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RESUMO

7z

Atualmente, a indastria sucroalcooleira é tida como uma das inddstrias mais
importantes do cenario socioecondémico brasileiro. Entretanto, este setor gera
grandes quantidades de residuos. Dentre esses residuos encontra-se a torta de filtro
(TF), um residuo organico solido representativo. Uma alternativa para a disposi¢ao
final da TF tem sido a reciclagem agricola. Contudo, uma das principais
preocupacdes em relacdo a aplicacdo deste composto no solo é a presenca de
contaminantes, como 0s elementos potencialmente toxicos (EPTs). Estudos tém
mostrado que a biolixiviagdo, um processo que se baseia na capacidade dos
microrganismos transfomarem os EPTs ligados a residuos soélidos em formas
sollveis extraives, € uma alternativa promissora para o tratamento de diversos
residuos. Assim sendo, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar a remocao de elementos potencialmente toxicos presentes no composto de
torta de filtro produzido por uma usina sucroalcooleira utilizando a biolixiviagdo. Para
isso, foram realizados ensaios de biolixiviagcdo, utilizando inicialmente as bactérias
Acidithiobacillus ferrooxidans - LR e Acidithiobacillus thiooxidans — FGOL1. Iniciou-se
a pesquisa com duas amostras do composto de torta de filtro de safras diferentes
(2014 e 2015). As amostras foram caracterizadas quanto ao seu potencial
agrondmico e EPTs. Os ensaios de biolixiviagdo foram realizados em frascos
agitados (150 rpm, 30°C), utilizando uma bactéria oxidante de ferro e a bactéria
oxidante de enxofre suplementadas com FeSO4 ou S°, respectivamente, bem como
seus controles abi6ticos correspondentes. Foi utilizada uma concentragdo inicial de
densidade de polpa de 2% (m/v), e posteriormente com 10% (m/v) de torta de filtro.
Observou-se que amostras coletadas na safra de 2014 inibiram a oxidagéo do Fe?* e
a producdo de &cido, parametros relacionados com as atividades microbianas.
Sugere-se que a concentragcdo de carbono organico presente nas amostras
coletadas em 2014 seja um dos responsaveis pela inibicdo observada. Todos os
ensaios subsequentes foram realizados com as amostras da safra de 2015. As
solubilizagbes dos EPTs na TF, em ordem decrescente, utilizando At. ferrooxidans —
LR como in6culo foram: 91% de Mn, de 65% de Zn, 43% de Pb, 34% de Al, 32% de
Cr, 22% de Cu, e em frascos inoculados com At. thiooxidans - FGO1 foram de 93%
de Mn, 62% de Zn, 38% de Cr, 35% de Al, 35% de PDb, e 24% de Cu. Os resultados

mostraram que as solubilizagdes dos EPTs nos grupos experimentais inoculados



nao foram significativamente diferentes exceto para os ions metalicos Cr e Pb. Os
EPTs foram correlacionados negativamente com a variacdo do pH e positivamente
com potencial redox. O modelo Logistico foi usado para acompanhar o estudo do
processo de biolixiviacdo. Extracdo sequencial dos EPTs mostrou que a maioria dos
elementos estavam ligadas a fracdes disponiveis ao ambiente. Apds o tratamento
microbiano a maioria dos EPTs remanescentes da TF apresentou-se ligadas as
fracbes mais estaveis e, por conseguinte, o residuo biolixiviado poderia ser aplicado
sobre o solo. As extracdes observadas do nitrogénio e fosforo apdés o processo
estdo relacionadas a condicdo acida do sistema. Por fim, os ensaios de
fitotoxicidade aguda mostraram que os elutriatos obtidos dos residuos biolixiviados
foram classificados como uma baixa toxicidade sobre a germinacdo e crescimento
das radiculas de Lactuca sativa (alface), enquanto que os elutriatos sem tratamento
foram classificados com uma elevada toxicidade. Os resultados obtidos nesta
pesquisa mostraram evidéncias de que a biolixiviacdo é eficaz para atenuar a
concentracdo final de elementos potencialmente téxicos na torta de filtro, evitando a
sua acumulagcdo no solo, podendo assim ser utilizada como condicionador na

agricultura.

Palavras-chave: Biorremediacdo; biolixiviagdo; Acidithiobacillus ferrooxidans;
Acidithiobacillus thiooxidans; elementos potencialmente toxicos; torta de filtro,

extracdo sequencial, fitotoxicidade.



ABSTRACT

Currently, the sugar industry is considered one of the most important industries of the
Brazilian socioeconomic scenario. However, this sector generates large amount of
waste products, among which the filter cake (FC) is a representative solid waste.
Agricultural recycling can be considered as an alternative to the final disposal of such
solid waste. However, one of the main concerns regarding its application in the soil is
the presence of contaminants such as trace elements. Studies have shown that
bioleaching is a promising alternative for the treatment of various wastes. Bioleaching
is efficient for the removal of potentially toxic elements (PTE), allowing the compost
to be used as soil conditioner, without causing additional problems. The objectives of
the present work were to evaluate the removal of potentially toxic elements present in
the filter cake produced by a sugar and alcohol industry, through bioleaching. To
accomplish this objective, we used bioleaching tests performed initially with the
bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans - LR and Acidithiobacillus thiooxidans - FGO1.
Initially two samples of the filter cake of different harvests in 2014 and 2015 were
used. The samples were characterized for their agronomic potential and presence of
potentially toxic elements. Bioleaching experiments were carried out in flasks shaked
(150 rpm at 30 °C) supplemented with FeSO4 or S° depending on the bacteria, as
well as their corresponding abiotic controls. An initial concentration of 2% pulp
density (w/v) followed by 10% (w/v) concentration of the filter cake along with T&K
and 9K media were used. The results showed that samples from the 2014 crop
inhibited the growth of microorganisms in comparison with the 2015 one. All
subsequent tests were performed with samples from 2015 crop. The potentially toxic
elements solubilization in the filter cake was, in descending order using At.
ferrooxidans — LR, 91%, Mn; 65%, Zn; 43%, Pb; 34%, Al; 32%, Cr and 22% of the
Cu, and with At. thiooxidans - FGO1 93%, Mn; 62%, Zn; 38%, Cr; 35%, Al; 35%, Pb
and 24% of the Cu. The solubilization of potentially toxic elements in the inoculated
experimental groups did not show significant difference except for Cr and Pb.
Potentially toxic elements were negatively correlated with pH and positively
correlated with redox potential. The Logistic model was shown to accompany the
study of the bioleaching process. The sequential extraction of potential toxic
elements showed that most of the elements were connected to fractions considered



available to organisms, and after the microbial treatment, most of the remaining
potential toxic elements of the filter cake were present as more stable fractions.
Therefore, we suggest that the bioleached residue can be applied to the soil.
Nitrogen and phosphorus leaching were observed, and this is related to the acidic
condition of the system. Finally, we tested the bioleached filter cake in lettuce
through acute phytotoxicity tests that showed lower toxicity when compared with
untreated filter cake. For these tests, we used elutriates obtained from the bioleached
filter cake and the untreated filter cake. The Lactuca sativa germination and rootlests
were evaluated. In general, we demonstrated that the bioleaching with At.
ferrooxidans and At. thiooxidans have attenuated the potentially toxic elements
concentrations in the filter cake, so presenting no final toxicity to lettuce. This has
important environmental implications, since a residue can be treated and safely used

as soil conditioner in agriculture.

Keywords: Bioremediation; bioleaching; Acidithiobacillus ferrooxidans;
Acidithiobacillus thiooxidans; potentially toxic elements; filter cake, sequential

extraction, phytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A induastria sucroalcooleira é tida como uma das industrias mais importantes
do cenario socioecondémico brasileiro. Um dos subprodutos gerados na producéo de
acucar e etanol é a torta de filtro (TF), sendo sua composicao variavel dependente
do processo de fabricacdo que € utilizado. A producdo desse residuo varia de 30 a
40 kg por tonelada de cana processada.

A torta de filtro apresenta uma composicdo quimica que confere a este
residuo uma potencialidade de ser utilizado como fertilizante organico na agricultura.
Embora o uso da TF no setor agricola possa ser interessante, existe a presenca de
patbgenos, compostos fitotoxicos, odores e principalmente elementos
potencialmente toxicos (EPTs), que podem estar presentes em formas moveis,
podendo vir a ser biodisponiveis, provocando bioacumulacdo nas cadeias
alimentares.

Na literatura tém sido propostas varias alternativas para se diminuir os EPTs
em diferentes tipos de residuos, sendo que a biolixiviagdo tem sido considerada uma
das melhores opc¢les, pois apresenta alta eficiéncia na remocdo de elementos
potencialmente toxicos, a um custo energético inferior se comparada com processos
pirometaldrgicos. Ha também a economia de insumos utilizados, pois o préprio
microrganismo produz acidos e agentes oxidantes a partir de substratos presentes
na amostra, sendo necessario um baixo investimento de capital inicial, com baixo
custo operacional e reduzida necessidade de mao de obra especializada na
operacéo (GARCIA JR, BEVILAQUA, 2008).

A biolixiviacdo ou lixiviacdo bacteriana € um processo biotecnologico que se
fundamenta na utilizagdo de microrganismos capazes de solubilizar elementos
potencialmente téxicos pela oxidacdo de sulfetos minerais (BABEL e DACERA,
2006; BEVILAQUA et al., 2011).

A concentracao total de EPTs diz pouco sobre sua disponibilidade e acéo ou
destino desses elementos no ambiente, mas combinada com informacdes da
especiacdo dos elementos, previsdes mais realisticas dos efeitos ambientais dos
elementos potencialmente toxicos podem ser feitas. O conhecimento da especiacdo
€ importante para prognosticar o comportamento dos EPTs na TF e, posteriormente,

no conjunto solo / TF, no que diz respeito a sua mobilidade, biodisponibilidade,
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possibilidade de imobilizacao e avaliacdo das fracdes biodisponiveis. De acordo com
a literatura, a eficiéncia da biolixiviacdo € dependente da especiacdo do metal, e
diversos métodos de extracdo sequencial tém sido propostos com a finalidade de se
guantificar a distribuicdo das fracbes de EPTs.

Diante do exposto, fica claro que a adicdo do composto da torta de filtro no
solo pode aumentar significativamente a concentracéo de elementos potencialmente
toxicos. Apesar de que muitas vezes a concentracdo de EPTs possa estar dentro do
limite maximo permitido pela legislacdo, é importante remover ou reduzir a
concentragdo do mesmo, uma vez que esses elementos ndo sdo biodegradaveis e
podem se associar a formas disponiveis para o0 meio ambiente, promovendo a
contaminacao ambiental futura.

Apés o tratamento bioldgico do residuo € importante avaliar os potenciais
efeitos adversos de substancias tdxicas, caso presentes, por meio de testes de
toxicidade. Estes ensaios sao realizados utilizando elutriatos obtidos dos residuos
qgque podem identificar e quantificar as concentracfes das substancias toxicas
presentes no residuo. Trata-se de analises complementares para avaliar o risco
ambiental desses elementos.

Até o presente momento nao foram reportados na literatura estudos
relacionados com a biolixiviacdo de elementos potencialmente toxicos em torta de
filtro, nem registros de pesquisas relacionadas a sua toxicidade. Sendo assim, é de
extrema importancia o estudo deste material, uma vez que 0 mesmo € rico em
nutrientes e matéria organica, indo ao encontro das propostas de desenvolvimento

sustentavel.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Contaminacéao dos solos por elementos potencialmente téxicos

O solo desempenha papel fundamental na sustentabilidade do ecossistema
terrestre, pois serve de habitat para diversos organismos, bem como € responsavel
pelo crescimento de plantas, pela degradacdo e pela reciclagem da biomassa
microbiana. Trata-se, portanto, de um sistema heterogéneo complexo, constituido
por componentes organicos, minerais, gasosos e liquidos (ALLOWAY, 1995). O solo
ainda possui as funcdes de constituir uma fonte de alimento para diferentes grupos
de organismos, atuando como coletor de residuos organicos e inorganicos,
sequestrando compostos perigosos e agindo como manto protetor para as aguas
subterraneas (SOUSA et al., 2008).

A contaminacéo do solo por elementos potencialmente toxicos tem se tornado
motivo de preocupacdo mundial, ndo sé devido a sua toxicidade para todos os
organismos, mas por ndo se degradarem, serem estaveis e persistentes no meio
ambiente (HSEU et al., 2010). A acumulacédo dos elementos potencialmente téxicos
em certas regides tem atingido niveis preocupantes para o equilibrio dos
ecossistemas, sendo na maioria das vezes causado pela acdo antropica do homem
(PEREIRA, 2010).

Os elementos potencialmente toxicos sdo geralmente sélidos a temperatura
ambiente, possuem condutividade elétrica elevada, brilho, maleabilidade, e podem
perder elétrons e formar ions positivos. De acordo com a sua posi¢cdo na Tabela
Periodica, os elementos potencialmente toxicos incluem elementos potencialmente
toxicos alcalinos, alcalinos elementos potencialmente toxicos terrosos, elementos
potencialmente téxicos de transicdo e elementos potencialmente toxicos de terras
raras. No entanto, dentro desta classificacdo estdo presentes os nao elementos
potencialmente téxicos, que existem principalmente no estado gasoso a temperatura
ambiente (FRAGA, 2005; UKIWE, 2013).

Apesar do termo EPTs remeter a uma conotacao de toxicidade, alguns destes
elementos sdo considerados essenciais do ponto de vista biolégico, e sdo ditos
bioenergéticos como o sodio (Na), magnésio (Mg), potassio (K), célcio (Ca), cromo
(Cr), manganés (Mn), ferro (Fe), cobalto (Co), cobre, (Cu), zinco (Zn), selénio (Se) e
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molibdénio (Mo), pois sua presenca é essencial para permitir o funcionamento de
algumas rotas bioquimicas, sendo essenciais também ao crescimento de
comunidades microbianas (GADD, 1992; NOGUEIROL, 2008).

Outros, como o cadmio (Cd), chumbo (Pb), mercuario (Hg), e o arsénio (As),
ndo possuem qualquer funcdo biolégica e/ou fisioldgica conhecida (VALLS e DE
LORENZO, 2002; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1996), sendo, portanto,
considerados elementos ndo essenciais. Todavia, mesmo 0S que possuem uma
funcdo biolégica e/ou fisiologica, quando presentes em altas concentracbes no
ambiente e sob condigbes especificas, podem causar efeitos negativos ao
ecossistema. Além disso, ao entrarem na cadeia alimentar e serem absorvidos pelo
ser humano, séo responsaveis por diversas doencas (MARTINS, C. A. et al., 2011).

No caso dos efeitos microbiolégicos, os ions metalicos essenciais também
possuem uma gama de concentracdo que pode limitar o crescimento 6timo dos
microrganismos. Contudo, 0s ions ndo essenciais provocam toxicidade a qualquer
concentracdo, existindo, no entanto, um limite até onde 0s microrganismos

conseguem tolerar esses efeitos nocivos (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica da relacdo entre as concentracdes de ions
metalicos essenciais e ndo essenciais e os efeitos microbioldgicos provocados
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Fonte: GADD, 1992 (com modificagdes).

Fatores como concentracdo, tipos de organismos expostos, capacidade de
assimilacao dos EPTSs, vias de exposicéo, entre outros, devem ser contextualizados

para definir uma real toxicidade desses elementos (PEINENBURG & JAGER, 2003).
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2.1.1 Fontes de elementos potencialmente toxicos

Em ecossistemas terrestres, o solo € o principal repositério de contaminantes
quimicos. Da mesma forma, em sistemas aquaticos, 0os sedimentos servem de
destino final para esses produtos quimicos. Os elementos potencialmente téxicos
tém acesso ao solo através dos processos pedogénico e antropogénico (BOLAN et
al., 2014; KABATA-PENDIAS, MURKHERJEE, 2007).

A origem priméria dos EPTs no solo é o material de origem, uma vez que a
maioria das rochas contém em sua composi¢cdo grande numero de elementos
potencialmente téxicos. Os processos naturais que contribuem para a presenca de
elementos traco na agua sao a solubilizacdo de rochas e lixiviagdo a partir do solo
(COSTA, N. C., 2005; MATINS, 2011).

O teor total de elementos potencialmente toxico ndo pode ser utilizado como
indice para estimar a sua disponibilidade em solos, visto que somente as formas
sollveis e trocaveis é que estdo disponiveis para absorcéo pelas raizes das plantas
(SCHMIDT, 2013). A textura do solo, o pH, o potencial redox (Eh), o teor de matéria
organica (MOS), a capacidade de troca de cations (CTC) e os teores de 6xidos de
Fe, Al, Mn sdo importantes fatores que influenciam a biodisponibilidade dos EPTs
para o solo (HOOD, 2010; KABATA - PENDIAS, MURKHERJEE, 2007).

Os fatores citados acima controlam os complexos na solugéo do solo, as
concentragbes de ions metalicos, e ainda exercem influéncia na absorcdo das
plantas (McLEAN & BLEDSOE, 1992; SPOSITO et al., 1982). A disponibilidade e
absorcdo dos EPTs as plantas é dependente da quantidade total de elementos
disponiveis na solucao (fator quantidade), da atividade dos ions da solug¢édo do solo
(fator intensidade), e da taxa de transferéncia do elemento da fase solida as fases
liguida e as raizes da planta (SCHMIDT, 2013). Os fatores que afetam a
disponibilidade dos elementos potencialmente toxicos nos solos se encontram
discutidos com mais afinco no préximo item.

Os niveis naturais de elementos potencialmente toxicos no solo dependem
de duas caracteristicas: o tipo de rocha sobre a qual o solo se desenvolveu e,
principalmente, o0s constituintes minerais do material de origem, conforme

demostrado na Tabela 1.
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De acordo com Zhang, X. P. e colaboradores (2002), quanto maior for o

desenvolvimento do solo, menor sera a influéncia da rocha parental.

Tabela 1 - Conteudo médio de elementos potencialmente tdxicos nos principais tipos de
rochas e na solugéo do solo

Elemento Crosta Rochas igneas Rochas sedimentares Solucéo
terrestre  uiraméficas  Maficas  Graniticas  Cabonatos  Arenitos  Folhelhos 010 S0l0
................................... Lo T30 Fl R 11111 o il B
As 15 1 15 1,5 1 1 13 0,01
Cd 0,1 0,12 0,23 0,009 0,028 0,05 0,22 0,04
Co 20 110 35 1 0,1 0,3 19 0,08
Cr 100 2980 200 4 11 35 90 0,01
Cu 50 42 90 13 5,5 30 39 1
Hg 0,05 0,004 0,01 0,08 0,16 0,29 0,18 0,0005
Ni 80 2000 150 0,5 7 9 68 0,17
Pb 14 14 3 24 5,7 10 23 00,005
Se 0,05 0,05 0,13 0,05 0,03 0,01 0,5 0,06
Zn 75 58 100 52 20 30 120 0,08

Fonte: NOGUEIROL, 2008.

Conforme j& citado anteriormente, as ocorréncias dos elementos
potencialmente toxicos possuem dependéncia com a origem onde o solo se formou
nos processos de formacdo da composicao e da particdo dos componentes com a
parte sélida. A evidencia da relacdo do solo com a origem de formacdo € maior
quando o primeiro € formado “in situ” sobre a rocha, tornando-se menos expressiva
nos solos originados sobre materiais intemperizados (NOGUEIROL, 2008,
VALADARES, 1975).

Contudo, os solos originados de rochas basicas, naturalmente mais ricas em
elementos potencialmente toxicos, possuem teores mais elevados desses
elementos, quando comparados com aqueles formados sobre granitos, gnaisse,
arenitos e siltitos (NOGUEIROL, 2008). Sabe-se, ainda, que esses solos também

apresentam um potencial maior de disponibilidade de elementos potencialmente
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toxicos para as plantas quando comparados com os desenvolvidos de gnaisse e
arenito + sedimentos do terciario (OLIVEIRA, T. S., 1996).

Fadigas (2006), em estudos realizados no Brasil, analisando um conjunto de
256 amostras de solo, principalmente latossolos e argissolos, encontrou teores totais
em mg Kg* de Cd (0,3 - 1,6), Pb (3 - 40), Zn (6 - 79), Cu (2 - 119), Ni (5 - 35), Cr (19
- 65) e Co (2 - 20).

Entre os EPTs citados anteriormente, alguns sdo comuns a nutricdo de
plantas (Cu, Mn, Zn, Co, etc), e (Cr, Cu, Se e Zn) sdo comuns a saude humana,
recebendo o nome de micronutrientes. E valido ressaltar que, dependendo dos
teores e das condi¢des fisico-quimicas ambientais, 0os micronutrientes passam a ser
potencialmente toxicos, exercendo funcédo de contaminante do solo, da agua e do ar
(LARCHER, 2004). Como exemplo, uma concentracdo de 2 a 5 ug L* de Se em
agua torna-se prejudicial & sobrevida de peixes e a vida selvagem (LEMLY, 2004). O
selénio organico dissolvido ou sob formas anidnicas, Se (IV) e Se (VI), podem ser
bioacumulados. O selénio na forma organica pode substituir o enxofre em
aminoacidos e proteinas, sendo estas essenciais na transicdo genética, e as
alteracbes ocorridas podem resultar no desenvolvimento de malformacgdes
ocasionadas por mudancas genéticas (ANDRADE, M. G. et al., 2014).

A outra categoria mencionada € denominada antropogénicos, ou seja, quando
os elementos potencialmente tdxicos sdo adicionados ao solo pelas atividades
humanas como a mineracdo, fundicdo, aplicacdo de agrotoxicos, fertilizantes
corretivos, residuos organicos e inorganicos, irrigagdo com agua contaminada,
gueima de biomassa na zona rural, fabricacdo de baterias e eletrénicos, dentre
outros, conforme relatado por Alloway, (1990; 1995).

Em é&reas agricolas a adicdo de fontes antrépicas como residuos organicos,
que apresentam com frequéncia teores elevados de Cd, Cu, Cr, Pb, Ni e Zn,
contribuem para o aumento dos teores desses elementos potencialmente toxicos
nos solos das aéreas cultivadas. Quando esses elementos sdo adsorvidos e,
principalmente, bioacumulados nas plantas, podem entrar na cadeia alimentar por
meio do consumo dos produtos agricolas (GHOSHROY et al., 1998).

Os elementos téxicos podem também se acumular no solo pelo uso continuo
e prolongado de residuos industriais e urbanos, de dgua de irrigacdo poluida e pela
deposicao atmosférica.
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Produtos como os fertilizantes fosfatados podem apresentar em suas
moléculas elementos traco, que séo liberados ao ambiente apds a biodegradacéo
biologica do produto. Isto se confirma pela afirmacdo de Malavolta (1994), em que
os defensivos agricolas podem conter Cu, Hg, Cd, que podem ser liberados no
ambiente, chegando por fim ao solo.

Conforme relatado, as diferentes atividades humanas provocam impactos
ambientais que na maioria dos casos podem colocar em risco o meio ambiente e a
prépria qualidade de vida das pessoas. Dentro desse contexto de mudancas no
ambiente causadas pelo homem surge a problemética ambiental acerca dos
elementos tracgo.

As vias de exposicdo sdo as mais diversas, podendo percorrer varios
caminhos diferenciados sendo, contudo, as principais vias diretas de exposicao
humana os solos, as aguas e as plantas (BURAK et al., 2008). A Figura 2 apresenta
alguns desses caminhos, indicando as principais fontes de adicdo de elementos

potencialmente toxicos traco no ambiente.
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Figura 2 - Diferentes vias de exposicdo dos elementos potencialmente toxicos indicando
as principais fontes

Seres Humanos

Fonte: MARTINS, C. A. et al., 2011.

A poluicdo atmosférica causada pela presenca de chumbo na gasolina era um
grande problema em muitos paises onde ndo havia nenhuma restricdo sobre o uso
de gasolina com chumbo (FENGER, 2009). Na Europa e na América do Norte o
biossdlido é a principal fonte de elementos potencialmente toxicos nos solos. No
entanto, os fertilizantes fosfatados sao considerados como sendo a maior fonte de
EPTs, especialmente de Cd, na Australia e na Nova Zelandia (LOGANATHAN, et al.,
2008).

Os compostos a base de fosfato contém uma variedade EPTs (WUANA,
OKIEIMEN, 2011). A contaminacdo por cadmio dos solos agricolas é preocupante
porque atinge a cadeia alimentar através do uso regular de fertilizantes fosfatados
contendo Cd. O cadmio presente na maioria dos fertilizantes fosfatados se origina
principalmente das rochas fosféticas utilizadas para a fabricacdo fertilizantes
fosfatados (VALLE, 2012).

Grandes quantidades de Cu sao utilizadas na agricultura, na horticultura e na
pecuéaria. Muitas formulacdes de fungicidas contém Cu, tais como oxicloreto de
cobre e mistura de 'Bordeaux’, que atua como um promotor de crescimento em
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unidades de criacdo de porcos e aves caipira (BOLAN, ADRIANO, NAIDU, 2003). As
acumulacdes de Cu em solos agricolas sao resultantes do continuo uso de Cu
presentes em fungicidas e biossdlido, e a sua aplicacao tem sido relatada em muitos
paises (CHOPIN et al., 2008; WIGHTWICK et al., 2010).

Uma das principais consequéncias da acumulagdo de excesso de Cu em
solos é a sua toxicidade para as plantas e comunidades microbianas, como no
exemplo a aplicacdo de fingicidas contendo Cu que resulta no acumulo de cu no

ssolo diminuindo a diversidade da comunidade microbiana (ZHOU et al., 2011).

2.1.2 Fatores que afetam a disponibilidade de elementos potencialmente téxicos no

solo

Os elementos potencialmente toxicos podem ser retidos no solo pelas
reacoes de complexacéo, pela sorcéo e pela precipitacdo, e sdo removidos do solo
através da absorcédo pelas plantas, lixiviacdo e volatilizacdo. Apesar da maioria dos
EPTs ndo estarem sujeitos a perdas por volatilizacdo, alguns EPTs, como As, Hg, e
o Se, tendem a formar compostos gasosos (BOLAN, CHOPPALA,
KUNHIKRESHNAN, 2013; MAHIMAIRAJA et al., 2005). O destino dos EPTs no solo
€ dependente das propriedades do solo e de fatores ambientais (BOLAN et al.,
2014), além da forma com que o elemento se encontra no solo.

A retencdo (adsorcdo) dos elementos potencialmente toxicos nas superficies
das particulas coloidais dos solos pode acontecer através de mecanismos de
adsorcdo especifica e adsorcdo ndo-especifica (BOLAN et al.,, 1999; SPARKS,
2003).

Segundo Sposito (1984), a mobilidade dos ions metalicos depende da
natureza da fase solida e da proporcdo de seus constituintes, da propriedade da
fase liquida e das espécies metalicas presentes no solo.

