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RESUMO

A gestdo integrada de residuos da industria de biodiesel (glicerol), etanol (vinhaga) e
tratamento de efluentes (biomassa de microalgas) representa uma alternativa tecnolégica para
transformar residuos em matéria-prima valiosa, que pode ser aproveitada nos setores energético
e industrial. A fermentacdo desses residuos tem alto potencial de geracdo de acidos graxos
volateis (AGV) de forma mais ecoeficiente. Dessa forma, o presente estudo buscou elucidar os
efeitos de estratégias operacionais, tempo de detencdo hidraulico (TDH) e carga orgénica
volumétrica (COV), no desempenho de fermentador de misturas binarias dos residuos
supracitados. O experimento ocorreu com a mistura biomassa de microalgas pré-tratada e
vinhaca (BMPT+VIN) (fases I-A, I-B, I-C e I-D) e biomassa de microalgas pré-tratadas e
glicerol (BMPT+ GLI) (fases II-A e 1I-B). O desempenho da fermentacdo acidogénica foi
superior com TDH de 3 dias devido a alta cinética de hidrolise e conversdo em AGV. A
operagdo com TDH superior a 3 dias deu suporte a reagdes metanogénicas. A concentracao de
glicerol no afluente do reator impediu a analise da relacdo entre TDH e a fermentacdo do
glicerol. O aumento da COV resultou em efeito positivo na fermentacdo acidogénica, elevando
a concentracdo de AGV para 13,86 g AGVpgo.L™ e o0 rendimento de conversdo para
aproximadamente 40%. O manejo da COV foi importante pois altas cargas organicas
favoreceram a formacdo de AGV, inibindo a metanogénese. A méxima concentracao de AGV
(34,1 g AGVpgo.L?) foi alcancada na fase 1-D, com ORP de -310 mV. Nas outras estratégias,
a fermentacao ocorreu com valor de ORP entre -200 e -330 mV, 0 que proporcionou abundancia
HAc, HProp e HBut. A fermentacdo do glicerol ocorreu entre rotas metabdlicas oxidativas e
redutivas e maior equilibrio do ORP (valores préximos a zero). A rota oxidativa foi favorecida
pela presenca da microalga pré-tratada, enquanto o glicerol suportou o metabolismo redutivo
de microrganismos. O glicerol (GLI) foi consumido em cerca de 22%, aumentando a rota
oxidativa em 12%, produzindo principalmente acido acético (HAc), etanol, acido succinico
(HSuc) e acido butirico (HBut). Na rota redutiva, a concentracéo de 1,3-propanodiol (1,3-PPD)
aumentou em 10%. Verificou-se, portanto, que o processo de cofermentacdo controlada por
TDH e COV tem um beneficio estratégico na produgdo de AGV. A mistura com glicerol
resultou em condic@es limitantes do desempenho do processo, porém observacdes importantes
sobre as rotas metabolicas e o efeito da biomassa de microalga foram inferidos. A combinacgéo
mais eficiente para a producdo de acidos graxos volateis (AGV), foi entre BMPT e VIN, no
TDH de 3 dias, e COV 11,25 gDQO.L.d2.
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ABSTRACT

The integrated management of waste from the biodiesel (glycerol), ethanol (vinasse)
and wastewater treatment (microalgae biomass) industries represents a technological alternative
for converting waste into valuable raw materials that can be used in the energy and industrial
sectors. Fermentation of these wastes has a high potential to produce volatile fatty acids (VFAs)
in a more eco-efficient manner. This study aimed to elucidate the effects of operating strategies,
hydraulic retention time (HRT) and organic load rate (OLR) on the performance of a fermenter
with binary mixtures of the aforementioned wastes. The experiment was carried out with a
mixture of pretreated microalgal biomass and vinasse (BMPT+VIN) (phases I-A, I-B, I-C and
I-D) and pretreated microalgal biomass and glycerol (BMPT+GLI) (phases I1-A and 11-B). The
performance of the acidogenic fermentation was superior with a HRT of 3 days due to the high
kinetics of hydrolysis and conversion to VFA. Operation with a HRT of more than 3 days
favoured methanogenic reactions. The concentration of glycerol in the reactor effluent
prevented analysis of the relationship between HRT and glycerol fermentation. Increasing the
OLR had a positive effect on acidogenic fermentation, increasing the VFA concentration to
13.86 g VFAcop.L™ and the conversion yield to about 40%. OLR management was important
because high organic loads favoured the formation of VFA and inhibited methanogenesis. The
maximum VFA concentration (34.1 g VFAcop.L™) was reached in phase I-D with an ORP of -
310 mV. In the other strategies, fermentation took place at ORP values between -200 and -330
mV, resulting in an abundance of HAc, HProp and HBut. Glycerol fermentation took place
between the oxidative and reductive metabolic pathways, with a greater ORP balance (values
close to zero). The oxidative pathway was favoured by the presence of pre-treated microalgae,
while glycerol supported the reductive metabolism of the microorganisms. Glycerol (GLI) was
consumed by about 22%, increasing the oxidative pathway by 12%, producing mainly acetic
acid (HAc), ethanol, succinic acid (HSuc) and butyric acid (HBut). In the reductive pathway,
the concentration of 1,3-propanediol (1,3-PPD) increased by 10%. It was therefore found that
the co-fermentation process controlled by HRT and OLR has a strategic advantage in the
production of VFA. Blending with glycerol resulted in limiting conditions for process
performance, but important observations on metabolic pathways and the effect of microalgal
biomass were inferred. The most efficient combination for the production of volatile fatty acids
(VFA) was between BMPT and VIN, with a HRT of 3 days and OLR 11.25 gCOD.L™.d™.



Keywords: civil engineering; environmental technology; sludge; sewage ;

wastewater ; treatment ; glycerin; sugarcane vinasse.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura da parede celular das espécies Chlorella e Scenedesmus............ccccue..... 20

Figura 2 - Representacdo esquematica de enfraquecimento da parede celular e desintegracédo

CRIUIAN. ..t b bbbt 27
Figura 3- Rotas metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestao anaerdbia............ 29
Figura 4- Rotas metabdlicas da fermentagdo do glicerol. ... 35

Figura 5 - Rotas de producéo de acidos graxos volateis a partir da fermentacéo do lactato. ... 38

Figura 6 — Fluxograma dos materiais e métodos desta PESQUISA. ........c.ccvvreereerveseereereseenneas 50
Figura 7 - Localizacdo da ETE Mangueira, Recife, Brasil, e da LAT. ......cccccevvvieviveieiiennnns 51
Figura 8 - Representacdo esquematica da ETE Mangueira. .........ccccooevrereiieneneeneneeeeen 51

Figura 9 - Representacdo esquemaética da Lagoa de Alta Taxa, elaborada no software Civil3D®:
a) LAT, em perspectiva e vazia; b) LAT, em perspectiva e cheia; c) Corte e planta
baixa da LAT VAZIa € CNEIA. .....cceieiirieiie e 52
Figura 10 - Coleta da biomassa microalgal: concentracdo da biomassa microalgal, com peneira
de abertura 0,250 MIM.....cueiiiiiii e e e a e e e ebbaee e e 53
Figura 11 - Pré-tratamento hidrotérmico aplicado a biomassa microalgal: a) metodologia; (b)
biomassa microalgal pré-tratada. ...........cccccvevveiieiiieie e 53
Figura 12 - Coleta da vinhaca: (a) usina sucroalcooleira; (b) vinhaca de cana-de-agucar. ......54
Figura 13 — a) Localizagcdo do Departamento de Energia Nuclear (DEN), da UFPE, e a Usina
Piloto de Biodiesel; b) glicerina bruta..............ccccovveveiiiiiiie e 54
Figura 14 - Pré-tratamento quimico, com HCI P.A. aplicado a glicerina residual: a)
metodologia; b) separacédo de fases, no funil de separacéo; c) glicerina purificada.55
Figura 15 - Representagdo esquematica dos reatores e suas dimensdes, feitas no AutoCAD®.

Medidas em centimetros. Fermentador RA1, a esquerda, e controle, RA2, a direita.

Figura 16 - Representacdo esquematica da alimentacdo sob regime de sifonamento, elaborada
NO AULOCAD®. ..ottt ettt st et ettt et e e b e nbeebeennee e 58
Figura 17- Representacdo esquematica da alimentacdo sob pressdo atmosférica, elaborada no
AULOCAD®. ..ottt sttt st se ettt be bt neane s 58
Figura 18 — ldentificacdo do filo, classe, género e as imagens das microscopias realizadas em
(0= Vo - W o0 < - SRS S 64
Figura 19 - Variacdo temporal do AGV total e individuais e variagdo do valor do pH do meio

reacional ao longo das fases eXpPerimentais. ........ccccovevvveeiee e enie e 70



Figura 20 -Composigdo de AGV individual nas diferentes fases experimentais. Os &cidos sdo:
HACc (acético), HProp (propibnico), HBut (soma do butanoico e do isobutanoico),
HPent ( soma do pentandico e do isopentanoico), HCap (caproico). .........ccceevenenn 72

Figura 21 - Dinamica da concentracdo de AGV total e ORP ao longo das fases operacionais.

Figura 22 - Vias metabdlicas do glicerol (a) e composicao de produtos metabolicos das rotas
oxidativas e fermentativas, destacando-se os compostos considerados (b). A rota
oxidativa inclui os &cidos HAc, iso-HBut, HBut, HSuc, HLat, etanol e piruvato. A
rota redutora inclui 0 1,3-propanodiol. ..........cccceiiiiiiiiiei e 77



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Faixas relatadas na literatura de pH e de ORP para as fases da DA ...........cc.ccue.... 28
Tabela 2 — Reacdes de NIArGIISE. .......ceccveiieiiee e 30
Tabela 3 — Reacdes da aCIAOGENESE. .....c.viviiieieeieceee ettt sre e 31

Tabela 4 - Nomenclatura de acidos formados na fermentacdo anaerobia, férmulas molecular e

estrutural, massa Molar € EMPIrEg0. .......oceiirieererie e 32
Tabela 5- Reag0es 0a ACEIOJENESE. .......cviieieieite ittt sttt sttt ne s 33
Tabela 6 - Reagdes da MetaNOQENESE. ......cveiveieiieieee ettt e e nee e 34

Tabela 7- Comparacéo de resultados encontrados na literatura, utilizando substratos organicos
na DA e CoDA, para recuperacao de AGV (CONLINUA) .......cccevuererreeriesieenierieeeeens 46
Tabela 8 - ConfiguragOes operacionais testadas nas 6 fases experimentais. ...........cccocereennene 57
Tabela 9 - Pardmetros e respectivos métodos analiticos utilizados na caracterizacao dos
substratos, cossubstratos e fermentados. ..........ccooererereneienieee e 60
Tabela 10 - Caracterizacdo dos substratos coletados (média + desvio padréo)..............c........ 63
Tabela 11- Principais caracteristicas de alimentacdo do substrato usado para alimentar o RA1
durante as fases (média £ desvio padro). .......ccccevveveereiieieere e 66

Tabela 12 - Média e desvio padréo dos dados de fermentacdo ao longo do tempo ................. 68



AG®
1,3 PPD
AGV
AGVbgo
ATP
BERSO
BMPT
CIN
CNTP
CoDA
Ccov
DA
ETE
FAMEs
GLI
HAC
HBut
HCap
HCI
HLat
HPent
HProp
HSuc
isoHBut
isoHPent
IUPAC
LAT
NTK
oDS
ORP
PFOR
PHA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Energia livre de Gibbs

1,3 Propanodiol

Acidos Graxos Volateis

Concentracdo de AGV convertida em DQO
Adenosina Trifosfato

Biorrefinaria Experimental de Residuos Solidos Organicos
Biomassa microalgal pré-tratada

Relacdo Carbono / Nitrogénio

Condic6es Normal de Temperatura e Pressao
Codigestdo Anaerobia

Carga Orgénica Volumétrica

Digestdo Anaerdbia

Estacdo de Tratamento de Esgoto

Esteres Metilicos de Acidos Graxos
Glicerina

Acido Acético

Acido Butirico

Acido Caproico

Acido Cloridrico

Acido Latico

Acido Pentanoico

Acido Propidnico

Acido Succinico

Acido Isobutirico

Acido Isopentanoico

International Union of Pure and Applied Chemistry
Lagoa de Alta Taxa

Nitrogénio Total Kjeldahl

Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel
Potencial de oxirreducéo

Piruvato ferredoxina oxidorredutase

Polihidroxialcanoato



RA1
RA2
SD
TDH
UASB
VIN

Y agv

Reator Acidogénico

Reator Acidogénico Controle

Grau de solubilizacao

Tempo de Detencéo Hidraulico

Reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo
Vinhaca

Rendimento de AGV



SUMARIO

1 INTRODUGAO ... eee et tenie sttt aneneas 19
2 OBUJIETIVOS ...ttt ettt ettt e et e bbb ne it e 24
FZ0 R © 1 o [ (A V0 I 1= - OSSPSR 24
2.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS ...veveeeiieieiieie ettt 24
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t eeen s 25
3.1  Digestdo anaerObDia..........ccccviiiiiiiii e 25
3.1.1 Etapas da digeStao anaerohia ...........cccoeiieiieieiie e 28
3.2 Rotas fermentativas e subprodutos metabdlicos de valor agregado ........................ 34
T80 R €1 o= o TSP 34
KA |V, 1ol (T [0 PSSR UPPPSPO 35
TG I Y4 1] = To LRSS 37
3.3 Fatores ambientais relevantes de controle da fermentagdo ...........cccccocevvvenirnnnne. 39
K T8 70 A 4o Yo ¥ | [ TSP 39
TR T2 o OSSR 40
3.3.3 Potencial de oxidacdo € reducdo (ORP)......c.coviiiiieiiciece e 40
3.3.4 TOIMPEIATUIEA ...ttt bbbt b ettt ettt b e bt et et e e e 41
3.3.5 Relagao C/N d0 SUDSTIALO. .......cveiiieiiiciiesiesiee s 42
3.3.6 Carga organica volumeétrica e tempo de detencao hidraulico ..........cccccvvvreivieiniiennnne. 42
3.4 Fermentacdo de biomassa de microalgas e outros residuos organicos..................... 43
4 MATERIAL E METODOS.........ooiieieieeeieeeee e ses s sses st st essasesssnas s, 49
4.1 SUBSTRATOS ..ottt e e e st e e st e e sabe e e snteeesnnaeennnneens 51
4.1.1 Biomassa microalgal pré-tratada hidrotermicamente (BMPT) .......ccccoocvvviviienviesiennn, 51
4.1.2 Vinhaga da Cana-ae-aGUCA ..........cecvuerueeiueiieieeireeeesteeseesreesteeseesseesteessesseesseessesseesreeneeans 53
4.1.3 GLICErol reSIAUAL .......ceeiiiitiiiii bbb 54
4.2 Configurag@o eXperimental...........c.cooveiiiiiiieie e 56
4.3 Regimes de alimentagao € deSCArga........ccuririririierieie et 57
O Y 1=1 (oo (o TSR= T g = 11 [ oSO 59
4.5 Metabolitos da degradacao do glicerol (Fase 11-B) ........ccccovevveieeveiieiiece e, 62
5 RESULTADOS ...ttt sttt sttt nesbeseenenne e 63
5.1 Caracterizagio dos SUDSTIAOS .........cccoviiiriiiiiie e 63
5.1.1 Microalga e microalga Pré-tratada ...........cccveveviereieie i 63

5.1.2 VINNAGA ..ottt ettt b et bbbttt a e re e 65



5.1.3 GHCErOl reSIAUAL.......cooeeeeeeeeeee 65

5.2 Caracterizacdo doS COSSUDSTIALO..........cccveiieiieiece e 66
5.3 Efeitos da COV e do TDH no desempenho da fermentagao ...........c.cccecvevvvverieennenn. 67
5.3.1 Misturas BMPT-VIN (fases I-A, [-B, I-C € I-D) ....ccooiiiiiiie e 68
5.3.2 Misturas BMPT-GLI (faseS H-A € H-B) ....c.cooiiieiieiiiee e 70
5.4 Efeito do TDH e da COV na dindmica dos AGV individuais ...........cccccceveenvnnnnnne 71
5.5 Influéncia do ORP na produgao de AGYV ........ccceoiiiiiieii e 73
5.5.1 MiSturas BMPT-VIN ....ccoiiiiiiiiiie et te sttt ettt e sane e saeesnneennee s 73
5.5.2 MIStUra BIMPT=GL. ....ooiiiiiiiice ettt nnee s 75
5.6 Produtos de fermentacdo da fase I1-B e inferéncia de rotas metabdlicas de

0 (<o =T F= ot Lo OSSPSR 76
B CONCLUSAQ .....oovviiirieeteie sttt 78

REFERENCIAS. ...t e e e e et e e et et et e e et e e e et e e e s e ee et e s et e e es e e s e e enann 80



19

1 INTRODUCAO

O elevado crescimento populacional, combinado com uma economia linear tradicional
(extracdo de matérias-primas, fabricacdo de produtos e descarte dos residuos gerados), ainda
forte em muitos paises, leva ao aumento da geracdo de residuos e a exaustdo dos recursos
naturais. O Banco Mundial estima que 3,4 bilhGes de toneladas de residuos serdo gerados
globalmente até 2050. A transi¢cdo para uma bioeconomia circular esta sendo implementada
como uma ferramenta de gestdo de residuos, pois promove a reutilizacdo, reprocessamento e
recuperacdo de produtos de valor agregado, tratamento de residuos, reducdo da poluicdo e da
dependéncia de recursos ndo renovaveis (Dahiya et al., 2023; L0 et al., 2021; Talan et al.,
2022). Nesse contexto, a digestdo anaerdbia (DA) é uma estratégia biotecnologica amplamente
utilizada, que trata residuos organicos enquanto recupera produtos, como energia, na forma de
biogas (CHs, CO) e intermediarios, como os acidos graxos volateis (AGV) (Llamas et al.,
2022; Lu et al., 2021; Solé-Bundd et al., 2019).

