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biocombustiveis: uso da vinhaca como alternativa de reducdo de custos e contribuicdo a
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RESUMO

Em vista das estimativas de aumento da demanda global por energia, se intensificaram as
previsdes relativas a insustentabilidade de uso dos combustiveis fdsseis, ndo apenas devido
a possivel diminuicdo do suprimento de petréleo, mas ao aumento das emissdes de gases de
efeito estufa. Em nivel mundial, o Brasil estd entre os maiores produtores de
biocombustiveis de primeira geracdo; entretanto, o uso desta tecnologia envolve a exigéncia
de maior extensao das culturas de oleaginosas e alteracdes no uso da terra, o que possibilita
o retorno de CO, a atmosfera, a partir do carbono retido no solo. A producdo de microalgas
como matéria—prima é indicada como uma solucdo mais eco-compativel; porém, a
diminuicdo dos custos de producdo exige o uso de restos industriais ou domésticos, como
fornecedores de nutrientes. A industrializagdo da cana para a produg¢do do etanol resulta na
geracdo de grande quantidade de vinhaga. A utilizacdo deste efluente industrial apds o
tratamento anaerébio é sugerido como uma opg¢ao a ser testada. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial da vinhaca tratada, como fonte alternativa de nutrientes
para o cultivo de microalgas, visando o suprimento da cadeia produtiva de biocombustiveis.
O desenvolvimento do trabalho estd inserido em um artigo cientifico elaborado com os
dados experimentais. No artigo é avaliado o crescimento de Chlorella vulgaris em vinhaca
como fonte alternativa de nutrientes. Com resultados satisfatérios, o presente trabalho
indica a viabilidade do tratamento anaerdbio da vinhaca em gerar um efluente capaz de
suprir as necessidades para o crescimento da microalga Chlorella vulgaris. Com isso, é
possivel a integracdo do cultivo a usina sucroalcooleira, no que diz respeito ao
aproveitamento do residuo tratado, além do CO, gerado. O trabalho mostra resultados que
fecham o ciclo de producao da microalga. A alga é cultivada em efluente de reator anaerdbio
(vinhaga tratada), apds colheita e este meio pode ser utilizado para diluir a prépria vinhaca
para um novo processo de tratamento anaerdbio; e a biomassa, apds seca e com os
produtos de interesse extraidos, pode ser utilizada na alimentagdao de reatores anaerdbios
qgue tratardo a vinhaca. A digestao da vinhaca com a biomassa ird gerar CO, que também
pode ser utilizado para crescimento do cultivo, além da produgdo de metano, como outra
fonte de energia renovavel.

Palavras-chave: vinhaca, digestdo anaerdbia, microalga, biocombustiveis
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ABSTRACT

Taking into consideration that the current estimations are predicting the increase of global
demand for energy, it is ever more clear the unsustainable continuity of using fossil fuels in
the future. It is not only because petrol sources are limited, but it is also because of the
dangerous increase in greenhouse gases in the atmosphere. Brazil figures in the world stage
as one of the greatest producer of first generation biofuels; however, the spread of such
technology result in the vast extension of agricultural land use. This activity alters land
management and increases the CO, release into the atmosphere from carbon sources stored
within the soil. The production of microalgae as feedstock for biofuels is identified as a more
eco-sustainable solution; however, it is necessary to reduce the production costs by using
industrial and domestic wastes, particularly as nutrient sources for microbial cultivation.
Ethanol production from sugarcane generates significant amounts of industrial effluent, the
vinasse. After an anaerobic digestion treatment, such effluent may be a rich source of
nutrients. This research aimed to testing the potential of the anaerobic treated vinasse as an
alternative source of nutrients for culturing microalgae with the goal of supplying the biofuel
industrial chain with algal biomass and oil. The data produced in this research have been
compiled in a scientific manuscript, which appears included in this dissertation. In this paper,
it is reported the differences in the growth of Chlorella vulgaris at distinct concentrations of
vinasse. The results indicate that the process is viable when using anaerobic digestion as
means of treating the vinasse before its use. Thus, the results show that it is possible to
integrate the culturing of microalgae with the sugarcane industry. There is also the
advantageous possibility of using by-products of the anaerobic digestion such as methane
and CO,. This integration completes the industrial production cycle by means of using waste
effluent for microalgae biomass production and industrial effluents for supporting this
process. Furthermore, the dilution of vinasse may also be achieved with the water used for
cultivating microalgae, after the separation of the biomass. And, after the extraction of lipids
from the microalgae, the biomass may also be used for incrementing the production of
methane within the anaerobic digester used for treating the vinasse.

Palavras-chave: vinasse, anaerobic digestion, microalgae, biofuel
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DQO: Demanda Quimica de Oxigénio

DQOy: Demanda Quimica de Oxigénio bruta
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CO,: Diéxido de Carbono

CHy4: Metano

Pdwt: Produtividade da biomassa

LT: Lipidios Totais
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l: Taxa de crescimento especifico

VD: Vinhaca Digerida. Efluente do digestor anaerdbio.

VD-TO1: Efluente do digestor anaerdbio sem diluicao.

VD-T02: Efluente do digestor anaerdbio diluido para 50% com agua destilada.
VD-T03: Efluente do digestor anaerdbio diluido para 25% com agua destilada.
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VND-TO02: Afluente do digestor anaerdbio diluido para 50% com agua destilada.
VND-TO03: Afluente do digestor anaerdbio diluido para 25% com 4gua destilada.
HCO*": Bicarbonato de sédio.

COV: Carga Organica Volumétrica.

TRH: Tempo de Retengdo Hidrdulica.
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1. INTRODUCAO

Em vista das estimativas de aumento da demanda global por energia (IEA, 2010), se
intensificaram as previsdes relativas a insustentabilidade de uso dos combustiveis fésseis
(ROTTIG et al., 2010), n3o apenas devido a possivel diminui¢cdo do suprimento de petréleo,
mas ao aumento das emissdes de gases de efeito estufa, causando crescentes problemas
ambientais e econdmicos (CHISTI, 2007). Ha estimativas (IPCC, 2007) projetando a
concentracdo atmosférica do didxido de carbono como capaz de ultrapassar, até 2056, o
dobro do valor pré-Revolucdo Industrial (560ppm), equivalendo a cerca de 1,2 trilhdes de
toneladas de carbono no ar. Estas estimativas levaram ao estabelecimento de niveis de
reducao de emissdes de CO, na faixa de 10 a 20% até 2020. Como, da demanda bruta por
energia, no minimo 60% é absorvida pelo setor de transportes (SCHENK, 2008), a
substituicdo dos combustiveis fésseis pelos biocombustiveis é tida como alternativa para
reducdo de emissdes poluidoras. Os biocombustiveis apresentam vantagens por serem
biodegradaveis e reduzirem as principais emissGes presentes nos gases de exaustdo, com

excecdo dos 6xidos de nitrogénio (no caso do biodiesel).

Estudos (IPCC, 2007), apontam que, mesmo se conseguida a reduc¢do nos niveis de
emissdo de CO, nos percentuais propostos (10 a 20% até 2020), a concentracao de CO, na
atmosfera ainda ndo estard estabilizada em niveis aceitaveis (445-490 ppm), capazes de
evitar sérios desastres ambientais. Para esta finalidade, seria necessaria uma reducdo em
torno de 60% sobre os valores previstos de liberagdo até aquela data, o que exige o urgente
desenvolvimento de tecnologias ndao apenas CO,-neutras, mas que também sejam capazes

de sequestro do CO,-preexistente.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Etanol e seus impactos ambientais

O Brasil foi um dos primeiros paises a criar um programa de produgao de etanol,
acoplado as usinas de agucar, com a finalidade de diminuir a preocupante dependéncia do
petréleo e a de reanimar a economia rural. O objetivo de reduzir a quantidade cada vez
maior de CO, lancada no ar foi possivel com o avan¢o do programa PROALCOOL e o

desenvolvimento, pela indUstria automobilistica, dos veiculos flex, hoje constituindo 85% da
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frota nacional de automaéveis. Estimativas apontam que a producdo e a queima do etanol de
cana geram de 55 a 90% menos diéxido de carbono do que a gasolina (KURKI et al., 2006;

NASCIMENTO et al., 2011).