Os principais atributos do solo que afetam a disponibilidade dos elementos
potencialmente téxicos sdo o pH, a composicdo e a forca ibnica as solucdo, a
presenca de ligantes e ions competidores, as espécies e a concentracdo dos
elementos. Dentre todos os parametros citados da solu¢do do solo, o pH é um dos

mais importantes, pois esta correlacionado positivamente com a adsorcao e
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dessorcdo dos elementos potencialmente toxicos (HARTER, NAIDU, 2001; ROSS,
S. M., 1994).

A fracdo organica do solo também exibe propriedades de adsorcdo. Ela tem
uma afinidade muito grande pelos cations e normalmente se correlaciona com a
quantidade desses no solo (HODGSON, 1963). A matéria organica oferece sitios
para a troca de cations, mas sua grande afinidade com os elementos potencialmente
toxicos é devida a ligantes ou grupos que formam quelatos ou complexos com esses
elementos potencialmente téxicos.

Os complexos formados entre os elementos potencialmente toxicos e a fracao
organica dos solos podem ser solUveis ou ndo, e a solubilidade dos complexos que
sdo formados sdo dependentes da natureza dos ligantes organicos. Complexos
metalicos formados, por exemplo, com acidos humicos sao insollveis, ao passo que
os complexos formados com os &cidos falvicos, proteinas e aminoacidos sao
geralmente solaveis. Contudo, a fracdo soluvel da matéria organica pode se tornar
insoluvel quando se forma complexos organominerais com a fracdo argila (NAIDU et
al., 1994).

O aumento do pH e os principais grupos funcionais que tomam parte dessas
reacoes sdo os carboxilicos, fendlicos, alcoolicos, endlicos e alguns tipos de
carbonila (C=0) (BOLAN et al., 2014).

Em pH acido os elementos potencialmente téxicos se encontram na sua
forma livre. Contudo, a pH alcalino os cétions pesados se precipitam sob forma de
hidroxidos ou oOxidos insoluveis (GADD, GRIFFITHS, 1978). Isso significa que em
solos acidos os EPTs possuem uma maior mobilidade, ficando disponiveis para
serem absorvidos pelos microrganismos e pelas plantas. Adicionalmente, para cada
unidade decrescente de pH ocorre um aumento geralmente de duas unidades a
concentracdo de EPTs na solucédo do solo (RIEUWERTS et al., 1998; SANDERS et
al., 1986).

Segundo Alloway (1995), as principais formas em que os EPTs podem estar
no solo séo:

v Sollveis: ions livres, complexos sollUveis com anions inorganicos ou ligantes
organicos (biomoléculas e &cidos falvicos). Nesta forma os EPTs séo

absorvidos pelas plantas ou lixiviados no solo;
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v Trocaveis: adsorvidos por forcas eletromagnéticas em sitios carregados
negativamente presentes na matéria organica. Geralmente a energia de
ligacdo envolvida neste caso € baixa, 0 que promove uma troca rapida com a
fracao presente na solucédo do solo.

v Adsorvidos especificamente: sao adsorvidos covalentemente a sitios
especificos de adsorcdo em filossilicatos, 6xidos e a matéria organica. Neste
caso envolve alta energia de ligacdo, ou seja, os EPTs sédo liberados de
forma muito mais lenta.

v Ligados a materiais orgéanicos insollveis: estes EPTs complexados por
materiais organicos resistentes a degradacdo microbiana ou presentes em
células recentemente mortas e;

v' Precipitados: na forma de carbonatos (COs?), sulfatos (S04%), fosfatos (PO4%)
e hidroxidos (M-OH"). Os elementos potencialmente téxicos podem formar
precipitados diretamente com 0s anions, ou ainda podem ser co-precipitados
junto a componentes pouco soluveis de Ca, Mg, Fe e Al conforme estes se
formam. Essas reacbes sdo previstas pela constante do produto de
solubilidade. Segundo Alloway, (1993) existe a possibilidade dos elementos
potencialmente téxicos serem adsorvidos na superficie amorfa destes
precipitados, podendo passar para a forma trocavel ou covalentemente
adsorvida quando as camadas superficiais cristalizarem.

As superficies dos solos sé@o eletricamente carregadas devido ao excesso ou
ao déficit de elétrons, e podem atuar como barreiras geoquimicas a evolugcao da
mobilidade dos elementos no solo (BRADL, 2004).

2.1.3 Elementos potencialmente toxicos e seus impactos em plantas e na salde

publica

De acordo com as consideragbes realizadas acima, as excessivas
concentracOes de elementos essenciais e ndo essenciais aplicados ao solo para o
desenvolvimento de plantas podem ser traducao de fitotoxicidade.

A mudanca na permeabilidade da membrana celular, reacbes de grupo
sulfidril com cations de elementos potencialmente toxicos, afinidade para reagir com

grupos fosfatos e grupos atuantes de disfosfato de adenosina (ADP) e trisfosfano de
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adenosina (ATP), substituicdo de ions essenciais para grupos fosfato e nitrato, e
competicdo com metabdlitos essenciais por sitio de ligacdo sdo algumas das
possiveis causas da fitotoxidez em plantas (KABATA-PENDIAS, PENDIAS, 2001).

Para tolerar a toxidez de EPTs ou para manter o teor desses elementos
dentro de uma faixa fisioldgica tolerada, as plantas desenvolvem mecanismos
complexos com o objetivo de controlar a adsor¢cdo, o acumulo e detoxificacao dos
elementos potencialmente téxicos. (MENDES, A. M. S., 2010).

Segundo Chibuike e Obiora (2014), quando as concentracdes dos elementos
potencialmente toxicos excedem os niveis ideais no interior das plantas, eles podem
afetar negativamente a planta, tanto direta como indiretamente.

Um dos efeitos toxicos que afetam diretamente é causado pela elevada
concentracdo dos elementos potencialmente toxicos, pois promovem a inibicdo de
enzimas citoplasméaticas e causam danos as estruturas celulares decorrentes do
stress oxidativo (ASSCHE, CLIJSTERS, 1990).

Um exemplo do efeito téxico indireto é a substituicdo de nutrientes essenciais
pela troca de céations em plantas. Os elementos potencialmente téxicos possuem
influéncia negativa sobre as atividades e crescimentos dos microrganismos
presentes no solo, podendo também afetar indiretamente o crescimento das plantas.
Um exemplo é a reducdo no numero de microrganismos benéficos do solo devido a
alta concentracdo de elementos potencialmente toxicos, que pode levar a diminuicdo
da decomposicdo da matéria organica, havendo um declinio em nutrientes do solo
(CHIBUIKE, OBIORA, 2014).

As atividades enziméticas Uteis para o metabolismo das plantas também
podem ser dificultadas devido a interferéncia dos elementos potencialmente toxicos
nas atividades dos microrganismos no solo. Estes efeitos toxicos (diretos e indiretos)
levam a um declinio no crescimento da planta, que por vezes resultam na sua morte
(CHIBUIKE, OBIORA, 2014).

Além dos efeitos de bioacumulacao e biomagnificacdo, a presenca de mais de
um elemento em uma mesma matriz pode causar efeitos sinérgicos, ou seja, quando
a presenca de um elemento pode resultar no aumento de absorcdo de outro
(ARAGAO, ARAUJO, 2006).

Ghani (2010) avaliou o efeito do Cd, Cr, Co, Mn e Pb no crescimento do milho
e os resultados mostraram que a presenca desses EPTs no solo reduziram o
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crescimento e o teor de proteina no milho. A toxicidade desses elementos
potencialmente toxicos apresentou-se na seguinte ordem: Cd > Co > Hg > Mn > Pb
> Cr. Adicionalmente, no presente estudo foi observado que o efeito combinado de
dois ou mais elementos potencialmente toxicos foi tdo prejudicial quanto o efeito do
EPTs mais téxico. Este resultado foi atribuido a relagdo antagdnica que existe entre
0s elementos potencialmente toxicos.

Convém destacar que determinadas plantas sdo capazes de tolerar alta
concentracdo de elementos potencialmente toxicos no meio ambiente. A tolerancia
dessas plantas aos EPTs pode ocorrer por 3 mecanismos: a excluséo: restricdo do
transporte do EPTs e manutencdo de uma concentracdo constante de EPTs na
parte aérea sobre uma faixa de concentracdes no solo; inclusédo: as concentracdes
dos EPTs na parte aérea refletem aqueles da solucdo do solo através de uma
relacao linear; e a bioacumulagdo: acumulagédo dos ET’s na parte aérea e nas raizes
de plantas, tanto em baixas e elevadas concentra¢cdes no solo (BAKER, 1981).

Segundo Camilotti et al., (2007), apesar das possibilidades para a
indisponibilidade dos elementos potencialmente toxicos no solo e do mecanismo de
protecdo dos vegetais, a adsorcdo dos EPTs, dependendo das condicbes do
sistema, pode ocorrer em quantidades suficientes para o surgimento de sintomas de
fitotoxicidade. Ainda, Lake (1987) e Melo et al., (1997) estabeleceram as seguintes
faixas fitotoxicas para Cd (2 - 10 mg kg™), Cr (10 — 100 mg kg™), Ni (11 -100 mg kg?)
e Pb (35 — 400 mg kg).

Ha uma preocupacdo de que parte da populacdo possa estar sofrendo de
doencas relacionadas ao envenenamento por EPTs sem ao menos perceber. A
avaliacdo dos efeitos dos baixos niveis de EPTs sobre a saude em longo prazo é
dificil e custoso. Além disso, os riscos mundiais de envenenamento por EPTs estdo
longe de serem universalmente aceitos, especialmente quando os beneficios
econdmicos se contrapdem aos riscos de exposicao (SENESIL et al., 1999).

Os sintomas de toxicidade no ser humano pelos EPTs se tornam visiveis
apenas depois que o processo de intoxicacdo estd avancado, e geralmente envolve
neurotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. S&o as diferencas na
solubilidade, absorcédo, transporte e na reatividade quimica que resultara nas
diferencas na toxicidade dos humanos (STOHS; BAGCHI, 1995). Apesar de alguns
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serem considerados essenciais ao desenvolvimento humano e desempenharem
funcBes vitais, os limites de tolerancia a esses microelementos é muito baixa.
A Tabela 2 mostra um resumo de alguns elementos potencialmente téxicos

importantes e sua toxicidade para o ser humano e para plantas.
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Tabela 2 - Funcao bioldgica, toxicidade para plantas e animais e classificacdo de risco a
saude humana em relacéo a alguns EPTs importante

ET Funcéo bioldgica Toxicidade Relativa Classificag¢éo de risco
Plantas Mamiferos 2001 2003
mg Kg* mg Kg*

Pode ativar o glutamato M
Al ] B 186 194
desidrogenase (500- 200)
Nenhuma conhecida em animas. MA
As Constituinte de fosfolipidios em A 1 1
(5-20)
algas e fungos
Cd Nenhuma conhecida MA (5-30) A (acumul.) 7 7
Parece estar envolvido no
_ Cré* A
Cr metabolismo de agucares em MA (5-30) ot M 49 49
r +
mamiferos
Essencial para todos os

Cu  organismos. Cofator em enzimas  MA (20-100) M 129 141

redox e no transporte do Oz

Hg Nenhuma conhecida A (1-3) A (acumul.) 3 3

Essencial para todos os
organismos. Cofator em
Mn ] ] . BM (300-500) M 138 131
enzimas. Envolvido na reacgéo de

guebra da agua na fotossintese

Nenhuma conhecida em
) mamiferos. Parece ser essencial
Ni MA (10-100) M 53 51
para plantas. Encontrado na

enzima uréase

Pb Nenhuma conhecida M (30-300) A 2 2

!Letras classificam a toxicidade como baixa (B), moderada (M), e alta (A). 2NUmeros em
paréntese denotam a concentracdo do elemento na base foliar (base seca). *Elementos ndo
classificados ndo se enquadram na lista dos poluentes prioritarios.

Fonte: MENDES, A. M. S., 2010.

2.2 Residuos organicos

A urbanizacdo, industrializacéo e o crescimento populacional das sociedades

modernas tém conduzido a um aumento consideravel da producdo de residuos,

46



tornando necessaria a utilizacdo de estratégias adequadas para gestdo dos
mesmos.

De acordo com Silva, C. A., (2008) residuos organicos recebem esta
denominacdo devido as elevadas quantidades de carbono, hidrogénio e oxigénio
que armazenam em suas moléculas componentes.

O descarte inadequado, bem como o uso inadequado dos residuos organicos
aumentam as chances de contaminacdo no ambiente. A utilizacdo agrondémica
desses materiais tem sido a forma mais adequada de aproveitamento, uma vez que
esses residuos podem ser utilizados na fabricacdo de adubos organicos, na
alimentacao animal, entre outros (GLORIA, 1992).

Os residuos podem ser classificados em produtos de origem animal, vegetal
agroindustrial e industrial (SILVA, C. A., 2008). Os residuos organicos geralmente
sdo utilizados na agricultura como fertilizantes organicos. Adicionalmente, o0s
residuos organicos vegetais e animais constituem excelentes fontes de matéria
prima para serem transformadas em fertilizante organico humificado (KIEHL, 2004;
PIGATIN, 2011).

A aplicacdo dos residuos destinados a fertilizacdo apenas pode ser efetuada
apos um tratamento prévia de estabilizacdo dos mesmos, de forma a eliminar
organismos patdégenos e compostos volateis que provocam mau odor, e ainda para
prevenir a acumulacdo de alguns contaminantes biodegradaveis (U.S EPA, 1999;
RAMIREZ et al., 2008).

Os tratamentos de estabilizacdo mais comumente utilizados incluem
processos de digestdo anaerdbia: processos bioquimicos para estabilizacdo de
diversos tipos de materiais organicos; estabilizacdo quimica com cal: para garantir a
inocuidade do residuo); compostagem: que permite a decomposicdo biolégica dos
compostos organicos; secagem térmica: utilizada para reduzir o teor de humidade; e
eliminacdo por incineracdo: é realizada a queima de componentes organicos
combustiveis presentes nos residuos (RAMIREZ et al., 2008).

Os residuos organicos apresentam-se como solucéo para alguns problemas,
como, por exemplo, o reaproveitamento desses materiais, e contribuem de forma
simples e econdmica para o aumento da fertilidade dos solos agricolas.

Na literatura encontra-se diversos beneficios para os solos, resultantes da

utilizacdo deste tipo de fertilizantes, como aumento no conteddo de matéria organica
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e dos nutrientes do solo, e melhoras nas condic¢des fisicas, como a infiltracdo de
agua, a porosidade, a agregacao e a permeabilidade do meio (SINGH, AGRAWAL,
2008; TSADILAS et al., 2005). Contribui também para diminuir a erosdo do solo,
sendo possivel que assuma um importante papel na regeneracao e restauracdo de
solos queimados (LARCHEVEQUE et al., 2008).

2.3 Fontes de residuos da industria canavieira

O Brasil € o maior setor sucroalcooleiro no mundo, segundo estimativa do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2012), sendo responséavel por
cerca de 40% da producdo mundial de etanol (USINA SAO MARTINHO, 2015).
Também é o maior exportador mundial de acucar refinado (FRAVET et al., 2010).

Dados fornecidos pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB)
retratam que o Brasil devera produzir 655,16 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar numa area de 8,95 milhdes de hectares, distribuidos em todos os estados
brasileiros de acordo com suas caracteristicas (ACOMPANHAMENTO..., 2015).

O estado de Séo Paulo é o maior produtor com 51,8% (4.648, mil hectares)
da area plantada, seguida pelo estado de Goias com 10,1% (908 mil hectares),
Minas Gerais com 8% (715,3 mil hectares), Mato grosso do Sul com 8% (713,7 mil
hectares), Parana com 6,8% (613,4 mil hectares), Alagoas com 4,2% (380,3 mil
hectares), Pernambuco com 3,1% (273,4 hectares) e o estado do Mato Grosso com
2,6% (230,3 mil hectares). Estes oito estados s&o responsaveis por 94,7% da
producdo nacional. Os outros 14 estados produtores possuem areas menores, com
representacbes abaixo de 1,4%, totalizando 5,3% da area total do pais
(ACOMPANHAMENTO..., 2015).

Os dados referentes a safra de 2014/2015 e que contabilizam a producédo de

cana de acucar, acucar e etanol sdo mostradas na Tabela 3 abaixo.
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Tabela 3 - Producao de cana de acgucar, acucar e etanol nos estados brasileiro da safra
2013/2014

Estados Cana de Aclcar AcuUcar Etanol total
(mil toneladas) (mil toneladas) (mil m?3)
Espirito Santo 3.243 107 167
Minas Gerais 59.321 3.626 2.727
Rio de Janeiro 1.586 37 89
Séo Paulo 337.780 21.909 13.764
Regido Centro Sul 571.344 31.987 26.146
Regido Norte-Nordeste 60.782 3.560 2.249
Brasil 632.127 35.548 28.394

Fonte: UNICA, 2015.

A analise dos dados fornecidos pela tabela acima demonstra que a
agroindustria canavieira, em razdo das extensas areas de producéo, é geradora de
grandes quantidades de residuos, os quais, pela natureza orgéanica, tém alto valor
agregado, podendo ser utilizados como fertilizantes (IVO et al., 2008). Ainda, o setor
desenvolveu-se dimensionando a retirada de praticamente todos os residuos da
unidade industrial, pois seria impraticavel o armazenamento de todos os residuos
nos periodos de producdo (JENDIROBA, 2006).

A busca por alternativas de utilizacdo de residuos industriais tornando-os
subprodutos, no intuito de agregar valor, tornou-se incessante em todas as cadeias
produtivas (NOGUEIRA, GARCIA, 2013). Durante o processo fabril na usina de
acucar e alcool se obtém varios residuos, sendo que 0s principais sao oriundos da
prépria matéria prima, a Saccharum spp., conhecida popularmente como cana de
acucar. Estes residuos séo considerados como subprodutos, pois sendo tratados ou
in natura sdo totalmente reaproveitados no préprio cultivo da planta. Também ocorre
de se fornecer esses residuos a outras empresas para fabricagdo de adubos
organominerais, para a producdo para energia elétrica, entre outros (SILVA, G. A,
2012).
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A Figura 3 ilustra as principais atividades da industria sucroalcoleira, bem

como os residuos produzidos.

Figura 3 — Principais atividades da industria sucroalcooleira
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Fonte: GURGEL, 2012.

O bagaco € um residuo sélido resultante do processo de extracdo do caldo
nas moendas, e € o residuo agroindustrial obtido em maior quantidade no Brasil
(SILVA, M. A. S. et al., 2007). Segundo a Unido da Industria de Cana de AcuUcar
(UNICA, 2015), uma tonelada de cana produz em média 280 Kg de bagaco.

Em sua composicdo apresenta-se em torno de 26% de lignina, 27% de
hemicelulose, 47% de celulose e uma pequena fragdo mineral (CANILHA et al.,
2007). A quantidade gerada no processamento industrial depende do teor de fibra na
cana, cuja faixa de variacdo € de 11 a 14%, com um valor médio de
aproximadamente de 12,5% (GURGEL, 2012).

Esse residuo pode ser utilizado para producdo de energia elétrica, um
processo limpo que evita a utilizacdo de combustiveis fésseis. A sua queima

alimenta as usinas e o remanescente pode ainda ser vendido, podendo ainda ser
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utilizado na fabricacéo de racdo animal, na industria de celulose, na construcao civil,
e na produgéo de biomassa microbiana (SILVA, M. A. S. et al., 2007).

A vinhaca, também chamada de vinhoto ou restilo, € o liquido derivado da
destilacdo do vinho, resultante do caldo de cana de acglUcar ou melaco.
Aproximadamente 10 a 18 L de vinhaca sao obtidos por litro de etanol, e sua
composi¢ao varia conforme a qualidade da matéria prima e equipamentos utilizados
no processo de obtencado do etanol (SILVA, M. A. S. et al., 2007; WADT, 2008).

A fertirrigacdo é o método de adubacao que utiliza agua de irrigacdo para
levar nutrientes ao solo cultivado. A Figura 4 mostra os jatos de vinhaca no ar, que
caem como chuva na maioria dos canaviais para facilitar a sua aplicagéo.

A vinhaca pode ser caracterizada com um alto conteido de matéria organica,
elementos minerais como o K, N, Ca, Mg, e possui uma coloracdo marrom-escura
devido a presenca de polimeros chamados melanoidinas, e compostos fendlicos
(acido tanico e humico). Esses compostos sdo altamente recalcitrantes, ou seja,
persistem no solo e ainda possuem propriedades antioxidantes (PRADO, CAIONE,
CAMPOS, 2013).

Devido ao seu poder recalcitrante, ela torna-se um potencial poluente. O
poder poluente é cerca de cem vezes maior que o esgoto domeéstico, e decorre da
sua riqueza de matéria organica, baixo pH, elevada corrosividade e altos indices de
demanda bioquimica de oxigénio (DBO). A vinhaca também promove alteracdes no
solo, tais como a melhoria na agrega¢ao, mas isso culmina na maior infiltracdo de
agua, lixiviacdo de elementos minerais, e contaminacdo de aguas subterraneo
(LAIME et al., 2011; SILVA, A. J. N. et al., 2006).
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Figura 4 — Fertirrigacdo com vinhaca

Fonte: USINA SAO MARTINHO, 2015.

A cinza oriunda da queima do bagaco da cana nas caldeiras é disposta em
areas de aterro, ou aplicada no solo. Sdo geradas em média 2,06 kg/tonelada de
cana. A fuligem gerada no processo de queima nas caldeiras é recolhida a partir de
técnicas de lavagem e decantacdo, direcionada para lagoas de decantacdo, e sua
producdo é de aproximadamente 11,76 kg/tonelada de cana, sendo que 0 seu
destino final € a aplicacdo no solo (GURGEL, 2012; TORRES et al., 2012).

O outro produto que é gerado em grande quantidade é a torta de filtro, que
sera descrita no préximo item.

2. 3.1 Uso da torta de filtro na producéo de cana de agucar

A torta de filtro € um dos subprodutos do processamento industrial da cana de
acucar. A cada tonelada de cana moida sdo produzidas de 30 a 40 toneladas de
torta de filtro. Esse material € obtido durante o processo de clarificacdo do caldo de
cana de acucar. Durante este processo € adicionado ao caldo uma suspensédo de
hidroxido de calcio que vai promover a precipitacdo de compostos organicos e
inorganicos insoluveis. Contudo este precipitado ndo possui uma consisténcia
apropriada para ser utilizado, sendo entdo adicionado ao mesmo, o bagaco de cana
moido. Esta mistura é submetida ao processo a filtracdo a vacuo, dando origem a
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torta de filtro (ADORNA, CRUSCIOL, ROSSATO, 2013; ANACLETO, 2014; NUNES
JR, 2005).

A torta de filtro tem composicao quimica variavel em funcéo da variedade e da
maturacdo da cana, do tipo de solo, do processo de clarificacdo do caldo e outros
(SANTOS, O. et al., 2016; SANTOS, D. H. et al., 2010).

Apresenta altos teores de matéria organica, fésforo, nitrogénio, calcio,
guantidades consideraveis de potassio, magnésio, elevado teor de umidade
(NUNES JR., 2008), expressivas quantidades de Fe, Mn, Zn e Cu (CERRI et al.,
1988), capacidade de troca maior de cétions (CTC), e reducdo das concentracdes
de aluminio trocavel (AI**), o qual é toxico para as plantas (PRADO, CAIONE,
CAMPOS, 2013). Na Tabela 4 & apresentada a composicdo quimica de varios

estudos de torta de filtro.

Tabela 4 - Concentracdo da matéria organica (MO) e elementos minerais, valores de
pH, e taxas de C/N determinadas em torta de filtro foram calculados com base no peso
seco. Os dados sdo extraidos de relatorios de diferentes autores para contrastar
condi¢cbes pedoclimaticas

Variaveis Torta de Filtro

Khwairakpam
Santana et Camargo et )

* & Bhargava, Média
al., 2012. al., 1984.
2009.

MO (%) 29,6 15 - - 22,3
pH 8,2 - 7,1 - 7,7
N(%) 14 4,8 1,6 0,3 2,0
P(%) 1,2 1,8 1,3 0,1 11
K (%) 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3
Ca (%) 2,7 1,6 2,5 1,7 2,1
Mg (%) 11 0,4 - 0,2 0,6
S (%) 0,2 0,3 - - 0,25
Taxa C/N 12 - 25 36 24

* Informagbes do autor ndo foram mostradas, - valores nédo foram citados.

Fonte: PRADO; CAIONE; CAMPQOS, 2013.
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A torta de filtro tem sido utilizada como fertilizante em varios paises, incluindo
o Brasil, india, Australia, Cuba, Paquistdo, Taiwan, Africa do Sul e Argentina sendo
gue a forma mais destinada para o uso deste subproduto, é lancamento direto na
vala onde a muda sera plantada (PRADO, CAIONE, CAMPOS, 2013). A sua
utilizacdo ndo é importante somente pelo grande volume gerado, mas também pela
economia de insumos que se obtém com a pratica do seu aproveitamento como
condicionador e fertilizante de solos (SILVA, J. V. H. et al., 2011), e principalmente
por ser uma forma de se reduzir a producéo deste residuo.

Varios trabalhos relatam o efeito residual da torta de filtro no incremento de
produtividade da cana de acUcar propiciado pela liberacdo do fosforo e por um
processo lento de decomposicédo da matéria organica. Estudos realizados por Nunes
Junior (2008), ao estudar 20 clones de cana de acucar, observaram que a utilizacéo
da torta de filtro como fertilizante levou a aumento de 13,4 % de produtividade.

Estudando a aplicacdo de torta de filtro no sulco em argissolos e seus efeitos
agrondmicos, Nardim, (2007) verificou que houve melhorias na fertilidade do solo na
camada de 20-40 cm, com aumentos significativos de Ca e P. Entretanto, essas
melhorias ndo foram resultadas em ganhos de produtividade no primeiro corte.

Esse residuo também pode passar por um processo de compostagem para
aumentar o teor de matéria organica e das taxas de C: N.

A compostagem pode ser definida como a decomposicdo controlada,
exotérmica e bioxidativa de materiais de origem organica por microrganismos
autoctones, em um ambiente Umido, aquecido e aerdbio, com producdo de dioxido
de carbono, agua, minerais e uma matéria organica estabilizada, definida como
composto (latim, componere = mistura) (BERNAL et al., 1998; RODRIGUES, M.S.,
2006).

Como resultado da compostagem sao gerados sais minerais que contém
nutrientes para as raizes das plantas, e o humus que atua como condicionador e
melhorador das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo. Ainda em
relagdo aos humus, determinados autores se referem a matéria organica humificada
apenas como condicionada do solo, relegando seu importante valor como
fornecedora de elementos essenciais a vida vegetal (KIEHL, 2004; PIGATIN, 2011).

