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RESUMO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de cana-de-acucar. Na inddstria
sucroalcooleira, grande parte do processamento da cana-de-agucar € destinado para a
producdo do bioetanol. No entanto, este produto gera grandes quantidades de efluentes
com alto potencial poluidor e que comumente retornam a lavoura, sem nenhum
tratamento prévio, ocasionando problemas severos ao solo e a gua, devido a alta carga
organica, além da presenca de substancias toxicas. Para isso, diversos sdo 0s estudos que
buscam minimizar os impactos oriundos de residuos da industria sucroalcooleira, tais
como a vinhaga. O cultivo de microalgas em vinhaca da cana-de-agucar € uma alternativa
para o tratamento do residuo, e, adicionalmente, capazes de alcancar produtividades
significativas de serem utilizadas como matéria prima de baixo valor agregado. No
entanto, autores evidenciam a necessidade de diluicdo do meio para a eficiéncia no cultivo
em altas concentracdes de vinhaca. A industria sucroalcooleira € intensiva no uso de dgua
em seus processos, contudo, possui também grande quantidade de agua residual do
processo industrial, que aliada a vinhaca pode ser uma alternativa estratégica para uso
como meio de cultivo. Além disso, a recirculacao da 4gua no sistema pode contribuir para
adaptacdo e rendimento de biomassa algal. Assim, este estudo avaliou o cultivo de
microalgas em efluentes da inddstria sucroalcooleira, bem como no meio recirculado,
utilizado para diluicdo da vinhaca agua. As fases de cultivo (P) foram realizadas sob
condicBes controladas. Em P1 foi avaliado o cultivo de microalgas em vinhaga em
diluicdes (1%,5%,10%,15%,20%), P2 testou as melhores dilui¢bes (1%,5%,10%) em P1
e avaliou a possibilidade de reaproveitamento do meio de cultura nas dilui¢bes de 1%
(S1%) e 5% (S5%). Em seguida foram realizadas fases de cultivo P3, P4 e P5. Em P3 foi
avaliado o comportamento da inser¢do da agua de reuso da indlstria em diferentes
diluicdes (25%, 50%, 75%, 100%) com 5% de vinhaca. Foi contado que a melhor
condigdo pra o cultivo com agua residuéria ocorreu com 50% de diluicdo. Em P4 e P5
foi evidenciado que os efluentes do processo industrial juntamente com o sobrenadante
da recirculacdo do cultivo podem ser aproveitados para o atendimento da demanda de
agua do sistema. Dessa forma, a combinacdo dos efluentes foi satisfatoria, alcancando
altas eficiéncias na remocao dos poluentes assim como altas produtividades de biomassa,
garantindo viabilidade na recirculacdo da agua no sistema.

Palavras-chave: Cultivo em vinhaga da cana-de-aglcar. Recirculacdo de meio de
cultivo. Agua residual da industria sucroalcooleira. Balanco hidrico na industria.



ABSTRACT

Brazil is one of the world's largest producers of sugar cane. In the sugar-alcohol industry, a
large portion of sugarcane processing is used to produce bioethanol. However, this product
generates large amounts of wastewater with a high pollution potential. This wastewater is
often returned to the fields without prior treatment, causing serious problems for soil and
water due to the high organic load and the presence of toxic substances. For this reason,
several studies have been carried out on the minimization of the impact of wastes from the
sugar-alcohol industry, such as vinasse. The cultivation of microalgae in sugarcane vinasse is
an alternative way to treat this waste, and is also capable of achieving significant yields and
being used as a low value raw material. However, some authors have highlighted the need to
dilute the medium in order to cultivate efficiently in high concentrations of vinasse. The
sugar-alcohol industry is an intensive user of water in its processes, but it also has a large
amount of wastewater from the industrial process, which together with vinasse could be a
strategic alternative for use as a growing medium. In addition, the recirculation of water in
the system can contribute to the adaptation and yield of algal biomass. Therefore, this study
evaluated the cultivation of microalgae in wastewater from the sugar-alcohol industry, as well
as in the recirculated medium used to dilute vinasse water. The cultivation phases (P) were
carried out under controlled conditions. P1 evaluated the cultivation of microalgae in vinasse
in dilutions (1%, 5%, 10%, 15%, 20%), P2 tested the best dilutions (1%, 5%, 10%) in P1 and
evaluated the possibility of reusing the culture medium in dilutions of 1% (S1%) and 5%
(S5%). Then the cultivation phases P3, P4 and P5 were then carried out. In P3, different
dilutions (25%, 50%, 75%, 100%) of industrial wastewater mixed with 5% vinasse ware
evaluated. The best dilution combined with 5% vinasse was 50%. P4 and P5 showed that the
effluent from the industrial process, together with the supernatant from the culture
recirculation, can be used to satisfy the water demand of the system. In this way, the
combination of effluents was satisfactory, achieving high efficiencies in the removal of
pollutants as well as high biomass yields, ensuring the viability of the recirculated water in
the system.

Keywords: Cultivation in sugarcane vinasse. Recirculation of cultivation medium. Waste
water from the sugar and alcohol industry. Water balance in industry.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

No panorama do setor agroindustrial, a industria sucroalcooleira se destaca como
uma das mais predominantes em mais de 130 paises, especialmente em paises em
desenvolvimento. Atualmente, a industria sucroalcooleira desempenha um importante
papel em questdes econdémicas sendo uma das principais geradoras de empregos em
muitas regies da Asia, Africa e América do Sul (PODDAR; SAHU, 2017).

A fabricacdo de bioetanol, como um produto industrial, ¢ amplamente disseminada
entre as usinas de cana-de-agucar, frequentemente associada as destilarias autbnomas ou
anexas a fabricacdo do acucar, sendo a fermentacao usada para a sua producao a partir do
caldo o do melago da cana..

Atualmente, biorrefinarias estdo ganhando destague com a integracdo de diversas
industrias baseadas na biomassa da cana-de-agcUcar como matéria-prima. A expansao e
promocdo da producdo de bioetanol tém gerado uma concorréncia crescente por recursos
hidricos em varias partes do mundo (FITO et al., 2023). Na biorrefinaria, espera-se que a
biomassa seja submetida a processos fisico-quimicos e bioldgicos para producdo de
biocombustiveis, energia, materiais e produtos quimicos contribuindo significativamente
para a melhoria do meio ambiente além dos beneficios econémicos associados a inddstria
sucroalcooleira.

No entanto, o crescimento rapido da industria sucroalcooleira em todo o mundo
também tem resultado na producdo de um volume significativo de efluentes liquidos,
muitas vezes descartados de forma inadequada no ambiente. Esses efluentes causam danos
ambientais severos ao solo e a gua. As caracteristicas fisicas e quimicas da vinhaga, como
a elevada carga organica e presenca de nutrientes, e seu elevado potencial poluidor séo
comumente evidenciados em pesquisas afim de evitar praticas inadequadas, minimizando
assim os impactos ambientais significativos (CALIXTO et al., 2016; ENGIN et al., 2018;
SIQUEIRA et al., 2022) .

A producdo de bioetanol e a gestdo adequada de residuos industriais
sucroalcooleiros representam desafios na busca por alternativas energéticas sustentaveis e
praticas ambientalmente corretas. Diante do exposto, o cultivo de microalgas em vinhaga,

um subproduto da industria sucroalcooleira, € uma pratica promissora (MARQUES et
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al.,2013; CALIXTO et al., 2016; ENGIN et al., 2018; SOTO et al., 2021). O cultivo de
microalgas utilizando a vinhaga como meio de cultura contribui para a remogéo eficaz de
nutrientes e poluentes da vinhaga, assim como permite a produgéo simultanea de biomassa
microalgal, que pode ser transformada em biocombustiveis, bioplasticos e outros produtos
de valor agregado. Neste contexto, este estudo busca explorar alternativas e inovacoes no

cultivo de microalgas em vinhaga da cana-de-agucar.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a producédo de microalgas cultivadas em vinhaca e agua residuaria de usina

de cana-de-agUcar

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a viabilidade de crescimento de microalgas em vinhaca e a necessidade de

diluicdo do meio de cultivo;

o Avaliar a recirculacdo do meio e a mistura da agua residual do processo industrial

como agente diluidor da vinhaca no cultivo de microalgas;

o Avaliar a produtividade da biomassa algal e o potencial de tratamento da vinhaga em

diferentes diluices;

o Determinar a composic¢édo bioquimica da biomassa produzida em diferentes diluigdes;
o Avaliaro balanco hidrico do meio de cultivo considerando a recirulacdo da agua

residuaria do processo sucroalcooleiro como agente diluidor da vinhaca.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 INTRODUCAO

A busca por solugdes sustentaveis para lidar com os residuos industriais e a produgdo
de energia renovavel tém se tornado uma prioridade global. Nesse contexto, a relacao entre
microalgas e vinhacga tem despertado grande interesse devido ao seu potencial para abordar
desafios ambientais e energéticos de forma integrada e inovadora. As microalgas,
apresentam uma notavel capacidade de crescimento e tém sido exploradas em diversas
aplicagdes, incluindo a purificacdo de aguas residuais e a produgdo de biomassa rica em
nutrientes. Por outro lado, a vinhaca, um subproduto da industria sucroalcooleira,
representa um desafio ambiental significativo para seu tratamento e minimizacdo do
potencial poluidor, devido principalmente a sua alta carga organica. Dessa forma,
configuragdes diferentes de cultivo de microalgas em vinhaga tém sito alvo de estudos e
pesquisas, afim de identificar melhores eficiéncias de produtividade e remocdo de

poluentes e, consequentemente tornar-se-a uma pratica sustentavel.

3.2 Cultivo de microalgas em aguas residudrias

As microalgas tem sido largamente estudadas devido ao potencial de aplicacéo
comercial em diferentes areas e sua importancia ambiental. S8o microrganismos
fotossintetizantes e heterotroficos com com alta capacidade de assimilacdo de COa,
crescimento acelerado e consequentemente alta eficiencia na producdo de biomassa. A
partir da biomassa, esses microrganismos podem apresentar altas concentraces de
lipideos, proteinas, amido, glicerol e pigmentos naturais (WANG et al., 2016). Autores
indentificam as microalgas, como microorganismos que apresentam diversas inovagdes
ambientais e aplicagcdes, como: alimentagdo animal e humana, industria farmaceutica,
tratamento de aguas residuais, geracdo de biocombustiveis, dentre outras (DERNER et al.,
2016; SCHMITZ et al., 2012; LOPES et al., 2012).

Aguas residuais sio identificadas para o cultivo de microalgas por muitas das vezes
possuirem caracteristicas de alta concentracdo de nutrientes, que favorecem o crescimento
da biomassa algal. Dessa forma, a utilizacéo de residuos com caracteristicas que favorecem
0 crescimento algal, € uma possibilidade, principalmente pela remocéo de carga orgénica
e nutrientes diminuicdo do alto potencial poluidor, representando consequentemente uma
alternativa de tratamento (ZHANG et al., 2018).

