SV/L ou g DQOI/L)
e V é o volume de biomassa tratado (L). O preco dos reagentes foi obtido de
fornecedores industriais internacionais para o periodo de julho/2022 e o custo da
energia elétrica foi baseado no custo médio mundial em 2021.

A equacao 3.8 considera a energia térmica requerida pelos pré-tratamentos,
enquanto a equagao 3.9 contabiliza a demanda energética para a produgao dos
reagentes quimicos. Assim, a demanda energética total do pré-tratamento quimico e
bioldgico é dada pela equagao 3.8, enquanto que para o pré-tratamento termoquimico
a demanda é determinada pela soma das equacgdes 3.8 e 3.9. A energia produzida
pela digestdo anaerdbia da biomassa tratada, Eout, € dada pela equagéo 3.10:

E — ﬂ
out 103 (3.10)

Onde n ¢é a eficiéncia de recuperagao da energia em forma de metano (0,9),
AP é o rendimento em metano da biomassa tratada (NmL CHa/g SV ou NmL CHa4/g
DQO adicionados) e ¢ € o poder calorifico inferior do CH4 (35,8 kJ/L CH4) (MARQUES
et al., 2018).

3.2 Cultivo e caracterizagdao da biomassa

A cepa de cianobactéria Synechococcus subsalsus utilizada nos
experimentos foi obtida do Banco de Microalgas Aidar & Kutner (BMA&K), do Instituto
Oceanografico da USP. Como meio de cultivo para as cianobactérias, utilizou-se o
meio liquido BG-11, cuja composicao esta descrita na Tabela 3.1.

Erlenmeyers de 500 mL, contendo 300 mL do meio de cultivo foram

esterilizados em autoclave a 121°C por 15 min, seguido de resfriamento até alcancgar
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a temperatura ambiente. Posteriormente, os meios foram expostos a radiagao
ultravioleta em camara de fluxo laminar por 30 min, juntamente com os materiais

necessarios para realizar a inoculagao (pipetas, ponteiras, proveta e béquer).

Tabela 3.1:Composi¢ao do meio de cultivo BG-11.

Componente Férmula Concentragao (g/L)
Solugao de macronutrientes
Nitrato de sddio NaNOs 1,500
Fosfato de potassio dibasico K2HPO4 0,040
Sulfato de magnésio MgS0O4.7H20 0,075
Cloreto de calcio CaCl2.2H20 0,036
Carbonato de sodio Na2COs3 0,020
Solugéo de citrato
Acido citrico CsHsO7 0,006
Citrato férrico amoniacal (NHa)s[Fe(CsH407)2] 0,006
EDTA - 0,001
Solugéo de metais-trago
Acido bérico H3sBOs 2,860
Cloreto de manganés MnCl2.4H20 1,810
Sulfato de zinco ZnS04.7H20 0,222
Molibdato de sédio NaMo0O4.2H20 0,390
Sulfato de cobre CuS04.5H20 0,079
Cloreto de cobalto CoCl2.6H20 0,045

Fonte: adaptado de Cyanosite (2022)

A inoculagao foi feita em assepsia dentro da camara de fluxo laminar. De um
cultivo preexistente, mediu-se a densidade Optica a 750 nm (D.O.750) e retirou-se uma
aliquota para ser utilizada como inéculo em cada erlenmeyer do novo cultivo. O
volume de indculo (Vinscuo) Nnecessario foi calculado de maneira que a densidade
Optica inicial do novo cultivo fosse igual a 0,06 (equagao 3.11).

Vinscuto[ML] = 0,06 X Vi X > &1
D.0.;5

Ap6s a inoculagdo, a cultura de cianobactérias foi incubada em uma
incubadora shaker refrigerada por 30 dias, a 23 °C £ 1 °C e 150 rpm, com iluminagao
artificial direta (lampada LED branca 15W) em um fotoperiodo de 12h iluminado/12h
escuro, controlado por um interruptor automatico com timer.

A concentragcdo de células no cultivo foi acompanhada medindo-se a
densidade o6ptica (D.O.) a 750 nm. Leituras de densidade éptica foram convertidas em

peso seco de biomassa por meio de uma curva-padrao previamente preparada,
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relacionando a densidade 6ptica com a concentracdo de sélidos suspensos totais
(SST) de uma amostra de cultivo de S. subsalsus. A equacgao 3.12 descreve a curva
de peso seco resultante, com coeficiente de determinagao (R?) de 0,9947.

C = 828,75 X D.0.750pm— 13,997 (3.12)

onde C é a concentragao de sélidos suspensos totais (SST), em mg/L, e
D.O.750nm € a densidade optica do cultivo medida a 750 nm.

Ao final dos cultivos, a biomassa foi caracterizada por meio de analises de
sélidos suspensos totais (SST), demanda quimica de oxigénio total (DQOT), demanda

guimica de oxigénio soluvel (DQOs) e pH.
3.3 Densificagao da biomassa

A densificacdo das cianobactérias foi realizada via coagulagao/floculagao
utilizando quitosana (Sigma-Aldrich ou Polymar) como agente floculante. Este método
permite separar as células do meio de cultivo, resultando em uma biomassa muito
mais concentrada do que no cultivo fresco.

O procedimento de coagulagao/floculagcado de S. subsalsus foi realizado de
acordo com as condi¢des 6timas (concentragédo de quitosana, velocidade de agitacéo,
pH e tempo) indicadas em um estudo anterior (SANTOS, em fase de elaboragao),
também desenvolvido no Laboratério de Tecnologia Ambiental da Escola de Quimica
da UFRJ. Neste estudo, verificou-se que as condicbes oO6timas para a
coagulagao/floculagao foram pH 7,0, tempo de mistura rapida (TMR) = 100 rpm/1 min,
tempo de mistura lenta (TML) = 40 rpm/15 min e tempo de sedimentacao (TS) de 45
min, empregando-se uma relagao de 0,3 g quitosana/g SST da biomassa.

A coagulacio/floculagao foi feita em equipamento jar-test Nova Etica 218/1-
06. A 150 mL de cultivo adicionou-se 1 mL de solugdo de quitosana (2,33 g de
quitosana previamente solubilizada em acido acético 1,0% v/v) e iniciou-se a etapa de
agitacao rapida. Em seguida, procedeu-se com a etapa de agitacao lenta. Por fim, a
biomassa floculada foi deixada em repouso por 45 min para sedimentar. Ao final deste
processo, o sobrenadante foi removido e a biomassa concentrada foi armazenada em
tubos Falcon conservados na geladeira (10 °C) para posterior caracterizagao.

A eficiéncia de floculagao (EF) foi calculada de acordo com a equacgao 3.13,
onde D.O7sonmo representa a densidade Optica do cultivo fresco e D.O.750nms
representa a densidade oOptica do sobrendante apds a coagulagao/floculagao, ambas
medidas a 750 nm.
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D. 0-750nm —D. 0-750nm
e . s (3.13)
EF (%) ( X — x 100

Por fim, a equacgao 3.14 foi utilizada para avaliar o fator de concentragao da

biomassa

(D.0.750nmy % Vo) — (D. 0.750nms X V)
Vp (3.14)

D. 0-750nm0

FC =

onde Vs = volume de sobrenadante (mL) e Vb = volume de biomassa

densificada (mL).
3.4 Pré-tratamento termoquimico da biomassa de Synechococcus subsalsus

Para o pré-tratamento termoquimico da biomassa de S. subsalsus com acido
cloridrico (HCI), utilizou-se um planejamento composto central com trés réplicas no
ponto central (C). Este tipo de planejamento permite obter um modelo quadratico
considerando os principais fatores que influenciam na variavel resposta e as
interacdes entre os termos lineares e quadraticos destes fatores.

O primeiro planejamento teve por objetivo avaliar o efeito das variaveis
temperatura, concentracao de HCI e concentragdo de biomassa sobre a solubilizagao
da biomassa. O pré-tratamento foi conduzido em frascos de vidro tipo Schott de 100
mL, contendo 30 mL de biomassa (fresca ou densificada), imersos em um banho de
Oleo de silicone com temperatura controlada por uma placa aquecedora IKA RCT
Basic. Com o auxilio de uma pipeta automatica, o volume de HCI necessario foi
adicionado aos frascos que, em seguida, foram fechados e colocados no banho. A
duragéo do pré-tratamento (1 ou 4 h) foi marcada no cronémetro a partir do momento
em que o sistema atingiu equilibrio térmico, verificado com um termémetro.

As faixas de valores estabelecidas para cada variavel estudada no
planejamento foram definidas a partir das conclusbes da analise comparativa
realizada no item 3.1. Assim, temperaturas de 50°C e 100°C e concentragdes de HCI
de 0,1% v/v e 1,0% v/v foram selecionadas para os niveis -1 e +1 da matriz do
planejamento. Os niveis -1 e +1 estabelecidos para a concentracédo de biomassa

foram a concentragéo de solidos suspensos totais (SST) do cultivo fresco (biomassa
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diluida) e da biomassa densificada. Tais limites correspondem, respectivamente, a
10,9% e 18,1% SST (em mg SST/100 mL). Os experimentos de pré-tratamento foram
realizados nos tempos de 1 e 4 h.

Os valores reais e codificados das variaveis testadas sao apresentados na
Tabela 3.2. A matriz de experimentos gerada pelo software é mostrada na Tabela 3.3.
Todos os 18 experimentos de pré-tratamento (H1 a H18) foram realizados durante 1

h e 4 h, totalizando 36 experimentos.

Tabela 3.2: Niveis e valores reais das variaveis independentes testadas no Planejamento 1

Variaveis independentes Niveis e valores reais
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura (°C) 33,0 50,0 750 100,0 117,0

concentracéo de HCI (% v/v) 0,00 0,10 0,55 1,00 1,20
% SST (mg SST/100 mL) 74 109 145 181 217
Fonte: elaboragéo prépria (2022)

Tabela 3.3: Matriz de experimentos do Planejamento 1.

Experimento T (°C) HCI(%vlv) % SST

H1 75 0,55 74
H2 75 1,3 14,5
H3 100 1,0 10,9
H4 50 0,1 10,9
H5 33 0,55 14,5

H6 (C) 75 0,55 14,5
H7 50 1,0 18,1
H8 75 0,55 21,7
H9 100 0,1 18,1
H10 50 1,0 10,9
H11 100 1,0 18,1
H12 100 0,1 10,9
H13 75 0,0 14,5

H14 (C) 75 0,55 14,5
H15 50 0,1 18,1
H16 117 0,55 14,5

H17 (C) 75 0,55 14,5

C = ponto central.
Fonte: elaboragéo prépria (2022)
Considerando as conclusdes da analise comparativa e do Planejamento 1
(discutidos na secdo 4.4), um segundo planejamento foi realizado contemplando

apenas a biomassa densificada, no qual adotou-se temperaturas mais altas e tempo
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de pré-tratamento de 2 h. Neste segundo planejamento, um bloco digestor ALFAKIT
AT 525 foi utilizado como fonte de aquecimento para tubos Hach de 10 mL, contendo
6,0 mL de biomassa densificada. Com o auxilio de uma pipeta automatica, o volume
de HCI necessario foi adicionado aos tubos Hach que, em seguida, foram fechados e
colocados no bloco digestor. A duracdo do pré-tratamento (2 h) foi marcada no
cronémetro a partir do momento em que o sistema atingiu equilibrio térmico, verificado
no termopar do bloco digestor. Os valores reais e codificados das variaveis testadas
no Planejamento 2 sao apresentados na Tabela 3.4. A matriz de experimentos gerada
pelo software para o Planejamento 2 € mostrada na Tabela 3.5, com um total de 13

experimentos.

Tabela 3.4: Niveis e valores reais das variaveis independentes testadas no Planejamento 2

Variaveis independentes Niveis e valores reais
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura (°C) 90 100 125 150 160

concentracao de HCI (% v/v) 0,00 0,10 0,55 1,00 1,20
Fonte: elaboragéo prépria (2022)

Tabela 3.5: Matriz de experimentos do Planejamento 2.
Experimento T (°C) HCI (% viv)

H1 (C) 125 0,55
H2 125 1,2
H3 (C) 125 0,55
Ha4 150 0,1
H5 125 0,0

H6 90 0,55
H7 (C) 125 0,55
H8 100 1,0
H9 (C) 125 0,55
H10 (C) 125 0,55
H11 100 0,1
H12 160 0,55
H13 150 1,0

C = ponto central
Fonte: elaboragéo prépria (2022)
Ao final de cada pré-tratamento, a biomassa hidrolisada foi esfriada até atingir
a temperatura ambiente e caracterizada em termos de DQO soluvel e pH.
Como o método de determinagdo da DQO possui um limite maximo para a

concentragdo de cloreto nas amostras, para cada volume de HCI adicionado a
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biomassa, a concentracédo de cloreto foi calculada estequiometricamente, de acordo

com a reagao de dissociagao do acido cloridrico em meio aquoso (Reagao 3.1):
1HClyg = 1Hgy +1Clg, reacdo (3.1)

A concentracdo de cloreto em todas as condicbes de pré-tratamento foi
inferior a concentragado que causa interferéncia na determinagédo de DQO (2000 mg
CI/L). No entanto, em alguns casos a diluicdo da amostra foi necessaria para atender
o limite de detecgdo do método de determinacdo da DQO, empregando-se dilui¢des
de 2,5 (biomassa fresca) e 1,67 (biomassa densificada).

Por fim, determinou-se o grau de solubilizagado (Sf) da biomassa em cada
condicao de pré-tratamento, bem como o aumento percentual na solubilizacédo (Sp),
calculados de acordo com as equacgdes 3.2 e 3.3 do item 3.1, respectivamente. Os
resultados dos planejamentos foram analisados para a variavel dependente Sp no
software Statistica versao 10.

Pelo modelo estatistico gerado, escolheu-se a condi¢gao de pré-tratamento
que maximizou Sp para realizar a hidrolise termoquimica da biomassa de
cianobactérias antes dos ensaios de digestdo anaerdbia. Como o volume de biomassa
necessario era maior, o pré-tratamento foi realizado no bloco digestor de um
Determinador de Gordura TE-044 (TECNAL), que comporta 150 mL de biomassa sob
temperatura controlada.

Neste caso, o pré-tratamento termoquimico foi realizada com acido sulfurico,
em substituicdo ao acido cloridrico, para evitar a introducéo de ions cloreto no meio e
inibicdo da digestao anaerdbia. Contudo, o sulfato introduzido na amostra pode levar
a formagao de Hz2S e também inibicdo da digestdo anaerdbia. A fim de minimizar a
producao de H2S durante a digestdo anaerdbia, éxido de célcio (CaO) foi adicionado
a biomassa hidrolisada para precipitar o sulfato e, consequentemente, eliminar seu
efeito inibitério (LIMA, 2020).
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3.5 Digestao anaerébia da biomassa de cianobactérias

Trés ensaios de digestdo anaerébia da biomassa de Synechococcus
Ssubsalsus foram realizados empregando como matéria-prima (i) a biomassa do meio
de cultivo (BMC); (ii) a biomassa densificada por coagulagao/floculagdo com quitosana
(BMD); e (iii) a biomassa densificada e que sofreu pré-tratamento acido (BMDA).

Os ensaios foram conduzidos em batelada no respirdbmetro Gas Endeavor
(Bioprocess Control) utilizando como reatores frascos Schoft com volume total de 600
mL. Lodo anaerdbio da estacéo de tratamento de efluentes de uma industria cervejeira
foi utilizado como in6culo na digestao anaerodbia. A caracterizagdo do lodo em termos
de solidos totais e solidos volateis foi realizada conforme descrito na sec¢ao 3.6.

Como condig¢des iniciais, estabeleceu-se pH entre 6,8 e 7,2; temperatura
mesofilica de 35°C; relagao inéculo/biomassa de 2 g SV para cada 1 g de DQO (I/S =
2); agitagdo a 60 rpm em modo intermitente (60s agitando, 60s pausado) e duragao
de 30 dias, ou até cessar a produgao de metano, o que ocorresse primeiro.

A Tabela 3.6 apresenta a concentracdo e volume de biomassa e de lodo

utilizados em cada ensaio de forma a obter uma razao 1/S=2.

Tabela 3.6: Concentragbes e volumes de biomassa e lodo nos ensaios de digestdo anaerdbia.
Tipo de Concentragcdao Concentracido Volume de Volume de

biomassa de biomassa de lodo biomassa lodo
(g DQOI/L) (g SVIL) (mL) (mL)

Biomassa do 0,442 13,95 150 9,5
cultivo (BMC)
Biomassa 10,2 50 73,4
densificada
(BMD)
Biomassa 9,2 50 81,6

densificada e
pré-tratada
com acido
(BMDA)

Fonte: elaboragéo prépria (2022)

As misturas de biomassa com o lodo anaerdbio foram preparadas em volume
necessario para ensaios em duplicata ou triplicata, sob agitacdo magnética para
garantir homogeneizagao das aliquotas tomadas. Antes da adigdo do lodo, o pH da

biomassa foi medido em pHmetro digital (QUIMIS) e ajustado para aproximadamente
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6,0 com acido sulfurico 0,5 mol/L. Apos adigcéo do lodo, verificou-se o pH e ajustou-se
novamente para manté-lo na faixa de 6,8 a 7,2.

A fim de minimizar a producao de H2S durante a digestao anaerdbia, 6xido de
calcio (CaO) foi adicionado a mistura para precipitar o sulfato oriundo do acido
sulfurico empregado no pré-tratamento termoquimico da biomassa e no ajuste de pH
da biomassa pré-tratada. A massa de CaO necessaria foi calculada
estequiometricamente de acordo com as reagbes 3.2 e 3.3.

Ca0 + H,0 — Ca(OH), reagao (3.2)

H,S0, + Ca(OH), — CaS0, + 2 H,0 reagéo (3.3)

Além das misturas, foram preparados brancos em triplicata utilizando o
mesmo volume de lodo empregado em cada ensaio e substituindo a biomassa por
agua destilada. E comum que restos de matéria organica fiquem misturados ao
in6culo anaerodbio proveniente de reatores em operacao, o que resulta em producao
de metano mesmo na auséncia de matéria-prima. Assim, a analise dos brancos foi
feita para avaliar a atividade endégena do lodo.

Uma vez prontas, as misturas e os brancos foram fracionados nos frascos
Schott e o teste foi montado no respirdbmetro Gas Endeavour. Hastes agitadoras foram
acopladas em cada frasco e estes foram colocados em banho-maria a 35°C durante
todo o ensaio. Em seguida, conectou-se os frascos a unidade de absorcao de gas,
onde o gas carbdnico gerado fica retido e apenas o metano prossegue para o sistema
de medigéo do equipamento. Por fim, realizou-se a purga dos frascos com nitrogénio
gasoso durante um minuto a fim de expulsar quaisquer gases dissolvidos e garantir
um ambiente anaerdbio dentro dos reatores.

O equipamento registra o volume acumulado de metano produzido ao longo
da digestéao, fornecendo resultados nas condi¢ées normais de temperatura e presséo
(CNTP, T = 273 K e pressao de 1 atm). Para obter o volume de metano produzido
exclusivamente pela digestdo anaerdbia da biomassa, a média das triplicatas (ou
duplicatas) dos brancos foi subtraida da média das triplicatas (ou duplicatas) dos
ensaios com matéria-prima. O rendimento especifico (YcHs) foi obtido dividindo-se o
volume de metano (em NmL) pela massa de biomassa inserida no ensaio (DQOadic).
Assim, obteve-se uma curva de produc¢ao de metano para os 30 dias de ensaio.

O modelo de Gompertz (equagao 3.15) e o modelo de Gompertz modificado

(MGM, equagao 3.16) sdo dois modelos comumente utilizados para avaliar a cinética
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da digestdo anaerobia, uma vez que seus parametros representam matematicamente
as fases do crescimento microbiano (GOMES; STRANGFELD; MEYER, 2021).

Yo [NmL CH,/gDQO;,] = A X exp(—m X exp(—A X t)) (3.15)
Yyem [NmL CH,/gDQO;,] = A X exp{— exp [( llmAX e> X(A—1t)+ 1|} (3.16)

onde Yg = rendimento em metano de acordo com modelo de Gompertz (NmL

CHa/g DQOadic); Ymam = rendimento em metano de acordo com modelo de Gompertz

modificado (NmL CHa4/g DQOadic); A = rendimento maximo (NmL CH4/g DQOadic); tm

= taxa maxima de producdo especifica de metano (NmL CHa/g DQOadgic.dia); A =
duragédo da fase /ag (dia); t = tempo (dia); e e = numero de Euler.

Os parametros dos modelos podem ser calculados minimizando a soma do erro

normalizado, dado pela equacgao 3.17.

Y, — Ye)z (3.17)

erro normalizado = (
Yin

onde Ym = rendimento em metano previsto pelo modelo (NmL CH4/g DQOadic);
Ye = rendimento em metano experimental (NmL CHa/g DQOadic).