A producdo de AGV a partir da DA de residuos organicos esta ganhando particular
interesse devido a crescente demanda de mercado, sustentabilidade e atributos ecolégicos, que
sd0 usados nas indastrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, na biossintese de
polihidroxialcanoato (PHA), bioplasticos e biohidrogénio (Agnihotri et al., 2022; Lee et al.,
2014; Llamas et al., 2022; Szacherska et al., 2021; Wang et al., 2020). Além disso, esta é uma
estratégia alternativa a sintese de AGV, a partir de compostos petroquimicos.

A codigestdo anaerobia € relatada na literatura como uma estratégia para aprimorar a
DA, pois permite o tratamento combinado de mais de um residuo organico, promovendo
beneficios como: diluicdo de compostos tdxicos, regulacdo de nutrientes (relacdo C/N), sinergia
entre os diferentes microrganismos e aumento dos rendimentos de seus produtos-alvo (Rabii et
al., 2019). Nesse sentido, 0 uso de residuos como microalgas, vinhaca e glicerol tem sido
amplamente estudado, devido a essas vantagens, concomitante ao tratamento de residuos
organicos expostos no meio ambiente.

Nas estacOes de tratamento de esgotos (ETEs), como a atividade fundamental do
processo de tratamento dos efluentes em lagoas de estabilizagcéo facultativas e lagoas de
maturacdo e/ou polimento, a biomassa microalgal é produzida, para o suprimento de oxigénio
as comunidades bacterianas aerobias e precisa ser manejada sistematicamente. Normalmente, a
producéo de 1 kg de biomassa de microalgas requer 1,83 kg de CO> (Chisti, 2007) e os custos
associados a esse residuo pode alcancar entre 20 e 30% dos custos da ETE. Lagoas de alta taxa

(LAT) sdo caracterizadas por possuir alta geracdo de biomassa, a qual se tornarad um subproduto
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do processo, pois tem alto potencial de reduzir a qualidade das dguas naturais. A biomassa de
microalgas, nas lagoas de alta taxa, assimilam os nutrientes necessarios para seu crescimento.
Uma vez que a fonte de nutrientes é o esgoto sanitario, as LAT permitem que haja o controle
da poluicéo dos recursos hidricos contribuindo com a sustentabilidade da tecnologia em escala
industrial (Sétiro, 2021).

De acordo com Sialve et al. (2009), a composicdo celular da biomassa de microalgas
varia conforme a espécie, mas ¢ fortemente afetada pelas condi¢es ambientais. Espécies como
Chlorophyceae, Volvocales (Chlorella sp., Botryococcus braunii, Dunaliella salina) possuem
uma composi¢do bioquimica tipica de 30-50% de proteinas, 20-40% de carboidratos e 8-15%
de lipidios. Sob condicbes de estresse, essas espécies podem acumular até 80% de acidos
graxos, 80% de hidrocarbonetos e 40% de glicerol. Quanto a composicdo elementar, as células
sdo constituidas por 50% de carbono, 1-10% de nitrogénio e menos de 1% de fésforo. No
entanto, a baixa relagédo C/N e a composicédo de sua parede celular (Figura 1) - consistindo em
proteinas, celulose, hemicelulose e carboidratos - promovem sua recalcitrancia, dificultando o
ataque de enzimas na DA e reduzindo o potencial de producdo de AGV, biogas e de outros
produtos de valor agregado. Com o intuito de transpor essas barreiras, sdo utilizados pre-
tratamentos para acelerar a etapa limitante da DA, denominada de hidrélise, promovendo
compostos sollveis disponiveis ao meio e a codigestdo com outros residuos organicos, ricos
em carbono (Silva et al., 2024; Solé-Bundo et al., 2019; Yukesh Kannah et al., 2021). A Figura
1 ilustra duas espécies comuns de microalgas, Chlorella e Scenedesmus, enfatizando as

camadas de suas paredes celulares.

Figura 1 - Estrutura da parede celular das espécies Chlorella e Scenedesmus

Espécie Chlorella Espécie Scenedesmus

Estrutura da parede celular Estrutura da parede celular | Camada de Pectina |

‘Camada Trilaminar algal Camada Trilaminar algal

Camada Microfibilar Camada Microfibilar

Membrana celular

Membrana celular

Fonte: Adaptado de Yukesh Kannah et al. (2021).
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As microalgas sdo cultivadas em aguas salobra, salina, doce e em tratamento de aguas
residudrias. Nessas ultimas, vém sendo estudadas desde 1970, aplicadas em Lagoas de Alta
Taxa (LAT), para remogdo de nutrientes, como nitrogénio e fosforo. Diversos géneros vém
sendo utilizados e estudados, como Chlorella, Cyclotella, Desmodesmus e Cosmarium
(Pinheiro, 2023; Silva, 2022; Wang et al., 2016). A codigestdo da microalga com outros
residuos organicos vem sendo estudada, como com a vinhaga da cana-de-agucar.

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar e acucar (ETENE,
2023) e ocupa a segunda posicéo na producéo de etanol, tendo produzido 27,37 bilhGes de litros,
na safra 2022/2023 (CONAB, 2023), contribuindo com cerca de 26,8% da producdo global
(RFA, 2023). A vinhaca, ou vinhoto, é o principal efluente gerado na producdo de etanol,
especificamente na etapa de destilacdo. Para cada litro de etanol produzido, sdo gerados entre
8 e 15 litros de vinhacga (Cardoso Ribeiro et al., 2022), com uma producéo de 369 bilhdes de
litros em 2022 (ANP Agéncia Nacional de Petroleo Gas Natural e Biocombustiveis, 2023b).
Sua composicdo inclui acidos, acUcares, alcoois, aldeidos, cetonas e ésteres (Parsaee et al.,
2019; Silva et al., 2024). Este residuo € caracterizado por uma cor marrom-escura e um teor
organico elevado, de 50 a 150 g.L* (Wongarmat et al., 2022), comparado com o encontrado
em esgotos domésticos, 0,25 a 0,8 g.L ™ (Metcalf, Eddy, 2016). Além disso, a vinhaca é acida
e corrosiva, contendo concentracfes significativas de potassio, sulfato e outros macro e
micronutrientes (Fuess & Garcia, 2014). Durante a fermentacdo no processo de producao de
etanol, utiliza-se &cido sulfarico para ajustar o pH e prevenir a floculacdo das leveduras,
resultando em um efluente constantemente &cido, com pH variando entre 3,5 e 5,0, e elevadas
concentracOes de sulfato (Moraes, Zaiat & Bonomi, 2015).

No mundo, o principal uso da vinhaca é como fertilizante, por meio da irrigacdo de
cultivos agricolas. Os riscos da fertilizacdo estdo principalmente associados ao acumulo de
nutrientes no solo, incluindo a salinizacdo do solo e a fertilizacdo excessiva, levando a
lixiviagdo de sal para as aguas subterrdneas, aumentando a instabilidade do solo ou a
eutrofizacdo dos corpos d'agua. Outros impactos no solo incluem a contaminacdo com metais
toxicos, como zinco, cobre ou bario, entre outros metais, acidificacdo permanente do solo e dos
recursos hidricos, interferéncia no processo de fotossintese - devido a alta cor e turbidez da
vinhacga ou entupimento dos poros do solo pela sobrecarga organica — diminuindo, assim, a
transferéncia de oxigénio e a atividade microbiana, bem como estimulando a geracéo de odores
desagradaveis, devido & degradacdo anaerobia de cargas organicas (Fuess e Garcia, 2014).

No entanto, considerando que ndo ha producéo de vinhaca durante a entressafra da cana-

de-acUcar, a busca por outro substrato para substitui-la é de interesse.
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Simultaneamente, o Brasil ocupa a quarta posicdo mundial na producéo de biodiesel
(OECD, 2021). A cada 10 kg de biodiesel é produzido 1 kg de glicerol, como residuo (Sunarno
et al., 2020). A industria de biodiesel é responsavel por 66% da producdo mundial de glicerol
bruto, que totaliza cerca de 41,9 bilhdes de litros anuais (Kaur et al., 2020). De acordo com a
Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (2023a), foram produzidas
552.000 toneladas de glicerol bruto, em 2022, no Brasil. O glicerol bruto é um subproduto de
trés processos primarios, a saber: transesterificacdo, saponificacdo e hidrdlise de lipidios, para
produzir biodiesel, sabdo e acidos graxos, respectivamente. Sua composi¢cdo normalmente
inclui glicerol, 4gua e substancias organicas sem glicerol, como metanol e acidos graxos, além
de cinzas. E um alcool viscoso, de baixo valor comercial e, em forma purificada, é utilizado
como matéria-prima nas inddstrias alimenticia, quimica e farmacéutica, sendo relatado como
uma fonte de carbono interessante para fermentacdo em condi¢des anaerdbias, na rota de
producéo de etanol (Chilakamarry et al., 2021). O glicerol tem sido empregado como substrato
para varias aplicacGes biotecnoldgicas usando digestdo anaerébia, como na producdo de
hidrogénio e AGV (Silva et al., 2020), fermentacdo de etanol (Sunarno et al., 2020) e producéo
de metano na codigestdo com microalgas e vinhaga (Silva et al., 2024).

No entanto, esse glicerol bruto contém varias impurezas que podem limitar o seu
reaproveitamento. De acordo com Zhao et al. (2023), o setor de biodiesel esta experimentando
um rapido crescimento, levando a um aumento significativo nas exportacdes de glicerol residual
no mercado. Desde 1995, essas exportagdes aumentaram 10% ao ano. O excesso da
disponibilidade, porém, resultou na diminuicdo do seu preco, que chegou a menos de 100
dolares por tonelada (Sun et al., 2022).

A gestdo integrada de residuos da recuperacdo de aguas residuais (biomassa de
microalgas) industria de etanol (vinhaca) e de biodiesel (glicerol) apoia o alcance dos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), a transicao energética e a geracdo de produtos de valor
agregado. Transformar esses residuos em acidos graxos volateis (AGV), metano e outros
produtos, via digestdo anaerdbia, alinha-se com os ODS 7 (Energia Limpa) e 13 (Agéo
Climatica), reduzindo a poluicdo e promovendo uma economia circular. Além disso, o0s AGV
podem ser usados na producdo de bioplésticos e biohidrogénio, impulsionando a inovagédo
industrial e contribuindo para os ODS 9 (Inovacao) e 12 (Producdo Sustentavel).

Nos ultimos anos, pesquisas desenvolvidas no Laboratério de Saneamento Ambiental
da UFPE tém-se dedicado ao uso de lagoas de alta taxa como estratégia de pds-tratamento de
esgotos sanitarios (Satiro, 2021; Marinho, 2022). A valorizacdo do excedente de biomassa de

microalgas ja foi estudada para a producédo de lipidios (Sa et al., 2020; Santos Neto, 2023) e
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biogas (Cabral e Silva, 2020), testando-se diferentes pré-tratamentos (Melo Filho, 2017,
Martins, 2019), e misturas de substratos (Silva et al., 2024; Pinheiro et al., 2024). Alta producéo
de AGV em reator fermentador de biomassa de microalgas misturado a vinhaca foi observado
por Pinheiro et al. (2024), porém os autores ndo elucidaram as condi¢BGes operacionais que
otimizassem 0 processo.

Neste contexto, surge, pois, uma questdo-chave: como as combinagdes do tempo de
detencdo hidraulica (TDH) e da carga organica volumétrica (COV) aplicadas ao processo
podem ser manipuladas para alcancar altos rendimentos de AGV? Além disso, como a producgéo
de AGV responde quando o tipo de substrato € alterado? A abordagem dessas incertezas tem
implicacdes significativas para melhorar a eficiéncia do processo e avancgar na tecnologia de
tratamento mais eficiente e sustentavel.

O presente trabalho tem como objetivo testar combinacOes binarias, de codigestdo
anaerobia, entre os residuos biomassa microalgal pré-tratada termicamente com vinhaga
(BMPT+VIN) e biomassa microalgal pré-tratada termicamente com glicerol (BMPT+GLI),
com diferentes condi¢des operacionais de carga organica volumétrica e de Tempo de Detencéo

Hidraulica.
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2 OBJETIVOS

Nesta se¢do serdo abordados 0s objetivos, geral e especificos.

2.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos das mudancas do tempo detencdo hidraulico e da carga organica

volumétrica na cofermentacéo de microalga, vinhaca e glicerol.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito de baixos valores de TDH na producdo e dindmica de acidos graxos
volateis totais e individuais;

b) Realizar o0 manejo da COV como estratégia de aumento da producdo de acidos e
manutencdo do desempenho do processo;

c) Realizar o manejo da forma de alimentacdo (por sifonamento e sob pressao
atmosférica);

d) Analisar a relagdo do potencial redox, com os rendimentos do reator fermentador;

e) Inferir rotas metabdlicas existentes no processo de cofermentacdo com o glicerol.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo sera abordada a revisdo bibliografica deste trabalho.

3.1 Digestao anaerobia

A digestdo anaerdbia (DA) é um processo bioguimico natural, na qual ocorre a
degradacdo da matéria orgénica (um substrato), na auséncia de oxigénio. Recupera-se, também,
produtos intermediarios, como 0s acidos graxos volateis (AGV), etanol e biogas, na forma de
metano (CHs), didxido de carbono (CO.), entre outros produtos, além de produzir o digestato,
gue € rico em nutrientes, como nitrogénio, fosforo e potassio, que pode ser usado como
fertilizante (Harsha & Singh, 2021; Llamas et al., 2022; Li et al., 2021).

No metabolismo dos microrganismos, o catabolismo € responséavel pela liberacdo e
conservacao de energia, na forma de ATP. Na maioria dos casos, essa energia € obtida através
da oxidacdo da matéria organica. Essas reacdes sdo do tipo oxidacdo-reducdo, isto €, um
composto doa elétrons ao passo que outro recebe. Na DA, a matéria organica é oxidada,
formando produtos reduzidos. Na natureza, ocorre em pantanos e é comumente aplicada em
estacOes de tratamento de esgoto, no tratamento de afluentes e na estabilizacdo do lodo
(Madigan et al, 2016; Metcalf, Eddy, 2016).

Diversos estudos apontam que a DA pode apresentar limitacdes, seja devido a déficits
nutricionais, por exemplo, ou a dificuldade na etapa da hidrolise, ambos ligados ao tipo de
substrato a que é submetido a digestdo (Tabela 1). Para potencializar a eficiéncia da DA, a
mistura de dois ou mais substratos, com caracteristicas complementares, e que promova um
balanceamento nutricional, tem sido amplamente estudada. Essa combinacdo é conhecida como
codigestdo anaerdbia (CoDA).

Pinheiro (2023) avaliou a codigestdo anaerdbia entre microalga e vinhaca da cana-de-
acucar, para a producdo de AGV e CHa. Silva et al. (2024) avaliaram o efeito sinérgico da
codigestdo de microalga, vinhaca e glicerol, para producdo de CHa. Silva (2020) investigou a
codigestdo de biomassa algal e residuos de alimentos, de lodos ativados com residuos de
alimentos, de biomassa algal e contedldo ruminal, para a producdo de CH4. Silva et al. (2020)
avaliaram a cofermentacgéo de glicerol bruto e biomassa suspensa para producédo de bioH: e de
AGV. Strazzera et al. (2021a), empregaram vérias fracGes de residuos alimentares domésticos,

para recuperacao de AGV.
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A codigestdo anaerdbia apresenta beneficios como: econdmicos, ao tratar, a0 mesmo
tempo, mais de um residuo e, caso apresentem efeito sinérgico, tém a capacidade de produzir
maiores rendimentos de CHs4, que podem ser usados na propria ETE, e de AGV, podendo
apresentar retorno econdmico; técnicos e ambientais, na gestdo dos residuos de ETEs e
industrias, por exemplo, e na diminuig&o de residuos expostos contribuindo, consequentemente,
para a diminuicdo da poluicdo ambiental, do solo, do ar, e na diminui¢do da emissdo dos gases
que contribuem para o efeito estufa (Metcalf, Eddy, 2016).

Para aumentar o rendimento de produtos intermediarios e finais na DA (ou CoDA), pré-
tratamentos vém sendo aplicados a substratos organicos que possuem limitagcdes quanto a sua
biodegradabilidade, durante a etapa da hidrolise, considerada a limitante do processo. De
acordo com Yukesh Kannah et al. (2021), os pré-tratamentos promovem o enfraquecimento da
parede celular (lise) ou sua completa desintegracdo, tornando disponiveis a0 meio compostos
intracelulares (Figura 2). Segundo eles, ha dois tipos de pré-tratamentos: os de energia eficiente
e energia intensiva. No de energia eficiente, uma quantidade minima de eletricidade é
empregada, como nos tratamentos bioldgicos, enzimaticos, quimicos (alcalinos ou acidos) ou
combinados; no de energia intensiva, alto aporte elétrico € necessario para que haja a lise ou

completa desintegracdao, como nos tratamentos térmicos convencionais.
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Figura 2 - Representacdo esquematica de enfraquecimento da parede celular e desintegracéo celular.

