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Resumo: A produgdo de etanol tem como subproduto a vinhaga, efluente com alto teor de matéria organica e
nutrientes, baixo pH e alta turbidez. Neste sentido, o potencial de um consércio microalgas-bactérias em um
fotobiorreator na remogéo de matéria organica e nutrientes da vinhaga de cana-de-agucar (diluicdo 20% v/v), bem
como a produtividade de biomassa microalgal foram avaliados em um reator HRAP (High Rate Algal Pond) de 12,8 L,
operado continuamente. Foram atingidas remogdes de DQO (demanda quimica de oxigénio) de 78,6%, COT (carbono
organico total) de 74,3%, NT (nitrogénio total) de 95,4%, NH4+ (amdnio) de 95% e P (fésforo) de 72,8%, atendendo
aos padrdes de langamento de efluentes e podendo, o efluente tratado, ser utilizado na diluigdo da vinhaga, tornando o
sistema mais econdmico e vidvel em escala real. A produtividade méxima de biomassa foi de 4,1 mg L-1 d-1, resultado
da formagdo de um espesso biofilme nas paredes do reator, crescimento vantajoso energeticamente, pois diminui os
custos operacionais para separagéo das microalgas do meio de cultivo para produgao de biocombustiveis.

Palavras-Chave: Biofilme. Chlorella vulgaris. HRAP.

Abstract: The production of ethanol produces an effluent called vinasse, effluent with high content of organic matter
and nutrients, low pH and high turbidity. In this sense, the potential of a microalga-bacteria consortium in a
photobioreactor to remove organic matter and nutrients from sugarcane vinasse (20% v/v dilution), and biomass
productivity were evaluated in a High Rate Algal Pond (HRAP) reactor of 12,8 L, continuously operated. Removals of
COD (chemical oxygen demand) of 78.6%, TOC (total organic carbon) of 74.3%, TN (total nitrogen) of 95.4%, NHa*
(ammonium) of 95% and P (phophorus) of 72.8% were reached, within the discharge standards of wastewaters, and the
treated effluent can be used in the dilution of the vinasse, making the system more economical and feasible in real
scale. The maximum productivity of biomass was 4.1 mg L' d', resulting from the formation of a thick biofilm in the
walls of the reactor, an advantageous growth energetically, since it reduces the operational costs for separation of the
microalgae from the culture medium for the production of biofuels.
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1 Introdugao

0O etanol é um biocombustivel produzido a partir da fermentagao da cana-de-agucar, milho,
soja ou beterraba, que tem se destacado no mundo todo como uma alternativa renovavel de energia
(Soccol et al., 2016). No Brasil, a partir do ano de 1975, através do Programa Proalcool, a atividade
sucroalcooleira cresceu e hoje representa 4,9% da matriz energética brasileira (BRASIL, 2018). A
producdo anual de etanol no Brasil é de aproximadamente 28 GL ano!, ano base 2017, (BRASIL,
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2018), onde para cada litro de etanol produzido sdo gerados de 12 a 18 L de vinhaga (Candido e
Lombardi, 2017). Entao, a estimativa de produgdo anual de vinhaga no Brasil & de 336 a 504 GL
ano'. A vinhaga de cana-de-agucar é um liquido marrom com alta turbidez, alta demanda quimica
de oxigénio (DQO), alta carga orgénica e baixo pH (Silva, Griebeler e Borges, 2007). Devido a sua
composi¢ao e caracteristicas fisico-quimicas, é usada pela indUstria sucroalcooleira na fertirrigagéo
das plantagbes de cana-de-aglcar, atendendo as demandas da industria por fertilizantes,
entretanto, em longo prazo, pode causar a salinizagdo do solo e contaminagdo de aguas superficiais
e subterraneas (Silva, Griebeler e Borges, 2007).