Alternativamente, os parametros cinéticos podem ser estimados graficamente
através da curva de rendimento especifico por tempo. A taxa maxima de produgao
especifica de metano (u) € determinada pelo coeficiente angular da reta ajustada aos
pontos do segmento crescente do grafico, enquanto a interseccao desta reta com o
eixo x determina a duragao da fase /lag (). O parametro A é a assintota paralela ao
eixo X, calculado como a média dos valores dentro do plateau (GOMES;
STRANGFELD; MEYER, 2021). Este método é particularmente util quando a curva
apresenta duas fases de producdo de metano, comportamento conhecido como
diauxia (Figura 3.2), dificultando um bom ajuste dos modelos matematicos. Neste

caso, os parametros sao estimados para cada fase separadamente.
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Figura 3.2: Curva de produgao de metano com aspecto de diauxia e estimativa grafica dos
parametros cinéticos.
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3.6 Métodos analiticos

Os meétodos descritos a seguir foram empregados na caracterizagdo da
biomassa algacea (fresca, densificada e pré-tratada) e do indculo anaerébio.
Seguiram-se métodos analiticos padrbes para determinacao de sélidos totais (APHA
2017 - 2540 B), sdlidos volateis (APHA 2017 — 2540E), sélidos suspensos (APHA
2017 - 2540D), demanda quimica de oxigénio (DQO) total e soluvel (APHA 2017 -
5220) e pH (APHA 2017 - 4500-H*) (APHA, 2017). A densidade 6ptica da biomassa

foi medida como forma de verificar o seu crescimento.
a) Solidos Totais

As andlises de sdlidos totais (ST) foram realizadas em triplicata, de acordo
com o método APHA 2017 — 2540B (APHA, 2017). Cadinhos de porcelana limpos e
vazios foram levados a mufla (EDG Equipamentos) a 550 °C por 1 h. Em seguida,
foram deixados para esfriar em dessecador até atingir a temperatura ambiente e,
entdo, tiveram suas massas (representadas por Po) aferidas em balanga analitica. Sob
agitacao magnética, 20 mL de amostra foram transferidos para cada um dos cadinhos.
Os cadinhos com amostra foram deixados em estufa (ETICA) a 105 °C por
aproximadamente 12 h para evaporacgao da fracdo liquida da amostra. Passado este
tempo, deixou-se que esfriassem em dessecador e, uma vez atingida a temperatura

ambiente, a massa final foi aferida e denominada P1.
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Para determinar os solidos volateis (SV), seguiu-se o método APHA 2017 —
2540E. Apos determinar a massa P1, os cadinhos foram levados a mufla a 550 °C por
30 min. Novamente, deixou-se esfriar em dessecador até a temperatura ambiente e
aferiu-se a massa Pa.

Com Po, P1 e P2 calculou-se a concentragao de solidos totais e de solidos
volateis, de acordo com as equagdes 3.18 e 3.19, e tomou-se a média das triplicatas

como concentracdo de cada uma das fragdes de solidos na amostra.

P, — Py) - 10°

Sélidos Totais [%] = (P VO) (3.18)
P, — Py)-10°

Sélidos Volateis [%] = (P VZ) (3.19)

b) Sélidos Suspensos

Os solidos suspensos totais (SST) foram determinados de acordo com o
método APHA 2017 — 2540D (APHA, 2017), com analises realizadas em triplicata.
Cadinhos de porcelana limpos e vazios foram levados a mufla (EDG Equipamentos)
a 550 °C por 1 h. Filtros de fibra de vidro (Merck Millipore) previamente lavados com
agua destilada também foram deixados na mufla por 15 min. Em seguida, deixou-se
que filtros e cadinhos esfriassem em dessecador. Uma vez atingida a temperatura
ambiente, os filtros foram colocados dentro dos cadinhos e as massas de cada
conjunto (Po) foram aferidas em balanga analitica. Um volume de 20 mL de amostra
foi filtrado em filtros de fibra de vidro, e os filtros com o material retido foram
transferidos para os cadinhos. Os conjuntos foram levados & estufa (ETICA) a 105 °C
por aproximadamente 12 h. Passado este tempo, deixou-se esfriar em dessecador e,
em seguida, aferiu-se a massa P1.

Para determinar os sdélidos suspensos volateis (SSV), seguiu-se 0 método
APHA 2017 — 2540E. Apos determinar a massa P1, os conjuntos de cadinhos com
filtro foram levados a mufla a 550 °C por 30 min. Novamente, deixou-se esfriar em
dessecador até temperatura ambiente e, neste ponto, aferiu-se a massa P-.

Com Po, P1 e P2 calculou-se a concentracdo de SST, de acordo com a

equacédo 3.18 e SSV com a equacao 3.19.

c) Demanda quimica de oxigénio
A analise de demanda quimica de oxigénio (DQO) foi realizada de acordo com
o método APHA — 2017 5220 (APHA, 2017), em triplicata para as amostras e em
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duplicata para o branco. Para as analises de DQO total, 2 mL de amostra foram
transferidos para tubos de DQO Hach, e 2 mL de agua destilada foram adicionados
aos tubos do branco. Para as analises de DQO soluvel, aproximadamente 10 mL de
amostra foram filtrados a vacuo em membrana de 0,45 um. Em seguida, coletou-se o
filtrado e transferiu-se 2 mL para tubos Hach.

Uma vez preenchidos com amostra (ou agua destilada, no caso do branco),
1,2 mL de solugao digestora (solugdo acida de dicromato de potassio, K2Cr207 e
reagente HgSO4 para eliminar a interferéncia de cloretos) e 2,8 mL de solugao
catalitica (catalisador Ag2SO4 em H2S0O4) foram adicionados aos tubos, nesta ordem.
Em seguida, os tubos foram homogeneizados, tampados e inseridos no bloco digestor
(ALFAKIT AT 525) a 150 °C por 2 h. Ao fim deste tempo, retirou-se os tubos e esperou-
se que esfriassem no escuro. Por fim, a DQO foi lida em espectrofotémetro Hach DR
3900 escolhendo-se o programa de analise de DQO previamente calibrado com
biftalato de potassio.

O método empregado para determinagdo de DQO é indicado para amostras
na faixa de 100 a 1000 mg/L de oxigénio equivalente (mg O2/L), e admite uma
concentragcdo maxima de cloreto de 2000 mg/L. Amostras com concentragdes de
cloreto ou de matéria organica superiores a estes limites foram diluidas antes da
analise e o resultado da leitura foi multiplicado pelo fator de diluicao.

d) pH

Utilizou-se o pHmetro digital microprocessado (QUIMIS) para medigéo de pH.

O eletrodo de pH foi previamente calibrado a temperatura ambiente utilizando-se

solugdes-padrao de pH 4,01, 6,86 e 9,18.

e) Densidade 6ptica

A densidade éptica (D.O.750nm) das amostras foi medida a 750 nm em tubos
de vidro com 13 mm de caminho 6ptico em espectrofotdmetro Hach DR3900. As
medigoes foram feitas em duplicata utilizando aproximadamente 4 mL de amostra, e

agua destilada foi utilizada como branco antes de cada medicao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise comparativa entre os métodos de pré-tratamento quimico e

termoquimico
411 Métodos de pré-tratamento selecionados

Os métodos avaliados na analise comparativa, bem como seus resultados,
s&o os mesmo descritos na Tabela 2.6. De acordo com os critérios adotados, a triagem
dos dados da literatura resultou em 28 condi¢gdes de pré-tratamento quimico e
termoquimico da biomassa algacea voltados para a produgdo de metano, sendo
metade deles termoquimico com hidroxido de sodio. O pré-tratamento utilizando
alcalis como reagente € o mais empregado nos estudos com biomassa algacea,
provavelmente por ser um método bastante usual no pré-tratamento de lodo ativado
residual e residuos solidos organicos urbanos (KIM et al., 2003). Por outro lado, o pré-
tratamento acido destaca-se quando o objetivo é a producéo de etanol, sendo pouco
explorado para aumentar a produ¢cao de metano. Assim, mais estudos se fazem
necessarios para uma melhor avaliacao de seus efeitos sobre a digestdo anaerdébia.

Os pré-tratamentos selecionados foram realizados a temperatura ambiente
(BOHUTSKYI; BETENBAUGH; BOUWER, 2014; CHO et al., 2013; DU et al., 2020;
SPOSOB et al., 2020), sob temperaturas moderadas, < 100 °C (MAHDY et al., 2014a;
PASSOS et al.,, 2016; SAMSON; LEDUY, 1983), ou > 100 °C (BOHUTSKYI;
BETENBAUGH; BOUWER, 2014; PENAUD; DELGENES; MOLETTA, 1999;
RINCON-PEREZ et al., 2019; SAMSON; LEDUY, 1983). No primeiro caso, o tempo
de exposi¢cao da biomassa é maior, enquanto o segundo tem duragdo mais curta,
geralmente uma hora ou menos. Notou-se que o rendimento em metano variou de
acordo com a espécie usada, sendo as espécies Spirulina maxima, Chlorella sp.,
Scenedesmus sp. e Nannochloropsis sp. as mais investigadas.

Nas Figuras 4.1 e 4.2 sao apresentados resultados de solubilizagdo para os
pré-tratamentos com NaOH e HCI selecionados. Nos trabalhos revisados, os pré-
tratamentos conduzidos a temperatura ambiente e em pH alcalino (Fig. 4.1a)
resultaram em maiores solubilizagbes (de até 70%) do que em pH acido (Fig. 4.2a),
com solubilizagdes abaixo de 25%. O emprego de temperaturas acima de 100 °C no
pré-tratamento termoquimico aumentou a solubilizacdo, tanto com acido cloridrico
(Fig. 4.2b) como com hidréxido de sddio (Fig. 4.1b). No tratamento termoquimico com

NaOH, a maxima solubilizacéo foi observada no trabalho de Bohustky et al.(2014),
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chegando a 95% de solubilizagdo da biomassa de Nannochloropsis sp. empregando-

se 20 g/L de NaOH a 120 °C por 30 minutos (Fig. 4.1b).

Figura 4.1: Solubilizacdo da biomassa de diferentes microalgas apés pré-tratamento com
NaOH (de acordo com valores reportados na literatura). (a) pré-tratamento a temperatura
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Fonte: elaboragéo propria (2021)
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Figura 4.2: Solubilizagdo da biomassa de diferentes microalgas apds pré-tratamento com
HCI (de acordo com valores reportados na literatura). (a) pré-tratamento a temperatura
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4.1.2 Relagao entre solubilizagcao da biomassa e rendimento em metano apés

pré-tratamento

Dos pré-tratamentos com NaOH a temperatura ambiente apresentados na
Tabela 2.6, oito (B10, B11, B18, B25, B26, B27, B29 e B30) atenderam aos critérios
de selegao (variagao na solubilizagdo = 50% e variagao positiva no rendimento em
metano) e apenas cinco (B10, B18, B25, B29 e B30) mostraram uma correlagéo
positiva entre a solubilizagdo e o rendimento em metano (R? = 0,9641, Fig. 4.3).
Contudo, a excecédo de B10, os maiores aumentos de rendimento se encontraram
abaixo de 10%, indicando que o pré-tratamento alcalino a temperatura ambiente tem
pouca influéncia sobre o rendimento final da digestdo anaerdbia. Provavelmente,
devido ao emprego de altas concentragdes de alcalis para elevar o pH, levando a
concentracbes também elevadas de Na* e a inibicdo dos microrganismos
metanogénicos (KIM; LEE, 2013; PENAUD; DELGENES; MOLETTA, 1999). E comum
o0 emprego de concentragdes de NaOH de até 20 g/L, sobretudo quando se deseja
alcangar pH = 12 (BOHUTSKYI; BETENBAUGH; BOUWER, 2014; PENAUD;
DELGENES; MOLETTA, 1999), o que torna o pré-tratamento com NaOH
desvantajoso para o processo de digestdo da biomassa algacea visando a produgéo

de energia.

Figura 4.3: Correlacao entre solubilizacdo da biomassa de microalgas e rendimento em metano
alcangados apoés pré-tratamento quimico com alcalis em temperatura ambiente — varios autores
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Fonte: elaboragao propria (2021).

Sposob et al. (2020) observaram uma relagao direta entre a solubilizagéo e o

rendimento em metano quando aplicado o pré-tratamento quimico com HCI (Fig. 4.4).
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No entanto, ndo € possivel afirmar que a correlacdo apontada neste unico estudo &

valida para outras espécies e condicoes.

Figura 4.4: Correlagéo entre solubilizagdo da biomassa de microalgas e rendimento em metano apds
pré-tratamento quimico com HCI em temperatura ambiente — Sposob et al. (2020)
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Fonte: elaboragao propria (2021).

Quase todos os pré-tratamentos termoquimicos com alcalis incluidos na
Tabela 2.6 obtiveram variacédo na solubilizacdo > 50%. No entanto, apenas oito deles
(B4 a B6, B12, B20, B21, B45, B46) resultaram em variagao positiva no rendimento
em metano. Na Figura 4.5 observa-se que ndo ha correlagédo (R? = 0,0042) entre a
solubilizagdo promovida por este método de pré-tratamento e o rendimento em

metano.

Figura 4.5: Correlacao entre solubilizacdo da biomassa de microalgas e rendimento em
metano alcangados apoés pré-tratamento termoquimico com NaOH — varios autores
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Fonte: elaboragéo propria (2021)

A maioria dos pré-tratamentos termoquimicos com HCI apresentados na

Tabela 2.6 obteve solubilizacdo acima de 50%. Entretanto, somente cinco levaram a
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aumentos superiores a 20% no rendimento em metano (A15-A17, A23 e A27). Nao se
verifica uma correlagdo entre o aumento na solubilizagdo e o aumento no rendimento
em metano (R? = 0,0689, Fig. 4.6). A degradagdo dos carboidratos por acido
concentrado pode produzir compostos como 5-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural,
ambos inibitérios no metabolismo de microrganismos anaerdbios, o que pode
prejudicar a geragao de metano (AMIN et al., 2017; GHASIMI et al., 2016).

Figura 4.6: Correlagéo entre solubilizagdo da biomassa de microalgas e rendimento em metano apos
pré-tratamento termoquimico com HCI — varios autores.
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Fonte: elaboragéo prépria (2021).

De fato, a relacao entre solubilizagdao e rendimento em metano nao esta bem
definida, sendo observado que condicdes que levam a alta solubilizacido de matéria
organica nao necessarimente sdo as mesmas que levam ao maior rendimento em
metano na digestdo anaerdbia. Isto por que a solubilizacdo da matéria-prima nao
implica, diretamente, na disponibilizacdo dos substratos. Assim, a natureza das
moléculas solubilizadas pelo pré-tratamento possui um importante papel para a
producao de metano. Contudo, os pré-tratamentos quimico e termoquimico ndo sao
seletivos: tanto a temperatura como os reagentes sdo capazes de degradar uma
variedade de componentes da biomassa, como carboidratos e proteinas, e ndo ha
como controlar quais e quantas moléculas se formarao neste processo, podendo
haver a geragcdo de compostos inibidores e recalcitrantes. O emprego de métodos
analiticos apds o pré-tratamento perrmitiria identificar e quantificar as moléculas
solubilizadas, contribuindo com mais informacbes para avaliar as condi¢des
experimentais escolhidas. Assim, seria possivel otimizar o pré-tratamento ndo apenas
em termos de solubilizagdo, mas também buscando minimizar a formagédo de

componentes recalcitrantes que ndo serdao usados pelos microrganismos.
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4.1.3 Influéncia das condi¢des de pré-tratamento quimico e termoquimico

sobre o rendimento em metano da biomassa algacea

Apesar dos dados apresentados na Figura 4.7 ndo mostrarem uma correlagao
significativa, pode-se verificar um efeito negativo da concentracdo do reagente (em
massa de reagente por massa de biomassa) sobre o rendimento em metano no pré-
tratamento quimico com alcalis a temperatura ambiente (Fig. 4.7a) e no pré-
tratamento termoquimico com HCI (Fig. 4.7b), sugerindo que o emprego de acido

diluido seria menos prejudicial para a produ¢cao de metano.

Figura 4.7: Efeito da concentragido de reagente sobre o rendimento em metano no pré-tratamento
quimico com NaOH a temperatura ambiente (a) e no pré-tratamento termoquimico com HCI (b) —

varios autores.
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Fonte: elaboracao prépria (2021)

No pré-tratamento termoquimico com NaOH, ha um efeito negativo da massa
de NaOH por massa de biomassa (em DQO) (Fig. 4.8a) sobre o rendimento em
metano. A temperatura, no entanto, apresenta um efeito positivo sobre o rendimento

em metano no pré-tratamento termoquimico com NaOH (Fig. 4.8b). A temperatura é
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capaz de romper ligagdes de hidrogénio entre as moléculas, desnaturar proteinas e
despolimerizar carboidratos. Quando em comparagédo com outros métodos de pre-
tratamento, o térmico tem se mostrado bastante eficiente na digestdo anaerdbia,
levando a rendimentos em metano comparaveis ou mesmo superiores ao da
biomassa pré-tratada por métodos quimicos e fisicos (CHO et al., 2013).

O tempo, ao contrario da temperatura, tem um efeito negativo sobre o
rendimento em metano (Fig. 4.8c), provavelmente devido a formagao de componentes

recalcitrantes em tratamentos mais prolongados.



Figura 4.8: Efeito da concentracdo de reagente (a), temperatura (b) e tempo (c), no pré-
tratamento termoquimico com NaOH, sobre o rendimento em metano — varios autores.
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No pré-tratamento termoquimico usando acido, tanto a concentragcdo de
reagente (Fig. 4.9a) como a temperatura (Fig. 4.9b) tém efeito negativo no rendimento
em metano da biomassa pré-tratada (Fig. 4.9a), sugerindo que o emprego de acido
diluido e temperaturas mais amenas seria menos prejudicial para a produgado de
metano. Por outro lado, o tempo exerce um efeito positivo no pré-tratamento
termoquimico com HCI (Fig. 4.9¢). E possivel dizer, portanto, que menor temperatura
e maior tempo favorecem o rendimento. Essa parece ser a estratégia adotada no pré-
tratamento conduzido por Passos et al. (2016). Este estudo (A15) ilustra bem as
melhores condi¢cdes para este método: reagente diluido (0.5% m/m,) maior tempo de
reacao (2 h) e temperatura mais amena (80 °C) resultaram em um rendimento em
metano, da biomassa pré-tratada, 82% maior que o da biomassa bruta.

O conjunto de dados analisado confirma a tendéncia encontrada na literatura
sobre a falta de correlagdo entre solubilizagdo da biomassa algacea e produgéo de
metano. No caso dos pré-tratamentos quimicos e termoquimicos, isto representa a
necessidade de seguir explorando alternativas de reagentes e condigdes
experimentais, haja vista o caso do pré-tratamento com alcalis, tradicional para outras
biomassas, mas que produz pouco efeito sobre a biomassa algacea.

Por outro lado, associar as condigdes do pré-tratamento diretamente ao
rendimento em metano prioriza os melhores resultados da digestdo anaerdbia,
auxiliando na escolha de métodos que de fato beneficiem a produg¢ao de energia ao
invés de focar em maximizar a solubilizacdo. Além disso, a diferenga na composigao
quimica da biomassa faz com que certas condi¢des de pré-tratamento sejam eficazes
com uma especie e indiferentes para outra. Logo, a identificacdo e escolha de
espécies mais susceptiveis ao pré-tratamento também pode ser uma forma de

otimizar a produgao de metano.



Figura 4.9: Efeito da concentragéo de reagente (a), temperatura (b) e duragéo (c), do pré-
tratamento termoquimico com HCI, sobre o rendimento em metano.
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4.1.4 Severidade do pré-tratamento termoquimico
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A Tabela 4.1 mostra a severidade de cada pré-tratamento analisado. Do conjunto

de dados explorado, dois pré-tratamentos acidos (A4 e A7) e trés alcalinos (B12, B4

e B5) apresentaram log CS menor que zero, o que nao é comum. Os trés pré-

tratamentos alcalinos empregaram pH semelhante, os mais baixos dentre os métodos

termoalcalinos avaliados. Além disso, B4 empregou uma temperatura moderada, e a

curta duragao de B12 fez com que estes trés apresentassem um fator de severidade

combinada menor que zero, sendo classificados como nao-severos. De maneira

semelhante, as condi¢cdes A4 e A5 foram realizadas em temperatura baixa (50 °C), o

que explica o log CS menor que zero.

Tabela 4.1: Severidade dos pré-tratamentos termoquimicos.

Pré- Temperatura Tempo pH Ro log Ro log CS
tratamento (°C) (min)

B4 50 60 11 2,02 0,31 -2,69
B5 100 60 11 60 1,78 -1,22
B6 150 60 11 1779,66 3,25 0,25
B12 140 30 10 451,72 2,65 -1,35
B20 120 30 13 116,41 2,07 1,07
B21 120 30 14 116,41 2,07 2,07
B24 120 30 13 116,41 2,07 1,07
A4 50 60 1 2,02 0,31 -0,69
A7 50 60 3 2,02 0,31 -2,69
A8 150 60 3 1779,66 3,25 0,25
A15 80 120 1 30,92 1,49 0,49
A16 80 120 0,6 30,92 1,49 0,89
A17 80 120 0,4 30,92 1,49 1,09
A23 105 102 1,1 143,16 2,16 1,06
A27 121 60 0,3 249,15 2,4 2,1

Fonte: elaboragéo prépria (2021)

Com relagao ao pré-tratamento termoquimico com NaOH, a analise da

severidade indica que as maiores solubilizacbes e rendimentos em metano

encontram-se na regidao de maior severidade (Fig. 4.10a), exceto por uma condicao

(B24), na qual o pré-tratamento ndo fez diferenga na digestdo de Paviova cp, uma
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espécie de parede celular de facil degradagdo (BOHUTSKYI; BETENBAUGH,;
BOUWER, 2014). No pré-tratamento acido, as maiores solubilizacbes se encontram
na regiao de severidade entre 0,5 e 1,5, enquanto o maior aumento no rendimento se
deu na menor severidade (Fig. 4.10b).

De acordo com Ferreira et al. (2013), quanto mais severo o pré-tratamento,
mais os polissacarideos da biomassa sao degradados, aumentando a disponibilidade
de matéria organica para a digestao. Entretanto, condicbes extremas podem levar a
formagdo de compostos inibitérios, tornando os pré-tratamentos mais severos

ineficazes do ponto de vista da producao de metano (FERREIRA et al., 2013).

Figura 4.10: Severidade dos pré-tratamentos termoquimicos. (a) com NaOH, (b) com HCI.
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Fonte: elaboragéo prépria (2021).