Celulose Hemi-celulose

Parede celular
s, secunddria .*
Enfraquecimento da parede celular Desintegracio celular

’ .
/" Parede celular *,
primaria

B . )

Proteina Carboidrato
extracelular extracelular

Fonte: modificado de Yukesh Kannah et al. (2021).

Yin et al. (2016) usaram um pré-tratamento hidrotérmico, em residuos alimentares
sintético, e exploraram faixas de ORP para aprimorarem a producao de AGV; sua DQOs passou
de 87,8 g.L! para 197,5 g.L %, depois de pré-tratado, alcancando 29,4 g.L! de AGV total.
Vassalle et al. (2022) aplicaram tratamento solar em microalgas, oriundas de lagoa de alta taxa,
para codigestdo com esgoto doméstico, e obtiveram 32% a mais de solubilizacdo, em funcdo da
DQO:s, e um incremento em 45% no rendimento de CH4. Em outros estudos, pesquisadores
aplicaram pré-tratamentos, para recuperacdo de AGV, como Damtie et al. (2021), com pré-
tratamento térmico de microalga, Llamas et al. (2022), com pré-tratamento enzimatico
proteolitico, e estratégias diferentes de redugdo do TDH, a partir de microalgas.

Diversos estudos apontam que parametros ambientais, como temperatura, pH, tipo de
substrato, relacdo C/N, presenca de compostos toxicos, e parametros operacionais, como tempo
de detencdo hidraulico (TDH), carga organica volumétrica (COV), faixa de ORP, influenciam
na DA / CoDA, e nos produtos intermediérios, como nos AGV (Tabela 7). Esses requisitos

estdo abordados no item 3.4.
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3.1.1 Etapas da digestdo anaerdbia

A DA ocorre, simplificadamente, em quatro etapas, a saber: hidrolise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese (Leite, 2015; Llamas et al., 2022; Ll et al., 2021), em um estagio.
No entanto, como o0s grupos microbianos apresentam faixas Otimas diferentes para
desenvolverem-se (Tabela 1), tem-se aplicado a estratégia de dois estagios (Kabir et al., 2022),
que consiste na separacdo entre as fases hidrolitica e acidogénica da acetogénica e
metanogénese (An et al., 2024). Fisicamente, dois reatores sdo operados em condicOes
ambientais e operacionais diferentes, que favorecam os grupos de microrganismos especificos

destas fases.

Tabela 1- Faixas relatadas na literatura de pH e de ORP para as fases da DA

Fase Faixa de pH Faixa de ORP Referéncia
(mV)
Hidrdlise — acidogénese 52a6,5 -100a-250 (Dahiya et al., 2015; Lee et al.,
2014; Xu et al., 2014)
Acetogénese - metanogénese 6,5a7,5 <-230 (An et al., 2024; Henze et al.,
2008)

Fonte: A Autora (2024).

A Figura 3 ilustra as rotas metabdlicas e grupos microbianos envolvidos na digestao

anaerdbia.
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Figura 3- Rotas metabdlicas e grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerébia.
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Fonte: A Autora (2024).
Nota: Adaptado de Chernicharo (2016), An et al. (2024), Henze et al. (2008), Dahiya et al. (2015), Lee et al.
(2014), Xu et al. (2014).
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a) Hidrolise

A hidrdlise € a primeira fase da DA. Consiste na colonizacao das macromoléculas por

microrganismos, que liberam enzimas nas superficies daquelas, degradando-as e contribuindo
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para a formacdo dos mondmeros, isto €, as bactérias atuam na desintegracdo e solubilizacdo de
compostos organicos complexos, como carboidratos, lipideos e proteinas, transformando-os em
acucares (Tabela 2, Equacdo 1), &cidos graxos de cadeia longa e glicerol (Tabela 2, Equacéo 3)
e em aminoé&cidos (Tabela 2, Equacdo 4), respectivamente (Dahiya et al., 2023; Wang et al.,
2020). Por ser considerada a etapa limitante no processo da DA, substratos organicos que
possuem caracteristicas recalcitrantes necessitam de pré-tratamentos, a fim de ultrapassar essa
barreira e promover maior disponibilidade de matéria organica sollvel para as bactérias
hidroliticas, antes da formacdo dos AGV (Dahiya et al., 2023; Leite, 2015; Magdalena et al.,
2019).

A Tabela 2 apresenta algumas reacdes envolvidas nesta primeira etapa da DA, a

hidrolise.

Tabela 2 — Reagdes de hidrdlise.

Estequiometria das reagdes envolvidas Referéncia Eqg.
(CeH100s)n + N H2O0 — n CeH1206 + N Ha Anukam et al., (2019) (1)
(CeH100s)is —  Yc(CeH100s)s + (1- Yc) (CeH100s)in Manchalaetal., (2017) (2)
Cs7H10406 + 3H20 — C3HgOs + 3C18H340: Manchalaetal., (2017) (3)
(Proteina)is — Yp (Aminodcidos)s + (1- Yp) (Proteina)in Manchalaetal., (2017) (4)

Fonte: adaptado de Dahiya et al. (2023).

Nota: Cs7H10406 significa lipidos (trioleato de glicerol); (CsH100s)n significa celulose; (CsH100s)is significa carboidratos
complexos (insollveis), incluindo carboidratos biodegradaveis e inertes; (CsH100s)s € (CsH100s)in significam carboidratos
sollveis e inertes, respectivamente; Y. significa a fracdo de carboidratos que é biodegradavel; CsHsOs3 significa trioleato
de glicerol; C1sH340; significa &cidos graxos volateis de cadeia longa; (Proteina);s significa proteina complexa; (Proteina)in
significa proteina inerte; Yy significa a fragdo de proteina biodegradavel; CsH1O. € valerato; CsHgOs é glicerol; As
equacdes 2—-4 foram usadas para modelar a digestdo anaerébica por Manchala et al., (2017) e a equacao foi desenhada de
acordo com os padrdes.

b) Acidogénese

Os principais meios para obtencdo de energia celular sdo a respiracdo anaerdbia a
fermentacdo. Na respiracdo anaerdbia - sob auséncia de O, — outros elementos inorganicos
fazem o papel desse, como o nitrato (NO3z), sulfato (SO4%), ferro férrico (Fe**), carbonato
(COs%), oxidando os compostos doadores de elétrons e formando produtos mais reduzidos,
como nitrito (NO2) ou nitrogénio (N3), sulfeto de hidrogénio (H2S), Fe** e metano (CHa),
respectivamente (Madigan et al., 2016; Metcalf, Eddy, 2016).

Na acidogénese, fermentacdo ou dark fermentation, o0 composto organico tanto doa

como recebe elétrons. Nesta fase, os produtos formados durante a hidrolise sdo convertidos a
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acidos graxos volateis, como os &cidos acético (Tabela 3, Equacdes 7 e 8), propidnico (Tabela
3, Equacédo 5) e butirico (Tabela 3, Equacdes 6 e 8), a alcoois, como etanol (Tabela 3, Equacéo
9), a H2 (Tabela 3 - Equagdes 6, 7, 8, 10) e a CO2 (Tabela 3, Equagdes 6, 7, 8, 9). As reacdes
séo classificadas de acordo com o substrato ou produto formados, como por exemplo, na Tabela
3, equacdo 9, o produto da glicose € o etanol, sendo classificada como fermentacéo do tipo
alcoolica, realizada por organismos, como a levedura e Zymomonas, fermentacdo butirica,
realizada por organismos, como Clostridium butyricum (Tabela 3, Equacéo 6 e 8) (Madigan et
al., 2016; Metcalf, Eddy, 2016; Wang et al., 2020).

A Tabela 3 apresenta algumas reacGes envolvidas na acidogénese e a energia livre de
Gibbs, indicando a espontaneidade das reagfes (quanto mais negativo o0 AG®’, mais espontanea

a reacdo acontece).

Tabela 3 — Reacdes da acidogénese.

Estequiometria das reagdes envolvidas AG®’ Referéncia Eq.
(kJ/reacgdo)

CeH1206 + 2 H; — 2 CH3CH,COO + 2 H,0 + 2H* -358 Aquino e (5
Chernicharo,
(2005)

CeH1206 — CH3(CH2)2COO' +2CO+H"+2H, -255 Aquino e (6)
Chernicharo,
(2005)

CeH1206 + 2 H,0 — 2CH3COO +2CO;+2H"+4H; -206 Aquino e (7)
Chernicharo,
(2005)

4 CgH1206 — 3 CH3(CH3);COOH + 2CH3COOH + 8 CO;+ 8 - (Wang et al, (8)

H> 2020)

CeH1206 — 2 CH3CH,OH + 2 CO» - (Wang et al., (9)
2020)

CeH1206 + H20 — 2 CH3COO + 2HCOO" + 4H* + 2H; - (Xiaetal.,2016) (10)

Fonte: A Autora (2024).

Bactérias desta fase e da seguinte (acidogénica e acetogénica) pertencem a espécies
capazes de sobreviver em codi¢des anaerobias e aerdbias, pois pertencem a grupos estritamente
anaerdbios e facultativos (Anukam et al., 2019).

Os 4acidos graxos volateis sdo acidos carboxilicos, de baixo peso molecular, que
possuem de 2 a 6 atomos de carbono em sua composicao (Agnihotri et al., 2022). A Tabela 4
apresenta alguns &cidos, formados na fermentacdo anaerdbia, suas nomenclaturas na
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e a usual, formulas molecular e

estrutural, fator de conversio de mgAGV.L* para mg DQOacv.L™ e emprego.
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Tabela 4 - Nomenclatura de acidos formados na fermentacdo anaerébia, formulas molecular e estrutural, massa molar e emprego.

Nomenclatura
IUPAC

Nomenclatura
usual

Férmula
molecular

Foérmula estrutural

AGVequiv.t
(g DQO/L)

Emprego

Etanoico

Propanoico

2-metilpropanoico

Butanoico

3-metilbutanoico

Pentanoico

Hexanoico

Butanodioico

Acético

Propanoico

Iso-Butanoico

Butanoico

Iso-Pentanoico
ou Iso-Valérico

Valérico

Caproico

Succinico

C2H402

C3HeO2

C4HgO2

C4HgO2

CsH1002

CsH1002

CsH1202

C4HeO4

CH3COOH

CH3CH2COOH

CH3CH3CHCOOH

CHs(CH2).COOH

CH3CH3CHCH2COOH

CH3(CH2)3sCOOH

CH3(CH2)4COOH

COOH(CH;).,COOH

1,07

151

1,82

1,82

2,04

2,04

2,2

Producéo de vinagre, conservantes, reguladores
de acidez e aromatizante. Produgdo de acido
tereftalico (TPA), de fibras para embalagens de
tereftalato de polietileno (PET), roupas, garrafas
plésticas e filmes. Anidro acético, na fabricagéo
de perfumes, antibidticos, corantes, explosivos.
Herbicidas, EDTA, suplemento de racéo animal,
antisséptico, bioenergia, bioplasticos, P(3HB)
(Agnihotri et al., 2022; Dahiya et al., 2023;
Dionisi et al., 2004; Oliveira et al., 2023;
Szacherska et al., 2021).

Blocos de construgdo para indUstria
farmacéutica, herbicidas, plasticos, bioplasticos,
3HV e P(3HB-co0-3HV), cosméticos, perfumes
(Dahiya et al., 2023; Dionisi et al., 2004;
Oliveira et al., 2023; Szacherska et al., 2021).

Usado para a sintese de isobutirato de isoamila,
um aromatizante importante nas inddstrias de
cosméticos, farmacéutica, de bebidas e
alimenticia (Agnihotri et al., 2022).

IndUstria polimérica, sintese de termoplasticos,
bioplasticos, P(3HB) aromatizante, indistria
farmacéutica (Agnihotri et al., 2022; Dionisi et
al., 2004; Feng et al., 2022; Oliveira et al., 2023;
Szacherska et al., 2021)

IndUstria alimenticia, em queijos, saborizantes,
condimentos; industria farmacéutica, em
medicamentos, para sintese de  4cido f-
hidroxiisovalérico, um indicador de deficiéncia
de biotina, e na sintese de bromo isovaleril ureia,
um sedativo e hipnético (Agnihotri et al., 2022).

IndUstrias  farmacéutica e biofarmacéutica,
indUstria de cosmeéticos, bioplasticos, 3HV e
P(3HB-co-3HV) (Agnihotri et al., 2022; Dionisi
et al., 2004; Oliveira et al., 2023; Szacherska et
al., 2021).

Precursor de biocombustiveis, aromatizante,
racdo animal (Leitdo et al., 2017; Gomes, 2023).

IndUstria farmacéutica, aromatizante de bebidas
e de alimentos, bioplastico, polimeros, resinas,
tintas, cosméticos (Delatin, 2021).

Fonte: A Autora (2024).
Nota: ! Fator de conversdo dos AGV individuais, cuja unidade é mg AGV/L para mg DQOacv/L.
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c) Acetogénese

Nesta fase, 0s AGV sdo oxidados pelas bactérias sintroficas acetogénicas, produzindo
acetato (Tabela 5), hidrogénio (Tabela 5, Equacdes 12, 13, 14, 16) e didxido de carbono
(Aquino & Chernicharo, 2005). Observa-se, porém, na Tabela 5, que a maioria das reacGes
envolvidas operam com o AG®’ proximo ou acima de zero. Isso significa que as reagdes estao
proximas ao equilibrio ou ndo sdo espontaneas nas condi¢cGes padrdo, o que pode levar ao
acumulo de &cidos organicos, como os &cidos propidnico e butirico. Adicionalmente, 0 acimulo
de hidrogénio e de acetato no meio pode inibir o processo, tornando o gradiente de energia de
conversdo dos substratos insuficiente ou alterar o equilibrio termodinamico, precisando estar
em baixas concentragdes, para ocorrerem as reacdes. A presenca de organismos consumidores
de hidrogénio e de acetato, como as acetoclasticas consumidoras de Hz, metanogénicas
hidrogenotréficas e as redutoras de sulfato é responsavel por esse consumo, produzindo

substratos para a metanogénese (Aquino & Chernicharo, 2005).

Tabela 5- ReacGes da acetogénese.

Estequiometria das reagdes envolvidas AG® Eq.
(kJ/reacéo)
2 HCOs + 4 Ho + HY —  CH3COO" + 4 H,0 -104,6 (11)
CHsCHOHCOO +2H,0 —  CH3COO + HCOs +H" + 2 H -4,2 (12)
CH3CH20H +H20 —  CH3;COO +H"+2H; +9,6 (13)
CH3CH2CH:COO +2H0 — 2 CH3COO + H* + 2 H; +48,1 (14)
CH3CH,COO +2HCO;  —  CH3COO + H' + 3 HCOO +72,2 (15)
CH3CH,COO" + 3 H.0 —  CH3COO + HCOs + H* + 3 H; +76,1 (16)

Fonte: adaptado de Chernicharo, 2016.

d) Metanogénese

Esta fase, a Gltima da DA, possui condigdes ambientais e operacionais especificas,
conforme tratado no item 3.2.1 e na Tabela 1. Microrganismos estritamente anaerdbios,
denominados metanogénicas, pertencentes ao dominio Archaea. As arqueas metanogénicas
acetoclasticas convertem acetato em metano e didxido de carbono e as arqueas metanogénicas
hidrogenotrdéficas, hidrogénio e dioxido de carbono em metano (Tabela 6). Esta etapa da DA

pode ser considerada respiragdo anaerdbia. No ambiente andxico, outros elementos inorganicos
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como o carbonato e sulfato oxidam os compostos doadores de elétrons e formam produtos mais
reduzidos, como metano (CH4) e sulfeto de hidrogénio (H2S), respectivamente (Tabela 6,
Equacdes 18 e 21) (Chernicharo, 2016).

Tabela 6 - Reagdes da metanogénese.

Estequiometria das reagdes envolvidas AG®’ Eq.
(kJ/reacdo)
CH3COO" + H.0 — CH4 + HCO3 -31,0 a7
Hz +Y4HCOs + Y4 H" — Y4 CH4 +3/4H20 -33,9 (18)
HCOO + Y4 H0 + Yy — Y4 CH4 + 34 HCO3 -32,6 (29)
H*
HCOs +4 Hy + H* — CH4 +H20 -135,6 (20)
SOs* + 4 Hy + HY — HS + 4 H.O -151,9 (21)
CH:CH.COO +3H.0 — CH3COO + HCO3 + H* + 3 H» +76,1 (22)
3 H, + 0,75 HCOs + — 0,75 CHs + 2,25 H,0 -101,7 (23)
0,75 H*
CH3CH,COO™ + 1,75 — 1,75 CHs + 1,25 HCO3 + 0,25 H* -56,6 (24)
H.0

Fonte: adaptado de Chernicharo, 2016.

3.2 Rotas fermentativas e subprodutos metabolicos de valor agregado

Nesta secdo serdo abordadas as rotas fermentativas e os subprodutos metabdlicos do

glicerol, microalgas e da vinhaga da cana-de-agUcar.