Com base nos efluentes domesticos, agricolas e industriais, o tratamento primario e
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secundario, ainda que em condi¢des favoraveis, removem somente solidos suspensos e a
carga organica, respectivamente. Alguns compostos organicos continuam presentes e com
isso sdo langados em corpos dagua causando inumeros prejuizos a biota aquatica daquele
ambiente (MOUCHET, 1986; ABDEL-RAOUF et al., 2012). No Brasil, o tratamento
secundario é o nivel mais empregado. Para a remocéo de carga indrganica, € necessario 0
tratamento terciario, geralmente com a utilizacao de agentes quimicos, que sao tratamentos
complexos (ABDEL-RAQUF et al., 2012). Contudo, existem biotecnologias com alto
desempenho e baixo custo que viabilizam o tratamento terciario (WANG et al., 2016),
como o processo de cultivo de microalgas nas aguas residuais. Nesse tipo de tratamento ha
a possibilidade de biorremediacao dos efluentes, assim como a producédo de biomassa algal.

O Brasil, sendo um dos maiores produtores de bioetanol de cana-de-agUcar no
mundo, deve-se atentar as praticas de biorremediacdo da vinhaga. O cultivo de microalgas
em vinhaca é uma alternativa a fim de reduzir os efeitos negativos ambientais que a préatica
comum de fertirrigacdo sem tratamento prévio provoca no solo, ar e &gua. Muitos autores,
sugerem a vinhagca como meio de cultura alternativo para o cultivo de microalgas como
exemplicado na Tabela 1 (OLIVEIRA; CACERES, 1986; KADIOGLU; ALGUR, 1992;
MITRA et al., 2012; BUDIYONO et al., 2014; COCA et al., 2015; SANTANA et al.,
2016; JIANG et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2022).

Tabela 1 - Estudos de cultivo de microalgas em vinhaca de cana-de-agucar.

Espécies Concentracdo de Eficiéncia de Biomassa Composicao Referéncias
Vinhaga remocéo (mg. (L.d)) bioquimica
(%(viv))
Chlorella sp. 100 40,3 Proteina: Calixto et
~45% al. (2016)

Carboidrato:
~30%

Lipidio: ~7%

Proteina:

~32%
Chlamydomonas 100 53,3 Protefna: Calixto et
sp. ~32% al. (2016)

Carboidrato:
~45%
Lipidio:
~14%
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Lagerheimia
longiseta
(D133wC)

Pediastrum tetras

(D121WC)

Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris

100

100

100  (vinhaca
digerida)

20 (vinhaca
diluida com

esgoto tratado)

10
25
75

30
40
60
90

14

4,2

DQO: 40,5% 70,0
PO4*: 100%
N-NH4*:100%

DQO: 74,5% 3,0
PO4*: 100%
N-NH4*:100%

COT: 85% 50.0 £20.0
PO4®: 25% 150.0 + 40.0
TKN: 38% 240.0 £ 60.0
Para 28.0+£15.0
concentragéo 47.0£32.0
de 90%: 168.0+97.0
DQO: 49% 337.0+£64.0
DBO: 70%

Proteina: Calixto et
~50% al. (2016)
Carboidrato:

~35%

Lipidio:

~14%

Proteina: Calixto et
~55% al. (2016)
Carboidrato:

~26%

Lipidio:

~14%

Proteina: Marques et
~63% al. (2013)
Carboidrato:

~14%

Lipidio:

~23%

Proteina: Quintero-
63% Dallos et al.
Carboidrato: (2019)

16%

Lipidio:

~20%

Protein: Ruas et al.
~47% (2018)
Carboidrato:

~4.21%

Lipidio:

~1.73%

Para Soto et al.
concentragéo (2021)
de60%:

Proteina:

~25.16 %

Carboidrato:

~74.41%

Lipidio:

~0.42%

Fonte: Siqueira et al. (2022).
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Estudos identificam o cultivo de microalgas em vinhaca e relatam resultados
interessantes. Na Tabela 1 s&o identificados valores significativos de remocéo em relacéo
as variaveis ambientais, além de ressaltar a composicao bioquimica das microalgas no
cultivo. Vale salientar a presenca de altas quantidades de protéinas nas microalgas
encontradas nesses estudos, podendo estas ser alvos de processos de conversao para demais

produtos, principalmente voltados para a alimenta¢do animal e humana.

3.3 Fatores que influenciam o cultivo

A relacdo entre fatores quimicos, fisicos e biologicos tem fundamental importancia
para o crescimento algal, podendo otimizar ou inibir seu desenvolvimento (DERNER,

2006). Efeitos como a luz, temperatura, pH e nutrientes sdo abordados a seguir.

3.3.1 Nutrientes

Os nutrientes que influenciam o crescimento das microalgas podem ser classificados
em macronutrientes e em micronutrientes. Os macronutrientes influenciam no processo de
troca de energia, regulacdo da atividade metabdlicas, entre outras importantes funcdes ao
crescimento da microalgas. Sdo caracterizados por elementos quimicos como oxigénio,
hidrogénio, nitrogénio, carbono, sédio, célcio, fosforo, potéssio, ferro, enxofre e silicio
(LOURENCGCO, 2006; ANDRADE; FILHO, 2014). Os micronutrientes que influenciam nos
arranjos das organelas como os ribossomos e nas estruturas das enzimas metabolicas, podem
ser caracterizados pelos elementos como cobre, zinco, manganés, boro e molibdénio
(ANDRADE; FILHO, 2014). No entanto, vale ressaltar a matéria organica, o nitrogénio e o

carbono, como elementos essencias para a produtividade de microalgas.

3.3.1.1 Nitrogénio

O nitrégenio € um elemento essencial para o desenvolvimento microalgal e producéo
da biomassa. Baixas concentracdes do elemento podem acarretar a sintetizacdo de
carboidratos e lipidios no meio de cultivo (RIGANO et al., 1998).

O nitrogénio na agua ou efluentes é encontrado principalmente na forma de
nitrogénio amoniacal (N-NH4"), nitrato (N-NOs) e uréia. O pH do meio, afetard a
assimilacdo de nitrato ou nitrogénio amoniacal. Para microalgas, € preferivel a assimilagédo
na forma de nitrogénio amoniacal (N-NHs") (KAPLAN et al., 1986; GROBBELAAR,
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2013).

Microalgas quando cultivadas em meios que possuem nitrdgenio em forma de nitrato,
devem realizar reducéo do nitrato por meio das enzimas nitrato-redutase e nitrito-redutase,
para a formacéo de amonia, havendo gasto de energia celular (CORNET;DUSSAP;GROS,
1998). No entanto, através da fotossintese, a liberacdo de oxigénio pode favorecer o
aparecimento de bactérias nitrificantes que podem converter nitrogénio amoniacal em
nitrito e nitrato.

A reducdo de CO; é evidenciada em funcdo do desenvolvimento da biomassa algal
pela fotossintese, tornando o pH mais basico e formando a amonia livre (NH3) pela
dissociacdo do ion amdnio (ANDRADE; FILHO, 2014). Esse cenario pode ser inibidor ao
crescimento microalgal (AZOV; GOLDMAN, 1982). Em ambientes aquéticos, 0 NH3 é
considerado toxico para o sistema de osmorregulacdo por ser um elemento que inibe as
trocas gasosas entre a microalga e o meio de cultivo.

A vinhaca, em relacdo as formas encontradas de nitrogénio, possui N-NOgz™ variando
de 441 - 650 mg.L, N-NH." variando de 24 - 45 mg.L™ e nitrogénio total Kjeldahl (NTK)
variando de 40 - 4.000 mg.L! (DEL NERY et al., 2018; PARSAEE; KIANI; KARIMI,
2019).

3.3.1.2 Fésforo

O fosforo € um elemento responsavel pelas partes estruturais e funcionais da célula,
importante para a reproducdo e desenvolvimento microalgal assim como atividades
metabolicas (HU, 2013).

O fosforo é encontrado em meio aquoso na forma de fosforo total, sendo orgéanico e
inorganico. O fésforo organico é formado por matéria organica e o inorganico pelas fragdes
soltvel e insolavel do fosforo (ARANTES, 2019). FracGes soluveis, sdo formadas por
fosfatos organicos, fosfatos condensados e ortofosfatos (PO4>, H.PO4” HPO4?, que podem
ser de diferentes formas, conforme a variacdo de pH do meio (CHAO, 2006). Em meios de
pH mais baixos, o fosforo é encontrado na forma de H2PO4, e em meios de altos valores
de pH, as formas sdo POs* e HPO.? (FAQUIN, 2005; NUVOLARI, 2011; PARRON;
MUNIZ; PEREIRA, 2011). A precipitagdo do fésforo ocorre em condigdes de pH elevado
(GARCIA; MUJERIEGO; HERNANDEZ-MARINE, 2000; CRAGGS, 2005).

Em meio com teores de calcio e aluminio, o fosforo pode sofrer precipitagdo em
forma de fosfato ferroso ou fosfato de calcio, limitando a disponibilidade e interferindo na
producdo microalgal (BELAY, 2013). A remocdo do fdsforo estd diretamente ligada a
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concentracdo de nutrientes, luminosidade e variabilidade de espécie (ASLAN; KAPDAN,
2006).

O processo de remocéo do fésforo em um meio de cultivo, ocorre através da absor¢ao
na biomassa frente a capacidade de armazenamento do fésforo em forma de fosfato e
posteriormente, utilizacao desse elemento em condicGes limitantes (VIEIRA et al., 2012).
A assimilacdo do fésforo pelas microalgas, geralmente ocorre logo na fase inicial do
crescimento microalgal e posteriormente é liberado ao meio na fase de crescimento
exponencial. Com o nitrogénio, a assimilacdo ocorre gradativamente ao longo do
crescimento do microrganismo (WATANABE; TANABE, 2013).

A composicao da vinhaca em relacdo ao fosforo é diversa, variando de 1 a 190 mg.L"
1 (PARSAEE; KIANI; KARIMI, 2019; LYRA et al., 2003).

3.3.1.3 Carbono

O carbono é um macronutriente essencial para o desenvolvimento das microalgas
(LOURENCO, 2006). Em meio aquoso, o carbono inérganico € encontrado de diferentes
formas, como carbonato (COs’), bicarbonato (HCO3") e di6xido de carbono (CO2), sendo
essencial ao crescimento algal (MOHEIMANI, 2012). A reacdo a seguir, mostra a relagéo
estequiométrica da fotossintese (SASI, 2009; LIANG; SARKANY; CUI, 2009).

