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RESUMO

O setor sucroalcooleiro € uma importante representagdo do potencial bioenergético do
Brasil. Dados finais da safra 2014/2015 da regido Centro-Sul do Brasil apontam que o
volume fabricado de etanol aumentou 2,23% no periodo, totalizando 26,15 bilhGes de
litros. O aumento da producdo do etanol gerou também o aumento de residuos como
bagaco, cinzas, vinhaca, e emissGes gasosas. A vinhaga é o principal subproduto na
fabricacdo do etanol e é produzida na proporcdo de 8 a 15 vezes para cada litro de
etanol, além de possuir alto poder poluente e alto valor fertilizante. Seu poder poluente,
cerca de 100 vezes maior que 0 esgoto doméstico, é decorrente de baixo pH, elevados
valores de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica do oxigénio
(DQO), além de cor escura e cheiro caracteristico. Atualmente, a principal forma de
reaproveitamento da vinhaca é a fertirrigacdo das lavouras de cana-de-aglUcar, mas a
aplicacdo excessiva e mal dimensionada desta no solo pode causar a salinizacéo,
lixiviagdo de metais, desbalanceamento de nutrientes, redugdo da alcalinidade e
alteracdes na qualidade do solo. Deste modo, busca-se investigar um método eficaz para
reduzir sua potencialidade toxica. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de biodegradacdo da vinhaca por um consércio de fungos associado a
aplicacdo de um método complementar de adsor¢do no préprio bagaco da cana-de-
acucar. Neste trabalho foram estudados os efeitos obtidos para a biodegradacdo da
vinhaca em diferentes concentracfes deste residuo apds 6 dias de incubacdo. Para
avaliacdo da eficiéncia do processo foram conduzidos ensaios para verificar a remogéo
de carga organica, cor, turbidez, condutividade e nutrientes, sendo estes comparados aos
valores encontrados para a amostra bruta. O consorcio de fungos, composto de
Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus mostrou que esses microrganismos conseguem
adaptar seu metabolismo as substancias toxicas presentes na vinhaca. Constatou-se
também que valores mais expressivos de massa micelial foram observados com o
aumento da concentracdo de vinhaca. Os microrganismos se desenvolveram melhor em
pH é&cido e temperatura de 30,0°C. A maior quantidade de remocdo de DQO foi
observada para 0s ensaios de biodegradacdo conduzidos para a vinhaca pura, ao redor
de 73%. Ap06s o processo de biodegradacdo houve uma reducdo de aproximadamente
10%, 12,5%, 24,7% e 8,24% de potassio, calcio, sédio e magnésio, respectivamente.
Nos experimentos observa-se que 0 bagaco Umido apresenta uma ligeira capacidade de
sorcdo da matéria organica presente na vinhaca comparado ao bagaco seco. Porém, o
uso do bagaco seco apresenta melhores resultados para a remogédo de cor, turbidez,
condutividade, magnésio e potassio quando comparado ao bagaco Umido. Apos a etapa
de sorcdo observa-se uma diminuicdo nos valores de pH, alcangando a proximidade do
meio neutro, o que pode ter ocorrido devido a sorcdo de espécies de carater basico na
fibra do bagaco. A intensidade de cor, a carga organica e a turbidez ap0s o processo de
sor¢ao no bagacgo de cana-de-acucar ainda se mantém alta e, portanto, novos estudos sao
requeridos para minimizacdo destes parametros. Apds o processo de dessor¢do houve
um aumento da concentragdo da maioria dos parametros quimicos estudados, superior
ao encontrado pelas espécies sorvidas, o que deve estar associado a liberacdo desses
elementos pelo proprio bagaco. Observa-se que o biotratamento é capaz de diminuir
potencial poluidor da vinhaca. O presente estudo conclui que a combinagdo sistematica
de fungos lignoceluloliticos e adsor¢do em bagaco de cana-de-agucar pode ser aplicada
no processo de reducdo do poder poluente da vinhaga.

Palavras-chave: Aspergillus niger, Biodegradacéo, Fungo, Vinhaca, Rhizopus arrhizus.



ABSTRACT

The sugar and alcohol sector is an important representation of the bioenergetic potential
of Brazil. Final data for the season 2014/2015 of the Mid-South region of Brazil
indicate that the manufactured volume of ethanol increased 2.23% in the period, totaling
26.15 billion liters. The increased production of ethanol also generated increased waste
and bagasse ash, vinasse, and gaseous emissions. The vinasse is the main by-product in
the ethanol production and it is produced in the proportion of 8 to 15 times per liter of
ethanol, beside having high polluting power and high value fertilizer. The polluting
power, about 100 times higher than domestic sewage, is due to low pH, corrosivity,
high levels of biochemical oxygen demand (BOD) and chemical oxygen demand
(COD), as well as dark color and characteristic smell. Currently, the main form of reuse
of vinasse is the fertigation of the sugarcane crops, but the excessive and poorly
dimensioned application in the soil can cause salinization, leaching of metals, imbalance
of nutrients, reduced alkalinity and changes in soil quality. Thus, we seek to investigate
an effective method to reduce its toxic potential. This study aimed to evaluate the
potential for biodegradation of vinasse by a fungal consortium associated with the
application of an adsorption method in complementary own bagasse sugarcane. Were
studied the effects obtained for the degradation of vinasse for different concentrations
after 6 days of incubation. To evaluate the efficiency of the process the tests were
conducted to verify the removal of organic load, color, turbidity, conductivity and
nutrients, which are compared to the values found for the raw sample. The fungal
consortium, consisting of Aspergillus niger and Rhizopus arrhizus, showed that these
microorganisms can adapt their metabolism to toxic substances in the vinasse. It was
also found that higher values mycelial mass were observed with increasing
concentration of the vinasse. The microorganisms grew better at acidic pH and 30,0°C.
The greatest amount of COD removal was observed for biodegradation tests conducted
for the pure vinasse, around 73%. After the biodegradation process there was a
reduction of approximately 10%, 12.5%, 24.7% and 8.24% potassium, calcium, sodium
and magnesium, respectively. In the experiments was observed that the wet bagasse has
a slight sorption capacity of the organic matter present in the vinasse compared to dry
bagasse. However, the use of the dry bagasse is better for removal of color, turbidity,
conductivity, magnesium and potassium as compared to the wet bagasse. After the
sorption stage is observed a decrease in pH, increasing the proximity of the neutral
medium, which may have occurred due to sorption of the species with basic character in
bagasse fiber. The color intensity, the organic load and turbidity after sorption in the
bagasse sugarcane still remain high and therefore further studies are required to
minimize these parameters. After the desorption process there was an increase in the
concentration of the most studied chemical parameters, higher than that found by the
sorbed species, which should be associated with the release of these elements by itself.
It is observed that the biotreatment can reduce pollution potential of vinasse. This study
concludes that the combination of systematic lignocellulolytic fungi and adsorption
sugarcane bagasse can be applied in the process of reduction of pollutant vinasse power.

Keywords: Aspergillus niger, Biodegradation, Fungus, Vinasse, Rhizopus arrhizus
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1. INTRODUCAO

A producédo de cana-de-acucar no Brasil iniciou-se no século XVI, comecgo do
periodo colonial. Na metade do século XVII, o Brasil j& se tornava o maior produtor de
cana-de-acucar do mundo, destinando, assim, sua producdo ao abastecimento da
Europa. A cana-de-aglcar (Saccharum officinarum, L.) é uma planta de grande
importdncia para a economia brasileira, ja que devido a sua industrializacdo e
processamento em acucar e etanol se torna uma grande geradora de empregos, energia e
matéria prima (NUSSIO, 1993; CORREA et al.,2001).

Em meio a primeira crise do petrleo em 1973, o governo brasileiro passou a
buscar formas alternativas para reduzir a dependéncia do pais ao combustivel fossil e
amenizar os efeitos do choque na economia brasileira. Dentre varios programas
propostos o que obteve maior éxito foi o Programa Nacional do Alcool — Proalcool. A
12 fase do Programa (1975-1979) foi marcada pela producéao de alcool anidro o qual era
fabricado em destilarias anexas as usinas de acucar e utilizado para misturar a gasolina.
A 22 fase (1979-1986) foi iniciada com a 22 crise do petréleo que aumentou ainda mais o
preco no mercado internacional. Essa fase é marcada pela producéo de alcool hidratado
para atender 0 consumo incipiente e em ascensao dos veiculos movidos exclusivamente
a alcool. Nessa fase ha uma grande ampliacdo das destilarias anexas e marca o
surgimento de destilarias autdnomas, ocorrendo um grande crescimento do volume
produzido de etanol, que era de 3.396,4 m® no inicio da fase e que no final estava em
10.539,3 m®. Pode-se dizer que essa fase foi o periodo de consolidacéo e expansdo do
Proélcool (EPE, 2008).

Ap0s a expansdo do Proalcool, na fase anterior, 0 programa comegou a passar
por problemas a partir do final de 1985 e inicio de 1986, oriundos de fatores como a
queda e estabilizacdo do preco petréleo e 0 aumento do preco do aglcar no mercado
internacional. Além desses problemas, o governo também deixou de subsidiar e
financiar o programa devido a problemas fiscais e inflacionarios. Em meados dos anos
1990 o governo promove a desregulamentacdo do mercado, liberando os pregos para a
livre concorréncia. O setor sucroalcooleiro, atraveés da formacdo de entidades como
UNICA (UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR) e Sucroalcool, procura

se organizar e buscar formas para dar novo folego ao programa. Quando o programa
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parecia fadado a estagnacdo e ao fracasso, surgem novos fatores que vém dar nova
énfase a este segmento, como por exemplo, 0 novo aumento do preco do petréleo no
mercado internacional e o surgimento dos veiculos flex fuel, cuja tecnologia permitia o
uso de alcool hidratado ou gasolina em qualquer proporcdo possibilitando ao
consumidor final a escolha do combustivel para abastecer o seu automdvel
(MICHELLON et al.,2008).

Atualmente, a cana-de-agUcar € a matéria-prima de biocombustivel mais
eficiente disponivel, e o etanol derivado dela traz reducdes de até 90% nas emissdes de
gases causadores do efeito estufa em relacdo aos combustiveis convencionais. Ela
também pode ser usada como matéria-prima para a proxima geracdo de
biocombustiveis, como o biobutanol e o diesel derivado do aglicar (PETROBRAS
BIOCOMBUSTIVEL, 2014).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-acUcar, e ocupa posicdo de
lideranca na tecnologia de sua producdo, é também o maior produtor e exportador de
acucar, segundo United States Department of Agriculture (USDA), e o segundo maior
produtor de etanol do mundo, segundo a F. O. Licht (MAPA, 2014).

O setor sucroalcooleiro se destaca no &mbito social devido a empregabilidade
de mao de obra, tendo contratado cerca de 4,5 milhdes de pessoas (ProCana, 2015), e no
campo econdmico sua importancia se deve a renda per capita dos municipios onde estéo
localizadas as usinas e as divisas geradas para o pais a partir do saldo da balanca
comercial da exportacdo actcar e alcool. E notavel, portanto, sua participacdo no PIB
brasileiro e também na geracdo de empregos (CARUSO, 2014).

Entretanto, a industrializacdo do setor sucroalcooleiro impulsionada
principalmente pelo lancamento do Programa Proalcool na década de 1980, assim como
a necessidade mundial do uso de fontes renovaveis de energia resultou no aumento da
producdo do etanol e, consequentemente, no aumento na geracdo de residuos como
bagaco, cinzas, vinhaca, e emissdes gasosas (VACCARI et al., 2005).

De acordo com Silva (2010), a fase industrial da fabricacdo do etanol é
caracterizada pelos aspectos ambientais de alto consumo de agua e de geragdo de

grandes quantidades de residuos, sendo os principais 0 bagaco e a vinhaga. Porem, 0s
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residuos gerados a partir desse processamento podem ser reaproveitados para outros
fins.

Desta forma, o setor devera estabelecer acGes para atingir o conceito de
desenvolvimento sustentavel, no qual recomenda a utilizacdo de tecnologias
ecologicamente adaptadas para obter a ecoeficiéncia, uma vez que demanda de energia
para este processo é grande, assim como a utilizagdo de recursos hidricos. Além disso,
no processo de fermentacéo e destilacdo da cana de agucar, um dos residuos gerados € a
vinhaca. A vinhaca é também conhecida por vinhoto, restilo, caldo ou garapao,
dependendo da regido. A grande preocupacdo da vinhaca advém basicamente de sua
decomposi¢do quimica, devido a quantidade na qual ela é gerada (de 8 a 15 vezes para
cada litro de etanol produzido), tornando-se um grande poluidor (MACHADO, 1998).

Dados finais da safra 2014/2015 da regido Centro-Sul do Brasil apontam para
uma moagem de aproximadamente 571 milhGes de toneladas de cana-de-aclcar, com
reducdo de 4,31% sobre os quase 597 milhdes de toneladas processadas na safra
2013/2014. A producdo de agUcar alcancou quase 32 milhdes de toneladas, com retracdo
superior a 2,30 milhGes de toneladas sobre o resultado do ciclo agricola anterior (34
milhGes de toneladas). Em contrapartida, o volume fabricado de etanol aumentou 2,23%
no periodo, totalizando mais de 26 bilhdes de litros desse combustivel. Este aumento
decorre da ampliacdo do mercado de etanol hidratado, cuja producgéo atingiu mais de 15
bilhGes de litros contra 14 bilhdes de litros na safra 2013/2014. Em relacdo ao etanol
anidro, o volume fabricado somou préximo de 11 bilhdes de litros (UNICA, 2016).

Somado a esta elevada producédo de etanol esta a geracdo de residuos do setor
sucroalcooleiro. Sabendo que em usinas brasileiras a cada 1 litro de etanol é gerado de 8
a 15 litros de vinhaca (van HAANDEL, 2005), estima-se que a producdo brasileira desta
ultima para as colheitas 2014/2015 deva chegar a valores médios em torno de 392
bilhdes de litros deste residuo (UNICA, 2016).

Segundo Elia Neto (1988) as possiveis origens da vinhaca sao: (i) vinhaca de
mosto de caldo: produzida de caldo direto para a fermentagdo alcodlica, ocorrendo
normalmente em destilarias autbnomas onde se produz apenas etanol, (ii) vinhaga de

mosto de melago: mosto preparado com melago, subproduto da producéo de agucar,
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normalmente em destilarias anexas, (iii) vinhaga de mosto misto: mosto preparado com
caldo direto e melago, normalmente em destilarias anexas. As destilarias anexas
produzem tanto agtcar como etanol.

A vinhaca é quimicamente complexa, e em geral, este efluente apresenta cor
escura e consiste basicamente de agua (93%), de sélidos organicos e minerais (7%)
(MARQUES, 2006). Espafia-Gamboa et al. (2011), revisaram as diferentes
composi¢fes de vinhaga e tratamentos disponiveis. Segundo os autores, as
caracteristicas da vinhaca dependem da matéria-prima (biomassa). Deste modo, a
composicao da vinhaca pode variar e muito ao longo do dia, do ano, da variedade, do
indice de maturacao, do tipo de solo ou até mesmo da sua origem (BARBOSA, 2006).

A coloracdo escura é proveniente da grande quantidade de matéria organica.
Essa coloracdo também é caracterizada pela presenca de polimeros de alto peso
molecular chamados melanoidinas, que sdo formados pela reacdo de Maillard e por
compostos fendlicos (acido tanico e humico). Estas substancias sdo frequentemente
toxicas para 0s microrganismos propicios aos biotratamentos de efluentes, altamente
recalcitrantes, e possuem propriedades antioxidantes (MOHANA et al., 2009; NAIK,
2008). Estes compostos sdo originados a partir da fermentacdo do melaco durante o
processo industrial (GOKARN; MAYADEVI, 2000). Entre 0os compostos presentes na
matéria orgénica encontram-se o &cido oxalico, &cido latico, acido acético e outros
compostos alcoolicos. Adicionalmente, também sdo encontrados hidratos de carbono,
cations tais como K*, Ca®* e Mg, celulose e hemicelulose (WADT, 2008;
PARNAUDEAU et al., 2008).

E um dos residuos mais dificeis de tratar, devido ao seu pH baixo (entre 3,0 e
4,5), temperatura elevada logo na saida do destilador, alto teor de carga organica, com
alta DBO (entre 42.000 e 100.000 mg L™) e DQO (entre 10.000 e 210.000 mg L™),
além de exalar um cheiro forte caracteristico (FREIRE; CORTEZ, 2000).

E comum a pratica de aplicacdo da vinhaca in natura na agricultura como
fertilizante, atraveés do processo chamado de fertirrigacdo. Segundo Ribas (2007) esta
pratica deve ser utilizada quando a matéria organica estiver estabilizada. A aplicacdo de

vinhaca como fertirrigagédo € processo conjunto de irrigacao e adubacdo que consiste na
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utilizacdo da propria 4gua para conduzir e distribuir o fertilizante quimico ou orgénico
na lavoura, podendo ser feita por qualquer sistema de irrigacdo (SILVA, 2009). Para
realizacdo desta atividade, devem ser considerados parametros ambientais como o tipo
de solo, distancia de cursos de agua, capacidade de campo do solo (retencédo de agua) e
percentual de sais presentes no solo (LAIME et al., 2011).

Além da geragdo de vinhaca, a industrializacdo da cana-de-aglcar produz
também grande quantidade de bagaco. O bagaco da cana-de-aglUcar é resultado da
extracdo do caldo apds esmagamento nas moendas e representa de 24% a 30% do peso
inicial da cana-de-acucar (umidade de 50%) (HUGOT, 1972).

Apesar da utilizagdo deste bagaco como subproduto para a geragao de energia,
como combustivel em caldeiras na prdpria usina, ainda hd um significativo excedente
deste material, sendo as vezes empregado para compostagem ou simplesmente
depositado como residuo. Com a otimizacao de caldeiras e turbinas em algumas usinas
ja se estima que o excedente de bagaco atinja 20% do total. Dessa forma, o excedente
deste residuo que ndo é utilizado pode causar sérios problemas de estocagem e de
poluicdo ambiental (TEIXEIRA et al., 2007).

Devido a grande quantidade produzida, e a suas caracteristicas fisicas e
quimicas, o baga¢o encontra um vasto campo de utilizacdo, dentre eles na producao de
racdo animal, na inddstria quimica, na fabricacdo de papel, papeldo e aglomerados,
como material alternativo na construcdo civil e na producdo de biomassa microbiana.
Além de tudo isso, estudos tém sido realizados utilizando o bagaco de cana-de-acUcar
como biomassa adsorvente de contaminantes organicos com resultados satisfatorios
(SANTOS, 2005).

Durante os processos de producdo do &lcool sdo gerados subprodutos em
grande quantidade que quando ndo reutilizados podem causar impactos ambientais,
dentre eles esta o bagaco,a torta de filtro e a vinhaca, que podem voltar para a lavoura
na forma de fertilizantes (DEMATTE, 1992). Nesse aspecto destacam-se nesse trabalho
medidas de reaproveitamento da vinhaca e do bagaco, objetivando evitar esses impactos

e ainda gerar lucros para propria usina além de evitar gastos.
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O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de biodegradacéo de
vinhaca por um consoércio de fungos, composto de Aspergillus niger Tiegh. e Rhizopus
arrhizus A. Fisch., associado a aplicacdo de um método complementar de adsor¢do no
bagaco de cana-de-agucar para remocao de cor e carga organica.

A aceitacdo crescente no uso de fungos em processos de tratamento e/ou
biorremediac&o se deve por apresentarem um sistema enzimatico extracelular capaz de
romper uma grande quantidade de liga¢fes quimicas (FERREIRA, 2009).

O Aspergillus niger, apresentado na Figura 1, estd entre os fungos mais
comumente reportados entre as contaminacdes fangicas em alimentos, é predominante
de climas quentes, tanto em produtos de campo quanto armazenados, frequentemente
associado a contaminacOes de frutas frescas, alimentos desidratados e defumados ou
curados. Os esporos negros proporcionam uma protecao a luz solar e a luz UV, o que
faz com que ele predomine sobre as demais espécies. E um fungo muito utilizado para
obtencdo de enzimas e subprodutos, é tido como GRAS (Generally Regarded as Safe),
entretanto ja foi detectada a producdo de micotoxinas como a Ocratoxina A e
Fumonisina B2 em por algumas linhagens (PITT; HOCKING, 1997).
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Crescimento das coldnias em meios CYA e
MEA, incubadas a 25°C.

Estrutura microscépica da hifa e esporangio
(aumento 400x)

Estrutura microscépica da hifa e esporangio
(aumento 400x)

Estrutura microscopica de cdnidios
(aumento 1000x)|

Figura 1: Imagens macro e microscépicas do fungo Aspergillus niger identificado pela

Fundacgdo André Tosello.

O género Rhizopus é bastante apl

icado na indastria de alimentos em

fermentagdes. O Rhizopus arrhizus é um importante agente de zigomicoses humana

causando principalmente infeccdes rinocerebral. Testes realizados com ratos e patos

alimentados com milho contaminado com esta espécie mostraram efeitos toxicos nos

animais, causando deficiéncia no crescimento, porém a toxina responsavel ndo foi

elucidada (PITT; HOCKING, 1997). As imagens macro e microscopicas da estrutura do

Rhizopus arrhizus sdo apresentadas na Figura 2.
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. ; p¥od

. Crescimento das colénias em meios CYA,
MEA e G25N, incubadas a 25°C.

Estrutura microscopica da ha, columela e
conidios (aumento 400x)

Estrutura microscopica da hifa, columela
rompida e esporangiosporos (aumento 1000x

Estrutura. opia dos rizoides
{aumento 1000x)

Figura 2: Imagens macro e microscopicas do fungo Rhizopus arrhizus identificado pela

Fundacgdo André Tosello.

Adicionalmente, 0 uso de bagaco para o pds tratamento da vinhaga apés a

biodegradagéo poderia contribuir para minimizar a carga orgénica e de nutrientes deste

efluente. Espera-se que 0s processos combinados possam ser utilizados de maneira

complementar, de tal forma a suprir deficiéncias apresentadas por estas técnicas quando

aplicadas isoladamente.



2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a eficiéncia na degradagédo de
vinhaca utilizando um consdércio de fungos composto por Aspergillus niger e Rhizopus
arrhizus, associados a aplicacdo de um meétodo complementar de sorcdo no bagaco de
cana-de-agucar.

Como objetivos especificos espera-se com a combinacdo das técnicas:

(a) reduzir a carga organica da vinhaga (DQO);

(b) reduzir as espécies inorganicas como Na*, K*, Mg**, e Ca®*;

(c) reduzir a turbidez;

(d) minimizar a condutividade total;

(e) estudar a viabilidade técnica da utilizacdo do bagaco de cana-de-agiicar como
materia adsorvente e,

(f) indicar o bagaco como fertilizante fora da planta industrial da usina sucroalcooleira.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Toxicidade da vinhaca

A elevada e crescente geracdo de etanol produzido no Brasil desde o inicio do
Proélcool gerou a necessidade de se desenvolverem meios viaveis de utilizagdo e
tratamento dos residuos gerados (PEREIRA, 2003).

No passado, quantidades consideraveis de vinhaca foram descarregadas em
corpos d'agua, causando sérios problemas de poluicio (DEMATTE et al., 1992). Sua
cor castanho escuro decorre principalmente da presenca de compostos fendlicos tais
como acido tanico, &cido humico e melanoidina, dificultando a fotossintese, bloqueando
a luz solar além de constituir-se toxica para a vida aquatica (MOHANA et al., 2009).

A vinhaca possui alto poder poluente, embora possua alto valor fertilizante. O
potencial de poluicdo é cerca de cem vezes maior que esgoto doméstico, devido a alta
carga organica, baixo pH, alta corrosividade e altos niveis de demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) (KANNAN & UPRET]I, 2008).

Para avaliar o impacto ambiental da vinhaca, Melo e Silva (2001), realizaram
um estudo comparativo entre esta e 0 esgoto doméstico, e concluiram que um litro de
vinhaca equivale ao esgoto doméstico ndo tratado gerado por 1,43 pessoas diariamente.
Portanto, para se produzir dez litros de etanol a poluicdo gerada é equivalente aquela
produzida por aproximadamente 172 pessoas em um dia, na forma de esgoto domeéstico.
O tratamento prévio deste residuo é, portanto, necessario antes de sua disposicao final.