Apesar desses beneficios, a industrializacdo da cana resulta na geracdo de grande
guantidade de residuos como bagaco, cinzas, vinhaca, outros residuos liquidos e emissdes
gasosas (VACCARI et al., 2003), a maioria com alto teor de matéria organica que, se tratada
adequadamente, pode resultar em fonte potencial de energia (RAJESHWARI et al., 2000;
RIBAS, 2006).

A vinhaca, efluente originado do processo de destilagdo do alcool (Figura 1), é
atualmente um dos maiores causadores de poluicdo ambiental. Sua carga poluidora sempre
elevada varia em funcdo das caracteristicas da usina e da eficiéncia do processo de
producdo. Possui composicdo complexa, com caracteristicas varidveis de parametros nao
controlados como: tipo de solo onde é plantada a cana-de-agucar, tipo de cultivo e manejo
da lavoura, formas de colheita, dentre outros fatores. Em média, esse efluente tem elevado
teor organico (aproximadamente 45g/L, expressa em DQO, demanda quimica de oxigénio),
baixo pH (em torno de 4,5) e elevada temperatura (902C). Contudo, apresenta ainda grande
guantidade de sais minerais, com destaque ao potassio (em torno de 5,0g/L (WILKIE et al.,
2000; RIBAS, 2006; CABELLO et al. 2009; CRUZ et al., 2007). Para Nogueira (1996), os
diferentes processos industriais de producdo do etanol dificultam a definicdo de uma
composicdo especifica para a vinhaga, uma vez que os nutrientes sdo consumidos apenas pelo
crescimento microbiano; quantidades excedentes estardo disponiveis no efluente do processo,

tornando esse material atrativo a fertirrigacao.

No Brasil, na safra 2011/2012, foram produzidos cerca de 300 bilhdes de litros desse
residuo (CONAB, 2011), considerando-se uma média de 13L de vinhaga para cada 1L de
etanol produzido. Langcada em solos adjacentes as usinas como fertilizante para
aproveitamento dos minerais (CABELLO et al. 2009; CRUZ et al., 2007), a sua utilizacdo
apresenta muitos beneficios, tais como o aumento da produtividade, melhoria das condicées
fisicas do solo, devolugdo de nutrientes ao solo, entre outros. Por outro lado, também pode
causar sobrecarga no solo quando aplicada por longos periodos, provocando poluicdo

ambiental decorrente do excesso de sais, especialmente sais de potdssio, e acimulo de
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matéria organica, o que representa risco de contaminagao potencial para lencol fredtico e
rios (SPRINGER & GOISSIS, 1988; RIBAS, 2006). Devido a sua elevada carga organica, seu
poder de poluicdo se equipara a cerca de cem vezes o poder poluente do esgoto doméstico
(CABELLO et al., 2009). Esses efeitos poluidores da atividade podem ser minimizados com
tratamento prévio, visando posterior descarte no ambiente. Dependendo do processo
empregado, o tratamento da vinhaga pode resultar no aproveitamento de carga organica

contida nesse residuo agroindustrial para gera¢do de energia (RIBAS, 2006).

| CANA ‘
PREPARO |
i BAGACO
EXTRACAO T l
GERACAD
l DE VAPOR
CALDO ]
TURBINAS
A VAPOR
TRATAMENTO | ¢
DE CALDO
FERMENTACAO
DESTILACAD | Y

L > ALCOOL

»|  VINHAGA

Figura 1. Diagrama simplificado basico para a producao de dlcool.
Fonte: Xavier, 1970

A classificacdo padrdo da vinhaca é feita segundo os componentes do mosto, ou seja,
em melaco, caldo ou misto (Tabela 1). Portanto, uma usina pode, em uma mesma safra,
apresentar vinhaca dos 3 tipos: originado do melaco, do caldo, ou da mistura dos dois

anteriores (caldo + melac¢o), denominada misto (GRACIANO, 2007).



Tabela 1. Composi¢do quimica da vinhaga em funcdo do tipo de mosto

13

Parametros Melaco Caldo Misto

pH 4,2-5,0 3,7-4,6 4,4-4,6
Temperatura (2C) 80-100 80-100 80-100
DBO (mg 1™ 0,) 25.000 6.000 — 16.500 19.800
DQO (mg ™ 0,) 65.000 15.000 — 33.000 45.000
Sélidos totais (mg ") 81.500 23.700 52.700
Sélidos volateis (mg 1) 60.000 20.000 40.000
Sélidos fixos (mg I'") 21.500 3.700 12.700
Nitrogénio (mg |_1) 450-1610 150-700 480-710
Fésforo (mg 1) 100 -290 10-210 9-200
Potdssio (mg |_1) 3.740-7.830 1.200-2.100 3.340-4.600
Calcio (mg |'1) 450-5.180 130-1.540 1.330-4.570
Magnésio (mg I 420-1.520 200 - 490 580 — 700
Sulfato (mg |'1) 6.400 600 —-760 3.700-3.730
Carbono (mg |'1) 11.200 —-22.900 5.700 -13.400 8.700-12.100
Relagdo C/N 16 —-16,27 19,7 -21,07 16,4 -16,43
Matéria organica (mg I™) 63.400 19.500 3.800
Subs. Redutoras (mg ™) 9.500 7.900 8.300

Fonte: Schultz, 2009.

Com o intuito de promover a remocao desta carga organica contida na vinhaca, antes
de usa-la para a fertirrigacdo, disponibilizando os nutrientes e diminuindo seu potencial
poluidor, utiliza-se como alternativa o tratamento anaerdbio. Ao comparar os processos
aerébios com os anaerébios, Chernicharo (2007), verificou mais vantagens, com o uso deste
ultimo processo, envolvendo: pouca producdo de sélidos, baixa demanda de nutrientes e
energia (ou até a possibilidade de produzi-la), producdo do gas metano, e compatibilidade
com operagdo a temperaturas elevadas. Enquanto grande parte deste residuo é utilizada
como fertilizante nas prdéprias lavouras de cana, outra grande parte, sem uma utilizagao, é

mantida em zonas de sacrificio.
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2.2 Digestdo anaerobia como meio de reducdao da carga poluidora da

vinhaga, e uso como fonte de nutrientes

O processo anaerdbio é eficiente na transformacdo de matéria organica em metano e
nutrientes e funciona como um método de tratamento de efluentes, sejam estes domésticos
ef/ou industriais. Durante a digestdo anaerdbia, através de diferentes tipos de
microrganismos, 0s compostos organicos complexos do efluente sdo convertidos em
produtos mais simples como gas carbdnico (CO,) e metano (CH4) (FORESTI et al., 1999).
Dentre os microrganismos presentes, as bactérias correspondem ao grupo de maior
qguantidade e importancia no tratamento anaerdbio (VON SPERLING, 1996). Normalmente, a
matéria organica que se encontra na fase liquida é removida para a fase gasosa, produzindo,
principalmente, o metano, que possui baixa solubilidade no meio liquido (FORESTI et al.,

1999), sobrando na fase liquida, os nutrientes.

2.3 Algas cultivadas em aguas residudrias: reducdo de custos no processo de

producgdo

Para superar os riscos ambientais e econdmicos, decorrentes da baixa eficiéncia dos
processos de biocombustiveis de primeira geracdo (como o etanol, a partir da cana-de-agucar),
os sistemas de segunda e de terceira geracdo de biocombustiveis (estes, usando microalgas)
estdo evoluindo para um novo mercado, cuja expansdo tem valores estimados, para 2050, em
torno de USS 500 bilhdes (STERN, 2006). Enquanto os sistemas de primeira geracdo se baseiam
em processos tecnolégicos de transformacdo de 6leos ou acucares em biocombustiveis, os de
segunda geracdo envolvem o uso da biomassa, incluindo a lignocelulésica, que leva ao
aproveitamento de podas de vegetacdo, restos de madeira, material fibroso, e outros residuos;
neste caso, os processos de producdo envolvidos tém custos ainda ndo competitivos, e
dependentes de ajustes tecnoldgicos, de modo que se acredita que esta alternativa ndo sera
economicamente viavel antes de 2020 (GIBBS et al.,, 2008; OECD, 2008). Apesar dos
biocombustiveis de segunda geracdo representarem um avan¢o tecnoldgico sobre os de
primeira gerag¢ao, a producao em grandes volumes poderia acarretar os mesmos problemas

relacionados a extensdo das culturas e uso do solo (REIJNDERS e HUIJBREGTS, 2008).