12 H,0 + 6 CO, = 6 0, + 6 H,0 + CsH,,05

As microalgas possuem diferentes capacidades da degradacao do carbono organico.
Espécies heterotréficas assimilam o carbono organico como fonte energia, além de fonte
de carbono (CHOIJNOCKA; MARQUEZROCHA, 2004). Espécies mixotroficas assimilam
o0 carbono orgéanico como fonte de carbono e realizam fotossintese (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010), e as espécies fotoheterotroficas assimilam compostos organicos como
fonte de carbono e carecem de luz como fonte de energia (CHOJNOCKA;
MARQUEZROCHA, 2004).

Microalgas séo espécies que normalmente utilizam o didxido de carbono como fonte
de carbono em condi¢cdes em que valores de pH sdo mais baixos, e que a disponibilidade
de COz é maior (ANDRADE, 2014). Em condices em que a faixa de pH é em torno de
6,5 a 10, utilizam o bicarbonato, devido ser a forma de carbono com maior disponibilidade
no meio (HOH; WATSON; KAN, 2016).

Em periodos com luminosidade, as microalgas tendem ao processo de fotossintese e
consequentemente acontece o aumento do pH do meio, devido a assimilagdo do CO>
(BERENGUEL et al., 2004). No entanto, o aumento do pH também pode ser ocasionado
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devido a desidratacdo do ion bicarbonato para a formacéo de CO2 e ions OH". O aumento
do pH por esses fatores sdo consequéncias do metalismo autotrofico das microalgas
(SHIRAIWA et al., 1993).

3.3.2 Matéria Orgénica

Para identificar a quantidade de compostos organicos em um meio, € utilizada a
demanda quimica de oxigénio (DQO), uma variavel ambiental frequentemente usada no
monitoramento das dguas oriundas de estacGes de tratamento de esgoto (AQUINO; SILVA,
CHERNICHARO, 2006). No Brasil, a Resolucdo CONAMA 430/11 dispbe sobre os
padrBes de lancamento de efluentes, porém ndo é estabelecido parametro para DQO. No
entanto, em legislagdes ambientais estaduais, existem valores parametrizados que
determinam o limite maximo de DQO para o langamento de efluente em corpos d’agua
(AQUINO; SILVA; CHERNICHARO, 2006). Em Minas Gerais, segundo a deliberacao
normativa conjunta COPAM/CERH-MG 01 de 2022, os efluentes de qualquer fonte
poluidora somente poderdo ser lancados, direta ou indiretamente, nos corpos de agua até
180 mg.L™. Ou ainda, para outros sistemas que ndo sejam efluentes de industria téxtil,
fabricacdo de celulose Kraft branqueada, sistemas de lixiviados de aterros sanitarios
municipais, € necessaria a reducao de no minimo 80% e média anual igual ou superior a
85%. Ja na Europa, o Conselho das Comunidades Europeias - Council of the European
Communities determinou a partir da Delibera¢do n° 91/271/EEC de 21 de maio de 1991,
que a concentracao de DQO para efluentes domésticos e industriais tratados seja inferior a
125 mg.L? ou eficiéncia de remocéo de 75%.

A DQO é obtida a partir da concentracdo de oxigénio dissolvido consumido ou néo
para a oxidacdo quimica da matéria organica (VALENTE; PADILHA; SILVA, 1997), e
geralmente determinada em laboratério através de métodos colorimétricos ou
titulométricos pela medicao indireta dos elementos que apresentam baixo teor de oxidagéo
no meio (AQUINO; SILVA; CHERNICHARO, 2006).

A DQO ¢é uma variavel ambiental que pode ser classificada em sollvel rapidamente
biodegradavel, composta por pequenas particulas biodegradaveis metabolizadas em um
curto tempo; séluvel lentamente biodegradavel; particulada biodegradavel, composta por
particulas maiores sendo necessaria a hidrolise extracelular para a metabolizacéo; e soluvel
ndo biodegradavel, composta por elementos dissolvidos acessiveis no interior da célula
microbiana ndo biodegradavel (HENZE, 1992; HENZE et al., 1987; WENTZEL et al.,
1999; DULEKGURGEN et al., 2006).
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As microalgas interagem em uma relacdo de simbiose com as bactérias no meio
aquoso. Elas produzem oxigénio, atuando como reservatério para a fixacdo de CO2, para
que haja a respiracdo das bactérias heterotréficas e degradacdo de matéria organica durante
o tratamento de efluentes (JIA; YUAN, 2016). Com essa interacdo, as concentracfes de
DQO podem ser reduzidas devido a mineralizagdo do carbono organico com o consumo de
oxigénio dissolvido (OD), além de que o crescimento das microalgas converte o carbono
inorganico em organico (SHEN; GAO; LI, 2017). Além disso, o crescimento das bactérias,
devido ao ambiente ser adequado ao metabolismo heterotréfico, como aqueles com altas

concentracdoes de matéria organica, pode inibir o crescimento de microalgas.

3.3.3 lluminacao

Um dos fatores mais importantes no crescimento microalgal é a iluminacéo, sendo a
principal fonte de energia em crescimentos autotrofos (SOLETTO et al., 2005). A
iluminacdo é um fator associado a producdo, desenvolvimento e consumo de carbono
(DERNER, 2006). A iluminacdo pode ser classificada quanto a intensidade e tempo de
exposic¢do (fotoperiodo) conforme comprimento de onda (DUBINSKY, 1990).

As microalgas sdo favorecidas em condicdes em que a faixa espectral de
luminosidade e absorcéo pelos pigmentos fotossintetizantes estdo entre 400 nm a 700 nm
(ANDRADE; FILHO, 2014).

Segundo Walker (2009), a efiéncia méaxima de conversdo fotossintética das
microalgas é de 1,3% a 2,4% devido ao efeito de fotoinibicao.

A vinhaca é um efluente caracterizado com alta turbidez e coloracdo escura
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Essa caracteristica pode inibir o desenvolvimento algal
devido a dificuldade da penetragdo da luz para o processo fotossintético (VELOSO et al.,
1991).

A alta intensidade luminosa, por outro lado, pode acarretar em danos aos receptores
de luz e diminuicdo na taxa produtividade fotossintética (BOUTERFAS; BELKOURA,;
DAUTA, 2002; MACEDO; DUARTE; FERREIRA, 2002; TORZILLO et al., 2003;
RICHMOND, 2004). Essa condi¢do no cultivo, pode acarretar nas microalgas o estresse
fotoinibidor, o que reduz a clorofila e elementos responsaveis pela captura de luz, e
acumulo de carotenoides secundarios que sdo responsaveis pela protegdo contra 0 excesso
de luz (HU, 2013).

Além dos fatores de alta luminosidade, pode ocorrer o autossombreamento, um

inibidor na absorcédo da luz pela microalga. Com o0 aumento na concentragao microalgal no
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meio, essas podem reduzir a luminosidade e consequentemente havera a reducdo da
atividade fotossintética e producdo microalgal (SOARES, 2010). Outros bloqueadores de
luminosidade sdo a concentracdo de matéria orgénica e solidos suspensos que podem
acarretar no bloqueio da incidéncia luminosa quando em altas concentracfes (ZHU et al.,

2013), 0 que € o caso da vinhaca.

3.3.4 Temperatura

Um dos fatores importantes no crescimento microalgal é a temperatura (RAS;
STEYER; BERNARD, 2013), visto que pode afetar taxa metabdlica, composicdo celular e
crescimento (ANDRADE; FILHO, 2014).

O crescimento microalgal pode sofrer alteracbes com mudancas bruscas de
temperatura, quando ja adaptado a uma certa temperatura (HARRIS, 1978). Assim, a
produtividade microalgal estd diretamente atrelada a constancia na temperatura
(ANDRADE; FILHO, 2014).

Em temperaturas acima do ideal as microalgas sofrem o estresse térmico e
consequentemente sdo alteradas as funcBes enzimaticas da atividade fotossintética,
ocasionando assim a inibicdo do crescimento microalgal (RATKOWSKY et al., 1983;
SALVUCCI; CRAFTS-BRANDNER, 2004).

A variacdo da temperatura no cultivo de microalgas pode acarretar efeitos na
composicao quimica das microalgas. Quando a temperatura € aumentada ha um aumento
na quantidade de proteinas e diminuicdo nos lipidios e carboidratos. Algumas espécies
também  sofrem alteracfes lipidicas que ocasionam na reducdo de acidos graxos

insaturados e aumento nos acidos graxos saturados (MORTENSEN et al., 1988).

3.4 Vinhaca de Cana-de-Agucar
3.4.1 Caracterizacdo da vinhaca de cana-de-agucar

A vinhaga advinda da cana-de-aglUcar apresenta altas concentracdes de matéria
organica, em termos de DQO, com valores que variam de 14,500 a 55,200 mg.L™". Além
de potassio, célcio, sédio e magnésio, como mostrado na Tabela 2.

A vinhaca é constituida por altas concentragfes de substancias de baixo peso
molecular caracterizados por &cidos organicos, alcoois e agucares, assim como compostos
fendlicos, melanoidinas e caramelos que sdo responsaveis pela coloragdo escura

(HATANO et al., 2008). Além disso, a vinhaca possui altas concentracdes de metais
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pesados como cobre, zinco, cromo e niquel, que sdo substancias que podem ser

identificadas no processo produtivo do bioetanol, abrangendo desde a composi¢do da

matéria prima, instalacdes, até o uso de produtos quimicos, dentre outros (WILKIE et al.,

2000).

Tabela 2 - Caracteristicas fisicas e quimicas da vinhaca de cana-de-acucar.

Parémetro Unidade Valores Referéncias
Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
pH - 3.25-4.97
(2019)
Demanda Quimica de Oxigénio Soluvel Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
mg.Lt  14,517-55,167
(DQOs) (2019)
Demanda Quimica de Oxigénio Total
mg.Lt  27,500-299,250 Santos et al. (2019)
(DQOTErrOI Indicador néo definido.)
Del Nery et al. (2018) —
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) mg.L* 5,046-47,636 Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)
) o Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
Nitrogénio Kjeldahl total (NTK) mg.L* 40-4,004
2019.
Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
Fosforo Total mg.L? 1-190
(2019)
. Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
Potassio (K) mg.L? 40-7,830
(2019)
Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
Sulfatos (SO472) mg.L? 14-6,400
(2019)
Del Nery et al. (2018) —
Solidos Totais (ST) g.L? 14.57-81.5 Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)
Del Nery et al. (2018) —
Soélidos Volateis Totais (SVT) g.L? 9.34-22.00 Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)
Del Nery et al. (2018) —
Sélidos Totais Suspensos (STS) g.L? 1,888-4,639 Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)
) ) Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
Sélidos Suspensos Volateis (SSV) g.L? 1,620-15,860
(2019)
] Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
Fendis mg.L? 450-469
(2019)
Del Nery et al. (2018) —
Ortofosfatos (PO4*) mg.L?  102.00-161.92  Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi

(2019)
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Razdo carbono-nitrogénio (C/N)

Nitrogénio amoniacal (N-NH4*)

Nitrato (N-NO3)

Acidos graxos volateis (AGV

Alcalinidade Total (CaCOs)

Calcio (Ca)

Ferro (Fe)

Sédio (Na)

Magnésio

Proteinas

Lipidios

Carboidratos

Condutividade Elétrica

mg.L?

mg.L?

mg.L?

mg.L?

mg.L*

mg.L*

mg.L?

mg.L?

mg.L*

mg.L*
mg.L*

uS.cm?