A compostagem é influenciada por todos os fatores que comumente afetam a

atividade microbiol6gica, como a umidade, oxigenacao, temperatura, concentracao
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de nutrientes, tamanhos de particulas e pH (PEREIRA NETO, 2007). No processo
de compostagem é possivel identificar trés fases; uma primeira e rapida de
composto cru ou imaturo, seguido de uma etapa de semi cura ou bioestablizacéo, e
finalmente uma terceira fase, a humidificacdo, que é acompanhada da mineralizacéo
de determinados componentes da matéria organica (KIEHL, 1998). A Figura 5
mostra as fases da compostagem relacionando a temperatura do composto no

tempo.

Figura 5 - Fases da compostagem
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Fonte: D’ALMEIDA & VILHENA, 2000.

A fase termofilica é caracterizada pelas temperaturas elevadas entre 40 —
70°C. Nesta fase nao existe uma diversidade de microrganismos, havendo uma
predominéncia de bactérias termofilicas. Também nesta fase ocorre a degradacao
de substratos mais dificeis de serem metabolizados, assim como as gorduras,
celulose, hemicelulose e lignina. Ainda na fase em questdo ocorre a maior
degradacdo da matéria organica (BERNAL et al., 1998).

Na fase mesofilica ocorre a formacao da pilha, onde bactérias e fungos estéao
presentes naturalmente. Com a multiplicacdo destes microrganismos ocorre a
degradacdo de compostos simples como acgucares, aminoacidos e proteinas, com
um consequente aumento gradual da temperatura até 40°C. Por fim, a etapa cridfila,

onde ocorre o resfriamento do composto semelhante a temperatura da etapa
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mesofilica. Entretanto, o seu substrato se apresenta com outra composi¢cao quimica
e um aspecto mais escurecido. Este periodo também se caracteriza pela diversidade
de microrganismos provenientes de esporos resistentes, ou que foram reinoculados
pelo ambiente, e ainda por um aumento da taxa C: N (KENNER et al., 2000).

Para que todas as etapas sejam concluidas sdo necessérios
aproximadamente de 90 a 120 dias apés a mistura dos materiais organicos
(dependendo da relacdo C: N do residuo) para se obter um composto geralmente
escuro e de textura turfa, utilizado como um composto fertilizante que fornece
nutrientes essenciais para o suprimento das plantas (CERRI, 2008). Um composto
imaturo pode ocasionar danos ao solo e as plantas, inclusive levando-as a morte
(KIEHL, 1998).

No entanto, a aplicacdo desse tipo de composto aos solos ndo apresenta
apenas beneficios para a producdo agricola. A contaminacdo com elementos
potencialmente toxicos, como € o caso dos elementos potencialmente toxicos, € um
dos riscos associados a reutilizacdo de residuos na agricultura. Apesar de todos os
beneficios explorados sobre a utilizacdo da torta de filtro como fertilizante, ela é
também uma fonte potencialmente poluidora, pois assim como a vinhaca, se usada
de forma inadequada, pode provocar danos ambientais graves como a

contaminacéo dos solos e dos cursos de agua (ROSSETO et al., 2004).

2.4 Elementos traco em fertilizantes orgénicos

Segundo Pigatin, (2011) os termos fertilizantes e adubos organicos sao
sindnimos, podendo ser usados indistintamente. No texto da legislacdo brasileira foi
adotado o termo fertilizante (KIEHL, 2004).

O uso intensivo e crescente de fertilizantes organicos de origem animal ou
vegetal, ou de residuos da industria na agricultura vem exigindo da pesquisa maior
atencao pela busca de solucbes que viabilizem o uso seguro desse material
(MARCHI et al., 2009). A disposicao desses subprodutos €, de fato, uma alternativa
viavel, tanto ambientalmente como financeiramente, por proporcionar uma
reciclagem de nutrientes e de fertilizantes cuja matéria prima tende a ser escassa no

futuro.

56



De acordo com Nriagu e Pacyna (1988), as adicdes globais de elementos
traco em fertilizantes seriam na ordem de 30.000 - 250.000 kg ano* de Cd, 50.000-
580.000 kg ano* de Cu, 30.000 — 380.000 kg ano* de Cr, 200.000 — 550.000 kg ano
1 de Ni, 420.000 — 2.300.000 kg ano™ de Pb e 260.000 — 1.100.000 kg ano* de Zn.

Os fertilizantes organicos podem apresentar em sua cOmposicdo uma
possivel contaminacdo do ambiente por elementos potencialmente téxicos (EPTs). O
acumulo de elementos traco, embora gradual, pode resultar em uma acumulagéo no
solo e uma consequente transferéncia para cadeia alimentar (SCHMIDT, 2013).

No Brasil, varias ocorréncias de contaminacdo no solo por elementos
potencialmente téxico tém sido relatadas (ARTAXO et al., 2000; MAGALHAES,
PFEIFFER, 1995; RAMALHO, SOBRINHO, 2000), podendo-se concluir que seus
teores sdo variaveis e dependentes do sistema que é originado.

Galbally et al., (2013) verificaram em seus estudos a diferenca existente entre
EPTs oriundas de biossolidos e de lodo de efluente de destilaria. Para biossoélidos a
quantificacdo total de Cd, Cr, Pb foi de 0,10; 0,10; 1,12 e 0,21 mg/kg?
respectivamente, enquanto que para o EPTs do lodo do efluente foi de Cd 0,18; Cr
5,8 e Pb 38,1 mg/kg.

Ja Schmidt e seus colaboradores, (2013), estudando EPTs em adubos
organicos utilizados em oleicolas, verificaram que das 14 amostras de fertilizantes
organicos, trés apresentaram teor de Cr acima do limite estabelecido de 200 mg kg™.

A contaminagcdo do solo por elementos traco provocada pela aplicagdo de
fertilizantes orgéanicos, apesar de nao alcancar valores alarmantes, requer
monitoramento, pois seu uso é amplamente disseminado e pode permanecer em
formas biodisponiveis e ou bioacessiveis por muitos anos (ALLOWAY, 1990;
MENDES, A. M. S. et al., 2010).

2.5 Legislacao

2.5.1 Legislacao - Elementos potencialmente toxicos nos solos

Para a poluicio do solo ndo existe uma abordagem internacional

padronizada, devido a sua natureza complexa e variavel, diferentemente do que
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ocorre em relacdo a questao da poluicdo do ar e das aguas superficiais (CECILIO,
2007).

O conjunto de valores que orienta a qualidade ambiental para o solo utilizado
no Brasil e no Estado de S&o Paulo é formado pela resolugcédo 420/2009 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) e pela Decisao de Diretoria n° 45/14 da
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB, 2014; CONAMA, 2009).

A Tabela 5 apresenta os atuais valores orientadores de elementos
potencialmente toxicos para solos. Os valores orientadores para solos e aguas
subterrdneas no Estado de S&o Paulo foram recentemente atualizados em
substituicdo aos valores orientadores de 2005.

Nesta decisdo, os valores de referéncia de qualidade (VRQ) refletem o teor
natural médio dos elementos para um solo sob condi¢cfes naturais, mostrando a nao
contaminagao.

Quando existe a indicacdo da possibilidade de alteracdo prejudicial a
qualidade dos solos, deveram ser monitorados os impactos que venham a ocorrer,
para se tem como base os valores de prevencéo (PV). E, por fim, os valores de
investigagdo (VI) que indicam a concentragao limite. Os valores acima da medida
sao indicios de riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saude humana. Quando se
excede esses valores a area € considerada contaminada, e deverdo ocorrer agdes
de intervencdo para recuperacdo e mitigacdo dos efeitos deletérios (ANDRADE,
2014; CETESB, 2014).
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Tabela 5 - Valores orientadores dos elementos potencialmente toxicos da Resolucdo
420 do CONAMA e da CETESB n°45/14 para solos no Estado de S&o Paulo.

Elementos Referéncia de .
potencialmente Qualidade Prevencao Investigacéo (VI)
toxicos (VRQ) (VP)
Agricola Residencial Industrial
mg kg?
As 3,5 15 35 55 150
Ba 75 120 500 1300 7300
Cd <0,5 1,3 3,6 14 160
Cr 40 75 150 300 400
Cu 35 60 760 2100 10000
Hg 0,05 0,5 1,2 0,9 7
Mo <4 5 11 29 180
Ni 13 30 190 480 3800
Pb 17 72 150 240 4400
Se 0,25 1,2 24 81 640
Zn 60 86 1900 7000 10000

Fonte: CONAMA 2009; CETESB, 2014; ANDRADE, 2014 (com modificacdes).

2.5.2 Legislacado - Elementos potencialmente toxicos nos fertilizantes organicos

No Brasil o composto organico esta classificado na legislacdo como
fertilizante organico.

Para normatizar os fertilizantes organicos quanto aos teores de EPTS, o
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu os limites
maximos de concentracdo do EPTs em funcdo do uso dos fertilizantes através da
Instrucdo Normativa SDA n° 27 de 5 de junho de 2006 (BRASIL, 2006; 2011), com o
objetivo de reduzir os riscos de contaminacdo no solo e a transferéncia para a
cadeia alimentar de elementos

Na Tabela 6 estdo separados os fertilizantes organicos em relagcéo ao seu uso
e seus limites de EPTs correspondentes.

Observa-se que o0s limites maximos de teores totais se diferem nos

fertilizantes quanto ao seu destino. Adicionalmente, pode-se verificar que os teores
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de EPTs destinados a producéo organica certificada apresentam limites de teores de
EPTs menores que os demais. Contudo, a legislacdo ndo apresenta limite maximo
estabelecido em relacdo aos elementos de Cu e Zn para a agricultura geral ou para
0 substrato.

Para o uso eficiente de subprodutos orgénicos na agricultura, € de
fundamental importancia conhecer a composi¢cao quimica desses materiais, avaliar
os teores totais, a biodisponibilidade e bioacessividade de EPTs essenciais como o
Zn, Fe e contaminantes como o As, Cd, Pb, Cr, Hg em fertilizantes organicos, ja que
o teor total dos EPTs n&o é um bom indice para se estimar a dinAmica e o impacto

causado por esses elementos no ambiente.

Tabela 6 - Limite maximo de EPTs na massa seca permitidos nos diferentes fertilizantes
organicos

Elemento Substrato? Fertilizante Orgéanico
Geral 2 Certificada®
mg kg™
Arsénio 20 20 20
Cadmio 8 3 0,7
Chumbo 300 150 45
Cromo 500 200 70
Cobre - - 70
Mercurio 2,50 - -
Niquel 175 - -
Selénio 80 - -
Zinco - - 200

Limite maximo admitidos de contaminantes em substratos para plantas e
condicionadores de solo (Instrucdo normativa (IN) 27); Limte maximo de contaminantes
admitidos em fertilizantes organicos para uso na produgéo agricola em geral (IN 27); 3
Limite maximo de contaminantes admitidos em fertilizantes organicos destinados a
producao organica certificada (IN 46) - sem limites estabelecidos.

Fonte: BRASIL (2006, 2011); SCHIMDT, 2013 (com modificagdes).

A maior parte dos paises da Unido Europeia (UE) aprovaram normas sobre as
especificacdes que o composto organico deve obedecer, para que seja aplicada com
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fins agricolas, com especial atencédo para os teores de elementos potencialmente
toxicos (RUSSO, 2003).

Na Tabela 7 sdo apresentadas as concentracdes maximas de elementos
potencialmente téxicos nos residuos organicos em diversos paises europeus. Nesta
tabela fica evidente a diferenca entre as varias normas, sendo visivel que nos paises
do norte da Europa (Alemanha, Austria, Holanda e Bélgica) os limites sdo mais
restritivos que nos paises do sul. Os dados ainda mostram uma grande diferenca em
relacdo aos teores maximos de elementos potencialmente téxicos permitidos da
Instrucdo normativa n° 27 do MAPA de 2006.

Tabela 7 — Teores maximos de EPTs nos compostos organicos em varios paises

europeus.

ET's Alemanha Austria Bélgica Espanha Franca

ONorm s-2200

Classe Classe Agricult Parques
Angel Ral S-2022

Blue Norma ONorm

2
mg kg*
Cd 1 15 4 0,7 1 5 5 40 8
Cr 100 100 150 70 70 150 200 750 -
Cu 75 100 400 70 100 100 500 1750 -
Ni 50 50 100 42 60 50 100 400 200
Pb 100 150 500 70 50 600 1000 1200 800
Zn 300 400 1000 210 400 1000 1500 4000 -

Fonte: RUSSO, 2003.

2.6 Extracao sequencial

Os elementos potencialmente toxicos que geram contaminag¢ao nos solos nao
devem ser avaliados somente pelo seu teor total, mas pela sua biodisponibilidade.
Biodisponibilidade pode ser definida como a fracdo do metal que est4 ou que possa
estar disponivel para ser absorvida e gerar danos nefastos nos organismos

(PEIJNENBURG, 2004). Assim, torna-se relevante, do ponto de vista ambiental, a
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avaliacdo da mobilidade e biodisponibilidade dos EPTs em solos que receberam
residuos contendo esses elementos.

Conforme afirma Tessier et al., (1979) os elementos potencialmente toxicos
contidos em um material sélido podem ser fracionados em formas geoquimicas
especificas, e podem ser seletivamente extraidos pelo uso de reagentes
apropriados, sendo que cada método tem o seu conjunto de reagentes que deve
atacar especificamente a forma geoquimica para o qual foi escolhido. Assim, os
ataques sao cada vez mais fortes em cada uma das fracdes, que deverdo obedecer
a uma sequéncia de ataque.

As extragbes sequenciais normalmente utilizam extratores com agressividade
crescente (CHANG et al., 1984), permitindo determinar a presenca dos elementos
potencialmente tdxicos nas formas quimicas mais labeis (solGveis, trocaveis e
associados a carbonatos), ou mais estaveis e menos moveis (ligados a oOxidos,
matéria organica e na estrutura de silicatos (RAMOS et al., 1994).

Estudos realizados por Kabata Pendias, Pendias, (1994) mostraram que o
fracionamento extrai os elementos potencialmente toxicos das seguintes fracdes: 1)
soluvel em agua; 2) trocavel; 3) organicamente ligados; 4) oclusos ou adsorvidos a
oxidos de Fe e Mn; 5) compostos definidos (carbonados, sulfetos e fosfatos) e 6)
estruturalmente ligados em silicatos.

Embora o processo da extragdo sequencial use procedimentos trabalhosos, e
existam criticas aos métodos de extracdo sequencial, sobretudo as possibilidades
relacionadas a readsorcdo de elementos potencialmente toxicos durante as
extracbes e a falta de comparacdo entre os resultados, uma vez que eles
apresentam importantes variacdes que dependem o método de extracdo usado
(CANDELARIA; CHANG, 1997; FUENTES et al., 2008), este método permite obter
informacdes detalhadas sobre a origem, 0 modo de ocorréncia, a biodisponibilidade,
os fluxos, o potencial de mobilidade e o transporte de elementos potencialmente
toxicos em ambientes naturais (MERLINO, 2010).

Por se tratar de um fracionamento quimico, os resultados sdo dependentes
das caracteristicas de processos como: concentracdo e pH dos reagentes; relacéo
amostra extrator, tempo de extracdo e temperatura; método de agitacao e separacao
de formas, entre outros. Apesar de serem amplamente utilizados, ainda ndo ha uma
uniformidade entre os procedimentos (SHIOWATANA et al., 2001).
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Por muito tempo n&o existiu uma padronizacdo para esquemas de
fracionamento, sendo que cada pesquisador utilizava seu proprio esquema ou
modificacdo de um modelo desenvolvido por outro. Por esta razdo, numa tentativa
de harmonizar a metodologia e comparar os resultados entre laboratérios, a antiga
Community Bureau of Reference (BCR), atual Stardards, Measurements and Testing
programe of the European Union (SM&T), desenvolveu um novo protocolo de
extracdo sequencial de elementos potencialmente téxicos.

Este procedimento tem sido aplicado com sucesso para uma variedade de
matrizes, incluindo lagos, lagoas, sedimentos marinhos, lodo de esgoto, solo e
residuos industriais que podem contaminar o solo (FUENTES et al., 2008). A maioria
dos reagentes utilizados no método BCR sé&o acidos ou sdo ajustados para terem
seu pH entre 1,5 e 2,0, pois com estes perfis minimiza-se a readsor¢cdo dos
elementos potencialmente téxicos (KIM, McBRIDE, 2006; QUEVAUVILLER et al.,
1997).

Assim, as técnicas de extracdo sequencial tém sido utilizadas para a
avaliacdo das fracbes de elementos potencialmente toxicos em varios estudos,
contribuindo, portanto, para um melhor entendimento sobre a mobilidade e
solubilidade dos elementos-tracos.

Akkajit, DeSutter, Tongcumpou, (2014) avaliaram as fracdes de Cd e Zn em
solos que tiveram a adi¢ao de torta de filtro como adubo organico. Para a andlise de
extracdo sequencial foi utilizado o método proposto pelo BCR, e concluiram que a
maior extracdo de Cd e Zn ocorreu nas fracdes trocaveis e reduziveis, indicando que
eles podem ser facilmente mobilizados e potencialmente biodisponiveis. Partes de
elementos potencialmente téxicos em fracbes trocdveis sdo fracamente adsorvidos
ao coloidal e particulas materiais do solo, e sdo, portanto, susceptiveis a mudancas
de pH (GLEYZES et al.,, 2002). Esta mudanca ocasiona um papel importante na
reducao da biodisponibilidade de elementos potencialmente toxicos no solo e, assim,
h& absorcdo de elementos potencialmente toxicos pela planta.

Hadlich, Ucha, (2013) em estudos realizados com solos originarios da Franga
por, utilizando o método de Tessier et al., (1979) para a extracdo sequencial de
solos que tiveram aplicacdo de dejetos suinos, observaram que € favorecido o
acumulo de Cu e Zn em superficie sob fragBes variadas, como a trocavel ligada a
oxidos, fosfato, carbonatos ou ligadas a matéria orgéanica.
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Ao realizar a extracdo sequencial de lodo de esgoto durante a digestao
aerobica utilizando o método proposto por Tessier et al., (1979), Dong et al., (2013)
concluiram que a distribuicio dos elementos potencialmente toxicos nao era
dependente somente do teor total de elementos potencialmente toéxicos, mas
também de pardmentros como alcalinidade, amdnia, substancias humicas e pH.

A Tabela 8 apresenta diferentes métodos de extracdo sequencial que tém

sido propostos para diferentes matrizes.
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Tabela 8 - Métodos de extracdo sequencial de elementos-tracos desenvolvidos por
varios autores para diferentes matrizes

Matriz FracOes - Extratores Referencia

Trocavel KNO3z 1M

Adsorvida KF 0,5 M

Matéria Organica: NasP2070,1 M Stover, (1976)
Carbonatos EDTA: 0,1 M

Sulfetos: HNO3z 1M

Solo

Sedimentos

Trocavel (MgCl,, pH7,0)
Carbonatos (NaOAc/ HOAc, pH 5,0)
Solo Oxidos de Fe e Mn (NH2OH.HCI, pH 2,0) Tessier et al., (1979)
Matéria organica (H202/HNOs, pH 2,0)
Residual (HF/HCIO,)

Trocavel (Sr(NOs)) 0, mol L1

Superficie dos 6xidos (NaOAc 1,0 mol L1,
pH 5,0)

Matéria organica (NaOCI 5%, pH 8,5)
Oxido de Mn (NH2OH.HCI 0,05 mol L% pH

Solo —
i} 2,0) Silveira, (2002)
Residuo .
Oxido de Fe mal-cristalizado (oxalato de
amonio 0,2 mol L1 + ac. Oxdlico 0,2 mol L-
1, pH 3,0)
Oxido de Fe cristalizado (HCLI 6 mol L1
Residual (EPA 3052)
Trocavel — Ac acético 0.11M, pH 2.9
Solo Reduzivel hidroxilamina 0.1M, pH2,0
Sedimentos Oxidavel H.0, 8,8 M + acetato de aménio, Rauret, (1999)
Esgoto pH2,0 com NHO3

Residual: HNOz + HF

Fonte: SOUZA, 2009 (com modificacdes).

Com o advento da biotecnologia tornou-se possivel utilizar processos
alternativos que incluiam bactérias capazes de oxidar elementos potencialmente
toxicos, minimizando o teor de elementos potencialmente toxicos totais,

corroborando, portanto, com todo um ciclo de processos da agricultura.
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2.7 Biolixiviagcao

No desenvolvimento progressivo das sociedades ¢é fundamental a
sustentabilidade ambiental para minimizar a reducdo de recursos naturais, sendo
que as principais areas de atuacdo sdo a gestdo e preservacdo dos recursos
ambientais, prevencdo e tratamento da polui¢do, gestdo de residuos e preservacao
da biodiversidade (MISHRA, RHEE, 2014; VERSTRATE, 2007).

A biotecnologia atualmente tem aplicacbes em varios setores, incluindo
saude, industria e agricultura. Os processos biotecnoldgicos podem contribuir com
tecnologias futuras, como o desenvolvimento e sintese de novos farmacos, sintese
de novos produtos, reducao da poluicdo e gestéao de residuos (READ et al., 2011).

Um dos efeitos colaterais do consumo e da producéo de bens que tende a
aumentar com o avanc¢o econémico é a producéo de residuos. Como consequéncia,
produtos toxicos sédo produzidos e podem atingir matrizes ambientes como ar, agua,
solo e sedimento.

Hoje a produgcdo e a gestdo sdo objetos de interesse da comunidade
cientifica (BEOLCHINI et al., 2012). Residuos contendo elementos traco tornam-se
um potencial risco na contaminacdo de solos, e este fato pode restringir sua
aplicacdo nos solos. Assim, a remocao eficiente desses elementos traco € a
principal chave para aplicacdo de residuos na agricultura (ZHU et al., 2013).

Varias técnicas quimicas e microbianas para a remocdo de elementos
potencialmente toxicos, principalmente em lodo, tém sido relatadas (ZHANG, X. et
al., 2012). O tratamento quimico pode ser realizado utilizando-se varios produtos
como oxidantes, redutores, agentes de complexacdo (PARK, LEE, AHN, 2007),
entre outros. No entanto, o alto custo, as dificuldades operacionais, 0s requisitos
intensivos de energia, rendimentos de solubilizacdo insatisfatorios e subprodutos
levaram a se considerar outros métodos alternativos (BAYAT, SARI, 2010a;
PATHAK et al., 2009; TYAGI E COULLARD, 1989).

Os processos microbiologicos séo significantes na determinacdo da
mobilidade do EPTs e possuem uma real potencialidade na aplicacdo da
biorremediacdo em locais e ou residuos contaminados por EPTs (UMRANIA, 2006).

Estes incluem mecanismos de lixiviacdo por autotréficos e heterotroficos,
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precipitacdo redutora, reducdo do sulfato e oxidacdo de sulfetos metalicos (GADD,
2004).

A biolixiviacdo de elementos potencialmente toxicos, a bioxidacdo de minérios
de ouro, a dessulfurizacdo do carvao, a recuperacao terciaria de 6leo e a biosorcéo
de ions metalicos sdo exemplos da variedade das potenciais e atuais aplicacfes dos
microrganismos na mineracao e nas areas relacionadas (UMRANIA, 2006).

Estudos realizados por Tyagi e seus colaboradores (1988) observaram que a
biolixiviacdo de elementos traco utilizando bactérias oxidantes de enxofre € menos
dispendioso do que os métodos tradicionais de lixiviagdo quimica utilizando acidos.

A biolixiviagdo é um aplicativo comercial da Biohidrometalurgia que tem sido
utilizado intensamente em escala industrial nas areas de metalurgia extrativista para
minérios de baixo teor (BAYAT, SARI, 2010a; BEVILAQUA et al.,, 2002; FANG,
ZHOU, 2006). Agora seu uso tem sido estendido para investigar a lixiviagdo de
elementos potencialmente toxicos contaminantes de sedimentos, residuos, lodo,
solo (CHEN, S. Y. e LIN, 2010; FANG et al., 2011).

Qualidades desejaveis, como a simplicidade do processo, a alta extragdo dos
elementos trago, o consumo baixo de acido, fizeram da biolixiviagdo um
procedimento escolhido pelos pesquisadores na descontaminacgéo de residuos.

Em comparacdo com a tecnologia convencional, a abordagem biol6gica pode
oferecer varias caracteristicas vantajosas, como 0s processos mais eficientes.
Apesar da sua eficiéncia ndo ser sempre de 100% (LOMBARDI e GARCIA JR.,
2002), elas sdo mais simples e ecologicas do que seus homodlogos quimicos
(BEOLCHINI et al., 2012).

Essa técnica baseia-se na capacidade de os microrganismos transformarem
EPTs ligados a residuos sélidos em formas sollveis extraiveis (WEN et al., 2012),
ou seja, estas bactérias produzem agentes de lixiviacdo. Os elementos
potencialmente toxicos dissolvidos podem mais tarde ser recuperados através de
métodos convencionais. Por exemplo, no caso de extracdo de cobre, o sulfeto de
cobre é oxidado microbiologicamente a sulfato de cobre, os ions metalicos podem
ser concentrados na fase aquosa e os soélidos remanescentes sao descartados
(MISHRA, RHEE, 2014).

As atividades metabdlicas de microrganismos oxidantes de ferro e oxidantes

de enxofre produzem um efeito catalitico durante a biolixiviacdo, que aumenta a
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degradacéo de sulfetos e leva a uma solubilizacdo dos elementos potencialmente
toxicos.

A principal vantagem da biolixiviagdo, em comparacdo com técnicas que
utilizam produtos quimicos de lixiviagcdo, € que 0s reagentes necessarios para a
solubilizacdo dos elementos potencialmente téxicos sdo de producdo bioldgica,
evidenciando vantagens para a economia do processo e para 0 impacto ambiental
em termos de emissao de carbono (BEOLCHINI et al., 2012).

Os fatores determinantes da eficacia da biolixiviagdo envolvem fatores
quimicos e fisicos como os materiais contaminados, temperatura, pH, formas dos
elementos potencialmente toxicos, potencial redox, a estirpe bacteriana, a
concentracdo de células e concentracdo de sdlidos totais (BOSECKER, 2006;
LOMBARDI e GARCIA JR, 1999).

2.8 Microrganismos envolvidos no processo

No bioprocessamento esta envolvida uma biodiversidade de comunidades
microbianas. Parametros experimentais, tais como a temperatura, pH e
concentracdo do substrato sdo variaveis importantes durante o processo de
biolixiviacdo em diferentes ambientes (PATHAK, et al., 2009).

De um modo geral, os microrganismos que Sao capazes de promover a
lixiviagdo de sulfetos minerais sdo aciddfilos, quimiotréficos, autotroficos, e séo
classificados de acordo com a temperatura em que se desenvolvem: mesdfilos (até
40°C) termdfilos moderados (~40 — 55°C) e termdfilos extremos (~55 - ~80)
(OLIVEIRA, D. M. et al., 2010; SHIPPERS, 2007).

Os microrganismos mais comuns envolvidos nos processos de biomineragao
sao espécies de bactérias do género Acidithiobacillus e Leptospirillum.