A eliminacdo direta e mal dimensionada da vinhaca pode causar salinizacao,
lixiviagdo de ions inorgéanicos, sobretudo nitrato, potdssio e metais para as aguas
subterraneas, mudancas na qualidade do solo, devido ao desequilibrio de nutrientes,
aumento de fitotoxicidade e odor desagradavel (MADEJON et al., 2001; SANTANA &
FERNANDES-MACHADO, 2008).

A adicdo de vinhaca faz com que ocorra alteracdes temporarias na populagéo
de microrganismos do solo, alterarando significativamente a populacdo de bactérias e
fungos, resultando em muitas modificagdes nos processos bioldgicos e quimicos, tais
como: a decomposicdo da matéria organica, nitrificacdo e diminuicdo do pH
(OLIVEIRA et al., 2013 e SANTOS et al.,2009).
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A literatura reporta que sucessivas aplicacfes em solos arenosos podem levar a
um desequilibrio de bases e elementos tais como célcio, magnésio, potéssio, sédio, que
sdo utilizados para andlise da fertilidade deste recurso natural (SILVA et al.,2007).

Segundo Zolin et al.(2011), depois de 2 a 3 anos de aplicacdo continua de
vinhaca, observou-se um declinio na densidade do solo, enquanto os niveis de carbono
orgénico e de potassio, a porosidade capilar e porosidade total aumentou ao arar as
camadas de solo.

RIBEIRO et al.,2010 detectaram um aumento na lixiviagdo de chumbo na
presenca de vinhaca no solo, particularmente devido aos compostos organicos sollveis
em tais efluentes, que formou entre a matéria organica e o chumbo um complexo
solivel. Embora os efeitos da vinhaga nos atributos do solo sejam bem conhecidos,
pouco se sabe sobre eles no comportamento sortivo de chumbo (Pb). Avaliaram-se a
sorcdo e a lixiviacdo de Pb em amostras da camada superficial (0-20 cm) de um
Cambissolo Héaplico Th Distrofico tipico (CXbd) sob influéncia da vinhaca. Para o
ensaio de sorcdo, as amostras foram peneiradas em malha de 2,0 mm, tratadas com
vinhaca diluida 20,0% e 50,0% e ao natural (100,0%), empregando agua destilada nas
amostras controle. Em seguida, solucdes com 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 e 0,75 mmol L™ de
Pb foram adicionadas as amostras de solo. Para o ensaio de lixiviacao, foram preparadas
colunas de solo em tubos de PVC de 12,0 cm de altura e 4,0 cm de diametro interno,
contendo 200,0 g de solo. As doses de vinhaca aplicadas sobre as colunas foram
correspondentes a 150,0 e 300,0 m® ha. As colunas foram mantidas incubadas com
vinhaca por sete dias. Ap6s esse periodo, foram aplicados sobre cada coluna 5,0 mL de
uma solucéo de concentracdo 100,0 mmol L™ de Pb e, posteriormente, realizadas
sucessivas lixiviagOes, coletando-se o percolado para determinacdo do teor de Pb. A
vinhaga aumentou a capacidade maxima de adsorcao de Pb e sua energia de ligacdo com
0 solo em condicBes de equilibrio (ensaio de sor¢do), mas em condigdes de néo
equilibrio (ensaio de lixiviagdo em colunas), a vinhaga aumentou a lixiviacdo de Pb.
Com base nesses resultados, atencdo especial deve ser dada a &reas que estejam
recebendo vinhaga ao longo dos anos e que estejam ocasionalmente sujeitas a

contaminag&o por Pb.
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Da mesma forma, Madrid e Diaz-Barrientos (1998) observaram aumento da
lixiviagdo de zinco e cobre, quando os solos foram tratados com vinhacga e indicam que
a remocao anterior de compostos organicos sollveis nos efluentes é necessaria para
minimizar lixiviacdo de metais pesados.

A utilizacdo da vinhaca pode alterar as caracteristicas do solo promovendo
modificacbes em suas propriedades quimicas, favorecendo o aumento da
disponibilidade de alguns elementos para as plantas. Por outro lado, a vinhaga também
pode promover modificacbes das propriedades fisicas do solo de duas formas distintas:
(i) essas alteracbes podem melhorar a agregacao, ocasionando a elevacdo da capacidade
de infiltracdo da &gua no solo e, consequentemente, aumentar a probabilidade de
lixiviagdo de ions, de forma a contaminar as aguas subterrdneas quando em
concentracdes elevadas, (ii) além de promover a dispersdo de particulas do solo, com
reducdo da sua taxa de infiltracdo de agua e elevacdo do escoamento superficial, com
possivel contaminagdo de aguas superficiais. Pelo fato de haver diferentes tipos de solo
e composicOes de vinhaca os resultados dos trabalhos sdo bastante variaveis, contudo,
existe consenso de que sua disposicao deve ser efetuada de acordo com a capacidade do
solo em trocar e reter ions. (SILVA et al., 2007).

A contaminacdo pode ocorrer devido a textura do solo e das caracteristicas
quimicas da vinhaca como altos niveis de potassio, matéria organica, calcio, magnésio,
nitrogénio e fosforo, indicando uma possivel contaminacdo das dguas como resultado da
lixiviacdo desses compostos (WAAL et al., 2009). A infiltracdo de vinhaca compromete
a qualidade da &gua subterrdnea, uma vez que concentracGes elevadas transferem
amonia, magnésio, aluminio, ferro, manganés, cloretos e matéria organica para o lencol
fredtico (PIACENTE, 2005). Adicionalmente, quando atinge o solo contaminado com a
vinhaca, a chuva pode infiltrar ou escoar superficialmente, poluindo corpos d'agua
(SILVA etal., 2007).

Estudos realizados no Rio Ipojuca, no Nordeste do Brasil, revelaram que
fertirrigagdo das culturas de cana é uma das principais fontes de contaminacdo do rio,
causando um aumento da temperatura da agua, acidificacdo, aumento da turbidez e
deplecéo de oxigénio (GUNKEL, 2007).
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Os efeitos deletérios da vinhaga na fauna também foram observadas em
estudos realizados por Kumar e Gopal (2001). Estes autores relataram que a
contaminacdo por vinhaca aumentou a producdo de muco e reducdo da quantidade de
proteinas em diferentes orgaos tais como o figado, cérebro, rins e musculos do peixe
Channa punctatus quando em contato com este efluente.

A vinhaga também pode causar efeitos negativos a atmosfera. A aplicagéo de
vinhaca na fertirrigacdo resultou em aumentos significativos nas emissdes de gases de
efeito estufa, especialmente N,O (CARMO et al.,2012). As emissdes podem resultar da
decomposicdo aerdbia e anaerdbia da matéria organica da vinhaca que ocorre durante o
transporte, 0 armazenamento tempordrio ou mesmo apos a aplicacdo ao solo
(OLIVEIRA et al., 2013).

3.2 Usos e alternativas para a vinhaca

Alguns métodos tém sido descritos na literatura para o tratamento e a
concentracdo de vinhaga, como o uso na fabricacdo de racdo para animais, método de
concentracdo, incineracdo, digestdo anaerdbia, compostagem etc. (WALISZEWSKI et
al., 1997; NAVARRO et al., 2000; MARTIN et al., 2002; DIAZ, 2003; GOMES et al.,
2011). Porém esses métodos sdo incompletos, impraticaveis ou inviaveis e requerem
melhorias no processo para serem efetivamente aplicados na industria sucroalcooleira.
Deste modo, a busca por métodos mais efetivos € imperativo e outras alternativas
tecnoldgicas deverdo ser investigadas.

Entre as alternativas para o uso da vinhaca desenvolvidas em torno do mundo,
a fertirrigacdo é a mais utilizada, pois exige um baixo investimento inicial, baixo custo
de manutencdo, de aplicagdo rdpida, ndo necessitando de tecnologias complexas, e que
ainda ndo vém sofrendo um controle ambiental mais rigoroso (NAVARRO et al., 2000).

Os nutrientes, especialmente potassio e matéria organica, presentes na vinhaga
foram usados nos campos de cana-de-agucar em substituicdo parcial ou total de
fertilizantes minerais (FERREIRA, 2009). Em contrapartida, as redugdes na

alcalinidade do solo, disponibilidade de manganés e inibicdo da germinacdo de
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sementes foram relatadas pela utilizacdo de vinhaca na agricultura (AGRAWAL &
PANDEY, 1994). Porém, em alguns casos observa-se 0 aumento do rendimento das
culturas (SANTANA & FERNANDES-MACHADO, 2008).

De acordo com Silva et al. (2007), a adi¢do de vinhaca de cana no solo pode
promover efeitos benéficos ou n3o em ecossistemas terrestres. E importante a
preparacdo prévia e adequada da vinhaca antes do seu descarte ao solo (SIQUEIRA,
2008). A fertirrigacdo pode ser uma pratica paliativa que oferece uma falsa impressédo
de resolver eficazmente o problema de eliminacdo da vinhaca, pois pode ocasionar
poluicdo do solo, poluicdo hidrica e atmosférica (SANTANA & FERNANDES-
MACHADO, 2008).

Em virtude da poluicdo gerada pelo uso mal dimensionado da vinhaga na
fertirrigacdo alguns 6rgdos ambientais j& comecam a estabelecer limites para 0 uso
desenfreado deste efluente. A Norma Técnica 4.231/N°045/2015/C (CETESB, 2015)
estabeleceu os critérios e procedimentos para 0 armazenamento, transporte e aplicacdo
da vinhaca, gerada pela atividade sucroalcooleira no processamento de cana de agucar.
Deste modo, a legislacdo ambiental caminha para um controle mais efetivo do uso da
vinhaca.

Outra possibilidade € o uso da vinhaca como racdao de bovinos, suinos e aves,
porém esta deve ser previamente tratada para a reducdo do nivel de potassio. Reporta-se
que a racdo assim produzida ndo interfere no sabor ou odor do leite e seus derivados,
que tem boa aceitacdo pelos animais e que a taxa de conversdo, ganho de peso com
relacdo ao consumo de racdo, é adequada. Ha, porém, limitacbes de dosagem que
devem ser obedecidas. Em ruminantes, por exemplo, a racdo feita da vinhaca ndo pode
ultrapassar 10% da alimentagdo diaria: em suinos, ela ndo deve ultrapassar de 2 a 3%.
As pesquisas, realizadas desde a década de 1970, buscavam a reducdo de potéassio, de
DBO e 0 aumento da aceitabilidade (CORAZZA & SALLES FILHO, 2000).

A producdo de levedura, a partir da vinhaca também € uma tecnologia
alternativa que permite reduzir a descarga deste efluente. Todavia, dois fatores
concorrem para a elevacao dos custos desta alternativa. Em primeiro lugar, o fato de ser

necessario acrescentar a vinhaca, sais de aménia e de magnésio para se obter o fermento
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seco. Em segundo lugar, e talvez o mais importante, o fato de ser elevado o consumo de
energia para a evaporacao da dgua da vinhaga, requerida neste processo (CORAZZA &
SALLES FILHO, 2000).

Na construcdo civil a vinhaca pode ser adicionada a massa de cimento. Também
existem estudos sobre a fabricacdo de materiais de construcdo, principalmente tijolos, a
partir da vinhaga, alcancando avangos significativos quanto a resisténcia do material
obtido. A viabilidade econémica desta alternativa deve se restringir as construgdes
préximas ao local de origem da vinhaca, devido ao problema dos custos de transportes
(CORAZZA & SALLES FILHO, 2000).

Outra alternativa que esta sendo cada vez mais utilizada na industria de etanol
é a biodigestdo anaerdbia da carga organica da vinhaga. Este processo consiste na
biodegradacdo da carga organica da vinhaca para producdo de biogas e vinhaca
biodigerida. Os compostos sdo biologicamente oxidados e convertidos em &cidos
organicos, tais como acido acético e acido propidnico por bactérias facultativos e
anaerobias. A reducdo da carga organica do efluente ocorre nesta fase acidogénica. Na
fase metanogeénica, os acidos sdo convertidos em gas metano e didxido de carbono e a
vinhaca biodigerida é usado posteriormente como adubo. Neste caso, embora apresenta
uma carga organica reduzida, a mesma mantém suas propriedades originais como
fertilizante (CORTEZ et al., 2007). A principal vantagem é a grande reducdo de DBO
(70 a 90% no primeiro passo e até 99% no segundo). Os principais problemas derivados
dessa opcao sao associados a necessidade de construcdo, manutencdo e monitoramento
de grandes tanques ou lagoas para o tratamento, devido aos grandes volumes do residuo
(CORAZZA & SALLES FILHO, 2000).

No setor sucroalcooleiro, 0 metano, anteriormente mencionado, pode ser usado
para operar turbinas a gas combinado a um gerador elétrico, como pega substituta dos
combustiveis utilizados na agroinddstria durante a época de colheita, ou no uso em
caldeiras para gerar vapor e para moer cana (CORTEZ et al., 2007; SZYMANSKI,
2010). No entanto, a viabilidade econdmica desta tecnologia é dificultada por pelo
menos dois fatores, a falta de valorizacdo como combustivel alternativo e a difusdo bem
sucedida da fertirrigacdo (LAIME, 2011).
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Outro método de eliminagdo de vinhaca e que foi integrado nas usinas de
etanol foi a recirculacdo da mesma no processo produtivo, mas esse método ficou
conhecido por ter um efeito adverso sobre a producdo de etanol, e ndo é mais utilizado
(MOURA & MEDEIROS, 2008).

3.3 Tratamento da vinhaga

A grande preocupacao da vinhaca advém basicamente de sua decomposicao
quimica, devido a quantidade na qual ela é gerada tornando-se um efluente poluidor
(MACHADO, 1998). Deste modo, sdo necessarios incentivos ao desenvolvimento de
novas tecnologias de tratamento, reducéo e usos alternativos da vinhaca, em detrimento
da fertirrigacdo, pois a elevada geracdo desse efluente ndo comportara apenas uma
forma de destinacdo (SILVA et al., 2007). A presenca de compostos recalcitrantes, em
particular os polifenois e os poliaromaticos tais como, taninos e acidos humicos, faz
com que seja dificil de degradar a vinhaca (FREITAS, 2009).

Uma abordagem para o tratamento da vinhaca é trata-la com o 0z6nio, a fim de
eliminar os compostos fendlicos, e em seguida, realizar a aplicacdo de um tratamento
bioldgico (MARTIN et al., 2002). O uso de oz6nio gerado eletroquimicamente para a
degradacdo da vinhaga revela ser muito eficiente para a remocdo da cor da deste
efluente bruto (FREITAS, 2009). A remocao da cor ja é grande vantagem devido ao fato
de permitir a penetracdo da luz solar no efluente, o que facilita a realizacdo da
fotossintese em um possivel tratamento bioldgico. O estudo de remocdo de DQO em
funcéo do tempo de ozonizagdo mostrou que houve uma pequena diferenca na reducgéo
de DQO para degradagdes conduzidas em meio natural (acido) e em meio bésico, sendo
que a reducdo de DQO em meio natural foi cerca de 23% e em meio bésico foi cerca de
27%, sendo um efluente resultante com elevada carga organica.

Ensaios de coagulagéo/floculacdo/sedimentacdo utilizando o coagulante natural
tanino obtiveram altas remocGes de cor e turbidez e médias remocdes de DQO. De
acordo com o0s resultados, as maiores remogdes dos pardmetros fisico-quimicos

ocorreram na maior concentracdo de tanino testada, obtendo-se 96, 36 e 98% de
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remocao de cor, DQO e turbidez, respectivamente. Assim, comprova-se a existéncia de
uma relacdo diretamente proporcional entre a eficiéncia de remogdo dos parametros
fisico-quimicos com a concentragédo de coagulante tanino (VIVE et al., 2013).

Souza et al. (2013), concentraram a vinhaca por meio da
coagulacao/floculacdo, sendo o clarificado tratado por fotocatalise, produzindo
resultados satisfatorios na reducdo de cor, DQO e toxicidade da vinhaca. Segundo 0s
autores, a etapa inicial consistiu de coagulacdo/floculagdo e foi realizada em
temperatura ambiente. A seguir, testes fotocataliticos foram realizados com a vinhaca
clarificada obtida na etapa anterior. Segundo os autores, o processo fotocatalitico foi
mais efetivo na reducdo da carga organica (DQO), mas a degradacdo permaneceu
incompleta. Intermediarios mais toxicos foram formados e precisaram de um periodo de
irradiacdo mais longo para completa mineralizacdo dos poluentes. Ainda, com o
processo de coagulacao/floculacdo foram obtidos 98% de reducéo da turbidez e 87% de
reducdo de cor. A combinacao dos processos resultou em reducdes significativas de cor,
toxicidade e DQO.

Estudo realizado por Santana e Fernandes Machado (2008) avaliou a eficiéncia
do processo fotocatalitico para o tratamento de vinhaca utilizando a radiacdo solar. Os
resultados mostraram que 0 Nb,Os-TiO, (50%) foi o catalisador mais fotoativo (55% de
reducdo de carbono orgéanico total). Estes resultados sdo considerados excelentes, uma
vez que a vinhaca é um efluente industrial recalcitrante. Assim, fotocatalise heterogénea
pode ser considerado eficaz no tratamento da vinhaca, bem como a possibilidade
aplicacdo de radiacdo solar é vantajosa, porque reduz os custos do processo. Nb,Os-
TiO, é uma excelente op¢do como fotocatalisador, uma vez que os resultados obtidos
com este material foram maior do que os resultados do TiO, puro e ainda € de facil
preparacdo, ja que o Brasil possui 90% das reservas mundiais de Nb,Os.

Morimoto (2013), estudou o tratamento da vinhaga por H,O, /UV solar em pH
5,0. Para isso, foi usado um reator composto por vidros curvos de borossilicato e
mangueiras de silicone, no qual a vinhaca ficou em circulacdo, mantendo-se exposta a
radiagdo UV solar. Houve a variacdo da concentragdo de H,O, e do tempo de exposi¢do

a radiacdo UV. Cada ensaio teve duracdo de 180 minutos, nos quais as amostras eram
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retiradas a cada 30 minutos. Os principais resultados obtidos foram 41,72 % de remocao
de cor ap6s 120 minutos de exposicdo & luz solar e concentragdo de 27,02 g.L™* de
H.0,; 51,08 % de remocédo de turbidez apds 180 minutos de exposicdo a luz solar e
concentracdo de 16,37 g.L " e 36,19 % de remocdo de DQO, ap6s 180 minutos de
exposicao & luz solar e concentragdo de 5,51 g.L™ de H,0s.

Zayas et al. (2007), investigou a purificacdo da vinhaca biologicamente tratada
(BT) a partir da aplicacdo de dois métodos complementares: coagulacdo/floculacéo,
utilizando como agente coagulante o FeCl; e a oxidacdo eletroquimica (OE), que foi
realizada em uma célula eletroquimica, utilizando o eletrodo de Ti/RuPb(40%)0Ox como
Anodo e Ti/PtPd(10%) como catodo. Os experimentos de OE foram realizados com a
aplicacdo de um potencial de 5,0 V. Obteve-se remog¢édo de cor de aproximadamente
99% e de 84% de reducdo da DQO. De acordo com os autores, o processo de OE
seguida do processo de coagulacao/floculacdo mostra resultados de 95% de reducéo de
DQO e quase 100% de reducéo da cor da vinhaca BT.

Batista et al. (2011) propds a degradacdo eletroquimica da vinhaca usando
eletrodo de diamante dopado com boro. A oxidacdo eletroquimica da vinhaca foi
investigada em diferentes potenciais e a cinética de degradacéo foi avaliada por meio de
um espectrofotdmetro UV/Vis. Amostras de vinhaca foram eletrolisadas em solugfes de
Na,SO, 0,1 mol.L™* em potenciais controlados de 2,4; 3 e 4 V. Os espectros UV/Vis
mostraram que ha um decréscimo nos valores de absorbancia em funcdo do tempo de
eletrolise. Esse decréscimo se mostrou mais atenuado na eletrolise realizada em 3 V.
Nesse caso, a reacdo de desprendimento de oxigénio contribuiu positivamente no
processo de oxidacdo da vinhaga. O tratamento de solucdo contendo aproximadamente
24,0 ppm de carbono organico total levou uma reducdo de 57% deste teor, quando a
eletrolise foi realizada em 3 V durante 5 horas. Utilizando o potencial de 4 V a redugéo
de COT (Carbono Organico Total) foi de aproximadamente 85%. A autora confirmou
que o método foi aplicado com sucesso.

A literatura reporta que o0s tratamentos quimicos, eletroquimicos e
fotoquimicos para este tipo de efluente, e em sua maioria apresentam resultados pouco

sastifatorios para remocdo da matéria organica e cor, requerendo ainda diluicdo para a
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execucao dos ensaios e/ou sua aplicacéo é onerosa, 0 que torna-se praticamente inviavel
em escala industrial.

Alguns processos podem ser combinados e utilizados para degradar a matéria
organica presente na vinhaca. Dentre estes encontra-se a biodegradacdo da vinhaca por
microrganismos capazes de crescer sob condicbGes de estresse ambiental, neste caso
apresentando um sistema enzimético extracelular capaz de romper uma grande

quantidade de liga¢bes quimicas como os fungos por exemplo (DUPONT et al., 1997).

3.3.1 Tratamento da vinhaga por microrganismos

A viabilidade técnica e econémica dos tratamentos disponiveis é de grande
importancia, levando em conta o volume gerado pelas usinas. Vale ressaltar que o
tratamento bioldgico ou fisico-quimico deste residuo ainda € incipiente.

Pelo seu elevado teor de matéria organica a vinhaca € um residuo passivel de
tratamento bioldgico. Os mecanismos biolégicos reproduzem, de certa maneira, 0s
processos naturais que acontecem em um corpo dagua apés o lancamento de despejos.
No corpo d"agua, a matéria organica é convertida em produtos mineralizados inertes por
mecanismos puramente naturais, caracterizando o assim fenémeno de autodepuragédo. A
diferenca em uma estacdo de tratamento de efluentes € a introdugdo, em paralelo, de
uma tecnologia, com o objetivo de manter condi¢cdes controladas para que ocorra o
processo da autodepuracdo (VON SPERLING, 1996). Neste caso, a simulacdo de
atividades microbioldgicas pode resultar em resultados satisfatorios para o tratamento
deste residuo.

Mohana et al. (2009), isolou e caracterizou um consércio bacteriano que
consistia em Pseudomonas aeruginosa PAO1, Stenotrophomonas matophila e Proteus
mirabilis. Este consorcio conseguiu descolorir a vinhaga, obtendo 67% remocéo de cor
em 24 horas e reduzir em 51% DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) ap6s 72 horas de
ensaio a 37°C, utilizando um efluente suplementado com 0,5 % de glucose, 0,1 % de
KH,POy4, 0,05 % KCI e 0,05 % MgS0O,4.7H,0.
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Sirianuntapiboon et al. (2004) testaram bactérias acetogénicas da estirpe
BP103 e alcangou 76% de remocédo de cor da vinhaga produzida a partir do melaco de
cana-de-acgucar. Neste caso, o efluente foi suplementadas com 3,0% de glucose, 0,5% de
extrato de malte, 0,1% de KH,POy, 0,05% de KCl e 0,05% de MgS0O,.7H,0.

O mesmo efeito foi observado em um reator em batelada utilizando vinhaca
tratada anaerobicamente por uma estirpe N° SF9-246 identificado como Issatchenkia
orientalis e suplementada com 30 g.L™ de glucose. A linhagem apresentou um
rendimento de descoloracdo quase constante de 75-80% ao longo de 7 dias (TONDEE
& SIRIANUNTAPIBOON, 2008).

Outro estudo empregou Pseudomonas sp. para degradacdo da vinhaca que
apresentava-se com um valor incial de DQO de 146,38 g.L™ e DBO de 70,84 g.L™,
sendo que 10 % de diluicdo da vinhaca foi necessario. A cor antes do tratamento era
castanho escuro. A cepa foi capaz de remover 56 % de cor e 63% DQO em 72 horas,
com a temperatura na faixa de 30-35°C, com pH entre 6,8 e 7,2 e com a composigéo do
meio ideal de 4 g.L™ de glicose, 0,2 g.L™" de KH,PO, e 0,009 g.L™* MgS0,.7H,0. As
remocdes de DQO e cor por Pseudomonas sp. foram presumivelmente associada com a
estimulacdo da degradacdo via suplementacdo com uma outra fonte de carbono, bem
como por producdo e unido da atividade de mdaltiplas enzimas, que ajudaram no
mecanismo de degradagdo, tais como L-sorbose oxidase, manganés peroxidase e
glucose-oxidase (ROBLES-GONZALEZ, 2012).