0O uso de efluentes como meios de cultura para microalgas diminui os custos de produgéo
de biomassa, uma vez que elimina a demanda por agua e nutrientes, viabilizando a produgéo de
biomassa. Esta biomassa pode ser utilizada para produgdo biodiesel, bioetanol ou biogas (Oncel,
2013). O uso de vinhaga digerida anaerobiamente como meio de cultivo para microalgas, ou seja, 0
tratamento tercidrio, ja tem sido proposto por diversas pesquisas (Candido e Lombardi, 2017;
Marques et al., 2013; Serejo et al., 2015). Por exemplo, Serejo et al. (2015) demonstraram a
viabilidade do tratamento de vinhaga digerida anaerobiamente através do consércio microalgas-
bactérias em reator do tipo HRAP (High Rate Algal Ponds - Lagoas de Algas de Altas Taxas).
Poucas pesquisas relacionadas ao tratamento secundario e terciario da vinhaga bruta (ndo digerida)
por microalgas podem ser encontradas na literatura, entretanto, sdo necessarias para diminuigéo de
gastos energéticos com a eliminagdo de uma fase de tratamento, além da obtencdo de uma fonte de
energia renovavel através da biomassa microalgal. Nesse sentido, os sistemas com consdrcio de
microrganismos s&o apontados como alternativa mais viavel para o tratamento de efluentes de
destilarias, visto que as atividades metabdlicas podem ser complementares, ampliando a
capacidade tratamento e resisténcia (Mohana, Acharya e Madamwar, 2009). Os reatores HRAPs
apresentam a simbiose de microalgas-bactérias como uma das suas principais caracteristicas de
operag&o, juntamente com a altura da lamina de cultivo e velocidade de agitagéo (Oswald, 1988).

Assim, o objetivo desse trabalho avaliar o potencial de remogéo de matéria organica e
nutrientes da vinhaga bruta, em reator do tipo HRAP de microalgas-bactérias, bem como a
produtividade da biomassa.

2 Materiais & Métodos
2.1 Design Experimental

O sistema de tratamento da vinhaga era composto por um HRAP circular, com volume de
11,8 L, area iluminada de 0,105 m? (di&metro = 36,6 cm) e lamina de cultivo de 13 cm, seguido de
um sedimentador com volume de 0,2 L (Figura 1). O tempo de detengao hidraulica (TDH) do HRAP
foi de 7,0£0,0 dias, dentro do intervalo considerado ideal para tratamento de efluentes em HRAPs (3
a 8 dias) (Arbib et al., 2013; Posadas et al., 2015a; Posadas et al., 2015b). Por outro lado, o TDH do
sedimentador foi de = 7,1£0,8 minutos. A velocidade de recirculagdo interna no HRAP foi de 2012
cm s, promovida por duas bombas submersas com vazao nominal de 50 L h-*, modelo S50 (Sarlo
Better, Brasil), assegurando a mistura completa e garantindo que as caracteristicas hidraulicas dos
HRAPs convencionais fossem atendidas (Oswald, 1991; Posadas et al., 2015b; Ruas et al., 2018). O
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experimento foi realizado em uma casa de vegetagao (estufa), localizada na Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul durante 28 dias, com temperatura interna de =34°C.

YV
X %
- -
%
A\
- HRAP Area lluminada = 0,105 m?
* 4 Afluente
Afluente 4 VOLUME=118L

SEDIMENTADOR EFLUENTE
VOLUME=02L TRATADO

VINHACA
DILUIDA

BOMBA DE
ALIMENTAGAO

TANQUE DE
ALIMENTACAO V: VOLUME
S: SUPERFICIE ILUMINADA
h: altura da lamina de cultivo
o bomba submersa

Figura 1: Diagrama esquematico do reator (HRAP) utilizado para remogao de matéria organica e nutrientes.