3.2.1 Gilicerol

O glicerol é de natureza reduzida, o que proporciona um rendimento maior de produtos
quimicos reduzidos do que os produtos quimicos obtidos de acgucares. O metabolismo do
glicerol ocorre por duas vias: a oxidativa e a redutiva (Figura 4). A via redutiva produz
compostos reduzidos como o 1,3-propanodiol, entre outros. A via oxidativa gera varios acidos
organicos, como acido acético, acido lactico e acido butirico, entre outros (Figura 4). O glicerol
(k = 4,67) [onde k representa o grau de reducdo por carbono, que é uma estimativa do nimero
de elétrons disponiveis por unidade de carbono (Clomburg e Gonzalez, 2013) tem um grau de

reducdo maior que a glicose (k = 4), o que é vantajoso para obter maior rendimento de produtos
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quimicos reduzidos, como 1,3-propanodiol, succinato, hidrogénio, etanol, etc. O glicerol pode
ser usado diretamente como Unica fonte de carbono por alguns microrganismos como
Citrobacter, Clostridia, Klebsiella pneumoniae, Saccharomyces cerevisiae, etc., para produzir
produtos de valor agregado (Konstantinovi¢ et al., 2016).

Alguns microrganismos conseguem resistir as impurezas presentes no glicerol bruto e
utiliza-lo para gerar produtos de valor agregado (Vivek et al., 2017). O Clostridium sp. é
considerado o microrganismo mais adequado para a utilizacdo do glicerol, que gera varios
produtos valiosos, como o 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol, n-butanol, etanol e diferentes
acidos organicos, como &cido acético, butirico, succinico e lactico (Samul et al., 2014).

O uso de Escherichia coli recombinante para produzir 1,3-propanodiol a partir do
glicerol economiza 40% de energia, em comparacao com o método convencional (Nda-Umar
et al., 2018). Da mesma forma, o etanol também pode ser produzido por métodos quimicos,
mas a producdo bioldgica de etanol por fermentacdo continua sendo o método mais comum
(Chilakamarry et al., 2021). A bioconversdo é mais facil, mais segura e mais econdmica do que

outros processos quimicos.

Figura 4- Rotas metabdlicas da fermentacédo do glicerol.
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ATP l
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— < —
Glicerol-3-Fosfato
NAD* Hy0
NNNNN Y| 2
Glicerol-3-Fosfato Ac.
Desidrogenase DHA 3-hidroxipropidnico
Ay NADH,
PR ) l
DHAP Aop aD* <
nap* \l DHAP 1,3-Propanodiol
wow, < ot~
, o
Piruvato 2 Ve
2NADH, 2NAD*
nap* )l PEP Ac. Oxalc Ac. St
NADH,
Acetil-CoA e l
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Lactato desidrogenase R
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~ v |
NAD* NADHZz NADH,
Ol-Acetolactato LGB N
2NADH; 2NAD*
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Nota: abreviagdes: DHA - diidroxicetona; DHAP - diidroxiacetona fosfato; PEP — fosfoenolpiruvato.

3.2.2 Microalgas

Fonte: adaptado de Asopa et al., (2022).
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A producdo de acidos graxos volateis a partir da biomassa de microalgas é conhecida
pelo método da dark fermentation (fermentacdo escura), a qual segue 0 mesmo padrdo da
digestdo anaerobia classica (hidrolise, acidogénese, acetogénese), com a diferenca de que a
etapa final de metanogénese é inibida por diversos métodos, incluindo condigcdes e
configuragcOes operacionais, como 0 uso de reator fermentador separado do reator
metanogénico, como ja comentado (Buitron et al., 2017).

Segundo Shobana et al. (2017), a conversdo hidrolitica fermentativa mais promissora
de carboidratos de microalgas em AGV e H; envolve uma grande variedade de bactérias
fermentativas anaerdbias, tanto mesofilicas (Clostridium, Citrobacter, Klebsiella e
Enterobacter) quanto termofilicas (Clostridium, Caloramator, Thermoanaerobacter,
Thermoanaerobacterium, Caldicellulosiruptor e Thermotoga), além de bactérias facultativas
(Escherichia coli, Enterobacter e Citrobacter) e estritamente anaerdbias. A biodegradacdo de
carboidratos simples resulta na formacgéo de piruvato juntamente com duas moléculas de ATP
e NADH. Na rota metaboélica do “piruvato ferredoxina oxidorredutase (PFOR)”, por exemplo,
0 piruvato sofre conversdo catalitica em acetil-CoA e CO; pela enzima PFOR, presente em
algumas bactérias anaerobias produtoras de hidrogénio, como o género Clostridium. Essa via
também gera uma forma reduzida de molécula de ferredoxina (Fd(red)), que é reoxidada na
producéo de H. O caminho PFOR baseia-se na oxidagdo da Fd(red) por meio de uma

hidrogenase dependente de ferredoxina (Fd-[FeFe]) (Equacdo 25).

Piruvato + CoA + 2Fd(ox) — acetil — CoA + CO, + 2Fd(red)
(25)
De acordo com Xia et al. (2016) e Shobana et al. (2017), as reacdes hidroliticas,
acidogénicas e acetogénicas no processo anaerobio fermentam os compostos organicos
poliméricos complexos em acetato/formiato/ions H*, CO- e Ha. As rea¢des podem ser descritas

pelas Equacdes 2, da Tabela 3, e 26.

CsH1,04 + 2H,0 — 2CH;C00™ + 2HCOO™ + 4H* + 2H,
(26)
Os carboidratos complexos das microalgas séo inicialmente hidrolisados em
mondmeros sollveis mais simples, seguidos pela formacdo de hidrogénio molecular por meio
de enzimas bacterianas extracelulares. A cinética da reacdo depende do tamanho dos substratos,
pH, tipo de enzimas e da difusdo e absor¢do das enzimas nos substratos. A hidrolise de

carboidratos pode ser descrita pelas reacdes da Tabela 2 e pela Equacéo 27.
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(27)

Através da acidogénese, os principais intermediarios formados sdo acido férmico
(HCOOH), acido acético (CH3COOH), é&cido propibnico e lactico (CH3CH.COOH e
CH3CHOHCOOH), e acido butirico (CH3(CH2).COOH), metanol (CH30H) e etanol
(CH3CH2OH) (Tabela 3). A acidogénese depende da transferéncia interespecifica de
hidrogénio, do pH, do TDH e da aclimatacdo prévia da cultura anaerébia. Durante a
acetogénese, os produtos acidogénicos como acido propidnico (CH3CH2COOH) e acido
butirico (CH3(CH)2COOH), bem como os alcoois, sdo transformados em H,, CO; e acido
acetico (CHsCOOH), os quais serdo posteriormente utilizados (em outro reator) pelos
microrganismos metanogénicos.

A fermentacdo escura de microalgas utiliza esses mecanismos para transformar
carboidratos em H> de forma eficiente. As bactérias mencionadas desempenham um papel
importante neste processo devido a sua capacidade de degradar carboidratos e gerar acidos e
H> através de vias bioquimicas especificas que envolvem a conversdo de piruvato em acetil-
CoA e a subsequente reoxidacédo da ferredoxina. 1sso resulta ndo apenas na producdo de Ho,
mas também na geracgdo de outros subprodutos valiosos, otimizando a eficiéncia da conversao

fermentativa (Buitron et al., 2017).

3.2.3 Vinhaca

Similar a microalga e ao glicerol, a fermentacdo de carboidratos, proteinas e lipideos
existentes nas células da vinhaca ocorre pela fermentacdo escura (dark fermentation). Embora
a vasta composicao organica da vinhaca, sobretudo em glicerol, acido latico, etanol e acido
acético, as rotas metabolicas acidogénicas podem se resumir as rotas de degradacdo dos
mondmeros hidrolisados (visto no item 3.2.1) e a rota de degradacao do acido latico.

De acordo com Krupp e Widmann (2009), muitos microrganismos tém potencial para a
fermentacdo de hidrogénio, mas os microrganismos do género Clostridium sdo o0s mais
promissores, devido ao seu alto rendimento de hidrogénio, metabolismo rapido e formacéo de
esporos. A producdo de hidrogénio ocorre em duas das quatro etapas da degradacéo anaerobia
(hidrdlise e acetogénese). Na auséncia de arqueas metanogénicas, a produgdo de hidrogénio
pode ser alcancada pela degradacdo da matéria orgénica em acidos graxos volateis, como
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compostos liquidos, e CO2 e Ha, como compostos gasosos. Os processos de fermentacdo de
acetato sao bem compreendidos, com um rendimento maximo de 4 mol Hz/mol de glicose, e 0s
processos de fermentacdo de butirato tém um rendimento de 2 mol Hz/mol de glicose.

A rota do &cido latico (Figura 5) tem sido bastante estudada, pois ele é um composto
versatil utilizado em muitos processos industriais, como agente acidificante e aromatizante,
amaciante para couro, antimicrobiano, conservante e precursor de polimeros de acido polilatico
na industria farmacéutica e de plasticos, devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade
e elasticidade (Hoarau et al., 2018). A ocorréncia de bactérias produtoras de lactato € uma das
causas mais comuns de inibicdo da producdo de hidrogénio. No entanto, recentes estudos ja
observaram a coexisténcia das duas vias metabolicas, especialmente quando ocorrem interacdes
positivas entre bactérias produtoras de lactato e bactérias produtoras de hidrogénio (Rogeri et
al., 2024; Menezes et al., 2024).

Figura 5 - Rotas de producédo de acidos graxos volateis a partir da fermentacéo do lactato.

Lactose
ClZszoll

Hzc/‘ul
Hidrdlise
Glucose + Galactose

CE leoll
Lactato
C3 Hg Oy

Ac. Butirico . . Ac. Acéti
CH3(CH,),COCH Ac. Propionico Cl?gcég:-fo Etanol
CH.CH,COOH CH,CH, OOH
CO: H: Ho CO:

Fonte: Adaptado de Asunis et al. (2020).
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3.3 Fatores ambientais relevantes de controle da fermentacéo

Ha varios fatores que afetam o processo de fermentacdo anaerdbia e eles variam de
processo para processo, dependendo do tipo de substrato e dos microrganismos usados, e
também da escala do processo. Os fatores podem ser podem ser amplamente divididos em
fatores bioldgicos, fisico-quimicos e fatores ambientais. Um fator pode estar
independentemente relacionado a um processo biologico, mas dependente quando esta

relacionado a um processo fisico-quimico e vice-versa.

3.3.1 In6culo

O in6culo é um fator importante que afeta a evolucdo das vias fermentativas. Um
rendimento de produtos &cidos relativamente alto pode ser biossintetizado usando culturas
microbianas axénicas (pura, microbioma fechado), como Lactobacillus e Lactococcus, quando
0s substratos sdo acucares refinados e amido (Wakai et al., 2014) ou mesmo substratos
complexos, como a matéria-prima lignocelulosica, residuos de alimentos e biomassa vegetal
(Wang et al., 2014). Para Tang et al. (2017), embora critérios especificos como nutrientes,
temperatura, pH, densidade de células microbianas e condi¢bes assepticas necessitem ser
mantidos para manter uma produtividade de fermentacdo razoavel, porém com potencial de
elevar o custo do processo. Culturas microbianas mistas (microbioma aberto), como lodo
ativado ou lodo anaerébio, também podem ser alternativas, pois podem ser amplamente obtidas
com baixo custo, suportar condi¢cbes ambientais estressantes haja vista a grande diversidade
microbiana e ter grande adaptacéo e alta capacidade de crescimento (Liang et al., 2016; Wang
etal., 2014).

De acordo com Jodhani et al. (2024), durante a fermentagdo acidogénica utilizando
cultura mista, os microrganismos competem pelos nutrientes disponiveis, o que leva a formacéo
de subprodutos indesejaveis e ao consumo dos produtos finais do processo. Por exemplo, 0s
microrganismos podem consumir os AGV para produzir metabdlitos como metano e
hidrogénio, o que leva a um menor rendimento de acidos. Portanto, para melhorar o0s
rendimentos de AGV, é fundamental evitar a conversdo de AGV para metano durante a a
fermentacgdo utilizando culturas mistas. Varios métodos, como pré-tratamento térmico, ajuste
de pH, ajuste em condigdes operacionais (tempo de detencdo hidraulico, carga organica
volumétrica) e inibidores quimicos podem ser empregados para evitar essa perda (Wang et al.,
2014).
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33.2 pH

De acordo com An et al. (2024) e Lee et al. (2014), o valor de pH para a producéo de
AGV em reatores fermentadores varia entre 5,25 e 6,5 e é funcdo do tipo de substrato usado.
Os autores afirmam, ainda, que a sintese de cada acido apresenta um valor de pH ideal diferente.

Como um parametro importante, o pH mostra uma influéncia significativa na hidrdlise
e acidogénese, nas comunidades microbianas e nos produtos de fermentagéo (Tang et al., 2017).

Wang et al. (2020) explicam que pH baixos podem provocar danos as bactérias, por
permitir que compostos ndo idnicos penetrem facilmente nas células e um pH muito baixo ou
alto, conduzir a inatividade enzimatica.

O aumento do pH de 4 para 5 pode aumentar o rendimento da hidroélise usando residuos
alimentares como substrato para a producdo de AGV (Wu et al., 2015), porém Wang et al.
(2014) digeriram residuos de alimentos em reator inoculado com lodo anaerobio e descobriram
que as condi¢Oes acidas (pH < 4) poderiam melhorar a hidrolise. As diferencas resultaram
principalmente das diferentes comunidades microbianas e dos substratos utilizados. Além
disso, o0s pesquisadores observaram que o ajuste do pH de 4 a 5 aumentaria efetivamente 0s
processos de hidrolise e acidificacdo, melhorando amplamente o rendimento de acido latico
(Wu et al., 2015).

3.3.3  Potencial de oxidacéo e reducéo (ORP)

A concentracdo de oxigénio dissolvido influencia a capacidade de oxidacédo e reducdo
de um reator bioldgico e pode ser indicado com precisao pelo potencial redox (ORP). Segundo
Yin et al. (2016), o ORP ¢é um indicador do balanco de eléetrons transferidos nas reacGes de
equilibrio. Eles avaliaram a producdo de AGV em faixas de -100 a -200 mV, com aeragdo
limitada, e entre -200 e -300 mV, e concluiram que a melhor faixa é -100 e -200 mV, por essa
combinacdo favorecer as bactérias facultativas e ndo apenas as estritamente anaerobias. Os
valores de ORP variam entre -200 e -300 mV em condic¢es totalmente anaerdébicas enquanto a
faixa ideal de ORP para a metanogénese € abaixo de -230 mV (Henze et al., 2008). Para Xu et
al. (2014), a faixa ideal de ORP para a fermentacédo acidogénica de residuos organicos esta entre
-100 mV e -250 mV. No entanto, os autores ndo apresentaram informacg6es detalhadas sobre a
funcdo do ORP no processo hidrolitico-acidogénico.

Assim como para Yinetal. (2016), Lim et al. (2014) constataram que uma microaeragao

pode levar a um efeito positivo sobre o rendimento e diversidade de microrganismos
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acidogénicos facultativos (filo Firmicutes, Proteobacteria, etc.), além de altas quantidades de
enzimas extracelulares. No entanto, a intensidade ideal de microaeracao para beneficiar reacoes

acidogénicas permanece desconhecida.

3.3.4 Temperatura

A temperatura é outro parametro operacional importante, pois influencia as taxas
metabolicas, as atividades enzimaticas e as taxas de crescimento e decomposicdo dos
microrganismos. A temperatura ideal para aumentar a producdo de AGV depende da
composicdo do consorcio microbiano e da composic¢do organica do residuo. Varios estudos
realizaram experimentos sobre a producdo de AGV usando diferentes substratos em diferentes
faixas de temperatura, a saber, condi¢des psicrofilicas (4-20 °C), mesofilicas (20-50 °C),
termofilicas (50-60 °C) e hipertermofilicas (60-80 °C) (Zhuo et al., 2012; Ferndndez-
Dominguez et al., 2020).

A maioria dos autores concorda que a faixa mesofilica é a mais favoravel em termos de
rendimento de producdo de AGV em comparacdo com as condic¢des psicrofilicas. Fernandez-
Dominguez et al. (2020), por exemplo, descobriram que as condi¢gdes mesofilicas ao usarem
fracdo organica de residuos sélidos urbanos (OFMSW) como substrato levaram a maiores
rendimentos de AGV em compara¢do com as temperaturas psicrofilicas. Da mesma forma, se
0 substrato for lodo bioldgico excedente, 0 aumento da temperatura de faixas psicrofilas para
mesdfilas aumenta a taxa de hidrélise, tornando os carboidratos e as proteinas mais disponiveis
e aumentando a atividade das enzimas formadoras de é&cido, aumentando, portanto, o
rendimento da producéo de AGV.

A eficiéncia da producéo de acidos graxos volateis (AGVSs) a partir de residuos sélidos
ou pastosos varia conforme a temperatura e a composicdo organica do residuo. Estudos
mostram que condi¢des mesofilicas (temperaturas moderadas) sdo mais favoraveis para a
fermentagdo acidogénica de substratos ricos em carboidratos, como residuos alimentares, e
esterco bovino misturado com silagem de milho. Por outro lado, substratos ricos em proteinas,
como lodo bioldgico excedente e farinha de carne e 0ssos, geram maiores rendimentos de AGV
sob condicdes termofilicas do que sob condi¢Ges mesofilicas (Yu & Fang, 2003). A razdo dessa
diferenca estda no processo de hidrolise: o aumento da temperatura de mesofilica para
termofilica eleva as atividades das principais hidrolases, facilitando a decomposicdo dos
substratos. No entanto, enzimas formadoras de acido tém atividades mais altas em condi¢cfes

mesofilicas. Proteinas, devido a sua estrutura complexa, apresentam baixa biodegradabilidade,
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fazendo da hidroélise a etapa limitante na sintese de AGV. Portanto, substratos sélidos ricos em
carboidratos, que requerem menos hidrdlise que os proteicos, tém maior rendimento de AGV
em condi¢des mesofilicas.