24.18-45.00

441.00-648.36

433-5,882

0-295

8-5,180

2,792

50-3,820

16-1,529

2,750-6,894

250-6894

3,933-4,733

8,294-15,110

Johnson et al. (2019)
Del Nery et al. (2018) —

Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Del Nery et al. (2018) —
Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Del Nery et al. (2018) —
Siqueira, Damiano, Silva (2013)
Del Nery et al. (2018) —
Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Santos et al. (2019)

Parsaee, Kiani Deh Kiani e Karimi
(2019)

Fonte: Siqueira et al. (2022)

A vinhaca é caracterizada por altas concentracfes de sélidos, forte odor, e altas
temperaturas (90-100° C) quando gerada na etapa de destilacdo (SILVA et al., 2021).

Possui altas concentraces de matéria orgénica e nutrientes, caracterizados por nitrogénio
(N), fosforo (P) e potéssio (K) (BARROS et al., 2020), alta corrosividade e baixo pH
(SILVA et al., 2021) e altas concentragbes de SO42 advindo da insercdo do produto

quimico (H2S04) na etapa de fermentacdo do caldo da cana para que n&o haja contaminagéo

de microrganismos (WU et al., 2018).

Na pratica, a producdo de efluente varia consideravelmente em termos de taxas e

caracteristicas, dependendo de diversos fatores, como o tipo de matéria-prima utilizada, a
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técnica de fermentacdo empregada e as operacgdes unitarias no processamento do melacgo e
na recuperacdo do bioetanol. Tais fatores desempenham um papel fundamental na
determinacdo da carga poluente dos efluentes provenientes das destilarias. Em geral, a
destilacdo € a principal fonte de &guas residuais no processo de destilacdo, sendo estas
submetidas a processos de tratamento adequados (PANT; ADHOLEYA, 2007).
Adicionalmente, a coloracdo da vinhaca é principalmente ocasionada por
melanoidinas (resultantes da reacdo de Maillard entre acUcares - carboidratos - e grupos
amino de proteinas), caramelos (resultantes da caramelizacdo de agUcares submetidos a
altas temperaturas), compostos fendlicos (originados a partir de acidos tanicos e humicos
presentes na matéria-prima) e furfurais (resultantes da hidrélise acida) (DOS REIS, 2015).
A caramelizagdo representa um processo quimico que envolve a transformacao de agUcares
sob elevadas temperaturas, podendo ser influenciada por solucgdes acidas e alcalinas. Em
geral, a gestdo desta agua residual com coloracdo caracteristica proveniente da destilaria

representa um desafio consideravel em termos de tratamento (ARIMI et al., 2014).

Tabela 3 - Caracterizacdo da fracdo organica biodegradavel presente na vinhaga.

Parémetros Concentragdo (mg.L™Y)

Carboidratos - - 6292 4300 5880

Glicose - - - 410 - -

Sacarose - - - 1280 - -

Glicerol - - - - 2598 3476

Etanol 21007 1259- 1626 - 250 154 -

Metanol - - 2315 - 0 -

Fénois - - - - 609 1610

Acido Férmico - - 2463 - -

Acido Acético 2237 931- 942 9928 220 153 -

Acido Proprionico 4304 39,7-120 3557 - 0 -

Acido Latico - 682-1304 7516 10130 917 747

Acido Butirico - - 610 0

Acido Isobutirico - - 3755 3410 - -

Acido Citrico - - 7482 - - -

Acido Malico - - 6191 10460 - -

Acido Succinico - - 2806 3720 - -

Acido Caproico - - 809 - - -

Referéncias Espafa Janke et Ramos e Moraes Santos et Borges et
Gamboaet al. (2016)  Silva etal. al. (2019) al. (2021)

al. (2019) (2019)
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(2011)

A composicdo de fragOes organicas e inorganicas da vinhaga varia principalmente a
partir das tecnologias utilizadas no processo produtivo do bioetanol e no decorrer do tempo
(CARRILHO; LABUTO; KAMOGAWA, 2016). As fracdes organicas sao principalmente
oriundas dos processos de fermentacdo, devido aos agucares que ndo sao convertidos, aos
acidos organicos e glicerol. Na Tabela 3, sdo identificadas concentragdes das fraces
organicas da vinhaca de cana-de-acucar.

Diante das caracteristicas e substancias presentes na vinhaca sdo identificadas
diversas alternativas, a fim de minimizar os impactos ambientais decorrentes desse residuo,
como por exemplo a digestdo anaerdbia e o cultivo de microalgas abordado anteriormente.
Em relacdo ao pré tratamento da vinhaca em favorecimento de recuperacao de energia nas
alternativas identificadas para o seu tratamento, como a digestdo anaérobia e o cultivo de
microalgas, tecnologias sdo identificadas a fim de garantir condi¢bes adequadas ao cultivo.
Nesse sentido, as dificuldades encontradas nesse processo sdo relacionadas a composicao
da vinhaca, devido a altos teores de agUcares, pH acido e auséncia de alcalinidade.

Dessa forma, fazem-se necessarios tratamentos da vinhaca para o controle de
alcalinidade e pH. So recomendados na literatura aplicacdo de dosagens de NaOHErro!
Indicador ndo definido., NaHCOs, uréia, reciclagem de efluentes (SIQUEIRA;
DAMIANO; SILVA, 2013; SIQUEIRA et al., 2022). A adicao desses compostos torna as
condi¢cdes adequadas para melhor biorremediacdo da vinhaca através do cultivo das

microalgas e digestdo anaerdbia, principalmente o aumento do pH.

3.5 Agua Residual da Industria Sucroalcooleira

A industria sucroalcooleira pode ser amplamente categorizada em trés segmentos:
(1) aquelas que exclusivamente produzem aglcar bruto, (2) aquelas que se dedicam
exclusivamente a producédo de bioetanol, e (3) as operacdes integradas que englobam tanto
a producdo de acucar bruto quanto de bioetanol, como esquema mostrado na Figura 1.
Muitas das instalages industriais sucroalcooleiras estdo associadas a destilarias de
bioetanol, com cerca de 80% das fabricas pertencendo aproximadamente a terceira
categoria(GOPAL; KAMMEN, 2009).

Essa tendéncia é particularmente prevalente no Brasil e em varias outras na¢fes ao
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redor do mundo, sendo que a agroinddstria sucroalcooleira é uma das grandes
consumidoras de dgua e consequentemente produtora de grandes quantidades de efluentes
advindo dessa producgdo. Portanto, é necessaria uma gestdo adequada e eficiente para a
destinacdo dos efluentes, visando mitigar impactos ambientais e garantir a sustentabilidade
dessa importante industria. 1sso inclui o tratamento adequado dos efluentes para reduzir a
poluicdo hidrica, a reutilizacdo de agua e a implementacéo de tecnologias mais limpas e
sustentaveis em todo o processo de producdo. Além disso, a conscientizagdo e o
cumprimento de regulamenta¢cfes ambientais Sdo essenciais para garantir a preservacdo dos

recursos hidricos afetados pela agroindustria sucroalcooleira.

Figura 1 - Esquema simplificado da producéo de aglcar e bioetanol a partir da cana-de-

acucar.
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Fonte: Santana (2016).

No entanto, vale ressaltar que a captacao de &gua vem diminuindo consideravelmente
nas ultimas décadas devido a adogdo de praticas eficientes de reliso de dgua no processo
industrial (FITO; TEFERA; VAN HULLE, 2018). Além disso, ao contrério da maioria dos
paises produtores, a producdo de cana no Brasil, especialmente na regido canavieira
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Centro-Sul, ndo depende de irrigacdo extensiva, sendo utilizada apenas a irrigacdo de
resgate e, em algumas areas especificas, a irrigacdo suplementar com baixas quantidades
de agua, geralmente utilizando efluentes do processo industrial (FNS, 2013). Na Tabela 4,

0s Usos da agua na industria sucroalcooleira sdo listados.

Tabela 4 - Usos da 4gua em unidades produtoras de agucar e bioetanol.

SETOR FINALIDADE

Alimentacdo, preparo e extracdo Lavagem de cana

(moendas e difusores) Embebicdo

Resfriamento de mancais

Resfriamento de éleo

Tratamento de caldo Resfriamento da coluna de sulfitacdo

Preparo de leite de cal

Preparo de polimero

Aquecimento do caldo

Lavagem de torta

Condensadores dos filtros

Fébrica de agucar Vapor para evaporagdo

Condensadores/multijatos evaporacao

Vapor para cozimento

Condensadores/multijatos cozedores

Diluicio de méis e magmas

Retardamento do cozimento

Lavagem de acucar (1/3 4gua e 2/3 vapor)

Retentor de p6 de agucar

Fermentacéo Preparo do mosto

Resfriamento do caldo

Preparo do pé-de-cuba

Lavagem gases CO, fermentagéo

Resfriamento de dornas

Destilaria Agquecimento (vapor)

Resfriamento dos condensadores

Geracdo de Energia Producéo de vapor direto

Dessuperaquecimento

Lavagem de gases da caldeira

Limpeza dos cinzeiros

Resfriamento de 6leo e ar dos turbo geradores

Agua torres de condensagio

Outros Limpeza de pisos, equipamentos
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Uso potavel
Adaptada: (FNS,2013)

3.5.5 Agua Residual da Industria Sucroalcooleira — Agtcar

O setor agricola representa uma das principais areas de demanda por &gua doce,
impulsionadas pelas caracteristicas inerentes a producdo de aguUcar, que requerem
quantidades significativas de agua doce. A agua captada é empregada em diversas fases do
ciclo produtivo, subsequente a qual uma fracdo é submetida a processos apropriados e
reintegrada aos corpos hidricos, enquanto outra parcela é direcionada concomitantemente
com a vinhaca para a atividade agricola. A discrepancia entre a agua obtida e a agua

descarregada corresponde a &gua consumida internamente (ELIA NETO, 2016).

Figura 2 - Uso de agua e descarte de efluentes da inddstria de agucar.
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Fonte: Fito, Tefera, Van Hulle (2018).