Siles et al. (2010) submeteu a vinhaca a um pré-tratamento de 15 minutos de
ozonizagdo, em que observou-se uma reducdo superior a 50% de fendis, embora a
concentracdo de carbono organico total tenha permanecido aproximadamente estavel,
indicando que os fenois foram transformados em outras formas mais simples. Em outro
momento o0 autor inoculou na vinhaga biomassa granular obtida a partir de um reator
anaerobio utilizado no tratamento de &guas residuais da cervejaria Heineken S.A.
Factory (Jaen, Espanha). O indculo foi selecionado com base em sua elevada atividade
metanogénica. A biodegradabilidade anaerdbia da vinhaga bruta e pré-tratada com
ozonio foi semelhante, atingindo valores proximos a 80% de remocdo de Demanda

Quimica de Oxigénio. No entanto, quando a vinhaga ozonizada foi biodegradada o
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coeficiente de rendimento e a taxa de produgdo de metano aumentou de 13,6% para
41,16%, respectivamente. Estes resultados indicam que a integracdo de tratamentos
quimicos e bioldgicos poderia ser uma opcao viavel para a purificacdo de efluentes
industriais, especificamente da vinhaca.

Francisco (2008) cultivou Saccharomyces cerevisae em vinhaca bruta e
alcancou uma reducdo considerdvel de 37% no valor da DQO e na condutividade, e
pequena diminuicdo da sua acidez, além de apresentar custos relativamente baixos.

Campos et al. (2014) avaliaram as comunidades microbianas presentes na
vinhaca em diferentes estagios de seu tratamento por métodos tradicionais e
moleculares. A analise da eficicia de cada tratamento foi realizado por meio de
parametros fisico-quimicos e andlise de toxicidade. O tratamento da vinhaga foi
realizado nas seguintes etapas: fermentacdo de fluxo elevado, filtracdo, flocos quimicos,
fermentacdo de baixo fluxo, filtracdo e neutralizacdo. A andlise fisico-quimica em
diferentes fases do tratamento indicou que a fase de tratamento da vinhaca influenciou o
desempenho dos parametros avaliados. Entre os parametros analisados houve,
especialmente reducdes de DBO (96,7%), solidos em suspensdo (99,9%), pH,
concentracdo de cobre (88%), concentracdo de ferro (92,9%), e concentracdo de
manganés (88%). As bactérias Lactobacillus brevis e Pichia kudriavzevii estavam
presentes em todos fases dos tratamentos, indicando que estes microrganismos sao
resistentes e podem ser empregado no tratamento da vinhaca. A vinhaga mostrou uma
reducdo significativa da carga de poluicdo apds o tratamento, no entanto ainda nao
poderia ser descartada em corpos de agua porque apresentava valores elevados de
solidos suspensos. Mas os autores sugerem a utilizacdo do efluente no arrefecimento da
serpentina durante o processo produtivo.

Mota el al. (2013) testou a atividade bioldgica e o desempenho de uma
membrana de filtracdo em um biorreator para o tratamento de vinhaca. ApoOs a
aclimatacao o sistema foi operado sob um fluxo continuo. A eficiéncia de remogéo de
DQO e DBO foi 96,9 £ 0,7% e 95,0 £ 1,1%, respectivamente. Os teores do biogas
metano a partir dos reatores acidogénicos e metanogénicos variaram entre 0,1-4,6% e

60,1-70,1%, respectivamente.
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Passos (2014) testou uma célula combustivel microbiana com um consdrcio de
microrganismos para o tratamento de vinhaga. Como indculo da célula combustivel
microbiana foi utilizado um lodo coletado de um reator de fluxo ascendente utilizado
para o tratamento anaerdbio de vinhaca de uma usina de agucar e etanol da Regido de
Ribeirdo Preto/SP. Nas células a combustivel microbianas a eletricidade é gerada a
partir da oxidagdo de compostos organicos no anodo, catalisada por microrganismos,
sendo os elétrons transferidos para catodo em um circuito externo. O que diferencia
estas células sdo os microrganismos utilizados na oxidacdo e a natureza dos compostos
organicos oxidados. Foram utilizados reatores com capacidade de 250 mL, aos quais foi
introduzido um tecido de carbono para o crescimento dos microrganismos. Os reatores
foram alimentados com glicose por 98 dias, aumentando-se a concentracdo de glicose
de 5 até 20 g.L™. A maior densidade de poténcia de 2,06 pW cm™ foi obtida com 10 g.L
"1 de glicose, sendo que acima desta concentracdo houve uma diminuicdo da densidade
de poténcia. Segundo os autores os valores de densidade de poténcia obtidos neste
trabalho foram promissores, em comparagdo com os resultados publicados em muitos

dos recentes trabalhos relacionados a células microbianas a combustivel.
3.3.1.1 Tratamento da vinhaca por fungos

Os fungos sdo reconhecidos por sua habilidade em produzir uma ampla
variedade de proteinas extracelulares, acidos organicos e outros metabolicos, além da
sua capacidade para se adaptar a varios contaminantes ambientais (COULIBALY et
al.,2003).

Com seu crescimento induzido quimiostaticamente em direcdo a fonte de
carbono organico, através do alongamento e ramifica¢do das hifas, o contato superficial
com o0 contaminante é otimizado aumentando assim sua biodisponibilidade e
consequentemente biodegradacdo (FERREIRA et al., 2010).

Gonzélez et al., 2000, apontam para 0 uso de fungos na biodegradacdo da

vinhaca, visando a remog&o da carga poluidora deste efluente.
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Sirianuntaiboon et al.(1995) relatam o mecanismo de descoloracdo de
pigmentos de melanoidina sintéticos e presentes na vinhaca por Rhizoctonia sp.- D90. O
ensaio foi feito num agitador, a 30° C, ap0s inoculacdo com 10 mL da suspensdo de
micélio durante quatro dias. Cada frasco continha 100 mL de uma solucdo de
melanoidina, glicose (2,5%, w/v), NaNO3 (0,2%), KH,PO, (0,1%), e MgS0O,.7H,0
(0,05%), e o pH foi ajustado para 6,0. Os micélios recolhidos de cada etapa do cultivo
foram prefixados em 4% para formaldeido durante 2 horas e em 1% tetroxido de 6smio
em tampdo de fosfato 0,1 M (pH 7,3) durante 2 horas, e em seguida, eles foram corados
com acetato de uranilo aquoso 2% por 1 hora. Os micélios corados foram
cuidadosamente lavados com agua destilada e desidratados por uma sequéncia de
imerséo em 50, 70, 80, 90, 95, e 100% de etanol durante 30 minutos cada. O tratamento
com 100% de etanol foi repetido trés vezes. Os miceélios desidratados foram embebidos
em resina durante 10 horas. Em seguida foi utilizado um ultramicrétomo para cortar
secdes de 60 a 90 nm. Os cortes foram corados com citrato de chumbo e acetato de
uranilo e examinadas em um microscépio de transmissdo eletrénica. Os resultados
mostraram que primeiramente acontece a absorcao dos pigmentos pela célula do micélio
durante o crescimento do fungo e, finalmente sua acumulacdo intracelular no
citoplasma.

Ferreira (2009) utilizou em ensaios para descoloracdo da vinhaga com trés
linhagens de fungos ascomicetos e cinco de basidiomicetos, sendo que o basidiomiceto
Pleurotus sajor-caju CCB 020 se destacou dos demais. A descoloracdo foi
concomitante com o aumento das atividades de lacase e manganés peroxidase (MnP).
Entretanto, ficou evidente que a lacase é a enzima de maior importancia na
descoloragdo. A vinhaga desencadeou 0 processo de estresse oxidativo no fungo, fato
observado atraves da elevacdo da atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase
e glutationa redutase, associadas a mecanismos de detoxificacdo por espécies ativas de
oxigénio (EAO's). Quando comparado com o crescimento em meio sintético o cultivo
submerso de P. sajor-caju em vinhaga demonstrou aumento na produgéo de biomassa e
aumento na atividade das enzimas como a lacase e MnP, alcangado no 9° e 12° dia de

cultivo, respectivamente, a 28,0°C e com agitacdo constante. Nos mesmos tratamentos
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foi observada a reducdo de 82,8% na DQO, de 75,3 da DBO, 99,2% da remocdo da
coloracdo e 99,7% da turbidez, indicando a participagdo dessas enzimas na
despolimerizacdo de compostos fenolicos e pigmentos de melanoidinas. Apo6s 15 dias
de tratamento com o fungo, foi evidenciada a reducdo da toxicidade da vinhaca
determinada por exposicdo a organismos como Pseudokirchneriella subcapitata,
Daphnia magna, Daphnia similis e Hydra attenuata. Foi concluido que o uso do
sistema vinhaca e P. sajor-caju pode ser aplicado em bioprocessos de remocao de cor e
na degradacdo de compostos complexos da vinhaca, ocorrendo detoxificacdo e melhora
em suas qualidades, podendo ser esta técnica indicada para producdo de agua de reuso,
producdo de enzimas lacases e MnP e aproveitamento de biomassa.

Aragdo (2012) também estudou os efeitos combinados de temperatura e valor
inicial de pH sobre a biodegradacdo da vinhaca e producdo de biomassa pelo fungo
Pleurotus sajor caju, durante 16 dias de cultivo sob agitacdo. A temperatura e pH
6timos encontrados para um maior rendimento de descoloragdo foram a 27,0°C e 5,6
respectivamente. Entretanto, para uma maior biossintese de biomassa as melhores
condicdes encontradas foram de 20,0°C e pH de 6,8. De forma paralela, foram
realizados testes em dois diferentes tipos de biorreatores, tipo air-lift, nas condicdes de
30,0°C e pH inicial de 5,0. Nestas condic¢des obteve-se reductes de 53 e 58% de DBO e
71 e 58 % de DQO nos biorreatores analisados. Conclui-se entdo que a combinagéo
sistematica de P. sajor caju e vinhaca em condicdes preestabelecidas pode ser aplicada
no processo de biodegradacdo de compostos complexos desse residuo.

Aguiar Filho (2008) analisou a atividade enzimatica de Pleurotus sajor caju,
Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus ostreatus e Trichoderma reesei cultivados em
bagaco pré-tratado com 2% H,S04/1,5% NaOH/2% H,0, e combinagdo 2% H,0,/1,5%
NaOH. No trabalho os autores determinaram teor de celulose, lignina e hemicelulose
resultante de cada tratamento e as atividades lignoliticas da lacase, da peroxidase e da
manganés peroxidase. Os pesquisadores avaliaram ainda as atividades das enzimas
celuloliticas exoglicanase e endoglicanase, comparando com um controle sem
tratamento quimico. A atividade celulolitica foi avaliada com os quatro fungos

cultivados em meio de bagaco moido umedecido com vinhaca e bagaco umido
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umedecido com meio mineral. Em relacdo ao controle foi observado que o pré-
tratamento conjunto 2% H,0,/1,5% NaOH em autoclave proporcionou maior quebra
nas fibras aumentando 1,4 vezes o teor de celulose e diminuindo em 8,5 vezes o da
hemicelulose. Esse mesmo tratamento tambeém quantificou a maior atividade lignolitica
para as quatro linhagens. O ascomiceto T. reesei produziu lacase, peroxidase e
manganés peroxidase (MnP) em todos os tratamentos, inclusive no controle, sendo a

atividade da MnP de 1,9 a 4,8 vezes maior que 0s basidiomicetos.

3.3.1.1.1 Aplicacao do fungo Aspergillus niger Tiegh.

Aspergillus niger ¢ uma espécie bem conhecida do género Aspergillus
(SHARMA, 2012). E amplamente distribuido e tem sido detectado numa vasta gama de
ambientes, pois ele pode colonizar uma ampla variedade de substratos (MATEESCU et
al., 2011.; SHARMA, 2012).

Os esporos produzidos dentro dos conidi6foros sdo resistentes ao estresse
ambiental, o que ajuda o microrganismo a sobreviver durante os periodos inativos. Este
organismo € um saprobio do solo com uma grande variedade de enzimas hidroliticas e
oxidativas envolvidas na quebra de lignocelulose vegetal. Esse recurso, juntamente com
a sua capacidade para produzir &cidos organicos extracelulares, Ihe permite causar
deterioracdo de varias substancias organicas (GAUTAM et al., 2010;. SHARMA, 2012;
ARDESTANI & KASEBKAR, 2014).

O A. niger também desempenha um papel importante no ciclo global do
carbono (SHARMA, 2012). Deve-se mencionar que as espécies de Aspergillus sdo
aerobicas e sdo encontrados em quase todos os ambientes ricos em oxigénio, eles
geralmente crescem na superficie do substrato, devido a alta tensdo ao oxigénio
(CHEHRI, 2013).

Parametros climaticos, tais como umidade e temperatura sdo extremamente
importantes para a propagacdo dos esporos e gquando as condi¢cdes de umidade e de
alimentos sdo adequados, eles germinam. Algumas pesquisas sobre o transporte de

esporos pelo vento relataram que um aumento na concentracao de esporos de fungos foi
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visto nas temperaturas entre 15,0-25,0°C e relativa umidade do ar em torno de 60% -
70% (ABABUTAIN, 2013).

O volume minimo de agua para o crescimento € de 0,88 mL, o qual é
relativamente alto em comparagdo com outras espécies de Aspergillus. Oladiran e lwu
(1993) relataram a faixa de umidade de 70% -90% como condicdo ideal para o
crescimento de A. niger e A. flavus, e segundo Bonner (1948) a umidade relativa 6tima
para o crescimento A. niger esté perto de 93%.

O crescimento de A. niger tem uma vasta gama de temperatura (6,0 - 47,0°C)
sendo os melhores desenvolvimentos relatados entre 35,0-37,0°C (SCHUSTUR et al.,
2002; HASSOUNI et al., 2007; MOGENSEN et al., 2009; ASTORECA et al., 2010;
SHEHU & BELLO, 2011).

A. niger é capaz de crescer em uma gama extremamente ampla de pH: 1,4 - 9,8
com niveis otimos entre 4 e 6,5. Essas capacidades e a producdo profusa de
conidiésporos, que séo distribuidos através do ar, caracteriza a ocorréncia ubiqua das
espécies, com maior frequéncia em lugares quentes e imidos (SCHUSTER et al., 2002;
SAMSON et al., 2004;. GAUTAM et al., 2010).

O fungo filamentoso Aspergillus niger € um microrganismo muito utilizado
pela industria, pois produz uma variedade de enzimas, tais como a celulase e xilanase
(COURI et al., 2000; FARINAS et al., 2010), fitase (BHAYSAR et al., 2011), amilases
(MITIDIERI et al., 2006), e peptidases (MORYA et al., 2012).

Enzimas de A. niger tém sido utilizados na producdo de alimentos durante
varias décadas, e mesmo que a sua producdo enzimatica tenha sido estudada (BASTEN
et al., 2003), ha poucos relatos sobre a producdo queratinase por cepas de A. niger
(LOPES et al., 2011).

O género Aspergillus também é usado no processo de biorremediacdo de
remocao de metais pesados, devido a sua alta resisténcia e tolerancia a diferentes ions
metalicos (DIJKSTEHUIS & WOSTEN, 2013; AMINI et al., 2009; ANDERSEN et al.,
2011; ABDULLAH-AL-MAHIN et al., 2012; MUDHOO et al., 2012).

A. niger tem sido extensivamente testado quanto a sua capacidade para lixiviar

e remediar metais pesados como chumbo, cadmio, niguel, zinco, cobre, com base em a
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sua capacidade de adaptacdo fisiolOgica, resisténcia e tolerancia (KAPOOR &
VIRARAGHAVAN, 1997; KAPOOR et al., 1999; MAGYAROSY et al., 2002; LIU et
al., 2006; SANTHIYA & TING, 2006; AMIRI et al., 2011).

A propriedade quelante de &cido oxalico pode assumir um papel na formacao
de cristais de oxalato, o que resultou na tolerancia a niveis elevados de metais pesados
para varios fungos, incluindo A. niger (MURPHY et al., 1983). O papel do &cido
oxalico em A. niger ainda ndo foi totalmente elucidado; no entanto, pode estar
relacionado com a degradacdo dos polissacarideos da parede celular de plantas, a fim de
mobilizar mais nutrientes (KUMAR et al., 2009).

O A. niger sintetiza superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase,
glutationa S-transferase e glutationa redutase em resposta ao estresse oxidativo induzido
pela presenca de peroxido hidrogénio. A existéncia da atividade da enzima antioxidante
catalase e superdxido dismutase também tém sido relatados na protecdo dos
conidioforos de A. niger submetidos a estresse térmico (ABRASHEV et al., 2005;
ABRASHEYV et al., 2008).

Silva (2012) investigou a solubilizacdo de fosfato em dois latossolos, por
Aspergillus niger e por Glomus clarum Nicol. & Schenck, e 0s microrganismos
mostraram-se capazes de solubilizar o fésforo ndo labil do solo. Como o fésforo é
indispensavel para as culturas, justificam-se estudos relacionados a maximizagdo do
aproveitamento do fosforo ndo labil do solo por meio de microrganismos
solubilizadores de fosfato.

Fasanella et al. (2008) testou a acéo das enzimas ligninoliticas produzidas por
Aspergillus niger e Penicillium sp. em bagaco de cana-de-aglcar com o objetivo de
avaliar diferentes tratamentos quimicos e bioldgicos. Os autores empregaram bagaco
sem tratamento como controle. Para o tratamento quimico utilizaram bagaco com
solugdo de Ca(OH),, bagaco com solucdo de NaOH e bagaco com solugdo de
Ca(OH),+NaOH, e empregaram Aspergillus niger e Penicillium sp. para o tratamento
bioldgico. Os frascos contendo o bagaco e as solugBes utilizadas foram submetidos a
autoclavagem. Os pesquisadores empregaram microscopia Optica, eletronica de

transmisséo e de varredura, com o intuito de investigar alteracdo fisica na estrutura da
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fibra do bagaco de cana-de-acucar tratados pelos metodos anteriormente citados. Os
resultados demonstram que a acdo dos tratamentos quimicos, principalmente do
NaOH+Ca(OH),, provocou uma eficiente desestruturacao das fibras em comparacdo aos
outros tratamentos. Em relacdo as atividades enzimaticas, o pré-tratamento do bagaco
com NaOH+Ca(OH),, associado a Aspergillus niger, mostrou ser mais eficiente para a
producdo de lacase. Para Penicillium sp., a atividade enzimética da lacase foi mais
eficiente no pré-tratamento separado com NaOH e com Ca(OH), do que quando se
utilizou NaOH+Ca(OH); juntos.

De acordo com Garcia et al. (1997) o tratamento da vinhaca pode ser facilitado
pelos fungos Aspergillus terreus e Geotrichum candidum, os quais tem a capacidade de
biodegradacdo de compostos fendlicos e de outros residuos.

Vitali & Kiyan (1996) estudaram a reducdo de taxa de poluicdo da vinhaca de
cana-de-agucar por quatro espécies de Aspergillus: A. niger, A. oryzae, A. japonicus
e A. sulphureus. Os microrganismos foram cultivados durante 72 h a 28,0°C. O fungo A.
niger apresentou um desempenho melhor na reducdo de sdlidos totais, com um
resultado superior a 40% de remocdo em relacdo aos outros. Porém, a melhor reducao
de DQO foi de 74% empregando a espécie A.sulphureus.

Salgado et al. (2016) selecionou trés fungos (Aspergillus ibericus, Aspergillus
uvarum, Aspergillus niger) para biorremediar adguas residuais da producdo de azeite -
sem diluir, aguas residuais da producao de azeite diluida e suplementada com nutrientes,
e uma mistura de aguas residuais da producdo de azeite e vinhaca na propor¢do 1:1.
Reducdes mais elevadas de compostos fendlicos, cor e DQO foram alcancadas ao
misturar os 2 residuos, sendo que A. uvarum apresentou os melhores resultados. Além
disso, a producdo de enzimas também foi avaliada durante o processo de
biorremediagdo. A. ibericus, A. uvarum e A. niger alcancaram o maior valor das
atividades de lipase (1253,7 + 161,2 U/L), protease (3700 + 124,3 U/L) e tanase (284,4
+ 12,1 UJ/L), respectivamente. Por conseguinte, este processo & um alternativa
interessante aos processos tradicionais para gerir esses residuos, proporcionando

simultaneamente reaproveitamento, que podem ser empregados nas proprias industrias.
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Somente um trabalho citado anteriormente (VITALI & KIYAN,1996) foi
reportado na literatura com a utilizacdo de Aspergillus niger para degradagéo do poder
poluente da vinhaca e nenhum outro foi reportado na bases de dados Science Direct,
Scielo e Google Académico entre os meses de outubro/2015 e marcgo/2016.

Portanto, pretende-se com o presente trabalho investigar o uso do fungo
Aspergillus niger devido sua alta atividade enzimética atuando em consécio com

Rhizopus arrhizus na degradacao do poder poluente da vinhaca.

3.3.1.1.2 Aplicacao do fungo Rhizopus arrhizus A. Fisch.

O R. arrhizus ¢é classificado como zigomiceto e é muito usado na producdo de
varias enzimas e acidos organicos, devido a sua capacidade de utilizar uma variedade de
fontes de carbono, tais como farelo de trigo, bagaco, mandioca, grdos de soja, entre
outros (BOGAR et al., 2003; RAMACHANDRAN et al., 2005).

A literatura também reporta 0 uso do R. arrhizus na conversdo da glicose
presente nas células em &cido latico e etanol, como principais produtos metabolicos
(THONGCHUL, 2013). A producdo de etanol por R. arrhizus pode ser controlada
através da adicdo dos inibidores que regulam a via de éalcool na fermentacao
corroborando na producdo de acido latico (THITIPRASERT et al., 2011;
THITIPRASERT et al., 2014).

O R. arrhizus pode fermentar aclcares, amido e biomassa lignocelulésica
produzindo &cido lactico, que pode ser utilizado com seguranca na alimentacdo humana
ou animal como aditivos (JUODEIKIENE et al., 2015; KUO et al., 2015).

Os sedimentos de cultura de R. arrhizus em frascos de agitacdo séo fortemente
determinadas pelas condicGes da pré-cultura, tais como concentragdo da fonte de
carbono, fonte de nitrogénio. concentracGes de ions metalicos, pH e temperatura da
cultura (LIAO et al., 2007; ZHOU et al., 2000).

Este fungo também ¢é considerado um excelente produtor de acido fumarico
(ROA ENGEL et al., 2008). A preocupagdo ambiental causada por sintese quimica dos

combustiveis fosseis levou a um aumento no interesse na producdo de acido fumarico a
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partir de fermentacdo usando fungos filamentosos (ZHANG et al., 2013; ROA ENGEL
et al., 2008). Neste caso, o controle do crescimento micelial do R. arrhizus é um grande
desafio técnico para a producdo deste acido em um nivel industrial (PAPAGIANNI &
MATTEY, 2006). Foi relatado que quanto menor o didmetro de massa micelial maior a
producdo de &cido fumarico em fermentacdo submersa por R. arrhizus (ZHOU, et al.,
2000). O é&cido fumérico é um intermediério do Ciclo de Krebs , mas R. arrhizus pode
acumular grandes quantidades de acido fuméarico na via redutiva citosélica utilizando
NADH (FERREIRA et al., 2013).

No campo de aplicacdo ambiental o fungo R. arrhizus, também apresenta
potencial para adsorcdo de poluentes organicos (DAS et al., 2006; FU &
VIRARAGHAVAN, 2001). O componente dos biopolimeros (quitosana e quitina)
presentes nas paredes celulares contribuem para o comportamento de adsorcdo do R.
arrhizus (DAS et al., 2008). A sorcao de paredes celulares do R. arrhizus desempenha
um papel importante no particionamento de hidrocarbonetos policiclicos arométicos
(HPAs). A sorcdo de HPAs nas paredes celulares de R. arrhizus geralmente é maior do
que nas paredes das células da raiz da planta, demonstrando a vantagem do emprego de
fungos na remediacdo de HPAs (MA et al., 2011).