De acordo com Garcia-Aguirre (2017), a maioria dos estudos sobre a sintese de AGV a
partir de substratos liquidos é realizada na faixa mesofilica. No entanto, as condigdes
termofilicas sdo mais ideais em termos de producédo de AGV a partir de varios substratos, como
aguas residuais ricas em gelatina (substrato rico em proteinas), aguas residuais de abatedouros
(substrato rico em proteinas), aguas residuais de féabricas de papel (substrato rico em
carboidratos) e aguas residuais de vinicolas (substrato rico em carboidratos). Por outro lado, as
temperaturas mesofilicas sdo mais convenientes quando se emprega glicerol como substrato

(substrato rico em lipidios).

3.3.5 Relacdo C/N do substrato

As concentracOes de carbono e nitrogénio sdo essenciais a digestdo anaerobia, atuando
como fatores limitantes. O carbono serve como fonte de energia para 0s microrganismos,
enquanto o nitrogénio sustenta o crescimento bacteriano (Vazquez-Fernandez et al., 2022). O
nitrogénio e o fosforo sdo componentes principais das células bacterianas e podem promover
positivamente a producdo de metano a partir de matéria organica rica em carbono.

Um parametro que pode ser usado para estudar o impacto da composi¢édo do substrato
no rendimento da producdo de AGV ¢é a relacdo carbono/nitrogénio (C/N). Carboidratos e
lipidios contribuem para aumentar a relagdo C/N de um substrato, pois tém um teor mais alto
de carbono do que de nitrogénio, enquanto as proteinas tendem a diminuir a relacdo C/N devido
ao seu alto teor de nitrogénio. Uma relacdo C/N ideal é necessaria em qualquer processo de
digestdo anaerdbia para garantir que os nutrientes sejam equilibrados para a manutencao e o
crescimento das bactérias. Além disso, uma relacdo C/N baixa pode estar relacionada a
liberacdo de amonia ou aménio livre, o que causa a inibigdo da acidogénese. A faixa ideal da
relacdo C/N para a digestdo anaerdbica é de 20 a 30 (Harsha & Singh, 2021; Nghiem et al.,
2017; Vazquez-Fernandez et al., 2022; Zhang et al., 2014).

3.3.6  Carga orgénica volumétrica e tempo de detencdo hidraulico

A carga organica volumétrica (COV), normalmente expressa em unidades de massa por

unidades de volume do reator ao longo do tempo, influencia o rendimento da producéo de AGV
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indicando a quantidade de substrato disponivel por volume de reator por dia para a conversao
em AGV.

O aumento da COV geralmente aumenta a producdo de AGV, visto o maior
fornecimento de substrato para os microrganismos. Como 0s metanogénicos crescem mais
lentamente do que os acidogénicos, o aumento da COV também pode ajudar a remover 0s
metanogénicos do reator. No entanto, se a COV for muito alta, a estabilidade do reator pode ser
comprometida devido a uma queda significativa do pH decorrente da producéo excessiva de
AGV, o que pode inibir a atividade acidogénica (Ferguson et al., 2016). De acordo com
Sukphun et al. (2021), a COV ideal depende mais da complexidade dos componentes dos
residuos do que das proporcdes de carboidratos, proteinas e lipidios. Substratos complexos,
como lodo bioldgico excedente ou carboidratos complexos, como residuos de alimentos,
exigem um TDH de fermentacdo mais longo porque a hidrolise é a etapa limitadora da taxa.
Assim, ao lidar com proteinas ou carboidratos complexos, a COV deve ser mantida baixa para
evitar o aumento da viscosidade do caldo devido ao acimulo de componentes ndo hidrolisados,
0 que pode limitar a transferéncia de massa e reduzir a producédo de AGV.

Jankowska et al. (2017) compararam os rendimentos de AGV de diferentes TDH e
niveis de pH usando varios substratos, inclusive substratos complexos/simples ricos em
carboidratos (silagem de milho/glicose) e substratos complexos/simples ricos em proteinas
(biomassa de microalgas/soro de leite). Eles descobriram que o rendimento de AGV depende
muito da complexidade do componente dos residuos e que o pH alcalino aumenta a producao
de AGV mais do que o aumento do TDH. Além disso, varios métodos de pre-tratamento na
literatura permitem maior COV, melhorando a eficiéncia da hidrolise. Os autores ressaltam
ainda que embora a COV elevada possa ajudar a remover microrganismos metanogénicos, ela
também pode eliminar alguns microrganismos acidogénicos, afetando todas as comunidades

microbianas no reator e, consequentemente, a distribui¢cdo da composicdo de AGV.

3.4 Fermentacdo de biomassa de microalgas e outros residuos organicos

Conforme verificado anteriormente, a acidogénese € uma etapa da conversdo anaerdbia
microbiana de carboidratos organicos simples ou moléculas de glicerol em &cidos organicos de
cadeia curta, dioxido de carbono e moléculas de hidrogénio. As microalgas representam uma
matéria-prima interessante para producdo de hidrogénio e outros produtos bioquimicos.
Enquanto biomassas lignocelulésicas liberam durante a lise celular substancias como furanos-

aldeidos e compostos fendlicos normalmente inibidores dos processos fermentativos e
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metanogénicos, as microalgas possuem celulose e hemicelulose (Figura 2) em suas paredes
celulares e dessa forma sdo comparativamente mais aplicaveis para recuperacdo de
subprodutos. Estes microrganismos tém um alto rendimento total e, portanto, uma menor
pegada de uso da terra, alem da possibilidade de utilizacdo de &reas consideradas inadequadas
para producgdo de alimentos. Adicionalmente, a producdo de microalgas tem o potencial de
absorver as emissdes de CO> (Ward; Lewis; Green, 2014).

Bactérias fermentativas anaerobias sdo capazes de fermentar cerca de 95% da fracao de
carboidratos provenientes da biomassa de macro e microalgas pré-tratada por aquecimento a
vapor acido em hidrogénio, etanol e acidos graxos volateis (AGV), especialmente acido acético
e &cido butirico. A producéo especifica de hidrogénio de 85,0 mL por grama de sélidos volateis
foi obtida em uma relacdo C/N da microalga de 26,2 e concentracdo de 20 g SV/L (Xia et al.,
2016).

A relacdo C/N do substrato € um indicador importante para a produgdo fermentativa de
hidrogénio (Lay et al., 2013). O excesso de relacdo carbono/nitrogénio inibe o crescimento e o
metabolismo das bactérias fermentadoras, levando a utilizacdo insuficiente do substrato e a
baixa producdo de hidrogénio. No entanto, uma baixa relacdo C/N sugere que o substrato
contém excesso de nitrogénio (proteinas), o que ndo € vantajoso para a fermentacdo do
equilibrio da relacdo C/N através da otimizacdo da disponibilidade de carbono via o uso de pré-
tratamentos, entretanto a disponibilidade de um carbono externo para melhorar a atividade
enzimatica via mistura com outros substratos como a vinhaga e o glicerol sdo ainda escassos na
literatura.

Devido ao fato de que a maioria das espécies de microalgas apresentam uma relacéo
C/N considerada baixa, a adicdo de um cossubstrato rico em carbono pode facilitar o processo
acidogénico e metanogénico (Kwietniewska; Tys, 2014). Microalgas e residuos de microalgas
tém sido sugeridos com uma grande variedade de cossubstratos, como lodo de esgoto, esterco
animal, residuos de alimentos, glicerol, culturas energéticas, residuos de papel e 6leos, graxas
e gorduras (Solé-Bundo et al., 2019).

A presente revisdo bibliografica foi fundamental para compreensao das principais rotas
fermentativas e subprodutos metabdlicos de valor agregado do glicerol, das microalgas e da
vinhaca, dos fatores ambientais que influenciam a DA, como o inéculo, pH, potencial e
oxirredugdo (ORP), temperatura, relacdo C/N, carga organica volumétrica e tempo de detencdo
hidraulica. Como citado ao longo do texto, os acidos graxos volateis apresentam uma ampla

variedade de aplicagdes, sendo utilizada por diversas industrias. A Tabela 7 resume condigdes
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experimentais e rendimentos de AGV para alguns estudos que avaliaram a DA e a CoDA de
biomassa microalgal com diferentes substratos organicos. Destaca-se a grande variabilidade
dos resultados obtidos pelos estudos, dependendo da espécie de microalga, do cossubstrato
utilizado e das condicGes operacionais dos reatores.

A partir da analise desses estudos, observa-se a necessidade de aprimoramento das
condi¢cbes operacionais aplicadas, a fim de otimiza-las e de alcancar, assim, maiores
rendimentos dos produtos de interesse. Entre os principais obstaculos para a cofermentacao,
destacam-se: (i) complexidade do substrato; (ii) vias metabdlicas competitivas; (iii) cargas
organicas desbalanceadas; (iv) incompatibilidade entre substratos.



Tabela 7- Comparacdo de resultados encontrados na literatura, utilizando substratos organicos na DA e CoDA, para recuperacdo de AGV (continua)
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Condic0es operacionais Desempenho
Substrato Reator, Pré-trat. Faixa Faixa Faixa de ORP Faixa de TDH Faixa de COV Yacv [AGV]max Referéncia
Volat temp. de pH
Temp. ot pHet. TDH et COV et
Digestéo
Biomassa  microalgal CSTR Térmico 55 185°C - 1d-3d - - ~14,0 g/L (Damtie et al.,
Chlorella vulgaris (2,8L) 55 °C 1d 2021)
CSTR Enzimatico 25°C 6,5+0,2 10d—8d—6d—4d—-2d 1,5 g DQO/L.d 33,9+0,9% 5,240,2gDQO/L  (Llamas et al.,
(10L) 10d 9gAGVbqo/gDQOin 2022)
Vinhaca da cana-de- AnSTBR - 30°C 7,4+0,1 18,1 +0,6h 54,8 +4,8 kgDQO/mid - ~12,02 g/L (Fuess et al., 2023)
acucar (2,0L)
AnSTBR - 55°C 7,240,1 12,0 £0,4h 83,6 £5,1 kgDQO/mid - ~10,52 g/L
(2,0L)
CSTR - 30£2°C 5202 4d 5,62 kgDQO/mad - 7,8 g/L (Pinheiro, 2023)
(1,8L)

Codigestao
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Glicerol bruto e

biomassa suspensa

Residuo alimentar
sintético
Residuo alimentar

sintético rico em

proteinas

Residuo alimentar
sintético rico em fibras e
aclcares
Residuo alimentar
sintético rico em

lipidios

Biomassa microalgal e
vinhaga da cana-de-

acucar

Semi-
continuo
(5L)

CSTR
0,5L)

CSTR
4.2L)

Batelada
05L)

Batelada
05L)

Batelada
0,5L)

CSTR
1,8L)

Hidrotérmico

Mecanico

Mecanico

Mecanico

Mecanico

35+2°C

30+2°C

55+1°C

37+2°C

37+2°C

30+ 2°C

55-6

SCI5,5[7
7

SC|5,57
7

SC|5,57

55+0,2

-100 a -300 mV
-100 a -200 mV

1d

6d

4d

10/50gDQO/L.d
10gDQO/L.d

11 gSV/Ld

5,62 kgDQO/m3d

45%
9gAGVbqo/gDQOin

0,79 gDQO/gSV

0,38 gAGV/gSVT

81,74%
9gAGVbqo/gDQOin

53,42%
gAGVpoo/gDQOin

8,9%
9gAGVboo/gDQOin

29,4 g/L

235g/L

12,77 gDQO/L

9 gDQO/L

~1lg/L

~6,7 g/L

(Silva et al., 2020)

(Yinetal., 2016)

(Strazzera et al.,
2021)

(Strazzera et al.,
2021a)

(Pinheiro, 2023)
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Hidrotérmico 30+2°C 55 sC 3d|4d 5,62 kgDQO/mad 30,1+5,7% 6,7 gDQO/L Este estudo
-200a-360mV  3d 9gAGVpoo/gDQOn
Hidrotérmico 30x2°C 55 - 6 SC 3d 5,62|11,25kgDQO/m?d 39+6,7% 23,2 gDQO/L
6 -240 a -330 mV 11,25 kgDQO/m3.d gAGVpoo/gDQOn
Hidrotérmico 30£2°C 5 - 6 -240a-330 mV 2d|3d 11,25 kgDQO/m3.d 39+6,7% 34,1 gDQO/L
6 -240a2-330mVv  3d 9AGVpqoo/gDQO0in
Biomassa microalgal e CSTR Hidrotérmico 30+2°C 5 +100 a -100 mV  2dj4d 11,25 kgDQO/m3.d 2,6+1,1% 2,4 gDQO/L
glicerol (18L) -50 a -100 mV 4d 9AGVbqo/gDQO0in

Fonte: A Autora (2024).
Nota: Y acv significa rendimento de &cidos graxos volateis; SC significa sem controle; [AGV]ma significa concentragdo maxima de AGV. 2Valor total referente a acidos organicos volateis e solventes.
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4 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Saneamento Ambiental (LSA),
no Centro de Tecnologia e Geociéncias (CTG) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), em Recife, Pernambuco, Brasil. A Figura 6 apresenta um resumo esquematico dos

materiais e métodos desta pesquisa.



Figura 6 — Fluxograma dos materiais e métodos desta pesquisa.
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4.1 SUBSTRATOS

4.1.1 Biomassa microalgal pré-tratada hidrotermicamente (BMPT)

A biomassa microalgal (Figura 10) foi coletada de uma lagoa de alta taxa (LAT) piloto
(Figuras 7), a qual realiza pds-tratamento de efluente de reator anaerdbio de fluxo ascendente e
manta de lodo (UASB)(Figura 8). O reator UASB e a LAT estdo instalados na Estagcdo de

Tratamento de Esgoto (ETE) Mangueira, no municipio do Recife, Pernambuco (Figura 7).

da ecife, Brasil, e da LAT.

e~ TS AT aNETE™
> } >~ Brazil - Pernambuco - Recife <
= S -~ & ]

Fonte: Adaptao do Google Earth® (2024); a au (22). 7

A Figura 8 apresenta a representacdo esquematica da ETE Mangueira.

Figura 8 - Representacdo esquematica da ETE Mangueira.

)

- 7 9
50 1.
= N o , .
Legenda: —
1. Esgoto bruto 6

2.Gradeamento

3.Caixa de areia

4.Calha Parshall J
5.Reator UASB N

6. Leito de secagem %
7.Lagoa de polimento o ©
8.Lagoa de Alta Taxa

9.Corpo receptor

[
w
-




52

Fonte: A autora (2024).

A Figura 9 ilustra as principais caracteristicas da LAT.

Figura 9 - Representacdo esquematica da Lagoa de Alta Taxa, elaborada no software Civil3D®: a) LAT, em
perspectiva e vazia; b) LAT, em perspectiva e cheia; ¢) Corte e planta baixa da LAT vazia e cheia.
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/f:\ ===
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Medidas em metro.

Fonte: A autora (2024).

Foram realizadas 4 coletas (Figura 10), com auxilio de peneira de aco inoxidavel,
abertura 0,250 mm, e de agua deionizada, para sua lavagem e concentracdo. Ao longo do estudo,
a LAT foi conduzida sem variacdes nas condi¢Bes operacionais (Santos Neto, 2023). Apds a
coleta, foram determinadas a composicdo microscopica das microalgas (microscopio Leica-
DME), caracterizacdo de variaveis fisico-quimicas (Tabela 10). A biomassa microalgal foi
entdo armazenada a 4 °C, seguindo-se de etapa de pré-tratamento.
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Figura 10 - Coleta da biomassa microalgal: concentracdo da biomassa microalgal, com peneira de abertura 0,250

Fonte: a autora (2023).

O pré-tratamento hidrotérmico utilizado foi adaptado de Martins (2019), em biomassa
microalgal da mesma LAT deste estudo. O procedimento pode ser resumido da seguinte forma
(Figura 11a): introducédo de 250 mL de biomassa microalgal em frascos de boro-silicato, de 500
mL; os frascos foram introduzidos em autoclave (Phoenix, 50 litros, pressdo maxima de 3
kgficm?), a 120 °C, por 40 min; apés alcangar a temperatura ambiente, a biomassa microalgal

pré-tratada (BMPT) foi caraterizada e armazenada a 4 °C. A Figura 11b representa a biomassa

microalgal ap6s o pré-tratamento.

Figura 11 - Pré-tratamento hidrotérmico aplicado a biomassa microalgal: a) metodologia; (b) biomassa
microalgal pré-tratada.
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biomassa microalgal. por 40 minutos.

Fonte: a) adaptado de Martins (2019); a autora (2023).

4.1.2 Vinhaca da cana-de-agucar

Vinhaga da cana-de-agucar foi coletada em uma usina sucroalcooleira, localizada no

municipio de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco (Figura 12a). Foram realizadas duas coletas
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durante a safra 2022/2023, a fim de se obter caracteristicas similares entre as amostras
coletadas. As amostras (Figura 12b) foram armazenadas a 4°C e caracterizadas por variaveis

fisico-quimicas quando da utilizacdo nos testes (Tabela 10).

Figura 12 - Coleta da vinhaca: (a) usina sucroalcooleira; (b) vinhaga de cana-de-agUcar.

a) b)

Brazil - Pernambuco - Vitéria de Santo Antdo

Fonte: a) Google Earth®, adaptado (2024); b) a autora (2023).