A terceira geracdo de biocombustiveis é relacionada a avangos feitos na fonte (produgdo
de biomassa), tecnologia que estd sendo viabilizada através do cultivo de microalgas. A

proliferacdo destes sistemas depende de recursos tecnolédgicos possivelmente menos exigentes
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que os sistemas de segunda geragdo e, portanto, alcangaveis em mais curto prazo e a menores
custos, quando comparaveis com os processos de quarta geragao, envolvendo modificagdes

genéticas nas espécies produtoras de dleo.

Apesar das vantagens das microalgas como matéria-prima para biocombustiveis, em
comparag¢do com plantas, os custos dos sistemas de cultivo, que podem chegar a 50% dos custos
totais (COZZA, 1999; BENEMANN, 2009; CHISTI, 2008), sobretudo dos sistemas fechados,
podem determinar um balango energético negativo, a ndo ser que insumos como CO2 e
nutrientes, produzidos industrialmente como restos, sejam aproveitados. A quantidade de
vinhaca produzida no Brasil desde o inicio do PROALCOOL gerou a necessidade de se
desenvolverem meios vidveis de utilizacdo e tratamento da mesma. Sua utilizagcdo para o
cultivo de microalgas torna-se, assim, uma op¢dao economicamente aconselhdvel e

ambientalmente sustentavel (SOUZA, 2007).

Dentre os meios de culturas alternativos utilizados para a producdo de biomassa de
microalgas destacam-se: esgoto doméstico esterilizado (PIPES e GOTAAS, 1960), efluente de
biodigestores (RODULFO et al., 1980), lodo digerido (WONG E LAY, 1980), despejos
industriais purificados (JUSSIAK et al.,1984), vinhaca de cana-de-aglcar (OLIVEIRA, 1988),
aguas residuais da producdo de azeite de oliva (SANCHEZ et al., 2001) e residuos da
suinocultura (RODRIGUES, 2000; TRAVIESO et al., 2006).

Como a fonte de nutrientes consiste em um dos principais componentes do custo de
producdo de microalgas em larga escala, a utilizacdo deste efluente industrial apds o
tratamento anaerdbio é considerado como uma opcao vidvel; este tipo de iniciativa devera
agregar valor ao processo de tratamento, (RODRIGUES E BELLI, 2004), através da geragdo de
bioprodutos de interesse comercial, como por exemplo, pigmentos (DUFOSSE et al., 2005;

ARAD E YARON, 1992), 4cidos graxos (PRATOOMYOT et al.,2005) e biocombustiveis.

Existe um grande potencial para a producao de biocombustiveis a partir da biomassa
de microalgas (MORAIS; COSTA, 2008; MARTINS et al., 2008). Estudos recentes demonstram
que apenas 0,3% da area do planeta seria suficiente para cultivar microalgas com 50% de
lipidios totais em peso seco, cuja biomassa poderia produzir biodiesel capaz de repor todo o
combustivel usado em transporte no mundo. Além disto, a terra utilizada para o cultivo de

microalgas pode ser desértica (TEIXEIRA, 2006), com baixo valor econdmico para outros usos



16

e com alta irradiacdo solar, podendo ainda ser utilizados residuos de outros processos
produtivos, como o CO,, oriundo de processos industriais (BENEMANN, 1997) e residuos

organicos (VICHEZ, 1997) para acelerar o desenvolvimento dos cultivos.
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3. OBIJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da vinhaga tratada como fonte alternativa de nutrientes para o

cultivo de microalgas, visando suprimento da cadeia produtiva de biocombustiveis.

3.1 Objetivos especificos

e Adaptar lodo anaerébio a vinhaca efluente de uma usina sucroalcooleira;

e Estabelecer uma carga organica minima de vinhaga que seja capaz de promover alta
eficiéncia na remocdo de DQO e producdo de metano/DQOconsumida NOS digestores

anaeroébios;

e Testar o efluente da digestdo anaerdbia em diferentes concentra¢des no cultivo de

Chlorella vulgaris;

e Comparar os parametros biolégicos: taxa de crescimento especifico (u),
produtividade da biomassa (Pgut), lipidios totais (LT) e produtividade lipidica (PL), nos
diferentes tratamentos (VD-T01, VD-T02, VD-T03, VND-T01, VND-T02, VND-T03);

e Avaliar composicdo celular (lipidios totais, carboidratos e proteinas) nas diferentes

condigdes.
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4. RESULTADOS E PRODUTOS GERADOS

O artigo a seguir é resultado do presente trabalho e estd em processo de finalizagao
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RESUMO

A demanda de energia, em nivel mundial, deverd aumentar em 57% até 2025 para suprir a
exigéncia de consumo da populacdo em crescimento. Isto evidencia a necessidade de
substituicdo de fontes fdsseis por renovaveis. As microalgas sdo uma possibilidade versatil
para a geracdao de: combustiveis liquidos (biodiesel, etanol, bioquerosene), bioplasticos, e
intermedidrios quimicos do setor petroquimico. O processo ainda é limitado por alguns
fatores relacionados aos custos de producdo envolvidos na composicdo do meio e na
disponibilidade de agua. Neste sentido, uma boa alternativa seria aliar a producdao com o
tratamento de aguas residuarias. Uma das atividades industriais que mais produzem
efluentes é a industria sucroalcooleira. Para cada litro de etanol sdo gerados 13 litros de
vinhaca. O processo de digestdo anaerdbia como método de tratamento e reaproveitamento
desse efluente, ainda ndo foi viabilizado para propiciar o cultivo de microalgas. O objetivo
deste trabalho foi testar esta possibilidade utilizando a microalga local Chlorella vulgaris
cultivada em vinhaca diluida, tratada anaerobicamente e ndo tratada, como uma alternativa
para o barateamento dos custos de produgdo. A primeira etapa do trabalho consistiu na
diluicdo da vinhaga com esgoto tratado, até atingir concentragdo de 2gDQO/L. Os reatores
contendo a vinhaca diluida foram operados com uma carga orgénica volumétrica (COV) de 1
Kg m> d* e tempo de retencdo hidrdulica (TRH) de 24h. O desempenho do processo
anaerdbio foi avaliado através do cdlculo cinético da taxa de producdo de metano por
regress3o linear, aplicada a fase exponencial na curva de acimulo de metano (R? > 90%). A
segunda etapa do trabalho consistiu no crescimento de microalgas que foram realizados em
3 tratamentos (VD-T01, VD-T02, VD-T03) e os seus respectivos controles (VND-TO1, VND-T02
e VND-T03). Para os ensaios de crescimento foi utilizada a microalga Chlorella vulgaris. O
crescimento foi monitorado a cada 24h, com base no peso seco da biomassa (g I'!). As
pesagens da matéria seca foram registradas em funcdo do tempo e utilizadas para estimar a
cinética de crescimento. Os parametros bioldgicos calculados foram a taxa de crescimento
especifico (u), produtividade da biomassa (Pgwt), lipidios totais (LT) e produtividade lipidica
(PL). A vinhaca diluida digerida pelo processo anaerdbio, VD-T0O1, propiciou o melhor
resultado em crescimento (0,76 d'l), o que favoreceu uma melhor produtividade em
biomassa (70 mg I* d™) e maior produtividade lipidica. Os resultados do presente trabalho
sdo uma evidéncia da viabilidade da utilizacdo deste efluente industrial como fonte de
nutrientes em cultivo da espécie Chlorella vulgaris. Em virtude das similaridades no
metabolismo de microalgas em geral, sobretudo das Chlorophyta, os resultados também
sugerem a possibilidade de uso deste residuo para o cultivo de outras espécies.
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INTRODUCAO

A demanda de energia, em nivel mundial, devera crescer em 57% até 2025 para
suprir a exigéncia de consumo da populacdo em crescimento (IEA, 2007). Esta demanda tem
um aumento estimado em cerca de 474 Exajoules anuais, sendo que os biocombustiveis
representam uma contribuicdo de 11%. Em todas as proje¢des recentemente feitas (IPCC,
2007), o setor de transportes se apoia basicamente em combustiveis fosseis, fato
preocupante em vista das incertezas de sua disponibilidade futura. A necessidade de
seguranca no suprimento de energia e de produzi-la e utilizd-la de uma forma
ambientalmente sustentdvel tem direcionado, em nivel mundial, a busca de alteracdes nas
matrizes energéticas de cada Pais, visando a substituicdo das fontes fdsseis, por renovaveis,
especialmente no setor de transportes (OECD, 2009). Espera-se, portanto, que o
desenvolvimento de novas biotecnologias, envolvendo combustiveis renovaveis, tais como a
producdo de biodiesel e metano, seja solucdo para estimular o aumento da contribuicdo dos

biocombustiveis para 80%, até 2050 (IPCC, 2011).