Os fungos Rhizopus arrhizus, Aspergillus niger, Mucor spp., e muitas outras
espécies de fungos filamentosos também foram investigados quanto a sua atividade
lipolitica (ELLAIAH et al., 2004;. HAMA et al., 2006; OHNISHI et al., 1994). A lipase
produzida por Rhizopus arrhizus é considerada como um catalisador versatil e €
amplamente aplicado em varias campos da biotecnologia, podendo ser utilizada em
biocatalise para varias aplicacOes, especialmente para a modificacdo de gorduras e
6leos, devido as suas regides de especificidade nos triacilglicerdis (HAMA et al., 2007).

Adicionalmente, o Rhizopus arrhizus quando comparado com outras espécies
de fungos de podriddo branca (Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus e Pleurotus
sajor caju), demonstrou ser mais eficiente na reducdo da DQO e cor de efluentes de
fabricas de papel (FREITAS et al., 2009). Deste modo, o0 uso desta espécie de fungo

poderia resultar em efeitos positivos no tratamento de residuos industriais.
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Nenhum trabalho envolvendo a utilizagdo do fungo Rhizopus arrhizus na
degradacdo do poder poluente da vinhacga foi reportado nas bases de dados Science
Direct, Scielo e Google Académico entre os meses de outubro/2015 e marco/2016,

tornando-se essa pesquisa inovadora e inédita.

3.4 Sorcdo no bagaco de cana-de-aglcar

Para cada tonelada de cana-de-aglcar processada estima-se que sdo gerados
cerca de 250,0 kg de bagaco (CTC, 2016). Assim como outros materiais
lignocelul6sicos o bagacgo de cana-de-agUcar € constituido principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina. A composicdo quimica do bagaco depende da variedade da
cana-de-agucar, tipo de solo, técnicas de colheita e manuseio (REIN, 2007).

Segundo Santana e Teixeira (1993), o bagaco in natura € composto
aproximadamente por 44,5% de fibras lignoceluldsicas, 50,0% de umidade, 2,5% de
solidos soltveis em agua e 3,0% de teor de cinza.

Battistelle et al. (2008),verificou ainda que, morfologicamente, o bagaco
possui 50% de fibra, 30,0% de tecidos parenquimatosos e 20,0% de vasos e epiderme.

De modo geral, o bagaco consiste de fibras e medula, nas proporcdes de
aproximadamente 65,0 e 35,0%, respectivamente. As células que constituem as fracoes
da fibra e de medula diferem fisicamente. As fibras possuem uma grande razdo
comprimento/diametro e um elevado coeficiente de expanséo e contracdo, sob processos
de umedecimento e secagem (CARASCHI, 1997).

Geralmente o bagaco produzido é utilizado como fonte de energia alimentando
as caldeiras das industrias de agUcar e alcool, mas o bagaco da cana-de-agUcar tem se
destacado como um sorvente promissor, uma Vvez que apresenta atividade
adsortiva/absortiva para com substancias apolares a temperatura ambiente e esta sendo
utilizado na area ambiental para remover ions de metais pesados e poluentes organicos
(BRANDAO et al., 2010; CARG et al., 2008; CHRISTA & THOMAS, 2009; TAO et
al., 2015).
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VALIX et al. (2008) preparou carvao ativado a partir de bagaco de cana para
aplicacdo no tratamento de &guas residuais contaminadas por cromio. O experimento foi
realizado para verificar a remocdo e a reducdo de cromio por adsorcdo através das
propriedades fisicas do carvao ativado, tais como area superficial e tamanho dos poros.
A influéncia dos teores dos atomos de enxofre, nitrogénio, hidrogénio e oxigénio, para a
remoc¢do também foi investigada. O carvdo ativado a partir de bagaco exibiu elevada
adsorcdo de cromio a partir de area superficial elevada, grande tamanho des poros,
grandes quantidades de enxofre, nitrogénio e hidrogénio e teores minimos de oxigénio.

Soliman et al.(2011) testou a remocado de Ca (1) a partir de solucdes aquosas
utilizando bagaco de cana-de-agucar (BCA) modificado com 4acido tartarico (AT) e
acido citrico (AC) ap6s digestdo por microondas. Foram aplicados com sucesso para
diminuir a dureza, condutividade e solidos totais dissolvidos (STD) em diferentes
amostras de agua naturais se comparados com resina Dowex 50W-X8. BCA —-AT e
BCA-AC como extratores naturais em fase solida tem a seguintes vantagens: i) material
polimérico natural lignocelul6sico; ii) barato (residuos da industria de cana de agUcar);
iii) rico em grupos funcionais contendo oxigénio e iv) capacidade para a extracdo de Ca
(11) a partir da solucdo aquosa em pH 6,0.

Tao et al. (2015) testou bagaco de cana-de-agUcar para a remocgdo de ions de
chumbo de &guas residuais de tratamento de esgoto. O lodo de esgoto foi misturado ao
bagaco de cana-de-acUcar antes da adi¢cdo de 3 mol/L de KOH. A mistura foi aquecida
até 800°C. Depois de permanecer a 800°C por 30 minutos o material foi arrefecido, sob
atmosfera de N, (300 mL/min) até alcancar a temperatura ambiente. Em seguida, o
produto foi fervido e embebido com 3 mol/L HCI durante 1 min, apds esse processo o
produto foi lavado com agua desionizada até um pH neutro e seco a 110°C. Apds 0s
tratamentos o bagaco mostrou uma excelente capacidade de adsorcédo de Pb >* (51,3
mg.g ), pode-se concluir que o mesmo possui um potencial uso como adsorvente de
Pb 2* nos tratamento de aguas residuais.

Moubarik e Grimi (2015) estudaram o carogo de azeitona e o bagaco de cana
como biossorventes para a remog¢do de cddmio da solugdo aquosa. O efeito do pH, a

concentracdo inicial de Cd®*, o tempo de contato e a temperatura influenciaram na
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adsorcdo. Tanto o carogco de azeitona como o bagago exibem maior capacidade de
adsorcéo de Cd*" a uma temperatura de aproximadamente 25°C e valor de pH inicial de
7. Os resultados obtidos mostram que, a capacidade maxima de sorc¢do do bagaco e do
caroco de azeitona diminuiu com o0 aumento da temperatura, embora néo
significativamente. Os estudos cinéticos indicaram que o equilibrio na biossorcao dos
fons Cd** em carogo de azeitona e em bagaco ficou préximo a 25 minutos de tempo de
contato. A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIV)
mostrou a auséncia de nitrogénio e grupos de enxofre no caroco de azeitona e na
estrutura de bagaco. Considerando que ha a presenca de diferentes grupos de oxigénio,
principalmente carbonila, alcool, fenol, éteres e eésteres, considera-se que as
propriedades de adsorcéo do caroco de azeitona e do bagaco em relagdo aos fons Cd**
pode ser atribuida a presenca destes grupos funcionais nas estruturas. Em ambos os
biossorventes a sorcdo aumentou na concentragdo maior de ions do metal, com uma
capacidade méaxima de remocédo de 96%. O resultado revela o grande potencial do uso
de carogo de azeitona e de bagaco de cana-de-agucar como biossorventes de baixo custo
para a remocdao de cadmio em tratamento de aguas residuais.

Tahir et al. (2012) testou bagaco de cana-de-actcar (BCA), bagaco de cana-de-
acucar quimicamente modificado e cinzas de bagaco de cana-de-agucar (CBC) como
adsorventes para a remocdo do corante verde malaquita (VM) a partir de solucdes
aquosas de efluentes téxteis. O bagaco de cana-de-agucar quimicamente modificado foi
tratado com formaldeido 1:5 a 54 = 2°C por 24 horas. O conteudo foi filtrado e o
bagaco foi separado, lavado com &agua destilada e seco por 12 horas a 80°C. Apds
secagem, foi mergulhado em &cido sulfurico (98%) numa proporcéo de 1: 1 de &cido e
bagaco e novamente seco a 100°C durante 24 horas. Depois do tratamento com &cido,
lavou-se o bagaco com &gua destilada e novamente o bagago foi embebido em solucéo
de NaHCO3; a 1% durante a noite. Em seguida, o conteudo foi filtrado e novamente
lavou-se o bagaco com agua destilada até obter pH neutro sendo posteriormente seco
por 24 horas a 100°C. A remocdo foi efetivada sob as condi¢des otimizadas de
concentracéo de corante, quantidade de adsorvente, temperatura e o0 tempo de contato. A

partir dos resultados, observou-se que 0 bagaco quimicamente modificado apresentou
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melhor capacidade de adsor¢do devido a area de superficie do adsorvente. O bagaco
quimicamente modificado apresentou uma remocao de aproximadamente 89% da cor.
Portanto o mesmo pode ser empregado como um método alternativo de baixo custo para
a remocao de corantes e purificacdo de efluentes téxteis.

Silva & Oliveira (2012) estudaram o bagaco de cana-de-agclcar como
biossorvente para remocéo do corante azul de metileno de solugbes aquosas atraves do
método de batelada. Neste estudo, o bagaco foi modificado com éacido sulfurico com o
intuito de aumentar sua capacidade de adsorcdo. A caracterizacdo foi feita por
infravermelho (FTIR), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e ponto de carga
zero (pHpcz). Foram estudados os efeitos do pH e da concentragdo do corante na
capacidade de adsor¢do. A adsorcéo do corante foi favoravel em pH 8,0 para o bagago
natural e pH 10,0 para o bagaco modificado. A capacidade maxima de adsorcao
encontrada para o bagaco natural foi de 31,791 mg.g™ e de 38,227 mg.g™* para o bagaco
modificado.

Homagai et al.(2010) e Velazquez-Jimenez et al.(2013) indicaram que
adsorventes a base de bagaco de cana de —acucar sdo eficientes na remocao de metais
pesados de aguas residuais.

Homagai et al.(2010) testou a capacidade de adsor¢do do bagaco de cana de
acucar para a separacdo de cadmio, chumbo, niquel, zinco e cobre a partir de suas
solucdes aquosas. O material foi caracterizado por FTIR (Espectroscopia Infravermelho
com Transformada de Fourier) e analise elementar. As cinéticas de sor¢do dos metais
testados atingiu o equilibrio dentro de 20-40 min. As capacidades de adsor¢do maxima
avaliadas em termos de moles de gel/kg de massa seca foi 1,95 para Cd (1), 1,58 para
Pb (1), 2,52 para Ni (1), 2,40 para Zn (1) e 2,91 para Cu (Il). A capacidade de adsorc¢ao
elevada e a cinética dos resultados indicaram que o bagaco pode ser utilizado como
adsorvente seletivo para a remocao destes respectivos ions metalicos da agua residual.

Velazquez-Jimenez et al.(2013) caracterizaram o bagaco de cana-de-acUcar,
antes e depois que eles foram testados para remover cations metélicos, por titulagdes
acido-base, andlise elementar e ATR-FTIR (Reflectancia Total Atenuada -

Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier). HCI, HNO3;, NaOH,
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acido tartérico, acido citrico e &cido oxalico foram usados para modificar o bagaco e
para determinar se a concentracdo de grupos ativos poderia ser melhorada. Estes
materiais foram entéo testados para a remocéo de Cd (I1), Pb (I1) e Zn (1) em pH 5,0 e
estudos de dessorcdo foram realizados em pH 2,0 e 4,0 a 25,0°C. As técnicas de
caracterizacdo identificaram principalmente que o bagaco continha carboxila, hidroxila,
enxofre e nitrogénio. Ficou claro que, principalmente, os grupos carboxilicos foram
responsaveis pela absor¢cdo do metal. O bagago sem tratamento apresentou uma
capacidade de adsorcdo de cerca de 8,0 g* para o zinco, 14,0 g** para cadmio e 36 mg
para chumbo. Essa capacidade foi melhorada cerca de 62% apds a modificacdo com
HNO; e NaOH. Os tratamentos com &cido citrico, acido oxalico e acido tartarico ndo
tiveram um efeito significativo na capacidade de adsorcéo.

Pereira et al., (2015) prop6s a utilizacdo de um material ferti-liberador, que
apos a sorcao dos nutrientes da vinhaca ou KNOg(nitrato de potassio) fosse empregado
na adubacdo de culturas agricolas. Foram entdo produzidas microesferas utilizando
quitosana (Q), um biopolimero, e o bagaco de cana-de-acucar (B), uma carga natural. A
solucdo de Quitosana (4% em &cido acético) foi adicionada a 10, 25 e 50% em massa de
bagaco de cana-de-aclcar e misturada em agitador Turrax. As microesferas
quitosana/bagaco foram obtidas pelo método de coagulacdo, lavadas até pH neutro e
secas em estufa. O processo de sorcdo teve duracdo de oito horas, sendo que nesse
tempo ocorreu 0 ponto maximo de sorcdo. O teste foi realizado em triplicata. A fim de
comparar, as microesferas foram também utilizadas para sorcdo do fertilizante KNOs.
As microesferas que foram imersas em solucdo de KNO3; 15g/L apresentaram melhores
resultados de sor¢do do que as microesferas imersas na vinhaca. Com excecdo das
microesferas Q.B 25% que sorveu 11,6% de K, as demais apresentaram valores de
sorcdo proximos da quantidade de K sorvida. Esta diferenca pode ser explicada tanto
pelas diferentes proporcdes de bagaco utilizado, quanto pela diferenca entre a solucéo
de KNO3; e a vinhaca sendo rica em matéria organica, podendo influenciar na
capacidade de sor¢do do material. Verificou-se a potencialidade das microesferas de

Q.B em sorver nutrientes da vinhaca e da solugdo de KNOs. Este material tem grande
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potencial, pois, contribui para diminuir os teores K e pode ser utilizado como um
material de liberag&o de nutrientes para a agricultura.

Mall e Kumar (1997) comparou a remocao cor usando carvao ativado vendido
comercialmete e cinzas de bagaco. A remocédo de cor foi de 58% utilizando 30 g/l de
cinzas de bagaco e 80,7% utilizando 20 g/ | de carvao ativado.

O carvéo ativado granular (CAG) feito a partir do bagaco de cana apresentou
melhor eficiéncia para adsorver polifenol do que GAC feita a partir de varios outros
produtos agricolas (PENDYAL et al., 1999). Adsorventes como carvao ativado feito
das cinzas do bagaco mostraram resultados promissores na remocao de melanoidina
(SIMARATANAMONGKOL & THIRAVETYAN,2010).

O carvdo ativado é um adsorvente muito utilizado para a remocéo de poluentes
organicos em agua residual, mas o custo relativamente elevado limita a sua utilizacao.
Descoloracdo de melanoidina sintéticas usando carvao ativado disponivel
comercialmente, assim como carvéo ativado produzido a partir de bagaco de cana foi
investigado por Bernardo et al. (1997). Em contraste, outros trabalhos relataram que a
adsorcdo por carvdo ativado foi ineficaz no tratamento de efluentes de destilaria
(SEKAR & MURTHY, 1998; MANDAL et al., 2003).

Nestre trabalho optou-se por um método combinado de sorcdo ap6s o0
biotratamento. Deste modo, um método combinado de biodegradacdo por fungos
associado a um pés tratamento com bagago de cana-de-agucar poderia refletir em um
residuo final com menor carga organica, menor quantidade de macro e micronutriuentes
e também com coloracdo menos intensa ao final da combinacgdo dos processos biolégico
e fisico. Adicionalmente, o bagaco ap6s sorcdo poderia ser matéria prima rica em
nutrientes podendo ser empregado como fertilizante na agricultura ndo ficando apenas

restrito a area de produgéo da usina de cana-de-agucar.



4. MATERIAIS E METODOS

A amostra de vinhaca empregada neste estudo € proveniente da regido de
Araraquara, SP, da safra 2014/2015, e foi devidamente acondicionada em camara fria a
4,0°C na UFF, apresentava originalmente o pH de 4,84.

Todos os materiais utilizados (inclusive a amostra) foram autoclavados para
esterilizagdo a 121,0°C/1 atm, durante 15,0 minutos, antes de iniciar o procedimento.

A vinhaca foi caracterizada quanto ao pH, condutividade elétrica, carbono
organico total (COT), potéssio, sddio, calcio, magnésio, turbidez e Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO).

4.1 Determinacdo de Calcio, Magnésio, Sédio e Potassio disponivel

Os ensaios para determinacdo de nutrientes nas amostras de vinhaca foram
executados conforme a metodologia descrita no Standard Methods for Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2012), empregando um espectrémetro de absor¢édo
atbmica VARIAN/55 B para a determinacdo destes elementos. Os metais Calcio,
Magnésio, e Potassio foram escolhidos porque segundo a literatura sdo os elementos
que estdo presentes em maior quantidade na vinhaga (WADT, 2008).

Para determinacdo destas espécies foram construidas curvas analiticas de cada
um dos elementos individualmente. Os padrdes rastredveis foram obtidos a partir da
diluicdo de volumes adequados das solucdes padrdo de 1.000 mg.L™ da marca
SpecSol/Quimlab. Os padrbes analiticos foram preparados com &gua ultrapura obtida
por Sistema de purificacdo Milli-g/Millipore modelo Direct-Q.

Para determinacéo de Ca®* e Mg** foi necessério diluir 10,0 mL de solugéo de
lantanio em 100,0 mL da amostra e do padrdo. Para preparar a solucdo de lantanio
dissolveu 58,65g de La,0O3, em 250,0 mL de HCI concentrado em um bal&o volumétrico
de 1,0 L e completou 0 mesmo com &gua ultrapura. Esse procedimento é para eliminar
as interferéncias quimicas.

A seguir, os padrdes e as amostras de vinhaga foram entdo lidos no
espectrometro de absorcdo atdmica nos comprimentos de onda especificos para 0s

elementos: Ca em 422,7 nm, Kem 766,5 nm, Na em 589,0 nm e Mg em 285,2 nm. Os
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resultados de absorbancia foram entdo substituidos nas equagdes das retas obtidas para
as curvas analiticas individuais de cada elemento e as respectivas concentracdes
determinadas. Em alguns casos diluicdes apropriadas das amostras de vinhaca foram

requeridas para a determinacédo de algumas espécies.

4.2 Determinacgéo de carbono organico total (COT)

E possivel encontrar quatro formas de expressdo de carbono na natureza:
carbono em sua forma elementar, tal qual carvao e grafite, carbono inorganico (Cl), que
é definido como toda espécie de sais de carbonatos (CO3™ e bicarbonatos HCO5'), como
dioxido de carbono (CO,) dissolvido em &gua, e o carbono orgénico (CO), definido
como todo atomo de carbono ligado covalentemente a uma molécula (SCHUMACHER,
2002).

Em amostras aquosas, a quantidade de carbono elementar é desprezivel, e
somente a quantidade de carbono orgénico e inorganico é considerada. Somados
constituem a totalidade de carbono presente em meio aquoso ou carbono total (CT).
Geralmente, a denominacdo CT refere-se a soma das fragbes organica e inorganica, uma
vez que a quantidade de carbono elementar em amostras é insignificante (BISUTTI et
al., 2004). O carbono organico total (COT) é uma expressdao que denomina toda a
matéria organica presente em uma amostra aquosa (BISUTTI et al., 2004).

No caso das amostras de vinhaca, espera-se uma alta concentracdo de carbono
total (CT), sendo a maior fracdo deste pardmetro constituido por carbono organico (CO)
e uma pequena parcela por carbono inorganico (Cl). Contudo, apds os ensaios de
biodegradacdo é esperada uma diminui¢do da quantidade de CO e eventualmente um
aumento da concentragdo de CI, muito embora esse valor possa também diminuir ap6s
0s processos de degradacdo. As observaces mencionadas séo verdadeiras desde que a
degradacéo tenha sido completa sem a formacéo de espécies intermediérias.

O equipamento utilizado neste trabalho determinou a concentracdo de Carbono

Orgénico Total (COT) pelo método indireto, combinando reacBes de
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acidificacdo/oxidacdo e de oxidacdo por via térmica, empregando catalisador para
andlise de Carbono Inorgéanico (Cl) e Carbono Total (CT), respectivamente.

Para a determinacdo de Carbono Total (CT), a amostra injetada é carregada
para um tubo de combustdo contendo platina suportada em alumina a 680,0°C e sofre
oxidacdo catalitica a CO,. Para a determinacdo de Carbono Inorganico (Cl) a amostra
injetada reage com o reagente (acido fosférico 25,0%), sendo que todo carbono
inorganico é convertido a CO, e detectado por absor¢cdo no infravermelho nao
dispersivo.

Para a determinacao de Cl e CT foram construidas curvas analiticas a partir dos
padrbes de hidrogenocarbonato de sddio e hidrogenoftalato de potassio, respectivamente
(ambos Vetec). Os limites da curva analitica foram 0,00 — 1000 mg.L™.

Para a solucdo de hidrogenocarbonato de sédio pesou 3,50g do reagente
previamente seco por 2 horas e 4,419 de carbonato de sddio previamente seco por uma
hora a 290,0°C e esfriado no dessecador. Esses materiais foram transferidos para um
baldo volumétrico de 1,0L, adicionandou-se agua ultrapura até completar a marca,
protegendo o recipiente com papel aluminio. A concentracdo de carbono dessa solucao
padrdo foi de 1000ug/L.

Para a solucdo de hidrogenoftalato de potéassio pesou 2,125g do reagente
hidrogenoftalato de potéassio previamente seco a 120,0°C por uma hora e esfriado no
dessecador. O reagente foi transferido para um baldo volumétrico de 1,0L, adicionando-
se agua ultrapura até completar a marca de 1,0L, protegendo a solucdo com papel
aluminio. Ao final, obteve uma solugdo com concentracdo de 10.000 mg/L de carbono.

O equipamento de analise foi programado para a diluicdo automaética dessa
solugéo, de acordo com as concentragdes requeridas para as curvas de calibragéo.

Uma vez determinadas as concentracdes de CT e CI, o COT foi calculado
utilizando-se a equacdo: COT = CT — CI. Para algumas amostras foi requerida a
diluicdo da amostra de vinhaca em virtude da alta concentragdo de carbono organico.

Todos os ensaios de determinacdo de COT foram realizados utilizando-se um
analisador de carbono TOC-L (SHIMADZU) e controlados por software TOC Control-

V Shimadzu. O gés de arraste utilizado foi ar sintético, grau analitico 5.0 (White
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Martins). Os dados foram analisados através softwares TOC Control-V Shimadzu,
Origin (Microcal) e Microsoft Excel.
Para leitura no analisador foi utilizado aproximadamente 15 mL da amostra

convenientemente diluidas.
4.3 Analise da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A carga organica da vinhaca foi determinada a partir da construcdo da curva
analitica para a Demanda Quimica de Oxigénio, partindo-se de um padrdo analitico de
hidrogenoftalato de potéssio (Vetec). O sal, de grau analitico, foi seco por 2 horas em
estufa de aquecimento a 110°C e deixado para resfriamento em um dessecador. A seguir
uma solucdo estoque de 10.000 mg.L™ de O, equivalente por litro de solucéo foi
preparada em 4gua deionizada, pesando-se aproximadamente 0,850 g de
hidrogenoftalato de potassio, e a partir desta, sucessivas diluicbes foram efetuadas para
construcdo da curva analitica.

Para a construcdo da curva de DQO alta as seguintes concentracfes de
oxigénio equivalente para o padrdo de hidrogenoftalato de potassio foram utilizadas: 0,0
mg.L™%; 100,0 mg.L™; 250,0 mg.L™; 500,0 mg.L™?; 1.000,0 mg.L™"; 1.500,0 mg.L™ de
DQO. A Solucio de Digestio para DQO de faixa alta (100 a 1500 mg.L™) foi preparada
pesando-se 9,9 g de sulfato de prata (Ag,SO,4 — Vetec), o reagente foi transferido para
um béquer de vidro de capacidade de 2,0 L, onde foi preparada a solucdo digestora.
Adicionou-se 50,0 mL de &gua deionizada e sob agitacdo e com resfriamento externo,
adicionou-se aos poucos 830,0 mL de &cido sulfirico (Vetec) concentrado. A etapa
seguinte da preparacdo da solugéo digestora, consistiu em pesar 10,216 g de dicromato
de potéssio (K,Cr,0; — Vetec), previamente seco a 150,0°C por 2 horas. Dissolveu-se 0
dicromato de potéssio em 50,0 mL de agua deionizada. A dissolucédo do sal foi realizada
com um pouco de aquecimento. Transferiu-se a solucdo de dicromato para o béquer
contendo a mistura de acido sulfarico, sulfato de prata e agua. Essa transferéncia foi
feita lentamente, com auxilio de bastdo de vidro e banho de gelo. Para uma total

transferéncia do reagente, adicionaram-se 70,0 mL de agua deionizada que foram
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novamente transferidos para um béquer. A solucdo foi deixada sob agitagdo e em banho
de gelo até completar seu resfriamento. Transferiu-se para frasco ambar de 1000 mL.
Em cada tubo de digestao adicionou-se aproximadamente 0,1 g de sulfato de mercdrio.
A Solugdo de Digestdo para DQO de faixa baixa (0 - 150 mg.L™) foi preparada
utilizando-se o mesmo procedimento da solucdo faixa alta, pesando-se exatamente
1,022 g de dicromato de potassio. Para a constru¢do da curva de DQO baixa foram
empregados os seguintes padrdes: 0,0 mg.L™; 5,0 mg.L™"; 25,0 mg.L™; 50,0 mg.L™;
100,0 mg.L; 150,0 mg.L™ de DQO (O, em mg.L™).