4.1.3 Glicerol residual

Glicerol residual, da produgdo de biodiesel, a partir de 6leo de cozinha e alcool, foi
obtido na Biorrefinaria Experimental de Residuos Sélidos Organicos (BERSO), situada no
Departamento de Energia Nuclear (DEN), da Universidade Federal de Pernambuco, campus
Recife (Figuras 13a e 13b).

Figura 13 — a) Localizacdo do Departamento de Energia Nuclear (DEN), da UFPE, e a Usina Piloto de Biodiesel;
b) glicerina bruta.

b)
; ¥ e ;:zmrh-ﬂx TR L
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A fim de reduzir as impurezas, e aumentar o percentual de glicerol na amostra, um pré-
tratamento quimico para sua purificacdo, baseado em Hu et al., (2012), foi realizado. As etapas
do pré-tratamento podem ser simplificadas (Figura 14a), como segue: acido cloridrico
concentrado foi adicionado a glicerina, até o pH do meio atingir 3,0; a glicerina acidificada foi
submetida a separacdo de fases durante 24 horas em um funil de separacdo; ap6s a separacéo
das fases, a fracdo com maior teor de glicerol foi coletado e armazenado a 4 °C até sua
caracterizacdo e utilizacdo nos testes. A Figura 14b apresenta o processo de separacéo de fases,

no funil de separacéo, e a Figura 14c, a glicerina purificada.

Figura 14 - Pré-tratamento quimico, com HCI P.A. aplicado a glicerina residual: a) metodologia; b) separacéo de
fases, no funil de separacéo; c) glicerina purificada.

a) b) c)

Inserir HCI P.A. & Em um funil de Deixar em Com auxilio de Armazenar a
glicerina bruta, separacao, agitar repouso ha um becker de glicerina
em mistura e misturar, estante do funil de mesma acidificada a 4°C.
continua, até um manualmente, a separagio, por capacidade do
pH=3,0. glicerina 24h, para a funil de
acidificada. separagido das separagio, inseri-
fases. lo abaixo dele,
abrir a valvula e
separar a parte
inferior da
superior.

Fonte: a) adaptado de Hu et al., 2012; b) e ¢) a autora (2023).
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4.2 Configuracéo experimental

O experimento de cofermentacéo foi realizado em um frasco reator construido em boro-
silicato, com volume total de 2,2 L, dotado de 20% de headspace (volume util de 1,8L),
denominado reator acidogénico (RA1). Um outro frasco reator de 0,9 L de volume dutil foi
operado como reator controle, durante a estratégia 1A, (RA2) (Figura 15). Os fermentadores
funcionaram sob agitacdo magnética de 150 RPM, e regime de alimentacdo semi-continuo, 1

vez por dia, 5 vezes por semana, em condi¢des mesofilicas a 30 + 2°C.

Figura 15 - Representacdo esquematica dos reatores e suas dimensdes, feitas no AutoCAD®. Medidas em
centimetros. Fermentador RA1, a esquerda, e controle, RA2, a direita.

Fonte: a autora (2023).

O fermentador RAL foi previamente operado por 202 dias (Pinheiro, 2023), antes de ser
iniciado o presente trabalho. Assim, o RA1 ndo precisou ser inoculado e ja apresentava
biomassa adaptada a cofermentacdo microalga misturada a vinhaca.

Neste trabalho, o periodo de operacdo do RAL durou 340 dias, divididos em 6 fases, nas
quais ocorreram variagdes no afluente (cossubstrato) no TDH, COV e pH (Tabela 8). O RAl
foi alimentado com a mistura BMPT+VIN nas fases I-A, I-B, I-C, I-D enquanto a mistura
BMPT+GLI foi usada como cossubstrato nas fases 11-A e 11-B. As misturas binarias consistiram
em razdes 50:50% (BMPT:VIN) em termos de DQO nas fases I-A, I-B, I-C, I-D e 70:30%

(BMPT:GLI) nas fases II-A e 11-B. Essas propor¢oes foram baseadas em um trabalho anterior,
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desenvolvido por Silva et al. (2024), na busca pelo maior efeito sinérgico, positivo, entre 0s
substratos avaliados.

O fermentador RA2 foi alimentado apenas com BMPT e operado por 86 dias como
reator controle das fases I1-A e 11-B. O RA2, portanto, seguiu as condi¢des de TDH e COV
estabelecidas nestas fases para o RAL.

Tabela 8 - Configuracdes operacionais testadas nas 6 fases experimentais.

Periodo (d) Duragéo (d) Fase Substratos (kggc\gl(;?r?]r';?g'l) T(la)H
01-38 37 I-A BMPT+VIN 5,62 4
39-107 68 I-B BMPT+VIN 5,62 3
108-171 63 I-C BMPT+VIN 11,25 3
172-244 72 I-D BMPT+VIN 11,25 2
245-279 34 -A BMPT+GLI 11,25 2
280-346 66 11-B BMPT+GLI 11,25 4

4.3 Regimes de alimentacéo e descarga

A fim de analisar a influéncia do tipo de alimentac&o, o trabalho experimentou 2 formas
de alimentacéo: por sifonamento (Figura 16) e sob pressdo atmosférica (Figura 17).

A alimentacéo por sifonamento ocorreu manualmente, da seguinte forma: a mangueira
ligada ao mariote, que quantifica o volume de metano produzido, é desacoplada dele e fechada.
O béquer, com o cossubstrato, é colocado aproximadamente 30 cm acima do nivel d’agua do
reator e 0 béquer efluente, inicialmente vazio, abaixo do nivel mais baixo do reator, para
promover uma diferenca de potencial suficiente para que o sifonamento ocorra. Com o auxilio
inicial de uma seringa descartavel, do tipo catéter, sem agulha, de 60 mL, aplica-se uma presséo
negativa dentro do reator, aspirando o cossubstrato, do béquer. Imediatamente, a seringa é

retirada e o fluxo de alimentacdo/descarga € iniciado, com 0 minimo de intrusdo atmosférica.
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Figura 16 - Representacao esquematica da alimentacéo sob regime de sifonamento, elaborada no AutoCAD®.

Legenda: {\\
_... Sifonamento AN & D
| Fechada paraa ATM T———

2% Efluente (fermentado)

2P Afluente (cossubstrato)

Fonte: a autora (2024).

A alimentacéo, sob pressao atmosférica, ocorreu da seguinte forma: a mangueira ligada
ao mariote, que quantifica o volume de metano produzido, é desacoplada dele e aberta para a
atmosfera, assim como a mangueira afluente. Com o auxilio de uma seringa descartavel, do tipo
catéter, sem agulha, de 60 mL, o efluente é primeiramente descarregado, na sua vazéo didria.
Em seguida, o cossubstrato é colocado, com o auxilio de um funil. S6 entdo, fecha-se o sistema

novamente.

Figura 17- Representacdo esquematica da alimentagdo sob pressdo atmosférica, elaborada no AutoCAD®.

Legenda: T— 7
1 Aberta paraa ATM
2" Efluente (fermentado)

2" Afluente (cossubstrato) \_
—

Fonte: a autora (2024).
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4.4 Métodos analiticos

Os substratos (BMPT, VIN e GLI) foram caraterizados na preparagdo do cossubstrato
para o reator RA. Foram avaliados os valores de pH, solidos totais (ST), solidos totais volateis
(STV), Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK), demanda quimica de oxigénio total e soltvel (DQO
e DQOs, respectivamente) seguindo métodos analiticos Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (APHA,2017).

O grau de solubilizacdo (SD) foi calculado utilizando a Equacéo 28, na qual
DQO:s é a concentracdo de DQO soluvel ap6s o pré-tratamento, a DQOso , a concentragédo de
DQO soluvel antes do pré-tratamento e a DQO, a concentracdo de DQO total antes do pré-

tratamento (Donoso-Bravo et al., 2011).

DQO, — DQO4,
SD(%) = ——— x 100
(%) = 500 =10y

(28)

O cossubstrato e o fermentado (efluente do reator acidogénico) foram caracterizados
quanto ao pH, potencial redox (ORP) e temperatura, utilizando o equipamento multiparametro
(HQ40d, Hach Instruments). Anélises de DQO, DQOs, alcalinidades total e parcial, ST, STV,
NTK tambem foram realizadas pelo menos 3 vezes por semana.

A quantificagdo de AGV foi realizada através de um cromatografo gasoso, com
deteccdo por ionizacdo de chama (GC-FID) Agilent Technologies 7890A. O método analitico
pode ser descrito como segue: coluna J&W GC Column DB-WAXERT 122- 7332 (30 m 250
pum x 0,25 pm), gés de arraste Hz; modo de injecdo Split, 1:10; volume de inje¢do 2 pL; 250
°C, como temperatura do injetor; fluxo na coluna, 1,0 mL/min; temperatura do forno, 200 °C;
temperatura do detector, 300 °C. Os acidos analisados foram: acético, propionico, isobutirico,
butirico, isopentanoico, pentanoico e caproico.

A conversdo das unidades dos AGV individuais, obtidas pela analise de AGV no
cromatografo gasoso, deu-se a partir da multiplicacdo de seus resultados individuais por seus
respectivos DQO’s equivalentes. Conforme Dahiya et al. (2023), foram: 1,07, parao HAc; 1,51,
para HProp; 1,82, para os HBut e isoHBut; 2,04, para os HPent e isoHPent; 2,2, para o HCap.

Os rendimentos de AGV (Yacv, %) foram estimados usando a Equacgdo 29, que
considera a concentracdo de AGV como DQO (AGVbqo, g/L), 0 TDH (dias) e a carga orgénica
volumétrica aplicada (g/L.d).
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AGVppo 1
Vagr (%) = —ppi X Zoy X 100

(29)

Nas fases I1-A e 11-B, o percentual de glicerol foi obtido por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (LC-20AT, Shimadzu, Japdo), com detector de indice de refracdo (RID-10A).
As configuragbes do método cromatografico foram: coluna Aminex HPX-87H 300 x 7,8 mm
(BIORAD, EUA), a 40 °C, fluxo de fase mével (H.SO4, 5 mM), de 0,6 mL.min* e volume de
injecdo de 20 pL. A Tabela 9 sintetiza as variaveis e métodos analiticos adotados para

caracterizacdo dos substratos, cossubstratos e fermentados.

Tabela 9 - Parametros e respectivos métodos analiticos utilizados na caracterizacdo dos substratos, cossubstratos e
fermentados.

Parametro Unidade Método analitico

Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) mg O..L™ Colorimétrico (5220 D, APHA (2017))
DQO soluvel (DQOs) mg O2.L Y Colorimétrico (5220 D, APHA (2017))
Microscopia (microalga) - Microscopia (magnificacdo 10x e 40x)
Nitrogénio Total (NTK) mg.L? Titulométrico (4500-NTK B, APHA (2017)
pH - Eletrométrico (4500-H* B, APHA (2017))
Série de sélidos (ST, STV) mg.L™? Gravimétrico (2540 B, D, E, APHA (2017)
Temperatura °C Eletrométrico (2550B, APHA (2017)

Teor de glicerol % Cromatografia liquida

A razdo entre a disponibilidade de carbono e de nitrogénio (C/N) dos substratos e
cossubstratos foi estimada usando a Equacao 30, considerando a fracdo de carbono organico
total (expresso pela DQO) (Carmo & Silva, 2012), dividido pela concentragcdo do NTK.

0,425 x DQO(mg/L) — 2,064
NTK (mg/L)

C/N =

(30)

A producdo quantitativa de biogas pela fermentacdo no RAL foi medida de acordo com
Aquino et al. (2007), pelo método gravimétrico, a partir do deslocamento de solucdo de
hidréxido de sédio (NaOH — 3% m/v). Os volumes acumulados de metano foram convertidos
para as Condi¢6es Normal de Temperatura e Pressdo (CNTP). Amostras do biogas foram
coletadas no headspace do RA1 e do reator controle (RA2) e analisadas para deteccdo da
composicdo em metano, hidrogénio, dioxido de carbono e nitrogénio em cromatografo Agilent

Technologies GC 7890 A, acoplado a detector de condutividade térmica (TCD). A descricao



61

do método pode ser sintetizada como segue: coluna capilar (Carboxen 1010 PLOT, 30m x
0,53mm); modo de injecédo 50:1; volume de injecdo 0,2 mL, temperatura do injetor 100 °C; ar,
como gas de arraste; fluxo na coluna 3 mL/min; temperatura do forno, 150 °C; temperatura do
detector, 200 °C; tempo de corrida, 3,5 min.

Para o célculo do tempo de detencédo hidraulico (TDH), considerou-se o volume util do
reator (Vutil) e a vazdo diaria (Q) (Equacédo 31):

Vitit

TDH =

(31)

A carga orgénica volumétrica (COV) foi definida de acordo com a literatura e, através
de sua formula (Equacdo 32), foi calculada a concentracdo C,, em DQO correspondente da
mistura, em termos de DQO, seguindo a Equacdo 33, na qual Q € a vazdo diaria e Vtil, o

volume util do reator (Equacéo 32).

X C C
COV — Q 2 — 2
Vit TDH
(32)
C, = COV * Vgt
Q
(33)

Para o calculo do cossubstrato, o volume de cada substrato foi obtido através da Equacao
34, onde V1 é a incdgnita, ou seja, é o volume do substrato a ser adicionado na mistura; C1 é a
concentracdo do substrato, obtida na analise de DQO; C> é a concentragdo da mistura (Equagéo

33), e Q, é 0 volume diario (ou vazao).

C,XQ
V.=
1 C.

(34)
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45 Metabdlitos da degradacgdo do glicerol (Fase 11-B)

As vias metabolicas oxidativas e redutivas da degradacao do glicerol foram estudadas
na fase 11-B. Assim, os &lcoois (etanol, glicerol, 1,3 propanodiol), acucares (glicose, frutose),
acidos (latico, succinico) e piruvato foram analisados em amostras do cossubstrato e do
fermentado coletadas nessa fase. Os alcoois e acUcares foram determinados por HPLC-RAD,
com condicBes metodoldgicas similares ao do método de determinacédo do glicerol. O piruvato
foi determinado em amostras do cossubstrato e do fermentado por HPLC acoplado a um
detector UV-Vis (Shimadzu LC-20AT, coluna Biorad Aminex HPX-87H, fase movel de acido
sulfurico 5mM, fluxo mével de 0,8 mL/min, volume de injecdo de 20 uL, 40°C a temperatura
do forno.

Para avaliar a rota predominante, oxidativa ou redutiva, do cossubstrato e da
cofermentacgdo entre BMPT e GLI, foram somadas as médias das concentra¢des, em mg.L-1,
dos intermediarios analisados nos cromatdgrafos. Para o glicerol, a média de glicerol; para a
rota oxidativa, foi considerada a soma das médias dos piruvato, HAc, HBut, etanol, HLat, HSuc;

para a rota redutiva, o 1,3 PPD.
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5 RESULTADOS

Nesta secdo sdo apresentados os resultados da metodologia aplicada.

5.1 Caracterizagdo dos substratos

Nesta secdo serdo abordados os resultados das analises obtidos das coletas da microalga,
microalga pré-tratada hidrotermicamente, vinhaca e glicerina. A Tabela 10 apresenta a média e
desvio padrdo dos parametros dos substratos individuais.

Tabela 10 - Caracterizacao dos substratos coletados (média + desvio padrao).

Pardmetros BM BMPT VIN GLI

C/N 14,2 215 48,8 n.a.2

DQO (g O2.LY) 46 + 13,5 52 + 23,1 27+25 1231+ 4,1
DQOs (g O2.LY) 3,4+35 11,1+6,1 1571 992 + 10,8
Na (mg.L ) 1002 n.a. 37+1 31198+1621
NTK (mg.L?) 1380 £ 454 1138 £ 214 239 + 123 n.d.

pH 7320,3 76%0,1 37+0 3,0

ST (g.L ) 334274  26,7%+3,6 57,6 £34,3 482,6 30,7
STV (g.L Y 271+228 194+24 10,3+ 4,2 376,9 +26,6
Teor de glicerol (%) n.a.? n.a.? n.a.? 55

Nota: ! n.d. significa abaixo do limite de detecgo; 2n.a. significa ndo avaliado.

5.1.1 Microalga e microalga pré-tratada

Foram identificados quatro géneros de microalgas predominantes nas quatro coletas
realizadas: Desmodesmus, Cosmarium, Closterium e Coelastrum. A Figura 18 indica o filo,

classe, género e as imagens das microscopias realizadas em cada coleta.
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Figura 18 — Identificacdo do filo, classe, género e as imagens das microscopias realizadas em cada coleta.

(— Coelastrum ; @

——— Chlorophyceae
Desmodesmus bf;,'-;
Chlorophyta
V 4
—— Closterium
-
Zygnemaphyceae

Cosmarium \ @

[

Fonte: A autora (2023).

O pH da BM e da BMPT manteve-se neutro, dentro da faixa ideal para a digestéo, citada
por Fuess et al., (2023), de 7,4, e de Strazzera et al., (2021), de 7,0, trabalhando com vinhaca e
residuos alimentares, respectivamente.

A relacdo C/N da microalga bruta foi de 14,2 (Tabela 10), abaixo da faixa ideal
referenciada por Nghiem et al., (2017) e Vazquez-Fernandez et al., (2022), entre 20 e 30, para
a digestéo, no fornecimento de nutrientes e uma forma de buscar a ndo inibicdo da DA. A alta
concentracdo de NTK estd relacionada a caracteristica das microalgas, que sdo ricas em
proteina, em suas composi¢des, conforme ja visto.