A &gua doce ao ser empregada em diversas unidades do processo produtivo de agucar
dentro da usina sucroalcooleira, gera efluentes liquidos que exibem consideravel
variabilidade em termos de volume e qualidade (Figura 2). Essa variabilidade esta
diretamente relacionada as matérias-primas utilizadas, aos produtos obtidos e aos produtos
quimicos empregados no processo (INGARAMO et al., 2009). Assim, as aguas residuais
provenientes do setor sucroalcooleiro resultam da combinacdo de diversos efluentes

industriais originados em varias etapas do processo de producéo.
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Uma curiosidade na industria sucroalcooleira € que a cana-de-agucar apresenta teores
de umidade da ordem de 70-80% antes de ser processada na industria. Logo, hd um
excedente de aproximadamente 0,7 m® de agua residuaria por tonelada de cana-de-aclcar
processada (MEMON, SUHAI AHMED, ABDUL KHALIQ, 2006; SOLOMON, 2005).

A industria sucroalcooleira em diversos paises gera, em média, 1 m® de agua
residuaria € por cada tonelada de cana-de-agucar processada. Além disso, estudos
indentificaram, em relagdo a fabrica de agucar, que o processamento de 1 tonelada de cana-
de-aglicar consome aproximadamente de 1,5 a 2 m® de 4gua, gerando consequentemente, 1
m? de agua residuéria (SAHU; CHAUDHARI, 2015).

Um dos processamentos em que sdo geradas aguas residuais é a limpeza nas distintas
areas da fabrica. Vale ressaltar que a limpeza é em relacdo a toda a usina, sobretudo, areas
como o piso da secdo de moagem e diversas instalacGes: evaporadores, clarificadores,
panelas de véacuo, centrifugas, entre outras. O processo de limpeza periodica dos
equipamentos, como o sistema de agua de cal e a planta produtora de SO, também
contribui significativamente para o consideravel volume de aguas residuais. Além disso, a
descalcificacdo periodica de trocadores de calor e evaporadores mediante o uso de
substancias quimicas como NaOH, Na.COz e HCI, para a remocéo de depdsitos de calcario
e a neutralizacdo de residuos acidos, também representa uma fonte relevante de &guas
residuais na industria sucroalcooleira (INGARAMO et al., 2009).

A casa de moagem e a casa de processo representam também fontes de geracéo de
aguas residuais no processamente de acUcar. As aguas residuais provenientes das
instalacdes da fabrica apresentam contaminacdo primordialmente constituida por 6leos,
gorduras e sélidos suspensos. Em contrapartida, as aguas residuais originadas na casa de
processo possuem caractéristica como alto teor de matéria organica (MEMON; SUHAI
AHMED; ABDUL KHALIQ, 2006).

Diferentes processos na usina da cana de agucar, geram diferentes propriedades
fisicas e quimicas dos efluentes da industria sucroalcooleira, coletados e submetidos a
avaliacdo nas areas da casa de moagem, casa de processo e nas aguas residuais finais
combinadas (Tabela 5). As diferentes caractéristicas dos efluentes podem ser provenientes
de tipos de produtos quimicos, do cultivo da cana-de-aclcar assim como pelas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (JADHAV; VAIDYA; DETHE,
2013).
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Tabela 5 - Caracteristicas fisicas e quimicas da dgua residual na industria sucrooalcoleira.

Parametro Unidade Valores Referéncias

Ph - 6.7-8.4 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Demanda Quimica de Oxigénio Total (DQO) mg.L' 1,100.3-2,148.9 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Demanda Bioquimica de Oxigénio 5 dias (DBOs) mg.L?  654.6-1,968.5 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Nitrogénio total (NTK) mg.L? 11.1-40.6 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Temperatura °C 29.3-44.3 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Sulfatos (SO4?) mg.L* 21,5-51,7 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Sélidos Totais (ST) mg.L?' 2,452.3-3,050.6 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Sélidos Dissolvidos Totais (SDT) mg.L' 1,480.2-1,915.1 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Sélidos Suspensos Totais (STS) mg.L?  220.3-790.7  Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Cloretos mg.L* 30.5-866.6  Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Fosfatos mg.L* 1.2-9.6 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Nitrogénio amoniacal (N-NH.") mg.L* 0.0-4.2 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Nitrato (NNOs) mg.L? 0.4-0.9 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Gleos e graxas mg.L? 88.7-134.4  Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Célcio (Ca) mg.L'  365.4-468.0 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Magnésio mg.L* 214.8-341.0  Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)
Dureza Total mg.L?  356.2-2,493.1 Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)

uS.cm®  540.3-925.9  Jadhav, Vaidya, Dethe (2013)

Condutividade Elétrica

Um dos desafios ambientais, em paises em desenvolvimento, é em relagdo a gestdo

inadequada dessas aguas residuais industriais, principalmente em relacdo a complexidade

inerente aos residuos gerados e a limitagdo das tecnologias disponiveis para a remocao

completa de todos os poluentes de forma eficiente. A problématica do setor agroindustrial

sucroalcooleiro é em relacdo ao tratamento eficiente dos subprodutos caracterizados por

elevadas concentracBes de sulfato, nitrato, cloretos, célcio e magnésio, elevadas

concentragdes de solidos, DBOs, DQO, que podem ser contaminantes do solo e agua

(FITO; TEFERA; VAN HULLE, 2018).

3.5.6 Agua Residual da Industria Sucroalcooleira — Bioetanol
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Na indutria sucroalcooleira, a destilaria de bioetanol se destaca como a principal
consumidora de agua bruta, com consumo variando entre 25 e 175 litros por litro de alcool
produzido, incluindo tanto finalidades néo relacionadas ao processo, como resfriamento e
geracdo de vapor, quanto o prdprio processamento, englobando atividades como a
propagacdo de levedura e a preparacdo de melaco (NATARAJ; HOSAMANI;
AMINABHAVI, 2006).

As principais fontes de aguas residuais em destilarias de melaco baseiam-se nos
seguintes elementos: lodo de fermentacéo, efluentes de lavagem e borras gastas. O efluente
da lavagem fermentada representa o principal subproduto resultante do processo de
fermentagdo, podendo ser passivel de decantagdo. O residuo restante € conhecido como
lodo de levedura, derivado do fermentador. Este efluente é descarregado da parte inferior
dos fermentadores, contribuindo assim para a carga de poluicdo nas instalacdes de
destilacdo. Portanto, o lodo de fermentador consiste no efluente gerado apds a fermentacéo,
que é separado da solucdo de bioetanol por meio de processos de filtracdo. J& as borras
gastas sdo os residuos provenientes da coluna retificadora e, normalmente, essas sao
recicladas. Essas borras gastas comumente assumem a forma de liquidos quentes e
incolores, com uma taxa de geracdo aproximada de 1,7 a 2,0 litros por litro de alcool
retificado (KHARAYAT, 2012; TEWARI; BATRA; BALAKRISSHNAN, 2007).

Seguindo as diferentes categorias de dguas residuais da industria sucroalcooleira no
processamento do bioetanol, a destilacdo ¢ identificada como a etapa principal de geracdo

de efluente em destilarias de bioetanol, tanto em termos de quantidade quanto de qualidade.

3.6 Conclusao

O cultivo de microalgas em vinhacga representa uma estratégia promissora, podendo
ser inovadora em questdes de recirculacédo e reiso da 4gua residual da usina sucroalcooleira
na diluicdo da vinhaca e superacdo das principais limitacdes desse efluente para o cultivo
de microalgas. Busca-se assim por solugdes sustentaveis, aliando a producdo de
biocombustiveis e tratamento de residuos agroindustriais. Além disso, destaca-se a partir
desta pratica, a reducdo de impactos ambientais negativos oriundos dos subprodutos da
industria sucroalcooleira, e a oportunidade de producéo de biomassa algal com inimeras
aplicacdes, desde biocombustiveis até bioplasticos e produtos quimicos de valor agregado.

Portanto, torna-se possivel solucionar um desafio ambiental em uma oportunidade

econdmica, criando um ciclo de produtividade e tratamento de residuos. A busca por
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praticas sustentaveis reduz os impactos negativos pelo tratamento adequado de subprodutos
da industria sucroalcooleira, assim como contribui significativamente para a geracdo de
produtos de alto valor agregado.

Além disso, estudos nesse seguimento possuem grande potencial de aprimoramento,
com objetivo de tornar o processo ainda mais eficaz e viavel economicamente, tornando-o

um importante assunto em relacdo ao panorama energetico sustentavel do futuro.
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SEGUNDA PARTE

PRODUCTION OF MICROALGAL BIOMASS CULTIVATED IN VINASSE
AND RESIDUAL WATER FROM SUGAR-ALCOHOL INDUSTRY:
SEARCHING FOR A CLOSED-LOOP WATER DEMAND

Abstract

Growing microalgae in sugarcane vinasse is an alternative for integrated biomass
production and wastewater treatment. One of the challenges is the high organic load of
vinasse, requiring dilution of this wastewater for better microalgal productivity. However,
the use of natural resources may impair the technology application on a large scale,
justifying the search for sustainable alternatives. Therefore, this study evaluated
microalgae growth in vinasse, as well as in the recirculated water (supernatant of the
growth media separated after cultivation) used to dilute vinasse. The residual water from
the sugar-alcohol industry was used as a dilution medium to scale up the proposition
technically and environmentally and get a closed-loop water demand in the industrial
plant. Firstly, experimental phases (P) were carried out to identify the best concentration
of vinasse for microalgae growth. Two cultivation phases (P1 and P2) were carried out
under a 12h photoperiod, aeration of 3 L.min"! at 0.012 Mpa, 11,000 lux, and 28°C. P1
tested vinasse dilutions in 1, 5, 10, 15, and 20% of distilled water, and P2 evaluated, for
better conditions defined in P1, the recirculation of the culture supernatant. The best
condition for microalgae growth was vinasse diluted to 5%, with yields in P1 and P2,
respectively, of 0.42, 0.77 mgChla.L.d? and 43.75, 58.48 mgVSS.L.d . Secondly, in
P3, P4, and P5, residual water from the sugar-alcohol industry was tested to dilute the
vinasse. In P3, 50% of residual water was indicated as the best dilution for biomass
productivity in 5% vinasse. In P4, algal growth was confirmed, making it possible to
analyze the biomass composition in 50% containing residual water from the sugarcane
industry and P5 verified the possibility of reusing this medium in cultivation. In P4 and
P5, cultivation productivity was 1.30, 1.69 mgChla.L.d" and 20.62, 55.63 mgVSS.L.d"
! respectively. The biomass composition was similar in P4 and P5, with ash contents of
34.26% in P5 and 28.61% in P4. For proteins, carbohydrates, and neutral lipids, the values
were 5.3-8%, 15.3-16.2%, and 19.4-22.4%, respectively. High organic matter removal
efficiencies of 73% were found in P5, demonstrating that the effluent from the industrial
process, together with the supernatant from the recirculation of the culture medium, can
be used to close the system's water demand.