Estudos tém sido relatados que em ensaios de biolixiviacdo de lodo de esgoto
sao utilizadas culturas puras de Acidithiobacillus thiooxidans (At. thiooxidans) e
Acidithiobacillus ferrooxidans (At. ferrooxidans), bem como culturas mistas de
Acidithiobacillus (LIU, F. et al., 2012; PATHAK et al., 2014). Esses estudos tém
utilizado uma variedade de fontes de energia, tais como sulfato ferroso e enxofre
elementar para o crescimento adequado da bactéria durante a biolixiviacao.

Contudo, os trés principais grupos de microrganismos envolvidos na biolixiviagdo de
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elementos potencialmente téxicos sdo as bactérias autotroficas (por exemplo
Thiobacilli sp.), bactérias heterotréficas (Pseudomonas sp., Bacillus sp.) e fungos
heterotréficos (por exemplo Aspergillus sp., Penicillium spp.) (SCHINNER,
BURGSTALLER, 1989; PANT et al., 2012).

Bactérias mesofilas, oxidantes de ferro e de enxofre, acidofilicos, autotroficos,
sdo capazes de oxidar seu proprio habitat por meio do seu metabolismo (GADD,
2004). Acidithiobacillus ferrooxidans e Acidithiobacillus thiooxidans tém sido os
microrganismos mais significativos associados ao processo de biolixiviagcdo (LIU, F.
et al., 2012). Ambos o0s microrganismos sao bactérias aerdbicas, e sua necessidade
de carbono é preenchida por CO2 atmosférico (KO et al., 2013).

Além desses microrganismos citados acima, a lixiviagcdo com arqueobactérias
tém sido relatadas, como a Sulfolobales, que pertence ao grupo de termdfilos
extremos, e oxidantes enxofre e ferro, incluindo os géneros Sulfolobus, Acidianus,
Metallosphaera e Sulfurisphaera (NORRIS et al., 2000). Recentemente, bactérias
archae acidofilicas oxidantes de ferro foram descritos, e a F. acidiphilum e F.
acidarmanus, duas espécies que pertencem ao género Ferroplasma (JOHNSON,
2008).

A maioria desses acidofilos vive em minas de drenagem &acida, nos efluentes
de minas que ocorre naturalmente, e em lagoas proximas as areas de escavacdes
mineiras. As minas abandonadas que geram efluentes acidos podem posteriormente
misturar com outros cEhos naturais de agua, aumentando assim a diversidade
microbiana (MISHRA, RHEE, 2014).

A ecologia das bactérias acidofilas isoladas da agua de drenagem acida de
mina, gracas ao desenvolvimento de ferramentas avancadas da biotecnologia
molecular, bem como dos processos de reacdo da biolixiviacdo, esta elucidada e

encontram-se na literatura.

2.8.1 Acidithiobacillus ferrooxidans

Trata-se de y-proteobacteria, autotrofica, acidofilica de natureza
quimiolitotréfica, uma vez que utiliza como fonte energética substratos estritamente
inorganicos, como os ions Fe?*, enxofre e compostos reduzidos de enxofre (S?%,
S,03?%, S406%), incluindo os sulfetos minerais (BANDERAS, GUILIANI, 2013).
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Necessita, além de uma fonte energética de natureza inorgéanica, de suprimentos de
nitrogénio, fésforo e magnésio (RAWLINGS, 1981; TUOVINEN, PANDA,
TSUSHUJA, 1979). A energia obtida pela oxidacdo dos substratos inorganicos é
utilizada pela espécie para a fixagdo do CO. atmosférico, sua fonte de carbono
(LEDUC e FERRONI, 1994).

Este microrganismo ndo é patogénico e se apresenta como forma de
bastonetes gram-negativos, nao esporulados, com dimensdées meédias de 0,5 a 0,6
pum de didmetro por 1,0 a 2,0 um de comprimento. Os bastdes podem ocorrer
sozinhos ou aos pares, e raramente em pequenas cadeias. SAo0 moveis e possuem
flagelo polar (GARCIA JR, URENHA, 2002).

Por ser uma mesdfila, possui temperatura 6tima de crescimento em torno de
30°C. Esta bactéria acidofilica estrita possui pH 6timo situado na faixa em torno de
1.8 a 2.5 (OLIVEIRA, D. M. et al.,, 2010). A espécie possui uma caracteristica
fisioldgica marcante, que € a resisténcia a elevadas concentracdes de ions metalicos
(NOVO et al., 2000).

At. ferroxidans foi a primeira espécie isolada de regides mineradoras, e
consequentemente tem sido a mais estudada e utilizada em experimentos. Na

Figura 6 sdo apresentadas imagens de At. ferroxidans — LR.

Figura 6 - Imagens da topografia microscopia de forcas atdbmicas de At. ferrooxidans,
linhagem LR na superficie da calcopirita (A) e morfologia da colénia em meio sélido (B).

Fonte: BEVILAQUA, 2003; COSTA, M. A., 2014.
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2.8.2 Acidithiobacillus thiooxidans

O processo de biolixiviacdo usando Acidithiobacillus thiooxidans tem sido
extensivamente pesquisado em estudos publicados (CHEN, Y. X. et al., 2005;
ZHANG, P. et al., 2009).

At. thiooxidans € morfologicamente e, sob alguns pontos fisiolégicos,
semelhante a At. ferrooxidans, sendo a principal diferenca entre ambas as espécies
a incapacidade de At. thiooxidans obter energia a partir da oxidacéo de ion ferroso.
Contudo, a linhagem de At. thiooxidans possui capacidade de produzir e tolerar
concentracfes superiores de acido sulfarico (LIU, H., LAN, CHEN, 2004). Esta é a
razao pela qual este microrganismo é capaz de crescer em ambientes com elevada
acidez, sendo que os valores limites de pH para crescimento sdo entre 0,5a5,5e 0
pH 6timo estd compreendido na faixa de 2,0 a 3,0 (OLIVEIRA, D. M. et al., 2010).

Essa linhagem oxida enxofre a acido sulfurico para obter energia a partir dos
processos de biolixiviacdo, provocando a acidificacdo do meio necessaria para a
solubilizagdo dos elementos potencialmente toxicos. A oxidacdo e a producdo de
acidos por At. thiooxidans sdo impetos primérios para solubilizacdo de elementos
potencialmente toxicos (ZHANG, P. et al., 2009; WEN et al., 2012).

2.9 Testes de Toxicidade

E extremamente importante a anélise quimica das amostras ambientais para
a caracterizacdo de danos em areas contaminadas. Entretanto, a analise quimica
somente calcula as concentracdes de substancias toxicas ao ambiente e nao reflete
a biodisponibilidade destas substancias quimicas para a biota associada. Com isso,
a realizacdo dos bioensaios tornaram-se cada vez mais importante, pois podem
estabelecer o real impacto dos contaminantes, permitem a observacdo de efeitos
isolados ou combinados de substancias presentes, sendo complementares as
andlises das analises fisico quimicas (CASTRO, 2013; COSTA, C. R. et al., 2008,
MAZZEO, et al., 2015; MOREIRA et al., 2008; PLAZA et al., 2005).

Estes testes vém sendo utilizados para diversos fins, como determinar a
toxicidade de efluentes liquidos, compostos quimicos, estabelecer limites maximos

para lancamentos de descartes de contaminantes, bem como realizar
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monitoramento ambiental, por conseguinte, revelar a complexidade dos processos
bioguimicos e fisiol6gicos associados (ROOS, P. H. et al., 2004). A partir da década
de 70, as agencias ambientais regulatérias europeias, canadenses e norte
americanas comecaram a utilizar os bioensaios como ferramentas regulatérias de
efluentes e poluentes (BLAISE, FERARD, 2005).

Os testes de toxicidade podem ser classificados como agudos e cronicos e
estes se diferem, sobretudo, quanto ao tempo de exposicdo do organismo ao
contaminante (ADAMS et al., 2002). O objetivo dos testes de toxicidade aguda é
avaliar a ocorréncia de efeitos severos e rapidos sobre 0s organismos, como a
mortalidade e/ou imobilidade de 50% dos organismos expostos, uma vez que esse
critério é facilmente determinado, apresenta uma importante resposta ecoldgica e
pode ser obtido a curto prazo (ARAGAO, ARAUJO, 2006). Os testes de toxicidade
aguda sdo ensaios realizados em laboratérios, sob condi¢cdes especificas e
controladas, que visam avaliar a toxicidade de um agente nocivo (COSTA, C. H.,
2010).

Os resultados de toxicidade aguda podem ser avaliados por meio dos valores
de ICso, concentracdo de inibicdo a 50% dos organismos expostos, e CEsp,
concentracdo efetiva que causa efeito a 50% dos organismos expostos. Contudo, o
fato de uma substancia quimica ndo produzir efeitos adversos de mortalidade e ou
imobilidade n&o indica necessariamente que a substancia ndo seja toxica (COSTA,
C.R. et al., 2008; MAGALHAES, FERRAO FILHO, 2008).

Quando a resposta a um estimulo é prolongada ou continua por um longo
periodo, podendo abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo, esses
resultados correspondem aos ensaios de toxicidade cronica. Carniato et al., (2007)
afirma que os resultados obtidos desses testes possibilitam determinar o potencial
toxico de um agente quimico ou de uma mistura complexa, sendo que esses efeitos
sdo mensurados através de resposta de organismos vivos que reagem de forma
diferente para um mesmo composto.

Varios organismos sdo recomendados para a realizacdo de ensaios de
toxicidade. Esses organismos sao dependentes do tipo da avalicio que sera
realizada. No caso da avaliacdo ecotoxicolégica dos solos, 0os organismos utilizados
podem ser plantas e animais como descritos na Tabela 9 (ENVIRONMENT
CANADA, 2005; MENDES, D. D. G., 2011).
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Tabela 9 - Exemplos de espécies de animais e de plantas usadas na avaliacdo

ecotoxicoldgica de solos

Plantas

Animais

Cevada (Hordeum vulgare)

Rabanete (Raphanus sativus)
Cenoura (Daucus carota)
Pepino (Cucumis sativus)

Tomate (Lycopersicon esculentum)
Alface (Lactuca sativa)

Anelideo (Eisenia andrei)
Anelideo (Eisenia fetida)
Colémbolo (Folsomia candida)
Anelideo (Lumbricus terrestris)
Escaravelho (Aleochara bilineata)

Tatu-bola (Porcellio scaber)

Fonte: ENVIRONMENT CANADA, 2005; MENDES, D. S.G., 2011.

Devido as importantes funcbes ecoldgicas que desempenham no meio
ambiente, as espécies de plantas sdo por vezes preferidas em relacdo as espécies
animais (MENDES, D. S, G., 2011).

Para a realizagdo do presente trabalho foi selecionada a alface, por razdes

que serdo descritas a seguir.

2.9.1 Organismo Teste — Lactuta sativa

A alface é uma planta dicotileddbnea com germinagcdo epigea, cujo tempo
necessario para emergéncia se situa entre os 3 e os 4 dias. Embora possa se
desenvolver em solos arenosos, argilosos ou lamacentos, seu desenvolvimento é
melhor em solos com elevados teores de matéria organica. O pH 6timo para a
germinacao situa-se entre 6,0 e 8,0 (ENVIRONMENT CANADA, 2005).

Os ensaios de toxicidade realizados com sementes de hortalicas expostas a
contaminantes possibilita um estudo posterior dos efeitos causados na germinagéo e
no desenvolvimento do organismo teste.

E durante a germinacdo que as sementes sd0 mais sensiveis ao estresse
ambiental, pois neste periodo ocorre uma série de processos fisiologicos
importantes, e 0 contato com uma substancia contaminante pode influenciar no seu
posterior desenvolvimento, resultando em uma série de anomalias, e até mesmo
interferindo na sobrevivéncia da planta (CASTRO, 2013; SOBRERO et al, 2004). De
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acordo com Vieira (2010), os parametros de sobrevivéncia, germinacdo e
desenvolvimento das alfaces sao facilmente avaliados e monitorados.

Este género de hortalica tem sido aplicado em estudos ecotoxicolégicos, pois
o tempo de ensaio ndo é longo, elas sdo sensiveis a substancias téxicas como
elementos potencialmente téxicos, pesticidas e farmacos, e ainda podem ser
aplicados em testes com agua, sedimentos e solo.

L. sativa estd entre as 10 espécies de plantas recomendadas pela “US
Environmental Protection Agency” (US EPA, 1996b), também é recomendada por
outras organizagdes como teste padréo de toxicidade (ISO, 1995; OCDE, 2003).

A avaliacdo do efeito tdéxico é determinada por meio da germinacdo das
sementes e do desenvolvimento das radiculas. Na Figura 7 é representada uma

semente germinada com sua radicula desenvolvida.

Figura 7 - Semente germinada de Lactuta sativa com sua radicula desenvolvida.

| -— Compriment0  —g

' da radicula

Fonte: CORNELL UNIVERSITY, 2009.

De acordo com Sobrero e seus colaboradores (2004), os ensaios de
germinacédo e desenvolvimento das radiculas de L. sativa sdo ensaios de toxicidade
aguda, ou seja, trata-se de uma avaliacao dos efeitos letais. Contudo, neste mesmo
ensaio podem também ser avaliados os efeitos subletais por meio dos potenciais
efeitos toxicos sobre o desenvolvimento das radiculas.

Nos estudos realizados por Castro, (2013) e Sobrero et. al., (2004), o efeito
letal foi avaliado por meio da determinacdo da concentracdo que causa inibicao
sobre a germinacdo de 50% dos organismos expostos, e o efeito subletal por meio
dos valores médios de Concentracdo de Efeito Ndo Observado (CENO), e
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Concentracdo de Efeito Observado (CEO), que estdo relacionados com o
desenvolvimento das radiculas das sementes germinadas.

Para assegurar a viabilidade dos resultados obtidos nos ensaios realizados
com organismo teste € indicado o uso de substancias comprovadamente téxicas
como o dicromato de potassio, sulfato de cobre, sulfato de zinco, nitrato de chumbo,
entre outros (ZAGATTO, et al., 2008). De acordo com Sobrero (2004), o sulfato de
zinco € a substancia de referéncia mais indicada para assegurar a variabilidade e a
viabilidade de lotes de sementes empregadas nos ensaios da germinacao e
desenvolvimento das radiculas de L. sativa, devido ao seu potencial toxico

conhecido para este vegetal.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a descontaminacdo da torta de
filtro compostada proveniente de uma inddstria sucroalcooleira através da
biolixiviagdo, com fins de minimizar os teores totais de elementos tragco presentes na

matriz do residuo.

3.1 Objetivos especificos

e Caracterizar o potencial agrondmico e os EPTs presentes no composto de
torta de filtro;

e Verificar as distribuicbes dos EPTs nos diversos sitios de adsorcdo das
particulas reativas da torta de filtro, fazendo uso da técnica de extracéo
sequencial antes e ap0s o0 ensaio de biolixiviagao;

e Avaliar a remocao dos EPTs através da biolixiviacao;

e Avaliar a extragao de nutrientes presentes na torta de filtro

e Avaliar a toxicidade do composto de torta de filtro antes e apds o tratamento
de biolixiviacdo, através de bioensaios com sementes de Lactuta sativa

(alface).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Composto da torta de Filtro da usina de agucar e alcool

Amostras de composto de torta de filtro compostada foram fornecidas pela
Usina S&o Martinho, localizada na cidade de Pradopolis — SP, na safra de 2014 e
2015. A TF utilizada nos ensaios passou pelo processo de compostagem durante 45
dias, sendo que a cama de frango, calcario e gesso estavam incoporados na

composicéo final da torta de filtro (Tabela 10).

Tabela 10 - Composicéo do composto da torta de filtro

Produto Quantidade (kg)
Torta de filtro 1000
Cama de frango 150
Calcario 50
Gesso 40

Fonte: USINA SAO MARTINHO, 2015.

A usina Sao Martinho € a maior processadora de cana de acucar do mundo,
sendo que a moagem € de aproximadamente 8,5 milhdes de toneladas por safra.
Esta indUstria se destaca ndo apenas pelo porte, mas também pela exceléncia em
seus processos agroindustriais (USINA SAO MARTINHO, 2015).
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As amostras do composto de torta de filtro (Figura 8) foram coletadas em
frascos de polietileno, os quais foram previamente lavados com &cido nitrico 1 molL?
e posteriormente foram esterilizados com uma solucdo de formaldeido 5% (v/v) por
um tempo de contato de 24h sendo enxaguados posteriormente com agua destilada
estéril. Apdés a coleta as amostras foram transportadas até ao laboratorio, as
amostras foram autoclavadas (20 min a 120°C) e armazenadas a 4°C até sua

utilizacao.

Figura 8 — Pilhas de compostagem de torta de filtro (A) e torta de fitro compostada
utilizada na pesquisa (B)

Fonte: Autor

4.2 Caracterizagédo Fisico-Quimica

4.2.1 Caracterizacao da torta de filtro

Foram realizadas caracterizacdes dos atributos fisico-quimicos nas amostras
do composto de torta de filtro antes do experimento de biolixiviagao.

As andlises fisico-quimicas foram feitas para caracterizar os atributos do
potencial agrondmico, conforme Anexo Il da Resolugdo 375 do Conselho Nacional
do meio Ambiente (CONAMA) de 2006 que define critérios e procedimentos para o
uso agricola de lodos de esgoto gerados em estacbes de tratamento de esgoto
sanitario e seus produtos derivados (CONAMA, 2006). Nesta resolucao, os critérios

em relacdo as andlises do potencial agronémico e de variedade de elementos
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potencialmente toxicos sdo maiores quando comparadas com a Instrucdo Normativa
SDA n° 27 de 5 de junho de 2006 (BRASIL, 2006), que dispde sobre os limites
maximos admitidos em fertilizantes, corretivos inoculantes e biofertilizantes. Por isso
ela foi tomada como base para a caracterizagao da TF.

As analises do potencial agronémico foram realizadas pelo Programa de
Qualidade de Solos e Recursos Ambientais do Instituto Agrondmico de Campinas e
estdo descritos nas Tabelas 11. Enquanto as amostras da TF foram digeridas de
acordo com a metodologia proposta pela Environmental Protection Agency (EPA)
3052 (U.S. EPA, 1996a), que promove digestdo total da amostra mediante o
emprego do forno com radiacdo micro-ondas. A determinagdo de elementos
potencialmente toxicos totais foi realizada pela empresa Puriquima.

Para a digestdo das amostras da torta de filtro, foi tomada massa de 0,5 g do
material, e colocada em reacdo com 2 ml de H>O2 + 9 mL de acido nitrico
concentrado - HNOs (65 % v/v) em grau analitico, e + 3 mL de HF apoés ser colocada
para a digestdo no micro-ondas.

As concentragdes dos EPTs foram determinadas via ICP OES (Varian Vista

mpx com vista axial).

4.2.2 Elementos potencialmente toxicos

A selecdo de EPTs que foram analisados durante o trabalho foi realizada
tendo por base a caracterizacdo fisico-quimica dos materiais, dados da literatura e a
inclusdo dos EPTs na Instrucdo normativa 27 de 2006 do MAPA e Resolucéo 375 do
CONAMA 2006 (BRASIL, 2006; CONAMA, 2006).

4.2.3 Consumo de acido da amostra de TF da safra de 2015

O consumo de acido pelas amostras de TF foi calculado com a finalidade de
quantificar o volume de &cido sulfurico necessario para manter o valor do pH 2,
condicdes utilizadas nos ensaios de biolixiviagdo. Para isso, em um béquer foi
adicionada 2 g de amostra e 40 ml de agua destilada. O pH inicial (6,03) desta

suspenséo foi ajustado a 2,0 com H2SO04 (1 mol LY).
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A suspensao se manteve sob agitacdo e periodicamente foram realizadas
leituras de pH, durante 30 horas. Sempre que necessario o pH foi corrigido para 2,0
com um volume conhecido de H>SOs. ApOs a estabilizagdo do pH em 2,0, o
consumo de &cido pela amostra de torta de filtro do residuo (Kg de acido/ton

residuo) foi calculado.

4.3 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas as linhagens de At. ferrooxidans — LR, (Figura 9 ) isolada da
lixivia acida de minério de uranio proveniente da Lagoa Real - BA (GARCIA JUNIOR,
1991) e At. thiooxidans — FGO1, (Figura 10) isolada de um efluente acido de minério
de uranio obtido na cidade de Figueira-PR (GARCIA JUNIOR, 1991).

Figura 9 - Meio de cultura T&K utilizado para o crescimento de bactérias At. ferroxidans.
Em (A) inicio da oxidagdo do ion Fe?*, e (B) apds oxidacdo completa do ion ferroso

Fonte: Autor
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Figura 10 - Meio de cultura 9K utilizado para o crescimento de bactérias At. thiooxidans.
Em (A) inicio da oxidagéo do S° e (B) ap06s oxidacdo completa do S°

Fonte: Autor

4.3.1 Cultivo e manutencao dos microrganismos

Todos os cultivos bacterianos utilizados como indculo para o processo de
biolixiviacdo foram obtidos apds o crescimento em meio especifico sdo descritos a

sequir.

4.3.1.1 Meio de cultivo especifico para o crescimento e a manutencédo da linhagem

de At. ferrooxidans - LR

O meio de cultivo T&K (TUOVINEN e KELLY, 1973) foi utilizado para o
crescimento e manutencao da linhagem de At. ferrooxidans - LR. A coloracéo inicial
do meio é verde-clara (caracteristico do ion Fe?*), e apés a oxidacdo completa dos
ions ferrosos a coloracdo apresentada € vermelho-tijolo. Este meio contém sais

minerais (Solucédo A) e sulfato ferroso como fonte de energia (Solugéo B).
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A composicdo e o modo de preparo do meio de cultivo T&K estéo descritos a

seguir
Solucéo A
KoHPOA4.3H20... oo 0,59
MOSO4.7TH2O0 ... 0,59
(NHA)Y2S 00 v eeee e eee e eeeeeese s, 0,5¢
Aguadestilada.............cooovuiiiiii 800 mL
PH e 1,8
Solucéo B
FESO4.TH20. ... e 33,3
Agua deStIlAda. .........ccveeveieeeeeeeeeeee e 200 mL
PH e 1,8

O pH de ambas solucfes foram ajustados a 1,8 com acido sulfarico 50%. A
solugéao A foi esterilizada em autoclave (120°C, 20 min, 1 atm), e a solugéo B por
fitracdo em membrana de acetato de celulose (0,45 ym de didmetro de poro —
Millipore — HAWP 04700). No momento do uso as solucbes A e B foram misturadas

na proporcao de quatro partes da solucao A para uma parte da solucédo B.

4.3.1.2 Meio de cultivo especifico para crescimento e manuten¢éo das linhagens de

At. thiooxidans — FG01

O meio de cultivo 9K (SILVERMAN e LUNDGREN, 1959) foi utilizado para o
crescimento e manutencdo da cultura de At. thiooxidans — FGO01, sendo que o
enxofre elementar foi utilizado como fonte energética.

A oxidagdo do enxofre elementar produz acido sulfarico, e por este motivo o
pH do meio foi o pardmetro monitorado semanalmente até o meio adquirir um valor
de pH entre 0,5 e 1,0.
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A composicdo e o modo de preparo do meio de cultivo 9K estdo descritos a

seqguir:

Meio de cultivo 9K

KoHPO4.3H20 ... 0,59
MOSOLTH2O v es s eeres 0,59
O =Y e YR Y 3,09

O P 0,19

S ettt 10g
Agua destilada.............coveveeeeeeeie i, 1000 mL
DH oot 2,8

A solucdo e o enxofre elementar foram preparados separadamente, sendo a
solucéo esterilizada por calor umido em autoclave a 120°C por 20 minutos, e 0
enxofre a 110°C por uma hora. No momento do uso a solugéo e o enxofre foram

misturados.

4.4 Influéncias das amostras de torta de filtro sob a oxidacdo dos ions ferrosos

e producdao de acido

A influéncia da composicdo da amostra sob o processo da biolixiviagao foi
testada. Para os ensaios foi utilizada uma densidade de polpa de 2% (m/v). Nos
experimentos realizados com At. ferrooxidans foram utilizados frascos de 250 mL
contendo solugdo A do meio T&K, 120 mmol L de Fe ?* e 5% (v/v) de in6culo de At.
ferrooxidans. Para os ensaios utilizando como in6culo At. thiooxidans (5% v/v) foi
utilizado meio 9K contendo S° (10 g L!) como fonte de energia. Todos os ensaios
foram realizados em triplicatas com seus respectivos frascos controles abioticos
(Tabela 11).

O controle abio6tico consistia em meio de cultura (T&K ou 9K), fonte de
energia adicional (Fe 2* ou S°% sem in6culo bacteriano, e o volume de inéculo foi

substituido por formaldeido 10% para assegurar a auséncia de atividade bacteriana.
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Os frascos controles e os frascos inoculados tiveram seu pH inicial ajustado a
2,0 com &cido sulfturico (50%). Os ensaios foram incubados em uma mesa agitadora
(New Brunswick Scientific Co) a 30°C, 150 rpm, por 22 dias. O volume final dos
frascos correspondia a 150 ml.

Com base nos resultados desse experimento, a torta de filtro da safra de 2015

foi adotada nos experimentos de biolixiviagdo subsequentes.

Tabela 11 - Tratamento experimental do item 4.4.

Densidade de polpa Microrganismo Fonte de energia
% (m/v) adicional
2 Controle 120 mmol L'* FeSO4
2 At. ferroxidans 120 mmol L'* FeSO4
2 Controle 10 g/L S°
2 At. thiooxidans 10 g/L S°

Fonte: Autor

4.5 Ensaios de biolixiviagdo na presenca de ions ferrosos e enxofre elementar

Com o objetivo de avaliar possiveis diferencas na solubilizacdo dos elementos
potencialmente téxicos foi realizado um ensaio com amostras da torta de filtro da
safra de 2015, densidade de polpa de 10 % (m/v) e meio de cultura "9K" ou "T&K".
Os frascos bioticos foram inoculados com 5% (v/v) de At. ferrooxidans ou At.
thiooxidans. Todas as condi¢cGes foram realizadas com fonte de energia suplementar
(Tabela 12).

Os controles abioticos consistiam em meio de cultura (T&K ou 9K), fonte de
energia adicional (Fe ?* ou S°) sem inéculo bacteriano, e formaldeido 10%.

Os ensaios foram incubados em uma mesa agitadora (New Brunswick
Scientific Co) a 30°C, 150 rpm, por 22 dias. Nesse periodo foi realizado o
monitoramento do pH, Eh e a solubilizagdo dos elementos potencialmente toxicos
(Al, Cr, Cu, Mg, Pb e Zn).
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O aumento na densidade de polpa da torta de filtro (2% para 10%), foi devido
a necessidade de obtencdo de uma maior quantidade de residuos tratados para 0s
ensaios posteriores de fitotoxicidade.

Para verificar a fitotoxicidade da amostra biolixiviada foram utilizados os
residuos oriundos dos ensaios inoculados com At. thiooxidans — FGO1, pois estes

residuos foram submetidos a condi¢des acidas mais extremas.