Foram adicionados 3,0 mL da solugdo digestora e sulfato de mercurio sélido
aos padrbes de hidrogenoftalato de potassio, que variavam de acordo com a curva
analitica construida. Uma analise em branco foi também realizada sem a presenca do
padrdo de hidrogenoftalato de potassio, sendo esta conduzida apenas com agua
deionizada e com os reagentes, a fim de determinar 0 0,0 mg.L™ de concentracéo de
DQO. Apos a adi¢do da solucao digestora aos padrdes de hidrogenoftalato de potassio e
ao branco estes foram submetidos a digestdo em um bloco digestor para DQO Thermo
Digest Policontrol em sistema de tubos fechados por 2 horas a 150°C. Ap0s a digestdo e
resfriamento procedeu-se a analise espectrofotométrica dos padrbes e do branco
realizando-se uma varredura na regido compreendida entre 190 e 900 nm, porém,
fixando-se a leitura da banda de absorc¢do relativa ao dicromato de potassio em 440 nm,
para analise da curva de DQO baixa, e em 600 nm para analise da curva de DQO alta. O
branco utilizado na andlise espectrofotométrica foi agua ultra pura. O intuito da analise
é observar a banda de absorcdo do K,Cr,O; em 440 nm que é referente ao consumo
deste reagente proporcionalmente a concentracdo dos padrdes para a reacdo de oxidacdo
quimica e o aumento da concentracdo de Cr® em 600 nm que é produzido apds reducdo
do dicromato e mais evidenciado para altas concentragdes de DQO.

O procedimento previamente descrito também foi realizado para amostras de
vinhaca afim de estabelecer a concentracdo equivalente de O,. L™, proporcional a carga
orgénica desta espécie, para curva de DQO alta. Apds os processos de biodegradacéo e
adsorcdo, foram feitas também as analises de DQO, para isso foram utilizados 3,0 mL

da solugdo digestora alta, 2,0 mL da amostra bruta, apds a biodegradacdo e apos a



59

adsorcdo e uma ponta de espatula de sulfato de mercurio. Ap6s a homogeneizacao,
procedeu-se da mesma maneira 0 método de digestdo das amostras de vinhaga
similarmente aos padroes. A DQO da vinhaca inicial pdde ser comparada a
concentracdo obtida apos as reacdes de biodegradacéo e ap6s a adsor¢do com intuito de

estabelecer a eficiéncia do processo de degradacao.

4.4 Obtengdo do fungo

A amostra de vinhaca foi deixada em temperatura ambiente destampada no
laboratério de Quimica Analitica e Ambiental no ICEX/UFF para que microrganismos
presente no ambiente pudessem coloniza-la. Inicialmente foi feita a coleta e repicagem
dos fungos que se desenvolveram naturalmente no meio e o material foi enviado para a
Fundacdo Andre Tosello para isolamento e identificacdo destas espécies por taxonomia
convencional. A identificacdo dos fungos foi baseada na andlise comparativa de
caracteristicas diferenciais de morfologia, fisiologia e metabolismo bioquimico da
linhagem desconhecida com dados das espécies de referéncia descritas na literatura.

Para produzir 1,00L de meio de cultura foi utilizado 200,00 g de batatas cruas,
20,009 de dextrose, 20,00g de Agar e 1,00L de agua destilada. Para outros volumes -
menores ou maiores, basta preparar os ingredientes proporcionalmente. As batatas
foram lavadas e escovadas, retirando todos os residuos de terra. Em seguida cortadas em
fatias finas sem retirar as cascas e fervidas em 0,50 L de agua destilada. Filtrou-se o
liquido reservando-o e descartou as batatas cozidas. Adicionou ao filtrado a dextrose, o
Agar e acertou o volume final para 1,0 L com agua destilada. Apds esse procedimento o
meio foi esterelizado em autoclave. Para 0 meio BD(batata e dextrose) nédo utilizou o
Agar.

Em Bancada de Fluxo laminar (Pachane - 420) o meio BDA (Batata, Dextrose e
Agar) foi vertido em placas de Petri e ap0s o resfriamento os fungos coletados foram
aplicados no centro das placas para acompanhar o crescimento dos microrganismos. As
placas foram lacradas com Parafilm e mantidas em incubadora B.O.D. (SL 200/334)

durante 7 dias para crescimento de massa micelial.


http://fat.org.br/
https://cogumelosmagicos.org/comunidade/wiki/dextrose/
https://cogumelosmagicos.org/comunidade/wiki/dextrose/
https://cogumelosmagicos.org/comunidade/wiki/agar/
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Ap06s o crescimento foram feitos discos de 1,0 cm de didmetro contendo micélio
e esporos. Esses discos foram aplicados no centro das placas e novamente as placas
foram lacradas com Parafilm e mantidas em incubadora B.O.D. (SL 200/334) durante 7
dias para crescimento de massa micelial. Apos 7 dias foi adicionado 10,0 mL de agua
destilada sobre a placa de Petri contendo a cultura. Com o auxilio de uma alca de
Drigalski estéril de vidro foi feito um esfregaco e a suspensdo contendo esporos foi
vertida para um béquer de 20,0 mL.

A primeira concentracdo estabelecida foi a vinhaca pura (100%), depois essa
concentracdo foi diluida com agua destilada pela metade (50%), e optou-se por fazer
uma concentracdo ainda mais diluida, estabelecendo ¥ da vinhaca pura (25%). O meio
BD (batata e dextrose), sem vinhaga (0%) e sem Agar foi empregado como controle.
Optou-se pelo cultivo liquido e submerso porque, ao contrario do meio solido, €
apropriado para favorecer a extracdo de substancias tanto do liquido quanto do proprio
miceélio.

A suspensdo de esporos, foi levada ao microscopio Optico (bel photonics -
modelo XJS304/Marca Kozo) e na cdmara de Neubauer (Fuchs Rosenthal Dupla)
verificou-se a concentracdo. Optou-se por colocar 1,00 mL de solucdo de esporos, cuja
concentracdo era de 10° em 30,0 mL da amostra de vinhaca autoclavada, sem correcéo
de pH, em erlenmeyer de 125 mL. Os frascos continham 3 concentracdes diferentes de
vinhaca (25, 50 e vinhaca pura), sendo o0 meio BD (batata e dextrose) sem vinhaca (0%)
empregado como controle. Os frascos foram acondicionados em incubadora com
agitacdo orbital (Tecnal 421) a 150 RPM (ou 15625 G), a 30 = 2,0°C, no escuro, com
coleta em tempo pré-estabelecido para verificacdo de resultados parciais.

Os testes foram feitos avaliando o crescimento de massa micelial e a reducéo de
parametros tais como pH, turbidez, condutividade, carga organica, cor, COT e
composigdo quimica, sendo realizados em triplicata. Os resultados séo apresentados
como valores médios.

Ap0s o0 ensaio de biodegradacdo as amostras de vinhaca com massa micelial
foram centrifugadas por 20 minutos para decantar a massa micelial que estava na

amostra. O decantado foi transferido para cadinhos de aluminio e secos para


http://www.prolab.com.br/acessorios-para-laboratorio/alcas/alca-de-drigalski-descartavel-esteril
http://www.prolab.com.br/acessorios-para-laboratorio/alcas/alca-de-drigalski-descartavel-esteril
https://cogumelosmagicos.org/comunidade/wiki/bda/
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quantificacdo do crescimento da massa micelial e as andlises quimicas foram

conduzidas no sobrenadante.

4.5 Ensaios de Biodegradacgéo

As amostras obtidas ao longo do processo de tratamento da vinhaga foram
inicialmente centrifugadas a 3500 RPM (ou 2401 G) em centrifuga refrigerada (Cientec
CT- 6000 R) por 20 minutos, e os sobrenadantes foram transferidos para tubos Falcon
de 50,0 mL. A biomassa precipitada foi acondicionada em cadinhos de aluminio e
posteriormente verificadas quanto ao seu peso seco em estufa (Tecnal — 394/1) com
circulacdo e renovacdo de ar a 105,0°C por 24 horas. No sobrenadante foram
determinados os parametros: pH, turbidez, condutividade, carga organica, cor, TOC e
composicao quimica, sendo realizados em triplicata.

A degradagdo da vinhaca foi acompanhada por meio da técnica
espectrofotométrica na regido do UV-Vis - Spectro 3000 W (Marte), na regido de 190 a
900 nm, em cubeta de quartzo de caminho Optico de 1 cm, para avaliacdo de remocédo de
cor, sendo as medidas de absorbancia obtidas em 605nm. Para todas as medidas a
analise do branco (&gua ultrapura) foi efetuada previamente a analise das amostras.

As anélises turbidimétricas para verificar variacdo na turbidez foram efetuadas
em um turbidimetro (MS Tecnopon Verséao 4.0), apds prévia calibracdo do instrumento
com padrdes de formazina.

As andlises de pH foram realizadas em um pHmetro (Tecnopon, modelo
mPa210), acoplado a um eletrodo de vidro combinado apds prévia calibracdo do
eletrodo.

As andlises de condutometria foram executadas em um condutivimetro (MS
Tecnopon versao 6.2) equipado com celula condutométrica (K= 1,00).

A reducdo de carga organica foi acompanhada pela remocdo da Demanda

Quimica de Oxigénio (DQO) empregando dicromato de potassio como agente oxidante.
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4.6 Ensaios de sorc¢ao no bagaco de cana-de-agUcar

O bagaco de cana-de-agucar utilizado foi adquirido no comércio local de Volta
Redonda de vendedores de caldo de cana. Apoés a coleta do material, parte do mesmo foi
seco em estufa (Tecnal — 394/1) com circulacdo e renovacgdo de ar a 105,0°C por 24
horas A seguir, tanto o bagaco seco como o Umido (coletado no mesmo dia) foi
triturado antes de seu uso nos experimentos em moinho de facas.

Foram pesados aproximadamente 6,0 g de bagaco (Umido e/ou seco) e
colocados em erlermeyer com 100,0 ml da vinhaca apés a biodegradacéo e deixados em
incubadora com agitacdo orbital (Tecnal 421) a 150 RPM (ou 15625 G), com
temperatura constante de 30,0°C. O processo de sorcdo teve duracdo de 7 dias. ApOs
esse periodo a vinhaca foi filtrada em peneira com malha 10 (abertura de 2,00 mm).

O sobrenadante foi separado do bagaco para analise da eficiéncia do processo
de sorcdo, investigando-se os parametros: pH, condutividade elétrica, Carbono Organico
Total (COT), Potassio, Sodio, Célcio, Magnésio, Turbidez e Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO).

O bagaco separado foi adicionado a 100,0 ml de agua em um erlermeyer e este
foi deixado sob agitacdo e temperatura constante de 30,0°C por 3 dias para dessorcao.
Novamente os parametros anterirmente mencionados foram analisados ap6s processo de

dessorcao do bagaco.


http://produto.mercadolivre.com.br/MLB-713973399-peneira-granulometrica-de-8-x-2-malha-10-abertura-200mm-_JM

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagéo do crescimento de massa micelial e dos ensaios de biotratamento

Apds 1 dia de incubacdo no meio BDA foi possivel identificar o crescimento de
massa micelial, mostrando uma répida adaptacdo dos microrganismos ao meio de
cultura.

Ao realizar repiques de avaliagdo de crescimento foi notada a presenca de duas
colbnias de tipos celulares distintos, sendo um fungo mais filamentoso, como se fosse
uma esponja de coloracdo acinzentada, e outro mais denso e bem negro, com micélio
amarelo, como apresentado na Figura 4.

A identificacdo das linhagens foi realizada pela Fundacdo André Tosello e os

mesmos foram identificados como sendo Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus.

Y

fiids

Figura 3: Cresiento de massa micelial do fungo na placa de Petri contendo meio
BDA ap6s 2 dias de incubagdo em BOD a 30,0°C.

Ap6s o esfregaco, a solucdo de esporos foi inoculada em trés concentracGes
diferentes de vinhaca (25, 50 e 100%) e no meio controle (BD).

O primeiro ensaio foi realizado durante 28 dias. Os testes foram feitos
avaliando o crescimento de massa micelial e a reducéo de carga orgénica e cor, sendo
realizados em triplicata. Os resultados sdo apresentados como valores médios. O
objetivo era verificar a remocdo de carga orgénica e de cor, sendo estes valores


http://www.ceset.unicamp.br/~epoleti/ST008/RESULTADOS%20e%20DISCUSS%D5ES.doc
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comparados aos encontrados para a amostra bruta e com os resultados delinear o
caminho para os estudos posteriores. Os resultados encontrados para este ensaio s&o
apresentados a seguir.

O primeiro parametro avaliado foi o crescimento micelial na amostra de
vinhaca coletada na safra de 2014, sendo este um resultado importante a ser
correlacionado posteriormente com a eficiéncia obtida na biodegradagédo. Os resultados
de crescimento de massa micelial dos fungos Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus em

vinhaca sdo apresentados na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1: Crescimento de massa micelial obtido para a degradacdo da vinhaca em 3
concentracéo diferentes (25, 50 e 100%) e meio controle, submetidas ao tratamento com
os fungos Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, durante 28 dias de incubacdo, sem

ajustar pH, com amostra autoclavada e crescimento com agitacao a 30,0°C.

Massa Micelial (mg.L™)

Concentragéo de 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
vinhaca (%)

0* 0,39+ 0,05 0,40 +0,19 0,35+0,01 0,36 = 0,02

25 0,37 +£0,03 0,63 + 0,00 0,67 £0,01 0,63 £ 0,00

50 0,36 £ 0,01 0,47 £ 0,00 0,48 £ 0,02 0,45+0,01

100 0,35+ 0,04 0,46 + 0,01 0,45+ 0,00 0,44 + 0,02

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo (z) das triplicatas.
*meio controle - sem vinhaga (batata e dextrose).

Observa-se um crescimento de massa micelial nos primeiros 14 dias para todas
as concentracbes de vinhaca ensaiadas, o que demonstra que neste periodo 0s
microrganismos estavam adaptando seu metabolismo ao meio, e fazendo uso dos
nutrientes disponiveis na vinhaga. Nota-se que o emprego de vinhaga pura e diluida a
50,0% apresentou resultados similares. Porém, em vinhaga mais diluida houve um
crescimento superior. O que pode ter ocorrido em meios mais concentrados seria a

presenca ou a formacdo de espécies toxicas em maior quantidade que limitariam o
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crescimento dos fungos. Observa-se um aumento gradual do crescimento de massa
micelial até o 14° dia, porém nenhum crescimento pronunciado foi verificado apds esse
periodo, que pode também ter sido ocasionado em fungdo do esgotamento de nutrientes
necessarios para o crescimento de massa micielial.

Os resultados também podem ser observados na figura a seguir.
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Figura 4: Crescimento de massa micelial obtido para a degradacdo da vinhaca em 3
concentragdo diferentes (25, 50 e 100%) e meio controle, submetidas ao tratamento com
os fungos Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, durante 28 dias de incubagéo, sem
ajustar pH, com amostra autoclavada e crescimento com agitacao a 30,0°C.

5.1.1 Acompanhamento da remocao de cor

Associado a eficiéncia do biotratamento e ao crescimento da massa micelial um
parametro importante a ser investigado neste trabalho foi a remocao de cor. Efluentes
altamente coloridos, como é o caso da vinhaca, possuem uma relacdo direta com a
presenca de espécies organicas e também inorgéanicas, que em muitos casos podem ser
nocivas ao ecossistema. Deste modo, foi avaliada a remocdo de cor através do
biotratamento da vinhaca com Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, com leitura em
605 nm, e os resultados sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Avaliacdo da cor obtido para a degradacdo da vinhaca em 3 concentragédo
diferentes (25, 50 e 100%) e meio controle, submetidas ao tratamento com os fungos
Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, durante 28 dias de incubacdo, sem ajustar pH,
com amostra autoclavada e crescimento com agitacdo a 30,0°C. Todas as amostras

foram convenientemente diluidas a ¥ para leitura no espectrofotometro.

Absorbancia

Concentracdo 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
de vinhaca
o* 0,05+0,00 0,09+0,00 0,13+0,00  0,09+0,00 0,09+0,00
25 0,23+0,00 0,22+0,01 0,21+0,01  0,21+0,01 0,21+0,01
50 0,45+0,00 0,53+0,01 0,56+0,00  0,57+0,00 0,57+0,00
100 0,74+0,00  0,59+0,00 0,59+0,00  0,55+0,01 0,55+0,00

Os valores apresentados na tabela s&o referentes & média e ao desvio padréo () das triplicatas.
*meio controle - sem vinhaga (batata e dextrose).

Como pode ser observado na Tabela 2, ndo houve alteracdo na cor para a
concentracdo 25% de vinhaca ao longo dos 28 dias. Para a concentracdo de 50% de
vinhaca ap6s 14 dias a cor aumentou mantendo-se praticamente constante apos esse
periodo, o que pode estar associado a transformacdo das espécies quimicas iniciais em
espécies com maior absor¢do ou pela transformacéo parcial de croméforos.

Em trabalho empregando fungos Strong e Burgess (2008) monitoraram a
producdo de lacase por Trametes pubescens em agua residuarias da producdo de vinho.
Embora o tratamento com lacase tenha reduzido compostos fendlicos em até 61 % a cor
aumentou até 160 %, indicando a formacdo de compostos intermediarios altamente
coloridos. Neste caso, o tratamento enzimatico reduziu o teor de fendis mas nédo
melhorou a cor das aguas residuais, havendo inclusive aumento da mesma. O mesmo
pode ter ocorrido nesse ensaio, sendo necessario posteriormente investigar quais seriam
essas especies capazes de modificar a cor na vinhaca tratada.

Somente para a vinhaga pura foi constatada uma reducdo maior na cor nos
primeiros sete dias, com remocdo de cor de 20,3%, que pode ter ocorrido devido a

degradacdo/assimilacéo de fracdes de melanoidina ou outras substancias coloridas pelos
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micélios dos microrganismos. Segundo Salgado et al.(2016) a descoloracdo pode ser
devido a reducdo de polifendis que causam a cor escura desse residuo. Essa concluséo
corrobora com o trabalho de Strong e Burgess (2008) no sentindo do consumo de
compostos fendlicos pelos fungos empregados, sendo portanto necessaria uma
investigacdo posterior da concentracdo destas substancias para a conclusdo da acao do
consorcio de fungos empregados neste trabalho com vinhaca.

ApoGs os processos de biodegradagdo, foram realizadas também as analises de
DQO para verificar a eficiéncia do processo de degradacdo da vinhaca relacionando-o

com a reducdo da carga organica. Os resultados sdo explanados a seguir.

5.1.2 Acompanhamento da remocéo de DQO

A Demanda Quimica de Oxigénio é um parametro que mede principalmente a
quantidade de matéria organica que é suscetivel a oxidacdo por meios quimicos. A DQO
é expressa em quantidade de oxigénio equivalente, produzido ap6s consumo do reagente
oxidante empregado na reacdo, em mg de O, por litro de solucdo. A reacéo é realizada
em condicdes controladas e o reagente oxidante empregado € o dicromato (K.Cr,05)
que é reduzido a Cr*® gerando uma quantidade de O, na reac&o, mensurado em mg.L™,
como acima mencionado. Essa reacdo € citada nos procedimentos técnicos do Standard
Methods (APHA, 2012). Ambos componentes organicos e inorganicos presentes em
uma amostra estdo sujeitos a oxidacdo, mas na maioria dos casos, 0S componentes
organicos sdo predominantes e 0s de maior interesse também.

Neste método o Cr®* proveniente do K,Cr,0; é reduzido a Cr**, e esta reacéo,
que ocorre em consequéncia da oxidacdo da matéria organica, fica bem evidenciada no
espectro de absor¢éo, pois a banda do dicromato na regido de 400 nm decai, enquanto
que a banda do Cr** aumenta na regido de 600 nm. O fon dicromato oxida a carga
orgénica na amostra quando esta é digerida, levando preferencialmente a formacéo de
CO, e H,O. Como consequéncia, ha mudanca do cromio do estado hexavalente (V1)
para o estado trivalente (Ill), pois se trata de uma reacdo de Oxido-reducdo. O ion
dicromato (Cr,O7 %) absorve fortemente na regido de 440 nm e o fon Cr** absorve
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fortemente na regido de 600 nm. Ambas sdo coloridas e absorvidas fortemente na regido
visivel do espectro de absorcdo, sendo possivel o acompanhamento destas
transformacdes por absor¢cdo molecular na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)
(APHA, 2012).

A carga organica da vinhaca foi determinada a partir da construcdo da curva
analitica para a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), partindo-se do padrdo analitico
de hidrogenoftalato de potassio. Para determinacdo da DQO da vinhaca empregou-se a
curva analitica para DQO alta, ou seja, de 0,0 a 1.500,0 mg de O, por litro de solucéo.
Desta forma, procedeu-se a andlise dos padrdes de hidrogenoftalato de potassio e a
construcdo das respectivas curvas analiticas que sdo apresentadas nas Figuras 6 e 8. Para
efeito de elucidacdo, nas Figuras 5 e 7 sdo também apresentados 0s respectivos

espectros de absorcao obtidos para as curvas de DQO alta e DQO baixa.
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Figura 5: Espectros de absorcdo obtidos ap6s 2 horas de digestdo em refluxo fechado
para DQO altaz 00 mgmL®; — 100,0 mgmL?; — 250,0 mg.mL"%;

500,0 mg.mL% — 1000,0 mg.mL™; 1500,0 mg.mL™. Padrdo de
$idrogenoftalato de potassio. —
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Figura 6: Curva analitica para DQO alta obtida apds 2 horas de digestdo em refluxo
fechado. Comprimento de onda maximo empregado nas medidas de 600 nm. Faixa de
concentracdo investigada de 0,0 a 1500,0 mg de O, por litro de solucdo. Padréo de
hidrogenoftalato de potassio.
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Figura 7: Espectros de absorcdo obtidos ap6s 2 horas de digestdo em refluxo fechado
para DQO baixa (0,0 mg.mL™; — 5,0 mg.mL™; — 25,0 mg.mL™; 50,0 mg.mL"
1. ——100,0 mg.mL™®;  150,0 mg.mL™). Padr&o de hidrogenoftalato de potassio.
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Figura 8: Curva analitica para DQO baixa obtida ap6s 2 horas de digestdo em refluxo
fechado. Comprimento de onda maximo empregado nas medidas de 440 nm. Faixa de
concentracdo investigada de 0,0 a 150,0 mg de O, por litro de solucdo. Padrdo de
hidrogenoftalato de potassio.

Analisando as curvas analiticas obtidas nas Figuras 6 e 8 € possivel perceber
uma relacéo linear obtida para as faixas de DQO alta e DQO baixa. Na construcdo da
curva de DQO alta observa-se 0 aumento da banda de absor¢cdo em 600 nm, 0 que era
esperado, referente & geracdo de Cr®* em solugo, que aumenta proporcionalmente ao
aumento do padrdo de hidrogenoftalato de potassio que reage com o dicromato de
potassio do meio, como observado no espectro de absorcao da Figura 5. A esta reacao é
atribuida uma quantidade proporcional de O, produzido em solugdo, mensurado em
mg.L™?, e chamado de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO).

De forma semelhante, analisando-se a curva de DQO baixa percebe-se o
consumo de Cr,0-* do meio através da diminuicio da amplitude da banda de absorcio
medida em
440 nm, efeito este produzido devido a reducdo do cromio hexavalente a crémio

trivalente, como pode ser observado na Figura 7.
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As Figuras 6 e 8 exibem, portanto, uma relagdo linear para a DQO alta e baixa e
a partir delas obteve-se as equacdes das curvas analiticas a partir da regresséo linear,

como pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 3: Resultados obtidos a partir das curvas analiticas de DQO alta e DQO baixa.