Visando a substituicdo do diesel féssil, tem-se aumentado a producdo de biodiesel
baseada em dleos vegetais e gorduras. No entanto, essa pratica exige uma significativa
extensdo de terras que ndo apenas intensifica os problemas ambientais causados pelo uso
indevido da terra, mas, também, compete com a agricultura para produgao de alimento. A
necessidade da busca por matéria-prima oleaginosa, cuja producdo ndo utilize terras
agriculturaveis, tornou-se uma prioridade. Desde entdo as microalgas tém sido indicadas

como matéria-prima para biodiesel (WIJFFELS e BARBOSA, 2010).

A producdo de energia renovavel a partir do cultivo de microalgas pode ser
caracterizada como um processo de terceira geracao desde que, da biomassa algal, pode-se
gerar, além do biodiesel, etanol, bioquerosene, bioplasticos, e intermedidrios quimicos do
setor petroquimico (CHISTI, 2006; BENEMANN, 2009; NASCIMENTO et al., 2011). Algumas
espécies do género Botryococcus, por exemplo, produzem um bio-6leo, rico em
hidrocarbonetos muito semelhantes aos contidos no petrdleo, que pode ser diretamente
convertido em biocombustivel para avido (BANERJEE et al., 2002; METZER, LARGEAU, 2005;
NASCIMENTO et al., 2011). Embora possam ser identificadas inimeras vantagens do cultivo

de microalgas sobre as oleaginosas terrestres, esse processo ainda é limitado por alguns
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fatores relacionados aos custos de producdo (BENEMANN, 2009) envolvidos na composicdo
do meio e pela disponibilidade de agua (CHISTI, 2007). Em relacdo aos custos totais de
producdo, os gastos com CO, e nutrientes para o meio de cultura (10% de N e pelo menos,
1% de P) podem representar cerca de 50% (CHISTI, 2008). Esses calculos ainda ndo levam em
consideragdo o gasto energético necessdrio para a fabricacdo desses fertilizantes (N e P) que
podem ser estimados em 10kWh/Kg (LARDON et al., 2009). Uma boa alternativa seria buscar
uma fonte de nutriente mais econdmica e disponivel e um delas é aliar a producdo de
biocombustiveis com o tratamento de &aguas residudrias. Dessa forma os custos com
disponibilizacdo de nutrientes podem ser expressivamente reduzidos. Essa alternativa tem
sido sugerida e explorada em literatura como meio de viabilizar o cultivo de microalgas em
larga escala (RODOLFI et al., 2008; BENEMANN, 2009; XIN et al., 2010; BONINI, 2012). O
processo mais indicado tem sido a digestdo anaerdbia, um processo bioldgico no qual o
tratamento dos residuos é aliado a producdo de energia na forma de metano. Portanto,
além de melhorar a qualidade do residuo final do tratamento, essa interacdo entre
processos mostra ainda a vantagem de gerar uma quantidade significativa de energia
renovavel (RODRIGUES E BELLI, 2004). O emprego de processos bioldgicos anaerdbios
oferece outras vantagens quando comparados aos processos aerdbios, entre as quais,
menor consumo e energia, menor producdo de lodo e, além disso, requer menor area de

implantacdo (WEBER, 2006; ESPANA-GAMBOA et al., 2011).

O processo anaerdbio é eficiente na transformagdo de matéria organica em metano e
nutrientes e funciona como um método de tratamento de efluentes, sejam estes domésticos
e/ou industriais. Uma das atividades industriais que mais produzem efluentes é a industria
sucroalcooleira. Para cada litro de etanol sdo produzidos 13 litros de efluente residual
denominado de “vinhaca”. No Brasil, na safra 2011/2012, foram produzidos cerca de 300
bilhdes de litros desse residuo (CONAB, 2011). Como método de reaproveitamento, muito
dessa vinhacga tem sido utilizada para irrigacdo de lavouras em um processo conhecido como
fertirrigacdo, cujo objetivo consiste em diminuir o uso de fertilizantes comerciais (CABELLO
et al. 2009; CRUZ et al., 2007). No entanto, existem varios problemas relativos ao uso da
vinhaca como fertirrigagcdo, por exemplo, por sua elevada carga organica (Tabela 1); seu
poder de poluicdo se equipara a cerca de cem vezes o do esgoto doméstico (CABELLO et al.,

2009). Em consequéncia desses fatores, muitos autores tém sugerido a digestdo anaerdbia
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como método de tratamento e reaproveitamento desse efluente (PANT E ADHOLEYA, 2007;

SATYAWALI E BALAKRISHNAN 2008, MOHANA et al. 2009).

Tabela 1. Composigdo quimica da vinhaga em fung¢do do tipo de mosto

Parametros Melaco Caldo Misto

pH 4,2-5,0 3,7-4,6 4,4-46
Temperatura (2C) 80-100 80-100 80-100
DBO (mg 1™ 0,) 25.000 6.000 — 16.500 19.800
DQO (mg 1™ 0,) 65.000 15.000 — 33.000 45.000
Solidos totais (mg 1) 81.500 23.700 52.700
Sélidos volateis (mg 1) 60.000 20.000 40.000
Sélidos fixos (mg 1) 21.500 3.700 12.700
Nitrogénio (mg 1) 450 — 1610 150 — 700 480-710
Fésforo (mg ™) 100 - 290 10-210 9-200
Potéssio (mg 1) 3.740-7.830 1.200-2.100  3.340-4.600
Calcio (mg |'1) 450-5.180 130-1.540 1.330-4.570
Magnésio (mg I 420-1.520 200-490 580 - 700
Sulfato (mg |'1) 6.400 600 —-760 3.700-3.730
Carbono (mg I'l) 11.200-22.900 5.700-13.400 8.700-12.100
Relacdo C/N 16 —-16,27 19,7 -21,07 16,4 -16,43
Matéria organica (mg 1) 63.400 19.500 3.800
Subs. Redutoras (mg 1) 9.500 7.900 8.300

Fonte: Schultz, 2009.

A meta deste trabalho foi a de avaliar o potencial uso do efluente de um digestor
anaerobio (utilizado para tratar a vinhaca) como meio de cultura para cultivo de microalga.
Dessa forma sugere-se uma integracao de atividades entre setores distintos de producdo. A
proposicdo é que uma industria sucroalcooleira possa associar a producdo de alcool com a
producao simultanea de metano e biodiesel de algas a partir de residuos gerados na prépria
industria. O objetivo deste trabalho foi testar o cultivo da microalga local Chlorella vulgaris
em vinhaca diluida tratada anaerobicamente e nado tratada, como uma alternativa para o

barateamento dos custos de produgao.
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METODOLOGIA
Digestdo da vinhaga em reatores anaerdbios

Para os experimentos de digestdo anaerdbia foram utilizados dois efluentes, (i) a
vinhaca e (ii) o dejeto liquido de esgoto tratado. Com o intuito de facilitar o processo de
digestdo anaerdbia, a vinhaca foi diluida com o efluente de esgoto doméstico tratado para

atingir uma DQO final de 2 g I'".

A vinhaga foi coletada na empresa Agrovale (Agro-Industrias do Vale do Sdo Francisco
S.A.) situada na regido do Sub-Médio Sdo Francisco, em Juazeiro, Estado da Bahia — Brasil. O
efluente de esgoto tratado foi coletado na Estacdo de Tratamento de Esgoto da Empresa
Baiana de Agua e Saneamento S A (EMBASA), Salvador. A Tabela 2 resume os valores de
algumas varidveis fisico-quimicas que caracterizam os distintos efluentes e o lodo anaerdbio
utilizado como indculo. Destaca-se o fato de que a carga organica do efluente de esgoto
tratado (0,071 g I'!) foi aproximadamente 325 vezes menor do que os valores encontrados
para avinhaca (23,17 g I'l). Bicarbonato de sddio foi adicionado (HCO3’/DQO =0,5) a mistura,
para corre¢do de pH (£7,0). Uma porcdao dessa mistura foi utilizada como afluente dos
digestores anaerdbios, e outra parte reservada para os experimentos de cultivo da
microalga. Dessa forma foi possivel obter um parametro de controle do processo de
tratamento anaerdbio (Figura 1). A mistura foi dividida em pequenos volumes e estocada em

freezer -702C durante o periodo antes do seu uso.