Tabela 12 - Tratamento experimental para os experimentos de biolixiviagdo.

Densidade de polpa Microrganismo Fonte de energia
% (m/v) adicional
10 Controle 120 mmol L'* FeSO4
10 At. ferroxidans 120 mmol L'* FeSO4
10 Controle 10 g/L S°
10 At. thiooxidans 10 g/L S°

Fonte: Autor

4.6 Procedimentos analiticos realizados nos ensaios descritos dos itens 4.4 e
4.5

Todas as solucdes empregadas durante os experimentos foram preparadas
com agua deionizada de alta pureza obtida a partir de um sistema de osmose
reversa Millipore Rios 5™, combinado com deionizador Millipore Milli-Q™ academic®
(18,2 MQ cm, Millipore, Bedford, MA, EUA).

Perdas de &gua por evaporacdo foram compensadas antes de cada
amostragem com adicdo de agua ultrapura estéril. Aliquotas dos frascos foram
retiradas periodicamente para analises da fase liquida.

A suspensao foi separada por centrifugacdo a 4000 rpm, a 22° C por 30
minutos (Centrifuga Eppendorf 5702 R). No sobrenadante foram realizadas medidas
de pH, Eh, determinacédo de Fe?* para ambas as condicdes e a concentracdo de H*
no meio foi realizada somente para os frascos inoculados com At. thiooxidans e o

seu respectivo controle abidtico. Uma aligquota (5 mL) das amostras foi armazenada
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em acido nitrico 3M (1:1) para determinagéo de Al, Cu, Cr, Mn, Pb e Zn total por
espectrometria de absor¢cdo atdomica (Agilent Technologies 200- Series AA). Este
ensaio foi realizado em triplicata.

Quando necessario foram realizadas correcbes acidas (H2SOs 1:1

esterilizado) até a estabilizacdo do pH em um valor proximo a 2,0.

4.6.1 Medidas de pH e potencial redox (Eh)

O pH foi mensurado com o auxilio do pHmetro Corning 430 e o potencial de
oxido-reducao da solucao (Eh) foi medido contra o eletrodo de Ag|AgCI|KCl(sat) em
equipamento Micronal B374. Ambas as medidas foram realizadas no sobrenadante

das amostras em intervalos de tempo pré-determinados.

4.6.2 Determinacéo de ions ferrosos (Fe 2*)

Um dos parametros de andlise do crescimento bacteriano quando as
linhagens utilizam como fonte energética o ion ferroso (Fe?*) é o monitoramento da
oxidacao desses ions.

A concentracdo dos ions ferrosos foi determinada por espectrofotometria na
regido do visivel utilizando o método da 1,10-fenantrolina, que consiste na formagéo
do complexo Fe (ll) - fenantrolina, de coloragdo vermelha (LOVLEY AND PHILLIPS,
1987).

Para a realizacdo do método, foram preparadas as seguintes solucoes.

1- Solucdo de 1,10 — fenantrolina monohidratada 2qg/L

Dissolver 2 g de fenatrolina Monohidrato (C12HsN2H20) em agua deionizada,
sob aquecimento, e completar o volume final em um baldo de 1 L. Essa solucéo

deve ser mantida em frasco ambar, sem contato com a luz para evitar sua oxidacéo.

2- Solucdo de acido acetico/acetato de sddio

As solucbes devem ser preparadas separadamente e posteriormente

misturadas.
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a) Dissolver 82 g de acetato de sodio anidro (CH3COONa) em agua
deionizada e completar o volume final para 500 mL.

b) Em um balédo de 1 L, adicionar mais ou menos 400 mL de 4gua deionizada
e acrescentar 114 mL de acido acetico glacial. Acertar o volume final.

Finalmente misturar as duas solucgdes.

3- Solucdo padrdo de sulfato ferroso amoniacal (70 mg/L de Fe?") para a

construcao da curva padrao

Em um béquer, dissolver exatamente 0,4914 g de sulfato ferroso amoniacal
[FeSO4(NH4)2S04.6H20] com &gua deionizada acidificada com 2,5 mL de &cido
sulfarico concentrado (H2SO4). Completar o volume final para 1L com agua
deionizada.

Para obtencéo da curva analitica foram preparadas solucfes a partir da solucéo
padrdo de Fe 2* com concentracdes crescentes de Fe 2* (0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50;
1,00; 1,50 e 5,00 mg L™1). A estas solucdes foram adicionadas 5,00 mL de tampéao
acetato de soédio, 10,00 mL da solucédo de 1,10 fenantrolina e 100 pL de acido
cloridrico concentrado. Os volumes de todas as solucBes foram completados para
25 mL em um baldo volumétrico com agua deionizada. Foi tragado um gréafico de

absorbancia em funcéo da concentragdo de Fe *.

Analise dos ions ferrosos no meio

Como o objetivo era monitorar o crescimento indireto bacteriano, foi utilizada
uma aliquota que variava de 100 pL a 1,0 mL da amostra diluida, com adicdo de 4,0
mL de solucdo de 1,10-fenantrolina, 2,0 mL de tampéao acetato de sédio, 100 pL de
acido cloridrico concentrado e &agua ultrapura suficiente para se completar um
volume total de 10,0 mL. As leituras das absorbancias foram efetuadas em

espectrofotometro 600S Femto utilizando um comprimento de onda de 510 nm.
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4.6.3 Determinacédo da concentracdo de H* no meio (producéo de acido)

A determinacdo da concentracdo da acidez no meio inoculado com At.
thiooxidans e em seu respectivo frasco abidtico foi realizada por meio de titulometria
de neutralizacdo. Uma aliquota (1,0 mL) de amostra foi diluida a aproximadamente
50 mL com agua destilada. A seguir foram adicionadas 2 gotas de indicador
fenolftaleina e entdo a amostra foi titulada com solucéo padréo (biftalato de potassio
PA - Sigma) de hidroxido de sddio 0,1 mol L-1 até a primeira coloracdo rosea
permanente (VOGEL, 1981).

4.7 Determinacao de Al, Cr, Cu, Mn, Pb e Zn por espectrometria de absorcéao

atdbmica de chama (FAAS)

Um espectrometro de absorcdo atdbmica Agilent 200AAS equipado com
lampada de catodo oco foi usado para determinacéo do Al, Cr, Cu, Mn, Pb e Zn.

As solug¢des das amostras foram introduzidas no nebulizador pneumatico e
aspiradas para o interior até a chama na forma de aerossol. Na chama os elementos
de interesse foram atomizados. Uma vez atomizados, estes atomos livres foram
capazes de absorver energia eletromagnética de uma fonte de radiacdo externa,
sendo que a quantidade de energia absorvida € proporcional a populacdo de atomos
na chama. Cabe mencionar ser este o0 principio dessa técnica analitica
(BROEKAERT, 2001; HOLLER, et al., 2009).

Para atomizacdo do Cr, Cu, Mn, Pb e Zn empregou-se uma chama ar -
acetileno como combustivel e oxidante, respectivamente. E para determinar o Al foi
utilizado o 6xido nitroso. O acetileno utilizado para as analises é de alta pureza. Os
parametros instrumentais, tais como a vazao dos gases combustiveis e oxidantes, e
a faixa de trabalho para os comprimentos de onda avaliados sédo apresentados na
Tabela 13. Esses parametros foram determinados através de otimizacdo realizada

por meio do software do equipamento para maximizagao das absorbancias obtidas.
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Tabela 13 - Parametros instrumentais utilizados para determinacdo de analitos por
FAAS

Vazéao (L/min) Intervalo de
Elemento A (nm)
Acetileno ar trabalho (mg L)

Al 309,3 6.85 11.00* 10-120
Cr 357,9 2.90 13.50 0,100 - 4
Cu 324,8 2.90 13.50 0,075-4
Fe 248,3 2.90 13.50 0,125-4
Mn 279,5 2.90 13.50 0,050 -3
Pb 217,0 2.90 13.50 0,100-2,5
Zn 213,9 2.90 13.50 0,050-0,9

*Oxido nitroso

Fonte: Autor

Para evitar interferéncias nas analises dos EPTs, todo o material de
laboratério utilizado na caracterizacdo quimica foi previamente deixado em contato
com HNOgz (Imol L%) por um periodo de 24 h, e posteriormente foi lavado com agua
destilada. Materiais plasticos foram acondicionados em HCI (0,1 mol L) por 48h, a
temperatura ambiente. Esse procedimento também foi utilizado para os materiais

utilizados nos ensaios de biolixiviagéo.

4.8 Distribuicfes das Espécies Metalicas

A mobilidade e biodisponibilidade dos elementos potencialmente téxicos
dependem das formas quimicas especificas que existem entre os EPTs e a amostra
de torta de filtro. O estudo sobre as formas ou fra¢cdes a que os ions metalicos estdo
ligados foi realizado nas amostras de torta de filtro antes e apds o processo de
lixiviagao.

O fracionamento quimico dos elementos potencialmente toxicos na TF foi
determinado pela utilizacdo do processo de extragcdo sequencial proposto pela
“Bureau of Community Reference” (BCR) (URE et al., 1993) e atual Standards,

Measurements and Testing programme of the European Union (SM & T). Esta

89



metodologia tornou-se trivial porque tem boa reprodutibilidade e é adequada para
andlise de uma grande variedade de matrizes (UNSAL, TUZEN, SOYLAK, 2014).

A extracdo sequencial padronizada pela BCR determina, em poucas etapas, a
mobilidade dos elementos potencialmente téxicos em condicbes ambientais
(lixiviagéo por &cido fraco, condi¢des de reducdo e oxidagdo), simplificando muito os
estudos de extracao.

A extracdo sequencial BCR divide o conteddo de metal de uma matriz solida
em quatro frac6es de solucéo (Tabela 14). Este método néo é capaz de determinar a
composi¢do quimica de cada componente soOlido separado; em vez disso, ela
apenas extrai 0s conjuntos de compostos soélidos para liberar elementos
potencialmente toxicos moveis no ambito ambiental especifico das condicdes.

A fracdo 1 (F1l: fracdo facilmente solavel) é composta de elementos
potencialmente toxicos trocaveis, associados com os carbonatos, solUveis em agua
ou que estdo sob condi¢cdes ligeiramente acidas. Esta fragcdo contém elementos
potencialmente toxicos mais moveis, sendo assim a mais biodisponivel e,
consequentemente, a mais potencialmente perigosa para o ambiente.

As fracbes 1 e 2 também podem ser uma ameaca para 0 ambiente,
dependendo das condi¢des redox. A fracdo 2 (F2: fracdo redutivel) € composta de
elementos potencialmente toxicos ligados a oxi-hidréxidos de Fe e Mn que podem
ser liberados se as condi¢cdes ambientais mudam de aerdbicas para anoxicas.

A fracdo 3 (F3: fragdo oxidavel) extrai os elementos potencialmente toxicos
ligados a matéria organica e sulfetos sob condi¢cdes oxidantes. A soma das primeiras
trés fracdes da extracdo sequencial representa o teor total de metal associado com a
fase mével.

Finalmente, a fracdo ndo-movel, ou fracdo 4 (F4: fracdo residual), sdo os
elementos potencialmente toxicos que estdo ligados fortemente nas estruturas de
fases amorfas e cristalinas que s6 sdo extraidos pela digestdo com agua régia.
Portanto, € pouco provavel que os elementos potencialmente toxicos ligados na F4
sejam liberados, a menos que sejam expostas a condicbes atmosféricas extremas
(McGRATH, CUNLIFFE, 1985).

A extracdo sequencial foi utilizada para determinar as diferentes formas de
ligacdo dos elementos potencialmente toxicos (Al, Cu, Cr, Mn, Pb e Zn) presentes na
torta de filtro.
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Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico, e agua deionizada foi
utilizada para a preparacdo da solucdo. As amostras de TF foram moidas num
almofariz e peneiradas (peneiro de aco inoxidavel com malha de 2 mm) para uma
maior homogeneizacdo. Os ensaios foram feitos em triplicata e cerca de 2 g de
amostra foi utilizada para a extragcdo sequencial de elementos potencialmente

toxicos.

Tabela 14 - Extracdo sequencial utilizada para especiagcdo dos elementos
potencialmente toxicos

Tempo de agitacéo

Etapa Fracoes Extrator
e temperatura
F1 Agua e éacido fraco — 25 mL 0.11 M CH3COOH 16 h a 30°C
soluvel / trocavel
F2 Reduzivel 25 mL 0.5 M HONH.HCI 16 h a 30°C
(pH) 2
F3 Oxidavel 10 mL 8.8 M H202 (pH) 2, 1 h em temp. amb.
amb; adic. 25 mL 1M e lha85°C; 16 ha
NH4OAc (pH) 2 30°C
R Residual 20 mL agua regia, repetir Aguecimento em

placa até secura

Fonte: Autor

Fracdo | (soluvel, trocavel, ligados a carbonatos): 25,00 mL de acido acético
0,11 mol Lt (Mallinckrodt) foi adicionado a 2,00 g de TF em um tubo de centrifuga
de 50 mL. A mistura foi agitada (160 rpm) em mesa agitadora a temperatura
ambiente (30° C) por 16 horas. O extrato foi entdo separado do residuo sélido por
centrifugacéo (3000 rpm) durante 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado utilizando
uma seringa de 10mL acoplada a um sistema de filtracdo com membrana de
0,45um, e estocado em frasco de polietileno mantido a 4° C para posterior andlise
por ICP OES.

O residuo da fracdo | foi lavado com 20,00 mL de agua deionizada por
agitacdo (160 rpm) durante 15 minutos, e entédo foi centrifugado (3000 rpm) por 15
minutos. O sobrenadante foi descartado e o residuo lavado foi empregado para

extracao da fracdo redutivel.
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Fracdo Il (redutivel, ligados aos oxi-hidroxidos de Fe e Mn): 25,00 mL de
cloridrato de hidroxilamina (NH2OH.HCI) 0,5 mol L (J.T. Baker) (acidificado com
HNOs, J.T. Baker, a pH 2) foi adicionado ao residuo da fracdo | no tubo de
centrifuga. A mistura foi agitada (150 rpm) em mesa agitadora a temperatura
ambiente (30° C) por 16 horas. A retirada do extrato e a lavagem do residuo foram

feitas da mesma maneira descrita para a fracéo |I.

Fracdo lll (oxidavel, ligados a matéria organica e sulfetos): 10,00 ml de H>O>
8,8 mol L' (Merck) (pH 2) foram adicionados ao residuo da fracéo Il lentamente. A
mistura permaneceu por 1 hora a temperatura ambiente (25°C) com eventual
agitacdao manual (aproximadamente a cada 15 minutos). O processo continuou por
aquecimento do tubo a 85° C em banho maria por aproximadamente 2 horas, até
que o conteudo liquido do tubo evaporasse e reduzisse o volume inicial a um volume
de 1-2 mL.

Uma segunda aliquota de 10,00 mL de H202 (Merck) foi adicionada e o
procedimento foi repetido. Posteriormente, ao residuo resfriado e Umido foi
adicionado 25,00 ml de acetato de amonio (NHsOAc) 1,0 mol L (J.T. Baker) (pH
ajustado a 2 com HNO3z (J.T. Baker). A mistura foi agitada (160 rpm) em mesa
agitadora a temperatura ambiente (25° C) por 16 horas. A retirada do extrato e a
lavagem do residuo foram feitas da mesma maneira descrita para a fracao |.

Fracdo residual: nesta etapa, 5,00 mL de agua foi adicionada ao residuo
remanescente, e em seguida 20,00 mL de solucdo de agua-régia foram adicionados
ao residuo. A solucéo foi evaporada até proximo da secura. Este passo foi repetido
uma segunda vez. O residuo final foi diluido em 25,00 ml de HNO3z 0,5 M, filtrou-se
com um papel de filtro de banda azul e dilui-se com agua deionizada até 50,00 mL.

A solucéo foi analisada por espectrometria de emisséo atdbmica (ICP-OES).

4.9 Analise da extracdo sequencial utilizando ICP-OES

As andlises dos elementos potencialmente toxicos presentes nas suspensdes

obtidas da extracdo sequencial foram realizadas no Instituto de Pesquisas
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Energéticas e Nucleares da USP de Séao Paulo, em colaboracdo com a empresa
Itatijuca Biotech.

O instrumento utilizado neste estudo foi um ICP-OES modelo Optima™ DV
7000 da PerkinElmer. A medida de cada elemento foi selecionada considerando a
sensibilidade e a interferéncia mutua dos elementos concomitantes apds a
confirmagéo da presenga ou da auséncia de interferéncia da solugdo contendo um
anico elemento, solucdo correspondente a matriz de teste em branco e solucédo de
amostra. Para cada amostra foram preparadas duas solucdes diluidas em meio
acido, usando HNOs (Suprapur ®) 5%. No equipamento ICP foram feitas trés
medicbes para cada elemento. As condigcdbes de medicdo do ICP-OES sdao

mostradas na Tabela 15.

Tabela 15 - Instrumentos e parametros analiticos para ICP-OES

Parametros ICP - OES
Poténcia de radiofrequéncia 40 MHz
Vazao do gas principal 15 L/min
Vazéo do gas auxiliar 0,3 L/min
Grau de difracéo Echelle
Vista de observacao Radial
Detector CCD
Poténcia 1300 W
Injetor Padrdo 2mm

Fonte: Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares da USP de Sao Paulo

4.10 Avaliacao dos nutrientes ap0s os ensaios de biolixiviacao

No final dos ensaios, o residuo proveniente do ensaio inoculado com uma At.
thiooxidans foi submetido a analise dos nutrientes fésforo e nitrogénio. Este residuo
foi escolhido para as analises, pois 0 mesmo foi submetido a condi¢des acidas mais
intensas do que os residuos inoculados com At. ferrooxidans.

O residuo foi filtrado através de papel de filtro lavando-se exaustivamente
com agua deionizada a pH 1,8. Em seguida, o residuo foi seco a temperatura

ambiente e posteriormente enviado ao Instituto Agronémico de Campinas SP.
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4.11 Analises mineraldgicas

Para realizar a caracterizacdo da amostra original e dos residuos foi utilizada
uma combinacédo de técnicas analiticas, como a difracdo de raios X (DRX) e FTIR-
ATR.

4.11.1 Difracao de raios X (DRX)

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica padrdo que tem como objetivo
caracterizar a estrutura cristalina dos materiais (MACHADO et al., 2011).

As andlises de difratometria de raios X foram realizadas na amostra de torta
de filtro original e nos residuos sélidos de cada tratamento. Antes de serem
submetidos as analises, os residuos foram lavados exaustivamente com agua acida
(pH 1,8), filtrados e secos em estufa a 60 °C.

Foi utilizado para a obtencdo dos dados um difratbmetro de anodo rotatoério de
cobre marca Rigaku modelo RINT2000, e o Crystallographica Search-Match (versao
2.1.1.1), respectivamente. Os seguintes parametros foram considerados para
aumentar a resolucéo da analise: Poténcia: 40 kV, 70 mA; Detector linear D/teX Ultra
- Rigaku; Fenda de divergéncia: 0,25°; Abertura horizontal da fenda de divergéncia:
5 mm; Soller: 2,5°; Regido de medida: 5 a 50°(2e) passo 0,02°, varredura continua
de 2s.

4.11.2 Analise estrutural por FTIR-ATR

Quando a radiacdo eletromagnética irradiada possuir frequéncia de radiacao
correspondente a frequéncia de vibracdo da molécula, a energia de radiacdo
infravermelha é absorvida pela molécula alterando o estado vibracional das ligacées
da molécula (McMURRY, 2005; SOLOMONS, 2001). Se durante a vibragdo a
molécula sofrer variacdo, em seu momento dipolar o sinal serd captado e observado
a partir de um espectro.

A espectroscopia Refletancia Total Atenuada (ATR) ou reflexdo interna foi

utilizada para a analise da torta de filtro, pois 0 mesmo néo é translicido. A técnica
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ATR consiste na passagem do feixe de luz infravermelho por um cristal que esta em
contato com a amostra, e a variagdo no sinal pode ser detectada (FERRAO, 2001).

A técnica de FTIR, além de fornecer informacdes mineralégicas, pode ser
utilizada para reconhecer compostos organicos na estrutura da torta de filtro. No
entanto, uma das maiores dificuldades relacionadas as amostras de TF analisadas é
a trivial sobreposicdo de bandas organicos e inorganicos (CARDONA, MARQUEZ,
2009), bem como acontece com as analises de DRX.

A identificacdo qualitativa do mineral é possivel porque 0s minerais possuem
bandas de absorcéo caracteristicas na faixa do infravermelho, nimeros de onda que
variam de 4000 a 400 cm™. No entanto, o espectro de uma amostra natural contém
muitos componentes e € significativamente mais dificil de extrair resultados
guantitativos (JI, J. et al., 2009).

As andlises espectroscopicas no Infravermelho foram feitas no
Espectrofotdmetro Bruker FT-IR, modelo Vertex 70, detector DLaTGS com o contato
direto da amostra sob o cristal (feixe de infravermelho) com resolucéo espectral de 4
cm, 72 scan e limites entre 4000 a 400 cm™. As medidas foram realizadas no
Laboratério de Multiusuarios, localizado no Instituto de Quimica — UNESP-
Araraquara/SP.

4.12 Andlise fitotoxica

As plantas estdo intimamente ligadas ao ambiente onde vivem e seu
crescimento é regulado por uma série de fatores ecologicos (luz, nutrientes,
poluentes, temperatura) que podem modificar a sua presenca, crescimento e
disseminacdo (PIGNATTI et al., 2001). Todas as espécies de plantas possuem, além
disso, uma tolerancia diferente para cada fator ecoldgico, e 0 conjunto de todas as
condicBes determina a homeostase da planta. Qualquer mudanca neste estado pode
causar efeitos adversos, como toxicidade ou doenca (BADERNA et al., 2014).

Os elutriatos das amostras de TF antes e apOs o processo de biolixiviacdo
foram submetidos ao ensaio de toxicidade aguda de germinacéo e desenvolvimento
das radiculas, para avaliar os efeitos letais por meio da auséncia de germinacéo das
sementes, bem como os efeitos subletais por meio do desenvolvimento das

radiculas. Para isso, utilizou-se sementes de Lactuca sativa da variedade Crespa
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Grand Rapids, da Horticeres sementes, lote 14000107, validade 04/2016 (Figura
11).

Figura 11 - Sementes de Lactuta sativa utilizadas nos ensaios de fitotoxicidade

Fonte: Autor

A Figura 12 mostra as estruturas presentes nas sementes de alface (L.
sativa). As sementes possuem uma grande superficie de contato, pequeno tamanho,
massa, e, consequentemente, uma baixa quantidade de endosperma disponivel
(ANDRADE, L. F.; DAVIDE, GEDRAITE, 2010; RODRIGUES, L. C. A. et al., 2013).
O endosperma possui um mecanismo de resisténcia da germinacdo em condi¢cées
adversas no ambiente, protegendo também o embrido contra a agdo toxica dos
elementos potencialmente toxicos (BISOGNIN et al., 2005; LI et al., 2005).
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Figura 12 - Modelo esqueméatico da composicéo dos tecidos da semente (aquénio) de
alface

Pe

\ ;

Mi

Fonte: NASCIMENTO, 2002.

Onde: Pe (pericarpo); En (endosperma); Mi (regido da micrépila); E (Embrido) = Co

(cotilédone) + Ee (eixo embrionario).

4.12.1 Processamento do composto da torta de filtro para os bioensaios

4.12.2 Célculo do peso seco das amostras

Para o preparo dos bioensaios, foi necessario estimar primeiramente o peso
seco das amostras antes e apoés biolixiviacdo. Para isso, foram pesados em balanca
de precisdo 10 g do composto. As amostras foram secas em estufa a 65°C até
atingirem peso constante.

O célculo do conteudo de agua existente foi feito pela diferenca dos pesos
inicial e final das amostras. Esse procedimento foi feito em triplicata para duas
condi¢cdes. A média de cada triplicado foi considerada como o equivalente de peso
seco de cada amostra e este valor foi usado para preparar o elutriato.

4.12.3 Capacidade de campo das amostras

Conhecer o valor da capacidade de campo das amostras é importante porque
permite ajustar a umidade ideal para a realizacdo de ensaios com organismos Vivos.
(MAZZEO, 2013).
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Para o céalculo da capacidade de retencdo de agua, foram pesados 10 g de
amostras TF antes e apés a biolixiviacdo, que foram dispostos em um funil coberto
com papel de filtro qualitativo. Em seguida, foram adicionados 50 mL de agua
deionizada sobre esse funil e sobre outro funil recoberto apenas com papel de filtro,
isto €, sem amostra.

ApoOs 24 horas de drenagem da agua pelos funis, foram avaliados os volumes
finais de agua drenada para ambos os funis. Pela diferenca de volume entre eles, foi

calculada a quantidade de agua que ficou retida no substrato.

4.12.4 Obtencéo do elutriato - INGERSOLL (1995); ABNT, 2004 — norma NBR
10.006

O processo para obtencdo dos elutriatos das amostras de torta de filtro, antes
e apos a biolixiviagao, consistiu-se da dissolucdo da propor¢céo de uma parte da torta
de filtro (referente ao peso seco) por quatro partes de agua ultrapura, seguido de
agitacdo continua a uma velocidade baixa durante 30 min.

As amostras ficaram em repouso por sete dias em frascos cobertos com filme
de PVC, em temperatura de 22 °C. ApoOs a decantacdo do material, a fase liquida da
amostra foi filtrada através de uma membrana com 0,45um de porosidade. Foi
utilizado elutriato 100% e as seguintes dilui¢des: 5%, 10%, 25%, 50% e 75%.

Os valores do pH dos elutriatos foram corrigidos entre pH 6 — 6,5 através de
uma solucdo de acido cloridrico ou hidréxido de sédio (Imol L) (MONTEIRO FILHO
et al., 2014).

4.13 Ensaio de germinacgao e desenvolvimento das radiculas de L. sativa

O experimento foi montado em DIC (delineamento inteiramente casualizado)
contendo 4 placas de Petri de cada tratamento. Em cada placa foram utilizadas 30
sementes de Lactuca sativa aparentemente sadias. Elas foram colocadas sobre
papel de filtro com 8 mL do elutriato. Posteriormente, as placas foram vedadas com
filme plastico e entdo acondicionadas em mesa sem agitacdo com temperatura
controlada de 22°C.
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Na Tabela 16 foi descrito um resumo das condi¢cbes utilizadas para a
realizacédo do ensaio de toxicidade com L. sativa.

Nos periodos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s a exposi¢cao ao elutriato foi
qguantificado o nimero de sementes germinadas, e posteriormente calculou-se a
taxa de germinacdo, germinacdo relativa, indice de velocidade de germinacéo,
indice de germinacéo e alongamento da raiz.