Faixa Amax Equacdo da curva R? Faixa de Linearidade
(nm)
DQO Alta 600 A =0,06276 + 3,68x10°  0,9993 0a 1500 mg de O, Lt
‘DQO
DQO 440 A =138677-3,81x10" 0,9918 0a150 mgdeO, L™
Baixa *DQO

A = Absorbancia; DQO = Demanda Quimica de Oxigénio (mg de O2.L-1); R2 = Coeficiente de
Correlagdo Linear; Amax= Comprimento de onda maximo da leitura.

A investigacdo da DQO das amostras de vinhaca foi efetuada a partir da analise
espectrofotométrica em 605 nm, através da substituicdo do valor de absorbancia na
equacdo da curva de DQO alta apresentada na Tabela 3. Apds a etapa dos tratamentos as
solugdes foram analisadas empregando a curva de DQO alta, em virtude de ainda
permanecer uma alta concentracdo de carga organica, mesmo apos a biotratamento.

Os célculos de percentuais de remocdo foram realizados empregando a equacao

medida final

% remogéo = (1 — )x100 )

medida inicial

Sendo que 1 corresponde a divisdo do valor da medida inicial por ele mesmo, e é
a medida da absoluta do valor inicial.

A remocéo de carga orgénica é um parametro decisivo para a qualidade de um
efluente industrial. O excesso de carga organica descartado em rios e solos pode
comprometer o ecossistema no qual este efluente é descartado. Deste modo, para

verificar a eficiéncia do processo foi realizado o acompanhamento da remoc¢é&o de DQO
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das amostras submetidas ao tratamento de biodegradacdo e os resultados s&o

apresentados na Tabela 4 a seguir.

Tabela 4: Avaliacdo da carga organica (DQO) obtido para a degradacdo da vinhaca em
3 concentracdo diferentes (25, 50 e 100%) e meio controle, submetidas ao tratamento
com os fungos Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, durante 28 dias de incubagéo, sem

ajustar pH, com amostra autoclavada e crescimento com agitacdo a 30,0°C.

DQOmgO,.L*
Concentracao Odias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
de vinhaca
0 543001000 798100004 767000001 754300000 7.981,00+001
25 034033:000  594300+009  7.24200+01 7302001006  7.94300+001
50 16813004000 1341600003 1365004037 18851004029 1830700003

100 39984,00:000 20038004002 2628800036 26.114,00+014 26.588,00+0,02

Os valores apresentados na tabela sdo referentes & média e ao desvio padrdo () das triplicatas.
*meio controle - sem vinhaga (batata e dextrose).

A analise da Tabela 4 demonstrou que em todas as concentracGes ensaiadas
houve reducdo da carga organica nos primeiros 7 dias, alcancando 49,9% de remocao de
DQO para os ensaios com vinhaca pura ap0s 7 dias de tratamento. Os resultados
apontam ainda que os valores ndo apresentam melhora da eficiéncia do processo ap6s
esse periodo, pois a carga organica do meio passa a aumentar a partir do 14° dia,
mantendo a ordem dos valores apds 0 21° dia. Neste caso, 0 aumento da carga organica
pode estar associado ao aumento do nimero de espécies dos microrganismos, pois estes
contribuiriam também na anélise de DQO, ja que ndo sdao completamente removidos do
meio por centrifugacdo. Desta forma, ficou constatado que o tempo Otimo de
degradacdo era em torno de sete dias, diante dos pardmetros de remocdo de carga
orgénica. O resultado para remocdo de carga organica obtido para 0s ensaios com
vinhaga pura corroboram com os ensaios de remocdo de cor, estabelecendo-se a
condicdo de que o aumento da massa micelial ndo é necessariamente um indicativo da
eficiéncia do processo, pois este foi mais expressivo para a vinhaca diluida a 25%.

Contudo, outras avaliagdes sdo necessarias para a conclusdo desta hipotese.
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5.2 Aprimoramento dos Ensaios de Biodegradagéo

Com o objetivo de aprimorar o processo de biodegradacdo optou-se por
investigar outras condi¢bes que pudessem contribuir para o crescimento micelial e,
eventualmente para a degradacdo da vinhaca. Portanto, alguns parametros foram
variados na incubacdo dos fungos, como o crescimento com e sem agitacdo, com
variagdo de temperatura - fixados em 30,0°C e 40,0°C, suplementando ou n&o o meio
(adicéo de dextrose 20 g.L™) e ajustando o pH da solucdo, fixando em 5,5 e 6,0 com
auxilio de NaOH 6,0 mol.L™. Todos os experimentos foram conduzidos por um periodo

de 7 dias e realizados em triplicata. Os resultados sdo apresentados nas Tabelas abaixo.

Tabela 5: Crescimento de massa micelial obtido para a degradagdo da vinhaga 100%,
submetidas ao tratamento com os fungos Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, ap6s 7

dias de incubacdo, sem ajustar pH, com amostra autoclavada e crescimento a 30,0°C.

Massa micelial (mg.L™)

Suplementacgéo de nutrientes Com agitacao Sem agitagéo
Com dextrose 0,80+ 0,10 0,58 +£0,03
Sem dextrose 0,59 +0,01 0,44 £0,00

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.

Observa-se na Tabela 5 que quando o meio é suplementado com dextrose ocorre
um aumento do crescimento micelial, devido a maior quantidade de nutrientes
disponiveis no meio, 0 que era esperado, pois embora a vinhaga seja um meio rico em
carga organica e inorganica, eventualmente condigdes especiais podem ser requeridas
para o crescimento especifico de uma determinada espécie e, em alguns casos, a matéria
orgénica da vinhaca pode néo ser biodegradavel.

Outro detalhe importante € que a agitacdo influencia no crescimento do fungo,

pois valores maiores de massa micelial sdo obtidos para os ensaios conduzidos sob
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agitacdo, mesmo sem suplementacdo de nutrientes. Acredita-se que seja devido a
oxigenacdo do meio, uma vez que os fungos empregados sdo aerobios, contribuindo,
portanto, para amento da populacdo destes microrganismos (CHEHRI, 2013). Outra
possibilidade € um maior transporte de massa decorrente da agitacdo permanente do
meio.

A seguir investigou-se o efeito do controle do pH para o crescimento do fungo
nos ensaios de biodegradacgdo da vinhaga pura. Os resultados obtidos s&o demonstrados

na Tabela 6.

Tabela 6: Crescimento de massa micelial obtido para a degradacdo da vinhaca 100%,
submetidas ao tratamento com os fungos Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, ap6s 7
dias de incubacdo, com variacdes de pH, com amostra autoclavada, crescimento a

30,0°C e sem suplementar o0 meio.

Massa micelial (mg.L™)

pH Com agitacao Sem agitacdo
4,84* 0,59+0,01 0,44 + 0,00
5,50 0,45+ 0,00 0,43 +£0,02
6,50 0,31+0,02 0,26 £ 0,01

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo (%) das triplicatas.
*pH natural da vinhaga (sem ajuste)

Os resultados da Tabela 6 reportam um aumento do crescimento de massa
micelial em meio &cido e sob agitacdo (pH 4,84). Segundo a literatura, os fungos
normalmente crescem melhor em ambientes em que o pH é préximo a 5,0 em uma faixa
em torno de 30,0°C (SCHUSTER et al., 2002; SAMSON et al., 2004;. GAUTAM et al.,
2010). O pH natural da vinhaca pode variar de 4,0 a 5,0, sendo este um étimo resultado
para o tratamento deste efluente em suas condic¢Oes naturais. A vinhaga empregada neste
estudo apresentava originalmente o pH de 4,84.

A proxima etapa do trabalho foi verificar a temperatura na qual ocorre o

aumento da populagdo de fungos, acompanhando os valores de massa micelial. Os
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ensaios foram conduzidos sob temperatura de 30,0 e 40,0°C e s&o apresentados a seguir
na Tabela 7.

Tabela 7: Crescimento de massa micelial obtido para a degradagdo da vinhaga 100%,
submetidas ao tratamento com os fungos Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, apos 7
dias de incubacdo, sem corrigir pH, com amostra autoclavada, crescimento com

variacoes de temperatura e sem suplementar o meio.

Massa micelial (mg.L™)

Temperatura Com agitacao Sem agitagdo
40,0°C 0,37 £ 0,00 0,32 £ 0,07
30,0°C 0,59 £ 0,01 0,44 £ 0,00

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.

Como pode ser observado o maior crescimento de massa micelial foi obtido em
temperaturas de 30,0°C, com aumento da proporcdo do crescimento micelial sob
agitacdo. Portanto, os resultados encontrados para o crescimento do fungo a temperatura
de 30,0°C e sem ajuste de pH apresentam-se promissores para aplicacdes sob condicdes
naturais e sob agitacéo.

Desta forma, apds a analise desses resultados optou-se por trabalhar com
parametros fixos. Os ensaios seguintes foram executados sob agitacdo por causa da
oxigenacdo do meio, a temperatura 30,0°C, sem adicdo de dextrose e sem ajuste do pH
do meio. Embora em meio com dextrose o crescimento micelial seja maior, optou-se
por trabalhar com meio ndo suplementado porque como constatado na Tabela 5 o fungo
cresce naturalmente na vinhaga pura. Uma suplementacdo acarretaria em um aumento
de material adicionado ao efluente.

Ongen et al. (2007) relataram a necessidade de complementar aguas residuais da
producdo de azeite com nutrientes, como extrato de levedura e sais minerais, para
melhorar o crescimento microbiano, porém, o mesmo autor concluiu que a utilizacdo da

vinhaga pode substituir a necessidade de suplementacdo com outras fontes de nutrientes,
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reduzindo o custo de processo. Desta maneira, as condi¢des estabelecidas para os
proximos ensaios implicariam em assumir as caracteristicas naturais do meio.

Portanto, 0s novos ensaios foram conduzidos exatamente como 0s primeiros
experimentos reportados na tabela 1, s6 que em menor tempo, ja que a analise da Tabela
1 indicou que os melhores resultados eram estabelecidos ao redor de 7 dias. Assumindo
essa condi¢do, procurou-se investigar a biodegradacao da vinhaca em periodos menores
de tempo com intuito de minimizar a duragdo dos experimentos e potencializar o
trabalho.

Para ensaios de degradacdo de efluentes industriais € de extrema importancia o
acompanhamento de alguns paradmetros inerentes ao processo. Para a degradagdo da
vinhacga foram conduzidos os ensaios para verificar a remogéo de carga organica a partir
da DQO da amostra bruta e da amostra de vinhaca biotratada, além de acompanhar
também os valores de remocdo de cor, de turbidez, de condutividade e alteracdes no pH
do meio. Estes parametros foram medidos no inicio dos experimentos de degradacédo
com o0s microrganismos e ao final do tratamento.

Averiguado que a maior quantidade de fungo se reproduzia ao longo de 7 dias,
um experimento de biodegradacdo com os microrganismos foi conduzido ao longo de 6
dias, estabelecendo-se dessa forma um padrdo de tempo similar para as analises, com a
retirada da amostra em 0, 3 e 6 dias, para as diferentes concentracdes de vinhaca. Os
experimentos foram realizados com vinhaca autoclavada para verificar a acdo do

consorcio de fungos, sem a interferéncia de outros microrganismos.

5.2.1 Remocdo de DQO

Os ensaios de biodegradagdo com os microrganismos foram executados para a
amostra de vinhaca em diferentes concentragcbes e também na auséncia da mesma,
somente com 0 meio BD (batata e dextrose), para efeito de controle. Os experimentos
foram conduzidos em triplicata para maior precisao dos resultados. As amostras foram
coletadas e diluidas convenientemente. A avaliacdo da remocao de DQO foi investigada
para vinhaga pura e tambeém para vinhaca diluida em &gua destilada a 25 e 50%. Esta



77

avaliacdo foi necessaria, pois, nem sempre o aumento de massa micelial corresponde ao
aumento da eficiéncia da biodegradacédo, e eventualmente a matéria organica presente
no meio poderia ndo ser biodegradavel. Os resultados de remocédo de DQO obtidos para

0 ensaio de biodegradagdo com o fungo sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Variacdo de DQO obtida para a degradacdo da vinhaca para diferentes
diluicdes (25, 50 e 100%), submetidas ao tratamento com os fungos Aspergillus niger e
Rhizopus arrhizus, ap6s 6 dias de incubacdo, sem corrigir pH, com amostra
autoclavada, crescimento com agitacéo, a 30,0°C e sem suplementar o meio.

DQO (mg O,.L™)

Concentracéo Remocdao
da Vinhaca 0 dias 3 dias 6 dias de DQO
(%) (%)
0* 27.003,37+0,00 22.247,93+0,01 12.057,71+0,00 56,0
25 9.340,33+0,00  7.981,63+0,01 5.943,59+0,00 37,0
50 18.171,85+0,00 12.057,72+0,00 9.340,32+0,04 49,0
100 35.834,89+0,00 26.324,02+0,01 10.019,67+0,06 73,0

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.
*meio controle - sem vinhaga (batata e dextrose).

A maior quantidade de remogdo de DQO foi observada para os ensaios de
biodegradacao conduzidos para a vinhaca pura, obtendo-se ao redor de 73% de remocao
de carga organica. Estes resultados corroboram com 0S ensaios anteriores, onde
verifica-se que uma maior remocdo de carga organica foi obtida com o residuo in
natura.

Esse resultado também condiz com a literatura porque alguns fungos com
capacidade de degradar e descolorir efluentes de destilaria, como Aspergillus spp.,
Aspergillus fumigatus G-2-6, Aspergillus niger, Aspergillus niveus e Aspergillus
fumigatus UB260; possui uma média de reducéo de 70-90% de DQO (OHMOMO et al.,
1987; MIRANDA et al.,1996; SHAYEGAN et al.,, 2004, JIMENEZ et al., 2003;
ANGAYARKANNI et al., 2003; MOHAMMAD et al., 2006).
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Segundo a literatura Aissam et al. (2005) observaram que o fungo A. niger foi
capaz de remover 80% de DQO em aguas residuais da producdo de azeite, depois de
uma fase de adaptacdo. Ferreira et al.(2011) observou reducdes de 82,8% da DQO para
a vinhaca de cana-de-aclcar tratada com Pleurotus sajor-caju CCBO020.
Adicionalmente, Strong e Burgess (2008) constataram uma reducédo de 83% na DQO de
aguas residuais da producédo de vinho com o emprego do fungo Trametes pubescens.

A seguir, outros pardmetros foram também avaliados para comprovar a
eficiéncia do tratamento biolégico com o consércio de fungos empregados neste
trabalho.

5.2.2 Remocéao de cor

A cor é outro parametro a ser acompanhado para o descarte de efluentes
industriais, neste caso em especial para vinhaca. Efluentes coloridos podem
comprometer processos de fotossintese acarretando em intercorréncias ao meio fisico e
consequentemente do meio ambiente. Efluentes altamente coloridos possuem uma
relacdo direta com a presenca de espécies organicas e também inorganicas, que em
muitos casos podem ser nocivas ao ecossistema.

A vinhaca possui coloracdo escura que € atribuida principalmente a presenca de
melanoidina, que sdo complexos poliméricos as quais sdo formadas quando
aminoacidos reagem com acUcares em meio basico, sob aquecimento, em uma reacao
ndo enzimatica chamada de reacdo de Maillard (AMIRI, 2011). A coloracdo da vinhacga
pode também ser proveniente da presenca de caramelo, produto da degradacdo do
acucar em altas temperaturas, e de produtos de degradacdo em meio alcalino
(SUGIURA, 2003). Portanto, é salutar que o processo de biodegradacdo com os fungos
Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus contribua para a diminuigdo da coloragéo deste
tipo de efluente.

A remocdo de cor da vinhaga ap0s o processo de biodegradacdo foi investigada
acompanhando-se 0 espectro de absorcdo para a vinhaca bruta e pos-tratamento no
comprimento de onda de 605 nm. As amostras foram coletadas e diluidas
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convenientemente para leitura apropriada no espectrofotometro de absorgdo UV-Vis. Os
resultados encontrados s&o apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Variacdo de cor obtida para a degradacao da vinhaca para diferentes diluicdes
(25, 50 e 100%), submetidas ao tratamento com os fungos Aspergillus niger e Rhizopus
arrhizus, ap6s 6 dias de incubacdo, sem corrigir pH, com amostra autoclavada,
crescimento com agitacdo, a 30,0°C e sem suplementar 0 meio. Todas as amostras
foram convenientemente diluidas a ¥ para leitura no espectrofotdmetro de absorcéo
UV-Vis.

Absorbancia

Concentracgéo Remocéo de
da Vinhaca 0 dias 3 dias 6 dias Absorbancia
(%) (%)

0* 0,05 £ 0,00 1,11 +0,03 0,63 £ 0,00 -

25 0,23 £ 0,00 0,35+ 0,00 0,34 £ 0,01 -

50 0,45 £+ 0,00 0,63 £ 0,07 0,54 £ 0,04 -

100 0,74 £ 0,00 0,68 £ 0,10 0,63 £ 0,00 15,0

Os valores apresentados na tabela s&o referentes & média e ao desvio padréo () das triplicatas.
*meio controle - sem vinhaga (batata e dextrose).

Os resultados da Tabela 9 apontam um aumento da coloracdo para 0 meio sem
vinhaca e para 0s ensaios de biodegradacdo com o consorcio de fungos conduzidos para
as concentracdes de vinhaca de 25 e 50% ap0s 3 dias de experimento. Este efeito aponta
para 0 surgimento de subprodutos oriundos dessa biodegradacdo cuja producdo é
ocasionada pela agdo do consoércio de fungos no meio e que comprometem a remogéao
de cor da vinhaga, como jé& citado anteriromente.

Por outro lado, a biodegradacgéo da vinhaga pura aponta para a reducgéo gradativa
da cor da solucdo até o periodo de 6 dias de ensaio. Neste caso, a remocdo da cor
presente na vinhaca pode ter ocorrido devido a degradagédo de fracbes de menor peso
molecular da melanoidina (KUMAR et al., 1998), e de compostos fendlicos, também ja

citado anteriormente (SALGADO et al., 2016). Nota-se ainda que o desenvolvimento
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do consércio de fungos também altera a cor do meio de controle, na auséncia de

vinhaca, conforme pode ser verificado nas imagens a seguir.

2 ¥ 02 e
v'#*:!"'

£ o " 5a B < Ay - [ .
Figura 9: Amostra antes (A) e ap6s (B) o processo de biodegradacao.

Adicionalmente, os resultados para a vinhaga pura sdo proximos aos obtidos nos
ensaios anteriores, apresentados na Tabela 2, onde uma remogéo de 20% foi alcancada

ao fim de 7 dias de experimento.

5.2.3 Remocéo de Turbidez

A turbidez ¢ uma medida importante que confere ao efluente critérios de
qualidade, uma vez que um aumento de turbidez ira representar um aumento da
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dificuldade de um feixe de luz atravessar este efluente, e que consequentemente
representard em impactos negativos ao meio ambiente. A presenca de turbidez também
estd associada a presenca de espécies suspensas em solucdo, que pode ser de origem
organica, inorganica, microbiologica e na forma de gas. Em geral a presenca de turbidez
estd associada a presenca de cor e pode estar associada a presenca de sabor e odor. No
caso da vinhaga a turbidez esti associada principalmente a presenca de compostos
organicos e inorganicos e restos de bagaco. Portanto, a remocéo de carga organica e cor,
ja evidenciadas nos ensaios anteriores, poderia representar também uma diminuicéo da
turbidez associada a este efluente da industria sucroalcooleira.

Desta maneira, ensaios de degradacdo pelo consércio de fungos foram
investigados quanto a remocdo de turbidez do meio e sdo apresentados na Tabela 10. Os
ensaios de turbidez foram realizados no liquido sobrenadante apds centrifugacdo das
amostras. As amostras foram diluidas de modo a estarem dentro da faixa analitica de
trabalho.

Tabela 10: Variacdo de turbidez obtida para a degradacdo da vinhacga para diferentes
concentracOes (25, 50 e 100%) submetidas ao tratamento com os fungos Aspergillus
niger e Rhizopus arrhizus, apés 6 dias de incubacdo, sem corrigir pH, com amostra
autoclavada, crescimento com agitacdo, a 30,0°C e sem suplementar o meio.

Turbidez (NTU)

Concentracdo Remocéo de
da Vinhaca 0 dias 3 dias 6 dias Turbidez (%)
(%)
0* 900,00 £ 0,00 37.700,00£140,00 15.000,00+0,00 -
25 4.650,00+0,00 5.000,00+0,00 4.325,00+35,00 7,00
50 7.150,00+0,00 6.500,00+0,00 3.200,00+70,50 56,0
100 15.250,00+0,00  11.500,00+0,00  10.825,00+35,00 30,0

Os valores apresentado_s na tabela sao referentes a media e ao desvio padrao (i) das trlpllcatas.
*meio controle - sem vinhaga (batata e dextrose).

A andlise da Tabela 10 reporta um aumento da turbidez para 0 meio sem vinhaca
e para a amostra mais diluida apos 3 dias de tratamento. Entretanto, com o decorrer do

periodo de 6 dias observa-se uma diminuicdo deste valor. Esses resultados corroboram
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com 0s observados para a cor e apresentados na Tabela 9. A formacéo de subprodutos
do biotratamento pode estar associada ao aumento da cor e da turbidez nessas solugdes.
Para a vinhaca pura e diluida a 50% com agua destilada, observa-se um decaimento
gradativo de turbidez ao longo do periodo de seis dias de tratamento.

Efeito semelhante de reducéo de turbidez também foi observado na literatura por
Ferreira et al. (2011); ele avaliou a vinhaca de cana tratada com o fungo Pleurotus
sajor-caju utilizando organismos aquéaticos como indicadores toxicoldgicos. Nos
ensaios para a descoloracdo da vinhaca utilizando o fungo Pleurotus sajor-caju
CCBO020 ocorreu reducdo de 99,7% na turbidez.

Neste ensaio para vinhaca diluida a 50% e vinhaca pura foi obtida uma remoc¢éo
de turbidez de 56 e 30%, respectivamente. Estes resultados, em especial para o obtido
com vinhaca pura, corroboram com os valores de remocédo de DQO e cor apresentados
anteriormente. E natural que com a diminuicio de carga organica e da cor haja também
uma diminuicdo de turbidez. Neste caso, a diminuicdo da turbidez implica em um
menor impacto ambiental esperado para este efluente industrial tratado com o consorcio

de fungos.

5.2.4 Reducdo de Condutividade

Outro parametro que pode ser acompanhado em processos de degradacdo é a
condutividade das soluges, neste caso para a amostra de vinhaga. Em um processo de
degradacdo é possivel um aumento da concentracdo de espécies ibnicas no meio.
Entretanto, para um biotratamento algumas espécies idnicas podem ser requeridas pelos
microrganismos em questdo fazendo com que a concentracdo destas diminua ao longo
do processo. Portanto, foi parte deste trabalho avaliar a condutividade do meio para o
processo de degradacéo da vinhaca pelos microrganismos, uma vez que esse resultado é
importante também para mensurar a quantidade de sélidos dissolvidos, pois em excesso
podem contribuir negativamente em um eventual descarte da vinhaga no meio ambiente

causando contaminacdo e salinizagdo do meio.
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Os ensaios de biodegradacdo de vinhaca para avaliagdo da condutividade do
meio foram conduzidos apds 6 dias de incubagdo, sem corrigir pH, com amostra
autoclavada, crescimento com agitacdo, a 30,0°C e sem suplementar o meio. Os
resultados de condutividade para a biodegradacédo de vinhaca sdo reportados na Tabela
11.

Tabela 11: Variagdo de condutividade obtida para a degradacdo da vinhaca para
diferentes diluicbes (25, 50 e 100%), submetidas ao tratamento com os fungos
Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, ap06s 6 dias de incubacdo, sem corrigir pH, com
amostra autoclavada, crescimento com agitacéo, a 30,0°C e sem suplementar o meio.

Condutividade (mS.cm™)

Concentracéo Reducéo de
da Vinhaca (%) 0 dias 3 dias 6 dias Condutividade
(%)
0* 69,50+0,00 59,00£2,00 52,0046,00 25,2
25 238,00+0,00 224,00+0,00 181,00+1,00 24,1
50 466,50+0,00 435,50£1,50 349,00+0,00 25,1
100 845,00+0,00 805,00+1,00 615,00+ 7,50 26,9

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.
*meio controle - sem vinhaga (batata e dextrose).