Tabela 2. Caracterizagdo do lodo, esgoto tratado e vinhaga utilizados nesta pesquisa.

Lodo Esgoto tratado Vinhaca
DQOb (g I'l) 14,583+0,729 0,071+0,004 23,179+1,156
Nitrato (g I'%) 0,028+0,002 | 0,015+0,001 | 0,026%0,002
Nitrito (g 1) <LD <LD <LD
Aménia (g ') 0,19210,013 0,005+0,000 0,010+0,001
Fosfato (g I'") 0,022+0,001 0,010+0,000 0,045+0,002
Potassio (g I™}) 0,006+0,000 <LD 0,109+0,002
ST (g1 48,99+1,52 0,46610,03 | 14,362+0,60
SF(gI™) 28,47+0,91 0,301+0,01 2,96810,72
SV (g I'l) 20,5210,60 0,165%0,02 11,394+1,31
pH 6,710,1 6,510,3 3,510,1

LD: low detection
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VINHACA DILUIDA COM

ESGOTO TRATADO
(28DQOb/L)
Com tratamento Sem tratamento
anaerébio anaerdbio
EFLUENTE DO REATOR df':::gj\:‘;%)
(0,3gDQ0Ob/L) €
Vinhaca digerida
(VD)
I Sem diluicBo  Diluicdo com dgua Diluigdo com dgua
Sem diluica Diluicdo com dgua Diluicdo com dgua destilada (2x) destilada (4x)
ET/IUIWO destilada (2x) destilada (4x) \J]
VD-TO1 VD-TO2 VD-TO3 VND-TO1 VND-TO2 VND-TO3
(0,3gDQOb/L) (0,15gDQOb/L) (0,075gDQOb/L) (2gDQOb/L) (1gDQOb/L) (0,58DQOb/L)

Figura 1. Esquema do processo para obtenc¢do dos meios utilizados para o cultivo da C. vulgaris.

Foram operados digestores anaerdbios, em triplicata, com volume util de 400 ml. Os
ensaios foram realizados em reatores de volume total de 500 mL, montados em sistema
AMPTS (Automatic Methane Potential Test System), da Bioprocess Control®. Este sistema é
dividido em 4 unidades (A, B, C, D). A unidade “A” consiste em um banho-maria no qual os
reatores com o material a ser digerido estdo localizados. Fra¢cdes dos gases CO, e H,S,
presentes no biogds produzido em cada reator, sdo capturadas em frascos (unidade “B”) que
contém uma solucdo saturada de hidroxido de sédio (NaOH 3M), enquanto que o CH4
produzido passa por esse sistema sem nenhuma alteracdo. E na unidade “C” onde ocorre a
deteccdo do CH,4. Este dispositivo de medicdo funciona de acordo com o principio do
deslocamento de liquido, onde um pulso digital é gerado quando um volume de 10 ml de
metano flui através do dispositivo, sendo automaticamente registrado no computador

(unidade “D”).

Os digestores foram operados com uma carga organica volumétrica (COV) de 1 Kg m™
d! com um tempo de retengdo hidraulica (TRH) de 24 horas. A temperatura de incubacio foi
controlada a 352C com uma agitagdo intermitente (mistura total) de 1,0 e 0,5 min, ligado e
desligado, Para evitar o afluente foi

respectivamente. choque de temperatura,

acondicionado a 352C em banho-maria por 15 min antes da alimenta¢do do reator. Durante
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esse acondicionamento o afluente foi também aspergido com nitrogénio gasoso para

garantir a remocao de oxigénio do meio.

A inoculagdo dos digestores foi feita com lodo proveniente de um reator anaerdbio
da EMBASA apresentando as caracteristicas descritas na Tabela 2. Foi utilizado 30% de
indculo para a partida dos digestores, que foram operados até alcancar o equilibrio dindmico

entre o consumo de DQO e producdo de CH,.

O desempenho do processo anaerdbio foi avaliado através do calculo cinético da taxa
de producdo de metano, produtividade de metano por DQO consumida e remocao de DQO.
A taxa de producdo de metano foi calculada utilizando-se da técnica de regressao linear na
fase exponencial na curva de acimulo de metano (R®> > 90%). Os célculos foram feitos

individualmente para cada digestor e para cada ciclo de operacao em batelada.
Aplicacdo do efluente dos digestores anaerdbios para o cultivo de Chlorella vulgaris

A partir do 192 dia de operacdo dos digestores anaerébios (Figura 4), os efluentes de
todos os digestores foram coletados, misturados e filtrados em malha de 20um e estocados
em freezer -70°C. Os experimentos de crescimento de microalgas foram realizados em 3
tratamentos e os seus respectivos controles: (i) efluente do digestor anaerdbio, ndo diluido
(VD-T01), (ii) efluente do digestor anaerdbio, diluido para 50% com agua destilada (VD-T02)
e (iii) efluente do digestor anaerdbio, diluido para 25% com agua destilada (VD-T03). Os
controles correspondem a experimentos com: (iv) afluente do digestor anaerdbio sem
tratamento, sem diluicdo posterior (VND-TO1), (v) afluente do digestor anaerdébio, diluido
para 50% em agua destilada (VND-T02) e (vi) afluente do digestor anaerdbio, diluido para
25% em agua destilada. Vale ressaltar que o afluente do digestor anaerdbio é uma mistura
de vinhaca com esgoto doméstico com uma DQO de 2 g I*. A tabela 3 mostra a
caracterizagdo fisico-quimica do afluente e efluente dos digestores anaerébios. Essas
variaveis foram determinadas de acordo com os métodos descritos no Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (2005) e a turbidez foi determinada com

turbidimetro LaMotte® (Modelo 2020).
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Tabela 3. Caracteristicas do afluente ¢ efluente dos reatores anaerobios

Afluente Efluente
DQOb (g17) 2,008+0,040 0,300+0,006
Fosfato (g I'") | 0,016+0,001 0,01440,001
Potassio (g 1) | 0,034+0,005 0,038+0,007
Nitrato (g 1) | 0,009+0,000 0,0020,000
Aménia (g 1) | 0,003+0,000 0,020£0,004
Turbidez (NTU) 650+5,2 100+6,8
pH 6,8+0,1 6,7+0,1

Para os ensaios de crescimento foi utilizada a microalga Chlorella vulgaris. Os testes
em triplicata foram realizados em frascos de Erlenmeyer contendo 400mL de meio (distintas
misturas de afluente e efluentes dos digestores anaerdbios com agua destilada) com
suplementacdo de 20% de indculo algal, coletado na fase exponencial de crescimento (0,1g I’
1), Os frascos foram mantidos sob agitacdo (90rpm) e temperatura constante (25+22C). Foi
realizada aeragdo com ar atmosférico enriquecido de 2% de CO,. A cultura foi mantida sob
intensidade luminosa de 173uE/m?/s e fotoperiodo 12h/12h. O crescimento foi monitorado
a cada 24h, com base no peso seco da biomassa (g I™'). As pesagens da matéria seca foram
registradas em fung¢do do tempo e utilizadas para estimar a cinética de crescimento. As
variaveis abidticas analisadas foram pH, turbidez; concentrac¢do inicial e final de nutrientes
(fosfato, potassio, nitrato, nitrito, amoénia) e variagdes na DQO inicial e final. Os parametros
bioldgicos calculados foram a taxa de crescimento especifico (1), conforme Levasseur et al.,
1993 (Eq.01), produtividade da biomassa (Pgwt), lipidios totais (LT) determinado pela técnica
descrita por Freeman et al. (1957) e produtividade lipidica (PL) estimada de acordo com

Griffiths e Harrison, 2009 (Eq. 02).
H=In(Ny/Ny)/(ty-ts) (Eq.01)

onde, N, e N corresponde a biomassa seca (N) no inicio (tx) e fim (t,) da fase logaritmica de

crescimento.