Apés um periodo de 120 horas as raizes foram medidas utilizando um
paquimetro digital. As médias dos comprimentos obtidos foram utilizadas para
obtencdo de uma curva de regressao linear (concentragdo de TF versus
crescimento) com base no ICsp, concentracdo na qual ocorrem 50% de inibicdo no
crescimento radicular.

A montagem do experimento e a disposi¢cao das sementes na placa de Petri

sdo mostradas na Figura 13.
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Tabela 16 - Condi¢cdes gerais utilizadas no ensaio de germinacéo e desenvolvimento da

L. sativa

Organismo teste

Tipo de ensaio

Numero de organismo teste por replica
Numero de replicas

Volume de amostra do elutriato

Agua de diluicdo

Concentracao da amostra do elutriato
Substrato

Recipiente do teste

Temperatura

Fotoperiodo

Duracéo do ensaio

Controle negativo

Controle positivo

Efeito avaliado

Critérios de aceitabilidade

Resultado final

Lactuca sativa

Estatico

30 sementes

4

8 mL

Agua deionizada

100% - 75; 50; 25; 10 e 5%

Papel de filtro qualitativo

Placa de Petri

22 +2°C

8 horas de luz / 16 horas no escuro

120 horas

Agua deionizada

Solucédo de Zn(S0O4)2 0,04 g L

NUmero de sementes germinadas e
comprimento das radiculas

Carta controle, germinacdo das
sementes no controle negativo > 80%,
comprimento das radiculas = 2 mm.

ICs0 (120n), 1G

Fonte: Autor
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Figura 13 — Montagem dos experimentos com as sementes de Lactuta sativa utilizadas
nos ensaios de fitotoxicidade

Fonte: Autor

4.13.1 Taxa de Germinacdo das sementes (%)

A taxa de germinacéo foi calculada de acordo com Labouriau e Valadares
(1976), sendo utilizada a Equacéo 1:

N
G =—.100
A 1)
Onde:
G = germinagéo;
N = numero total de sementes germinadas;

A = numero total de sementes colocadas para germinar.

4.13.2 Germinacao relativa das sementes (%G)

Para determinac&o da porcentagem da germinacéo relativa foi considerada a
relacdo da contagem das sementes germinadas no experimento e no controle
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negativo (Equacao 2). Foram consideradas como germinadas as medidas iguais ou
superiores a 2 mm aos quatro dias apos semeadura (LOPES, 2014; LABOURIAU,;
AGUDO, 1987).

Cha
Cie

%G =

x 100 2

Onde,
SGa = numero total de sementes germinadas na amostra analisada;

SGc = numero total de sementes germinadas no controle

4.13.3 indice de velocidade de germinacéo

O IVG foi calculado pelo somatério do niumero de sementes germinadas a
cada dia, dividido pelo numero de dias decorridos entre a semeadura e a

germinacao, de acordo com a de Maguire (1962) (Equacao 3).

IVG = (G1 /N1) + (G2 IN2) + (G3 /N3) + ... + (Gn /Nn) 3)

Onde IVG = indice de velocidade de germinacéo;

Gl, G2, G3, .., Gn = namero de plantulas computadas na primeira, segunda,
terceira e Gltima contagem;

N1, N2, N3, ..., Nn = nimero de dias da semeadura a primeira, segunda, terceira e

altima contagem.

4.13.4 Alongamento relativo das radiculas

Para a determinacdo do desenvolvimento de cada plantula, foram efetuadas
medidas do tamanho das raizes utilizando-se um paquimetro digital. O calculo foi
efetuado a partir da média do alongamento da raiz nas sementes germinadas em
cada condicdo estudada, e da média do alongamento da raiz nas sementes
germinadas no controle (LABOURIAU e AGUDO, 1987; LOPES, 2014) (Equacéo 4).
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% R =22 %100 (4)
Mro

Onde:
MRa = média do alongamento da raiz nas sementes germinadas no experimento
analisado;

MRc = média do alongamento da raiz nas sementes germinadas no controle.

4.13.5 indice de germinacéo (IG)

Para a determinacdo do indice de germinacdo combinam-se as medidas de
germinacao relativa das sementes ao CN (%G) e do alongamento da raiz relativo ao
CN (%R) (ENVIRONMENT CANADA, 2005; LANNANA 2008) (Equacéo 5).

GxR
Go x Ro

1G=

x100 (5)

Onde: G =

n° de sementes germinadas com tratamentos;

R = comprimento médio da raiz no tratamento;
Gc = n° de sementes germinadas no controle e

Rc = comprimento médio da raiz no controle

4.14 Anélises estatisticas

Os experimentos foram realizados em triplicada e os valores médios foram
utilizados nas andlises de dados. O desvio padrdo foi calculado e esta presente
como barras de erro. Os dados foram analisados pelo software OriginPro verséo 8.0
e pelo Assistatic 7.7 beta (SILVA, F. A. S., AZEVEDO, 2009).

Os dados foram analisados por meio da estatistica descritiva e testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) One-way ANOVA foram feitos para analisar a diferenca
estatistica entre a solubilizacdo dos elementos potencialmente toxicos nos controles
e nos ensaios inoculados. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a um
nivel de confianca de 95%. Quando os dados ndo se enquadravam dentro da

normalidade foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis p < 0,05.
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Os coeficientes correlacdo de Pearson e Spearman (paramétricos e nao
paramétricos) foram utilizados para verificar se existe correlacdo entre a eficiéncia
de solubilizacdo de elementos potencialmente toxicos, pH e Eh. A funcdo de modelo
logistico com ajuste de curva nao-linear foi usada para o processo de lixiviacdo do

metal de traco.
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5. Resultados e Discussiio-
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5.1 Caracterizacdao inicial da torta de filtro

Na Tabela 17 é apresentada a caracterizacdo inicial das amostras de torta de

filtro compostadas coletadas nas safras de 2014 e 2015.

Tabela 17 - Caracterizacdo da torta de filtro das safras de 2014 e 2015

Elementos potencialmente

Caracteristicas toxicos

(mg kg *seco TF)

2014* 2015 20142 20152

pH (em H20 1:10) 9 8 Al 34100 30400
Solidos Totais (%) 64 66 Cu 68 40
Carbono organico (g C/kg) 226 142 Cr 20 18

N total (mg N/kg) 12 10 Fe 54300 49700
P Total (g P/kg) 9 7 Mn 327 488
Pb 25 30
Zn 160 200

1 . Caracterizacdo realizada pelo Instituto Agrondmico de Campinas. 2 - Caracterizacédo
realizada pela empresa Puriquima.

Fonte: Autor

De acordo com a caracterizag&o inicial das amostras de TF pode-se observar
que tanto o potencial agronébmico quanto a concentracdo dos elementos
potencialmente toxicos presentes na amostra de TF de 2014, encontram-se em
concentracdes superiores a amostras coletadas na safra de 2015.

A amostra de TF coletada na safra de 2015 foi submetida a andlise de

difratometria de raios X sendo apresentada na Figura 14.
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Figura 14 — Difratogramas de raios X da amostra original de torta de filtro. Simbolos: K,
caulinita; D, dolomita; Q, quartzo; H, hematita; M, magnetita; G, gibbisita e Sp,
spangolita. A barra lateral indica a intensidade dos picos e 0s numeros acima da

identificagdo dos picos, indica a distancia “d” (em Angstrons) caracteristica de cada fase
cristalina.
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Fonte: Autor

O difratograma da amostra original revelou as formas cristalinas da caulinita
[Al2Si205(0OH)4]; dolomita [CaMg(COs)2]; quartzo [SiO2]; hematita [Fe2Os]; magnetita
[FesOu4]; gibbisita [AI(OHz] e spangolita [CusAl(SO4)(OH12)CL.3H20. Sendo que as
principais fases cristalinas encontradas foram a dolomita e o quartzo.
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Capitulo 1

BIORREMEDICAO DOS ELEMENTOS POTENCIALMENTE TOXICOS
PRESENTES EM RESIDUO DA INDUSTRIA SUCROALCOOLEIRA UTILIZADO
COMO CONDICIONADOR DE SOLO

5.2 Influéncia das amostras de torta de filtro sob a oxidacdo dos ions ferrosos

e producdao de acido

A oxidacdo dos ions ferrosos e a variacdo do potencial redox com o tempo
para as safras de 2014 e 2015 estédo apresentadas na Figura 15.

Pode ser observado que a oxidacdo de ions ferrosos foi drasticamente
diferente para as amostras de 2014 e 2015. Enquanto que a amostra da safra de
2014 oxidou ao final do ensaio cerca de 20%, na amostra da safra de 2015 a
oxidagdo completa (100%) foi observada em 48h (Figura 15A). Este comportamento
esta refletido diretamente na curva de potencial de oxido-reducéo (Figura 15B). Este
resultado indica a presenca de substancias na amostra de 2014 que inibem o
crescimento desses microrganismos. O crescimento de At. ferrooxidans é
diretamente proporcional a quantidade de ions ferrosos oxidados. O Eh (Figura 13B)
da TF da safra de 2014 aumentou lentamente e estabilizou em torno de 400 mV.
Enquanto que a Eh na amostra de 2015 aumentou progressivamente e atingiu o
valor maximo de aproximadamente 600 mV apos 72 h estabilizando em torno de 550
mV.
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Figura 15 - Concentracdo de ions ferrosos dissolvidos (A) e do potencial de 6xido
reducao (B) em ensaios de biolixiviagcdo com densidade de polpa de 2% de amostras de
TF coletados nas safras dos anos de 2014 e 2015, utilizando At. ferrooxidans - LR
(simbolos fechados). Simbolos abertos correspondem aos controles abiéticos
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De acordo com a Equacao de Nerst (Equacéo 6), a mudanca na dinamica do
potencial redox esta relacionada principalmente a relacdo do par Fe® */Fe?* (BOON,
HEIINEN, 1998; GAN et al., 2015; PENG et al., 2009).

S 23«R=*T | [Fe®*]
Ty A\ T (6)

Onde:

Eh = potencial redox (V);

E° = potencial padréo de oxidacéo - reducdo 0,77V para Fe*'/Fe?*;
R = constante de géas perfeitos 8,314 J/mol.K;

T = Temperatura (K);

n = namero de moles de elétrons trocados na reacgéo;

F = constante de Faraday 96,485 C/mol e

[ ] = Concentracdes molares das espécies idnicas.

A Figura 16 mostra a variacdo das concentracdes de ions H* com o tempo
para as safras de 2014 e 2015. A acidez do meio aumentou continuamente durante
0 tempo de ensaio para a amostra de 2015 atingindo cerca de 6 mmol L no fim do
ensaio, enquanto a producao de acido para a amostra de 2014 estabilizou ap6s 48h
em cerca de 2 mmol L. Os frascos foram inoculados com At. thiooxidans e
suplementados com enxofre elementar (S°. A atividade metabdlica desta espécie

leva a producao de 4cido sulfurico segundo a Equacéo 7.

At. thiooxidans
SO+ H,0 + 3/20, —— H2S04 (7)
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Figura 16 - Concentracao de ions H* em ensaios de biolixiviagdo com densidade de
polpa de 2% de amostras de TF coletados nas safras dos anos de 2014 e 2015
utilizando At. thiooxidans — FGO1 (simbolos fechados) suplementado com S°. Simbolos
abertos correspondem aos controles abiéticos.
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Fonte: Autor

Da mesma maneira que observado para os dados de oxidacdo de ions
ferrosos e Eh (Figura 15), a producdo de H* também foi muito inferior para a amostra
de 2014. O que sugere fortemente a presencga de agente inibitérios para a atividade
bacteriana nesta amostra. Considerando-se a caracterizagdo inicial da amostra
(Tabela 19) observa-se uma grande diferenca entre o contetado de carbono organico
total e EPTs entre as amostras. Estd demonstrado na literatura a elevada resisténcia
a elementos potencialmente toxicos das espécies utilizadas nestes ensaios, iSSo0 nos
sugere que parte da inibicdo observada possa estar relacionada com o contetdo de

carbono orgéanico total e com substancias que nao foram identificadas.

111




Contaminantes organicos e inorganicos sdo bem conhecidos por induzirem
alteracdes metabdlicas que podem resultar em inibicdo completa ou parcial da
atividade microbiana (ESGALHADO et al., 2002).

Estudos demonstraram que as espécies acidofilas foram afetadas pela
presenca de compostos organicos em meio de crescimento mineral e também em
lodo de esgoto. Varios compostos, tais como acidos organicos, alcoois primarios,
proteinas hidrolisadas, acucares, detergentes anibnicos e tenso ativos catibnicos
sdo toéxicos para At. ferrooxidans e At. thiooxidans (FANG, ZHOU, 2006; GU,
WONG, 2004; PICHER et al., 2002; TUOVINEN, NIEMALA, GYLLENBERG, 1971).

Picher et al., (2002) observaram que a toxicidade causada pelo carbono
organico dissolvido (COD) em lodo de esgoto e residuos de suinos no crescimento
de At. ferrooxidans foi provocada quando a concentracdo do sobrenadante foram
superiores a 180 e 500 mg L1, respectivamente.

Segundo Tuttle e Dugan (1976), as interacdes quimicas dos ions ferrosos
com alguns compostos organicos fora da célula podem contribuir para a inibicdo da
oxidacao de ferro dependendo do composto organico usado.

Ao utilizar o lodo de industrias da fabricacdo de papel, Rebhun e Manka,
(1971) observaram que a celulose era o principal fator inibitorio desses
microrganismos e ndo os compostos organicos. O efeito inibidor foi observado por
um aumento da fase lag de crescimento dos microrganismos.

Com esses resultados pode-se concluir que as amostras coletadas na safra
de 2014 continham substancias nao identificadas que inibiam as atividades
microbianas dos acidofilicos utilizados nesse ensaio. Com isso, optou-se por utilizar
somente as amostras de torta de filtro do ano de 2015 para desenvolver os demais

experimentos propostos.

5.3 Consumo acido da amostra

O difratograma de raio X da amostra original (Figura 14) revelou a presenca
de varias fases cristalinas, entre elas, dolomita (CaMg(COs)2), um mineral que
consome &cido.

Conforme observado pela Figura 17, houve um consumo de &acido nas

primeiras horas. Mas com o decorrer do tempo o consumo continuo do acido
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sulfurico diminuiu e se estabilizou no pH desejado (2,0). Esse consumo de acido
representou um total de 48 kgnzsoa ton™t.
Durante o ajuste do pH inicial a dolomita reagiu de acordo com a seguinte

reacao quimica (Equacao 8).

CaMg(COs)2 + 2H2S04 — CaSOa. 2H,0 + MgSO4 + 2CO> (8)

Como resultado da dissolucéo acida da dolomita ocorre a formacao de sulfato
de célcio hidratado (CaSOs. 2H20), gesso. A andlise dos residuos das vérias
condicdes de estudo sera apresentada posteriormente (item 5.8) e foram

observados a formacao desta nova fase cristalina nos residuos lixiviados.
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Figura 17 - Concentracdo de &cido sulfirico 1 mol.L' consumido pela amostra para
manutenc¢do do pH a 2.0. Valor do pH inicial da amostra = 8,57
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Fonte: Autor

5.4 Ensaios de biolixiviacdo com 10% de densidade de polpa de TF na
presenca de ions ferrosos e enxofre elementar com a amostra da safra de
2015.

As variacbes de pH e Eh em frascos agitados durante o processo de
biolixiviagdo (22 dias) com densidade de polpa de 10% de TF utilizando At.
ferrooxidans — LR e At. thiooxidans - FGO1 sdo mostrados na Figura 18 e Figura 19,

respectivamente.
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Figura 18 - Variacdo do pH (a) em ensaios de biolixiviagdo utilizando 10% TF e At.
ferrooxidans — LR suplementado com ions ferrosos e At. thiooxidans - FGO1
suplementado com S° (simbolos fechados). Os simbolos abertos correspondem ao
controle abidtico. A seta (=) indica correc6es nos valores do pH do meio.
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Fonte: Autor

Houve um aumento no pH inicial em todas as condi¢bes estudadas, incluindo
os frascos inoculados com At. ferrooxidans e At. thiooxidans. O consumo de &cido
para o frasco inoculado com At. ferrooxidans foi consideravelmente maior que para o
frasco inoculado com At. thiooxidans, sendo necessérias correcdes acidas até o
nono dia de ensaio. Deve-se considerar que no ensaio inoculado com At.
ferrooxidans foi utilizado o meio T&K suplementado com 120 mmol L de Fe?*, e
como mostrado na Equacdo (8) a oxidacdo dos ions ferrosos pelas bactérias
também consome acido. A producdo de &cido também ocorre devido a hidrélise
subsequente do ion férrico (Equacédo 9) (LOMBARDI, GARCIA, MENEZES, 2006;
NAZARI et al., 2014).
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At. ferrooxidans
4Fe?* + Oz + 4H* 4Fe3* + 2H,0 (8)

Quimico
Fe®* + Hz0 Fe (OH)s + H* (9)

As correcfes acidas foram efetuadas para manter as condi¢cdes 6timas para
as atividades bacterianas, evitando assim a maior precipitacdo dos ions férricos que
favorecem a precipitacdo de jarosita ([MFe3(SOa4)2 (OH)e] (Equacao 5) e de hidroxi-
sulfatos férricos que influenciam na dissolugcdo dos elementos potencialmente
toxicos de interesse (WATLING, 2006).

A formacado da jarosita é facilitada a altas temperaturas e em valores de pH
entre 2 e 3. O ion férrico que foi produzido na fase aquosa (Equacédo 8) pode ser
hidrolisado para hidroxido de ion férrico (Equagédo 9), apdés o qual combina com
sulfato para produzir hidroxi-sulfato de ferro (Equacéo 10). Na presenca de cations,
o hidroxi-sulfato de ferro é convertido a jarosita (Equacdo 11). (AHONEN,
TUOVINEN, 1992; CORDOBA et al, 2008; DING et al, 2007; DAOUD,
KARAMANEYV 2006; NAZARI et al., 2014; NEMATI et al., 1998).

Fe(OH)s + SO% +H* — Fe(OH)SO4 + H20 (10)

Fe(OH)SO4+ M* + Fe¥ + HoO —  M[Fe(OH)2]s(SO4)2+ H*  (11)

Onde: M = K*, Na*, H3O* ou NH4*

Segundo Nazari et al., (2014), pode-se observar a precipitacdo do ion férrico
com valores de pH em 1,3; 1,35; 1,4 e 1,55, e concentragcdes de 10, 50 g/L de
sulfato ferroso a temperaturas de 32 e 37°C, respectivamente.

A diminuicdo dos valres de pH apds o periodo de correcéo acida (até 10 dias)
é atribuida a atividade metabolica. Os frascos inoculados com At. thiooxidans
obtiveram um valor de pH final de 1,39, enquanto que nos frascos inoculados com
At. ferrooxidans o pH foi de 1,62. Embora ambas as culturas sejam aciddfilas, At.
thiooxidans, devido ao seu metabolismo, pode tolerar valores de pH mais baixos do

que At. ferrooxidans. KO et al.,, (2013) também observaram que nos ensaios
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realizados com culturas At. thiooxidans o pH final alcangado foi menor do que nos
ensaios com At. ferrooxidans.

Chen, S. e Lin, (2001) observaram uma limitacdo dos valores de pH para a
biolixiviacdo de sedimentos numa faixa de 1,10 a 1,64. O valor de pH muito baixo
pode levar a uma inibicdo do crescimento bacteriano devido a solubilizacdo dos
elementos potencialmente toxicos durante o processo (LIU, Y. et al., 2007; SHI et al.,
2015).

Deve-se ressaltar que somente em frascos inoculados foram realizados os
ajustes de pH durante os ensaios. Em frascos de controle abiotico foi realizado um
ajuste inicial. Observou-se neste caso que em ambos 0s tratamentos abidticos os
valores de pH se elevaram com o decorrer dos ensaios. Nesse caso, a acidificacao
inicial do ambiente foi insignificante, e a taxa de consumo de acido pelo carbonato
excedeu a taxa de &cido que estava presente no ensaio, conforme também
observado por Nazari et al., (2014).

O Eh é outro fator importante que influencia o processo de solubilizacdo dos
elementos potencialmente téxicos e permite inferir, bem como o pH, a atividade
metabolica bacteriana, como discutido anteriomente.

Os valores de potencial na presenca de At. ferrooxidans sado superiores aos
valores alcancados na presenca At. thiooxidans (Figura 19). Esse resultado é
condizente com a atividade metabdlica de cada uma dessas espécies. A At.
thiooxidans nao utiliza ions ferrosos como fonte de energia e portanto, a sua
atividade metabolica ndo afeta esse parametro. Ao contrario da At. ferroxidans que
além de oxidar enxofre oxida também ions ferrosos, afetando diretamente os valores
de Eh, como discutido anteriormente. As condi¢cdes abidticas ndo apresentaram

diferencas significativas entre elas, mantendo-se ao redor de 300 mV.
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Figura 19 - Variacdo do Eh em ensaios de biolixiviacdo utilizando 10% TF e At.
ferrooxidans - LR e At. thiooxidans - FGO1 (simbolos fechados). Os simbolos abertos
correspondem ao controle abidtico

600

550 |

500

450

400

350

300

Eh (mV vs Ag/Ag|KCI _)

250

200 .

150 - 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
0 5 10 15 20 25

Tempo (dias)

(33) Controle abidtico — At. ferrooxidans (ll) At. ferrooxidans
(©) Controle abidtico — At. thiooxidans (@) At. thiooxidans

Fonte: Autor

A variacdo da concentragdo do ferro total, dos ions ferroso e férricos esta
mostrada na Figura 20.

Na condicéo inoculada observou-se uma continua oxidacédo dos ions ferrosos
atingindo 100% apos duas semanas de ensaio. O aumento da concentracdo de ions
férricos ocorreu como uma consequéncia da atividade bacteriana. No controle
abidtico a concentracdo de ions ferrosos manteve-se praticamente constante. Os
valores de ferro total representam a soma da concentracdo dos ions ferrosos e
férricos.

Pathak et al., (2014) obtiveram uma taxa de oxidacdo semelhante em

ensaios realizados com lodo de esgoto utilizando At. ferrooxidans.
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Figura 20 - Variacdo da concentracéo de ferro total, Fe?* e Fe3* por At. ferrooxidans - LR
nos ensaios de biolixiviagdo com 10% TF. Simbolos fechados correspondem aos
frascos inoculados e simbolos abertos correspondem aos controles abidticos.
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Fonte: Autor

A oxidacéo do ion Fe? pode ocorrer naturalmente na presenca do O2 do ar ou
ser catalisada biologicamente como descrito anteriormente. Em valores de pH < 3,5
e na auséncia da bactéria, o ion ferroso é estavel e a lixiviacdo devida ao ion férrico
é lenta (CHARTIER; COUILLARD, 1997). A presenca de At. ferroxidans promove
uma oxidacdo de Fe?* para Fe®* em taxas 5 x 10°a 1 x 10°® vezes mais rapidas, se
comparadas com processos abioticos (HERBERT JR, 1999).

Os ions férricos produzidos bacterianamente atuam como um poderoso
agente oxidante para a dissolucdo de metal a partir dos residuos.

A producdo de acido por At. thiooxidans estd mostrada na Figura 21A
oxidacdo do enxofre elementar a sulfato provocou um aumento na concentracdo de
ions H* na solucdo, o que esta relacionado com a atividade microbiana com uma
consequente geracao de acido sulfurico.
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Muitos pesquisadores utilizam como monitoramento a oxidacdo do enxofre
elementar a sulfato. Segundo Akinci, Guven (2011), a produgéo de sulfato pode ser
correlacionada com a diminuicdo do pH. Esta correlacdo também pode ser feita em

relacdo ao aumento da concentracao de ions H* apresentada neste ensaio.

Figura 21 - Variacdo da concentracao de ions H* utilizando At. thiooxidans - FGO1 nos
ensaios de biolixiviagdo com 10% TF. Simbolos fechados correspondem aos frascos
inoculados e simbolos abertos correspondem aos controles abiéticos.
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Fonte: Autor

5.5 Distribuicdo das espécies quimicas dos EPTs

Os ensaios de extracdo sequencial apresentaram uma recuperacao superior a
88%. A concentracdo total dos EPTs remanescentes presentes no residuo apos a

biolixiviacdo esta apresentada na Tabela 18.
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Tabela 18 - Concentracéo total do Al, Cr, Cu, Mn, Pb e Zn remanescentes na amostra
da torta de filtro apds o processo de biolixiviacdo

Amostra Aluminio Cromo Cobre Chumbo Manganés Zinco
mg kg™
TF original 30400 18 40 30 488 200
At. ferroxidans 20064 12 31 17 44 70
At. thiooxidans 19760 11 30 19 34 76

Fonte: Autor

De acordo com a Tabela 18 descrita acima pode-se observar que 0 processo
de biolixiivagao utilizando At. ferrooxidans e At. thiooxidans contribuiu para minimizar
os teores de elementos potencialmente toxicos presentes na amostra de torta de
filtro compostada.

As fragBes trocaveis, reduziveis, oxidaveis e residuais dos EPTs antes e ap0s

a biolixiviagdo esta mostrada na Figura 22.
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Figura 22 - Potencial mobilidade das espécies metalicas da torta de filtro antes (A) e
apos o processo de biolixiviacdo utilizando At. ferrooxidans (B), At. thiooxidans (C) e
potencial mobilidade dos elementos potencialmente toxicos (D).
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As formas labeis dos EPTs Al, Cr, Cu Mn, Pb e Zn representavam
inicialmente (%) 38, 19, 3, 79, 73 e 70, respectivamente. Por esses dados o Cu
apresentou-se como o EPTs mais estavel, enquanto o Mn o0 menos estavel,
consequentemente o potencial da mobilidade Mn ¢é alto (Figura 22 - D). A seguinte
ordem decrescente pode, portanto, ser estabelecida: Mn > Pb > Zn > Al > Cr > Cu.

A tendéncia de Cu em se associar com fracdes oxidaveis e redutiveis foi
reportada por varios autores. A estabilidade do Cu observada neste estudo esta
associada a fracdo a que ele esta ligado.

Este resultado reflete a afinidade que o elemento tem com a matéria
organica, em conformidade com a constante de estabilidade elevada do complexo
de cobre com a matéria organica (ALONSO et al., 2006).

Os EPTs de ligados a fracdo 3 podem também ser parcialmente solubilizados
durante os ensaios de biolixiviagdo (PATHAK et al., 2014; TSAI et al., 2003). Assim,
as fracdes iniciais dos EPTs mais estaveis, tais como Cu e Cr, podem exibir
alteracdes significativas nas formas de ligacdo durante o processo de biolixiviacao.

A formacéo do PbSO4 como resultado da biolixiviacao resultou no aumento do
Pb na forma residual, como relatado também por Chen, S. Y., Lin, (2010).