Apos o pré-tratamento, essa razdo passou de 14,2 para 21,5. Esse resultado deve-se ao
fato de a DQOs aumentar 226,5% e o NTK reduzir 17,5%. Explica-se esse incremento na DQOs
devido ao pré-tratamento ter favorecido a solubilizagdo da matéria organica, apresentando um
grau de 18%, 12,5% maior do que o encontrado por Pinheiro (2023), que teve aproximadamente
16%. Com relacéo a reducdo do NTK, durante o processo de pré-tratamento, os frascos de boro-
silicato ndo séo totalmente vedados, para evitar que a ebulicdo da microalga, que consiste na
formacdo de uma camada de espuma, devido a presenca de proteinas, agucares e 0 vapor de
agua; com o aumento de pressdo, essa espuma ¢ “empurrada para cima”, aumentando a pressao
no frasco, que pode levar ao seu rompimento (o que aconteceu algumas vezes). Essa folga na
vedacao, permite perdas, tanto do substrato, que pode extravasar do frasco ou se esse se romper,

assim como o escape de nitrogénio na forma gasosa. Embora tenha resultado dentro do limite
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inferior da faixa ideal, a busca por uma maior disponibilidade de carbono, como cossubstrato
foi aplicada.

Devido as caracteristicas fisicas da BMPT, com a duplicacdo da COV, sua consisténcia
gelatinosa imprimiu dificuldades no seu manuseio, provocando entupimentos nas mangueiras
e conexdes dos reatores. Esse efeito foi minimizado, ja no fim do experimento, processando

essa BMPT em um liquidificador.

5.1.2 Vinhaga

Foram realizadas duas coletas para a vinhaca, que apresentaram caracteristicas
diferentes. O segundo lote apresentou maior valor de NTK, um incremento em quase 50%,
comparando-se com a concentracdo do primeiro lote, o que influenciou nos resultados de AGV,
conforme discutido no item 5.2. A vinhaca apresentou relacdo C/N acima da faixa ideal,
adequada para fornecer uma relagcdo mais equilibrada, ao misturar com o outro substrato.

Com relacédo ao pH, o carater fortemente acido esta relacionado ao processo de producao
do etanol, com o emprego de acido H.SO4 no caldo da cana-de-agucar, antes da fermentacéo
(Fuess & Garcia, 2014). Fuess et al. (2023) trabalharam com vinhagas com pH entre 4,5 e 4,7.

5.1.3 Glicerol residual

Foi realizada no glicerol residual a analise de teor de glicerol, que apontou 40%. Para
aumentar esse percentual, um pré-tratamento acido (Figura 14a), baseado em Hu et al. (2012),
foi aplicado, alcancando 55%. Esse baixo grau pode estar ligado a matéria-prima usada para a
producdo do biodiesel, ao tipo de triglicerideo contido no dleo vegetal, gerando um glicerol
bruto contendo agua, sais, metanol e outros compostos organicos (Quispe et al., 2013).
Thompson e He (2006) avaliaram varias matérias-primas e o teor de glicerol variou entre 60 e
70%.

Destacam-se, também, as altas concentragdes de DQO e de DQOs, que podem estar
associadas ao contetdo da glicerina, e a baixa concentragdo de NTK, aquém do limite de
deteccdo. Esses resultados sdo compativeis com os encontrados por Silva et al., (2024), com
DQO de 854,8 g O2.L %, e 0 NTK abaixo da detecgdo. Néo foram realizadas analises de proteinas
na glicerina e ndo foram encontrados relatos de altas concentragbes dessas nesse tipo de
substrato, na literatura pesquisada, o que pode justificar as concentracdes abaixo do limite de

deteccao.
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5.2 Caracterizagdo dos cossubstrato

A Tabela 11 apresenta as medias, com seus respectivos desvios-padrdo, dos

cossubstratos, durante todo o experimento.

Tabela 11- Principais caracteristicas de alimentacdo do substrato usado para alimentar o RA1 durante as fases (média + desvio
padrdo).

Parametros Fase | (BMPT + VIN) Fase Il (BMPT + GLI)
I-A I-B I-C I-D -A 11-B
CIN 8,12 33,4 126,84 9,55 67,01 21,18

DQO (gL 20,8+3,0 201+44 40,7 +12,6 22,2+39 29,6 + 18,8 37,6 +10,2
DQOs(g.L ) 11,3+2,0 113+21 164+2,1 10,1+1.38 159+0,1 151+5/4

NTK(mg.L) 1089 +195 256 + 47 136 £ 17 987 + 182 187 +2 754 + 273
pH 48+0,1 49+0,1 4701 4701 6,5+0,1 57+0,1

pH corrigido 5.5+0.1 55+0.1 6.0+0.1 5.0+£0.1 50+0.1 50+0.1

ST (g.LY) 17,85 16,9 + 0,65 38,8+16,47 1598+1,63 22,44+0,43 19,44 +4,79
STV (g.LY) 12,68 12,69+0,43 29,73+12,79 12,29+134 1733+0,32 153+4,36

Fonte: A autora (2024).

Conforme discutido no item 3.4.5, a faixa ideal relatada na literatura para a relagéo C/N,
para a DA ocorrer sem inibig&o, € entre 20 e 30. Pode-se observar que apenas a fase 11-B esteve
dentro desse intervalo, e a I-B, proximo ao limite superior; as fases I-A e I-D, abaixo, ea I-C e
I1-A muito acima. As elevadas razdes das fases I-C e I1-A conduziram aos menores volumes de
biogas, dentre todas as fases (Tabela 12). Esses resultados sdo compativeis com os de Harsha
& Singh, (2021), que relatam que para altas razGes de C/N, baixos rendimentos de biogas sdo
produzidos, devido a rapida absorcdo do nitrogénio. Nas fases I-A e I-D, as altas concentracdes
de NTK levaram as suas baixas razbes C/N, o que pode causar falhas na acidogénese, pela
formacéo de compostos toxicos para 0s microrganismos. De fato, pode-se observar, na Figura
19, na fase I-D, dia 210, que houve uma queda de 88% na producéo de AGV. Isso pode ter sido
devido a troca de lote da vinhaga, essa que apresentou maiores concentracdes de NTK. A partir
dessa substituicdo, verifica-se que os AGV totais produzidos chegaram aos mesmos patamares
dos da fase I-A, indicando que, provavelmente, pelas altas concentracbes do NTK, a
acidogénese pode ter sofrido inibicao.

A faixa de pH ideal para o primeiro estgio da DA é entre 5,2 e 11, dependendo do

substrato e intermediarios de interesse (An et al., 2024; Lee et al., 2014). Durante todas as fases
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| (BMPT + VIN), os cossubstratos apresentaram pH entre 4,7 e 4,9, necessitando ser ajustado
com NaOH 40%. Nas fases I-A e I-B, para 5,5. Com a duplicacdo da COV, e baseada nos
estudos de Strazzera et al., (2021) e Ferguson et al. 2016, que observaram que altas COV
resultam na queda do pH, para a fase I-C, o pH foi corrigido para 6,0, alcancando as maiores
médias e rendimentos de AGV (Tabela 12 e Figura 19). Para a fase 1-D, optou-se por corrigir 0
pH do cossubstrato para 5,0, para entender seu desempenho. Com a troca do cossubstrato para
glicerina, ajustou-se o pH para 5,0, com HCI 1M, devido ao pH dos cossubstratos estarem entre
5,7 e 6,5. Optou-se por essa escolha para minimizar a producdo de 1,3 PPD pois, na
fermentacdo, a rota redutiva pode ser favorecida para valores entre 6,5 e 7,5 (Asopa et al.,
2022).

Para TDH maiores, menores volumes de substratos sdo utilizados na alimentacéo e,
consequentemente, menores volumes de fermentado, na sua descarga. Para inddstrias, tratar
menores volumes ndo é interessante, por isso testou-se a adequacdo a TDH menores. Conforme
referenciado na Equacdo 31, nos menores TDH, maiores vazOes de carga e descarga foram
empregados, que pode ter levado a um rearranjo nas comunidades microbianas envolvidas. Da
troca de substrato, para a glicerina, nas fases Il, devido a suas caracteristicas intrinsecas, alta
DQO (> 1000 g/L), menor volume de glicerina foi introduzido a mistura. No entanto, percebeu-
se, com os resultados, grande influéncia desse substrato.

Com relacdo a COV, a duplicacdo, na fase I-C, resultou no aumento da DQO e DQOs
(Tabela 11), assim como da viscosidade do afluente, como esperado.

Com a substituicdo dos substratos, resultados diferentes foram observados, fato que
culminou em uma busca para entender o que estava acontecendo, analisando também, para
AGV, alcoois e agucares, 0s cossubstratos. Observou-se, na Figura 22b, alta variabilidade na
concentracdo de glicerol afluente, a presenca de intermediarios, como 0os AGV ora citados, com
excecdo do HCap, HLat e de piruvato. Paralelamente, em compara¢do com o reator controle
RA2, s6 com BMPT, esse ndo apresentou, em nenhuma das amostras do cossubstrato, HAc,
HisoBut, HCap, glicerol, 1,3 PPD, inferindo-se a contribuicdo da glicerina no cossubstrato do
RAL.

5.3 Efeitos da COV e do TDH no desempenho da fermentagao
Os efeitos de diferentes TDH e COV na producdo de AGV foram estudados durante

guase um ano de teste de fermentacédo acidogénica. Foram adotadas duas misturas diferentes de
substratos: ii) primeiro, a mistura BMPT-VIN (dias 1-244), ii) depois, uma mistura BMPT-GLI
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(dias 245-346). As caracteristicas fisico-quimicas do fermentado, incluindo a concentracdo do

total de AGV e o rendimento correspondente, estdo resumidas na Tabela 12.

Tabela 12 - Média e desvio padréo dos dados de fermentacéo ao longo do tempo

Parametros I-A 1-B I-C I-D 1-A 11-B

pH 6,3+0,2 51+0,3 55+0,5 53+0,2 55+0,2 54+0,3
ORP (mV) -345+ 12 -251 + 49 -284 + 44 -286 + 32 18 £ 85 -40 + 34
DQO (gO2.L 1) 18,7 £4,7 134+18 35,3+8,4 25,6 +3,7 26,8 +11,3 36,1+5,3
ST (g.L Y 145+0,8 10,2+0,1 22,9+53 - - 219+19
STV (g.LY) 92+1,1 71+0,1 149+ 38 - - 169+14
NTK (mg.L™Y) 14,3+4,2 57,5+ 38,6 178 £ 102 84,8 + 48,7 - -

Biogas (mL.d1) 889 + 637 647 + 545 603 + 234 772 +£101 72,5+ 68,2 123 £ 82
AGV (mg DQO.L?Y) 3.842+691,5 5.000,5+998,2 13.856,3 +3.582,312.731,1 + 10.802,2 508,4 + 238,3  1.260 + 625,1
AGVnmsx (Mg DQO.L1)5.009,97 6.687,23 23.242,27 34.067,85 997,93 2.450,49

Y acv (%) 144 +1,3 30,1+5,7 39+6,7 25,7 +8 1,8+0,6 26+1,1
HAc (mg DQO.L?Y)  219,4 +155,7 1.437,8+562,5 4.884,2+1.624 4.298,4+3.4915 2783+1225 591+ 2655
HProp (mg DQO.L™?) 969,5+3855 1.102+2954  4.058 + 1.265 2.524 +2.134,2 80,4 +48 3215+164
HBut! (mg DQO.LY) 1.001+841 1.254,2+429 2.544,6+736,2 3.311,8+3.032 86,3 + 54,7 195,6 + 140
HPent? (mg DQO.L™Y) 1.519+177  1.050 + 155 2.073,2+309,5 2.135,1+1.860 58,7 + 28,7 135,6 + 119
HCap (mg DQO.L'Y) 133,3+51,6 157 +51 296,6 + 84,5 462,1 +£527,2 47+3,3 16,5 + 33,6

Fonte: A autora (2024).
1 Somatério dos &cidos isobutanoico e butanoico; 2 somatério dos acidos isopentanoico e pentanoico.

5.3.1 Misturas BMPT-VIN (fases I-A, I-B, I-C e I-D)

A primeira configuragdo operacional ocorreu com BMPT-VIN com TDH de 4 dias e

COV de 5,65 g DQO.L'd?. Apds uma fase de inicializacdo preliminar, o reator atingiu a

condicdo de estado estavel em cerca de uma semana desde o inicio da campanha experimental,

ou seja, em cerca de dois TDH. Este curto tempo esta associado a operacdo anterior do reator

que ja ocorria sob as mesmas condi¢des operacionais (Pinheiro et al., 2024). A condi¢do de

estado estacionario foi caracterizada por uma concentracdo média de 3,8 g AGVpqo/L,

correspondendo a um rendimento de 14,4%.

A reducdo do TDH de 4 para 3 dias (fase I-B) com a mistura BMPT-VIN melhorou o

desempenho de producdo de AGV. O sistema atingiu concentragdo e conversdo de DQO em

AGV de 5,0 g AGVpqo/L e de 30,1%, respectivamente, com TDH de 3 dias e representou um

melhor desempenho que pode ser explicado considerando os compostos quimicos dos
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substratos, especialmente da VIN, geralmente representados por estruturas quimicas muito
biodegradaveis, como agucares e alcoois, que precisam de pouco tempo para serem convertidos
a AGV (Christofoletti et al., 2013). Um estudo realizado por Eng et al. (2022) apresentou um
desempenho muito semelhante com um rendimento de AGV de 33,2% (com base na DQO), a
partir da monofermentacdo da vinhaca de cana-de-aglcar em temperatura mesofilica.
Consequentemente, a ado¢cdo da VIN permitiu a melhoria da conversdo de AGV, que
geralmente € menor para a biomassa de microalgas, na faixa de 10-15% (Cho et al., 2015).

Conforme relatado, o desempenho do sistema com TDH de 3 dias foi melhor que com
o0 de 4 dias. Isso se deveu a alta cinética de hidrdlise e conversdo em AGV de compostos simples
presentes nos substratos. Consequentemente, o TDH superior a 3 dias causou o inicio da
passagem da fermentacéo acidogénica para a metanogénica, com a consequente conversao dos
AGV em metano (Rizzioli et al., 2024). Essa teoria também é consistente com os dados de
producdo de biogés obtidos no reator. O primeiro estagio experimental (fase 1-A) realizado com
TDH de 4 dias apresentou a maior producao de biogas, de cerca de 900 mL/d (Tabela 12).

O TDH de 3 dias foi mantido constante na fase operacional seguinte (fase 1-C), enquanto
a COV foi dobrada de 5,62 para 11,25 g DQO/Ld. O aumento desta variavel resultou em efeito
positivo na fermentacdo acidogénica, cuja concentracdo de AGV foi elevada para 13,8 ¢
AGVpqoo/L e o rendimento de conversdo subiu para 39%. A COV é considerada outro
parametro fundamental na fermentacdo acidogénica: na literatura encontra-se demonstrado que
uma COV baixa favorece a fase metanogénica da digestdo anaerdbia, enquanto valores altos
levam & formacéo de AGV, inibindo os microrganismos metanogénicos ((Bolzonella et al.,
2018; Leite et al., 2023). Diversos trabalhos ja demonstraram que bons rendimentos de AGV
foram obtidos quando a COV foi superior a 10 g DQO.L*d™! (Strazzera et al., 2021). Entretanto,
é importante considerar que a COV superior a 20 g DQO.Ld? pode ser responsavel pela
inibicdo da fermentacdo acidogénica, com uma producdo instdvel de AGV e pela
impossibilidade de atingir uma condigéo de estado estacionario (Cheng et al., 2016).

A COV de 11,25 g DQO/Ld foi testada na fase operacional seguinte (I1-D), mas com um
valor de TDH menor, 2 dias. Em geral, os resultados mostraram uma reducao da concentracédo
e do rendimento de AGV, que foram de 12,7 g AGVpqgo/L e 25,75%, respectivamente. Além
disso, é notavel observar que o fermentador apresentou maior variabilidade na producéo de
AGV (elevado desvio padrédo, Tabela 12). Isso demonstra que o tempo reacional nesta fase néo
foi longo suficiente para garantir uma hidrolise ideal e estavel e a conversdo da BMPT-VIN em
AGV. Consequentemente, 0 TDH de 3 dias foi o melhor para a otimizacdo desses substratos
em AGV.
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As alteragdes no TDH e na COV também influenciaram no perfil dos AGV (Figura 20).
Os acidos HPent e HBut foram os predominantes, representando cerca de 39% e 26% do total
de AGV durante a fase I-A, caracterizada pelo TDH mais longo e a COV mais baixa, 4 dias e
5,62 gDQO.Ld?, respectivamente. O aumento da COV para 11,25 gDQO.L'd! e a
manutencdo do TDH em 3 dias (fase I-C) favoreceu a formacdo dos AGV mais curtos, 0s
acidos aceético e propiodnico, que representaram cerca de 35,2% e 29,3% do total de AGV. Na
fase 1-D, a reducdo para TDH de 2 dias promoveu os HAc e HBut, com 33,8% e 26%,
respectivamente. Isso foi consistente com trabalhos de pesquisa anteriores sobre a fermentagéo
acidogénica (Possente et al., 2022), que observaram que a producdo de AGV de maior cadeia
carbdnica, como os acidos butirico, pentanoico e caproico, geralmente requerem um TDH mais
longo e uma razdo molar especifica entre os compostos doadores de elétrons, ou seja, etanol e

acido latico, e receptor final de elétrons, ou seja, 0s AGV.