Para a determinac¢do do peso seco, a cultura foi centrifugada durante 5 minutos a
5000g. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com agua destilada e liofilizado, o

peso seco foi determinado gravimetricamente de acordo com Ranga Rao et al. (2007).
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PL=PaueXLT (Eq. 02)

Os cdlculos de produtividade de biomassa e coeficiente de crescimento foram feitos
através de ajuste de curva linear na fase exponencial (2-6 dias) com R* > 90%, com excecdo

do VND-TO3 (R* = 48%).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Digestdo anaerdbia da vinhaga

O cultivo de microalgas como a Chlorella vulgaris tem sido associado a um grande
potencial para producdo de biocombustiveis. Uma das limitacGes para a producdo de
microalgas em larga escala é a disponibilidade de suplementos nutricionais de baixo custo
(CHISTI, 2007; BENEMANN, 2009). Portanto, tem-se sugerido que o cultivo de microalgas
deve ser associado com outras atividades industriais, como uma estratégia para baratear o
processo de producdo (BENEMANN, 2009). Esse trabalho teve por objetivo avaliar o
potencial do efluente de um digestor anaerdbio contendo uma mistura de vinhaca diluida

em dejetos de esgoto tratado para servir como meio para o cultivo de Chlorella vulgaris.

Ryan et al (2009) identificaram que as indUstrias bioprodutoras de etanol tem um
gasto consideravel com o tratamento e/ou destinacdo da vinhaca. Apesar de a vinhaca poder
ser utilizada no processo de fertirrigacdo, os custos com o transporte desse material para o
local de destino podem ser altos. Os autores ainda destacam que, no processo de
fertirrigacdo, existe também um limite de volume de vinhaca para cada tipo de solo
receptor. Como conclusdo, os autores identificaram a digestdo anaerdbia da vinhaca como
alternativa de tratamento e também para producdo de energia renovdvel, na forma de

metano.

Trabalhando com um reator do tipo UASB operado a temperaturas de 55-57°C, Souza
et. aL (1992) reportaram uma producdo de metano de 0,22 m>CH, kgDQO consumida (ou 220 ml
CH4 gDQO consumida) COM uma carga organica volumétrica de vinhaca de 25-30 Kg DQO m-3
dia™. A Figura 2A mostra que no presente trabalho, a média dos ltimos 5 dias de operacdo
do digestor mostra uma producdo de metano equivalente a 0,116 m>3CH,kgDQO

consumida, Fe€sultante de uma carga volumétrica de vinhaca de 1 Kg DQO m-3 dia™. Apesar dos
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altos valores reportados por Souza et al (1992), muito dos trabalhos revisados mostram
resultados significativamente inferiores. Turkdogan-Aydino & Yetilmezsoy (2010), que
trabalharam com a mesma configuracdo de reator, observaram que, variando a carga
organica volumétrica entre 1,9 e 16 Kg DQO m™ dia™, obtiveram uma produtividade de
metano com valores aproximados de 0,05 a 0,11 m>CH, kgDQO consumida- EStes Ultimos sdo

valores mais proximos do observado nesta pesquisa.

Geralmente os digestores operados com altas cargas organicas volumétricas
apresentam instabilidade no processo. Mohana et al (2009) e Goodwin et al (2001), por
exemplo, sugerem que os digestores anaerdbios devem ser operados inicialmente com uma
carga organica volumétrica entre 4,8 e 5,46 Kg DQO m-3 dia™” para evitar essa falha no
sistema, que é comumente associada a producdo de acidos. Apenas quando o biofilme
anaerdbio estd adaptado é que a carga volumétrica pode ser gradativamente aumentada
para ir entdo alcancando outro equilibrio dindmico na eficiéncia de producao de metano. Por
outro lado, Viana (2006) recomenda a partida de digestores anaerdbios com uma carga

organica volumétrica de vinhaca de 0,73 Kg DQO m-3 dia™.

Apesar de existirem varios trabalhos tratando da digestdo anaerébia da vinhaca, este
é ainda um processo novo e que requer melhorias em sua eficiéncia. O alto teor de
compostos organicos recalcitrantes presentes na vinhaca muitas vezes dificulta o processo
anaerdbio (WILKIE et al., 2000) e comumente sdo reportados longos periodos de retengao
hidraulica durante o tratamento (JIMENEZ et al., 2003; CHEN et al., 2008). Para solucionar
esse problema muitos autores tém estudado um pré-tratamento da vinhaca antes da
digestdo anaerdbia. Siles et al (2011) testou o processo de fluxionar a vinhaca com 0z6nio
para reduzir a quantidade de compostos toxicos como fendis. A taxa de producao de metano
aumentou em 41%. Até mesmo o bagago da cana, quando digerido por peroxidases, pode

ser utilizado para aumentar a producdo de metano (RABELO et al, 2011).

A eficiéncia do processo de digestdao anaerdbia é medida ndo apenas pela quantidade
de biogds ou metano produzido por quantidade de matéria organica consumida
(mICH4/gDQO), mas, também, pela rapidez do processo que esta relacionado com o tempo
de retencgdo hidraulica (TRH). Todas essas varidveis sdo o produto direto da qualidade do

biofilme anaerdbio que se desenvolve dentro do digestor. Uma biomassa melhor adaptada
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as condicdes do afluente e do tipo de digestor é fator principal que define a eficiéncia do
processo. Portanto, neste trabalho foi avaliado o tempo de adaptagcdo da biomassa
anaerdbia dos digestores, através da comparacdo da producdo de metano por DQO, ao
longo de 23 ciclos de operagdo dos digestores em bateladas de 24 horas. A Figura 1B mostra
adaptacdo a partir do 172 ciclo de 24h, enquanto Ribas et al (2009) reportam que o tempo

de adaptacao da biomassa anaerdébia a vinhaga ocorreu no final de 39 ciclos de 48 horas.

No presente experimento, os reatores foram mantidos a 352C. Segundo Lettinga et
al. (1996), existem trés faixas de temperatura associadas ao crescimento microbiano:
psicrofila (0 a 202C), mesédfila (20 a 452C) e termdfila (45 a 702C). Na faixa mesdfila, a
temperatura 6tima para a atividade metanogénica situa-se entre 30 e 352C e, para valores
de temperatura acima desta faixa, observa-se a inibicio da metanogénese (ARAGAO et al.,
1999). Outra questdo de grande importancia diz respeito ao sistema acido/base. A faixa de
pH 6tima para o desenvolvimento de diferentes tipos de microorganismos depende de suas
préprias caracteristicas e também do tipo de substrato metabolizado. Os microorganismos
formadores de metano se desenvolvem satisfatoriamente em uma faixa de pH bem mais
restrita (pH entre 6,6 e 7,4) que outros grupos, tais como os acidogénicos, capazes de tolerar

valores de pH abaixo de 5,0 (CHERNICHARO, 1997).

Foi observada no presente trabalho uma eficiéncia de remog¢do de DQO, de até 80%
(Figura 2A). Resultados semelhantes foram encontrados por Manresa et al. (2000) no
tratamento de vinhaca apresentando DQO de 79g I'*. Trabalhando com dois reatores de leito
fluidizados de bancada, operados por 120 dias, com tempo de retenc¢do hidraulica (TRH) de
8h, obtiveram uma eficiéncia de remog¢do de DQO entre 75 a 78%. Em um segundo reator,
com TRH de 11h e concentracBes de 56g/L e 83g/L para a DQO, os autores obtiveram
eficiéncia de remocdo superior a 80%. Entretanto, Cabello et al. (2009), com tempo de
operagdo de 14 dias, carga orgénica de 19,5 kg DQO m™ d*, TRH de 1 dia, utilizando 17g I* a
28g I'* de DQO obtiveram uma eficiéncia maxima na operacdo de 57,1% e produg3o de gas
de 46 mL d™. Considerando que o metano corresponde a, aproximadamente, 65% da
composicdo do biogds, Cabello et al. (2009) obtiveram uma producdo bem inferior
(1,25mLCH, h™) a conseguida no presente trabalho (em média, 6,5mLCH, h™). O volume
acumulado de metano, produzido a partir de uma COV de 1KgDQOm™ d* de vinhaca,

mostrou estabilidade a partir da 172 batelada (ajuste com p<0,005); entretanto, a colheita
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do material foi feita a partir da 192 batelada seguindo até a 232 (Figura 2B). Nestas

condigdes foram produzidos cerca de 116mLCH,/gDQOyinhaca-
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Figura 2. A. Acompanhamento da producdo de metano em mICH4/gDQO (e), em cada
ciclo, por percentual de remogdo de DQO (A). B. Variacdo da taxa de produgdo de
metano em batelada para reatores operados com vinhaca com carga de 2gDQO/L (cada
batelada corresponde a um ciclo de 24h).
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O tratamento anaerdbio é eficiente para a diminuicdo da carga organica (PANT E
ADHOLEYA, 2007; SATYAWALI E BALAKRISHNAN, 2008; MOHANA et al., 2009). Com esse
processo, é esperada uma remoc¢ao de 90% de DQO e recuperacao de 85 a 95% da energia
como biogas (PANT E ADHOLEYA, 2007). A producdo de metano estd diretamente
relacionada a reducdo da DQO e, dependendo da d4gua residuaria a ser tratada,
aproximadamente 90 a 95 % da DQO é convertida a CHs (MC CARTY, 1966; BOENING e
LARSEN, 1982; LAQUIDARA BLANC e SHANGHNESSY, 1986; SPEECE, 1996).