Em resumo, a partir das analises realizadas, verificou-se que utilizar reagente

diluido € mais indicado para o pré-tratamento quimico com alcalis e para o
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termoquimico com &acido, enquanto que tempo e temperatura possuem efeitos
compensatorios no pré-tratamento termoquimico, independente do reagente utilizado.
Com base nestas conclusées, escolheu-se como condi¢cdes experimentais para o pré-
tratamento termoquimico da biomassa de cianobactérias o pré-tratamento
termoquimico com acido diluido (0,1% a 1,0%), temperaturas entre 50 °C e 100 °C e

duracao entre 1h e 4h, resultando em condigcbes menos severas.
4.1.5 Avaliagao energética

O grafico da Figura 4.11 apresenta o balango energético de diversos métodos
de pré-tratamento da biomassa algacea para digestdo anaerodbia, tendo em conta o
aumento percentual na produgdo de metano (Yp). Para ser considerada
economicamente viavel, a razdo Eou/Ein (fambém chamada NER — net energy ratio)
do processo deve ser maior que 1,0, significando que a energia produzida é capaz de
suprir a energia requerida pelo processo. Quando a razado € menor que 1,0, a energia
precisa ser suplementada por outras fontes (preferencialmente renovaveis), o que
implica em um investimento a mais no processo, tornando-o menos atrativo. Para log
NER > 0, o balango energético é positivo (produz mais energia do que consome); log
NER = 0 significa que o balango energético € neutro (produz igual ao que consome),
e log NER < 0 indica balango energético negativo (consome mais do que produz).

Figura 4.11: NER (net energy ratio) de diversos métodos de pré-tratamento da biomassa
algacea visando aumento na producéo de metano (Yp)
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Fonte: Elaboragao propria (2022)

Apenas os pré-tratamentos enzimaticos e quatro condi¢des de pré-tratamento
térmico apresentaram log NER > 0. O pré-tratamento biolégico é frequentemente

citado como menos intensivo em energia, visto que nao necessita de altas
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temperaturas e equipamentos com alto consumo elétrico. Nos trabalhos de Ometto et
al. (2014a) (E1 a E6) e de Cakmak e Ugurlu (2020) (E7), este método apresentou um
balango energético favoravel em decorréncia de aumentos expressivos no rendimento
em metano apos o pré-tratamento enzimatico. No entanto, o alto custo das enzimas
comerciais ainda torna proibitiva a implementagdo deste método em larga escala
(MARQUES et al., 2018). De acordo com a avalicdo econémica de Cakmak e Ugurlu
(2020), o custo das enzimas deve estar entre 0,18 e 0,28 €/L para que 0 processo seja
economicamente viavel nas condigbes estudadas por eles.

Balango energético positivo foi obtido para o pré-tratamento térmico da
biomassa de Chlorella sorokiniana. A condigao mais eficiente para geragéo de metano
(80°C, 30 minutos) alcangcou NER de 2,7. Outros métodos fisicos (ultrassom,
hidrotérmico, explosdo a vapor) foram examinados no mesmo estudo (CORDOVA;
PASSOS; CHAMY, 2018) e, apesar de levarem a rendimentos em metano maiores
que o pré-tratamento térmico, a demanda energética foi muito elevada para justificar
sua utilizagdo. Em segundo lugar, destaca-se o pré-tratamento térmico de
Scenedesmus sp. a 65 °C por 4 h (SCARCELLI et al., 2020). Ometto et al. (2014)
também obtiveram balango energético positivo para o pré-tratamento hidrotérmico de
Scenedesmus obliquus (165 °C, 30 min).

No entanto, Passos et al. (2013) demonstraram que mesmo pré-tratamentos
em temperaturas inferiores a 100 °C nao alcangcam um balango energético positivo se
a concentragao da biomassa for inferior a 2% ST, ressaltando a importancia de uma
etapa de concentracao da biomassa anterior ao pré-tratamento. Recentemente, para
contornar a demanda energética do pré-tratamento térmico, alguns autores tém
investigado sistemas que utilizam energia solar no aquecimento da biomassa. Xiao et
al. (2019) propuseram um sistema baseado em energia solar para o pré-tratamento
hidrotérmico (155 °C, 30 min) da biomassa de Chlorella pyrenoidosa. A energia gerada
na digestdo anaerdbia foi 3,64 vezes superior a demanda energética da etapa de pré-
tratamento e o rendimento energético de todo o processo alcangcou NER de 1,45.
Similarmente, Vassalle et al. (2022) obtiveram NER aproximadamente 2,0 na co-
digestdo de lodo primario com biomassa algacea pré-tratada termicamente em um
dispositivo utilizando energia solar.

Os pré-tratamentos mecanicos sao pouco atrativos devido ao grande

consumo energético dos equipamentos. No trabalho de Passos et al. (2014), apenas
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quando a biomassa foi concentrada em uma etapa anterior obteve-se balanco
energético neutro para o pré-tratamento com ultrassom.

Diversos estudos abordam o efeito dos pré-tratamentos quimico e
termoquimico na digestao anaerdbia da biomassa algacea; entretanto, poucos trazem
a avaliacdo energética destes métodos. Candia-Lomeli et al. (2022) investigaram
quatro métodos de pré-tratamento alcalino de Scenedesmus obtusiusculus. Apesar
da melhor solubilizagao ter ocorrido com 15% CaO e H202 2,5% (v/v), os autores
avaliaram a digestdo anaerdbia com a biomassa tratada em condigdes mais brandas
como forma de diminuir a demanda energética e os custos do processo. Dentre estas
condigdes, os maiores rendimentos em metano foram obtidos com NaOH 4 M e H20:2
1,5%, representando aumentos de 47% e 34%, respectivamente, na produgdo de
energia, em comparagao com a biomassa nao tratada. Além disso, a energia extra
gerada pelo pré-tratamento com NaOH proporcionou uma redugéo de 14,3% nos
custos do processo. Ressalta-se que, no estudo citado, a digestdo anaerdbia foi
realizada em condigdes alcalinas (pH 9) com inéculo previamente aclimatado,
eliminando a necessidade de adi¢gao de reagentes para corre¢géo do pH apds o pré-
tratamento. Alteragdes bruscas no pH podem causar desequilibrio na comunidade
microbiana e prejudicar a produgédo de metano.

Dentre todas as condicdes de pré-tratamentos quimico e termoquimicos
selecionadas para a analise comparativa, apenas oito continham informacdes
suficientes para determinar seu balango energético. Nenhum dos pré-tratamentos
quimicos e termoquimicos avaliados apresentou NER > 1,0. Os pré-tratamentos
quimicos com alcalis, apesar de realizados a temperatura ambiente, por vezes
requerem condicdes severas de pH para maximizar a solubilizagao da biomassa (CHO
et al., 2013; QIU et al.,, 2020), podendo causar inibicdo aos microrganismos
metanogénicos devido ao acumulo de Na*. Assim, o incremento no rendimento em
metano apds o pré-tratamento alcalino € muito baixo (CHO et al., 2013; DU et al.,
2020) e a energia produzida nao é suficiente para compensar a demanda energética.
Os pré-tratamentos termoquimicos analisados neste trabalho foram mais eficazes em
aumentar o rendimento em metano da digestdo anaerdbia do que os métodos
quimicos. Porém, nenhuma das condi¢des analisadas chegou a um balango
energeético positivo. Esta conclusao esta de acordo com Marques et al. (2018) que, ao

analisar 24 pré-tratamentos, concluiram que o pré-tratamento alcalino € o menos
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eficiente para a digestdo anaerdbia da biomassa algacea e que o pré-tratamento
termoquimico ndo é eficiente do ponto de vista energético.

A digestao anaerdbia da biomassa algacea € proposta ndo como um processo
isolado, mas integrado dentro de biorrefinarias e estagdes de tratamento de efluentes.
O pré-tratamento, quando avaliado dentro deste contexto pode se tornar viavel com a
otimizacdo dos demais processos envolvidos. Ometto et al. (2014) avaliaram seis
cenarios distintos para uma estacéo de tratamento de efluentes de larga escala que
emprega microalgas no tratamento terciario para remogao de nitrogénio e fésforo. O
sistema completo € composto por uma unidade de lodo ativado, uma lagoa de
polimento, uma unidade de flotagdo para concentrar a biomassa de microalgas, uma
unidade de pré-tratamento hidrotérmico (apenas para a biomassa algacea) e o reator
anaerobio. No cenario em que a unidade de flotagdo convencional foi substituida por
uma mais eficiente, a energia produzida pela codigestdo da biomassa algacea com o
lodo ativado correspondeu a 76% da demanda energética de todo o processo. Isto
representa um aumento de quase duas vezes em comparagao ao cenario em que o
pré-tratamento nao foi realizado, e de 1,33 vezes com relagcdo ao cenario que
considerou uma unidade de flotagdo com ar diluido (OMETTO; WHITTON; et al.,
2014).

Passos et al. (2017) avaliaram o balanco energético para um ano de operagao
de uma estagao de tratamento de efluentes com capacidade de 1500 m3/d. Em estudo
preliminar, os mesmos autores determinaram que o pré-tratamento térmico a 75 °C
por 10 horas foi 0 mais eficiente, levando a um aumento de 44% no rendimento em
metano da codigestdo da biomassa algacea com lodo ativado. No cenario em que
todo o biogas produzido foi utilizado para cogeragao de energia térmica e eletricidade,
o pré-tratamento da biomassa algacea contribuiu para que a estagcdo fosse
autossuficiente durante todo o ano, enquanto que na auséncia de pré-tratamento,
energia térmica proveniente de outras fontes deveria ser fornecida a estagdo de

tratamento nos meses de inverno (PASSOS et al., 2017).
4.2 Cultivo da biomassa de S. subsalsus

Os cultivos de S. Subsalsus foram mantidos em shakers por 30 dias a 23 °C
e 150 rpm. Apds este periodo, a suspensdo das cianobactérias foi caracterizada em
termos de D.O.750 nm, SST, DQO total e DQO soluvel (Tabela 4.2). Todos os cultivos

foram preparados com a mesma concentragao inicial de células (D.O.750nm = 0,06) e
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em meio BG-11. No entanto, intercorréncias durante o periodo de crescimento
resultaram em cultivos com caracteristicas finais diferentes. Em alguns casos, notou-
se a presenga de material extracelular alaranjado na superficie dos cultivos e
alteragbes na coloragao do verde escuro natural para um tom de verde mais claro.
Estas mudancgas se devem a flutuagbes na temperatura dos shakers e eventuais
alteracgdes no ciclo de iluminagdo. Por causa dessas interferéncias, alguns cultivos
ficaram menos concentrados que outros, de forma que a concentragao final variou
entre 0,36 e 0,6 g SST/L. Oliveira (2019) obteve cultivos de S. Subsalsus com
concentracédo de 0,398 g/L de biomassa apds 20 dias de crescimento nas mesmas
condigbes, e aproximadamente 1 g/L com 61 dias. No presente estudo, nenhuma
contaminagao por microrganismos externos foi observada durante ou ao final do
crescimento da biomassa de S. Subsalsus, e suas caracteristicas finais mantiveram-
se preservadas por, aproximadamente, 15 dias quando armazenados sob refrigeracéo

(4 °C).

Tabela 4.2: Caracterizagao dos cultivos de S. subsalsus

DQOr DQOs
Cultivo D.0.750 nm SST (mg/L)
(mg O2/L) (mg O2/L)
Cultivo 1 457 62 0,457 364,7
Cultivo 2 439 91 0,511 409,5
Cultivo 3 591 170 0,454 362,3
Cultivo 4 477 260 0,551 442 .6
Cultivo 5 862 271 0,605 487 .4
Cultivo 6 906 300 0,633 510,6
Cultivo 7 442 43 0,567 455,9
Cultivo 8 540 75 0,747 605,1
Cultivo 9 554 135 0,642 518,1

Média + DP 585+ 178 156 +99 0,574 +0,095 461,8+78,4
Fonte: elaboracgéo prépria (2022)

Os cultivos 1 a 5 foram utilizados nos experimentos do Planejamento 1, o
cultivo 6 no Planejamento 2, o cultivo 7 no ensaio de digestdo anaerobia da biomassa
fresca, o cultivo 8 na digestdo da biomassa densificada e o cultivo 9 na digestao da

biomassa densificada e hidrolisada.
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4.3 Densificagao da biomassa de S. subsalsus por coagulagao/floculagao

com quitosana

A biomassa dos cultivos 2, 4, 5, 6, 8 e 9 foi submetida a coagulagao/floculagao
utilizando 0,3 g quitosana/g SST, pH 7,0, TMR de 100 rpm/1 min, TML = 40 rpm/15
min e TS =45 min. O pH inicial dos cultivos variou de 8,3 a 9,0. Como a quitosana foi
preparada em solugdo de acido acético, atingiu-se um pH neutro apos a adigdo da
quitosana e nao foi necessario ajustar o pH da biomassa para realizar a
coagulagao/floculagao.

O teste t-Student mostrou que nao houve diferenca significativa para a
eficiéncia de floculacao (p-value = 0,11) e para o fator de concentragao (p-value =
0,10) obtidos com ambas as quitosanas empregadas nos ensaios (Sigma-Aldrich e
Polymar), o que indica que o floculante de qualidade industrial (Polymar) esta apto
para ser usado neste processo.

Apesar da concentragao inicial de biomassa ser diferente em cada cultivo, a
eficiéncia de floculagcao foi semelhante, mantendo-se acima de 80%. Obteve-se uma
eficiéncia de floculagdo média de 89,9 + 6,7% e um fator de concentracéo de 27,5 +
1,5. Resultados similares foram reportados por Zhu et al. (2018): adotando TMR = 150
rom/1 min, TML = 25 rpom/15 min e TS = 15 min, obteve-se eficiéncias de floculagado
de 96,3% e 91,9% usando uma relagdo de 0,5 e 0,21 g de quitosana/g SST,
respectivamente, na coagulacéo/floculagdo de Chlorella vulgaris. Lama et al. (2016)
obtiveram fator de concentracao de 24,0 + 0,9 com 0,15 g de quitosana/g biomassa
(TMR = 350 rpm/10 min; TML = 250 rpm/20 min e TS = 30 min) para a microalga

Chlorella vulgaris, e maxima eficiéncia de floculagao de 97%.
4.4 Pré-tratamento termoquimico com acido da biomassa de S. subsalsus
4.41 Planejamento 1

O primeiro planejamento experimental resultou em 34 condigbes de pré-
tratamento termoquimico com acido cloridrico. Os resultados de solubilizagao final (S)
e 0 aumento percentual na solubilizagdo (Sp) alcangados apds o pré-tratamento séo
mostrados na Tabela 4.3. Tanto nos experimentos com 1 h e com 4 h de duracgao, a
maioria dos pré-tratamentos levou a um grau de solubilizagao final entre 30 e 75%, e
apenas H13 alcancou 100%. As condi¢des experimentais H7, H11 e H13, com 1 h de
duracao, e H2, H8, H12 e H34, com 4 h, produziram um aumento na solubilizagao da
biomassa (Sp) superior a 100%. Nao obstante, comparando os pré-tratamentos
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realizados por 1 h com as condi¢gdes correspondentes aplicadas durante 4 h, nota-se
que nem sempre maior duragéo proporcionou melhores resultados (Fig. 4.12). Isto fica
claro ao observar que os pré-tratamentos com 1 h de duragdo que levaram aos
maiores Sp (H7, H11 e H13) ndo melhoraram o desempenho quando realizados por 4
h (H8, H12 e H14).

Figura 4.12: Aumento na solubilizagdo da biomassa de cianobactérias apds pré-tratamentos
termoquimicos com HCI (Planejamento 1)
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Fonte: Elaboragao propria (2022)
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Tabela 4.3: Resultados dos experimentos de pré-tratamento termoquimico do Planejamento 1

Condigoes dos pré-tratamentos

Experimento T (°C) Conc. HCI Conc. biomassa (.,S/o) (§/5
(% viv) (mg SST/100 mL)
H1 100 1,0 10,9 52 81,2
H3 50 0,1 10,9 29 1,2
H5 50 1,0 10,9 40 40,0
H7 100 0,1 10,9 58 101,2
H9 50 1,0 18,1 37 20,6
H11 100 0,1 18,1 75 141,2
H13 100 1,0 18,1 100 2228
H15 50 0,1 18,1 52 69,1
H17 75 1,3 14,5 70 54,1
H19 33 0,55 14,5 24 0,0
H21 75 0,0 14,5 47 28,7
H23 117 0,55 14,5 56 51,2
H25 75 0,55 7,3 57 54,2
H27 75 0,55 21,7 26 0,0
H29 (C) 75 0,55 14,5 35 0,0
H31 (C) 75 0,55 14,5 43 17,2
H33 (C) 75 0,55 14,5 40 60,1
H2 100 1,0 10,9 65 2774
H4 50 0,1 10,9 31 77,4
H6 50 1,0 10,9 32 87,1
H8 100 0,1 10,9 38 122,6
H10 50 1,0 18,1 42 36,8
H12 100 0,1 18,1 67 116,2
H14 100 1,0 18,1 42 36,8
H16 50 0,1 18,1 53 72,1
H18 75 1,3 14,5 42 0,0
H20 33 0,55 14,5 34 0,0
H22 75 0,0 14,5 45 22,9
H24 117 0,55 14,5 73 98,4
H26 75 0,55 7,3 43 17,8
H28 75 0,55 21,7 39 57
H30 (C) 75 0,55 14,5 38 2,6
H32 (C) 75 0,55 14,5 32 0,0
H34 (C) 75 0,55 14,5 51 103,1

™ ~ DQO.
S= solubilizagao: (L)
DQOT

Sp = aumento percentual na solubilizagao apds o pré-tratamento: (%) x 100

A

[St= solubilizagdo apds o pré-tratamento; Si = razdo DQOs/DQO: da biomassa nao tratadal]
(C) = réplicas do ponto central

Fonte: elaboragao propia (2022)
Por outro lado, as condi¢cdes H18, H20 e H32 (1 h) e H19, H27 e H29 (4 h)
nao tiveram efeito sobre o grau de solubilizagdo da biomassa. Os casos H19 e H20
se justificam pela baixa temperatura empregada. O pré-tratamento da biomassa mais

concentrada a 75 °C com quantidade moderada de acido (H27) se mostrou ineficaz
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em ambas as duracgbes testadas, ndo tendo provocado nenhum aumento quando
realizado por 1 h. Ja as condi¢cdes H18 e H32 se diferenciam apenas na concentragao
de acido empregada (1,3% v/v e 0,55% v/v, respectivamente), mas nenhuma delas foi
capaz de incrementar a matéria organica soluvel.

Para os experimentos realizados durante 1 h (eq. 4.1), somente o termo linear
da temperatura (T) influenciou a variavel de resposta para um intervalo de confianga
de 95% (p-value = 0,0416). Para os pré-tratamentos realizados por 4 h nenhum fator
teve efeito significativo sobre o aumento da solubilizacédo. No entanto, o termo linear
da temperatura foi o que apresentou menor p-value (0,1710). Além disso, as réplicas
do ponto central apresentaram resultados bastante discrepantes entre si (Tabela 4.3).

Portanto, os modelos obtidos apresentaram baixo coeficiente de correlagao
R? (0,4950 e 0,5219 para 1 h e 4 h), refletindo um pobre ajuste dos resultados
experimentais com os previstos pelas equacdes 4.1 e 4.2. A baixa acuracia dos
modelos esta relacionada as fontes de erro identificadas na condugdo dos
experimentos, como experimentos realizados com cultivos de épocas distintas,
vedacéao inadequada dos frascos, dificuldade no controle da temperatura com a placa

de aquecimento e dificuldade em manter o equilibrio térmico durante o pré-tratamento.

Sp1pn(%) = 253,56 — 2,76T + 0,009T2 — 165,784 + 96,6642 — 21,12B

4.1
+0,27B%> +0,79T Xx A+ 0,18T X B+ 1,10A X B 4.1)

Span(%) = —133,89 — 0,07T + 0,03T? + 125,694 + 84,43A% + 16,64B (4.2)
+0,33B2+ 1,12T X A— 0,27T X B — 21,54 AX B

onde Sp representa o aumento percentual na solubilizagcdo da biomassa apds
o pré-tratamento, T = temperatura, A= concentragdo de acido (% v/v), B =
concentracao de biomassa (mg SST/100 mL).

As superficies de respostas obtidas a partir da equacgao 4.1 indicam que, tanto
no caso da biomassa diluida quanto da concentrada, o aumento na solubilizagao foi
maximizado por temperaturas maiores que 100°C e acido concentrado (Fig. 4.13a e
4.13b). Ja para a equacgao 4.2, as superficies obtidas indicam tendéncias opostas para
a biomassa diluida e concentrada. Embora ambos os casos sejam beneficiados por
temperaturas superiores a 100 °C, a solubilizagdo € maximizada ao utilizar acido
concentrado para a biomassa diluida (Fig. 4.13c), enquanto acido diluido obtém

resultados melhores no pré-tratamento da biomassa concentrada (Fig. 4.13d).
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Figura 4.13: Superficies de resposta T (°C) versus [HCI] (% v/v) do Planejamento 1 para a variavel
dependente Sp.
(a) experimentos com duragéo de 1 h e biomassa diluida; (b) experimentos com duragdode 1 h e
biomassa concentrada (c) experimentos com duragéo de 4 h e biomassa diluida; (d) experimentos
com duragao de 4 h e biomassa concentrada; - = limites do planejamento
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Fonte: elaboragao propria (2022)
4.4.2 Planejamento 2

De acordo com o Planejamento 1, maior solubilizagdo ocorre em temperaturas
superiores a 100 °C e acido diluido é melhor para a biomassa concentrada, que é o
foco principal deste trabalho. Assim, delineou-se um segundo planejamento
experimental variando a concentracao de acido entre 0,1% e 1,0% v/v e explorando
temperaturas entre 100 °C e 150 °C para a solubilizagao da biomassa densificada. Ao
elevar a temperatura, optou-se por reduzir o tempo de pré-tratamento para 2 h, uma
vez que tempo e temperatura possuem efeitos compensatorios, conforme observado
na analise comparativa da literatura, e que maior duracdo n&o necessariamente
produziu melhores resultados no Planejamento 1. Por fim, para eliminar as fontes de
erro experimental que prejudicaram o Planejamento 1, foi utilizado um bloco digestor
no lugar da placa aquecedora.