Keywords: Algal biomass; Sugarcane vinasse; Recirculation of cultivation medium;
Water balance.



1 Introduction

Waste valorization combined with energy recovery can be environmentally and
economically sustainable strategies in sugarcane processing, especially in the use of by-
products from ethanol production by the sugar and alcohol agroindustry. The
transformation of sugarcane into ethanol is a process of fermentation and distillation, and
vinasse is the main effluent from this process, specifically from the fermentation of
sugarcane juice. Around 10 to 12 liters of vinasse are generated for every liter of ethanol
produced (SIQUEIRA et al., 2022). This wastewater is often used directly on crops
without any treatment, as fertilizer (BULLER et al., 2021; FUESS et al., 2021), creating
a risk of soil and water contamination.

Environmental alternatives such as anaerobic digestion and microalgae cultivation
are indicated for treating this wastewater, given its physical and chemical characteristics
(HURTADO et al., 2021; KIANI DEH KIANI et al., 2021). However, one difficulty in
cultivating microalgae in vinasse is the high concentration of organic matter, which can
be harmful to microalgae as it favors the growth of heterotrophic microorganisms by
increasing competition with microalgae for space and nutrients. Also, vinasse high
turbidity and toxic compounds may impair microalgae growth. In view of this, studies
have identified the cultivation of microalgae in diluted vinasse as a more effective
possibility for biomass productivity and consequent treatment (ENGIN et al., 2018;
SOTO et al., 2021). However, the use of a natural resource such as water to dilute vinasse
can be an environmentally and economically unsustainable strategy, requiring other fronts
of action.

The sugar and alcohol agroindustry necessarily requires a lot of water consumption,
generating significant amounts of liquid effluents, mainly in processes at the sugar
factory, such as fermentation and distillery. The high water consumption in the sugarcane
production process results in a significant freshwater demand (FITO et al., 2023).
Sugarcane cultivation accounts for approximately 29% of total agricultural water
consumption on a global scale (DEL JORRAT et al., 2018). In addition, bioethanol
production is associated with considerable depletion of water resources and pollution
problems. Therefore, studies present strategies related to sustainable water management
as complex tasks in the sugar-alcohol industry, as discussed by Chooyok et al. (2013)
Scarpare et al. (2016), Pina et al. (2017) Mota-16pez et al. (2019) and Deepa et al. (2021).
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In terms of world sugarcane production, the top five countries are Brazil with 39%,
India with 19%, and China with 7%, followed by Thailand and Pakistan with 4% (DEL
JORRAT et al., 2018). Regarding the water footprint of bioethanol derived from sugar
cane, specific data has been presented for Peru (1670 L/L), Cuba (6355 L/L), Brazil (2450
L/L), India (2995 L/L) and the United States (2775 L/L), with a global average of 2855
liters of water per liter of bioethanol (GERBENS-LEENES; HOEKSTRA, 2012;
SCHOLTEN, 2009). Actions aimed at reusing agroindustry residual water are therefore
necessary, and reuse in microalgal cultivation as a diluting agent for vinasse is a
sustainable and innovative alternative.

Therefore, in an effort to better define sustainable and optimized practices in the
cultivation of microalgae in vinasse, this study evaluated biomass productivity and
pollutant removal efficiencies during the cultivation of microalgae in different dilutions
of vinasse, also verifying the feasibility of recirculating industrial residual water as a
diluting agent for vinasse. This research aims to develop sustainable methods for growing
microalgae, using industrial by-products, and promoting efficiency in the treatment of

vinasse and residual water.

2 Materials and methods

2.1 Experimental phases

The proposed methodology aims to evaluate the productivity of algal biomass and
the treatment efficiency of microalgae cultivation in different dilutions of vinasse and
residual water from the sugarcane industry (Table 1). Firstly, two phases (P) were tested
with different dilutions of vinasse in distilled water to determine the best condition for
the growth and biomass productivity of the microalgae. The experiment was then divided
into more three phases. In phases 3, 4, and 5, the microalgae were cultivated in vinasse
diluted with residual water from the sugar-alcohol industry instead of distilled water. In
phases P2 and P5, the culture supernatant obtained after microalgae growth and biomass
settling in previous phases was used to simulate water recirculating within the system. In
P3, different dilutions of residual water and 5% vinasse were tested. In P4, cultivation
was carried out with residual industry water diluted in distilled water, and the supernatant
was removed after 16 days. Finally, in P5, this supernatant was used to grow microalgae,

demonstrating the viability of reusing residual industrial water.
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Table 1. Configurations of the different experimental phases.

Phases Culture Inoculum Vinasse  Distilled water Supernatant Residual water
medium* (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
C - 900 -
V1% 10 890 -
V5% 50 850 -
Pl V10% 100 100 800 -
V15% 150 750 -
V20% 200 700 -
C - 450 -
V1% 5 445 -
V5% 25 425 -
P2 V10% 50 50 400 i
SV1% 5 - 445
SV5% 25 - 425 -
RW25% 637.5 - 212.5
RW50% 425 - 425
P3 RW75% 100 >0 212.5 - 637.5
RW100% 0 - 850
P4 RW50% 100 50 425 - 425
P5 SRW50% 100 50 - 850

*C = control; V = vinasse diluted with distilled water; SV = supernatant from the culture with vinasse
and distilled water; RW = vinasse diluted with residual water from the sugar-alcohol industry; SRW =
supernatant from the culture with residual water and vinasse.

Phase 1 was prepared only with the addition of distilled water to obtain the dilutions
of vinasse (C,V1%, V5%, V10%, V15% and VV20%) previously prepared as described in
Table 1. Phase 2 operated with the addition of distilled water (C,V1%, V5% and V10%), and
the supernatant from the Phase 1 culture in the aforementioned dilutions (SV1%, SV5%).
Phase 3 was carried out with the addition of distilled water and residual water from the sugar
and ethanol industry (RW25%, RW50%, RW75% and RW100%) in a 5% dilution of
previously prepared vinasse. Phase 4 operated only with the addition of distilled water and
residual water from the sugar and ethanol industry at a concentration of 50% (AR50%),
totaling 18 1L Erlemenyers to produce a sufficient volume of supernatant for use in Phase 5.
Finally, Phase 5 was prepared with the addition of the supernatant from the cultivation of
Phase 4 (SAR50%), totaling 7 1L Erlemenyers. All experiments were carried out in triplicate.

2.2 Preparation of the inoculum

In an experimental fiberglass culture tank, 50 L of sanitary effluent from the Upflow
Anaerobic Reactor (UASB) of the Wastewater Treatment Plant of the Federal University
of Lavras (WWTP/UFLA) were stored for about 15 days under external conditions (Table
S1 of the Supplementary Material).

Afterward, around 600 mL of the culture was transferred to three 1L Erlenmeyer

flasks (20% v/v), and 800 mL of a solution previously prepared in the laboratory (BG-11



culture medium with sodium bicarbonate as an additional carbon source) was added to
each Erlenmeyer flask, according to Andersen (2013). The Erlenmeyer flasks were kept
under 11,000 lux lighting, at a temperature of 30° C, with a 12-hour photoperiod ina BOD
chamber. The cultures were monitored every two days for 7 days, with cell counts taken
using an optical microscope and a Neubauer chamber. The genera of microalgae
identified according to specialized literature (BICUDO and MENEZES, 2006) in the

inoculum were Chlorella sp. and Scenedesmus sp.

2.3 Vinasse and residual water preparation

Sugarcane vinasse was obtained from the Monte Alegre - Adecoagro plant in Monte
Belo, Minas Gerais. Samples of vinasse were subjected to gravitational sedimentation for
2 hours to remove suspended solids and debris, and the supernatant was collected.
Sterilization was then carried out by autoclaving at 121 °C for 15 min. Then, after cooling,
the pH was adjusted to around 7.0 with sodium hydroxide solution (NaOH), and the
culture medium was prepared by adding distilled water and/or the supernatant from the
culture of previous phases to the dilutions indicated for each experimental phase. Table 2

shows the sugarcane vinasse used in each experimental phase.
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Table 2. Physical and chemical characterization of the raw sugarcane vinasse used in each

experimental phase.

Variable Phasel Phase2 Phase3 Phase4 Phaseb5

COD (mgCOD.LY) 17871.8 35567.8 37583.8 31759.8 33327.8
FSS (gFSS.L ™) 0.02 0.00 0.01 0.01 0.02
TSS (gTSS.L ™) 0.20 0.13 0.30 0.19 0.19

VSS (gVSS.LY) 0.18 0.13 0.29 0.25 0.3

Pr (mgP.L™") 14.15 46.25 24.21 38.67 28.57

TKN (mgTKN.L™) 95.17 297.73 172.79 285.52 283.67
N-NHs* (mgN-NH4*.L™) 12.94 22.18 16.63 13.86 19.40
pH 4.46 4.44 4.26 5.06 4.42

* COD = Chemical oxygen demand; FSS = Fixed suspended solids; TSS = Total suspended soli

ds;

VSS = Volatile suspended solids Pt = Total phosphorus; TKN = Total Kjeldahl nitrogen; N-NH4* =

Ammonia nitrogen

The residual water from the sugar-alcohol industry was obtained from the Monte

Alegre - Adecoagro plant in Monte Belo, Minas Gerais. Samples of residual water were
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gravitationally sedimented for 2 hours to remove suspended solids and debris and the
supernatant was collected. The culture medium was then prepared with or without the
addition of distilled water, depending on the experimental phase. In Table 3, the residual
water used in each experimental phase is characterized.

Table 3. Physical and chemical characterization of the sugar-alcohol industry residual water
used in the experimental phases.

Variable Phase3 Phase4 Phase5

COD (mgCOD.L%) 1879.19 1431.19 1600.95
FSS (mgFSS.L 1) 0.00 1 0.00
TSS (mgTSS.L™) 100 141 100
VSS (mgVsS.L ™) 100 140 100
Pt (mgP.L™!) 7.63 1.84 1.39
TKN (mgTKN.L ™) 24.95 10.16 5.54
N-NH,* (mgN-NH,*.L™) 2.77 2.77 2.77
pH 5.06 4.77 5.52

* COD = Chemical oxygen demand; FSS = Fixed suspended solids; TSS = Total suspended solids;
VSS = Volatile suspended solids Pr= Total phosphorus; TKN = Total Kjeldahl nitrogen; N-NH," =
Ammonia nitrogen.

2.4 Microalgae growth and monitoring

For all experimental phases, the cultures were kept for 16 days in an incubator at a
controlled temperature of 28 °C, with aeration of 3 L.min-1 at 0.012 Mpa, 11,000 lux,
and a 12-hour photoperiod. 1L Erlenmeyer flasks were used as a growth reactor and all
the cultures received 10% inoculum (10% v/v), according to item 2.1.