No presente trabalho a digestdo anaerdbia possibilitou uma expressiva reducdo na
turbidez e nos teores de nitrato de, aproximadamente, 85% e 78%, respectivamente (Tabela
5). Ndo ocorreram variagGes significativas nos valores de pH das amostras do afluente e
efluente do reator anaerdbio, evidenciando que o sistema se encontrava em estado de
equilibrio entre a fase acetogénica (produgdo de acidos) e seu consumo para a producdo de

metano (metanogénese).

Crescimento de Chlorella vulgaris em culturas utilizando diferentes concentragdes de

vinhaga

A vinhaca efluente do processo anaerdbio possibilitou o crescimento da Chlorella
vulgaris, nos seguintes tratamentos: VD-T01, VD-T02, VD-T03; enquanto que, na vinhaca
afluente do digestor anaerdbio, somente no tratamento VND-TO3 foi observado

crescimento.

Nas demais concentracdes houve perda de biomassa, além da formacao de “grumos”
que favoreceram a aderéncia e sedimentacdo da microalga, apesar da agitacdo. Esta
resposta pode estar associada a compostos complexos de dificil degradacdo pela alga,
presentes como compostos fendlicos, e a elevada cor e turbidez da vinhaca. Esses resultados
indicam que nas condi¢des VND-TO1 e VND-T02 h3, possivelmente, algum efeito inibidor da
vinhaga sobre o crescimento da microalga. A vinhaga, um dos mais ricos residuos industriais
em nutrientes, apresenta uma cor escura devido a presenca de melanoidina, o que dificulta
sua utilizagdo como meio de cultura de microalgas. As melanoidinas, polimeros de alto peso
molecular, formados pela rea¢do de Maillard e compostos fendlicos (acido tanico e himico),
sdo frequentemente indicadas como téxicas para os microorganismos propicios aos

biotratamentos de efluentes, e altamente recalcitrantes, além de possuirem propriedades
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antioxidantes (MIGO et al., 1993; MOHANA ET AL., 2009; PANT E ADHOLEYA, 2007); sdo de
dificil degradacdo através de tratamento anaerdbio e, desta forma, tratamentos aerdbio e
fisico-quimico sdo utilizados para refinar o processo (WILKIE et al. 2000). Kalavathi (2001)
obteve degradacdo de 5% da melanoidina utilizando a cianobactéria Oscillatoria boryana;
descobriu que o organismo liberava peréxido de hidrogénio, ions hidroxila e oxigénio
molecular durante a fotossintese, resultando em uma descoloracdo de 60% em vinhaca
diluida. Esse estudo também sugeriu que se poderia usar melanoidina como fonte de
nitrogénio para cianobactérias. Mas também é possivel o consdrcio entre espécies como
relatado por Valderrama (2002), onde o tratamento combinado da Chlorella vulgaris,

seguido por Lemma minuscula, resultou na remogao de 52% na cor da vinhaga.

O perfil do crescimento e a composicao celular da Chlorella vulgaris cultivada em
vinhaca nas diferentes condi¢des pode ser visto nas Figuras 3 e 4, respectivamente. Nao foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos para carboidratos. Os valores
encontrados para proteinas e lipidios totais ndo apresentaram diferenca significativa entre
os tratamentos VD-T01, VD-TO2 e VD-T03, embora tenha sido observada diferenca
significativa destas condicGes em relacdo ao tratamento VND-T03; entretanto, foi no
tratamento VD-TO3 que um maior acimulo de proteinas e lipidios totais foi observado,

enquanto que em VND-T03 o acumulo de carboidratos foi favorecido.

Os efeitos dos diferentes tratamentos sobre a cinética do crescimento e a
produtividade volumétrica lipidica nas diferentes condi¢des de cultivo com a vinhaga podem

ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros cinéticos comparando o crescimento da Chlorella vulgaris em diferentes concentragdes de
meio: efluente do digestor anaerdbio (VD-T01, VD-T02, VD-T03) e afluente do digestor anaerobio (VND-TO1,

VND-T02, VND-T03),

VD-TO1 | VD-T02 | VD-T03 | VND-TOI | VND-T02 | VND-T03
Pdwt (mg 1" d™) 70 62 47 0 0 3
n(dh 0,76 0,56 0,45 0 0 0,1%
Conteudo lipidico (%) 23,68 24,95 26,45 20%* 20%* 20,53
Lipidio total (mg I™") 75 64 54 0 0 11
Produtividade Lipidica (mg I d™) 17 15 12 0 0 0,5%

* R%= 0,48
** Valor estimado

O melhor resultado em termos de produtividade em biomassa e lipidica foram
respectivamente 70 mg I* d* e 17 mg I d”*, obtido na condi¢cdo VD-TO1. Apesar do melhor
rendimento, este resultado ndo diferiu significativamente nos demais tratamentos de
vinhaca digerida (VD-T02 e VD-T03), porém diferiu significativamente da VND-T03. Dentre os
tratamentos de vinhaca digerida, foi a condicdo VD-TO3 que proporcionou o maior
percentual de lipidios totais (26,45%). Andrade (2010) observou um melhor desempenho
com relagdo ao crescimento da Chlorella sp utilizando 0,20% de vinhaga, em dias alternados,
no enriquecimento do meio de cultivo, tamponado com 10g/L de bicarbonato de sédio.
Nestas condicdes, a Chlorella sp apresentou 5x10° cel/mL, rendimento de 0,08g/L e 17% de
lipidios totais. Mas ndo houve sucesso na adaptacao da cianobactéria Spirulina platensis ao
meio enriquecido com a vinhaca, condicdo em que a cultura desta microalga entrou
rapidamente na fase de declinio. Barrocal et al. (2010) demonstraram que, no cultivo em
batelada, a espécie Spirulina maxima foi capaz de crescer em meio Schlésser contendo até
5g/L de vinhaca diluida, resultante da fermentacdo da beterraba. Concentra¢des de
biomassa variando de 3,5 e 4,8 g/L, com produtividades de 0,15-0,24 (g I d'l) e taxas

especificas de crescimento de cerca de 0,1d™ foram conseguidas.

Os resultados do presente trabalho vém confirmar dados de literatura (HU et al.,
2008; REINHER, 2003), indicando que, sob estresse nutricional (muitas vezes representado
pela escassez de nitrogénio no meio), ocorre um redirecionamento metabdlico voltado para
a producdo de lipidios de estocagem, na maioria dos casos, representados por triacilglicerdis

(TAG). O nitrogénio, importante elemento para o metabolismo das microalgas, contribui
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para a formacdo de proteinas, essencial para a reproducdo celular e crescimento das
culturas em biomassa. Estudos mostram que a biossintese e acumulo de lipidios é
aumentada em culturas com privacdo ou limitacdo de nitrogénio (THOMPSON, 1996;
RICHMOND, 2004). A redugdo na quantidade de nitrogénio no meio de cultura possibilita

que lipidios e carboidratos sejam sintetizados preferencialmente (REINHER, 2003).

Quando os niveis de nitrogénio da célula caem, a fotossintese continua, embora a
uma taxa reduzida. O fluxo de carbono, fixado na fotossintese, é entdo desviado da rota de

sintese de proteinas, para a sintese lipidica ou de carboidratos.

Dentro do mesmo género Chlorella algumas cepas encontradas acumularam grandes
guantidades de amido, na auséncia de nitrogénio, enquanto que outras acumularam lipidios
neutros (RICHMOND, 1986). Comportamento semelhante pode ser observado em situacdes

de privagao ou limitacdo de fésforo (RICHMOND, 2004; MAHASNEH, 1997; HU et al., 2008).