Apbs o processo de biolixiviagdo, uma mudanca foi observada nas fracfes de
ligacbes dos elementos potencialmente toxicos. Os ions metalicos Cr, Mn, Pb, Zn
apos biolixiviagdo com ambas bactérias e Cu apos biolixiviagdo com At. ferrooxidans
tiveram uma reducdo significativa entre as fragcbes presentes nas formas trocaveis,
dados que se mostram consistentes com a literatura (BEOLCHINI et al., 2009). As
excecOes foram o Al em ambos os processos de biolixiviacdo e o Cu com At.
thiooxidans (Figura. - 22C), provocaram um aumento na fracao trocavel.

A biolixiviagdo modificou a ligagdo do Cu e Al com as fracdes mais estaveis
deixando-as mais labeis. Esta mudanca pode estar relacionada com as condi¢cbes
de extrema acidez resultantes do bioprocesso, e, portanto, precisam ser
monitoradas caso o residuo venha ser utilizado na agricultura.

Estes resultados demonstraram a eficacia do processo de biolixiviagdo, tanto
do ponto de vista da solubilizacdo dos EPTs, como na mudanca do estado de

ligacdo dos elementos potencialmente toxicos na matriz.
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Os ions metalicos do Cr, Cu, Mn, Pb e Zn, apds os ensaios de biolixiviagao
com At. ferrooxidans, e Mn, Pb e Zn nos testes com At. thiooxidans mostraram um

aumento nas fracdes residuais que sdo altamente insollveis.

5.6 Solubilizagdo de elementos potencialmente toxicos

A solubilizacao dos EPTs esta apresentada a seguir (Figura23 A,B,C,D,E e
F).

As solubilizagbes dos EPTs durante a biolixiviagdo apresentaram a seguinte
ordem decrescente de solubilizacdo: 91% de Mn, 65% de Zn, 43% de Pb, 34% de
Al, 32% de Cr e 22% de Cu em frascos inoculados com At. ferrooxidans, e
solubilizagéo de 93% de Mn, 62% de Zn, 38% de Cr, 35% de Al, 35% de Pb, e 24%
de Cu nos frascos inoculados com At. thiooxidans (Figura 23).

Pode ser observado um aumento na solubilizacdo durante os primeiros dias,
seguido de estabilizacdo para todos os EPTs ao redor do nono dia, com excec¢éo do
Pb que apds esse periodo apresentou uma diminuicdo na solubilizacgéo.

Todos os tratamentos inoculados apresentaram diferenga significativa em
relacdo aos tratamentos abidticos. Os tratamentso inoculados ndo apresentaram
diferencas significativas entre eles (At. ferrooxidans e At. thiooxidans) com excecéo
dos elementos potencialmente toxicos Pb e Cr.

Entre todos os ensaios, as lixiviacdes dos EPTs nos frascos abibticos foram
mais baixas e significativamente menores quando comparadas com 0S ensaios
inoculados. Os controles abidticos mostraram lixiviagdo de 42% de Mn, 30% de Al,
30% de Pb, 20% de Zn, 13% de Cr e 4% de Cu, correspondentes aos ensaios com
At. ferrooxidans, e de 21% de Mn, 19% de Al, 19% de Pb, 16% Cr, 14% de Zn e
3,5% Cu nos frascos abioticos correspondente a At. thiooxidans. Esta solubilizac&o
pode ser devido ao ajuste inicial do pH a 2,0 realizado em todas as condigfes.
Contudo, apés essa solubilizacdo inicial, a condicdo abidtica manteve-se
praticamente inalterada com o tempo, homologas ao aumento dos valores pH nos

frascos controle.
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Figura 23 - Solubilizacdo dos elementos potencialmente téxicos (A) Al, (B) Cr, (C) Cu,
(D) Mn, (E) Pb e (F) Zn durante os ensaios de biolixiviagdo, utilizando as bactérias At.
ferrooxidans — LR ( Il ) e At. thiooxidans — FGO1 ( @ ) (simbolos fechados) e seus
respectivos controles (simbolos abertos) com uma concentracdo de 10% de densidade

de polpa de TF.
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A remocdao praticamente total do teor de manganés da torta de filtro pode ser
atribuida a ocorréncia das suas formas quimicas, que estavam ligadas, em sua
maior parte, as formas moveis extraiveis (trocaveis) e redutiveis (ligados aos oxi-
hidroxidos de Fe e Mn) (Figura 22).

Essas fragbes sdo bem conhecidas por serem responsaveis pela liberacdo
dos EPTs em varios estudos (WEN et al., 2012). Embora a eficiéncia de remocéo de
manganés tenha sido maior na amostra inoculada com At. ferrooxidans e At.
thiooxidans, a solubilizacdo dos elementos nos controles abidticos foi relativamente
elevadas (42 e 21%).

Contudo, os outros ions metdlicos analisados ap6s o quarto dia de ensaio
mostraram uma solubilizacdo muito diferente entre as amostras inoculadas e os
respectivos controles, indicando, portanto, a importancia da atividade bacteriana
para se obter uma maior solubilizacdo dos EPTs de interesse (KUMAR,
NAGENDRAN 2007).

O zinco geralmente esta associado a forma labil, podendo ser facilmente
solubilizado a baixos valores de pH, o que também foi observado neste estudo. A
solubilizacdo de Zn pode ser atribuida a falta de interacdes desse metal com a
superficie do residuo (DENG et al., 2012).

O chumbo, apesar de estar associado as fracdes com potencial de
biodisponibilidade, apresentou uma solubilizacdo de 61% apos nove dias com a At.
ferrooxidans, mas na continuidade dos ensaios a sua solubilizacdo apresentou uma
queda. Em amostras inoculadas com At. thiooxidans, a solubilizacdo aumentou
gradativamente e terminou com 36% no 22° dia. A baixa solubilidade de chumbo
também foi observada por outros pesquisadores (HUANG et al., 2015).

A resisténcia do Pb a biolixiviagdo pode ser explicada pela presenca de
quantidades elevadas de PbSO4 (anglesita), que se precipita devido a baixa
solubilidade (Kps = 1,62 x 10°®) (ZHANG, P. et al., 2009).

Tal observacdo é compartilhada no presente trabalho, e pode ser amparada
pelo seguinte fato: como todo o ensaio foi conduzido em meio acido, ndo seria
possivel o Pb ter precipitado sob a forma de hidroxido, carbonato, 6xido ou fosfato,
pois a precipitacdo de tais formas somente ocorreria em condi¢des alcalinas (pH>7).

Foi obtida uma baixa eficiéncia na solubilizacdo de Cr, 32% e 38%, em

amostras inoculadas com At. ferrooxidans e At. thiooxidans, respectivamente. A
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baixa solubilizacdo pode ter se dado devido a formacéo de complexos de cromo com
a matéria organica do residuo (PATHAK, et al., 2009). De acordo com Pathak et al.,
(2014), para uma solubilizacdo eficaz do Cr é necessario ter condi¢cdes altamente
acidas (pH <1), sendo que os valores de condicdo acida necessarios nao foram
atingidos na presente pesquisa.

Bayat e Sari, (2010b) observaram diferencgas significativas na solubilizagao de
Cr por At. ferrooxidans para distintas densidades de polpa de lodo de galvanoplastia
(2, 8, 14, 18, 24 % (m/v)). Essas diferencas foram atribuidas a capacidade
tamponante do material utilizado que dificultou a diminuicdo e manutencéo do pH,
retardando a taxa de solubilizacdo do metal.

Por sua vez, a prevaléncia do Cu nessa amostra estava fortemente associada
com as fracdes ligadas a matéria organica, fracées residuais e sulfetos, que sao as
formas mais estéveis, resultando, portanto, numa baixa solubilizagéo do EPTs.

Villar e Garcia Junior, (2006) demonstraram que a solubilizacdo de Cu em
ensaios com suplementacgdo de S° foi maior que 60% somente em condicdes de pH
inferiores a 1,5. Barreira, (2006) obteve uma taxa de solubilizacdo de Cu de 80 %,
utilizando meio T&K suplementado com Fe?*, em lodo anaerébio e At. ferrooxidans
como indculo. Apesar dos valores de pH alcancados no presente trabalho terem sido
inferiores a 1,5 a solubilizacdo do Cu néo foi tdo eficiente quanto a encontrada pelos
pesquisadores citados, provavelmente pela associagdo do Cu com fragbes mais
estaveis.

O Al, para ser solubilizado, necessita um valor de pH inferior a 3,20 e Eh
superior a 300 mV (LOMBARDI, GARCIA, MENEZES, 2006). No presente estudo,
estes valores foram obtidos no processo apdés nove dias de ensaio, e apds este
periodo a taxa de solubilizacdo do Al permaneceu constante. Lombardi, Garcia,
Menezes, (2006) utilizaram amostras de lodo de esgoto, e com as mesmas cepas
(LR e FGO1) e suplementos de energia utilizadas neste trabalho e obtiveram uma
solubilizag&o de 3,5% e 40% de Al, respectivamente.

A solubilizacéo de todos os elementos potencialmente toxicos estudados (Al,
Cr, Cu, Mn, Pb e Zn) tornou-se insignificante apos 16° dia, demonstrando que
biolixiviacdo prolongada traz pouco beneficios para a solubilizacdo dos ions

metalicos.
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Diante do exposto ficou evidente que o grau de solubilizacdo de cada
elemento traco depende do tipo de metal, da fracdo a que ele esta associdado, do
pH, do meio de cultivo utilizado (suplementado com Fe?* ou S°% e dos
microrganismos. Esta relacdo também foi observada em trabalhos realizados por
Shanableh e Ginige (2000) e por Chen, S. e Lin (2001).

A solubilizacdo dos EPTs durante o processo de biolixiviagdo segundo o
modelo logistico esta representado na Figura 24. A diminuicdo dos valores de pH é
concomitante com o aumento da solubilizacdo dos EPTs. A relagcdo entre a
solubilizagdo dos elementos potencialmente téxicos e o tempo de lixiviagdo pode ser
representada pelo modelo logistico (Figura 24 A - B) — Equacao 12.

As curvas e parametros do modelo Logistico puderam ser comparadas com o
processo de biolixiviacdo, pois foi possivel prever a eficiéncia de solubilizacdo do
metal, determinar o estagio em que o processo de biolixiviagdo se encontrava e 0
ponto final da solubilizacdo (GAN et al., 2015). Os ajustes foram superiores a 99%
(Tabela 19).

y=A1— Azl 1 + (X Xo)P +A2 (12)

Onde:
y= solubilizacdo dos elementos potencialmente tdéxicos
Al = solubilizacéao inicial

A2 = solubilizacdo maxima
X = o0 tempo que leva para chegar a metade do valor maximo
p = constante
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Figura 24 - Solubilizacdo dos elementos potencialmente toxicos durante os ensaios de
biolixiviacdo utilizando At. ferrooxidans — LR (a) and At. thiooxidans — FGO1 (b). Os
pontos representam as solubilizacées do Al (l), Cr (™), Cu(A), Mn (% ),Pb (d)e
Zn ( @ ). As linhas vermelhas representam o calculo do modelo Logistico e a linha
(%) os valores do pH.
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Tabela 19 - Ajuste da curva segundo modelo logistico

Al A2 t0 p value R-squared
At. ferroxidans
Al 1,16 32,71 3,25 3,60 0,99
Erro padrao 2,17 0,85 0,30 0,81 -
Cu 0,16 22,53 3,93 2,53 0,99
Erro padrao 0,21 0,34 0,07 0,15 -
Cr 0,14 32,71 3,09 1,98 0,9
Erro padrao 0,83 0,27 0,09 0,13 -
Mn 2,54 90,33 3,87 2,63 0,99
Erro padrao 3,42 1,36 0,16 0,22 -
Zn 1,44 65,87 3,91 2,74 0,99
Erro padrao 0,85 0,29 0,08 0,07 -
At. thiooxidans
Al 1,93 34,84 2,51 3,46 0,99
Erro padrao 0,43 0,42 0,06 0,25 -
Cu 0,41 22,26 3,34 3,29 0,99
Erro padrao 0,75 0,82 0,20 0,79 -
Cr 0,48 37,82 3,17 2,54 0,99
Erro padrao 0,77 0,77 0,12 0,26 -
Mn 1,39 96,25 4,38 2,37 0,99
Erro padrao 1,79 1,20 0,14 0,15 -
Pb 1,62 35,18 2,8 2,54 0,99
Erro padrao 1,22 0,63 0,16 0,48 -
Zn 3,15 65,41 8,52 3,07 0,99
Erro padrao 0,33 1,66 0,10 0,49

Fonte: Autor
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5.7 Estudo do coeficiente de correlagdo entre a eficiéncia da solubilizagdo com
pH e Eh

Para verificar o coeficiente de correlacdo entre esses parametros foram
utilizados os coeficientes de Pearson e Spearman (Tabela 20).

Nos ensaios inoculados com At. ferrooxidans LR - o coeficiente de correlagéao
de Pearson entre a solubilizacdo dos elementos potencialmente tdxicos e os valores
de pH foram superiores a 82%. A correlagdo de Spearman foi superior a 94%.
Ambos os coeficientes utilizados mostraram uma forte correlacdo negativa, com
excecdo de Pb, que mostrou uma correlagdo moderada com o pH e Eh. A baixa
correlacdo de Pb pode ser relacionado com a formacdo PbSOs observada nos
resultados anteriores.

O Eh mostrou uma forte correlacdo positiva, superior a 80%, com a
solubilizacdo de elementos potencialmente toxicos utilizando o coeficiente de
Pearson, e acima de 94% com o coeficiente de correlacdo de Spearman.

Os ensaios inoculados com At. thiooxidans mostraram um coeficiente de
correlacdo de Pearson que variou de uma correlacdo forte (83%) a uma correlacao
muito forte (94%). O coeficiente de Spearman encontrou um coeficiente de
correlacdo negativamente perfeito (100%), ou seja, quando diminui uma variavel
(pH) aumenta sobre a outra varidvel (solubilizacdo). A exce¢do foi o Zn, que
apresentou uma correlagdo moderada (69%).

No que diz respeito ao Eh, os dois coeficientes mostraram que existe uma
forte correlacédo entre as variaveis. Os estudos de Gan et al., (2015) mostraram que
o coeficiente de correlagdo de Spearman e Peason entre a solubilizacdo de
elementos potencialmente téxicos e o pH era superior a 93%. No entanto, o
coeficiente de correlacéo entre a solubilizacdo de elementos potencialmente toxicos
e variacdo do Eh apresentou uma baixa correlacédo, sendo superior a 24%.

O grupo de dados de pH - Eh é de extrema importancia para o processo de
biolixiviagdo. A acidificacdo do lodo ndo é suficiente para a solubilizacdo dos
elementos potencialmente téxicos, sendo necessario um aumento simultdneo dos
valores de Eh do meio para que o binbmio pH-Eh desloque o equilibrio para a forma
de ions livres (HAYES et al., 1979).
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Tabela 20 - Analise do coeficiente de correlacdo de Pearson e Spearman dos ensaios

de biolixiviagédo

Al Cu Cr Mn Pb Zn
At. ferroxidans
Correlacao Pearson (pH) -0,85 -0,82 -0,85 -0,83 -0,59 -0,83
Significancia 0,03 0,04 0,03 0,04 0,22 0,04
Correlacdo Spearman (pH) -0,94 -0,94 -0,94 -0,94 -0,43 -0,94
Significancia 0 0 0 0 0,40 0
Correlacao Pearson (Eh) 0,79 0,84 0,82 0,83 0,41 0,82
Significancia 0,06 0,03 0,04 0,04 0,42 0,04
Correlacao Spearman (Eh) 0,94 0,94 0,94 0,94 0,54 0,94
Significancia 0 0 0 0 0,27 0
At. thiooxidans
Correlacao Pearson (pH) -0,84 -0,91 -0,90 -0,95 -0,88 -0,69
Significancia 0,04 0,01 0,01 0 0,02 0,09
Correlacdo Spearman (pH) -1 -1 -1 -1 -1 -0,64
Significancia - - - - - 0,12
Correlacao Pearson (Eh) 0,66 0,71 0,71 0,76 0,71 0,87
Significancia 0,15 0,11 0,11 0,08 0,11 0,02
Correlacao Spearman (Eh) 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Significancia 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07

Fonte: Autor
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5.8 Avaliacéo dos nutrientes ap0s o processo de biolixiviagéo

5.8.1 Extracdo de nutrientes (N, P)

A Tabela 21 apresenta a extragcdo dos nutrientes apés o ensaio de

biolixiviacdo descrito no item 5.4 e discutidos nas Figura 23 e 24.

Tabela 21 — Extracao dos nutrientes (N e P) durante o processo de biolixiviagdo em
amostras inoculadas com At. thiooxidans - FGO1

Nutriente Antes Apos Solubilizacao
mg/kg mg/kg %
Nitrogénio 10 4 63
Fosforo 7 2 73

Fonte: Autor

Os baixos valores de pH e ambiente altamente oxidante s&o as condi¢cbes
presentes durante o processo de biolixiviacdo. Essas condi¢cdes levam a oxidacao
da matéria organica e podem causar a dissolu¢do dos nutrientes contidos no residuo
(CHEN, S. Y., PAN, 2010; PATHAK et al., 2014), o que acaba reduzindo o valor
fertilizante da torta de filtro.

A degradacao da matéria organica pode promover a liberacdo dos nutrientes
no meio (KUMAR, NAGENDRAN, 2008). A liberacdo de nutrientes foi observada
durante ensaios de biolixiviagdo realizados com lodo de aguas residuais e lodo de
esgoto (SHANABLEH, OMAR, 2003).

Os residuos finais dos frascos inoculados apresentaram 63% de extracao do
N e 73% de P com um pH final de 1,38 da solucdo (Figura 18). Esses valores
encontrados sdo comparaveis aos da literatura (KUMAR, NAGENDRAN, 2008;
SHANABLEH, GINIGE, 1999).

Os dados da extracdo de nutrientes apds o processo de biolixiviacdo por
microrganismos oxidantes de enxofre mostraram queda na concentracdo de N e P
no residuo final da torta de filtro, em conjunto com o0s elementos potencialmente

toxicostraco de interesse.
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As lixiviagOes indesejadas dos nutrientes requerem estratégias operacionais
para minimizar essas perdas sem prejudicar o processo de remocao de elementos

potencialmente toxicos de interesse ou a carga organica do residuo.
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Capitulo 2

5.9 Caracterizagdes Mineralogicas dos residuos finais da biolixiviagao

5.9.1 Anélise DRX

Os difratogramas de raios - X da amostra de TF original e os residuos dos
tratamentos foram analisados e uma tabela com as fases cristalinas presentes nas

amostras esta a seguir.

Tabela 22 — Minerais identificados através das fases cristalinas mostradas na Figura 25
e 26

PDF n° Nome do composto Férmula quimica
73-2409 dolomita CaMg(CO3)2
78-1996 caulinita Al2Si>05(0H)4
70-2038 gibbsita Al(OH)3
83-539 quartzo SiO2
85-599 hematita Fe203
75-449 magnetita Fes3O4
81-1424 spangolita CusAl(SO4)(0OH12)CI.3H20
70-982 gipsita CaS04-2H20
78-1889 enxofre elementar SO
81-1424 delafossita CuFeO:
jarosita X*(Fe3(S0a)2 (OH)s)

Sendo que X pode ser: K*, Na*, H3O* ou NH4*

Fonte: Autor
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Figura 25 — Difratogramas de raios X da amostra original de torta de filtro (A) e dos
residuos finais do ensaio de biolixiviagdono controle abidtico + Fe?* (B), e no frasco
inoculado com At. ferrooxidans (C). Simbolos: K, caulinita; J, jarosita; D, dolomita; Q,
quartzo; H, hematita; M, magnetita; G, gibbisita; Gy, gipsita; Sp, spangolita e Del,
delafossita. A barra lateral indica a intensidade dos sinais e 0os nameros acima da

identificacdo dos sinais, indica a distancia “d” (em Angstrons) caracteristica de cada fase
cristalina.
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Figura 26 - Difratogramas de raios X da amostra original de torta de filtro (A) e dos
residuos finais do ensaio de biolixiviagdo sob varios tratamentos: controle abidtico + S°
(B), At. thiooxidans (C). Simbolos: K, caulinita; S, enxofre; D, dolomita; Q, quartzo; H,
hematita; M, magnetita; G, gibbisita; Gy, gipsita; Sp, spangolita e Del, delafossita. A
barra lateral indica a intensidade dos sinais e 0os niumeros acima da identificacdo dos
sinais, indica a distancia “d” (em Angstrons) caracteristica de cada fase cristalina
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Todas as amostras apresentaram bandas caracteristicas de material amorfo.

O quartzo e a caulinita foram as principais fases minerais contidas na amostra
de TF. O quartzo, por ser um mineral resistente tanto ao ataque quimico, quanto ao
ataque fisico, mostrou-se inerte a lixiviacdo bacteriana. Ao passo que a caulinita,
derivada principalmente pelas alteracbes de aluminio-silicato foi parcialmente
consumida durante o processo de lixiviagdo em relacdo a amostra original (Figura
26A). Pode ser observado a formacao de novas fases cristalinas nos residuos, tanto
inoculado quanto abidtico (Figuras 25B, 25C 26B e 26C), como jarosita, gipsita e
tracos de delafossita (Tabela 24).

Os picos de difracao da dolomita estavam ausentes nos residuos da lixiviacdo
em todos os tratamentos inoculados. Nos residuos dos frascos abioticos foi
detectada a presenca de dolomita, porém em intensidade inferior a amostra original.
Esta alteracéo na intensidade do pico pode ter sido ocasionada pelo ajuste inicial no
valor do pH, que provocou uma dissolucéo parcial deste mineral. Este ajuste do pH
inicial das suspensdes com H>SO4 e a manutencdo das mesmas com baixos valores
de pH resultaram na formacg&do da gipsita (gesso) (CaS0a4.2H20) nos residuos de
todos os tratamentos

A gibbsita, presente na amostra original manteve-se presente em todas as
outras amostras analisadas. Ela forma-se a partir da dissolucdo de qualquer
alumino-silicato em ambientes de forte intemperizagdao (SCHULZE, 1989). No
entanto, houve uma reducao da gibbsita nos residuos provenientes dos ensaios com
At. thiooxidans. Esta reducéo esta associada com o menor valor de pH alcancada
nessa condi¢do. Conforme a Equacéo 9 descrita abaixo, o acido sulfdrico reage com
a gibbsita e forma sulfato de aluminio, um coagulante utilizado no tratamento de
agua (MARTINEZ et al., 2006).

Al203.n H2O + 3H2S0s — Alx(SO4)s + (3 +n) H20 (9)

A hematita, outra fase mineral presente na amostra original, € um éxido de
ferro responséavel pela coloracdo avermelhada dos solos. E formada a partir do seu
precursor, a ferrihidrita, e ocorre preferencialmente em ambientes secos (COSTA, A.
C. S., BIGHAM, 2009). As andlises do DRX mostraram poucas variagdes nos picos

da hematita, e isso se deve ao fato da hematita ser termodinamicamente mais
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estavel em condicdes oxidantes (GUIMARAES, 2007). Tracos da magnetita (FesOa)
presentes na amostra original da torta de filtro ndo foram mais detectados nos
residuos apds o tratamento com At. thiooxidans (Figura 26C). Mostrando, portanto,
gue a condicdo acida foi a responsavel pela dissolu¢cdo deste mineral, como também
observado por Kaksonen et al., (2016).

Nos tratamentos com adicdo de ions ferrosos foi observado a formacéo de
jarositas como nova fase mineral. Como discutido anteriormente no Item 5.3, existem
varios tipos de jarositas, podendo ser K* (potassio jarosita), Na* (natro jarosita),
H3O* (hidrénio jarosita), NHs* (ambnio jarosita) (BEVILAQUA et al., 2002; DAOUD,
KARAMANEYV, 2006).

No residuo da amostra inoculada com At. ferrooxidans observou-se a
formacgéo de outra fase, delafossita (CuFeO2), um tipo de ferrita também observada
por Estrella et al., (2009) e Lanteigne et al., (2012).

O enxofre detectado nos amostra provenientes do ensaio abidtico e inoculado
com At. thiooxidans é proveniente da adicdo do mesmo como fonte de energia, e

nao podemos concluir que houve a formacgao dessa fase.

5.9.2 ATR-FTIR

Os espectros de ATR- FTIR das amostras de residuos da TF sdo mostradas
na Figura 27.

Observou-se que de forma geral todos os espectros de FTIR sdo muito
semelhantes, apresentando pequenas mudancas nas intensidades de bandas
relacionadas com minerais, e poucas correspondendo a compostos organicos da TF.
Em todas as amostras foram observadas bandas de referentes a presenca de
matéria organica dos grupos C-H, sendo identificados na regido de 2.922 e 2850 cm-
1, Também foi observada uma em 1650 cm™, sendo correspondente a ligacdo C=C
(PALMIERI, 2012).
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Figura 27 - Espectros de ATR-FTIR de amostras de TF antes e ap0s 0 processo de
biolixiviacéo
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Fonte: Autor

Todas as amostras mostraram bandas em 3690 + 10 cm, 3650, 3620 + 10
cml. Estas bandas estdo relacionadas com a caulinita (Al-O-H), segundo Dick et al.,
(2008). Adicionalmente, bandas foram relacionadas a Si-O em 1033, 1036, 1009,
915, e uma banda em 796 + cm™ relacionada ao quartzo e caulinita foram
identificadas nos espectros, sendo também descrita por varios autores (DICK et al.,
2008; MEJIA, et al., 2015; STRYRIAKOVA et al., 2012). As bandas a 3600-3800 cmr
1,471 cm? e 536 cm? e 670 cm-1 foram detectadas e segundo Farmer, (1974)

correspondem ao quartzo e caulinita e a ultima a gipsita.
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A banda relacionada a gipsita foi detectada para todas as condi¢cdes
avaliadas, o que reforca os dados obtidos pela difracéo de raio - X.

Adicionalmente, uma outra banda detecada em torno de 3340 cm* refere-se a
estrutura da gibbsita, segundo Beutelspacher e Van der Parel, (1976).

Para os residuos oriundos dos ensaios com At. ferroxidans, bem como seu
controle abidtico, observou-se um aumento gradual na intensidade das bandas a
1190 cm?, 1188 cm?, 1083 cm™ e 629 + 1 cm™* (MEJIA et al., 2009), sendo estas
relacionadas com a jarosita, corroborando com os dados da difracédo de raios X.

Segundo Ji, J. et al, 2009 os sinais de adsorcdo em 730 cm observados na
amostra original e em residuos dos controles abidticos sdo caracteristicos da
dolomita.

Uma banda foi observada em 1408 cm™ e pode ser relacionada ao fon NH4*
(CARDONA, MARQUEZ, 2009). Conforme os espectros obtidos, o ion amonio esta
presente em maior intensidade na amostra original do composto da torta de filtro,
enguanto que nos ensaios com 0s tratamentos biolégicos este sinal teve uma
intensidade inferior. Deve-se ressaltar que o composto utilizado nos ensaios era
formado pela associagéo entre a torta de filtro e a cama de frango.