Phases were monitored every two days with pH measurements, cell counts, and
microscopic observations. In P1 and P2, samples were collected from each flask on the
8th day of cultivation for Chla analysis, and on the 16th day for Chla analysis, and total
suspended solids (TSS), volatile suspended solids (VSS) and fixed suspended solids
(FSS). In P3, P4, and P5, samples were collected on the 1st and 16th day to characterize
the variables of total chemical oxygen demand (COD), FSS, TSS, VSS, total phosphorus
(P), total Kjeldahl nitrogen (TKN) and total ammoniacal nitrogen (N-NH4*). For these
phases, during cultivation, Chla was monitored every 3 days. After 16 days, cultivation
was stopped, the cultures were sedimented for 24 hours and the supernatant was removed.

The harvested biomass was dried in an oven at 40°C for analytical determinations of the
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biochemical composition of the biomass (moisture content, ash, carbohydrates, lipids,

and proteins). Table 4 describes the methodologies used in the laboratory analyses.

Table 4. Analytical methods and equipment used to determine variables.

Variable Analytical Method/Equipment References
pH Multi-sensor probe (model HI98196, HANNA) -
TSS 2540D
VSS Gravimetric method 2540E
FSS -
COD Colorimetric method (5220B) APHA, AWWA e WEF (2012)
N-NH4* Titrimetric method
TKN Micro-Kjeldahl method
Pr Modified ascorbic acid method (4500 - P.E)
Chiorophvil-a APHA, AWWA e WEF (2012),
(ChF:ag/ Spectrophotometry Nush (1980) e Nederlands
Norm (NEN 6520) (1981)
Ash Couto et al. (2018)
Humidity Couto et al. (2018)
Proteins Micro Kjeldahl method Matos (2012)
Carbohydrates Quantitative acid hydrolysis Couto et al. (2018)
Neutra_l a}nd Soxhlet extraction with hexane and ethanol Ramluckan et al. (2014)
polar lipids

2.5 Statistical analysis

The normality of the data was checked using the Anderson-Darling test, and
ANOVA/Tukey (parametric data) was used to test for significant differences at 5%

probability between each experimental phase. The statistical analyses were carried out using
MiniTab Statistical software.

3 Results and discussion

3.1 Determination of vinasse concentration

In P1 and P2, the growth of microalgae was evaluated in different concentrations of
vinasse diluted with distilled water and with the supernatant of the recirculated culture,
respectively. Regarding the monitoring carried out by analyzing Chla and VSS,

microalgae growth was observed mainly in vinasse dilutions of 1%, 5%, and 10% (Table



49

5).

Table 5. Biomass concentration and productivity in the cultivation of microalgae in different

dilutions of sugarcane vinasse with distilled water and recirculated supernatant.

Productivity VSS Productivity
Chla (mg.L™?) Chla ! VSS
(mg.L.d) (mg.L™) (mg.LL.d%)
8th day 16th day  8th day 16th day 16th day
2.20% 1.582 364.00°
(0.78) (0.54) (113.00)
C 5.88" 5.37° 0.28 0.10 605.00° 22.75
5 V1% (0.93) (1.55) 0.74 0.34 (151.00) 37.81
£ V% 7.82° 6.70P 0.98 0.42 761.00° 47.56
~ V10% (2.20) (2.31) 0.44 0.52 (128.00) 49.88
3.51% 8.26" 798.00°
(1.54) (2.68) (299,00)
4.18° 4.452 792.00°
V15% (0.31) (1.27) 0.52 0.28 (273.00) 49.50
3.50¢ 2.91° 1008.00%°
V20% (0.43) (1.15) 0.44 0.18 (175.00) 63.00
2.46° 0.98? 188.89°
(1.15) (0.41) (48.07)
o C 11.56% 11.97° 0.31 0.06 831.57° 11.81
o V1% (0.43) (1.44) 1.45 0.75 (261.21) 51.97
é V5% 10.21b¢d 12.28° 1.28 0.77 939.64° 58.73
A V10% (1.33) (2.31) 0.96 0.56 (163.92) 65.17
7.670cdf 9.04° 1042.72%
(1.13) (0.55) (71.02)
11.6600 12.46¢ 679.35°
SV1% (3.03) (1.12) 1,46 0.78 (120.31) 42.46
6.223bcdf 8.38% 1505.64%
SV5% (3.79) (4.53) 0,78 0.52 (151.16) 94.10

Mean values and standard deviation in brackets. Letters in the same column indicate a 5% statistical difference
between the values, according to Tukey's test. C = control; V = vinasse diluted with distilled water; SV =
supernatant from the culture with vinasse and distilled water.

On the 8th day, the 1% and 5% treatments showed higher concentrations of Chla,
with a significant difference (p<0.05) compared to the control. On the 16th day, the 5%
dilution showed a higher concentration than the others, and the 10% dilution showed a
considerable increase in microalgae growth compared to the 8th day. This may be related
to the adaptation phase of microalgae cultivation to higher concentrations of vinasse.

In P2, the growth of the microalgae was higher, mainly in the 1% and 5% cultures,
with the addition of distilled water and the addition of the supernatant from Stage 1. On
the 16th day of cultivation, the cultures with the addition of distilled water showed no
significant difference, while the cultures with the addition of supernatant showed a
significant difference (p<0.05). The culture with the addition of 5% distilled water (V5%)

and the culture with the addition of supernatant (SV5%) showed a significant difference
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(p<0.05) between them, with higher concentrations of Chla when supernatant was not
used. According to Engin et al. (2018), the productivity of Micractinium sp. in 5% diluted
vinasse ranged from 170 to 240 mg.L™.d%, values higher than those found in the present
study with the cultivation of microalgae of different species.

Considering the results of P2, the 5% dilution of vinasse was considered the best
cultivation condition for algal growth and development, regardless of whether the

supernatant was used as a diluting agent.

3.2 Determination of residual water concentration

Once possible dilutions of vinasse for microalgae cultivation had been verified, as well
as the use of supernatant water from the cultivation, in P3, P4, and P5, the dilution of vinasse
in residual water from the sugar-alcohol industry was tested to make cultivation even more
productive, and sustainable with the aim of reusing this effluent. In P3, dilutions of vinasse
(5% v/v) with 25%, 50%, 75% and 100% of the residual water were tested.

During cultivation, higher productivity of microalgae was observed in the 50% and
75% dilutions from the 9th day of cultivation, reaching the highest values of 7.3 and 6.9
mgChla.L™ on the 12th day, respectively (Figure 1). The highest pH value of 9.4 was also
recorded on the 12th day of cultivation, thus corroborating the Chla analysis, since the
growth of microalgae contributes to the elimination of carbon substances that cause
acidification of the environment, resulting in a considerable increase in the pH level
(CHISTI, 2007).

In P3, the increase in pH value up to the 12th day of cultivation can also be explained
by the reduction in TKN and N-NH4+ concentrations at 25 and 50% (Table 6). This
phenomenon is mainly due to the volatilization of ammonia and the reduction of the
nitrification process in a more alkaline environment. It is worth noting that despite many
studies on microalgae cultivation in sugarcane vinasse, there is still a gap between the
conditions required to obtain a consolidated result, mainly due to the different physical and
chemical characteristics found in the effluent.

Valderrama et al. (2002) documented a growth rate of Chlorella vulgaris of 0.46 day
1 when cultivated in a medium containing 10% vinasse. However, the media used was a
combination of two effluents from a sugar-alcohol industry, with different characteristics:
1) untreated washing water from all the processes in the industry; ii) vinasse, an effluent
produced during the purification of citric acid from sugar, domestic sewage from the
industry. In this study, removal efficiencies of C. vulgaris of COD, N-NH4+, and Pt were

approximately 61%, 72%, and 28%, respectively, which differ from those found in Table 6.
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The difference can be explained by the different concentrations and physical and chemical
characteristics of the medium, in addition to the selection of the microalgal species. Also,
the insertion of a greater volume of inoculum in the culture (20% v/v) was provided, as an

aid to greater productivity in relation to time.

Chla Concentration (mg.L-1)

Day 3 Day 6 Day 9 Day 12 Day 15

Figure 1 - Chla concentrations during cultivation in Phase 3, with the dilution of vinasse in

different residual water concentrations.

In terms of defining the best amount of residual water added using algal biomass
production (Chla) as a criterion, the values for the 50% and 75% dilutions were statistically
the same (p>0.05). Also, the final VSS concentrations were 330 and 340 mgVSS.L?,
respectively. Even though the greater the amount of wastewater added, the lower the use of
water resources, which is a significant environmental advantage, the best dilution was
defined based on the treatment efficiencies of each experimental condition.

Table 7 shows the removal efficiencies of COD, TKN, N-NH4", and P+ at different
concentrations of residual water. Therefore, the best dilution in P3 was the addition of 50%
residual water in the 5% dilution of vinasse.

Compared to the other concentrations, the treatment with 25% residual water did not
show good pollutant removal results. It was also observed that from 50% onwards, the
greater the amount of residual added to the culture, the lower the treatment efficiency. In
addition, when 100% of the residual water was used, there was no growth of microalgae, as
well as the appearance of an unpleasant odor, which can be explained by the more acidic pH

of the residual water from the sugar-alcohol industry (around 5 — Table 3), and the high
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organic load of the medium, factors which directly influence microalgal growth.

Table 6. Pollutant removal after growing microalgae in 5% vinasse diluted in different

concentrations of residual water in Phase 3.

COD TKN N-NH4* Pr
(mg.L?) (mg.L?) (mg.L?) (mg.LY)
Start 1811.99 15.71 1.85 2,94
Cultivation  (193.99) (1,60) (1.60) (0,06)
Final 1274.39 13.86 0.00 1.66
25% o
Cultivation (158.99) (0.00) (0.00) (0.10)
Removal
29.67 11.76 100 43,53
(%)
Start 1890.39 24.95 1.85 4.72
Cultivation  (303.02) (0.00) (1.60) (0,17)
Final 277.59 14.28 0.09 1.64
50% o
Cultivation  (158.79) (1.60) (0,00) (0.14)
Removal
P 85.32 42.77 95.14 65.25
© (%)
'&Ué Start
o a 2730.39 31.42 277 7.23
Cultivation (135.79) (1,60) (0.00) (0.59)
5% Final 579.99 23.10 1.77 3.78
Cultivation (213.39) (1.70) (0.00) (0.20)
Removal
78.76 26.48 36.10 47.72
(%)
Start 3510.52 35.56 3.56 8.85
Cultivation  (271.59) (1.60) (1.60) (0.27)
Final
100% o - - - -
Cultivation
Removal
(%)

Mean values and standard deviation in brackets.