Figura 19 - Variacdo temporal do AGV total e individuais e variacdo do valor do pH do meio reacional ao longo
das fases experimentais.
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Fonte: A autora (2024).

5.3.2 Misturas BMPT-GLI (fases II-A e 11-B)

A fermentagdo acidogénica também foi realizada na mistura BMPT-GLI ao longo das

duas ultimas etapas do experimento, fases I1-A e 11-B. O desempenho da fermentacdo de AGV
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foi baixo, especialmente com o menor TDH de 2 dias (Figura 19). O glicerol é um dos substratos
mais adotados para a producdo de AGV e metano por digestdo anaerdbia. Pesquisas anteriores
alcancaram alta producéo especifica de metano na faixa de 300-380 LCH4/kgSV (Viana et al.,
2012). Como os AGV sdo os intermediarios bioldgicos da producdo de metano por digestdo
anaerobia, a presenca de metano significa uma formacao prévia desses compostos nos mesmos
reatores. De toda forma, os baixos rendimentos obtidos com a mistura BMPT-GLI podem ser
explicados pelo alto teor de glicerol, que inibiu tanto os AGV quanto 0s microrganismos
produtores de metano. Alguns autores demonstraram o inicio dos efeitos inibitorios sobre as
vias metabolicas quando o glicerol bruto esta na faixa entre 0,9 e 1,5 g/L ou para concentraces
superiores a 1% v/v (Fountoulakis et al., 2010). Considerando o valor médio da DQO afluente
variando entre 30 e 35 g/L para as fases II-A e 1I-B (Tabela 11) e a propor¢cdo BMPT-GLI de
70:30, é possivel estimar que a concentracdo média de GLI na mistura variou entre 9,0 e 10,5
gDQO.L™ nas fases I1-A e 11-B, respectivamente. Esses valores estdo acima das concentragoes
inibidoras (mencionado anteriormente) e podem explicar a reducdo do rendimento de AGV.
Por fim, é interessante observar que aumento do TDH de 2 para 4 dias na fase experimental I1-
B levou ao aumento do rendimento de AGV de 1,80 para 2,58%, 0 que demonstrou que 0
sistema precisava de mais tempo para degradar os intermediarios derivados da hidrélise do

glicerol.

5.4 Efeito do TDH e da COV na dinamica dos AGV individuais

Em termos do perfil de AGV, os acidos HPent (39,5%), HBut (26%) e HProp (25,3%)
foram predominantes na fase I-A (Figura 20). A predominancia de &cidos de cadeia impar esta
associada a composicao proteica do substrato (Llamas et al., 2022; Regueira et al., 2020;
Whang et al., 2020). Nessa fase, a porcentagem de HAc foi a mais baixa (5,7%), 0 que pode
indicar a presenca de arqueas acetoclasticas que o metabolizaram. Somente nessa estratégia a
relacdo HProp/HAc excedeu 1,4 (4,4), condicdo limitante relacionada a falhas do processo
fermentativo (Zhang et al., 2014). Portanto, o TDH foi reduzido para forcar a expulsdo dos

organismos metanogénicos na fase seguinte.
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Figura 20 -Composicdo de AGV individual nas diferentes fases experimentais. Os acidos sdo: HAc (acético),
HProp (propidnico), HBut (soma do butanoico e do isobutanoico), HPent ( soma do pentandico e do
isopentanoico), HCap (caproico).
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Fonte: A autora (2024).

Na estratégia 1-B, a reducdo do TDH e a corre¢do do pH para 5,5 promoveram o
acimulo de AGV em comparagdo com a fase anterior, resultando em uma diminuicao do pH
do meio de reagéo (Figura 19). O perfil de AGV mudou com HAc, HProp e HBut destacando-
se, com composicéo de 40%, 22% e 19% do AGV total, respectivamente (Figura 20).

Na fase I-C, o efeito da duplicacdo da COV (11,25 gDQO.L.d"}) mantendo-se o TDH
(3 dias) foi analisado. Uma vez que o valor do pH tende a diminuir em condicdes de alta carga
organica (Strazzera et al., 2021; Zhang et al., 2014), o pH do afluente foi corrigido para 6,0, 0
que resultou no valor de 5,5 £ 0,5 no fermentado e no maior rendimento médio de AGV de
todo o experimento. O perfil de AGV da fase I-C foi HAc (35,3%), HProp (29,3%) e HBut
(18,4%).

Na fase 1-D, o fermentador foi conduzido sob a mesma condi¢cdo de COV (11,25
kgDQO/m3.d), porém com menor TDH o que proporcionou diminuigdo na produgdo de AGV
(comentado anteriormente). Outro fator relacionado aos resultados desta fase € a mudanca do
lote da VIN, a qual apresentou menor concentracdo de DQO e maior concentracdo de NTK em
comparagdo com o primeiro lote, resultando em um alto desvio padréo (239 £ 123 mg/L, Tabela
10). Assim, houve uma diminui¢do na concentracdo de DQO do afluente e um aumento na
concentracdo de NTK do fermentador, o que promoveu uma menor diluicdo do NTK da MB.
O perfil de AGV na fase 1-D foi HAc (33,8%), HBut (26%) e HProp (20%) (Figura 20).

Quando a VIN foi substituida pela GLI, as condi¢Ges de operacdo da fase 1-D foram
mantidas. Conforme ja relatado, esta foi a combinagdo mais desfavoravel para a producgéo de
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AGV, mostrando uma reducdo de aproximadamente 88% no rendimento, chegando a 1,80 +
0,60% g AGVbgo/gDQO:fiente, 0 que pode ser relacionado ao alto teor de glicerol, a sobrecarga
do fermentador, tempo de detencdo insuficiente para 0s microrganismos metabolizarem o0s
cossubstratos e/ou a presencga de compostos tdxicos nao identificados.

Os AGV predominantes nas fases I1-A foram HAc (54,7%), seguidos por HBut (17%)
e HProp (15,8%) e, na fase 11-B, HAc (47%) , HProp (25,5%) e HBut (15,5%) (Figura 20). A
maior porcentagem de HAc produzida pode estar relacionada a producdo de alcool devido a
substituicdo da VIN pelo GLI. A fermentacdo do alcool por bactérias acetogénicas em
temperaturas mesofilicas leva a producéo de HAc (Quispe, Coronado, Carvalho Jr., 2013; Wang
et al., 2020). Durante o catabolismo bacteriano, mais NAD" pode ser produzido na via de
producdo de HProp do que na fermentacdo de HBut. Quando ha um maior rendimento de
NADH no meio, o HProp tende a ser formado naturalmente, de modo que haja uma relacéo
NADH/NAD+ adequada equilibrada (Silva et al., 2020).

5.5 Influéncia do ORP na producdo de AGV

O potencial redox foi monitorado diariamente durante todo o experimento de
fermentagdo acidogénica. De acordo com Wang et al. (2020), o potencial redox reflete as
condi¢cdes ambientais das reacbes bioquimicas e indica a uma possivel alteracdo das vias

metabdlicas e por consequéncia, a formacdo de metabolitos.

5.5.1 Misturas BMPT-VIN

Conforme discutido, 0s compostos quimicos presentes nos substratos, especialmente na
VIN usada nas estratégias I-A a 1D, exigem menos tempo para serem degradados e convertidos
em AGV (Wang et al., 2020). Assim, verificou-se que o TDH de 4 dias foi suficiente dar suporte
a codigestdo entre -300 e -400 mV (Tabela 12 e Figura 21). Yin et al. (2016) concluiram que o
ORP entre -200 e -300 mV, e o valor de pH 6,0, ndo sdo adequados para as reacoes
fermentativas em residuo de alimentos. Pandey et al. (2022) relataram que a metanogénese €
possivel em uma faixa abaixo de -230 mV, enquanto Wang et al. (2014) relataram ORP abaixo
de -350 mV.
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Figura 21 - Dindmica da concentracdo de AGV total e ORP ao longo das fases operacionais.
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Fonte: A autora (2024).

A reducdo do TDH de 4 para 3d, fase I-B, pode ter resultado na eliminacdo de
organismos metanogénicos do reator, levando a um aumento da ORP e a uma reconfiguracdo
do perfil de AGV (Figura 21). Nas outras estratégias, 0 ORP permaneceu entre -200 e -330 mV
(Figura 21), com abundancia de acidos acético, propanoico e butanoico (Figura 20).

Entre os dias 181 e 266, que incluiam as fases I-D e 11-A, a alimenta¢éo do fermentador
ocorreu com o headspace aberto e, durante o periodo em que o cossubstrato foi a vinhaga, 0
ORP ficou abaixo de -200 mV (Figura 21), isto é, ndo houve significativa transferéncia de
oxigénio do ar para o meio liquido e por isso o potencial de oxidacdo-redugdo ndo apresentou
variacdo diferente do que em outras fases, sob sifonamento. Yin et al. (2016) estudaram a
fermentacdo de residuos de alimentos em condicGes de aeracdo limitada e anaerdbias, e seus
resultados confirmam os encontrados na literatura: na faixa de -100 e -200 mV, obtiveram uma
concentracdo maxima de 29,4 g/L de AGV total, enquanto no ORP entre -200 e -300 mV, 17,98
g/L. Outro estudo relatou que a acidogénese é favorecida entre -100 e -250 mV (Lim et al.,
2014). Nesses estudos, os acidos HBut, HAc e HProp também foram encontrados em

proporgdes mais altas. No presente trabalho, uma concentra¢cdo maxima de 34,1 g AGVpqo/L
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foi alcangada na fase 1-D, quando o ORP registrou valor -310mV (Figura 21), com regime de
alimentacdo sob pressao atmosférica.

Conforme verificado na fase I-D, a alimentacdo com headspace aberto ndo provocou
alteragOes diferentes das outras fases I, do valor do ORP, em compara¢do com o tipo por
sifonamento, porém a partir da introducédo do glicerol (11-A), houve um aumento de 106% no
potencial de oxidacdo-reducéo, resultando em valores positivos de ORP (Tabela 12 e Figura
21).

5.5.2 Mistura BMPT-GLI.

Chen et al. (2013) verificaram que uma alta concentracdo de glicerol (60 g/L) foi
totalmente convertida a subprodutos ap6s 13 horas de metabolismo, por uma cultura pura
especializada, resultando em acumulo de acido propiénico com valor de ORP final de 15 mV.
Entre as fases 11-A e 11-B houve aumento da propor¢do de HProp e diminui¢do de HAc o que
coincide com o estudo mencionado. Porém, a cofermentacao do presente estudo, foi realizada
com microbioma aberto (biomassa mista). Portanto, o efeito do acumulo de HProp nédo é
positiva para a toda comunidade bacteriana, o que sustenta a hip6tese da inibicdo da atividade
acidogeénica na presenca do glicerol.

De acordo com Vesga-Baron et al. (2021), variagdes no ORP interferem diretamente
nos processos metabdlicos por meio das relagdes intracelulares NADH/NAD+ que afetam por
consequéncia as reagdes da fermentacdo escura, incluindo as reac¢des de ferredoxina e formiato
hidrogenase. Os autores ressaltam, ainda, que as principais enzimas na producdo de H» sdo
afetadas, os valores de ORP influenciam também a producdo de metabdlitos da fermentacao no
escuro.

Outra hipdtese para a baixa produtividade de AGV e elevacdo do ORP nas fases 11-A e
I1-B é a influéncia da salinidade do glicerol. O glicerol apresentou 31.200 mg Na+/L, portanto
a concentracdo média de Na+ afluente nas fases II-A e II-B foi de 178,5 e 84,9 mg/L,
respectivamente. Essas concentracdes estdo na faixa estimulante para o tratamento anaerdbio e
ndo representam um fator inibitdrio devido a salinidade, cujo valor relatado esta acima de 3.500
mg/L (Liu et al., 2017; Mccarty, 1964).
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56 Produtos de fermentacdo da fase I1-B e inferéncia de rotas metabolicas de

degradacao

Devido aos baixos rendimentos de AGV nas fases II-A e 11-B e elevacdo do valor do
ORP, foram realizadas anélises de alcoois, agucares e piruvato para identificar a possivel rota
e 0s produtos da cofermentacdo de BMPT e GLI.

A Figura 22a mostra as vias de fermentacdo do GLI. Pode-se observar que a rota
oxidativa produz piruvato, os acidos HAc, HBut, Iso-HBut, succinico (HSuc) e latico (HLat),
etanol e butanol. Por outro lado, a via redutiva produz 1,3-propanodiol (1,3-PPD). Asopa et al.
(2022) e Veras et al. (2020) relatam que a GLI, por ser de natureza reduzida, tende a produzir
produtos reduzidos, como o 1,3 PPD. Importante ressaltar que ndo foram identificadas
concentragdes de HSuc e 1,3 PPD no fermentado do RA2 (reator controle). A produgéo de AGV
total no RA2 variou entre 1,2 e 2,2 g/L e foi composta por HAc, HProp, HBut além de etanol
(entre 200 e 400 mg/L). Verifica-se, portanto, que a rota oxidativa é favorecida com a presenca
da microalga pré-tratada, ao passo que o glicerol é um substrato que suportou também o
metabolismo redutivo de microrganismos. De fato, os resultados mostraram que o GLI foi
consumido em cerca de 22%, produzindo um aumento médio na rota oxidativa de 12%,
consistindo principalmente de HAc, HBut. Ja na rota redutiva, houve aumento de 10% na
concentracdo de 1,3 propanodiol. Assim, verifica-se que a fermentacdo ocorreu pelas duas rotas
metabdlicas, com producdo de AGV concorrendo com a producgéo de 1,3 propanodiol.

A coexisténcia de rotas metabdlicas é associada ao tipo de microrganismo presente no
fermentador. Uma vez que o indculo é misto, é alta a possibilidade de suporte das rotas
oxidativas e fermentativas em que a transferéncia de elétrons nas reacOes catabdlicas e

anabdlicas resultam em um valor de ORP balanceado (Liu et al., 2013).
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Figura 22 - Vias metabolicas do glicerol (a) e composicdo de produtos metabélicos das rotas oxidativas e
fermentativas, destacando-se os compostos considerados (b). A rota oxidativa inclui os &cidos HAc, iso-HBuUt,
HBut, HSuc, HLat, etanol e piruvato. A rota redutora inclui o 1,3-propanodiol.
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6 CONCLUSAO

A cofermentacdo de biomassa de microalgas com vinhaca e com glicerol em

combinag@es binarias resultou em producdo de altas concentra¢fes de &cidos graxos volateis e

outros subprodutos metabdlicos que variariam ao longo das fases operacionais. Pode-se

concluir que:

a)

b)

d)

O desempenho da fermentagdo acidogénica foi superior com TDH de 3 dias devido a
alta cinética de hidrolise e conversdo em AGV. A operacdo com TDH superior a 3 dias
beneficiou microrganismos metanogénicos. A concentracdo de glicerol no cossubstrato
do reator impediu a anélise da relacdo entre TDH e a fermentacéo do glicerol;

O aumento da COV resultou em efeito positivo na fermentacdo acidogénica, elevando
a concentracdo de AGV para 13,80 g AGVpqo/L e o rendimento de conversdo para
aproximadamente 40%. O manejo da COV foi importante pois altas cargas favoreceram
a formacédo de AGV, inibindo a metanogénese;

A alimentacdo com headspace aberto ndo provocou alteracdo do valor do ORP, porém,
a partir da introducdo do glicerol (I1-A), houve um aumento de 106% no potencial de
oxidagédo-reducéo, resultando em valores positivos de ORP;

A maxima concentracdo de AGV (34,1 g AGVpqo/L) foi alcangada na fase I-D com
ORP de -310 mV. Nas outras estratégias, a fermentacédo ocorreu com valor de ORP entre
-200 e -330 mV, o que proporcionou abundancia HAc, HProp e HBut. A fermentacao
do glicerol ocorreu entre rotas metabolicas e maior equilibrio do ORP (valores proximos
a zero);

A rota oxidativa foi favorecida pela presenca da microalga pré-tratada, enquanto o
glicerol suportou o0 metabolismo redutivo de microrganismos. O GLI foi consumido em
cerca de 22%, aumentando a rota oxidativa em 12%, produzindo principalmente HAc,

HSuc, e HBut. Na rota redutiva, a concentracdo de 1,3-propanodiol aumentou em 10%.

Verificou-se, portanto, que o processo de cofermentacdo tem um beneficio estratégico

na producdo de AGV. A mistura com glicerol resultou em condicdes limitantes do desempenho

do processo porém observagdes importantes sobre a rota metabolica e o efeito da biomassa de

microalga foram inferidos. Para futuros estudos recomenda-se:

a)

Realizar testes de fermentacédo do glicerol como Unico substrato e misturado a microalga

pré-tratada utilizando concentragdes mais baixas (entre 5 e 10 g//L de glicerol);
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b) Estudar o fluxo de elétrons, a razdo entre NAD+ e NADH para auxiliar nas
interpretacdes do estado redox dos microrganismos acidogénicos;

¢) Analisar a comunidade bacteriana envolvida na fermentagéo e associar aos resultados
de producdo de AGV e as rotas metabdlicas de conversdo;

d) Otimizar o tempo de teste em cada fase, aplicando a representatividade do indice de
periodo operacional (RIOP), que relaciona um tempo de referéncia para repeticao de
testes (ex: 30 dias) e o tempo de detencdo hidraulico estipulado para cada fase (Fuess et
al. 2023).
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