2.2 Vinhaga

A vinhaga foi coletada em uma indistria de agucar e etanol, em Mato Grosso do Sul, Brasil,
e mantida sob refrigeracao (4°C) até ser utilizada no experimento. A vinhaga bruta foi diluida vinte
vezes (20% v/v) com &gua destilada (nomeada de VD) para depois ser tratada no HARP (Posadas et
al., 2015b). A diluicdo foi necessaria devido a alta demanda quimica de oxigénio (DQO) de = 20 g L-
! ¢ baixo pH de 4,0, fatores que podem atrapalhar ou, até mesmo, inviabilizar a atividade
fotossintética das microalgas. Em um cendrio real, o efluente (tratado) do HRAP, ja com baixas
concentragdes de matéria organica, poderia ser utilizado na diluicdo da vinhaga, aumentando a
viabilidade econdmica e ambiental do processo. O reator foi preenchido inicialmente com 10,8 L de
VD e depois foi alimentado continuamente através de uma bomba (Watson Marlon 505U, UK) com
\VD.

2.3 Microrganismos e Condigoes de Cultura

O HRAP foi inoculado com 0,78 L de uma cultura de microalgas com 0,9 g de sélidos
suspensos totais (SST) L' (= 97% Chlorella vulgaris) e 0,13 L de lodo aerébio nitrificante-
desnitrificante, com 8,1 g SST L', de uma Estagéo de Tratamento de Efluentes (ETE) de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul. A cultura de microalgas inoculada no reator foi previamente
aclimatada a VD antes de ser inoculada, conforme Serejo et al. (2015).

2.4 Condigoes Operacionais e Procedimentos de Coleta

O reator foi operado durante 28 dias, continuamente, a fim de se estudar a remogéo de
matéria organica e nutrientes da vinhaga diluida em sistemas simbidtico microalgas-bactérias. A
concentragdo inicial de demanda quimica de oxigénio (DQO), carga organica aplicada (COA),
alcalinidade total, carbono orgénico total (COT), carbono inorganico (Cl), nitrogénio total (NT), N-
NHs, NO2-, NOs-, fosforo (P), sélidos suspensos totais (SST) e pH séo apresentados na Tabela 1.
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Duas vezes por semana foram coletadas amostras de 300 mL do afluente (entrada do
HRAP, depois da bomba de alimentagdo) e do efluente (saida do sedimentador - S) para
monitoramento da concentragéo sollvel de DQO, alcalinidade total, CI, COT, N-NH4, NOz-, NO3-, P e
néo soluvel de SST e turbidez. As amostras foram filtradas previamente em filtro de nylon de 0,20
um, simulando uma unidade de colheita da biomassa com um médulo de membrana (Posadas, et
al., 2015b). A temperatura ambiente, temperatura do reator, turbidez do reator, intensidade
luminosa, pH e oxigénio dissolvido (OD) foram medidos diariamente. Os valores de alcalinidade total
e pH foram utilizados para calcular o valor do carbono inorganico (Wolf-Gladrow et al., 2007).A taxa
de evaporacdo didria foi determinada pela diferenca entre a vazdo de entrada e saida do reator
(Serejo et al., 2015), sendo, portanto, medida e calibrada a vazdo de entrada trés vezes por semana
e a vazao de saida medida diariamente em proveta graduada. As coletas e andlises didrias foram
realizadas as 10:00 horas da manha em todo periodo experimental.

Tabela 1: Caracterizagéo inicial da Vinhaga Diluida (VD).

Parametros Unidade vD
DQO mg Oz L1 704+14a
COA g DQO m2 ¢ 11,170,222
coT mg C L1 263,8+3,82

IC mg C L-1 161,9+30,82
NT mg N L1 40,642,32
N-NHg* mg N-NHg4* L-1 18,110,132

N-NO2- mg N-NOz- L-1 1,3+0,8
N-NOs- mg N-NO3- L1 nd
p mg P-PO43 L1 1,40%0,06 2
pH - 7,3t0,42
CIN/P - 100:9,5:0,32
pH - 7,2¢0,42

aValores médios e desvio padrdo. nd= ndo detectado.