O segundo planejamento experimental resultou em 13 condi¢des de pré-

tratamento termoquimico com acido cloridrico, incluindo as cinco replicatas do ponto
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central. Os resultados de solubilizagdo final (S) alcangada e o0 aumento percentual na

solubilizagéo (Sp) da biomassa apos o pré-tratamento sdo mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Resultados dos experimentos de pré-tratamento termoquimico do Planejamento 2

Condigoes do pré-tratamento S Sp
Experimento

T (°C) HCI (% viv) (%) (%)

H1 (C) 125 0,55 25 0,0
H2 125 1,19 70 147,0
H3 (C) 125 0,55 35 22,2
H4 150 0,1 87 206,4
H5 125 0,0 57 100,2

H6 90 0,55 17 0,0
H7 (C) 125 0,55 36 28,7
H8 100 1,0 41 43,3
H9 (C) 125 0,55 32 13,1
H10 (C) 125 0,55 32 11,5
H11 100 0,1 47 66,7
H12 160 0,55 96 238,3
H13 150 1,0 108 281,0

S (%) = (ﬂ) x 100

DQOT
Sp (%) = aumento percentual na solubilizagao apos o pré-tratamento: (?) x 100

v

[St= solubilizagdo apds o pré-tratamento; Si = razdo DQOs/DQO: da biomassa nao tratadal]
(C) = réplicas do ponto central
Fonte: elaboracao prépria (2022)

As condi¢gdes H4, H12 e H13 resultaram nos maiores aumentos de
solubilizagdo. Em H13, a solubilizagdo da biomassa superou 100%, indicando
completa conversao da biomassa em matéria orgéanica soluvel. No entanto, material
particulado ainda estava presente ao final do pré-tratamento. Na pratica, solubilizacéo
= 100% é possivel pois compostos intracelulares sao liberados pelo pré-tratamento
(ref.). Além disso, a degradagao da quitosana e do acido acético (adicionados na etapa
de coagulagao/floculagao) contribuem para a DQO soluvel. Menores resultados foram
obtidos na condi¢gao de menor temperatura (H6) e em H1. No entanto, este ultimo era
uma réplica do ponto central e foi removido do conjunto de dados por ser a réplica
com resultado mais distante das demais.

A analise estatistica dos resultados experimentais do Planejamento 2 (Tabela
4.4) resultou em um modelo estatistico correspondente a uma fungdo quadratica sem
ponto de maximo na regido delimitada pelos pontos do planejamento, e representada
pela equacao 4.3 (R =0,9870).
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Sp(%) = 1219,46 — 20,24 X T + 0,091 X T? — 601,37 X A (4.3)
+ 315,62 X A2+ 2,18 X T X A

onde T = temperatura (°C) e A = concentragao de HCI (% v/v)

Os parametros com maior influéncia (p-value < 0,05, intervalo de confianca
95%) sobre o aumento na solubilizagdo da biomassa de cianobactérias (Tabela 4.5)
foram o efeito do termo linear da temperatura (T), o termo quadratico da concentragéo
de acido (A?), o termo quadratico da temperatura (T?) e a interagao entre os termos
lineares da temperatura e concentragao de acido (TxA), respectivamente. Todos estes
excercem efeitos positivos (Fig. 4.14), indicando que quanto maior T e A, maior sera

0 aumento na solubilizagao.

Tabela 4.5: p-value para os parametros do modelo do Planejamento 2

Parametro p-value
T 0,000072

T2 0,000403

A 0,073550

Az 0,000342
TxA 0,009013

Fonte: Elaboragao propria (2022)
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Figura 4.104: Grafico de Pareto mostrando os principais pardmetros que influenciam o aumento na
solubilizagdo da biomassa nos experimentos de pré-tratamento termoquimico do Planejamento 2

(1)Temperatura ("C)L) -31 265

HCI % viv(Q) 18,55504

Temperatura (*C)(Q) 17,55006
1Lby2L 6,060753
(2)HCI % viv(L) P, 703787
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fonte: elaboragéo prépria (2022)

A superficie de resposta do modelo (Fig. 4.15) aponta para aumentos na
solubilizacdo da biomassa de até 800% ao extrapolar a temperatura e a concentragao
de acido acima dos limites superiores do planejamento. De fato, a solubilizagcao tende
a ser beneficiada com maiores temperaturas e concentragées de reagente uma vez
que condigdes severas de pré-tratamento sao eficientes para converter moléculas
complexas em compostos mais simples e soluveis.

De um modo geral, observa-se que, ao manter a temperatura constante, Sp
diminui com o aumento da concentracao de acido, atingindo o minimo em 0,55% v/v
e tornando a crescer em seguida. Quando 100 °C < T <130 °C, o modelo indica que
mesmo o0s pré-tratamentos com acido concentrado ndo ultrapassam os resultados
obtidos sem a adicdo de acido. Ou seja, o maximo valor de Sp nesta faixa de
temperatura seria obtido pelo pré-tratamento térmico. Ainda assim, nestas condi¢coes
0s maiores aumentos na solubilizagao estariam ao redor dos 100%. Ja para pré-
tratamentos realizados em T > 140 °C, o modelo aponta que a maxima solubilizacdo

€ alcancada com acido concentrado (1,0% v/v).
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Figura 4.15: Superficies de resposta T (°C) versus [HCI] (%vV/v) do Planejamento 2 para a variavel
dependente Sp. (a) superficie 3D (b) superficie 2D; ° = limites do planejamento
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Fonte: elaboragao propria (2022)

No entanto, conforme discutido na secdo 2.3.7 do capitulo de reviséo
bibliografica, maxima solubilizagdo ndo garante maxima produgdo de energia na
digestdo anaerobia da biomassa algacea. Além disso, altas temperaturas e reagentes
concentrados impactam diretamente na demanda energética e no custo econémico
do processo. Por estas razdes, preferiu-se buscar condicbes que produzissem um
aumento satisfatorio na solubilizagdo da biomassa ao invés de seguir buscando pela
maximizagao da variavel de resposta. Assim, escolheu-se como condigao inicial a

temperatura de 160 °C que, de acordo com o modelo, levaria a Sp = 362% com 1,0%
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v/v de acido. Nesta mesma temperatura, ao empregar acido diluido (0,1% v/v) obteria-
se 277% de solubilizagdo, enquanto apenas o pré-tratamento térmico alcancaria Sp =
299%. Assim, as condigdes 160 °C + 0% acido (A) e 160 °C + HCI 0,1% v/v (B) foram
selecionadas para validar experimentalmente o modelo de pré-tratamento da
biomassa densificada, uma vez que permitiiam aumentar a solubilizacdo em
aproximadamente 4 vezes em comparagao com a biomassa fresca.

De acordo com o modelo estatistico obtido com o Planejamento 2, a condigao
A resulta em maior Sp que a condicdo B. No entanto, o teste {-Student mostrou que
nao houve diferenga estatistica entre o pré-tratamento realizado com HCI diluido e o
pré-tratamento térmico a 160 °C (p-value = 0,462). Avaliou-se também o uso de acido
sulfurico na mesma concentracédo e temperatura escolhida anteriormente (condigao
C), para evitar a introducao de ions cloreto no meio e inibicdo da digestao anaerobia,
conforme explicitado no item 3.4 de Materiais e Métodos. O resultado obtido foi
superior ao pré-tratamento com HCI e ao pré-tratamento térmico (Tabela 4.6), sendo
estatisticamente diferente de ambas as condigbes (p-value = 0,041 e 0,001,
respectivamente). Assim, a condigao escolhida para pré-tratamento da biomassa foi
T =160°C, H2S04 0,1% v/v e duragao de 2 h.

Tabela 4.6: Resultados de aumento de solubilizagdo (Sp) nas condi¢des indicadas pelo Planejamento

Condigao Descrigzé.o Sp (%)
A 160 °C 342 £ 0,12
B 160 °C + HCI 0,1% v/v 355+0,32
C 160 °C + H2S04 0,1% v/v 407 £0,1°

Le’iras iguais indicam resultados estatisiticamente iguais pelo teste {-Student (intervalo de confianca de
2%) Fonte: elaboracéo prépria (2022)

Observou-se que o resultado obtido experimentalmente foi maior que o
indicado pelo modelo para as condi¢cdes A e B. Além disso, o0 modelo previu que a
condicdo sem uso de acido alcangaria maior Sp, no entanto, os experimentos levaram

a resultados numericamente semelhantes e estatisticamente iguais.
4.4.3 Pré-tratamento termoquimico da biomassa densificada

A biomassa do Cultivo 9 foi densificada por coagulacao/floculagdo com
quitosana (Tabela 4.7) antes de ser submetida ao pré-tratamento termoquimico.
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Tabela 4.7: Caracterizagdo da biomassa densificada

Parametro Cultivo 9 densificado
pH 6,9
SST (g/L) 2,31
DQO total (g/L) 9,25
DQO soluvel (g/L) 0,64
S (%) 6,9

Fonte: elaboragao prépria (2022)

A Figura 4.16 mostra a biomassa densificada ao final do pré-tratamento com
H2S04 (0,1% v/v) a 160 °C. Percebe-se que o pré-tratamento da biomassa levou a
formacdo de uma fase liquida e a uma desagregacao dos flocos formados na
coagulacao/floculagdo, deixando-os com o aspecto de particulado fino que

sedimentava facilmente no fundo do frasco.

Figura 4.16: Biomassa densificada de S. subsalsus aBés_ 0 pré-tratamento termoquimico

Fonte: Acervo pessoal (2022)

Alcangou-se uma solubilizagao final de 25,8%, dentro da faixa de resultados
reportados por outros autores para o pré-tratamento termoquimico com acido da
biomassa de microalgas e cianobactérias, compilados na Tabela 2.6. Este resultado
€ comparavel com o trabalho de Marques et al. (2018), que obtiveram 37,5% de
solubilizagao final da biomassa de Scenedesmus sp. aplicando 0,1% (v/v) de H2SO4
a 150 °C e 1 h. Pré-tratamentos com acido sulfurico diluido tendem a ter um impacto

leve a moderado sobre a solubilizagdo da matéria organica de microalgas e
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cianobactérias. Santos et al. (2014) alcangaram uma solubilizacéo final de 8,4% no
pré-tratamento de Isochrysis galbana com H2SO4 0,2% (v/v) em condigbes amenas
de temperatura (40 °C, 16h).

Por outro lado, o pré-tratamento realizado no presente trabalho resultou em
um aumento expressivo na solubilizagdo (Sp) de 276%. O experimento preliminar
realizado nas mesmas condigdes previu um Sp maior (Tabela 4.6) ao hidrolisar um
volume menor de biomassa. Ainda assim, este resultado esta de acordo com a
previsdo do Planejamento 2 (277%), e foi superior aos obtidos por Marques et al.
(2018) e Santos et al. (2014), 35,5% e 27,1%, respectivamente.

Apesar de nao ser seletivo, o pré-tratamento termoquimico exibe tendéncias
distintas para diferentes espécies de microalgas e cianobactérias, o que torna dificil
garantir sua eficiéncia em termos gerais. Fica claro que a solubilizacdo da matéria
organica é influenciada por mais fatores além das condicbes experimentais
controladas. Portanto, mais estudos sao necessarios explorando nao apenas tempo,
temperatura e reagente, mas que também incluam caracteristicas como a composi¢ao
quimica das espécies utilizadas. Também é interessante investigar os compostos

soluveis formados durante o pré-tratamento.
4.5 Digestao anaerdbia da biomassa algacea

A producdo de metano a partir da biomassa do cultivo (BMC) estabilizou-se
dentro de 23 dias de ensaio, ndo tendo sido mais registrado producdo apos este
tempo. Considerando que toda a DQO adicionada foi consumida pelos
microrganismos e que cada 1 g DQO foi convertida a 350 NmL CHa4, a digestdo da
biomassa fresca produziria um volume maximo de 23,1 NmL de metano. Para esta
biomassa obteve-se um volume final de 17,8 NmL CHg4, correspondendo a 77% do
total tedrico. Ja para a biomassa densificada (BMD) obteve-se um volume acumulado
de 106,1 NmL de metano, e 103,5 NmL CH4 para a biomassa densificada e pré-
tratrada com acido (BMDA) ap6s 30 dias de ensaio. Estes valores correspondem,
respectivamente, a 59% e 52% do maximo tedrico. Em ambos os casos, os
experimentos foram encerrados antes que a produgao de metano estabilizasse, o que
pode ter contribuido para os valores menores.

A Figura 4.17 mostra o rendimento em metano dos ensaios. O aumento do
rendimento apdés um plateau, observado nos trés casos, indica um provavel

comportamento de diauxia. Percebe-se que a curva correspondente a biomassa do



110

cultivo fresco possui um plateau de maior duragdo que as demais, nas quais o
comportamento de diauxia parece mais acentuado. Pode-se dizer que este aumento
€ originario da biomassa, pois este comportamento ndo ocorreu com o0s brancos.

Figura 4.11: Rendimento em metano da digestdo anaerdbia da biomassa algacea
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Fonte: elaboragéo prépria (2022)

O comportamento de diauxia € comum na digestdo de materiais cuja
composi¢do é uma mistura de moléculas facilmente degradaveis (como acidos
organicos volateis e agucares simples) e moléculas complexas. Na primeira fase,
moléculas mais simples sao convertidas a metano até que a producao atinge um
plateau. Em seguida, a segunda fase se inicia e mais metano é produzido a partir da
conversao dos componentes complexos da matéria-prima. Outras razdes para a
ocorréncia de diauxia incluem a adaptagao dos microrganismos e o acumulo de acidos
volateis (GOMES; STRANGFELD; MEYER, 2021). No caso das matérias-primas BMD
e BMDA, o comportamento de diauxia pode ser atribuido a presenca de acido acético
e quitosana, o primeiro sendo um componente simples e o segundo um polimero
complexo. Além disso, o pré-tratamento termoquimico da biomassa densificada
provocou uma mudanga em seu aspecto macroscoépico, formando uma fase liquida e
uma fase particulada, o que provavelmente favoreceu ainda mais a digestdo dos
componentes simples e dos complexos em fases separadas. O comportamento
diauxico € indesejado, e indica a necessidade de otimizacdo das condi¢cdes de
digestao anaerdébia de forma que todo metano seja produzido em uma unica etapa.
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O rendimento obtido na digestdo anaerébia da biomassa fresca da
cianobactéria S. subsalsus foi de 269,7 + 29,0 NmL CHas/g DQOadic. Este valor é
superior aos reportados na literatura para biomassa de microalgas como
Scenedesmus sp. (MARQUES et al., 2018) e Chlorella vulgaris MENDEZ et al., 2013).
Nao obstante, faltam na literatura referéncias sobre a producdo de metano com a
especie utilizada, bem como informacdes a respeito de sua composi¢cdo quimica e
estrutura celular, o que torna dificil avaliar parametros importantes, como a relagao
C/N, que poderiam ser usados para otimizar as condi¢des de digestdo anaerdbia
desta biomassa.

Ao contrario do esperado, o rendimento das biomassas BMD e BMDA foram
inferiores ao da biomassa do cultivo (BMC), obtendo-se 207,2 + 70 NmL CHa/g
DQOadic € 181,8 £ 1,9 NmL CHa/g DQOuadic, respectivamente, apds 30 dias de ensaio.
Ainda assim, ndo é raro observar rendimentos inferiores apds o pré-tratamento
quimico e termoquimico da biomassa algacea. Pré-tratamento quimico com H2SO4 de
C. vulgaris diminuiu em 18,6% o rendimento em metano da digestdo anaerodbia
(MENDEZ et al., 2013). No trabalho de Santos et al. (2014), o pré-tratamento
termoquimico com H2S04 0,2%v/v foi 37,8% menor que o da biomassa bruta de
Isochrysys galbana.

Obteve-se um bom ajuste dos dados experimentais do ensaio com BMC ao
modelo de Gompertz, que apontou para um rendimento maximo de 237,96 NmL CHa/g
DQOadic. Contudo, os modelos de Gompertz e de Gomperz modificado para os
ensaios com BMD e BMDA indicavam rendimentos inverossimeis ao final da
estabillizagcdo da segunda fase de produgdo de metano. Assim, os parametros
cinéticos desses ensaios foram calculados graficamente, conforme ilustra a Figura

4.18. Os resultados sado apresentados na Tabela 4.8.
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Figura 4.18: Estimativa grafica dos parametros cinéticos dos ensaios de digestao anaerdbia. (a)

biomassa do cultivo; (b) biomassa densificada; (c) biomassa densificada e pré-tratada
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Tabela 4.8: Par&metros cinéticos dos ensaios de digestdo anaerbbia

Parametros BMC BMD BMDA
M (d) 0,4 0 0
A2 (d) 20,4 17 18
Ao (d) 8,6 2 13
Plateau (d) 11,8 15 5
pt (NmL/g.d) 29,7 35,3 3,7
p2 (NmL/g.d) na 9,1 12,3
A1 (NmL/g) 2427 81,6 55,4
A1+A2 (NmL/g) na 207,2 181,8

A\ = fase lag; p = taxa de crescimento especifico; A = maxima produgédo de metano
na = ndo se aplica
1 = primeira etapa de produgédo de metano; 2 = segunda etapa de produgao de metano

Fonte: elaboragao prépria (2022)

A partir dos dados da Tabela 4.8, percebe-se que a primeira etapa de
producdo de metano (A1) iniciou-se em tempos semelhantes para as trés biomassas,
com a fase lag praticamente inexistente (0 dias). Comparando BMC com BMD, pode-
se dizer que a taxa maxima de producdo de metano da primeira etapa (u1) foi
semelhante em ambos os casos. No entanto, a fase de estabilizagdo da produgao
iniciou-se com apenas 2 dias de ensaio em BMD, enquanto que em BMC o plateau foi
alcangado ap6s o oitavo dia (Ap = 8,6). A duragao do plateau foi maior para BMD (15
dias) do que para BMC (11,8 dias), apontando para o efeito da maior concentragao de
biomassa e, ainda, da quitosana. A digestao da biomassa densificada implica em uma
maior quantidade de matéria organica complexa que devera ser assimilada pelos
microrganismos, sem contar o efeito recalcitrante da prépria quitosana dada sua
natureza polimérica. Sendo assim, o surgimento do plateau pode ser atribuido a
necessidade de adaptagdo dos microrganismos a uma carga maior de compostos
organicos complexos e aos desdobramentos desta condigdo, como, por exemplo,
flutuagdes no pH e formacgao de intermediarios inibitérios. Nao obstante, percebe-se,
ainda, que tanto BMC quanto BMD iniciaram a segunda fase de produgado de metano
em tempos semelhantes. A principal diferenga, porém, esta no fato de que, para a
biomassa densificada, a maior producédo de metano foi observada durante a segunda
etapa. Por outro lado, na digestdo da biomassa do cultivo, 0 metano foi produzido
majoritariamente na primeira etapa, com uma contribuicdo apenas residual da
segunda.

Comparando-se os parametros cinéticos da biomassa densificada (BMD) com

os da biomassa densificada e que foi submetida ao pré-tratamento com acido (BMDA),
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mais uma vez percebe-se que a primeira etapa de produgcdo de metano iniciou-se em
tempos semelhantes em ambos os casos, havendo também auséncia de fase lag (A1
= 0). A taxa maxima de produgéo na primeira etapa (u1) foi quase dez vezes menor
para BMDA que para BMD. No entanto, apesar da digestdo mais lenta, a primeira
etapa teve duragcdo mais longa em BMDA, uma vez que a estabilizagao da produgéao
de metano ocorreu somente apos 13 dias de ensaio, contra 2 dias no caso de BMD.
Adicionalmente, a duragao do plateau foi reduzida, indicando que o pré-tratamento
termoquimico pode auxiliar a reduzir ou mesmo eliminar o comportamento diauxico.
Ja a segunda etapa de produgao de metano foi iniciada em tempos semelhantes (A2 =
17 e 18 dias, respectivamente), porém a maior taxa maxima de produc¢ao de metano
para esta etapa (u2) foi observada para BMDA. Possivelmente, o pré-tratamento
termoquimico com acido facilitou a degradacdo de compostos recalcitrantes, que
puderam ser usados na segunda etapa de producéo. Por fim, a segunda etapa de
producdo foi responsavel pela maior parte do metano gerado com ambas as
biomassas.

O rendimento maximo de metano obtido com a biomassa densificada foi 15%
menor que o rendimento final da biomassa do cultivo. A introdugao de quitosana para
realizar a coagulagao/floculagcéo pode ter prejudicado a formagéo de metano dada sua
natureza polimérica, dificultando a sua degradacdo. Com respeito a biomassa
submetida ao pré-tratamento termoquimico com acido diluido, apesar de seu
rendimento em metano ter sido 25% inferior ao da biomassa do cultivo, foi possivel
verificar efeitos positivos do pré-tratamento sobre a digestdo anaerdbia. De um modo
geral, os parametros cinéticos apontaram para uma melhor degradabilidade da
biomassa pré-tratada, e atenuagao do comportamento de diauxia, retardando o inicio
da etapa de estabilizacdo e diminuindo a sua duragdo em comparagdao com a
biomassa densificada. No entanto, ndo descarta-se a ocorréncia de algum
desequilibrio duranre os ensaios, dado o menor rendimento obtido a partir desta
biomassa.