Phases 4 and 5 were carried out in larger quantities to highlight and consolidate the
values found in P3, as well as produce enough biomass to analyze its biochemical
composition. Comparing the results in Table 7 and Table 8 for P4 (RW50%) and P5
(RW50%), respectively, there was no statistically significant difference, showing that the
results were reliable. A discrepancy was observed in relation to Pt removal, which may be

due to the appearance of a new Scenedesmus sp. species in the culture, observed through
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monitoring by an optical microscope, in addition to the vinasse used in P4 having greater
availability of the nutrient (Table 1). Attention should be paid to the different physical and
chemical characteristics due to the different industrial processes used to obtain the by-
products (vinasse and wastewater), which can vary, directly affecting microalgal growth.

In P5, the recirculation of the supernatant from P4, with the addition of vinasse (5%
v/v) and inoculum (10% v/v) showed higher Chla results than those seen in Phases 3 and 4.
This can be explained by the fact that biomass sedimentation was not as efficient in 24 hours,
which may have resulted in greater availability of biomass in the medium in addition to the
inoculum, with values varying throughout cultivation from 22.15 to 31.67 mgChla.L*
(Figure 2).

It was observed that in P4, compared to P5, the treatment efficiencies in terms of COD,
N-NH4+, and Pt were very similar (Table 8), showing no influence of residual water on the
treatability of vinasse. Quintero et al. (2019) reported TKN removal of 38%, different from
that found in the present study, given the different dilutions and cultivation systems.
Marques (2013) and Quintero et al. (2019) observed 100% ammonia removal, equal to the
removal value found in P4 and P5.

Table 7. Removal of pollutants after cultivation of microalgae in 5% vinasse diluted in 50%

residual water and recirculated supernatant in Phases 4 and 5.

CoD TKN N-NH4* Pr
(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.LY)
o 1119.45 23.72 2.77 4.00
Start Cultivation
(100.80) (1.60) (0.00) (0,26)
Phase 4 o culivat 171.19 16.32 0.00 2.61
9 inal Cultivation
(RWS50%) (69.94) (1.60) (0.00) (0.23)
Removal (%) 84.71 31.20 100 34.75
1663.59 37.88 2.77 3.96
Start Cultivation
(135.69) (1.60) (0.00) (0.04)
Phase 5
] o 446.80 19.87 0.00 2.69
(SRW50%) Final Cultivation
(29.10) (1.60) (0.00) (0.01)
Removal (%) 73.02 47.54 100 32.07

Mean values and standard deviation in brackets. *\RW50% = culture with vinasse diluted in 50% of residual

water; SRW50% = culture with 50% of supernatant from the culture with residual water and vinasse
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Figure 2 - Chla concentrations during cultivation in Phases 4 and 5, with vinasse diluted in
50% of residual water (RW50%) and 50% of supernatant from the culture with residual
water and vinasse (SRW50%).

For P4 and P5, the biochemical composition of the produced biomass was analyzed
(Table 9). In both phases, significant levels of ash were observed, showing that cultivation
in residual water and recirculation of the water in 5% diluted vinasse may have accumulated
large quantities of inorganics in the cultivation. A justification for the large amount of ash
in the biomass is also reported by Assis et al. (2020), due to the use of effluents as a culture
medium and an increase in the concentration of fixed solids from the raw domestic sewage.
The high ash content in the biomass may indicate a potential agricultural use of the biomass,
depending on the composition of micronutrients present in the ash.

The content of neutral lipids stands out, being the compound with the highest
accumulation by biomass after ash. This suggests that biomass cultivated with residual water
from the sugar-alcohol industry has the potential to produce bioenergy via biodiesel.

In general, the literature relates the biochemical content of biomass to the chemical
characteristics of the growing medium (CHOUDHARY et al., 2020). However, for the
present study, this relationship was not very clear, given the discrete variations in
composition between the different phases.

The literature reports different values depending on the different cultivation
configurations, such as dilutions and cultivated species. Calixto et al. (2016) cultivating

Chlorella sp. in 100% vinasse, found values close to 30% carbohydrate, 45% protein, and
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7% lipid. Marques et al. (2013) cultivated Chlorella vulgaris in 25% vinasse diluted in
treated sewage and found values of 16% carbohydrate, 63% protein and 20.53% lipids.

Table 8. Biochemical composition of biomass grown in 5% vinasse diluted in distilled water

and residual water and in the recirculated supernatants.

. ) Neutral Polar
Moisture Ash Proteins Carbohydrates o .
Lipids Lipids
(%) (%) (%) (%)
(%) (%)
Phase 4
6.01 28.61 8.03 16.18 19.38 15.16
(RW50%)
Phase 5
451 34.26 5.29 15.31 22.82 11.10
(SRW50%)

Mean values. * RW50% = culture with vinasse diluted in 50% of residual water; SRW50% = culture with 50%

of supernatant from the culture with residual water and vinasse.

3.3Water balance in the sugarcane industry

Microalgae production is notable for its significant demand for water (TU et al., 2016),
mainly due to the low concentrations of microalgal biomass reported in the literature. The
study by Murph and Allen (2011) showed that 1000 liters of water are required for every
kilogram of microalgae biomass produced. However, these values can vary depending on
the conditions established previously, as well as the physical and chemical characteristics
of the environment. Therefore, attention must be paid to the availability of water or
wastewater to make cultivation efficient and sustainable.

In addition, the existence of water losses during cultivation, such as evaporation, must
be considered in the design of biorefineries to optimize and highlight the water costs
required in the process, especially considering the type of reactor, wind speed, solar
incidence, and humidity. The study by Davis et al. (2011) shows that closed reactors retain
more than 50% of the water that would normally evaporate in open systems.

Water scarcity has made processes in the sugar and alcohol industry increasingly
innovative and challenging, making them less and less water-intensive. In order to reduce
the amount of water consumed in cultivation, water recycling plays a key role in the
economic viability and environmental responsibility of industrial plant operations.

It is worth noting that the water footprint of bioethanol from sugar cane can vary
significantly depending on the irrigation system used in cultivation. Chico et al. (2015)

indicated values of 1229 - 1646 L/L in different configurations of sugarcane cultivation in
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Brazil. However, large quantities of effluent are generated in the ethanol production process
(10-12 L vinasse/L ethanol) (SIQUEIRA et al., 2022). However, most sugarcane processing
is not entirely destined for ethanol but is integrated into the sugar factory (GOPAL,
KAMMEN, 2009).

Sugarcane has a moisture content in the range of 70 - 80% before entering the industrial
process. This results in a surplus of approximately 0.7 m? of residual water per ton of sugar
cane processed (MEMON et al., 2006; SOLOMON, 2005).

In several countries, the sugar-alcohol industry, on average, generates around 1 m? of
residual water for every ton of sugarcane processed. In addition, studies have shown that, in
terms of sugar production, processing 1 ton of sugar cane consumes approximately 1.5 to 2
m?® of water, which in turn results in the generation of 1 m® of residual water (SAHU;
CHAUDHARI, 2015).

According to the literature, the reported surplus of residual water in the sugar-alcohol
industry and the favorable results of the present study, strategies in the cultivation of
microalgae combined with the dilution of 5% vinasse proved to be efficient, making the
recirculation of culture media a viable alternative. Figure 3 shows the amount of freshwater
consumed per ton of sugarcane according to the variation in the evaporation rate. The lower
the evaporation rate, the lower the amount of water required in the system, which is an
important factor to consider. In the system (Figure 4), the evaporation rate in the crop was
considered to be 4% (REIN, 2007).

3500

3107.8
® 2707.8

3000

2500
® 2307.8

2000 ® 1907.8

1500 ® 1507.8

1000 ® 1107.8

® 707.8
500

Fresh water demand (kgW/t surgarcane)

4 6 8 10 12 14 16
Evaporation (%)

Figure 3 - Water demand according to evaporation rate.
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Figure 4 - Water balance in the cultivation of microalgae in vinasse from the sugar-alcohol

industry.

Considering the water balance in Figure 4, the ratio between the water demand of
industry in relation to the sugarcane processed will be 1:0.56, close to the values found
(1:0.8) by Pina et al. (2017). Chooyok et al. (2013) reported in their study that for molasses-
based production of 1104.5 m%/t (1:1.1) and 876 (1:0.88) m3/t, ensuring the viability of the
system and consequently of the present study, demonstrating that by recirculating the crop
water and using the industry residual water to dilute the vinasse, a possibly zero water
balance is potentially achieved. In the Brazilian scenario, the Sdo Paulo State defines a
maximum limit of 1 m3 of water per ton of processed sugarcane for new sugar and ethanol
plants that are installed in appropriate areas according to agri-environmental zoning (SMA,
2008). This resolution also requires industries to present a plan to reduce water consumption,
with a timetable for reaching the maximum limit of 1 m® per ton of processed cane, in the

case of expansions of existing industries.

4 Conclusions

The best growth condition for microalgae was with vinasse diluted to 5%, resulting in
high biomass yields. When using residual water from the sugar-ethanol industry, the dilution
of vinasse with 50% residual water was better for biomass productivity. In addition, the
COD and N-NH4" removal efficiencies reached high values, showing the potential for
microalgae growth as a treatment option.

The use of the cultivation supernatant in the growth of microalgae in diluted vinasse
(5%) is a technically viable alternative, given the advantages of microalgae productivity,
effluent treatment, and avoiding the need to use drinking water.

The biomass characterization was not influenced by using the supernatant as a vinasse

dilution agent. Regarding potential biomass utilization routes, the high ash content must be
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considered, indicating the potential application of the biomass for agricultural purposes. In
addition, the low phosphorus content in the culture media tested may have been a limiting
factor for algal growth, and alternative low-impact sources of this nutrient could be explored
to supplement cultivation.

This study contributes to the management of sugarcane processing waste through the
cultivation of microalgae, especially regarding the use of residual water in the sugar and

alcohol industry.
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Supplementary Material

Table S1. Climatic data for the municipality of Lavras - Minas Gerais for the year 2022.

Humi. Vel. Dir. Insolation Temp. Temp. Rain

Date (%) \{;r);;) \{;r);;) ) Max. I?h) Min. I(Oh) (mm)
13/abr 78 0 90 8 30 18 0
14/abr 72 1 107 8 30 19 0
15/abr 71 0 0 5 27 18 0
16/abr 65 1 47 11 27 12 0
17/abr 58 1 77 11 27 11 0
18/abr 62 2 107 10 27 13 0
19/abr 63 2 170 11 29 13 0
20/abr 63 1 137 10 29 15 0
21/abr 65 1 107 10 29 16 0
22/abr 59 1 90 10 29 16 0
23/abr 54 2 197 10 30 15 0
24/abr 60 1 7 10 32 15 0
25/abr 65 3 123 8 28 19 0



59

26/abr 72 1 30 7 29 18 0
27/abr 69 0 17 7 30 18 0
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