2.5 Equagoes Utilizadas
A remogédo de DQO, COT, NT, N-NH4 e P foram determinados segundo a equagao (1).

X; xQ - X; xQ
RE;(%) = i AFLUENTE X QAFLUENTE ~ XiErLUENTE X QEFLUENTE o 1) (1)

Xi AFLUENTE X QAFLUENTE

Nesta equacgdo XiarLuente € XierLuente representam respectivamente as concentragdo de
entrada e saida (mg L-
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Onde SSThrar € SSTerLuenTE COrrespondem respectivamente a concentragdo de SST (g L)
no liquido de cultivo do HRAP e no efluente de saida do decantador.

Ja a produtividade de Biomassa (B, g m2superficienrap d-') foi estimado de acordo com a
equacao (4):

SST X
B = HRAP SQEFLUENTE (4)

Onde SSThrap corresponde a concentragao de SST no HRAP (gL-'), QerLuente € a vazdo de
saida e S é a superficie iluminado do HRAP (0,105 m2).

2.6 Procedimentos Analiticos

As concentragbes de COT e IC foram determinadas em analisador TOC-V¢sh (Shimadzu,
Japdo). O NT foi mensurado usando kit Hach, método 10071, com espectrofotdometro DR 6000 UV
VIS (Hach, Canada). N-NH,;* e pH foram medidos com o Orion Five Star multipardmetros
(ThermoScientific, Holanda). N-NOs, N-NO» e P-POs3 foram determinados usando um
DionexUltiMate ICS 1100 com coluna lonPac AG19/AS19 (ThermoScientific, EUA). Todas as
andlises foram realizadas de acordo com Stardard Methods (APHA, 2012). A turbidez foi
determinada através de turbidimetro Hanna modelo HI98703-01 (Hanna instruments, EUA). OD e
temperatura nos reatores foram determinados com Oximetro 9500 DO, (Jenway, Reino Unido). A
intensidade luminosa foi determinada com luximetro LX-101 (Lutron Corporation, Taiwan).

3 Resultados e Discussao
3.1 Condigdes Ambientais e Operacionais do HRAP

A operagdo do reator aconteceu no més de Julho e Agosto, marcados por temperatura
ambiente variando de 10 a 40°C (Figura 2) e média de 21,845,7°C.
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Figura 2: Variagao diaria da Temperatura (°C).
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Ja os valores de radiacdo solar diaria acumulada ficaram acima de 6,5 MJ/m? em mais de

85% do periodo de operagdo e a Umidade Relativa do Ar (%) variou entre 30 e 100%.

Tabela 2: Valores médios, maximos e minimo do pH, TDH, temperatura OD e taxa de evaporagéo do meio de cultivo
durante o periodo experimental.

Parametros Unidade Média + SD Maximo Minimo
pH - 8,6910,30 9,17 8,17
TDH dias 6,9740,01 6,97 6,93
oD mg O L 3,531 10,0 0,0
Temperatura °C 31,043,3 38 29,5
PAR umol m2 -1 654 + 179 860 195
Taxa de Evaporagdo L m2d- 7,5811,81 9,8 3,6

A relagdo C/N/P da VD (Tabela 1), comparada com o 6timo reportado para o crescimento
microalgal, 100/18/2 (Oswald, 1988), sugere que o crescimento da biomassa e tratamento do
efluente foi limitado por Nitrogénio e Fosforo. Assim, uma alternativa interessante seria a diluicao da
vinhaca em outro efluente (co-digestédo) com maiores concentragdes de nitrogénio e fosforo, para
balancear a relagdo C/N/P.

Durante os 28 dias de operagdo do HRAP, o pH médio do meio de cultivo foi de 8,6910,30
(Tabela 2), acima do encontrados por Marques et al. (2013) e Candido e Lombardi (2017) de = 7.0.
Valores de pH acima de 7 pode significar que a taxa de fotossintese foi maior que a respiragao
(Candido e Lombardi, 2017).

O valor minimo de OD para que ocorra oxidagdo da matéria organica e nitrificagdo, sem
limitagdes, é acima de 2 mg O, L' (Metcalf e Eddy, 2016)- Apesar do OD médio para o periodo ficar
acima do valor limite (3,5£3,1 mg O2 L"), o OD ficou abaixo do ideal em vérios dias de operagéo, 0
que pode ter causado limitagdes na remogao de matéria organica e nitrogénio, principalmente para a
comunidade bacteriana nitrificante-desnitrificante (Posadas et al., 2013).