No caso de BMD e de BMDA, o pH ao final da digestdo anaerdbia encontrava-
se ao redor de 8,2, acima do pH inicial dos ensaios e da faixa ideal para a digestéao
anaerobia. Isto pode ser atribuido a formagado de aménia durante a degradacao da
biomassa e a baixa capacidade tamponante do meio. Muitas vezes o lodo anaerébio
possui uma capacidade tamponante intrinseca, capaz de resistir as flutuacoes de pH

que derivam da degradacao da matéria organica. Porém, neste caso isso nao ocorreu,
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logo, seria necessaria a adicdo de uma solugdo tampao no inicio dos ensaios. Além
disso, no caso de BMDA, pode-se citar um provavel efeito do sulfato proveniente do
H2SO4 utilizado no pré-tratamento. Embora cal tenha sido adicionada para precipitar
o sulfato na forma de CaSOs4, ndo foi possivel separar este precipitado da biomassa
pré-tratada, uma vez que parte dela assumiu um aspecto particulado. Logo, ndo houve
como garantir que o sulfato de calcio precipitado tenha se mantido como tal durante a
digestao. Ainda assim, € importante ressaltar que os experimentos com BMD e BMDA
foram interrompidos em 30 dias, mesmo antes da completa estabilizacdo da producéo
de metano, o que prejudicou a comparagéo dos ensaios e dos rendimentos finais.

N&o obstante, as condi¢gbes de digestdo precisam ser otimizadas a fim de
aumentar o rendimento em tempos mais curtos de processo. Além disso, determinar
a composigcao quimica da matéria-prima utilizada através de métodos analiticos, bem
como da fragdo liquida da digestdo anaerdbia, poderia enriquecer a avaliagdo dos
resultados, elucidando o papel da composicdo desta biomassa no pré-tratamento
proposto e a identificagdo dos compostos por ele solubilizados.

Por fim, cabe ressaltar que para avaliar o real comportamento da digestao
anaerobia de materiais organicos que apresentam padrao de diauxia, recomenda-se
qgue os experimentos sejam repetidos nas mesmas condi¢des. Portanto, os resultados
apresentados aqui sao considerados apenas preliminares. Uma vez confirmado este
comportamento, alguns ajustes podem ser realizados para melhorar a digestao
anaerdbia, como utilizar um inodculo adaptado a matéria-prima ou as condicdes
reacionais quando estas fogem das ideais. Isto seria interessante particularmente no
caso da biomassa densificada, uma vez que a concentragdo de matéria organica é
muito maior, favorecendo o acumulo de intermediarios que causam efeitos inibitorios,
como a amobnia proveniente da degradacao das proteinas e os acidos organicos
oriundos da degradagao dos carboidratos. Ndo obstante, conforme observado, o pré-
tratamento termoquimicou contribuiu para atenuar a diauxia, logo, otimizar as
condicbes de pré-tratamento também pode ser uma saida para eliminar este
comportamento indesejado.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES
5.1 Conclusoes

A coagulacao/floculacdo da biomassa de S. subsalsus com quitosana
realizada neste estudo alcangou uma eficiéncia de floculagdo de 89,9 + 6,7% e um
fator de concentracdo de 27,5 + 1,5. Constatou-se que elevadas eficiéncias foram
obtidas por quitosana de qualidade laboratorial e industrial, o que pode facilitar a
aplicagao deste processo em larga escala.

A partir do levantamento bibliografico da literatura especializada sobre o pré-
tratamento da biomassa algacea visando a produgao de metano, foi possivel constatar
que embora os pré-tratamentos com NaOH sejam amplamentes utilizados, a eficiéncia
deste método para a biomassa algacea é questionavel, uma vez que a maior parte
dos estudos analisados obtiveram um aumento no rendimento em metano inferior a
20%. Em contraste, faltam dados sobre pré-tratamentos com acido a temperatura
ambiente. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para avaliar o efeito deste
meétodo sobre a digestdo anaerdbia da biomassa algacea.

Ainda no levantamento realizado, ndo foi encontrada nenhuma correlagao
entre o aumento na solubilizagdo da biomassa algacea e o aumento no rendimento
em metano obtidos apds os pré-tratamentos com alcalis ou com acido, confirmando
uma tendéncia ja conhecida. As analises realizadas apontaram que o pré-tratamento
termoquimico com acido diluido em temperaturas amenas e duragao prolongada seria
preferivel, resultando em condigdes pouco severas. Com respeito ao balango
energético, apenas os métodos enzimaticos e, em alguns casos, o térmico,
alcangaram um balango energético positivo, com mais energia sendo produzida que
consumida. Isto aponta para a necessidade de otimizar as condi¢gdes de pré-
tratamento, bem como em explorar a integragao desta etapa com demais processos
existentes em biorrefinarias ou estacdes de tratamento de efluentes onde a biomassa
algacea seria processada.

Ja no que diz respeito ao pré-tratamento termoquimico da biomassa
densificada, através dos experimentos realizados durante a pesquisa aqui
apresentada observou-se que tanto a temperatura quanto a concentracdo de acido
exerceram influéncia positiva sobre 0 aumento na solubilizagdo. Além disso, o modelo
obtido ndo apontou para um ponto de maximo, indicando apenas que quanto maior

temperatura e concentragdo, maior o aumento na solubilizagdo.O pré-tratamento



117

termoquimico da biomassa densificada de S. subsalsus a 160°C, 2 h e H2SO4 0,1%
v/vlevou a um aumento na solubilizagao de 276%.

A digestao anaerdbia da biomassa, avaliada de forma preliminar, apresentou
uma producao de metano em duas fases, comportamento também conhecido como
diauxia, comum em materiais formados por componentes mais simples e outros de
dificil degradagéo. Este comportamento foi observado para a biomassa fresca e para
as biomassas densificadas com quitosana e e hidrolisada, indicando que é causado
por caracteristicas da propria biomassa. Ainda assim, a biomassa fresca resultou em
um rendimento em metano de 269,7 + 29,0 NmL CHa4/g DQO;i, maior do que o de
espécies de microalgas comumente avaliadas, como Scenedesmus sp. e Chlorella
vulgaris. Por outro lado, o rendimento da biomassa densificada e da biomassa
densificada submetida ao pré-tratamento acido foram 15 e 25% menores,
respectivamente, que os da biomassa fresca. Maior concentracdo de matéria
organica pode ter favorecido o acumulo de intermediarios de degradacao, levando a
desequilibrios nos reatores. O pH final da digestdo das biomassas densificadas com
quitosana e hidrolisada, em torno de 8,2, corrobora com a hipétese de formacgao de
amonia, um composto conhecidamente inibitério em altas concentragdes.

Comparando os parametros cinéticos, no entanto, observou-se efeitos
positivos do pré-tratamento realizado, o qual foi capaz de atenuar o comportamento

diauxico e de aumentar a digestibilidade da biomassa densificada.
5.2 Sugestoes

Mesmo produzindo um elevado aumento na solubilizagdo da biomassa, o pré-
tratamento termoquimico da biomassa densificada nao proporcionou o efeito
esperado de incrementar a produgcdo de metano. Este resultado ndo € uma novidade
nesta area de estudo, mesmo assim, mais estudos s&o necessarios para propor um
método mais eficaz do ponto de vista da digestdo anaerdbia e que também seja
tecnicamente viavel. Para isto, sugere-se:

e determinar a composicdo quimica da biomassa do cultivo em termos de
carboidratos, lipideos e proteinas. Com esta informagdo, seria possivel
determinar parametros importantes como a razao C/N, que por sua vez ajudaria
a otimizar a digestdo anaerobia;

e avaliar o pré-tratamento térmico da biomassa, a fim de evitar o efeito inibitério

da adi¢ao de acido;
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e otimizar as condigdes de digestdo anaerdbia, por exemplo, permitindo
adaptacao do lodo a biomassa densificada com a quitosana;

e finalizar os ensaios de digestdo anaerdbia somente apdés a completa
estabilizagado da produgao de metano;

e realizar um estudo mais minucioso, empregando analises quimicas para
caracterizar a fragcédo liquida durante a digestdo anaerdbia, possibilitando

identificar a formagao de compostos inibitérios.
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Abstract: Anaerobic digestion of microalgae and cyanobacteria was first proposed
as a destination for algal biomass accumulated on stabilization ponds since it
could not be disposed of directly in the environment. Now, the versatility of algal
biomass makes them a suitable candidate to produce biofuels and other
biomolecules in biorefineries. Anaerobic digestion of biomass is advantageous
because it does not require the extraction of specific cellular constituents or drying
of the biomass. Nevertheless, challenges remain regarding biomass concentration
and their resistant cell walls, which are factors that could hamper methane yield.
Many pretreatment methods, including chemical and thermochemical, have been
proposed to break down the complex polymers present on the cell wall into
smaller molecules. Unfortunately, the relationship between biomass solubilization
and methane yield is not well defined. This article intends to review the anaerobic
digestion of algal biomass and the role of chemical and thermochemical
pretreatments in enhancing methane production. Several pretreatment conditions
selected from the scientific literature were compared to verify which conditions
actually improve methane yield. The severity of the selected pretreatments was
also assessed using the combined severity factor. Results suggest that
thermochemical pretreatment in less severe conditions is most efficient, leading
to a greater increase in methane yield. Only enzymatic pretreatments and some
thermal pretreatments result in a positive energy balance. The large-scale
implementation of pretreatment methods requires technological innovations to
reduce energy consumption and its integration with other processes in
wastewater treatment plants.

Keywords: anaerobic digestion; methane; algal biomass; chemical pretreatment;
thermochemical pretreatment.

1. Introduction

Interest on renewable energy sources based on algal biomass
conversion has increased due to the versatility of such biomass for biofuel
production, such as biogas/biomethane, biodiesel, biohydrogen,
bioethanol, and biobutanol, depending on the chosen technology [1,2].



132

Biogas generation through anaerobic digestion of the algal biomass
eliminates some of the difficulties that lead to the high cost of biofuel
generation from algae, namely: drying, extraction of intracellular
molecules, and conversion to energy. Anaerobic digestion is also
advantageous over other conversion routes because it allows wastewater
reuse, nutrient recycling, maximum biomass utilization, minimum sludge
generation, low operational costs, low-energy demand, and sustainable
production of biogas [3,4]. Some authors suggest that methane production
through anaerobic digestion is the most economically feasible route for an
energy product generated from microalgae [5,6].

However, some technical and economic obstacles are still present for
anaerobic digestion of this kind of biomass, particularly fresh microalgae
recalcitrance, low C/N ratio, accumulation of volatile fatty acids in the
digestor, and low methane yield [7,8]. The suitability of microalgae for
biogas production has been extensively investigated to clarify various
aspects and try to improve the efficiency of the process and its general
sustainability [2,8-19]. Most authors agree that algal biomass is an
attractive feedstock to produce biofuels (biodiesel, biogas, bioethanol) and
high-value products (drugs, nutraceuticals, chemicals). However,
innovative and efficient techniques are needed to make large-scale
production of algal biomass possible. Nonetheless, few studies suggest
solutions to fill in the gaps, especially for algal biomass pretreatment.
Kannah et al. [16], for instance, propose a two-stage pretreatment,
combining a cell wall weaking step followed by the actual pretreatment
to minimize the energy cost of microalgae conversion to biofuel. Other
authors propose the integration between different routes of biofuel
production and high-value products to increase energy generation and
minimize the costs of biomass cultivation [2,19].

This article makes an extensive survey of the literature on algal
biomass pretreatment methods, in particular chemical and
thermochemical, aimed to increase methane yield and make its
production feasible. Chemical and thermochemical pretreatment methods
were selected for further study because they are common methods for
other biomasses (lignocellulosic, organic waste, waste activated sludge)
and are already used on a large scale. Such factors would be an advantage
over other methods, which are still on the bench scale (ultrasound and
microwave) or are more expensive (biological). The correlation between
biomass solubilization and methane yield, as well as the chemical and
thermochemical pretreatment conditions that effectively increase the
methane yield, allowing for a positive energy balance, are also discussed
in this review. The review is structured as follows: first, an overview of
the anaerobic digestion process is described, with a focus on anaerobic
digestion of algal biomass, then the algal biomass pretreatment methods
and the influencing factors were assessed, finishing with a comparative
analysis of chemical and thermochemical pretreatments methods of algal
biomass and an energy efficiency assessment of those methods. The
novelty of the study is a comparative analysis of these pretreatment
methods to indicate the best method and the best approach to reach higher
methane yield.

2. Anaerobic digestion

Anaerobic digestion is a complex biochemical process comprised of
several sequential reactions in the absence of free oxygen. The conversion
of organic matter to biogas can be understood as a four-step process:



133

hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis, and methanogenesis. Each of these
steps is carried out by hydrolytic, acidogenic, and acetogenic bacteria and
methanogenic archaea [20,21].

The typical composition of the gas mixture that makes up biogas is
50% to 75% methane, 25 to 45% carbon dioxide, and minor components
such as hydrogen, nitrogen, oxygen, hydrogen sulfide, ammonia, and
carbon monoxide. Methane is an energy rich component, and its biogas
content varies depending on the feedstock added to the process, the
digestion system, the temperature, and the detention time [22]. Biogas
containing 50% methane has a heating value of 21 MJ/Nm? and
depending on the flow rate, it can be used in combustion engines,
incorporated into a gas distribution grid (after proper treatment), fed to a
boiler, or used to generate electricity [23].

The advantages of anaerobic digestion that it does not require high
temperature or pressure; recycling and recovering of nutrients, since the
effluent can be applied as fertilizer or soil amendment; and energy
recovery whenever the technical, economic, and environmental aspects
are deemed adequate. The disadvantages are the specialists need for
project design, building, and operation (increasing in complexity as the
scale grows); process depends largely on temperature control; definition
of how the recovered energy is going to be used (for heat, power, or
combined generation); sludge may require additional treatment (aerobic
composting, humification on drying bed); treated effluent may have
unattractive characteristics thus requiring post-treatment (physical-
chemical or aerobic); the sensibility of methanogenic archaea to a number
of chemicals; reactor start-up time may be long due to the low growth rate
of anaerobic microorganisms; sulfur compounds can have a bad odor;
small and medium scale anaerobic technology for solid waste treatment
in low or middle income countries is still relatively new. The main
challenges of anaerobic digestion are methane loss, relatively long
treatment time, and process instability [24,25].

All kinds of biomass can be used as substrate for biogas production
as long as their main components are carbohydrates, proteins, lipids,
cellulose, and hemicellulose. Theoretical biogas yield varies depending on
the distribution of the biomass constituents; each dry ton (total solids) of
carbohydrates, proteins, and lipids generates 790-800, 700, and 1200-1500
Nm? of biogas containing 50, 70-71, and 67-68% of methane, respectively.
However, methane content higher that the theoretical is possible, since
CO2 remains partially solubilized in the liquid phase, also known as
digestate [26].

Substrates for anaerobic digestion can be solid, sludge, and liquids
either concentrated or diluted. Some examples are sewage; sewage
treatment sludge; animal manure; organic fraction of municipal solid
waste; food waste from households, restaurants, and hotels; industrial
and commercial organic waste (food processing, beverages, meat, dairy);
agricultural waste and by-products; energy crops (eucalyptus, energy-
cane, sorghum, elephant grass); and residual organic material from
bioethanol and biodiesel production. Currently, the most widely used
substrates for biogas generation are sludge from sewage treatment,
animal manure, agricultural waste, and food industry waste. Other less
commonly used and explored materials for biogas production are marine
biomass (algae and ascidians) and woody biomass from short rotation
forests, such as willow. The agricultural sector is generally the main
substrate provider for biogas production due to the large number of
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residues generated on farms (animal manure, straw, harvest waste) and
the possibility of growing specific crops for bioenergy (e.g., energy-cane)
[27].

Many biomasses studied for biofuels production present major
drawbacks. Energy crops (corn, sugarcane, and plant oil) used to produce
first-generation biofuels compete with food cultivation. Production of
second-generation biofuels from lignocellulosic or woody biomass,
agricultural waste, and municipal solid waste face many obstacles,
including their low biomass productivity, demand for large amounts of
water and arable land, and lack of efficient and low-energy pretreatments.
Mass cultivation of oilseeds for biodiesel production leads to extensive
deforestation and changes in land use that have serious impacts on
biodiversity and make it harder to reach a sustainable production of
biofuels from such biomass. Third-generation biofuels are mainly
connected to algal biomass, and its feedstock is the key difference between
second and third-generation biofuels [28,29].

3. Anaerobic digestion of algal biomass

Gouleke et al. [30] were the first authors to describe the anaerobic
digestion of algal biomass when they investigated the digestion of
Chlorella vulgaris and Scenedesmus. Other research followed that aimed to
identify key factors that might hamper the anaerobic digestion of algal
biomass [31-44].

Microalgae and cyanobacteria are promising feedstocks for
technological applications due to its simple nutritional demands and high
biomass productivity. Provided the appropriate conditions, they grow 5
to 10 times faster than terrestrial biomass [45]. As they grow, microalgae
mitigate CO2 emissions by absorbing carbon and removing nutrients from
wastewater [46-49]. Furthermore, microalgae cultivation does not require
arable land or fresh water, making it possible to grow them in wastewater.
These advantages increase the attractiveness of this biomass [50,51].

Algal biomass contains moistly lipids (2-55%), proteins (6-71%), and
carbohydrates (4—64%). The proportion of these macromolecules varies in
different species and growth conditions. The diversity of biochemical
composition among different phyla, genera, and even between similar
species may represent a challenge to anaerobic digestion of algal biomass
[8]. Table 1 shows the typical macromolecular composition of
technologically relevant microalgae species, as well as their cell wall
composition.

Table 1. Approximate chemical composition and cell wall components of
biotechnologically relevant microalgae.

Chemical composition (%)

Species Carbohy Proteins  Lipids Cell wall components !
drates
Polysaccharides sheath; lipid double-layer;
A eptide-glycan layer surrounded by a
Spirulina 16 7 7 pﬁgrillargl:yer ma}(lie of cellulose ar}lld
hemicellulose; cell membrane.
Peptide-glycan layer; algaenan layer;
Scenedesmus 17 56 14 fibrillar layer made of cellulose and
hemicellulose; cell membrane.
. Algaenan layer; cellulose layer; struts; cell
Nannochloropsis 32 27 15

membrane.
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Chlorella

Algaenan layer; fibrillar layer made of
17 58 22 cellulose and hemicellulose; cell
membrane.

! From the most external to the most internal layer. Adapted from [52,53].

Environmental and operational factors can significantly affect
microalgae cultivation and anaerobic digestion kinetics, diminishing
biomass and biogas productivity. Light intensity, nutrient availability,
temperature, pH, turbulence, and salinity are key factors influencing
microalgae cultivation and biomass production [54]. Biogas production
during anaerobic digestion is affected by C/N ratio, total solids, hydraulic
retention time (HRT), volumetric organic load, pH, temperature, among
other factors [55].

The risk of inhibition by ammonia-nitrogen is also a limitation that
should be considered in the anaerobic digestion of microalgae. This type
of biomass often has alow C/N ratio due to its high protein content, which
may be an issue since high ammonia concentrations inhibit anaerobic
microorganisms. Even when strategies to enhance microalgae
digestibility are applied, ammonia-nitrogen release may occur during the
degradation of nitrogen compounds [56,57].

In addition to theoretical calculations, lab-scale and pilot-scale
experiments have demonstrated the excellent potential of microalgae
anaerobic digestion for methane production, obtaining specific yields
higher than from other biomasses. Mussgnug et al. [40] achieved methane
yield from microalgae biomass 7-13% higher than from corn silage. The
first study about anaerobic digestion of microalgae biomass, conducted
by Gouleke et al. [30], reached methane yields of 0.17-0.32 L CHs/g volatile
solids (VS) from Chorella vulgaris and Scenedesmus. Studying the anaerobic
digestion of two microalgae species, Phacodactylum tricornutum and
Scenedesmus obliquus, Zamalloa et al. [58] obtained methane yield of 0.36
and 0.24 L CHa/g VS, respectively. According to Song et al. [59], the
methane yields of brown, red, and green macroalgae are 0.204 — 0.380 L
CHs/g VS, 0.132 — 0.447 L CHy4/g VS, and 0.152 — 0.330 L CHa/g VS,
respectively, which are significantly higher than methane yields from
sugar crops (0.189+0.072 L CHas/g VS) and lignocellulosic biomass
(0.172+0.113 L CHy/g VS). Methane production may vary depending on
algae habitat. When studying 15 species of fresh water microalgae and 5
species of marine microalgae, Frigon et al. [60] reported methane yields of
0.298 + 0.083 L/g vs. for marine microalgae and 0.329 + 0.043 L/g vs. for
freshwater microalgae.

Table 2 shows methane yield results from mesophilic anaerobic
digestion of different microalgae species. Note that the methane yields
vary greatly depending on the species, due to the chemical composition
of the microalgae and its cell wall robustness. Species that lack a cell wall,
e. g., Dunaliella salina, usually have higher yields. Such species have a cell
membrane constituted only by a lipidic double-layer and easily
degradable components [52]. Other species like Chlamydomonas reinhardtii
have a glycoprotein cell wall, which is also readily degradable, thus
leading to satisfactory methane yields [61]. Nevertheless, most species
have a robust cell wall, with many layers of cellulose, hemicellulose,
algaenan, pectin, peptide-glycan, among other constituents, as is the case
of Chlorella sp. [15,52]. Such polymers make up resistant cell walls,
hindering access to the intracellular material, therefore hampering
methane production. Algaenan, for example, is an extremely resistant
aliphatic polymer that can be found in the cell wall of most microalgae
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species. Polymeric chain size and structure vary according to the species,
ranging from 30 to as much as 120 carbons, as is the case of Nannochloropsis
sp. and Scenedesmus communis [52].

It is still unknown which species from fresh or marine water are more
suitable for methane production. Despite the recent developments
regarding methane production from algal biomass, screening of strains is
still necessary to identify which ones combine the most desirable
characteristics: easy cultivation, high biomass productivity, and easy
anaerobic biodegradation. Given the results in Table 2, selection of ideal
strains is one of the most important tasks for biogas production from algal
biomass, since species composition directly influences methane
production.