Cultivo de Chlorella, contendo 0,25 mg It de fosfato apresentou 15,7% de proteina e,
com aumento dessa concentracdo para 0,50 mg I a quantidade de proteina alcancou 37%
(MAHASNEH, 1997). Entretanto, no presente trabalho foi observado acumulo de 66% de

proteinas na biomassa, em meio contendo 4 mg |"* de fosfato (VD-T03) (Tabela 5).

A Chlorella vulgaris ndo conseguiu resistir as condicdes oferecidas nos tratamentos
VND-TO1 e VND-TO2. Vale ressaltar que a vinhaca foi diluida com esgoto de saida de uma
estacdo de tratamento e que nenhum nutriente foi adicionado, diferentemente do
experimento elaborado por Oztiirk e Demir (2001) que testaram 7 concentrag¢des de vinhaca
(0; 1; 2; 2,5; 3; 5; 10%) sobre o crescimento da Chlorella sp. Bejerinck e Tetraselmis suecica.
Eles observaram que ha aumento no conteddo de pigmento fotossintético, proteinas e
concentracdo celular, ocorrendo o decréscimo nos valores destes parametros em
concentragdes acima de 3% de vinhaga, quando comparado com meio de cultura padrao.
Chegando a resultados semelhantes, Kadioglu e Algur (1992) observaram aumento de
pigmentos fotossintéticos e favorecimento do crescimento celular em baixas concentragées
da vinhaga (1-5%) em Chlamydomonas reinhardii, enquanto que, em concentra¢des acima
de 10% observaram uma reducdo significativa na concentragao celular, quando comparada

com o uso de um meio padrao.
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Bonini (2012) estudando os efeitos do cultivo mixotréfico e heterotrofico de
Aphanothece microscopica Ndégeli e Chlorella vulgaris em meios com adicdo de fontes de
carbono organico e em vinhaca, selecionou, em ensaios mixotréficos, concentracdes étimas
de 25 e 12,5g/L de glicose, 0,5 e 1,25g/L de acetato de potassio e 0,46 e 0,92g/L de glicerol,
como ideais para o cultivo de Aphanothece e Chlorella, respectivamente, se refletindo em
velocidade especificas de crescimento entre 0,173d™ e 1,03d™. Nos ensaios heterotréficos,
verificou taxas especificas de crescimento iguais ou superiores para ambas as microalgas em
todas as fontes de carbono avaliadas, com redugdes entre 30,4 e 90% da concentragdo inicial
dos substratos. Os ensaios com vinhaca demonstraram a possibilidade de utilizacdo deste
residuo como meio de cultivo para ambas as microalgas, com alta conversdo em biomassa
pela Aphanothece. Nestas condi¢Bes, foram verificadas remogdes de 55,5% de glicose, 60,8%
de DQO e 13% de potdssio para a cianobactéria, e de 83,7% de glicose, 25% de DQO e 13,8%
de potassio para Chlorella.

Tabela 5. Variaveis fisico-quimicas (inicial e final) nas diferentes condigdes utilizadas para o cultivo de
Chlorella vulgaris.

VD-TO1 VD-T02 VD-TO03 VND-TO03
DQO (gL™)

Inicial 0,200+£0,014 | 0,100+0,007 [ 0,050+0,004 | 0,325+0,023

Final 0,119+0,008 | 0,070+0,005 | 0,027+0,002 | 0,083+0,006
Fosfato (gL'l)

Inicial 0,014+0,001 | 0,007+0,001 | 0,00440,001 | 0,004+0,0002

Final 0,0 0,0 0,0 0,0
Potassio (gL'l)

Inicial 0,038+0,002 | 0,019+0,001 | 0,010+0,001 | 0,008+0,001

Final 0,030+0,002 | 0,015+0,001 | 0,009+0,001 | 0,012+0,001
Nitrato (gL™)

Inicial 0,002+0,0 0,001+0,0 0,000 0,002+0,0

Final 0,0 0,0 0,0 0,0
Aménia (gL™")

Inicial 0,020+0,0 0,010+0,0 0,005+0,0 0,000+0,0

Final 0,0 0,0 0,0 0,0

Turbidez (NTU)
Inicial 85+1,31 43+0,95 21+0,38 65+1,14
Final 0,8+0,06 0,4+0,03 0,2+0,02 0,8+0,06
pH
Inicial 6,7+0,1 6,7+0,1 6,7+0,1 6,7+0,1
Final 7,0+0,1 7,5+0,1 7,3+0,1 7,0+0,1

VD: vinhaga digerida

VND: vinhaga ndo digerida
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A digestdo anaerdbia produziu um efluente que possibilitou o crescimento da

microalga Chlorella vulgaris. Apds a colheita da biomassa do meio é possivel utilizd-lo na

prépria diluicdo da vinhaga afluente em um novo processo de digestdo, bem como, em uma

etapa subsequente a extracdo de compostos de interesse (a exemplo de lipidios, pigmentos,

carboidratos, dentre outros), é possivel utilizar a prépria biomassa algal para alimentar o

reator anaerdbio para a digestdo da vinhacga (Figura 5). Chisti (2007) reporta uma qualidade

do biogas de 16,2-30,6MJ m, além de mostrar um rendimento de: 0,15-0,65m> Kg'lbio,.n;,]ssa

seca Na digestdo da biomassa algal.
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Figura 5. Ciclo de produgdo do cultivo de microalgas a partir de integragdo com uma usina sucroalcooleira.
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CONCLUSOES

O uso da vinhaca diluida (com esgoto a uma concentracdo final de 2gDQOb/L) ndo
digerida nas condi¢cdes VND-TO1 e VND-T02 ndo propiciou o crescimento de C. vulgaris,
possivelmente, em virtude da presenca de concentra¢des ainda tdxicas de compostos
fendlicos. Apesar do crescimento na condicdo VND-TO3, foi observada baixa taxa de
crescimento de C. vulgaris (0,1 d™) que se refletiu na baixa producio em biomassa (3mg ' d”

!) e baixa produtividade lipidica (0,5mg I"* dia™).

A vinhaca diluida (com esgoto tratado a concentracdo final de 2gDQOb/L) digerida
(anaerébia) VD-TO1, propiciou o melhor resultado em crescimento (0,76 d*), o que
favoreceu uma melhor produtividade em biomassa (70 mg I d*) e uma maior produtividade

lipidica em relacdo aos demais tratamentos.

Em vista do exposto e da possibilidade de formagao de metano que contribui para
agregar valor ao processo de digestdo da vinhaga para uso como fonte de nutrientes em
cultivos de microalgas, este residuo industrial pode vir a ser um importante fator de
viabilidade econOGmica para cultivos de microalgas em escala, visando a producdo de
biocombustiveis, cujos custos ainda ndo sdo competitivos em relagdo aos combustiveis

fosseis.

Os resultados do presente trabalho sdo uma evidéncia da viabilidade da utilizacao
deste efluente industrial como fonte de nutrientes em cultivo da espécie Chlorella vulgaris.
Em virtude das similaridades no metabolismo de microalgas em geral, sobretudo das
Chlorophyta, os resultados também sugerem a possibilidade de uso deste residuo para o

cultivo de outras espécies.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Com resultados satisfatorios, o presente trabalho indica a viabilidade do tratamento
anaerdbio da vinhaca em gerar um efluente capaz de suprir as necessidades para o
crescimento da microalga Chlorella vulgaris. Com isso, é possivel a integracdo do cultivo a
usina sucroalcooleira, no que diz respeito ao aproveitamento do residuo tratado, além do

CO, gerado.

O trabalho mostra resultados que fecham o ciclo de produ¢do da microalga (Figura
5). A alga é cultivada em efluente de reator anaerdbio (vinhaca tratada), apds colheita; este
meio pode ser utilizado para diluir a prépria vinhaga para um novo processo de tratamento
anaerdbio; e a biomassa, apds seca e com os produtos de interesse extraidos, pode ser
utilizada na alimentacdo de reatores anaerdbios que tratardo a vinhaca. A digestdo da
vinhaca com a biomassa ird gerar CO, que também pode ser utilizado para crescimento do

cultivo, além da producdo de metano como outra fonte de energia renovavel.
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