Com o fim dos ensaios percebeu-se que o odor presente no inicio dos
ensaios cessou, mostrando portando um decréscimo do nitrogénio na forma
amoniacal. A queda do ion NH4* foi causada pelas condi¢bes &cidas que envolvem
0S processos de biolixiviagdo. Esta observacdo na diminuicdo do odor do material
utilizado vem ao encontro dos espectros obtidos pela analise de ATR — FTIR. Blais,
Tyagi, Auclair, (1992) afirmaram que baixo valor do pH contribuiram para reducéo da
matéria organica volatil no lodo.

A amodnia é uma forma quimica do nitrogénio dominante nos estercos das
aves. Se for aplicada na superficie de solos com pH béasico e determinadas
condi¢cbes de umidade pode provocar a perda do nitrogénio na forma de amoniaco
(gas aménia NHs) pelo processo de volatizacdo. Esse gés € percebido pelo seu forte
odor e pode representar danos ao meio ambiente e a salde dos seres humanos
(MARIM, 2011; GREENWOOD, EARNSHAW, 2005; KIEHL, 2002).

Os espectros ndo mostraram grandes diferencas entre o0s residuos

biolixiviados. Foi observado um aumento na intensidade das bandas que
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representam a jarosita, a gipsita, bem como o desaparecimento da banda da

dolomita em residuos inoculados.
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Capitulo 3

5.10 Estudo fitotoxico dos residuos

5.10.1 Peso seco das amostras

O célculo do peso seco das amostras de torta de filtro antes e apds da
biolixiviacdo foram efetuados para determinar a massa das particulas presentes,
isenta de qualguer umidade. O valor obtido € usado para calcular corretamente a
quantidade de material necesséario para obtencdo do solubilizado (extrato aquoso).
Os resultados obtidos para ambas as amostras podem ser observados na Tabela
23.

Pode-se observar que antes do processo de biolixiviagdo, a torta de filtro
ainda reteve certa umidade (30%), sendo o composto formado por mais de 69% de
material solido (particulas sélidas).

Apés os ensaios de biolixiviacao, foi observado um aumento nos valores de

peso seco para 96,8%.

Tabela 23 - Média e desvio padrdao do peso seco da torta de filtro antes e apos o
processo de biolixiviagéo

Amostra Peso seco (% m/m)
Antes da biolixiviacao 69,60 (0,06)
Apos a biolixiviacédo 96,80 (0,11)

Fonte: Autor

5.10.2 Capacidade de campo das amostras

A capacidade de campo das amostras antes de apds a biolixivacdo foram de

79% e 70%, respectivamente (Tabela 24).

143



Tabela 24 - Média e desvio padrdo da capacidade de campo das amostras antes e ap6s
0 processo de biolixiviagdo

Amostra Capacidade de campo (%)
Antes da biolixiviacado 79,0% (0,3)
Apos a biolixiviagcao 70,0% (0,1)

Fonte: Autor

Esta alteracdo pode estar relacionada com a diminuicdo da matéria organica
provocada pela biolixiviagdo. A matéria organica é fortemente higrofila em funcgéo
das suas cargas negativas e da sua alta superficie, o que faz que o seu poder de
retencdo de agua seja maior (MAIA, MORAES e MEDEIROS, 2005). Com isso, uma
diminuicdo no teor da matéria organica acarretaria uma menor retencdo de agua
pela TF e a sua consequente diminuicdo da capacidade de campo.

De acordo com Veihmeyer e Hendrickson (1931), capacidade de campo é o
volume maximo de agua que um solo bem drenado pode armazenar por longos
periodos sem evapotranspiracdo, depois que 0 excesso de agua tenha sido

drenado.

5.10.3 Obtencéo dos elutriatos

A partir da obtencdo dos elutriatos, foi possivel observar uma mudanca
significativa no padréo de coloracdo e transparéncia entre os solubilizados antes e
apos a biolixiviacdo (Figura 28) e ap0s a filtracdo. O solubilizado da amostra apos a
biolixiviagdo mostrou uma transparéncia muito superior quando comparada com a

amostra inicial apos filtracao.
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Figura 28 - Elutriatos das amostras antes (A) e apds a biolixiviagao (B)

. - (B)

Fonte: Autor

A transparéncia da solucdo pode estar associada a formacdo do sulfato de
aluminio (Al2(SOa4)3) durante o processo de biolixiviagdo, que promoveu a reducéo
da cor e turbidez da suspensédo. Esse sal foi detectado nas analises de difracdo de
raio - X (Figura 25 e 26).

A recuperacao do coagulante por via acida comecou a ser estudada no final
do século retrasado. Em 1974 surgiu o processo de Fulton de recuperacdo de
coagulante do lodo de estacdo de tratamento da agua contendo aluminio. Este
processo consiste na adicdo de &cido ao lodo mantendo um pH baixo (em torno de
2), de maneira a transformar os hidréxidos de aluminio presentes no lodo em
espécies quimicas solaveis de aluminio. (DE-JULIO et al., 2009, PIOTTO et al.,
1999).

O extrato aquoso do residuo obtido antes e apods a biolixiviagdo foram
analisados quanto aos teores de EPTs presentes e quanto aos valores do pH. Os

resultados sdo mostrados nas Tabelas 25 e 26, respectivamente.
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Tabela 25 — Concentracédo de EPTs no elutriato antes e apés a biolixiviacdo (em mg L)

Al Cr Cu Fe Mn Pb Zn
Antes 57,42 3,65 11,67 97,37 7,78 0,16 63,5
Depois 24,74 0,31 0,13 5,86 0,28 nd 0,5

Fonte: Autor

Tabela 26 — Correcdo dos valores de pH no elutriato utilizados nos ensaios de
fitotoxicidade

Tratam.
H Controle - Controle + 5% 10% 25% 50% 75% 100%
p

% TF
Antes 6,00 6,00 6,20 6,27 6,31 6,39 6,34 6,41
Depois 6,00 6,00 6,40 6,29 6,23 6,10 6,00 6,10

Fonte: Autor

E evidente que o processo de biolixiviagio contribuiu para minimizar os teores
de EPTs que estariam prontamente disponiveis ao meio ambiente (Tabela 26).

Os valores de pH foram ajustados préximos a neutralidade (Tabela 27). E
importante o ajuste no valor do pH, pois 0 mesmo proporciona efeito indireto na
solubilidade dos nutrientes. Em elevados valores do pH podem ocorrer formacéo de
precipitados de alguns elementos, tais como: célcio, fosforo, ferro e manganés, que
deixam de estar disponiveis as plantas (GOMES et al., 2011).

O valor inicial do pH da torta de filtro (Tabela 17) mostra que o material é de
natureza basica. Portanto, esse residuo possui um elevado potencial lixiviante em
condicBes acidas, como, por exemplo, em solos degradados ou em regides com
elevada atividade industrial. Para limitar a transferéncia de parte dos elementos
potencialmente toxicos para a cadeia alimentar é necessario manter o pH em niveis

relativamente elevados, entre 6 a 6,5 (SIMS et al., 1997).
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5.11 Testes de germinacao e desenvolvimento das radiculas de L. sativa

Durante os ensaios de germinacdo foi possivel verificar visualmente
alteracdes no padrédo de germinagédo das sementes, de acordo com o solubilizado
utilizado. A Figura 29 mostra a taxa de germinacédo das sementes de Lactuca sativa
expostas aos extratos da TF em diferentes proporcdes. Foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos e o controle negativo (dgua deionizada).

O solubilizado das amostras antes do processo de biolixiviagao induziu a uma
leve inibicdo das sementes nas placas, principalmente nas primeiras horas, quando
comparado com sementes onde foi utilizado o solubilizado do residuo apos a
biolixiviacdo. Apdés 120 horas, na concentracdo de 5% foi observada uma
germinacao total de 75% nas sementes tratadas com o elutriato sem tratamento, e
de 85% nas sementes germinadas com o elutriato obtido dos residuos da
biolixiviacdo. Ao passo que na maior concentracdo do elutriato (100%), a
germinacao foi de 56% e 67%, respectivamente.

Ao se transpor essa condi¢cdo encontrada nos ensaios para o0 meio ambiente,
pode-se representar um crescimento retardado, e até mesmo a ndo germinacao das
espécies vegetais.

A diminuicdo na taxa de germinacédo das sementes pode ser explicada pela
sensibilidade do processo germinativo aos aleloquimicos ou a toxidez dos
compostos (AUMONDE et al., 2013; ZHANG, D. et al., 2010). Acidos organicos,
fendis, alcaldides, aldeidos, cetonas, aminoacidos, bem como elevada concentracéo
de matéria organica sao conhecidos por possuirem um potencial efeito fitotoxico
sobre a germinacao de sementes (El FELS et al., 2014).

Para Silva, E. A. et al., (2008), quanto mais rapido ocorrer a germinacéo das
sementes e a imediata emergéncia das plantulas, menos tempo as mesmas ficaréo
sob condi¢des adversas, passando pelos estadios iniciais de forma mais acelerada.
As condicdes adversas citadas podem ser a reducao da umidade préxima a semente
necessaria para a germinacao.

Ao se analisar os valores finais da germinacdo (120 horas), observa-se uma

tendéncia na diminuicdo da germinacdo conforme aumentam a concentracao de TF.
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Figura 29 — Taxa de germinacdo das sementes de Lactuca sativa expostas ao elutriato
de TF em diferentes concentracdes. Em (A) antes do processo de biolixiviagao.
Simbolos abertos. Em (B) apés o processo de biolixiviacdo. Simbolos fechados.
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A Figura 30 apresenta em ambas as condicbes uma relacdo exponencial
entre a taxa de germinagcao e a porcentagem de TF, mostrando que o aumento “x”
de TF ocasiona uma diminuicdo gradual da germinacdo das sementes teste.
Resultados semelhantes foram obtido por Pinto, (2012) em bioensaios utilizando

residuos de lodo galvéanico.

Figura 30 — Curva da taxa de germinacéao apés 120 horas de exposi¢cdo em funcéo ao
teor de TF.
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Fonte: Autor

Com esse resultado, afirma-se que o experimento simula as condicdes
normais de germinacdo em solo convencional, pois ao analisar a porcentagem de
germinacao para o controle negativo (0% TF), a germinagdo € de aproximadamente

94%, valor bem préximo aos 95% informado pelo fornecedor das sementes de
Lactuca sativa.
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5.11.1 Germinacao relativa

A medida da germinacao relativa representa, em porcentagem, a relacéo
entre a contagem das sementes germinadas na amostra e no controle negativo.

Com relacdo a germinacdo relativa (Figura 31), analisou-se que as
concentracbes de 5 e 10% foram favoraveis a germinacdo. A porcentagem da
germinacao relativa em ensaios utilizando elutriato das amostras apos a biolixiviagéo
mostraram as melhores respostas, com valores superiores ao residuo contaminado.

Resultados obtidos por Charles et al., (2011) em bioensaios realizados com
sementes de alfaces para avaliar a toxicidade de varios tipos de efluentes industriais
observaram que as germinacdes das sementes diminuiram, e a toxicidade variou
com o tipo de efluente e com a concentracdo de elementos potencialmente téxicos
como o ferro, cobre, aluminio, fluoreto e o boro presentes nos efluentes. No entanto,
guando se utiliza solucdes isoladas sintéticas dos elementos potencialmente toxicos
Fe, B e Al sob ensaios de toxicidade, estes apresentam pequeno efeito sobre a
germinacao da alface (L. sativa), com resultados superiores a 90% de germinacao
(CHARLES et al., 2011).

Os micronutrientes ferro, zinco, manganés e cobre sdo essenciais, mas
podem ser toxicos a germinacdo de sementes se presentes em elevadas
concentragbes (MUNZUROGLU, GECKIL, 2002).
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Figura 31 — Germinacéo relativa para amostras com diferentes propor¢des de TF. Em
(A) antes do processo de biolixiviagdo e (B) apds o processo de biolixiviacdo
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*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade p< 0,05.

Fonte: Autor
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5.11.2 indice de velocidade de germinacéo (IVG)

Os indices de velocidade de germinacdo sdo mostrados na Figura 32 (A — B).
Ao analisarmos a Figura (A) percebe-se a formagéo de quatro grupos diferentes (a,
b,c,d), e pela a Figura (B) foram formados cinco grupos distintos (a,b,c,d,e), sendo
gue as letras iguais nao se diferem estatisticamente entre si.

Antes da biolixiviagdo as concentracdes de TF de 25 a 100% néo
apresentaram diferencas entre elas. Apds a biolixiviacdo apenas 50 a 100% né&o
apresentaram diferencas.

Os valores de IVG seguiram a mesma tendéncia em ambas amostras. O
aumento na porcentagem da TF provocou uma diminuicdo do IVG. Isso indica a
capacidade que a TF tem em retardar a germinacdo, O crescimento e 0
desenvolvimento de raizes.

A fim de obter uma melhor compreensdo desses resultados foi construida a
Figura 33, que mostra os valores de logaritmo do IVG das amostras em fungcao da

concentracéo de TF.
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Figura 32 — indice de velocidade da germinacdo para amostras com diferentes
proporcdes de TF. Em (A) antes do processo de biolixiviacdo (B) apds o processo de
biolixiviagdo
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*As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade p< 0,05.

Fonte: Autor
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Figura 33 - Logaritmo do indice de velocidade da germinacdo das sementes de alface
para amostras com diferentes porcentagens de TF.
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Fonte: Autor

Percebe-se que uma relacéo logaritmica entre o IVG e a porcentagem da TF
mostrando que o aumento da porcentagem de TF ocasiona uma diminuicdo de 10*
na velocidade de germinacdo das sementes de alface. Pinto (2012) obteve
resultados semelhantes ao encontrado nesta pesquisa.

Com esse resultado verificou-se o quanto que a TF pode retardar, ou até
mesmo impedir, a germinacdo das sementes, como observado nos ensaios com a

TF sem o tratamento da biolixiviagao.

5.11.3 Alongamento relativo das Radiculas

As andlises estatisticas dos dados obtidos por meio dos ensaios do
desenvolvimento das radiculas foram analisadas para avaliar se os elutriatos foram

significativamente diferentes ou ndo quando comparados com o controle negativo,
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indicando a toxicidade aguda da amostra por meio do teste t de Tukey com nivel de
significancia de 0,05% (Figura 34).

Figura 34 — Alongamento relativo das radiculas para amostras com diferentes
propor¢cdes de TF. Em (A) antes do processo de biolixiviagdo (B) ap6s o processo de
biolixiviagao.
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Fonte: Autor
155



Foi observada uma queda progressiva no comprimento das radiculas,
chegando a uma redugdo superior a 50% nos ensaios realizados com o elutriato
sem tratamento Figura 34A. O controle positivo ho ensaio (c+ - solucédo de Zn(S0Oa)2
0,04 g L) pode ser considerado aceitavel, pois as suas médias ndo mostraram
diferencas estatisticas em relacdo a concentracdo de 100% do elutriato obtido da
amostra sem tratamento.

De acordo com Pereira et al., (2013), essa reducéo pode afetar o crescimento
de toda a plantula por restringir a absorcdo de agua e nutrientes. Além disso, a raiz
esta relacionada com a ancoragem da planta, a producdo hormonal, e com a
interacdo que acontece entre plantas e bactérias do solo (YAO et al., 2002).

O elutriato (100%) e suas respectivas diluicdes dos residuos sem tratamento
foram significantemente diferentes do controle, apresentando potencial para causar
efeito ao crescimento e desenvolvimento das radiculas, indicando que elementos
toxicos presentes na TF foram lixiviados ao elutriato. Entretanto, o fato dos elutriatos
obtidos dos residuos biolixiviados ndo causarem toxicidade aguda no organismo
teste ndo indica necessariamente que 0s elementos metalicos e sustancias
presentes ndo possam causar toxicidade crénica as sementes de alface, ja que
neste trabalho a toxicidade crénica néo foi avaliada.

As barras dos resultados obtidos pelos tratamentos antes da biolixiviacdo
mostram pardmetros importantes, como o limiar de inibicdo observavel. Como
citada, para tal concentracao essa inibicdo se deu a partir da concentragao de 5%.

O crescimento da raiz € o parametro com a maior sensibilidade na avaliacao
da toxicidade utilizando espécies vegetais (KLAUCK et al., 2015). Estudos
realizados por Zaltauskaite e Cypaite, (2008) mostraram uma inibicdo no
crescimento da raiz de alface de 80%, quando comparada com o controle. No
entanto, apos passar por um tratamento biolodgico, o lixiviado mostrou ser toxico
apenas para a espécie Allium cepa (cebola). As diferencas sobre as espécies
testadas poderiam ser atribuidas a diferencas inerentes entre as espécies, tais como
a permeabilidade dos tecidos, a absorcao e o metabolismo diferencial (CUTILLO et
al., 2003).

Além de EPTs, varios contaminantes com potencial fitotbxico podem ser

encontrados, como, por exemplo, os acidos organicos de cadeia curta, fendis,
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cetonas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), compostos organoclorados
e outros poluentes organicos (GARCIA et al., 2009).

De acordo com Christofoletti et al.,, (2013), os elementos potencialmente
toxicos pesados sdo considerados potencialmente mutagénicos e estdo intimamente
associados com a poluicdo ambiental. Estudos mostraram que alteragbes nas
estruturas dos cromossomos, no numero, e distdrbios no aparelho mitotico podem
ser induzidas pelos elementos potencialmente toxicos (MINISSI, LOMB, 1997).

Elementos potencialmente téxicos como aluminio, ferro, manganés e zinco
possuem acdo fitotdxica inibitdria do crescimento radicular (KRANNER, COLVILLE,
2011), e podem ter sido os protagonistas na inibicdo do crescimento radicular,
principalmente o aluminio. Este metal pode estar relacionado a reducdo da
proliferacédo celular quando se aloca no simplasto (MATSUMOTO, 2000).

O chumbo é um elemento que ndo apresenta fungcdo no organismo das
plantas, sendo o precursor de estresse em qualquer quantidade. Este metal também
potencializa a diminuicdo do tamanho das radiculas (El FELS et al., 2014; GALTER
el al., 2013).

Outro parametro importante obtido a partir dos dados do crescimento radicular
€ o IC 50 (menor concentracdo necessaria para obter 50% de inibicdo no
crescimento radicular de L. sativa). A Figura 35 ilustra a regressao linear obtida com
os valores médios em porcentagem do crescimento radicular para as amostras sem
tratamento, pois as mesmas apresentaram diferencas significativas quando

comparadas com o controle negativo.
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Figura 35 — Regressao linear obtida a partir do tratamento de sementes de alface com

elutriato de TF com diferentes proporcdes de TF antes do processo de biolixiviagdo

2 = 0.96355
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Fonte: Autor

Com esses dados foi possivel calcular o ponto onde a concentracdo do
elutriato se relaciona com o tamanho das raizes do modelo vegetal 50% menor do
que as raizes do tratamento controle. Através da equacédo de regressao (y= -0,293x
+ 71,64), calculada a partir das observacdes da Figura anterior, observa-se que a
concentracéo ICso é 73,71%. O r? da curva obtida foi igual a 0,96355, demonstrando
gue ela foi altamente representativa, e que os valores obtidos através de estimativas

baseadas nela sdo consideravelmente confiaveis.

5.11.4 indice de germinacédo

O indice de germinacédo foi calculado de acordo com a Equacao descrita nos

materiais e métodos no item 4.13.14, tomando-se como base os dados obtidos pela
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germinacdo das sementes e pelo tamanho das radiculas. Na Figura 36 sédo

apresentados os valores obtidos do indice de germinacéo nas vérias proporcoes.

Figura 36 — indice de germinacéo para amostras com diferentes proporcées de TF. Em
(A) antes do processo de biolixiviagdo (B) apds o processo de biolixiviacdo
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Fonte: Autor
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Na Figura 36 (A), observa-se um indice de germinagdo maior nas
concentracbes de 5 e 10%, que variaram de 59 e 51%, ao passo que as
concentracdes de 75 e 100% apresentaram indices de germinacdo bem inferiores,
de 29 e 26% respectivamente.

Os indices de germinagcdo para 0s ensaios realizados com o elutriato do
residuo biolixiviado foram superiores a 63%. Isso mostra que essas condices
utilizadas apresentam menor potencial em provocar danos a germinacdo e ao
desenvolvimento das radiculas do organismo teste, quando comparada com o
residuo nao biolixiviado. No entanto, apesar desses resultados serem superiores ao
residuo nao tratado, dependendo do critério de classificacao utilizado, os resultados
podem mostrar um alerta de possivel toxicidade (BADERNA et al., 2015).

Esses resultados podem ainda ser comparados com dois critérios de
classificagdo: um proposto por Martignon, (2009) e um adaptado por Kapustka et al.,
(2006), conforme Tabela 27.

Tabela 27 — Classificagao de toxicidade proposta por Martignon e Kapustka

Indice de Germinacéo (%) Classificacao
> 90 nao toxico
>75-90 baixa toxicidade
51a75 toxicidade moderada
26 a 50 alta toxicidade
<25 severa

A partir desses valores, podemos classificar os resultados na Figura 36 (A)
como apresentando de alta toxicidade a toxicidade moderada, enquanto que nos
residuos biolixiviados (Figura 36 (B)) esta classificacdo varia de toxicidade
moderada a baixa toxicidade.

Tem sido relatado que a alta concentracdo de lodo € supressiva para o0s
hormonios do crescimento vegetal (auxina e giberelina) que sao os responsaveis
pelo crescimento e desenvolvimento de plantas (MISRA e BEHERA, 1991). A

reducao do crescimento da planta na presenca de altas concentracdes de lodo de
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destilaria pode ter ocorrido devido a entrada de elementos traco no protoplasma
resultando na perda de metabdlitos que sdo essenciais para continuacdo do
crescimento e desenvolvimento das plantas (SUBRAMANI et al., 1997). Estes
resultados estdo em concordéncia com os resultados encontrados.

Ao observar o efeito do lodo de destilaria sobre a germinagéo e crescimento
de péras, Chandra, Yadav e Mohan (2008) relataram que houve uma inducdo do
crescimento das plantas em concentragdes <10 %. Isto pode ser devido a indugao
de hormdénio de crescimento vegetal, enquanto que em concentracfes mais
elevadas de lodo uma diminui¢gdo no crescimento da planta foi observada.

Os resultados dos bioensaios séo confiaveis, pois de acordo com Cruz et al.,
(2013) a condicao estabelecida para a confiabilidade do teste de fitotoxicidade com
hortalicas, de acordo com a U.S. EPA, é que a germinacdo deve ocorrer acima de
65% das sementes do controle negativo. Nos ensaios realizados com a alface foi
obtido um valor de 94%, muito superior ao estipulado pela EPA.

A alface mostrou ser sensivel aos contaminantes presentes na TF, e a
sensibilidade da alface, em comparacdo com outras espécies, ja foi observada em
estudos anteriores (BADERNA et al., 2014; CHARLES et al., 2011; KLAUCK, et al.,
2015). Os ensaios de fitoxicidade com plantas vasculares sdo ferramentas versateis
para avaliar sucesso dos processos de biorremedicdo, permitindo a identificacdo do
efeito dos poluentes (CHIOCHETTA et al., 2014; VANGRONSVELD et al. 2009).

Os testes de germinacéo e crescimento radicular utilizados neste estudo, ao
serem empregados conjuntamente com analises quimicas, se mostraram eficazes
para demonstrar o potencial efeito téxico de residuos derivados de processo
industrial.

Os resultados obtidos mostram que embora os elementos potencialmente
toxicos estejam presentes em concentracdes inferiores aquelas permitidas pela
CETESB e CONAMA, esses elementos mostraram efeito fitotOxico em sementes de
alface, demonstrando a importancia de se utilizar tecnologias para minimizar 0s
teores de elementos potencialmente toxicos, bem como realizar bioensaios

complementares para monitorar o efeito fitotoxico desses residuos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados experimentais do presente estudo demonstraram que as
concentracdes de carbono organico presentes no composto de torta de filtro, bem
como outras substancias que ndo foram identificadas possuiram efeito significativo
sob a inibicdo sob a atividade microbiana de At. ferrooxidans e At. thiooxidans,
sobretudo na safra de 2014.

A solubilizacdo dos EPTs para ensaios inoculados com At. ferroxidans - LR foi
de 91% de Mn, 65% de Zn, 43% de Pb, 34% de Al, 32% de Cr, 22% de Cu,
enguanto que nos frascos inoculados com At. thiooxidans - FG 01 a solubilizacéo foi
de 93% de Mn, 62%de Zn, Cr de 38%, 35% de Al, 35% de Pb e 24% de Cu. Apenas
a solubilidade do Cr e Pb demonstraram diferencas estatisticamente significativas
entre as culturas.

As analises de correlacdo revelaram que a solubilidade dos elementos
potencialmente toxicos foi correlacionada negativamente com a variagdo do pH,
enquanto que com o Eh foi correlacionada positivamente. O modelo logistico
aplicado no ajuste das curvas de solubilizacdo dos elementos potencialmente
toxicos foram superiores a 99%, podendo, portanto, ser utilizados para prever o
processo para a solubilizacao dos elementos potencialmente toxicos.

O estudo relacionado ao fracionamento dos elementos potencialmente toxicos
mostrou que a biolixiviagdo modificou as fracbes dos EPTs a fracbes mais estaveis,
com excecao do Al e do Cu.

A analise por difratometria de raios X revelou a cristalinidade das amostras de
torta de filtro e dos residuos solidos. Foram detectadas, principalmente, jarosita e
gipsita como novas fases cristalinas, sendo que a primeira foi observada apenas nos
tratamentos abidticos e nos inoculados com At ferroxidans, e a segunda foi
detectada em todos os tratamentos abioticos e inoculados.

As andlises dos espectros do ATR e FTIR foram condizentes com as analises
obtidas pelos difratogramas de raios-X. Foram ainda capazes de demonstrar a
queda na intensidade do sinal de ondas referentes ao jon NH;, um dos responsaveis
pelo odor presente na amostra bruta.

A toxicidade do elutriato do composto da torta de filtro para com o organismo

teste Lactuta sativa, “alface”, foi elevada para amostra sem o tratamento da
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biolixiviagdo. O aumento da porcentagem da TF no elutriato promoveu um retardo na
germinacao das sementes, bem como no seu crescimento radicular.

O elutriato obtido da amostra biolixiviada ndo apresentou potencial para
causar efeitos adversos a germinacdo das sementes e ao desenvolvimento das
radiculas. Isso indica que a solubilizagcdo dos elementos potencialmente toxicos
presentes na TF diminuiu a toxicidade do residuo industrial.

Demonstramos neste estudo, que o processo de biolixiviagcdo aplicado no
composto de torta de filtro foi capaz de reduzir os elementos potencialmente toxicos
nele presentes. Assim, sugerimos que a biolixiviagdo empregando At. ferrooxidans e
At. thiooxidans, pode ser utilizado como uma ferramenta de biorremediagdo de
residuos solidos contaminados com elementos potencialmente toxicos para uma

posterior aplicacdo ao solo.
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