Although the microalgae cell wall is an important feature that
directly influences anaerobic digestion, the literature still lacks
information about cell wall chemical composition and structure for most
species. The cell wall is different from one species to another, especially
its constituents, inter- and intramolecular bonds, number of layers, and
thickness [77]. The chemical nature of the cell wall is an important feature
when choosing the right biomass for a biotechnological process, because
to access the intracellular content and convert it into biogas, cell wall
should be easily broken to minimize the costs, time, and energy required
[78].



Table 2. Methane yields from mesophilic anaerobic digestion of different microalgae species.

Algae species Anaerobic digestion process conditions Methane yield (mL CH4/g VS) Reference
Algae biomass: Chlorella sp. and Scenedesmus sp. Batch reactor, 35°C, 105 days 260 [42]
Algae biomass: Scenedesmus obliquus, Chlorella vulgaris Batch reactor, 35 °C, 46 days 117 [62]
Algae biomass: Stigeoclonium sp., Monorraphidium sp., Continuous reactor, 37 °C, 20 days, OLR 1.05 kg 180 [63]
Nitzchia sp., Amphora sp. COD/m’.d

Arthrospira maxima ADMFC, 35 °C, 4 days, OLR 0.5 kg DW/m3.d 173 [64]
Arthrospira platensis Batch reactor, 38 °C, 32 days 293 [40]
Chlorella kessleri 218

Chlamydomonas reinhardtii 387

Dunaliella salina 323

Euglena gracilis 325

Scenedesmus obliquus 178

Botryococcus brauna Batch reactor, 35 °C, 34 — 50 days 343 -370 [60]
Chlamydomonas sp. 333

Isochrysis sp. 408

Scenedesmus dimorphus 397

Chlamydomonas reinhardtii Batch reactor, 35 °C, 22 days 263 [61]
Chlorella vulgaris 191

Chlorella Batch reactor, 37 °C, 45 days 123 [65]
Chorella minutissima Batch reactor, 36 °C, 30 days 166 [66]
Chlorella pyrenoidosa 265

Chlorella vulgaris 196

Chlorella sorokiniana Batch reactor, 30 °C, 42 days 220 — 280 [67]
Chlorella sorokiniana Batch reactor, 40 °C, 71-108 days 212 [68]
Chlorella vulgaris 189

Chlorella vulgaris Batch reactor, 35 °C, 28 days 240 [69]
Chlorella vulgaris Batch reactor, 35°C, 35 days 237 [43]
Chlorella vulgaris after lipid extraction 219

Chlorella vulgaris after chlorophyll extraction 210

Chlorella vulgaris after protein extraction 207



Algae species Anaerobic digestion process conditions Methane yield (mL CH4/g VS) Reference
Chlorella vulgaris Batch reactor, 35 °C, 30 days 337 [41]
Microcystis spp 140

Nannochloropsis salina 557

Nannochloropsis sp. 357

Nanofrustulum sp. 507

Phaeodactylum tricornutum 337

Chlorella vulgaris Batch reactor, 35 °C, 29 days 156 [70]
Chlorella vulgaris Batch reactor, 35 °C, 25 days 229 [71]
Chlorella vulgaris Batch reactor, 35 °C, 30 days 1392 [72]
Hydrodictyon reticulatum (filamentous algae) Batch reactor, 35 °C, 25 days 170 [73]
Microcystis spp. Batch reactor, 35 °C, 30 days 140 [74]
Nannochloropsis salina Batch reactor, 35 °C, 19 days 430 [75]
Phaeodactylum tricornutum Batch reactor, 33 °C, 30 days 270 [58]
Scenedesmus obliquus 130

Scenedesmus obliquus Batch reactor, 35 °C, 33 — 34 days 76! [76]
Scenedesmus sp. 82!

Scenedesmus obtusiusculus Batch reactor, 37°C, 15 days, pH 9 (previously 155 [44]

adapted inoculum)
Scenedesmus sp. and Chlorella spp. Batch reactor, 35 °C, 10 days 100 — 140 [24]

' mL CHs/g CODin. ADMEFC = anaerobic digester with an integrated recirculation loop microbial fuel cell. COD = chemical oxygen demand. DW = dry weight. OLR = organic

loading rate. vs. = volatile solids.
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4. Algal biomass pretreatment methods

Rigid cell walls mean less available organic matter for the anaerobic
microorganisms to convert, thus making the hydrolysis the limiting step
of anaerobic digestion [79]. Growing interest in biofuels from microalgae
and cyanobacteria has led to an increasing number of investigations about
different pretreatment methods (Figure 1) to enhance methane yield from
algal biomass [15,16,18,80].

Pretreatments
Mechanical Thermal Biological Chemical Combined
Milling . .
Microwave Al Er_\zym_atlc Ac'.d Thermochemical
Hydrothermal Biological Alkaline
Ultrasound

Figure 1. The main algal biomass pretreatment methods aimed at methane
production.

4.1. Mechanical pretreatment

Mechanical pretreatment includes physical methods aimed at size
reduction (milling) or cell wall disruption by provoking physical damage
(ultrasound, microwave), the latter being more commonly used for
microalgae biomass. Ultrasound pretreatment relies on the cavitation
produced by soundwaves to break the cell wall from the inside out.
Although it cannot break chemical bonds, microwave can break hydrogen
bonds of the macromolecules, altering their structures and ultimately
damaging the cell wall [81,82].

In general, higher specific power or longer exposition time favors
ultrasound and microwave pretreatment, leading to higher biomass
solubilization and methane yield than untreated biomass (Table 3). For
some species, pretreatment only promotes the rupture of the cell wall,
facilitating the access of microorganisms to the intracellular material.
Although the solubilization degree may seem low, enough intracellular
content is released to make a significant difference between methane
yields of treated and untreated biomass [76]. In other cases, biogas
production seems to be linked to the specific energy applied during the
pretreatment and the degree of biomass solubilization [62]. However,
physical pretreatments are inefficient from the energy perspective, since
the energy generated from anaerobic digestion often does not offset the
energy demanded for the pretreatment step [80,83].

4.2. Thermal pretreatment

In thermal pretreatment, biomass can be heated at temperatures <100
°C. When higher temperatures followed by pressure increase are applied,
it is considered a hydrothermal pretreatment [82]. Both time and
temperature influence biomass solubilization and, in some cases,
temperature has more influence on thermal pretreatment, resulting in a
positive correlation between biomass solubilization and methane yield
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(Table 3). On the one hand, high temperatures solubilize organic matter
and partially hydrolyze macromolecules such as carbohydrates, lipids,
and proteins. On the other hand, they may also favor the formation of
inhibitory  chemicals affecting the metabolism of anaerobic
microorganisms, especially ammonia [84]. Hence, many authors noticed
a decrease in biomass digestibility when the microalgae were treated with
harsh temperature and pressure in comparison to those treated with
milder conditions [70]. Many studies have demonstrated that to increase
methane production from microalgae biomass, pretreatment
temperatures should range between 55 and 170 °C [83,95].



54 Table 3. Physical, thermal, and biological methods of microalgae pretreatment aimed at methane production.

Methane yield

Solubilization (NmL CHd/g VS) Reference
Code Method Species/Concentration Pretreatment conditions increase
(%) Without With Variation

PT PT (%)
Ul 220 W, 30 min 28.5° 458.43 44.3
U2 . 400 W, 20 min 33.3° 414.12 30.4
U3 Ultrasound Chlorella sorokiniana, 13.8 g/LL CODz 400 W, 30 min 4390 317.66 424 68 337 [80]
U4 400 W, 40 min 56.8° 421.87 32.8
Us Mixed biomass (Monoraphidium sp., 60 W, 30 min 84.0°¢ 177.20 20.0
U6 Ultrasound Stigeoclonium sp., Nitzschia sp., Amphora sp.) 70 W, 30 min 91.0°¢ 147.70 196.40 33.0 [83]
u7 Ultrasound  Scenedesmus sp., 4.48 g/L TS 80 W, 30 min, 128.9 MJ/kg TS 8.0 81.80 153.50 87.7 [85]
U8 Ultrasound y‘xf\glv’;’t‘;;s: (Nitzschia Shpl.;h.i’r;gs"c)l";l’”g 70 W, 30 min, 20 kHz, 27 MJ/kg TS 95¢ s 137 8.0 561
Ml Microwave gl/’ﬂ TS p- P p-), 1. 900 W, 3 min, 34.3 MJ/kg TS 9.8°¢ : 127.70 21.0
M2 Microaleae mixed biomass from hieh-rate 300 W, 9 min, 64,400 kJ/kg TS 7.54 167.24 60.1
M3 Microwave onds 1g6 7 /L. COD & 600 W, 4.5 min, 64,400 kJ/kg TS 7.44 117.63 188.34 71.6 [62]
M4 ponas, 16.7°& T 900 W, 3 min, 64,400 kJ/kg TS 8.1¢ 210.06 78.6

. Microalgae mixed biomass from high-rate . a
M5 Microwave ponds, 22.0 g/L, CODy 900 W, 3 min, 70,000 kJ/kg VS 140.0 170.00 270.00 58.8 [83]
T1 Thermal Chlorella sorkiniana, 13.8 g/L CODt 80 °C, 20 min 6.6 317.66 374.81 18.0 [80]
T2 . . . . 55°C,10h 402.0 ¢ 124.59 13.0
T3 Thermal M‘C(ri"all%ag m/lﬂ“’(‘jigg’mass from high-rate 75°C, 10 h 1058.0 © 111.00  154.57 40.0 [86]
T4 POREs, 1178 ' 95°C, 10 h 1184 169.88 53.0
TS 70 °C, 25 min 90.0 2 - 89.37 9.0
) J .

T6 Thermal Scenedesmus sp., 4.48 g/L TS 80 °C, 25 min 130.0 @ 81.80 128.71 570 [85]
T7 70 °C, 180 min na - 85.00/ 11.8
T8 Thermal Scenedesmus sp., 14.0 g/L COD 90 °C. 180 min na 76.000 170.00i 123.7 [76]
T9 Thermal Chlorella sp., 27.9 g/L COD 65 °C, 4h 41.0 211.00 297.00 41.0 [87]
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Methane yield

Solubilization (NmL CHd/g VS) Reference
Code Method Species/Concentration Pretreatment conditions increase
(%) Without With Variation
PT PT (%)
T10 110 °C, 1.2 bar, 15 min 8.0¢ 150.0 25.0
TI1 Microalgae mixed biomass from high-rate 110 °C, 1.2 bar, 30 min 8.8°¢ 140.00 17.0
Tip  Hydrothermal i 25% TS 130 °C, 1.7 bar, 15 min 15.0°¢ 1200017000 42.0 [88]
T13 130 °C, 1.7 bar, 30 min 13.3¢ 160.00 33.0
T14 . 140 °C, 3 bar, 10 min, 350 rpm 42.0°f 219.807 40.0
TIS  Hydrothermal ~CPlerellavulgaris, 32.1 g/l CODr 160 °C, 6 bar, 10 min, 350 rpm 54.0° 156.401  256.307 64.0 [70]
T16 180 °C, 10 bar, 10 min, 350 rpm 69.0f 226.501 45.0
T17 Hydrothermal  Scenedesmus obliquus, 20 g/L TS 165 °C, 7 bar, 30 min 40.08 159.00 383.60 141.3 [89]
Hydrothermal o .
TI8 (solar Chlorella pyrenoidosa, 0.961 g TS/g DW 155 °C, 30 min, flow rate 40 L/h na 2170 348.00 57.0 [90]
(semi-continuous)
powered)
El Scenedesmus obliquus, 25 mg sCOD/g TS Cellulase + endogalactouronase mix, 159.00  897.75 464.6
quus, 2> mg & 17.5 U/g TS, 50 °C, 24 h ' ' :
. Estearase + protease mix, 12.5 U/g
E2 Scenedesmus obliquus, 25 mg sCOD/g TS TS, 50 °C, 24 h 159.00 617.70 288.5
.. Cellulase + endogalactouronase mix,  organic matter
E3 . Chlorella sorokiniana, 95 mg sCOD/g TS 17.5 Ulg TS, 50 °C, 24 h solubilization 169.30 532.68 214.6
Enzymatic Estearase + protease mix, 7.5 U/g between 35.0 [89]
E4 Chlorella sorokiniana, 95 mg sCOD/g TS TS. 50 °C, 24 h and 45.0% ¢ 169.30 486.08 187.1
. - Cellulase + endogalactouronase mix,
E5 Arthrospira maxima, 300 mg sCOD/g TS 12.5 Ulg TS, 50 °C, 24 h 111.00 879.60 689.7
. - Estearase + protease mix, 7.5 U/g
E6 Arthrospira maxima, 300 mg sCOD/g TS TS, 50 °C, 24 h 111.00 927.00 735.1
E7 Enzymatic  Porphyridium cruentum, 3.4 g CODy/L Protease 0.5 mL/g dry biomass, pH 3020 130.00  230.00 77.0 [91]

8.0-8.5,55°C,9h
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59
60
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Methane yield

Solubilization (NmL CHd/g VS) Reference
Code Method Species/Concentration Pretreatment conditions increase
(%) Without With Variation
PT PT (%)
Enzyme commercial cocktail, 1% i
E8 E/S, pH 4.8, 24 h 42.0 430.80 35.6
Enzyme commercial cocktail 1% i
E9 E/S, pH 4.8, 24 h 48.0 440.70 38.7
. o ‘
E10 Enzymatic  Chlorella sorokiniana Comme“r‘)i} Zeguéjsi’ 1% ES, 36.0 317.66  552.66 74.0 [92]
Commercial cellulase, 1% E/S, ;
Ell pH 7.0,24 h 34.0 545.68 71.0
Enzyme commercial cocktail, 1% ;
E12 E/S, pH 7.0, 24 h 50.0 570.84 70.0
100 U/L laccase-rich broth from
El3 Mixed culture of bacteria and microalgae, Trametes versicolor, 100 rpm/20 144.00 20.0
Biological composed mainly by Oocystis sp., 31.3 g/L min na 83.0 [93]
El14 CODr 100 U/L commercial laccase, 20 100.00 74.0
min, 100 rpm, 25 °C
TSAD, rumen m-orgs as
4 st
El5 Biological Scenedesmus sp., 60.9 g/LL CODr pretreatment in the 1% stage, na na 214.00 na [94]

fermentation reactor: 40 d, SRT =7

d, HRT =7d.

2 S (%) = (sCOD¥*100)/(CODo) [sCOD= soluble COD, 0 = before pretreatment, f= after pretreatment].

® S (%) = (VSS£*100)/(VSSo) [VSS = volatile suspended solids, 0 = before pretreatment, f= after pretreatment].
¢S (%) = [(sVSi—sVS0)/(VS — sVS0)]*100 [sVS = soluble volatile solids, vs. = total volatile solids, 0 = before pretreatment, f= after pretreatment].
4'S (%) = (sVSr)/VS [sVS = soluble volatile solids, vs. = total volatile solids, f= after pretreatment].
e S (%) ={[(sVS/VS) — (sVSo/VS)]/(sVSe/VS)}*100 [sVS = soluble volatile solids, vs. = total volatile solids, 0 = before pretreatment, f= after pretreatment].
f considering soluble carbohydrates.

8 considering sCOD/g TS ratio.

h considering sCOD/g dry biomass ratio.
1S (%) = [(sVSSt — VSS0)/VSSe]*100 [ sVSS = soluble volatile suspended solids, 0 = before pretreatment, = after pretreatment].
i NmL CHa/g COD.
na = not available, E/S = enzyme/substrate, TSAD = two-stage anaerobic digestion.
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4.3. Biological pretreatment

Biological pretreatment can be performed by adding enzymes or
hydrolytic microorganisms (e.g., bacteria and fungi) to the biomass under
controlled temperature and pH conditions (Table 3). Cellulases are often
used for pretreating species whose cell wall is composed of cellulose and
hemicellulose, e.g., Chlorella sp. and Chlorococcum sp. [81]. Biological
pretreatment does not release chemicals that are toxic or inhibitory for the
anaerobic digestion microorganisms, which is an advantage over other
pretreatment methods, such as thermal or chemical. However, it requires
long times, the enzymes are specific to a substrate, and the cost of enzyme
production is still high [96]. The choice of an enzyme must consider the
chemical composition of the microalgae and of its cell wall, requiring
investigation about which enzyme or mix of enzymes is most suitable for
a given microalgae species [7,96].

Biological pretreatment using enzymes generated locally, e.g., using
a fungal broth, can be more efficient in improving methane yield than
using single commercial enzymes. This is due to a synergistic effect
between multiple enzymes secreted by the fungi and enzymes secreted by
the hydrolytic bacteria that participate in anaerobic digestion [92,93].

Some authors consider the first stage (acidogenic phase) of two-stage
anaerobic digestion as a form of biological pretreatment, since it is
dominated by fermentative bacteria digesting the organic matter [97]. The
fermentation step can be aided by adding external enzymes or hydrolytic
microorganisms [94].

4.4. Chemical pretreatment

Chemical pretreatment can be performed by adding an alkali, acid,
or oxidizing agent (Table 4) over the biomass. The solubilization of cell
wall components and intracellular organic matter (carbohydrates, lipids,
and proteins) by chemical pretreatment has been extensively investigated,
and the main factors affecting this pretreatment method are chemical
concentration, biomass concentration, temperature, and time [52,98]. The
relationship between those factors and biomass solubilization is discussed
in section 4.4.3.

Overall, the advantages of chemical pretreatment include high
solubilization degree and low-energy demand. Disadvantages include the
cost of chemicals, pH imbalance, inhibition of the methanogenic
microorganisms due to buildup of toxic ions and molecules released
during pretreatment, and corrosion of the reactors [82,99].

4.4.1. . Acid pretreatment

Acid pretreatment or acid hydrolysis is widely used for
lignocellulosic biomass due to its efficiency in depolymerization of
cellulose and hemicellulose, converting them into lower molecular weight
sugars [97]. When pretreatment is performed using concentrated acid
and/or high temperatures, the acid can react with solubilized sugars
producing furfural and 5-hidroxymethilfurfural [96,100]. According to
Ghasimi et al. [101], microbial growth and methanogenic activity during
anaerobic digestion (mesophilic and thermophilic) are inhibited starting
at 2 g/L of furfural or 5-hidroximetilfurfural. Acid hydrolysis can use
either concentrated or diluted acids. Concentrated acid leads to more
efficient carbohydrate solubilization, formation of toxic by-products, and
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equipment corrosion, thus demanding more resistant construction
materials [82].

442, . Alkaline pretreatment

Solubilization of organic matter by alkali addition (alkaline
hydrolysis) occurs due to many reactions between the alkaline reagent
and biomass components. In this process,
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Table 4. Chemical and thermochemical pretreatments of algal biomass for methane production.
Code Species/Concentration Pretreatment conditions Solubilization * Methane yield (NmL CH4/g VS)  References
St Variation Without With  Variation °
(%) (%) PT PT (%)

Al Scenedesmus sp., 6 g/L CODt H>S040.1% v/v, 150 °C, 1 h 37.5 35.5 130.90 253.10 93.4 [102]

A2 H>S040.2% v/v, 150 °C, 1 h 36.9 34.6 na na

A3 Bubbling CO,up topH 2, 150°C, 1 h 41.6 39.6 na na

A4 Spirulina maxima, 55.7 g/L CODt HCl,pH 1,50°C,1h 53.9 87.5 190.00 0.0 -100.0 [103]

A5 HCL pH 1,100°C, 1 h 57.4 100.0 60.0 -68.4

A6 HCL pH 1,150°C, 1 h 68.2 137.5 20.0 -89.5

A7 HCl,pH3,50°C,1h 39.5 37.5 110.0 -42.1

A8 HCl, pH 3,100 °C, 1 h 449 56.3 140.0 -26.3

A9 HCl,pH 3,150°C, 1 h 64.6 125.0 160.0 -15.8

Al10 Microalgae biomass after HCI, pH 5, room temp. 4.5 15.4 104.00°¢ 123.0¢ 18.3 [104]
All lipid extraction, 10 g/L CODt HCI, pH 4, room temp. 7.2 84.6 107.0¢ 2.9

Al2 HCI, pH 3, room temp. 10.8 176.9 124.0¢ 19.2

Al3 HCI, pH 2, room temp. 18.2 366.7 174.0°¢ 67.3

Al4 HCI, pH 1, room temp. 243 523.1 217.0°¢ 108.7

AlS Mixed biomass of Chlorella sp. and HC10.05% m/m, pH 1, 80 °C, 2 h na 964.0 ¢ 78.13 142.50 82.4 [99]
Al6 Monoraphidium sp., 14.45 g/L TS HCI1 1.25% m/m, pH 0.6, 80 °C, 2 h na 1008.0 ¢ 94.59 21.1

Al7 HCl12.0% m/m, pH 0.4, 80 °C, 2 h na 965.8 ¢ 89.05 14.0

Al8 Isochrysis galbana, 4.5 g/l CODr H,S040.2% v/v, 40 °C, 16 h 8.4 27.1 9.27 15.90 71.5 [105]
Al19 Chlorella vulgaris, H,SO4 4M, pH 2, room temp. na na 138.00 113.10 -18.6 [72]
A20 26.2 g/ CODr H,>SO4 4M, pH 2, 120 °C, 20 min na 500 ¢ 221.80 59.7

A21 H,>SO4 4M, pH 2, 120 °C, 40 min na 700 © 228.80 64.7

A22 Microalgae biomass from HCL pH 2, room temp., 1 h na na 14.00 46.00 228.6 [106]

stabilization pond, 2% VS
A23 Scenedesmus obtusiusculus, HCI1 3% m/m, 105 °C, 1.7 h 60.0 821.4 234.00 296.00 26.5 [107]
32.2 g/L CODy
A24 Oscillatoria tenuis H,SO4 4M, pH 2; room temp. 11.0 143.0 191.00 210.00 9.9 [108]
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Code Species/Concentration Pretreatment conditions Solubilization * Methane yield (NmL CH4/g VS)  References
St Variation Without With  Variation ®
(%) (%) PT PT (%)