Como pode ser observado, para todos os meios houve uma diminui¢do gradativa
da condutividade das solucfes de vinhaga. Esses resultados estdo em conformidade com
0 padrdo esperado para ensaios de biodegradagdo. Os resultados apontam valores
similares para a remocdo de condutividade em todos os meios, incluindo o meio
controle (sem vinhaca).

Neste caso a diminuigdo da condutividade ao longo do biotratamento reflete em
uma diminuicdo de sais solUveis no meio, e portanto pode-se concluir que ou o fungo
estd empregando essas espécies ibnicas em sua estrutura celular para o seu crescimento,

ou eventualmente poderia estar secretando substancias complexantes que tornariam
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indisponiveis essas espécies no meio. Estudos futuros deverdo ser realizados para

elucidacédo deste comportamento aqui observado.

5.2.5 Avaliagéo do pH durante os ensaios de biodegradacéao

Concomitante aos experimentos de biodegradacdo foi avaliado o pH das
amostras de vinhaca submetidas ao biotratamento. A vinhaca empregada nos ensaios
com o fungo originalmente apresentava um valor de pH acido, ao redor de 4,9. Ao
longo do experimento foi importante avaliar se ocorria a variagdo deste valor e se esta
alterac@o poderia comprometer os experimentos de biodegradacéo.

Ao final de cada ciclo de tratamento o pH da amostra foi imediatamente medido

apos a amostra ser centrifugada e os valores mostrados na Tabela 12.

Tabela 12: Variacdo de pH obtida para a degradacdo da vinhaca para diferentes
diluicdes (25,50 e 100%), submetidas ao tratamento com os fungos Aspergillus niger e
Rhizopus arrhizus, ap6s 6 dias de incubacdo, sem corrigir pH, com amostra

autoclavada, crescimento com agitacédo, a 30,0°C e sem suplementar o meio.

pH
Concentracdo da
Vinhaga (%) 0 dias 3 dias 6 dias
o* 6,05 £ 0,00 4,03+0,01 3,67+0,34
25 4,97 £ 0,00 7,15+ 0,00 8,02 £ 0,03
50 4,84 + 0,00 7,40 £ 0,19 8,32+ 0,15
100 4,86 + 0,00 5,38+£0,28 7,718+0,12

Os valores apresentados na tabela s&o referentes & média e ao desvio padréo () das triplicatas.
*meio controle - sem vinhaga (batata e dextrose).

A analise da Tabela 12 mostra que para todos os meios contendo vinhaga houve
um aumento significativo do valor de pH ao final de 6 dias de experimento. Este efeito
foi observado para a degradacdo da vinhacga, exceto para 0 meio controle (auséncia de

vinhaca). Este é um dado que mostra, que no meio controle os microrganismos agem na
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formacdo de espécies mais &cidas, contudo, em presenca de vinhaca o valor do pH
aumenta para valores superiores a 7 para todas as concentragdes de vinhaga. Partindo da
analise do pH inicial da vinhaca ao redor de 5, pode-se concluir que a biodegradacdo da
vinhaca pode ter ocasionado a degradacédo de espécies acidas, como acidos carboxilicos,
naturalmente presentes neste efluente. A degradacdo da vinhaca ainda poderia dar
origem a outras substancias como compostos de aménia, 0 que explicaria também o
aumento do pH (GRANATO, 2002).

Como pode ser observado, os ensaios de biodegradacdo da vinhaca mostraram-
se eficazes e promissores para o tratamento deste efluente, uma vez que a remocéo de
DQO e também um decaimento gradativo de outros parametros como cor, turbidez e
condutividade foram registrados para o tratamento de vinhaga pura com o consorcio de
fungos empregados.

Entretanto, o efluente apds o biotratamento ainda encontrava-se com alta
coloracdo e com altos indices de carga organica. Neste caso, ensaios fotocataliticos e
fotoeletrocataliticos ndo surtiriam efeito, pois a alta coloracdo seria um impedimento
para a execucao destas técnicas. A técnica eletroquimica talvez ndo atendesse também
essa demanda, além de ser requerido o consumo de energia elétrica para este processo.

A alternativa proposta neste trabalho para contribuir na degradacdo da vinhaca
foi 0 uso do ensaio de sor¢do em biomassa, no caso em bagaco de cana-de-agUcar, que é
residuo da prdpria industria sucroalcooleira. A intencdo foi agregar valor a este residuo
de biomassa, sendo que este poderia ser empregado como fertilizante, para ser utilizado
em locais distantes da usina e da lavoura de cana-de-agUcar. Em contrapartida, o
efluente de vinhaga biotratado supostamente apresentaria melhores resultados para as
andlises quimicas investigadas ap6s o ensaio de sor¢do, como tratamento combinado a
biodegradacdo. A seguir sdo apresentados os resultados obtidos para os ensaios de

sor¢do em bagago.
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5.3 Ensaio de sorcao/dessorcao de vinhaca biodegradada em bagaco de cana-de-aglcar

Embora uma alta quantidade de matéria organica tenha sido removida da
vinhaca ap0s a biodegradacdo com o consércio de fungos empregados um valor relativo
de macro e micronutrientes e também uma alta coloracdo ainda se encontrava presente
no residuo apds o biotratamento. Com intuito de minimizar a poluicdo ambiental
associada a este efluente e também de agregar valor a outro residuo da industria
canavieira, no caso 0 bagaco, optou-se por trabalhar com um método combinado de
sorcao apds o biotratamento.

Portanto, novos ensaios foram conduzidos com vinhaca pura (100%), ja que esta
concentracdo apresentou bons resultados para o biotratamento e manteria as condicdes
naturais do efluente, para verificar a capacidade de sor¢do do bagaco de cana-de-agUcar.
Os paré@metros quimicos anteriormente citados (DQO, cor, turbidez, condutividade e
pH) e alguns novos (calcio, potassio, magnésio, sodio e COT) foram investigados. Os
ensaios foram conduzidos conforme proposto na metodologia na se¢éo 4 e os resultados

séo apresentados a seguir.

5.3.1 Remocédo de DQO

Como anteriormente mencionado, a remocao de carga organica € um parametro
fundamental para ensaios de degradacdo de efluentes ambientais. Algumas dessas
espécies organicas podem nao ser biodegradadas, acarretando em polui¢cdo ambiental.
Ainda, a presenca de carga organica pode estar correlacionada a presenca de substancias
toxicas que podem causar prejuizos ao solo e aos recursos hidricos, os quais sdo objetos
de descarte da vinhaca.

Desta forma, amostras de vinhaca degradadas apds 6 dias de tratamento com o
consorcio de fungos composto por Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus foram
submetidas a sorcdo com bagaco de cana-de-agucar (moido em sistema aberto com
moinho de facas) e sob agitacdo. O tratamento do bagaco para este ensaio é descrito na

secdo 4 deste trabalho e foi realizado com amostras de vinhaca coletadas de uma nova
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safra de 2015. Foi avaliada a capacidade de sor¢do do bagaco na sua forma seca e
umida.

Apols o processo de sorcdo do bagaco de cana-de-acucar na vinhaca e de
dessorcdo na agua o primeiro parametro investigado foi a remoc¢édo de carga organica

através da DQO e os resultados s@o apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Variagdo de DQO obtida para o tratamento com o0 o consorcio de fungos por
6 dias, seguido do tratamento secundario com sor¢édo e dessorcao no bagaco de cana-de-
acucar. Ensaios realizados sem correcdo de pH, com amostra autoclavada, crescimento

micelial com agitacdo, a 30,0°C e sem suplementar o meio.

DQO (mg O,.L™)

Ensaio DQO Apds Apds Apbs

Inicial biodegradacao Sorgéo dessorcao

Vinhaca
com
bagaco
Seco

39.421,84+0,00 19.519,78+0,45  21.478,91+0,14 29.584,89+0,01

Vinhaca
com
bagaco
umido

39.421,84+0,00 19.519,78+0,45  18.319,49+0,55 31.826,73+0,04

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.

Os resultados indicam que ap6s ensaio de biodegradacdo houve uma reducdo de
aproximadamente 51% da carga organica da vinhaca. Esse resultado é similar ao obtido
e mostrado na Tabela 4. Esperava-se taxas de 70% de remocdo de DQO, como
apresentado na Tabela 8, contudo, essa diminuicdo na proporcdo de degradacdo da
matéria organica pode estar relacionada a quantidade de esporos de cada espécie
colocada na amostra, ja que verificou-se apenas a concentracdo total de esporos (10°).
Somado a isso, ainda tem-se a mudanca de amostra de vinhaca, de safras diferentes
(2014 e 2015), que apresentaram valores de DQO da vinhaga bruta diferentes.

Os resultados apresentados podem ser comparados aos resultados obtidos por

Jimenez et al. (2003) que estudou a eficacia da Penicillium spp. e Aspergillus niger no
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tratamento de &guas residuais de melago de beterraba através da fermentag&o alcodlica.
Os fungos testados removeram um maximo de 52% do DQO.

Outra observacao é que o bagago Umido apresenta uma capacidade melhor de
sorcdo da matéria organica presente na vinhaca se comparado ao bagago seco. Outro
detalhe é que apds o processo de dessorcdo observa-se que tanto o bagaco Umido quanto
0 seco liberaram a matéria organica que sorveram, somado a liberacdo de matéria
orgénica da sua composicdo. Neste caso, tanto 0 bagaco Umido quanto o bagago seco
poderiam ser indicados como fertilizante fora da planta industrial da usina
sucroalcooleira, pois haveria a possibilidade de transporte dessa biomassa a uma
distdncia maior que a amostra liquida de vinhaca. Os resultados apds a dessorcao
refletem uma alta carga organica, como esperado devido a decomposicdo da biomassa,
sendo neste caso comumente empregada na agricultura para reposicdo de carbono no

solo.

5.3.2 Remocao de cor

O parametro cor também foi investigado no tratamento da vinhaga com a
combinacdo dos métodos bioldgico e fisico. Este foi um pardmetro com baixa eficiéncia
no tratamento bioldgico com o consorcio de fungos, e, portanto, seria salutar que a
combinacdo do método fisico proporcionasse melhores resultados para o tratamento da
vinhaca. Deste modo, ap6s a biodegradacdo foram realizados ensaios de sorcdo em
bagaco de cana-de-agUcar para obtencdo da melhora da remogdo de cor. A variacdo de
remocdo de cor foi medida em comprimento de onda de 605 nm e pode ser
acompanhada na Tabela 14.

Como constatado anteriormente, os resultados indicam que em vinhaga pura
(100%) ha uma ligeira reducdo de cor ap0s o processo de biodegradagédo, e 0 mesmo
acontece apés a sor¢do. Mesmo o bagaco mudando de coloracdo, como apresentado na
Figura 10, ndo houve reducéo de cor significativa da vinhaca apds a sorcdo, segundo 0s

resultados apresentados na Tabela 14. Adicionalmente, o uso do bagaco seco apresentou



89

uma maior reducdo de cor, ao redor de 20%, quando comparado ao bagago umido que
alcangou valores de 13,3%, como constatado na Tabela 14 e visualizado na Figura 11.

Tabela 14: Variacdo de DQO obtida para o tratamento com o0 o consércio de fungos por
6 dias, seguido do tratamento secundario com sor¢édo e dessor¢ao no bagacgo de cana-de-
acucar. Ensaios realizados sem correcdo de pH, com amostra autoclavada, crescimento
micelial com agitacéo, a 30,0°C e sem suplementar o meio. Todas as amostras foram

convenientemente diluidas a % para leitura no espectrofotémetro.

Absorbancia

Ensaio Absorc¢do inicial  Ap6s biodegradacao Apos Apos
Sor¢éo desorc¢éo
Vinhaga com 4 75, g 9 0,70 £0,02 0,60+£0,09 0,56 +0,03
bagaco seco
Vinhaca com
bagaco 0,75+ 0,00 0,70 £ 0,02 0,65+0,00 0,62+0,05
Umido

Os valores apresentados na tabela sdo referentes a média e ao desvio padrdo () das
triplicatas.

Figura 10: Bagaco seco (A) antes e (B) apds o ensaio de 7 dias sor¢do em vinhaca.
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Figra 11: Vinhaca a()s sete d'iasde'sbri;z”;o Eorh (A bagaco seco e (B) com bagaco
Umido

Embora seja visivel a reducdo de tonalidade para a amostra de vinhaca tratada
com bagaco seco em comparagdo ao bagaco Umido, a intensidade de cor ainda se
mantém alta e, portanto, novos estudos talvez sejam requeridos para minimizacdo deste
parametro.

O processo de dessor¢cdo também produz um sobrenadante colorido, como visto
na Figura 12, porém, de tonalidade menos acentuada que a vinhaga bruta e a submetida
ao biotratamento com o consorcio de fungos. Desta forma, o uso do bagago em
aplicagdes posteriores deve ser avaliado com relacdo a possibilidade de alterar o meio

fisico que sera empregado.

Figura 12: Agua com bagaco seco apos 3 dias de dessorc¢éo.




91

5.3.3 Remocéo de Turbidez

A turbidez é um dos parametros de qualidade para avaliacdo das caracteristicas
fisicas dos efluentes brutos e tratados, pois identifica a presenca de particulas em
suspensdo como anteriormente mencionado. Em geral, quanto menor for a turbidez do
efluente mais eficiente foi o processo de tratamento.

A variacdo de turbidez obtida para a degradacdo da vinhaca pura (100%)
submetida ao tratamento com o consoércio de fungos por 6 dias, seguido do tratamento
secundario com sor¢do e dessor¢do no bagaco de cana-de-agucar esta descrita na Tabela
15.

Tabela 15: Variagéo de turbidez da vinhaca pura (100%) obtida para o tratamento com o
consércio de fungos por 6 dias, seguido do tratamento secundario com sorcdo e
dessorcdo no bagaco de cana-de-agucar. Ensaios realizados sem correcdo de pH, com

amostra autoclavada, crescimento micelial com agitacao, a 30,0°C e sem suplementar o

meio.
Turbidez (NTU)
Ensaio Turbidez Apds Apds Apbs
Inicial biodegradacao sor¢édo dessorcao
Vinhaca com

15.000,00+0,00 10.902,50+30,50 7.564,50+6,50 5.764,50+15,50
bagaco seco
Vinhaca com

A 15.000,00+0,00 10.902,50+30,50 13.716,50+6,50 12.416,50+0,50
bagaco umido

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.

Ap0s os ensaios de sorcdo resultados similares aos observados na avaliacdo do
pardmetro cor foram encontrados para os resultados obtidos com o uso o bagaco seco e
do bagaco umido. Ou seja, 0 uso do bagaco seco apresenta resultados superiores para a
remocado de turbidez, quando comparado ao bagaco Umido. Do mesmo modo, a
avaliacdo da dessor¢cdo demonstrou que o uso de bagaco seco e bagago umido

apresentam resultados diferentes ao fim do processo. Os valores de turbidez encontrados
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para a vinhaca ap0s o ensaio de sor¢do com bagaco seco apresentam-se menores
comparados ao uso do bagaco Umido. Se esta turbidez estiver associada a presenca de
matéria organica, este resultado corrobora com o ensaio de DQO, que apresenta ao fim
do processo de dessor¢cdo com o bagaco umido uma carga organica superior a
encontrada para o uso do bagaco seco.

Ainda, o uso do bagaco seco e umido apresentou um valor superior ao esperado
apos a dessorc¢do, contabilizando a quantidade que supostamente foi sorvida e alguma
contribuicdo da biomassa. Este resultado pode ser explicado pelo processo de

decomposicdo do préprio bagaco, que pode ter sido acelerado pela umidade e agitacao.

5.3.4 Remocéo de Condutividade

A medida de condutividade é um procedimento muito sensivel para
concentracdes de espécies idbnicas no meio. Investigou-se a condutividade da amostra
apos o processo de sorcdo, e em especial apds a dessorcao do bagago, uma vez que esse
ultimo resultado é importante para quantificar os nutrientes que podem ou ndo ser
benéficos para a lavoura se a biomassa do bagaco for utilizada como fertilizante pds
tratamento fisico da vinhaca.

A variacdo de condutividade obtida para a degradacdo da vinhaca pura (100%)
submetida ao tratamento com o consorcio de fungos por 6 dias seguido do tratamento
secundario com com sorcdo e dessor¢cdo no bagaco de cana-de-acUcar estd descrita na
Tabela 16.
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Tabela 16: Variacdo de condutividade da vinhaca pura (100%) obtida para o tratamento
com o consércio de fungos por 6 dias seguido do tratamento secundario com sor¢do e
dessorcdo no bagaco de cana-de-acucar. Ensaios realizados sem correcdo de pH, com

amostra autoclavada, crescimento micelial com agitacao, a 30,0°C e sem suplementar o

meio.
Condutividade (mS.cm™)
Ensaio Condutividade Apds Apds Apds
Inicial biodegradacao sor¢édo dessorcao

Vinhaca com 749,00 =

bagaco seco 930,00 + 0,00 823,00 + 12,50 16,00 575,50 + 2,00
Vinhaga com 819,50 +
bagaco umido 930,00 £0,00 823,00 + 12,50 16,00 594,50 + 1,00

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.

Como observado anteriormente, a biodegradacdo promove uma reducdo dos
valores de condutividade para a vinhaca provavelmente em virtude dos ions presentes
no meio serem utilizados pelo consorcio de fungos ou quelados por substancias
secretadas por estes microrganismos. Contudo, essa reducdo € pouco expressiva, e
espécies ibnicas ainda estdo presentes em quantidades relativamente alta, sendo
requerida uma nova etapa de tratamento, aqui representada pela sorcdo em biomassa.
Apbs o processo de sorcdo evidenciou-se um ligeiro decaimento nos valores de
condutividade empregando bagaco seco e umido, sendo o efeito mais pronunciado com
0 uso da primeira opcdo. Apés a etapa de dessorcdo, evidenciou-se um aumento da
condutividade na dgua empregada para este processo, ja que a condutividade inicial da
agua destilada era 462,4 uS/cm. Deste modo, pode-se concluir que este aumento,
superior a quantidade sorvida, deve estar relacionado a liberacdo de espécies idnicas
pela prépria biomassa, o que eventualmente pode ser benéfico em uma aplicagédo deste
residuo na agricultura. Deste modo, para atividades industriais ou mesmo aplicacGes em

rotinas urbanas talvez fosse requerido um processo mais eficiente para extracdo dessas



94

espécies ibnicas. Entretanto, o uso como &gua de irrigagdo da vinhaca tratada por
métodos combinados pode ser uma alternativa para o reuso deste residuo.

5.3.5 Avaliacédo do pH

O estudo do pH de efluentes que poderdo ser utilizados na fertirrigacdo é uma
pratica, que ser torna necessaria, criando melhores condicdes para a fertilidade do solo.
A variacdo de pH obtida para a degradacdo da vinhaca pura (100%) submetida ao
tratamento com o consorcio de fungos por 6 dias seguido do tratamento secundario com

sorcao e dessor¢do no bagaco de cana-de-agucar esta descrita na Tabela 17.

Tabela 17: Variacdo de pH da vinhaca pura (100%) obtida para o tratamento com o
consoércio de fungos por 6 dias seguido do tratamento secundario com sor¢do e
dessor¢cdo no bagaco de cana-de-agucar. Ensaios realizados sem corre¢do de pH, com

amostra autoclavada, crescimento fungico com agitacao, a 30,0°C e sem suplementar o

meio.
pH
Ensaio pH Apds Apds Apos
Inicial biodegradagio s0r¢ao dessorcdo
Vinhaga com 4 24 4 4 g9 8,39 £ 0,04 655+0,08  545+0,21
bagago seco
Vinhaca com 7 4 g 09 8,39 % 0,04 767012  588+0,08

bagaco umido

Os valores apresentados na tabela s&o referentes & média e ao desvio padréo () das triplicatas.

Como constatato anteriormente, ap6s o processo de biodegradacdo com o
consorcio de fungos ha um aumento relativo no valor de pH da amostra de vinhaca
biotratada. ApoOs a etapa de sor¢do observa-se uma diminuicdo nos valores de pH,
alcancando a proximidade do meio neutro, 0 que pode ter ocorrido devido a sor¢do de
espécies acidas na fibra do bagaco ou enventualmente a reagcdes de decomposicdo ou

transformacgOes das espécies de carater acido. Neste caso, uma avaliacdo positiva da
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vinhaca tratada com bagaco é feita em funcéo da parcial neutralizacdo do meio ter sido
alcancada com a sor¢cdo em biomassa e deste residuo apresentar-se préximo a
neutralidade com maiores possibilidades de aplicacdo. Observa-se ainda que apos a
etapa de dessorcdo, a agua empregada passa a apresentar valores pH inferiores a 7.
Ressalta-se que o pH da dgua empregada inicialmente na etapa de dessor¢édo foi 5,96.
Deste modo, segundo os resultados ndo ha dessorcdo de quantidades significativas de
espécies acidas apos a dessor¢do, ja que o pH final estd proximo ao pH inicial da dgua
destilada empregada.

O valor de pH 5,7 é o ponto em que a superficie dos grupos funcionais do
bagaco ndo contribuem para a o pH da solugédo (ALOMA et al., 2012; BLAZQUEZ et
al., 2011). Acima deste valor de pH, a carga de superficie se torna negativa e 0

adsorvente vai ocupar os cations com maior afinidade (MARCILLA et al., 2007).

5.4 Analise de Micro e Macronutrientes da vinhaca

Comparada aos outros residuos organicos produzidos pela industria
sucroalcooleira, a vinhaca é a que mais contém nutrientes em sua composicao,
predominando o potassio seguido de célcio, magnésio, manganés e nitrogénio organico
(WADT, 2008). Portanto, € de fundamental importancia avaliar os processos de
tratamento empregados neste trabalho com relacdo a reducdo da quantidade destas
espécies naturalmente presente neste residuo.

A anélise quimica da vinhaca foi feita empregando a espectroscopia de
absorcdo atbmica (AAS). Através da analise das leituras de absorbancias dos padrdes
analiticos foi possivel construir a curva analitica para cada elemento analisado e, a
seguir, avaliar a concentracdo destas espécies nas amostras de vinhaga bruta e tratada. A
amostra da vinhaca foi analisada antes e apds do processo de biodegradacao e de sorcao.
Os elementos investigados foram avaliados quando sua disponibilidade direta, ou seja,
foi avaliada a concentragdo solUvel destas espécies, pois era objeto de estudo do
presente trabalho o uso da vinhaca tratada e do bagaco como insumo agricola com efeito

de dessorcao.
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5.4.1 Andlise da concentracdo de Potéssio

Ap0s analisarem a composicdo de diferentes tipos de vinhaca produzida em
diferentes regibes do Brasil, Silva e Orlando Filho (1981) constataram que a
composi¢do quimica da vinhaga é muito heterogénea, em funcdo do tipo de matéria-
prima e outros aspectos, concluindo que quando se parte de mosto de melago a vinhaga
apresenta maiores concentracbes em matéria organica, potassio, calcio e magnésio, ao
passo que esses elementos decaem consideravelmente quando se trata de mosto de caldo
de cana, como é o caso de destilarias autdnomas, sendo o potéssio (K) o elemento
predominante.

A gquantidade grandemente desproporcional de potassio em relacdo a célcio e
magnésio na vinhaca pode promover um desbalango desses nutrientes no solo (SENGIK
et al., 1988). Lyra et al .(2003), concordam com Madejon et al. (2001) ao sugerirem que
se pode esperar uma elevacdo na concentracdo de sais no solo e potencial risco de
salinizacdo com a aplicacdo da vinhaca ao longo dos anos, considerando-se a taxa de

absorcdo de potéssio pela planta e sua concentracdo na vinhaca.