A temperatura é um dos fatores ambientais que mais afeta o crescimento e composigao dos
microrganismos, pois influencia diretamente na atividade enzimatica e funcionamento da membrana
celular (Zeng et al., 2011). A temperatura ideal para cultivo de Chlorella vulgaris é = 30°C, na qual a
maxima produtividade é atingida (Chinnasamy et al., 2009; Converti, 2009). Durante o experimento,
a temperatura média do meio de cultivo foi de 31t3°C, porém com maximas de 38 C (Tabela 2), o
que pode ter limitado também a taxa de crescimento e a remogdo de nutrientes, ja que para
temperaturas entre 30 e 35°C sua taxa de crescimento diminui (Cassidy, 2011).

A taxa de evaporacdo (7,3t1,8) ficou um pouco acima do limite superior do intervalo
reportado para HARPs que s&o operados ao ar livre (= 2-7 L m2d-") (Guieysse et al., 2013),
possivelmente devido altas temperaturas na casa de vegetagao.

3.2 Remogoes de matéria organica e nutrientes e padroes de langamento de efluentes

As remogoes de DQO, COT, NT, NH4* NOs-, NO2 e P estdo resumidas na Tabela 3.
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Tabela 3: Remogdes de matéria organica e nutrientes (DQO, COT, P, NT, NH4+, NO3- e NO2-) no HRAP e parametros
de langamento de efluentes e enquadramento de rios Classe 3 no Brasil. Na entrada e saida séo apresentados os
valores médios e desvio padrdo durante o periodo de monitoramento.

Remocéo Condigdes de Enguadramento
Parametro Unidade Entrada Saida 0 § ¢ (Classe 3- Aguas
(%) langamento 2 Doces)®
DBOs,20 com
DQO mg O L- 70414 15142 78,6 remogao minima DBOs20 <10
de 60%
cot mg C L 263,8+3,8 6816,5 74,3 - -
Ambiente I&ntico =
mg P-P0O43 0,05
P L1 1,4010,06 0,30,1 72,8 Ambiente I6tico =
0,15
NT mg N L-t 40,612,3  1,8710,08 95,4
13,3 (pH<7,5)
N mg N-NH,* o 5,6 (7,5<pH<8,0)
N-NH4 L1 18,110,1  0,6£0,2 95,0 Maximo de 20,0 2.2 (8<pH<8.5)
1,0 (pH>8,5)
wnos MO0 g 06006 : : 10
oy MONNOTqmos oze01 73 : 1
pH - 7,310,4 8,6910,30 - pH: 5,02 9,0 pH: 6,02 9,0

aRemogdo minima e valores maximos de langcamento de efluentes conforme Conama 430/2011. bValores
maximos para enquadramento na Classe 3, conforme Conama 357/2010.

A remogdo de DQO e COT foi de 78,6 e 74,3%, respectivamente. Bastos et al. (2017)
obtiveram remogao de COT de = 71%, mas com C/N (= 5) ajustado com glicose e nitrato, e cultivo
em batelada de microalga filamentosa. Marques et al. (2013), utilizando Chlorella vulgaris e vinhaga
digerida e diluida (25%) como meio de cultivo, encontrou remog¢do de DQO de 74%, préximo do
encontrado nesse estudo. As remogdes de P-POs e NH4* no HRAP foram de 72,8% e 95%,
respectivamente, ndo ocorrendo remogao de NO3-. Abaixo das remogdes encontradas por Marques
et al. (2013), que ficaram préximas de 100%. No HRAP ainda ocorreram remogdes de NT e de NO»
de 95,4% e 75,3%, respectivamente, possivelmente via nitrificagéo.