A25 Mixed biomass of Desmodemus opoliensis (47%), HCI0.5M,pH 03,121 °C, 1 h 40.0 135.3 216.00 205.20 -5.0 [109]

A26 Navicula reichardtinana (27%), Tetradesmus HCI2.0M,pH 0.3,121°C, 1 h 19.0 217.6 208.00 250.00 20.0
obliquus (12%), Scenedesmus sp. (9%), and
Scenedesmus acuminatus (5%), 74.5% VS

B4 Spirulina maxima, 55.7 g/L CODr NaOH, pH 11,50 °C, 1 h 50.0 75.0 190.00 210.00 10.5 [103]

B5 NaOH, pH 11, 100 °C, 1 h 60.0 106.3 220.00 15.8

B6 NaOH, pH 11, 150 °C, 1 h 60.0 112.5 240.00 26.3

B7 NaOH, pH 13,50 °C, 1 h 55.0 100.0 90.00 -52.6

B8 NaOH, pH 13, 100 °C, 1 h 70.0 137.5 140.00 -26.3

B9 NaOH, pH 13, 150 °C, 1 h 78.0 162.5 80.00 -57.9

B10 Mixed biomass, NaOH 5 g/L, pH 10, room temp. 63.0 219.0 66.30 ¢ 195.00 © 194.1 [110]
B11 56.2 g/L CODt NaOH 20 g/L, pH 12, room temp. 75.4 281.8 19.50 ¢ -70.6

B12 NaOH 5 g/L, pH 10, 140 °C, 30 min 80.0 305.1 226.20°¢ 241.2

B13 NaOH 20 g/L, pH 10, 140 °C, 30 min 85.1 330.4 12.48 ¢ -81.2

B14 Chlorella sp., 45.6 g/ CODr NaOH 13.7 g/L, pH 13, room temp. 20.0 10.0 na na -10.0f [7]
B15 Nannochloropsis sp., 51 g/L CODr NaOH 10.8 g/L, pH 14, room temp. 30.0 20.0 -30.0f

B16 T. weissflogii, 46.1 g/ CODr NaOH 20 g/L, pH 13, room temp. 60.0 -1.2 20.0f

B17 Tetraselmis sp., 42.2 g/ CODr NaOH 7.8 g/L, pH 13, room temp. 60.0 38.2 10.0f

B18 Tetraselmis sp., 42.2 g/ CODr NaOH 20 g/L, pH 14, room temp. 70.0 80.9 50°

B19 Pavlova_cp sp., 56.1 g/L CODt NaOH 13.7 g/L, pH 12.5, room temp. 70.0 10.0 -20.0°F

B20 Chlorella sp., 45.6 g/ CODr NaOH 20 g/L, pH 13, 120 °C, 30 min 80.0 488.4 30.0f

B21 Nannochloropsis, 51 g/ CODt NaOH 20 g/L, pH 14, 120 °C, 30 min 95.0 285.7 40.0f

B22 T. weissflogii, 46 g/l CODr NaOH 20 g/L, pH 12, 120 °C, 30 min 60.0 -1.2 15.0f

B23 Tetraselmis sp., 42.2 g/ CODr NaOH 6 g/L, pH 13, 120 °C, 30 min 90.0 126.1 50f

B24 Pavlova_cp sp., 56.1 g/L CODr NaOH 20 g/L, pH 13, 120 °C, 30 min 90.0 53.5 5.0°

B25 Chlorella sp. (30%) and NaOH, pH 9, room temp. 54 84.8 336.00 363.00 8.0 [111]
B26 Scenedesmus sp. (70%), NaOH, pH 11, room temp. 5.0 78.1 327.00 -2.7

B27 12.3 g/L CODr NaOH, pH 13, room temp. 20.6 3245 213.00 -36.6

B28 Nannochloropsis salina, 97% TS NaOH, pH 11, room temp. na - no CHs in biogas [112]
B29 Spirulina platensis, 60.4 g/ CODy NaOH 0.8 g/L, room temp., 12 h 55.0 55.5 278.80 289.90 4.0 [113]
B30 NaOH 1.6 g/L, room temp., 12 h 57.0 56.7 297.50 6.7

B31 NaOH 4.0 g/L, room temp., 12 h 20.0 20.4 294.90 5.8

B32 Mixed biomass of Chlorella and CaO 4% m/m, pH 12, room temp., 4 d 10.0 400.0 260.00 282.00 8.5 [42]
B33 Scenedesmus, 23.5 g/ CODr Ca0O 4% m/m, pH 12; 55 °C, 24 h 10.0 400.0 255.00 -1.9

B34 Ca0 4% m/m, pH 12,72 °C, 24 h 15.0 650.0 287.00 10.4
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Code Species/Concentration Pretreatment conditions Solubilization * Methane yield (NmL CH4/g VS)  References
St Variation Without With  Variation ®
(%) (%) PT PT (%)
B35 CaO 10% m/m, pH 12, room temp., 4 d 13.0 550.0 259.00 -0.4
B36 CaO 10% m/m, pH 12, 55 °C, 24 h 20.0 900.0 292.00 12.3
B37 Ca0 10% m/m, pH 12,72 °C, 24 h 25.0 1150.0 325.00 25.0
B38 Chlorella sp. NaOH 0.05%, 50 °C, 24 h 15.8 139.4 137.17 110.00 © -19.8 [61]
B39 NaOH 2.0%, 50 °C, 24 h 16.2 145.5 125.00 ¢ -8.9
B40 NaOH 5.0%, 50 °C, 24 h 18.2 175.8 155.00 ¢ 13.0
B41 NaOH 0.05%, 50 °C, 48 h 15.8 139.4 130.00 © -5.2
B42 NaOH 2.0%, 50 °C, 48 h 17.6 166.7 160.00 © 16.6
B43 NaOH 5.0%, 50 °C, 48 h 19.8 200.0 135.00 © -1.6
B44 Scenedesmus sp. NaOH 0.05%, 50 °C, 24 h 4.1 115.8 135.00 © 150.00 © 11.1 [61]
B45 NaOH 2.0%, 50 °C, 24 h 5.1 168.4 165.00 © 22.2
B46 NaOH 5.0%, 50 °C, 24 h 16.8 784.2 162.00 © 20f
B47 NaOH 0.05%, 50 °C, 48 h 4.7 147.4 146.00 © 8.2
B438 NaOH 2.0%, 50 °C, 48 h 7.8 310.5 140.00 °© 3.7
B49 NaOH 5.0%, 50 °C, 48 h 17.7 669.6 138.00 ¢ 2.2
B50 Mixed biomass of Chlorella sp. KOH 0.5%; pH 12.6, 80 °C, 2 h na 194354 78.13 145.10 86.0 [99]
B51 and Monoraphidium sp., KOH 1.25%; pH 12.6, 80 °C, 2 h na 2043.5 4 100.14 28.0
B52 14.45 g/ CODr KOH 2.0%; pH 12.6, 80 °C, 2 h na 2184.7 4 80.78 34
B33 Scenedesmus obtusiusculus, 2% w/w biomass/alkaline H,O, solution  15.4 100.0* 155.00 208.40 34.5 [44]
94.29 g TS/L (1.25% v/v),50°C, 1.5 h
B34 NaOH 4.0 M, pH 10, 120 °C, 20 min 27.0 251.02 227.10 46.5

2 calculated for this study: So and St= solubilization degree before and after pretreatment. So (%) = (sSCODo/(COD10)*100; St (%) = (sCOD¢(CODT1)*100; CODr = total COD (g/L); sCODo =
soluble COD (g/L) before pretreatment; sCODt = soluble COD (g/L) after pretreatment; Solubilization increase (%) = [(So/Sf) — 1]*100
b Methane yield increase (%) = [(Y cra-p1/Ycha-B)-11¥100 Ycne- = methane yield of untreated biomass, Y cua-pr = methane yield of treated biomass

¢NmL CH4/g COD

4 considering total organic carbon (TOC) increase (%) after pretreatment
¢ considering soluble carbohydrates
fas informed by the original paper na = not available



saponification of uronic acids and esters occur, as well as reactions
involving carboxylic groups and neutralization of acid intermediaries
[110]. Alkalis increase the biomass superficial area by swelling after
saponification reactions [42,114], favoring the attack of the digesting
microorganisms [61] and protein solubilization [52,72]. Biomass
solubilization achieves better results when monovalent alkalis are used
instead of divalent ones, since divalent alkalis ionize only partially in
aqueous media [110].

4.4.3. . Factors influencing algal biomass solubilization in chemical
and thermochemical pretreatments

e  Temperature

Both acid and alkaline pretreatment have been less explored at room
temperature, with most studies using temperatures ranging from around
50 to 100 °C and greater (Table 4). The combination of temperature plus
an acid or alkali allows pretreatments to occur under mild conditions,
demanding less time and energy, which potentially lowers pretreatment
costs. Such combination leads to biomass solubilization greater than the
ones achieved by chemical pretreatment at room temperature or even by
thermal pretreatment alone [7,42,70,110].

Figure 2 shows the increase in biomass solubilization after chemical
or thermochemical pretreatment using NaOH compared to the
solubilization of untreated biomass. The dot and whisker represent the
mean and standard deviation of the solubilization increase obtained in
several studies conducted with the species highlighted in the legend. To
construct the figure, results from references [7,110,111,113] and
[7,61,103,110], shown in Table 4, were used for chemical and
thermochemical pretreatments with NaOH. The colors in the two columns
represent the contribution share of the different microalgae species in
calculating the mean and standard deviation. Thus, in the 14 chemical
pretreatment studies, the most studied biomasses were Spirulina platensis
(21.4% of the total) and a mixture of Chlorella sp. and Scenedesmus sp.
(21.4%), followed by the biomasses of Tetraselmis sp. (14.3%) and
unspecified mixed biomass (14.3%). While in the 24 thermochemical
pretreatment studies, Chlorella sp. (29.2%), Scenedesmus sp. (25%), and
Spirulina maxima (25%) were the most studied biomasses.

The increase in solubilization in the chemical pretreatment ranged
from -1.2% (Thalassiosira weissflogii) to 325% (unspecified mixed biomass),
with an average of 91.3+105.4 %. At the same time, the increase in
solubilization in the thermochemical pretreatment ranged from 53.5%
(Pavlovla_cf sp.) to 784.2% (Scenedesmus sp.), with an average of
226.9+183.3 %. The wide ranges of values are due to the different
characteristics of the studied biomasses. The lowest values occur when the
biomass contains species without a cell wall or a simple cell wall. In these
cases, the alkaline pretreatment at room temperature becomes irrelevant
to biomass solubilization. In contrast, the highest values are from
biomasses containing species with a more rigid cell wall and a more
significant alkaline pretreatment contribution to solubilization. The mean
solubilization increase achieved at higher temperatures (thermochemical
pretreatment) is 2.5-fold greater than the mean increase obtained by
chemical pretreatment at room temperature. The difference between the
averages is statistically significant (p-value of 0.006 in Student’s t-test with
a 95% confidence interval).



Although pretreatments at higher temperatures lead to high
solubilization, the hydrolysis of lipids and proteins in such conditions
may form long chain fatty acids (LCFA) and ammonia, both inhibitors of
the methanogenic metabolism [84]. Higher temperatures also favor the
formation of Maillard reactions between proteins, amino acids, and
reducing sugars, thereby generating new complex molecules in the
soluble phase. The presence of inhibitory and recalcitrant substances
explains the lower digestibility of biomass treated under high
temperatures, signaling the need to prioritize thermal pretreatments at
mild temperatures [42].

Pretreatment with NaOH
220

200

130

160
------ Chlorella sp.
140 Chlorella + Scenedesmus
MNannochloropsis sp.
120 Pavlova_cf sp.

Scenedesmus sp.
Spirulina maxima

Spirulina platensis
.Tetraselmis sp.
Thalassiosira weissflogii

Increase in solubilization (%)

. Unspecified mixed biomass

Chemical Thermochemical

Figure 2. Mean and standard deviation for solubilization increase of different
microalgae species after chemical and thermochemical pretreatment with NaOH.
The colors in the two columns represent the contribution share of the different
microalgae species in calculating the mean and standard deviation. Data from
references [7,61,103,110,111,113].

¢  Time reaction

High temperatures are beneficial for organic matter solubilization
and reduce pretreatment time compared to pretreatment at room
temperature. Usually, temperatures greater than 100 °C led to satisfactory
solubilization degrees within 20 min to 2 h (Table 4). Different microalgae
species reached solubilizations ranging from 60 to 95% after 30 min of
hydrolysis with NaOH (6-20 g/L) at 120°C [7]. At mild temperatures, the
pretreatment time seems to have little influence on the solubilization
results. For instance, mixed biomass composed of Chlorella and
Scenedesmus demanded 4 days of pretreatment with 10% w/w CaO to
achieve a solubilization degree of 13%, while 25% was achieved after 24h
of pretreatment at 72°C [42]. Pretreatment of Chlorella and Scenedesmus by
applying 5% w/w NaOH at 50 °C led to similar solubilization results of
18.2 and 16.2%, respectively, after 24 h, and of 19.8 and 17.7% after 48 h,
respectively [61].

. Chemicals concentration



Regardless of the acid or alkali used in the pretreatment, some
authors noticed that biomass solubilization increases only to a certain
level, at which it either remains the same or decreases even when more
concentrated chemicals are used. Penaud et al. [110] studied the alkaline
pretreatment of a mixed algal biomass at room temperature with different
NaOH concentrations. When the alkali concentration was increased from
4.6 to 26.1 g/L, the biomass solubilization increased from 63 to 75.4%.
Pretreatment of Spirulina platensis using 0.8 and 1.6 g/L NaOH performed
by Du et al. [113] reached a final solubilization degree of 61% in both cases,
corresponding to a 56% increase over untreated biomass. With 4.0 g/L
NaOH, however, the degree of biomass solubilization remained identical
to that of untreated biomass.

Similar solubilization results were achieved by acid pretreatment of
Scenedesmus using 0.1 and 0.2% v/v H2SO4 [102]. Acid pretreatments of a
mixed biomass containing Chlorella and Monoraphidium sp. with HCI
concentrations ranging from 0.5 to 2.0% w/w resulted in increasing
concentration of soluble sugars (glucose, xylose, arabinose) with the
increase in HCl concentration [99]. Judrez et al. [109] investigated the
thermochemical pretreatment of a mixed microalgae biomass (47%
Desmodesmus opoliensis, 27% Navicula reichardtiana, 12% Tetradesmus
obliquus, 9% Scenedesmus sp. and 5% Scenedesmus acuminatus) at 121°C
with HCl for one hour. By increasing HCI concentration from 0.5 to 2.0
mol/L, the volatile solids concentration in the solid fraction of the
hydrolyzed biomass decreased from 40 to 19%.

° pH

Using solutions with different NaOH concentrations, but the same
pH (12), Penaud et al. [110] obtained very similar solubilization results,
meaning that pH plays an important role in alkaline pretreatment.
Moreover, pH seems to be beneficial to biomass solubilization as it
approaches high levels of acidity or alkalinity. Cho et al. [111] assessed the
pretreatment of a mixed algal biomass (Chlorella sp. and Scenedesmus sp.)
using NaOH at room temperature. Solubilization degree reached around
5.0% after pretreatments at pH 9 and 11, whereas at pH 13, a final
solubilization of 25% was obtained. Passos et al. [99] investigated the
pretreatment of a mixed biomass of Chlorella and Monoraphidium sp. at 80
°C for 2h, with HCI at three different pHs (1, 0.6, and 0.4). Their results
showed that pH 0.6 led to the highest biomass solubilization.

e  Cell wall composition

Bohutsky et al. [7] evaluated the chemical and thermochemical
pretreatment of five microalgae species: Chlorella sp. and Nannochloropsis
sp., both species with rigid cell walls; Thalassiosira weissflogii, with a silica
cell wall; Tetraselmis sp., with a cell wall composed of glycoproteins; and
Pavlova_cf sp., which does not have a cell wall. All five species were
treated at room temperature with NaOH concentrations up to 20 g/L.
Biomass solubilization increased by of 10 to 20% for Chlorella and
Nannochloropsis sp. when 10.8 and 13.7 g/L NaOH was used. Such low
solubilization increase was probably due to the complex cell walls of such
species, making it harder for the alkali alone to depolymerize its
constituents. Solubilization of Tetraselmis sp. doubled after pretreatment
at room temperature using 20g/L NaOH, while for the other species
solubilization remained close to that of untreated biomass. In the case of
species that lack cell walls (e.g., Paviova_cf) or have a simple cell wall (e.g.,
Thalassiosira weissflogii), organic matter is readily available, making alkali
pretreatment at room temperature irrelevant to biomass solubilization.



Thermochemical pretreatment, in turn, enhanced the solubilization of
four of the five species. Chlorella sp. and Nannochloropsis sp. reached
solubilization degrees of 80 and 95%, respectively, after pretreatment at
121 °C during 30 min with 20 g/L. NaOH.

e  Algal biomass concentration

There is a consensus that a concentration step before anaerobic
digestion of algal biomass (thus, before pretreatment as well) is crucial for
a good performance of the anaerobic reactor. Overall, microalgae
concentration in culture media is low, regardless of the cultivation
method (open ponds or closed photobioreactors), meaning that only a
small portion of the influent is actual organic matter available to be
digested [115]. Furthermore, depending on the operational conditions of
the anaerobic digestor, processing a large volume of liquid may washout
the anaerobic microorganisms [116]. Most lab-scale experiments reported
in the scientific literature use centrifugation for harvesting and
concentration of the microalgal biomass. Nevertheless, in pilot-scale and
large-scale, less energy-intensive, and more economic methods must be
chosen [115]. Nevertheless, only a few studies have investigated the
synergistic effect between algal biomass concentration methods and
pretreatment prior to anaerobic digestion.

Although concentrated biomass is better for anaerobic digestion,
different works show different trends for algal biomass concentration and
solubilization. Alzate et al. [116] studied the anaerobic digestion of three
different microalgae mixtures (A, B, and C) using three different
concentrations of each. According to them, when the biomass
concentration decreased from 10 to 3 g TS/kg, methane yields decreased
for all three mixtures. On the other hand, increasing biomass
concentration from 10 to 20 g TS/kg decreased the methane yield for
mixture A, but had the opposite effect for microalgae mixtures B and C.
In the work of Santos et al. [105], biomass concentration was the most
significative factor (p = 0.05) influencing solubilization. Thus, higher
methane production was obtained by the anaerobic digestion of 1. galbana
at the maximum concentration (4500 mg COD/L) after thermochemical
pretreatment with dilute acid. The statistical model presented by Rincon-
Pérez et al. [107] showed that biomass concentration would have a
negative effect on solubilization. However, the highest methane yield (296
mL CHs/g VSin) was achieved when the maximum microalgae
concentration was used for anaerobic digestion (30 g TS/L).

444. . Influence of chemical and thermochemical pretreatments on
anaerobic digestion of algal biomass

e  Solubilization

Overall, methane yield increases as the organic matter available for
anaerobic digestion increases. Table 4 presents some examples of
improved methane yield after anaerobic digestion of chemically and
thermochemically treated algal biomass [99,102,104,105]. Following this
trend, higher solubilizations should lead to higher methane yields.
However, the relationship between the algal biomass solubilization and
methane production is not well defined. Results reported in the literature
show that for both chemical pretreatment at room temperature and
thermochemical, methane yields seldom follow biomass solubilization
trends, especially under harsh pretreatment conditions [7,103].

The less soluble the organic matter is, the lower the expected
methane conversion is. However, after severe pretreatment (e.g., high



chemical concentration), hydrolysis is not the limiting step anymore.
Thus, low methane yields from treated biomass can be ascribed to the
formation of complex molecules in the soluble phase via Maillard
reactions. High temperatures and extreme pH contribute to Maillard
reactions, forming recalcitrant substances [42,110] that decrease overall
biodegradability and methane yields, even though more organic matter is
available after pretreatment. Inhibition due to sodium buildup was ruled
out as the cause of low methane yields in the experiments of Penaud et al.
[110], because the lack of correlation between solubilization and methane
yield was also observed for biomass pretreated with KOH, Mg(OH)2, and
Ca(OH)2. In conclusion, often the pretreatment conditions that result in
higher solubilizations are not the same that lead to the highest methane
yield [61,99,111].

e  Ammonia accumulation

Microalgae and cyanobacteria are known for their high protein
content. In the first stage of anaerobic digestion, hydrolytic bacteria
secrete enzymes that hydrolyze proteins into amino acids, generating free
ammonia and favoring a low C/N ratio [7,118]. The same happens with
chemical pretreatment due to the reactions between proteins and the
chemical reagent, especially with alkalis promoting protein degradation
[52].

Ammonia may inhibit anaerobic digestion for various reasons. For
instance, it permeates easily through the cell membrane, changing the
intracellular pH. Free ammonia buildup can also inhibit specific enzymes
involved in methane production [118,119]. Traditionally, N-NHs
concentrations are considered inhibitory between 1,500 and 3,000 mg/L to
methanogenic microorganisms at pH values higher than neutral, while
concentrations over 3,000 mg N-NHs/L are toxic to methanogenic
microorganisms regardless of pH [120]. However, recent studies have
reported inhibition occurring at N-NHs concentrations ranging from 1,500
to 10,000 mg/L for mesophilic and thermophilic anaerobic digestion of a
variety of substrates [121,122].

e  Fatty acid accumulation

During anaerobic digestion, lipids are first hydrolyzed into long
chain fatty acids (LCFAs) by fermentative hydrolytic bacteria. Then, the
acidogenic bacteria convert them into volatile fatty acids (VFAs), such as
acetic, propanoic, and butanoic acids. In turn, VFAs are consumed by the
acetogenic bacteria. Although they are not toxic to the methanogenic
metabolism, accumulation of VFAs is a signal of imbalance and may
acidify the reactor lowering methane production. Long chain fatty acids
adsorb into the cell wall or cell membrane of Gram-negative bacteria,
causing transport issues and slowing down bacterial activity [123]. At
high concentrations, LCFAs inhibit both their degradation by acetogenic
bacteria and the degradation of VFAs by methanogenic archaea. The
higher the concentration of LCFAs in the reactor, the longer the lag phase
before methane production starts and the lower the biogas production
[112,124].