Tabela 18: Resultados obtidos na leitura dos padrdes analiticos de potassio em 766,50

nm.
Concentracéo de K Absorbancia
(Mg.L™)
0,20 0,09+0,00
0,50 0,22+0,00
1,00 0,42+0,00
1,50 0,70+0,00
1,80 0,81+0,00

Em virtude do exposto acima procedeu-se a analise de potassio nas amostras de
vinhaca. Para isso, inicialmente foi construida a curva analitica do mesmo partindo-se

das solugdes padrdo de potassio que foram analisadas no espectrémetro de absorgédo
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atdbmica em 766,50 nm apds calibragdo do instrumento. Os resultados obtidos na leitura
dos padrdes analiticos sdo apresentados na Tabela 18. A curva analitica dos padrdes de

potassio é apresentada a seguir na Figura 13.
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Figura 13: Curva analitica para determinacdo de potassio obtida pelo valor médio da
leitura dos padrGes. Equacdo da reta: A = - 0,01043 + 0,4584[K], Rz = 0,9950. Faixa
linear de trabalho investigada de 0,20 a 1,80 pg.L™.

Como era esperado uma relacdo linear foi obtida para a curva analitica
construida com os padrbes de potassio. A faixa linear de trabalho da curva variou de
0,20 a 1,80 pg.L™, sendo a equacdo da curva encontrada igual a A = - 0,01043 +
0,4584[K], e o coeficiente de correlagéo linear de 0,9950, apresentando confiabilidade.

Apos a construgdo da curva analitica foram realizadas as leituras das amostras
de vinhaca in natura e apds os processos de tratamento, e os resultados sdo apresentados
na Tabela 19.
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Tabela 19: Variagdo da concentracdo de potassio obtida para o tratamento da vinhaca
pura (100%) submetida aos ensaios com o consorcio de fungos por 6 dias, seguido do
tratamento secundario com sor¢do em bagaco por 7 dias e dessorcdo apds 3 dias.
Ensaios realizados sem correcao de pH, com amostra autoclavada, crescimento micelial

com agitacdo, a 30,0°C e sem suplementar o meio.

Concentracdo de Potassio (mg.L™)

Ensaio Concentracao Apds Apds Apds
Inicial biodegradacao Sor¢éo dessorcao
Vinhaga com
1,15+ 0,00 1,04 + 0,06 0,89 £ 0,08 1,06 + 0,21
bagaco seco
Vinhaca com
bagago 1,15+ 0,00 1,04 + 0,06 1,04 +0,11 1,11+ 0,08
umido

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo (z) das triplicatas.

Como pode ser observado, a concentracdo inicial de potassio encontrada na
amostra foi 1,15 mg.L™, e ap6s o processo de biodegradagdo houve uma reducéo para
1,04 mg.L™, aproximadamente 11% de reduc&o. Apés o processo de sorcio a reducdo
deste nutriente se manteve praticamente estavel no bagaco Umido apresentando uma
ligeira diminuicdo com o emprego do bagaco seco. Verificou-se que o bagaco seco
apresenta maior eficiéncia na remocdo de potassio da vinhaca biotratada. Ndo ha
indicativo conclusivo se o potassio foi requerido na estrutura celular do fungo ou se este
microrganismo secretou substancias capazes de quelar esta espéice, ja que os ensaios de
absorcdo atdbmica apenas avaliaram a concentracao livre deste nutriente. Novos ensaios
serdo efetuados para elucidagéo destas observagdes.

Ap0s dessorcdo a concentracdo de potassio voltou a subir, indicando que, alem
da quantidade de potéssio sorvido nas fibras do bagaco, uma outra parcela desta espécie
foi liberada pela préopria biomassa como parte da sua composicao. Este resultado pode
ser avaliado beneficamente, uma vez que parte do objetivo do tratamento com a

biomassa é o emprego desta como insumo complementar de valor agregado na
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fertilidade de solos e no cultivo de culturas, que ndo sejam exclusivamente de cana-de-
acucar. Adicionalmente, a remoc¢édo de parte da concentracdo de potéssio pelo bagago
seco € outro resultado assertivo, pois a reducao desta substancia na vinhaca amplia a

aplicabilidade deste rejeito em diversas propostas de reuso.

5.4.2 Andlise da concentracdo de Célcio

A vinhaga apresenta grande quantidade de nutrientes dentre eles o caélcio
(WADT, 2008). O contetdo de célcio é influenciado pela textura do solo, teor de
matéria organica e pela remocao das culturas. A sua disponibilidade as plantas, como
de outros céations (potassio e magnésio), é afetada tanto pela quantidade de nutriente
disponivel no solo, como pelo grau de saturacdo no complexo de troca e da relagdo com
0s outros cations. Como este elemento também esté disponivel em grande quantidade na
vinhaca, efetuou-se sua quantificacdo na amostra bruta e apds as etapas de tratamento.

Do mesmo modo que o potassio, inicialmente foi construida a curva analitica de
calcio, partindo-se das solucdes padrdo deste que foram analisadas no espectrdmetro de
absorcdo atbmica em 422,70 nm ap6s prévia calibracdo do instrumento. Os resultados
obtidos na leitura dos padrGes analiticos sdo apresentados na Tabela 20. A curva

analitica dos padrdes de célcio é apresentada a seguir na Figura 14.

Tabela 20: Resultados obtidos na leitura dos padr@es analiticos de calcio em 422,70 nm.

Concentracédo de Ca Absorbancia
(Mg.L™)
2,00 0,09+0,02
4,00 0,23+0,00
14,00 0,64+0,02

20,00 0,90+0,04
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Figura 14: Curva analitica para determinacdo de calcio obtida pelo valor médio da
leitura dos padrdes. Equacdo da reta: A = 0,02704 + 0,0438[Ca], R? = 0,995. Faixa
linear de trabalho investigada de 2,00 a 20,00 ug.L™.

Como era esperado uma relacdo linear foi obtida para a curva analitica de
célcio. A faixa linear de trabalho da curva variou de 2,00 a 20,00 ug.L?, sendo a
equacdo da curva encontrada igual a A = 0,02704 + 0,0438[Ca], e o coeficiente de
correlacdo linear de 0,995, apresentando confiabilidade.

Apos a construgdo da curva analitica foram realizadas as leituras das amostras
de vinhaga e os resultados sdo apresentados na Tabela 21.

Observa-se que houve uma reducdo de aproximadamente 12,5%, nos valores de
calcio apds a biodegradacdo, o que provavelmente pode estar relacionado ao fato do
consorcio de fungos ter utilizado esse micronutriente no seu metabolismo ou quelado
este elemento apos liberacdo de substancias quelantes. Apos 0s ensaios de sorcao e de
dessorcdo houve um aumento da concentragédo de célcio no meio, maior que o esperado,
observado tanto para o uso de bagago seco quanto imido. Conclui-se que em ambos 0s
ensaios a biomassa esteja liberando este micronutriente, ndo s6 sorvido, como também

oriundo de sua composicdo. A utilizacdo do processo de sor¢do e dessor¢do para
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vinhaca empregando bagago deve ser avaliado quanto a aplicabilidade, pois estes

resultados podem ou n&o prejudicar atividades industriais e agricolas.

Tabela 21: Variacdo da concentracdo de célcio obtida para o tratamento da vinhaca pura
(100%) submetida aos ensaios com o consércio de fungos por 6 dias, seguido do
tratamento secundario com sorcdo em bagaco por 7 dias e dessorcdo apds 3 dias.
Ensaios realizados sem corre¢do de pH, com amostra autoclavada, crescimento micelial

com agitacdo, a 30,0°C e sem suplementar o meio.

Concentragdo de Célcio (ug.L™)

Ensaio Concentracao Apo6s Apos Apos
Inicial biodegradacao Sor¢édo dessorcao
Vinhagacom 7 45, 000 6,49+ 0,27 7,11+0,07 37,11+0,21

bagaco seco

Vinhaga com 7 45 1000 6,49+027 7,11£0,08 37,11£0,08
bagago Umido

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.

5.4.3 Andlise da concentracdo de Magnésio

Comparada aos outros residuos organicos produzidos pela indastria
sucroalcooleira, a vinhaca € a que mais contém nutrientes, dentre eles 0 magnésio
(WADT, 2008).

Como acontece com 0 potassio e o calcio, 0 magnésio é encontrado no solo sob
a forma de minerais primarios. A aplicacdo de grandes quantidades de calcio e
magnésio em solos deficientes em potéssio ou aplicacdo em excesso de calcio em solo
deficiente em magnésio pode causar desequilibrio nutricional e crescimento reduzido da
cultura.

A disponibilidade de magnésio frequentemente é relacionada ao pH, em solos
acidos, com baixo pH (pH abaixo de 5,8), o excesso de hidrogénio e o aluminio

influenciam a disponibilidade de magnésio e sua absorcdo pelas plantas. Em altos
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valores de pH (acima de 7,4), o excesso de célcio impede a absor¢do de magnésio pelas
plantas.

Como também ¢é esperada a presenca deste elemento na amostra de vinhaca,
efetuou-se sua quantificacdo. Para isso, inicialmente também foi construida a curva
analitica do mesmo partindo-se das solu¢des padrdo de magnésio que foram analisadas
no espectrémetro de absorcdo atdbmica em 285,20 nm apds calibragdo do instrumento.
Os resultados obtidos na leitura dos padr@es analiticos sdo apresentados na Tabela 22. A

curva analitica dos padrdes de magnésio € apresentada a seguir na Figura 15.

Tabela 22: Resultados obtidos na leitura dos padr@es analiticos de magnésio em 285,20

nm.
Concentracdo de Mg Absorbancia
(ug.L™)
0,20 0,30+0,04
0,40 0,51+0,00
0,50 0,66+0,03
0,70 0,87+0,04

0,80 1,00+0,00
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Figura 15: Curva analitica para determinacdo de magnésio obtida pelo valor médio da
leitura dos padrBes. Equacdo da reta: A = 0,06088 + 1,1675[Mg], Rz = 0,99709. Faixa
linear de trabalho investigada de 0,20 a 0,80 pg.L™.

Como era esperado uma relacdo linear foi obtida para a curva analitica de
magnésio. A faixa linear de trabalho da curva variou de 0,20 a 0,80 pg.L™, sendo a
equacdo da curva encontrada igual a A = 0,06088 + 1,1675[Mg], e o coeficiente de
correlagéo linear de 0,99709, apresentando confiabilidade.

Apds a construcdo da curva analitica foram realizadas as leituras das amostras

de vinhaca e os resultados sdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23: Variagdo da concentracdo de magnésio obtida para o tratamento da vinhacga
pura (100%) submetida aos ensaios com o consorcio de fungos por 6 dias, seguido do
tratamento secundario com sor¢do em bagaco por 7 dias e dessorcdo apds 3 dias.
Ensaios realizados sem correcdo de pH, com amostra autoclavada, crescimento micelial

com agitacéo, a 30,0°C e sem suplementar o meio.

Concentracdo de Magnésio (ug.L'l)

Ensaio Concentracdo  Apo0s Apds Apds

Inicial biodegradacdo sorcédo dessorcéo

Vinhaca com

24,64 +0,00 22,61+0,83 19,90+0,22 24,82 + 0,01
bagaco seco

Vinhaca com

. 2464+0,00 2261+0,83 19,05+0,21 23,91 +£0,08
bagaco umido

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.

Os resultados reportam que a reducdo nos valores de magnésio apds 0 processo
de biodegradacdo e ap6s o processo de sorcdo foi pouco expressiva, e gque talvez a
reducdo apos o biotratamento possa ter ocorrido porque este elemento seja requerido no
metabolismo do consércio de fungos empregados, ou que 0S mMesMOs Sejam
complexados eventualmente pela liberacdo de um agente complexante pelos
microrganismos e ndo estejam mais disponiveis na forma livre na vinhaca biotratada.
Apdbs os ensaios de sorcdo observa-se que uma parcela de magnésio ficou sorvida no
bagaco, caracterizando uma remocdo de aproximadamente 8,24% e de 22,7% desta
espécie ao fim do biotratamento e da etapa de sorcdo em bagaco Umido,
respectivamente. Outro detalhe que pode ser evidenciado é que apds o processo de
dessorcdo houve um aumento da concentracdo de magnésio no meio, superior ao
esperado pelas espécies sorvidas, 0 que deve estar associado a liberacdo deste elemento

pela prépria biomassa.
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5.4.4 Andlise da concentracdo de sodio

O sddio no solo comporta-se como cation monovalente (Na*). Quando em
elevadas concentracdes este elemento é capaz de deslocar o Ca** e o K*, condicio esta
que pode afetar, em determinadas situagdes a estrutura do solo. (OLIVEIRA et al.,
2002).

Portanto, foi de interesse deste trabalho quantificar a concentracdo de sodio na
amostra de vinhaca in natura e ap6s os tratamentos bioldgico e fisico. Para a
quantificacdo de sodio foi construida a curva analitica partindo-se das solu¢des padrao
de sodio que foram analisadas no espectrometro de absorcdo atémica em 589,00 nm
apos calibracdo do instrumento. Os resultados obtidos na leitura dos padrdes analiticos
sdo apresentados na Tabela 24. A curva analitica dos padrGes de sddio é apresentada a
seguir na Figura 16.

Tabela 24: Resultados obtidos na leitura dos padrées analiticos de sodio em 589,00 nm.

Concentracdo de sodio .
Absorbancia

(Mg.L™)
0.20 0,30£0,04
0,40 0,51+0,00
0,50 0,6620,03
0,70 0,87+0,04

0,80 1,00+0,00
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Figura 16: Curva analitica para determinacdo de sodio obtida pelo valor médio da
leitura dos padrbes. Equacéo da reta: A = 0,06088 + 1,16754[Na], Rz = 0,99709. Faixa
linear de trabalho investigada de 0,20 a 0,80 pg.L™.

Como era esperado uma relacdo linear foi obtida para a curva analitica de
sodio. A faixa linear de trabalho da curva variou de 0,20 a 0,80 pg.L™, sendo a equacéo
da curva encontrada igual a A = 0,06088 + 1,16754[Na], e o coeficiente de correlacdo
linear de 0,99709, apresentando confiabilidade.

Apos a construgdo da curva analitica foram realizadas as leituras das amostras
de vinhaga in natura e apds os tratamentos e 0s resultados sdo apresentados na Tabela
25.
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Tabela 25: Variacdo da concentracdo de sodio obtida para o tratamento da vinhaca pura
(100%) submetida aos ensaios com o consorcio de fungos por 6 dias, seguido do
tratamento secundario com sor¢do em bagaco por 7 dias e dessorcdo apds 3 dias.
Ensaios realizados sem correcdo de pH, com amostra autoclavada, crescimento micelial

com agitacdo, a 30,0°C e sem suplementar o meio.

Concentracdo de Sddio (ug.L™)

Ensaio Concentracao Apds Apds Apds
Inicial biodegradacao sor¢édo dessorcao
Vinhacacom 154,000 1298+0,08 13,39 +0,04 4,56 + 0,00
bagaco seco
Vinhacacom 154,000 1208+0,08 1349 + 0,04 4,76 + 0,00

bagaco umido

Os valores apresentados na tabela séo referentes a média e ao desvio padrdo () das triplicatas.

Na Tabela 25 observa-se que houve uma reducdo no teor de sodio apds a
biodegradacdo de aproximadamente 24,7%. Entretanto, apds o processo de sor¢do nao
foi averiguada nenhuma alteracdo consideravel, ou seja, o bagaco aparentemente nédo
sorveu este elemento, pelo contrario, liberou sodio presente na prdpria biomassa para a
amostra. Os parametros entre bagaco seco e Umido sdo equivalentes neste ponto.
Acredita-se também que a concentracdo encontrada para esta espécie ap0s a etapa de
dessorcdo seja exclusivamente oriunda da prépria biomassa, ndo havendo alteracGes
relativas pelo uso desta técnica fisica de tratamento para este elemento. Portanto, para

este elemento o efeito de sor¢do ndo é evidenciado.
5.4.5 Avaliacdo da quantidade de Carbono Organico Total (COT)

No analisador de Carbono Orgénico Total (TOC) foram avaliadas as
concentragfes de Carbono Total (CT) e Carbono Inorganico (Cl), sendo a diferenca
entre esses valores correspondente a concentragdo Carbono Organico Total (mg.L™),
como observado na equagéo 2.

COT=CT-CI equacéo 2
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As medidas de degradacdo de COT foram expressas pela normalizacdo

apresentada na equagao 3.

COT inicial—COT final

% dE deg?‘ﬂ,dﬂ;‘ﬂﬂ dE‘ CoT = COT inicial

x 100 equacao 3

As curvas analiticas de CT e CI foram construidas a partir de padrdes de
hidrogenoftalato de potéassio e de hidrogenocarbonato de sédio, respectivamente. Os
resultados obtidos na leitura dos padrGes analiticos para a construcdo das curvas
analiticas de Cl e CT sdo apresentados na Tabela 26. As curvas analiticas dos padrdes

de Cl e CT sdo apresentadas a seguir nas Figuras 17 e 18, respectivamente.

Tabela 26: Resultados obtidos para a construcdo da curva analitica dos padrbes de
Carbono Inorganico (CI) e Carbono Total (CT) para as analises realizadas no analisador
de Carbono Organico Total (TOC).

Concentragao Area Concentragao Area
padréo de IC (mg/L) padréo de CT (mg/L)

0 2,416 20,0 45,54

2,0 15,76 50,0 120,6

4,0 23,73 100,0 2457

6,0 33,03 125,0 306,6

8,0 42,78 175,0 441,2

10,0 51,96 200,0 500,2
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Figura 17: Curva Analitica do padrdo de Carbono Inorganico (Cl) para as analises de
Carbono Organico Total (TOC). Equaco da curva: Area = 4,1307+4,8297[CI] (mg), R?
=0,99457.
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Figura 18: Curva Analitica do padrdo de Carbono Total (CT) para as andlises de
Cgrbono Organico Total (TOC). Equacao da curva: Area = -6,6736+2,53714[CT] (mg),
R“=0,99973.
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Como pode ser observado nas Figuras 17 e 18 as curvas analiticas exibem
comportamento linear em ampla faixa de concentragdo e, portanto, estdo apropriadas
para 0 uso com as amostras de vinhaca.

Ap0s a construcdo das curvas de Cl e CT as amostras de vinhaga foram entéo
convenientemente diluidas e analisadas para averiguar especialmente a remoc¢éo de
carga organica na forma de Carbono Orgéanico Total (COT). Os resultados das analises

séo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27: Variagdo da concentracdo de COT (mg.L™) obtida para o tratamento da
vinhaga pura (100%) submetida aos ensaios com o consorcio de fungos por 6 dias,
seguido do tratamento secundario com sor¢do em bagaco Umido por 7 dias e dessorcao
apos 3 dias. Ensaios realizados sem correcdo de pH, com amostra autoclavada,

crescimento micelial com agitacdo, a 30,0°C e sem suplementar o0 meio.

Vinhaca Apos Apos Ap0s dessorcao

inicial biodegradacao Sorgéo em bagaco seco

COoT 1.178,00+0,98 439,00+0,60 217,00£1,00 52.400,00+0,01
(mg.L™)

Cl 11.300+0,07 152,00+0,77 195,00+0,28 368,00+1,17

(mg.L™)

CT 12.478,00£0,52 591,00+0,68 412,00+£0,64 52.768,00+0.59
(mg.L™)

Como pode ser observado houve uma reducdo de aproximadamente 62,7% do
COT apds o processo de biodegradacao e de 81,6% apds o processo de sor¢do. Apos a
analise dos resultados de COT constatou se que o consorcio de fungos é capaz de
degradar a matéria organica da vinhaca com remocao de 62,7% e ainda degradar 98,7%
de carbono inorgénico. A reducdo dos valores de CT e COT apds a etapa de
biodegradacdo também esta de acordo com a ideia de decomposicao de espécies acidas,
como acidos carboxilicos, o que alteraria o pH originalmente acido da vinhaga para

valores de pH mais bésicos. Nota-se ainda que a maior parte da matéria organica é
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biodegradavel para esse consorcio de fungos. O processo de sor¢do do bagago contribui
ainda para minimizar os valores de CT e COT, e, portanto minimizar o potencial
poluente da vinhaca. O aumento de CI, CT e COT ap0s a etapa de dessorcao sugere que
0 proprio bagaco esteja contribuindo para liberacdo de carbono inorgéanico e carbono

organico no meio, sendo carbono orgéanico a maior proporcéo de espécies liberadas.



6. CONCLUSOES

Observou-se que consdrcio de fungos composto por Aspergillus niger e
Rhizopus arrhizus mostrou-se capaz de adaptar as substancias toxicas presentes na
vinhaca. Essa adaptabilidade a toxicidade pode ser confirmada pelo crescimento de
massa micelial em vinhaca pura, apresentando resultados promissores para 0 uso in
natura da vinhaca. Estes resultados sdo motivadores, pois a biodegradacéo de vinhaga
em seu estado in natura seria a melhor opgéo para um processo em escala industrial.

Foi verificado que o aumento da populacdo do fungo é influenciado pela
agitacdo do meio, provavelmente em funcéo da aeracdo e do transporte de massa, uma
vez que os fungos em sua maioria sdo aerdbios obrigatorios. Observou-se que a
temperatura ideal de crescimento foi em torno de 30°C, tanto no meio de cultura
contendo BD (batata e dextrose) quanto na vinhaca. Constatou-se que o tempo étimo de
biodegradacdo foi em torno de 7 dias.

Os fungos cresceram melhor em pH &cido e essa caracteristica € positiva para o
tratamento da vinhaga, cujo pH varia entre 4 e 5, sendo este um 6timo resultado para o
tratamento deste efluente em suas condi¢des naturais.

Ainda, verificou-se uma reducdo nos valores de DQO, cor, turbidez,
condutividade, COT, potassio, célcio, magnésio e sodio apds o processo de
biodegradagdo, e reducdo nos valores de DQO, cor, turbidez, condutividade, potassio,
calcio, magnésio e sodio ap6s o processo de biodegradacao.

Constatou-se que o0 bagaco possui capacidade sorvente para os elementos
quimicos K e Mg além de apresentar reducdo de turbidez, cor e condutividade. Foi
evidenciado que os melhores resultados foram obtidos em geral com o emprego do
bagaco seco, provavelmente porque as fibras foram alteradas pelo calor, podendo neste
caso essa biomassa apds sorcdo ser indicada como fertilizante.

Deste modo, a biodegradagdo com o consoércio de fungos Aspergillus niger e
Rhizopus arrhizus combinada a sor¢cdo em bagaco de cana-de-acUcar uma técnica
promissora para o tratamento deste rejeito da industria sucroalcooleira, agregando valor

a biomassa também proveniente deste setor de producéo.



113

Adicionalmente, a vinhaga biodegradada também pode ser usada como
fertilizante, pois apresenta uma reducdo dos pardmetros quimicos ensaiados, reduzindo

sua capacidade poluidora, mas mantendo suas propriedades quimicas.



7. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Ensaiar 0s microrganismos separadamente para identificar qual deles apresenta
maior acdo sobre o processo de biodegradagéo;

e Ensaiar a biodegracdo com consorcio de fungos variando a quantidade de esposros
de cada espécie;

e Identificar os subprodutos gerados nesta biodegradacdo que eventualmente
poderiam estar contribuindo para 0 aumento da cor da amostra, inclusive os ions de
ferro;

e Acompanhar a quantidade de compostos fendlicos durante a biodegradacao;

e Acompanhar a presenca de espécies acidas, como &cidos carboxilicos;

e Avaliar a quantidade de chumbo presente na vinhaca;

e Aprofundar os estudos de sor¢do no bagaco, definindo se o mecanismo é de
adsorcéo ou absorcao;

e Aperfeicoar os ensaios de biodegradacéo e de sor¢do, uma vez amostras de safras
diferentes apresentaram resultados diferentes para 0s mesmos ensaios;

e Verificar a estrutura do bagago apos o tratamento térmico e sua influéncia na sor¢do
dos elementos quimicos;

e Trabalhar com bagaco diretamente da moagem da usina sucrooalcoleira e também
investigar a influéncia do tamanho do bagaco empregado

e Estudar a biodegradacdo da vinhaca suplementada e se isso influnciaria além do
crescimento de massa micelial a processo de biodegradacéo;

e Estudar a biodegradacdo da vinhaga sem autoclavarpara inferir se 0 aquecimento
interfere na degradacdo da matéria organica biodegradavel;

e Caracterizar e quantificar as enzimas envolvidas na biodegradacdo, uma vez que
esses microrganismos sdo produtores de uma gama variada dessas biomoléculas;

e Dosar 0 agucar redutor, que também é fonte de nutrientes para crescimentos dos
microrganismos;

e Fazer ensaios com bagaco na agua para ser possivel estimar as quantidades iniciais

presentes nesse substrato e sua contribui¢do nos processos de sorcad e dessorcao.
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