O padrao de lancamento de efluentes em corpos hidricos, descrito pela Resolugéo
CONAMA 430 de 2011 (BRASIL, 2011), determina que o efluente langado deve ter uma remogéao
minima de 60% da DBOsg, no HRAP a remogdo de DQO e COT foi de 78,6 e 74,3%,
respectivamente, atingindo portanto, a remogao minima requerida. Outros pardmetros especificados
na Resolugdo CONAMA 430/2011 ¢ a concentracdo de N-NH4*, que deve estar abaixo de 20 mg/L, e
0 pH, entre 5 e 9, padrées também atingido no tratamento no HRAP (Tabela 3).

Além de atender aos padrées de langamento o efluente os padrdes do corpo receptor,
descrito pela Resolugdo CONAMA 357 de 2010 (BRASIL, 2010), também devem ser observados,
afim de que a disposicéo do efluente ndo altera seu enquadramento, ou seja, diminua a qualidade
da agua. Estdo descritos na Tabela 3 os padrdes de um corpo receptor de Classe 3, ao qual se
deseja langar a VD tratado, observa-se que a DBOs 20 (COT) destoa do determinado na norma, mas
como devem ser consideras a vazao e capacidade de assimilagdo de um corpo hidrico médio, todos
0s parametros sao atendidos (Sperling, Von, 2005).

3.3 Produtividade
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O parmetro de monitoramento do crescimento da biomassa algal foi a turbidez (NTU),
apresentando valores médios de 36564 NTU e valor maximo e minimo de 483 e 228 NTU,
respectivamente. Na Figura 3 s&o apresentados os valores de turbidez diarios, valores que
decresceram depois do vigésimo dia de operagdo. Juntamente com o decréscimo da turbidez, e alta
remocdo de DQO, COT e nutrientes (Tabela 3), foi observado entdo no reator, a formagéo de um
biofilme.

A produtividade das microalgas, em suspensao, foi calculada através da correlagao entre a
turbidez e contelido de biomassa seca, biomassa em sélidos suspensos totais (g SST L), através
da Equacdo (5), determinada conforme Toyoda et al. (2011).

SST = 0,9497 X Turbidez; R* = 0,9929 (5)

Turbidez
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Figura 3: Turbidez do meio de cultivo durante o periodo experimental (28 dias).

A produtividade maxima e minima foi de 4,1 e 0,0 mg L' d', com valores médios de
2,511 mg L' d'. Dos Santos et al. (2016) atingiram produtividades muito superiores as
encontradas nesses estudos, = 87 mg L' d-, mas cultivaram a microalga Spirulina méaxima em
apenas 3% v/v de vinhaga bruta no meio de cultivo, diferente dos 20% v/v usados nesse estudo. A
baixa produtividade no meio de cultivo e formagdo de biofilme pode ter sido uma resposta dos
microrganismos as condi¢des nutricionais do meio, alta concentracdo de matéria organica e baixa
disponibilidade de nutrientes (Abinandan et al., 2018), e também a presenca de melanoidinas na
vinhaga, substancias poliméricas recalcitrantes com fortes propriedades antioxidantes, que podem
ser toxicas para os microrganismos (Mohana et al., 2009; Pant e Adholeya, 2007).

4 Conclusoes

0 uso de HRAP para o tratamento de vinhagca promoveu uma remogao de 78,6% de DQO,
95,4% de nitrogénio e 72,8% de fosforo. Além disso, uma produtividade maxima de 4,1 mg L' d-* foi
encontrada, biomassa microalgal que pode ser utilizada na produgdo de biocombustiveis como
biodiesel, biogas ou bioetanol. O crescimento microalgal em biofilme torna a sua possivel utilizagdo
para produgdo energética mais vantajosa, visto que a separagéo das microalgas em suspensao do
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meio de cultivo é a etapa mais caro para o processo de producdo de biocombustiveis através de
microalgas. Por fim, o efluente tratado poderia ser utilizado na diluicdo da vinhaga bruta,
melhorando a vantagem ambiental e econdmica do processo, pois eliminaria a necessidade de
diluigdo com agua. Além de atender aos padrdes de langamento e enquadramento de um corpo
receptor de Classe 3.
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