LCFA accumulation was observed in the anaerobic digestion of
Nannochloropsis salina after alkaline pretreatment at pH 11, resulting in
low concentrations of VFAs and a biogas without any methane. According
to the authors, under alkaline conditions, there are insufficient protons for
the (-oxidation reaction performed by acetogenic organisms during the
degradation of fatty acids. In addition, the high pH also strongly inhibit



the growth of acetogenic and methanogenic organisms, suppressing the
subsequent steps of anaerobic digestion [112].

e  Salt accumulation

Inorganic salts are essential for microbial growth and cell
metabolism. However, high or even moderate salt concentration can be
toxic or inhibitory [99,125]. Alkaline reagents used in chemical and
thermochemical pretreatments or as pH neutralizers after acid
pretreatments favor the accumulation of Na* or K* ions in the biomass. In
addition, because salts adhere to the biomass surface, marine and
halotolerant species often present higher salinity [116].

Sodium concentrations greater than 3 g/L are highly toxic to
methanogenic microorganisms, while K* concentrations between 2.5 and
4.5 g/L cause moderate inhibition and strong inhibition above 12 g/L [99].
Toxicity from salt accumulation could hamper biogas productivity when
high alkali concentrations are used to achieve high biomass solubilization.
Passos et al. [99], for instance, achieved better methane yield treating
biomass with less alkali (0.5% w/w KOH, 80 °C, 2h) than with the biomass
treated using 2% w/w KOH at the same temperature. The concentration
of potassium ions was 2.9 and 12.8 g/L for 0.5% w/w KOH and 2% w/w,
respectively, indicating the inhibitory effect on methanogenic
microorganisms associated with K* accumulation.

In the work of Santos et al. [105], pretreatment with HCI resulted in
a 34% decreased methane production from anaerobic digestion of the
marine species I. galbana, compared to the untreated microalgae. The poor
performance of anaerobic digestion after pretreatment was ascribed to
Na* buildup on the biomass, since the sodium concentration was 3.6 g/L.
This high concentration was due to the use of NaOH to neutralize pH after
acid pretreatment. By neutralizing the pH with Ca(OH): and adding a
washing step after pretreatment, the sodium concentration in the biomass
dropped to 65 mg/L and the methane yield increased by 71.5% compared
to the digestion of untreated biomass.

5. Comparative analysis of chemical and thermochemical
pretreatments methods for algal biomass aimed at methane production

To determine which conditions actually benefit methane production
from the anaerobic digestion of algal biomass, a comparative analysis
between chemical and thermochemical pretreatment methods was
performed using the data from Table 4. From all 78 methods listed, the
ones using NaOH and HCI were preselected considering they are widely
employed in the literature. To assess the impact of pretreatment
conditions on anaerobic digestion, the percentual variation in biomass
solubilization degree (Sp) and methane yield (Yp) were calculated based
on the results for treated and untreated biomass. Then, a screening was
performed adopting the following criteria: (i) solubilization increase >
50% and (ii) a positive variation in methane yield. The screening resulted
28 pretreatment conditions, half of them being thermochemical using
sodium hydroxide. Finally, the correlation between the pretreatment
conditions (chemical concentration, temperature, and time) and the
variables Sp and Yp was analyzed within four pretreatment categories: a)
chemical using NaOH; b) thermochemical using NaOH; c) chemical using
HCI; and d) thermochemical using HCI.

From all chemical pretreatments using NaOH presented in Table 4,
only five (B10, B18, B25, B29, and B30) showed a positive correlation
between biomass solubilization increase and increased methane yield.



Nevertheless, apart from B10, the increase in methane yield was lower
than 10%, meaning that alkaline pretreatment at room temperature has
little influence on the final yield of anaerobic digestion. This is probably
due to the high alkali concentrations needed to raise pH, leading to a Na*
buildup and inhibition of methanogenic microorganisms [110,125].
Indeed, a negative effect of chemical concentration over methane
production is observed. It is common to use NaOH concentrations up to
20 g/L, especially to reach pH > 12, rendering NaOH pretreatments that
are unfavorable for algal biomass conversion into biogas.

Almost all thermochemical pretreatments using NaOH listed in
Table 4 allowed for a rise in biomass solubilization > 50%. Nonetheless,
only eight of them (B4-B6, B12, B20, B21, B45, B46) allowed for a positive
variation in methane productivity, but no correlation was found between
increased solubilization and improved methane production. As discussed
earlier, biomass pretreatment plays an important role on organic matter
solubilization, but, apart from biological pretreatment, most methods are
not selective. Both temperature and reagent can break down a large
number of molecules that make up the cell wall and other biomolecules;
however, there is no way to control or predict which substances will be
formed. Although they are in the soluble phase, recalcitrant components
will not be used by the microorganisms, so there is no guarantee that
every solubilized organic molecule will be converted to methane. Still for
thermochemical pretreatment with NaOH, no correlation was found
between alkali concentration and methane yield. However, temperature
provides a positive effect on methane yield. Temperature can break
hydrogen links between molecules, denature proteins, and depolymerize
carbohydrates. Compared to other methods, thermal pretreatment alone
has proven to be very efficient for anaerobic digestion, leading to methane
yields similar or even superior to those obtained by physical or chemical
pretreatments [111]. Time, unlike temperature, has a negative effect on
methane yield probably due to the formation of recalcitrant components
during lengthy pretreatments.

Data about acid pretreatment of algal biomass at room temperature
for methane production are still scarce. Sposob et al. [104] attained a direct
correlation between biomass solubilization and methane production
when testing chemical pretreatment using HCI. Lower pH led to higher
solubilization and higher yields. Nevertheless, the correlation found in
this study cannot be generalized for other algal species or pretreatment
conditions different from those investigated by the authors.

The majority of thermochemical pretreatments using HCl listed in
Table 4 attained solubilizations over 50%, but only five of them (A15-A17,
A23, and A27) raise the methane yield above 20%. There is no correlation
between solubilization increase and the gain in methane yield from
pretreated biomass. The reagent concentration has a strong negative
influence on methane production. Carbohydrates broken down by a
concentrated acid may generate 5-hidroximetilfurfural and furfural; both
inhibit the anaerobic microorganisms and impair methane production
[100,101]. Regarding pretreatment time and temperature, mild
temperatures and longer duration seem to favor anaerobic digestion. The
strategy chosen by Passos et al. [99] is a good example of the best
conditions for thermochemical pretreatment with HCl: diluted reagent
(0.5% w/w), long time (2h) and mild temperature (80°C), resulting in a
methane yield 82% higher than untreated biomass.



The dataset analyzed herein confirms the trends found in the
scientific literature regarding the lack of correlation between biomass
solubilization and methane production from algal biomass. Biomass
degradability is clearly governed by multiple factors, beyond those
mostly investigated so far. In the case of chemical and thermochemical
pretreatments, this indicates the need to continue exploring alternative
reagents and experimental conditions. For instance, alkali pretreatment is
a traditional choice for many biomasses, but has little effect on algal
biomass. Assessing pretreatment conditions based on their effects on
methane yields prioritizes the best anaerobic digestion results, aiding in
the choice of methods that actually benefit energy production rather than
focusing on maximizing biomass solubilization. Moreover, the diversity
of algal biomass chemical composition makes some pretreatment
conditions effective for a particular species and indifferent to another.
Therefore, identifying and choosing species that are more susceptible to
pretreatment can also be a way to optimize methane production.

Table 5 shows the combined severity factors for thermochemical
pretreatments selected for the comparative analysis. The severity factor is
a concept introduced by Overend and Chornet [126] and was originally
associated with steam explosion pretreatment of lignocellulosic biomass.
According to them, the hemicellulose conversion into xylose reaction
follows first-order kinetics in which the kinetic rate constant (k) follows
the Arrhenius Law. Ro is a factor known as reaction order and combines
the effects of time and temperature of the steam explosion pretreatment.
The severity factor is given by log Ro. Since the steam explosion can be
aided by an acid catalyst such as HCl or H25O4, a combined severity factor
(CS) was proposed by Chum et al. [127] to account for the effect of the
catalyst.

Negative CS (Table 5) was ascribed to non-severe pretreatments
whenever low temperatures, pH, or duration time were used. Figure 3
shows the relationship between combined severity and the variation in
biomass solubilization (Sp) and methane yield (Y;). For acid pretreatment,
higher solubilizations are associated to CS between 0.5 and 1.5, while the
highest methane improvement happens at lower severities (Figure 3a).
For alkaline pretreatment, except for B24, severe conditions are better for
improving both solubilization and methane yield (Figure 3b). In B24,
pretreatment achieved no difference for the anaerobic digestion of
Pavlova_cf since this species lacks a rigid cell wall and only has a cell
membrane [7]. Severe pretreatments (i.e., higher log CS) more efficiently
break down polysaccharides, increasing the availability of organic matter
for anaerobic digestion. However, extreme conditions can lead to the
formation of inhibitory compounds, making more severe pretreatment
ineffective for methane production [128].

Table 5. Thermochemical pretreatment conditions and their associated combined
severity factors.

Temperature Time

Pretreatment °C) (min) pH Ro logRo log CS
Al 150 60 2 1779.66 3.25 1.25
Al5 80 2 1 30.92 1.49 0.49
Al6 80 2 0.6 30.92 1.49 0.89
A17 80 2 0.4 30.92 1.49 1.09
A18 40 960 1.1 16.43 1.22 0.12



A23 105 102 1.1 143.16 2.16 1.06
A27 121 60 0.3 249.15 24 2.1
B4 50 60 3 2.02 0.31 -2.69
B5 100 60 3 60 1.78 -1.22
B6 150 60 3 1779.66 3.25 0.25
B12 140 30 4 451.72 2.65 -1.35
B20 120 30 1 116.41 2.07 1.07
B21 120 30 0 116.41 2.07 2.07
B24 120 30 1 116.41 2.07 1.07
T, _Tre
Ro =t * exp (12 ) [126].
where t = pretreatment time (min), Trr = reference temperature (100 °C), Tn =
pretreatment temperature (°C), 14.75 = constant factor associated with the
hydrolysis activation energy.
CS — combined severity: LogCS = LogRy — pH [127].
For alkaline pretreatment, pH is replaced by pOH.
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Figure 3. Relationship between the combined severity factor of thermochemical
pretreatments with HCl and NaOH, solubilization (Sp) and methane yield (Yp). (a)
thermochemical pretreatment with acid (HCI). (b) thermochemical pretreatment
with alkali (NaOH).

6. Energy assessment

Data from Tables 3 and 4 were used to assess the energy efficiency of
algal biomass pretreatment methods. When an energy balance was not
provided by the original work, the energy required for biomass
pretreatment was calculated from the available information, according to
equations 1 [129] and 2 [111]:

Ep = [p Vy(Tp—To)] n [kAt(Tp—TO)*O.Oe]’

mys mys

M

where Ein (kJ/g VS or kJ/g COD) is the energy input required for raising
the biomass temperature from room temperature (To = 25 °C) to
pretreatment temperature (Tp, °C), o is the density of the microalgae
suspension (considered the same of pure water, 1.0 kg/L), V is biomass
volume (1 L), v is the specific heat of microalgae suspension (considered
the same as pure water, 4.18 kJ/kg.°C), mvs is the weight of biomass
submitted to pretreatment (g VS or g COD), k is the heat transfer
coefficient (1.0 W/m2.°C) )[89,129,130], t is the pretreatment duration time
(min), and A is the surface area (0.061 m?) of a vertical cylindrical reactor
with total useful volume of 1.5 L and height/diameter ratio equals 2 [131].

VR YRPe

Ey = csv 2)



where Ein (kJ/g VS or kJ/g COD) represents the energy cost of
manufacturing the reagents for chemical and thermochemical
pretreatments. Vr is the volume (L) or mass (g) of reagents used in
pretreatment; Yr is the cost of chemicals (0.16 USD/mL HCl or 0.11 USD/g
NaOH); P. converts the monetary cost into energy cost and is equivalent
to the inverse of the energy price for the industrial sector (27,481 kJ/USD);
Cs is the concentration of biomass suspension (g VS/L or g COD/L) and V
(L) is the volume of biomass submitted to pretreatment. The price of
reagents was based on a commercial suppliers’ website in July/2022, and
energy prices (0.131 USD/kWh) were based on the average global
electricity cost in 2021 [132].

Equation 1 accounts for the energy necessary to elevate the
microalgae temperature from room temperature to pretreatment
temperature, and equation 2 accounts for the energetic costs of chemicals.
Thus, the energy demand for thermal pretreatment is given by equation
1, and is calculated for thermochemical pretreatment by adding equations
1 and 2. Energy generated by anaerobic digestion of treated biomass, Eou,
is given by equation 3 [111,129]:

nAP¢ (3)

Eour = 103/

where 1 is the methane recovery efficiency (0.9), AP is the increase in
methane yield after pretreatment (NmL CHas/g VSin or NmL CHas/g CODin)
and £ is the lower heating value of methane (35.8 kJ/L CHa4) [133].

To be economically feasible, the net energy ratio (NER = Eou/Ein) must
be higher than 1.0, meaning that the energy produced is enough to offset
the energy demand. If NER < 1.0, energy needs to be supplemented by
other sources (preferably renewable). However, this implies an extra
investment in the process, making it less attractive from an economic
point of view. Figure 4 shows the net energy ratio for many algal biomass
pretreatment methods considering the increase in methane yield (Yp)
achieved by pretreatment. When log NER > 0, the energy balance is
positive because more energy is produced than required; log NER = 0
means that all produced energy is consumed in the process, and when log
NER <0, the energy produced is not enough to offset the demand, leading
to a negative energy balance.

Only enzymatic pretreatment and four thermal pretreatment
conditions achieve log NER > 0. Biological pretreatment is frequently cited
as less energy-intensive, as it does not require high temperatures or
equipment with high electricity consumption. In the works of Ometto et
al. [89] (Table 3, E1 to E6) and Cakmak and Ugurlu [91] (Table 3, E7), this
method showed a favorable energy balance due to significant increases in
methane yield after enzymatic pretreatment. However, the high cost of
commercial enzymes still prohibits the implementation of this method on
a large scale [131]. Economic assessment performed by Cakmak and
Urgulu [91] revealed that the price of enzymes should range between 0.18
and 0.28 €/L to make the process economically feasible under the
investigated conditions.
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Figure 4. Net energy ratio of different algal biomass pretreatment methods and
methane yield increment (Yp).

Positive energy balance was achieved by thermal pretreatment of
Chlorella sorokiniana. The most efficient condition for methane production
(80 °C, 30 min) reached a net energy ratio of 2.7. Other physical methods
(ultrasound, hydrothermal, and steam explosion) were explored in the
same study [80] and, although they reached better methane yields, the
energy demand was too high. Pretreatment of Chlorella sp. at 65 °C for 4 h
[87] has the second best net energy ratio among thermal pretreatments in
Table 3. Ometto et al. [89] also attained a positive energy balance for
Scenedesmus obliquus hydrothermal pretreatment at 165 °C and 30 min.
However, Passos et al. [86] demonstrated that even pretreatments at
temperatures below 100°C do not achieve a positive energy balance if the
biomass concentration is less than 2% TS, highlighting the importance of
a biomass concentration step prior to pretreatment. Recently, to overcome
the energy demand of the thermal pretreatment, some authors
investigated systems that use solar energy to heat the biomass. Xiao et al.
[90] proposed a solar-based system for hydrothermal pretreatment
(155°C, 30 min) of Chlorella pyrenoidosa. Energy generated from anaerobic
digestion of treated biomass was 3.64 times higher than the energy
demand for pretreatment alone, and the net energy ratio for the whole
process (pretreatment + anaerobic digestion) was 1.45. Similarly, Vassalle
et al. [134] obtained a net energy ratio of 2.0 for the co-digestion of primary
sludge and thermally pretreated algal biomass by using a solar-based
system to heat the biomass.

Mechanical pretreatments are less attractive due to their high energy
consumption. In the work of Passos et al. [83], a neutral energy balance
was achieved for ultrasound pretreatment only when biomass was
concentrated in a previous step.

Many studies address the effects of chemical and thermochemical
pretreatments in anaerobic digestion of algal biomass, but only a few
investigate the energy efficiency of such methods. Candia-Lomeli et al.
[44] studied four methods for alkaline pretreatment of Scenedesmus
obtusiusculus. Although the best solubilization occurred when using 15%
CaO and H20: 2.5% v/v, anaerobic digestion was performed using
biomass treated with less severe conditions to decrease the energy
demand and overall process costs. Among the mild conditions tested,



pretreatment with NaOH 4 M led to a 47% increase in methane yield
compared to the untreated biomass, and when H20: 1.5% was used as
alkali, a 34% increase was achieved. Moreover, the extra energy produced
with treated biomass allowed for a 14.3% cost reduction. However, in
their study, anaerobic digestion was performed in alkaline pH using an
anaerobic sludge previously adapted to such conditions. That means that
no pH adjustment was needed after pretreatment, reducing the demand
for chemicals. In addition, an already adapted sludge may be more
resilient to imbalances that otherwise could inhibit methanogenic
microorganisms, as discussed in section 4 (e.g., salt and free ammonia
buildup).

Among all the pretreatment conditions selected for the comparative
analysis, only eight of them contained enough information to determine
the energy balance. None of the assessed chemical and thermochemical
pretreatments achieved NER > 1.0. Even though chemical pretreatment is
performed at room temperature, severe pH conditions are often required
to maximize biomass solubilization [111,112], implying concentrated
reagents that pose a risk of toxicity or inhibition for the anaerobic
microorganisms. Thus, the increment in methane yield after alkaline
pretreatment is often very low, and the energy produced is not enough to
offset the energy demand. Thermochemical pretreatments assessed in this
work were more efficient in enhancing methane production than the
chemical ones. Nonetheless, neither of them achieved a positive energy
balance. These conclusions are in accordance with the work of Marques et
al. [131], after assessing 24 pretreatment methods, they indicated that
alkali pretreatment is the least efficient for algal biomass anaerobic
digestion, and thermochemical pretreatment is not efficient from an
energy perspective.

Anaerobic digestion of algal biomass is not proposed as a stand-alone
system. Rather, it should be implemented as an integrated process within
wastewater treatment plants and biorefineries. Within this context,
pretreatment might become feasible by optimizing the other existing
processes. Ometto et al. [135] investigated six different scenarios for a
wastewater treatment plant using microalgae for nitrogen and
phosphorus removal in a tertiary treatment. The plant consists of an
activated sludge unit, a stabilization pond, a flotation unit (to separate
microalgae biomass from the treated effluent) a hydrothermal
pretreatment unit for microalgae biomass, and the anaerobic reactor.
When the conventional flotation unit was replaced by a more efficient one,
the energy produced by co-digestion of treated algae biomass with
activated sludge corresponded to 76% of the energy demand of the entire
process. In this case, the energy almost doubled compared to the scenario
in which no pretreatment was applied, and it was 1.33 times greater than
using a diluted air flotation unit [135]. Passos et al. [136] assessed the
energy balance for a 1500 m3/d wastewater treatment plant (WWTP)
operating for a year. In a previous study, the same authors had
determined that thermal pretreatment at 75 °C for 1 h was the most
efficient, resulting in a 44% increase in methane yield from algal biomass
co-digestion with activated sludge. Thus, this condition was selected for
the WWTP assessment. When all biogas produced was used to generate
heat and electricity in a combined heat and power unit (CHP),
pretreatment was essential to guarantee the self-sufficiency of the WWTP
throughout the year. Without algal biomass pretreatment, thermal energy



from external sources should be supplied to the plant during the winter
months [136].

Anaerobic digestion can be integrated to other biological processes
such as dark fermentation and photofermentation to increase the energy
recovery from microalgae. Phanduang et al. [137] employed the Chlorella
sp. biomass as a substrate to produce hydrogen and methane through
integrated dark fermentation (DF), photo-fermentation (PF), and
anaerobic digestion (AD) processes. The total energy yield increased from
0.51 kJ/g VS (with DF alone) to 1.86 kJ/g VS (with integrated DF-PF), and
5.98 kJ/g VS (with integrated DF-AD). However, the integrated processes
were still not energetically feasible due to the high energy demand of the
acid-hydrothermal pre-treatment employed for biomass hydrolysis.
Policastro et al. [138] also recommend the use of mixed cultures
containing dark- and photo-fermentative bacteria, enriched with
photosynthetic non-sulfur bacteria (PNSB), such as Rhodopseudomonas sp.,
to reduce costs and enhance the energy performance of integrated
processes. According to the authors, dark fermentative bacteria convert
complex substrates to simple compounds, which can be assimilated by
PNSB without high-cost pretreatments or two separate steps of dark- and
photo-fermentation.

7. Conclusions

Although pretreatment with NaOH is widely used, its efficiency for
algal biomass is debatable since most cases analyzed led to an increase in
methane yield of less than 20%. In contrast, acid pretreatment at room
temperature has only been minimally explored, and more studies are
needed to evaluate its effects on the anaerobic digestion of algal biomass.

No correlation was found between biomass solubilization and
methane increment for chemical and thermochemical pretreatments using
alkali or acid. The analyses suggest that thermochemical pretreatment
with dilute acid, temperatures below 100°C, and long duration should be
preferred, resulting in less severe conditions. Only enzymatic
pretreatment and, in some cases, thermal pretreatment result in a positive
energy balance.

In summary, there is still room for improvement in algal biomass
pretreatment methods aimed at anaerobic digestion. Features including
the suitability of different microalgae species considering their chemical
composition; novel reagents; combined pretreatment methods; less
energy-intensive technologies, such as solar-powered devices; and
process integration should be further explored.
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