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RESUMO

Diversos estudos tem avaliado a utilizacdo da vinhaca em uma nova fermentacao,
visando a obtencdo de sub-produtos. Nesta fermentacdo, chamada acetona-butanol-etanol
(ABE), bactérias anaerdbias do género Clostridium podem converter matéria organica presente
na vinhaca em acetona, butanol, etanol e acidos orgéanicos, que sdo recuperados do caldo
fermentado mediante técnicas de separacdo. Apos a recuperacdo dos produtos de interesse e da
biomassa bacteriana, o residuo final é descartado. Este residuo, denominado vinhaga FA
(vinhaca da fermentacao anaerdbia) foi o objeto de estudo deste trabalho, bem como o processo
fermentativo para a sua obtencdo. Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a vinhaga
FA com relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, bem como avaliar
sua biodegradacgdo em solo e sua toxicidade. Além disso, realizou-se fermentag&o utilizando-se
cultura mista anaerébia em meio de cultura sintético (MCS) suplementado com vinhaca e
melago. Avaliou-se a producdo de acidos organicos, acetona, butanol e etanol. A biodegradacéo
da vinhaca FA em amostras de solo na presenca e auséncia de indculo comercial foi avaliada
mediante a producéo de CO> durante 57 dias. A quantificagcdo de microrganismos foi realizada
no inicio e no final do ensaio. Foram realizados ensaios de toxicidade aguda utilizando-se o
microcrustaceo Daphnia similis; fitotoxicidade sobre Lactuca sativa e genotoxicidade
ambiental com Allium cepa. A fermentacdo foi conduzida por 7 dias, sendo quantificados os
teores de acetona, butanol e etanol por cromatografia gasosa, e &cidos organicos por CLAE, no
inicio e final do ensaio. A vinhaca FA em solo atingiu 30% de eficiéncia de biodegradacéo apos
13 dias. Ndo houve diferencas estatisticamente significativas com a adicdo de indculo
comercial. Vinhaca FA apresentou elevada toxicidade aguda para D. similis, com EC(50)=
9,10%; no entanto ensaios com o solubilizado mostraram que a toxicidade foi removida ap6s o
processo de biodegradacdo em solo. O crescimento relativo de L. sativa foi comprometido com
0 aumento da concentracdo de vinhaga FA, e a germinag&o foi inibida na concentragéo de 50%.
Embora a vinhaca FA ndo tenha induzido efeitos genotoxicos e mutagénicos em A. cepa, a
citoxicidade da amostra avaliada pelo indice mito6tico foi dose dependente. As amostras mais
concentradas (12 e 20%), apresentaram resultados estatisticamente significativos, interferindo
no potencial citostatico das células de A. cepa, levando a diminuicdo dos indices mitéticos e,
consequentemente, decréscimo nos indices de germinacdo e de crescimento radicular. Os
ensaios toxicologicos, permitem inferir que o descarte de vinhaca FA ndo deve ocorrer em rede
hidrica, pois pode comprometer 0s organismos aquaticos; e para uso seguro como fertilizante
agricola, é indicado que esse residuo passe por tratamento como a biodegradacéo, para que haja
diminuicdo da sua toxicidade. Nos ensaios de fermentacdo anaeroébia realizados, ndo foram
detectados acetona e butanol. Verificou-se producéo de etanol de 2,32 e de 1,10 g/L nos ensaios
contendo MCS suplementado com melaco e MCS suplementado com melago e vinhaca,
respectivamente. No ensaio contendo MCS suplementado somente com a vinhaca ndo houve
producdo de etanol. A suplementacdo com o melago favoreceu a producédo de acido latico pela
cultura mista, enquanto a producao de cido butirico foi favorecida pela presenca da vinhaca,
atingindo valores de até 31,8 e 13,9 g/L, respectivamente.

Palavras-chave: Biodegradacdo. Vinhaca. Fermentacdo anaerdbia. Toxicidade.
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ABSTRACT

Several studies have evaluated the use of stillage in a new fermentation in order to obtain
by-products. In this fermentation, called acetone-butanol-ethanol (ABE), anaerobic bacterias of
the genus Clostridium can convert organic matter present in the stillage in acetone, butanol,
ethanol and organic acids which are recovered from the fermented broth by separation
techniques. After recovering the interest products and bacterial biomass, the final residue is
discarded. This residue, called AF stillage (stillage from anaerobic fermentation) was the object
of study of this work, as well as the fermentation process to obtain it. Thus, the objective of this
work was to evaluate AF stillage in relation to its physico-chemical and microbiological
characteristics, as well as to evaluate its biodegradation in soil and its toxicity. In addition,
fermentation was carried out using anaerobic mixed culture in synthetic culture medium (SCM)
supplemented with stillage and molasses. The production of organic acids, acetone, butanol and
ethanol was evaluated. The biodegradation of AF stillage was evaluated in soil samples in the
presence and absence of commercial inoculum, through the production of CO2 for 57 days.
Microorganisms quantification was performed at the beginning and at the end of the test. Acute
toxicity tests using the microcrustacean Daphnia similis; phytotoxicity with Lactuca sativa and
environmental genotoxicity with Allium cepa were performed. The fermentation was conducted
for 7 days, and the contents of acetone, butanol and ethanol were determined by gas
chromatography and organic acids by HPLC at the beginning and end of the test. AF stillage in
soil reached 30% biodegradation efficiency after 13 days. There were no statistically significant
differences with the addition of commercial inoculum. AF stillage presented high acute toxicity
for D. similis, with CE(50) = 9.10%; however, the solubilized tests showed that the toxicity was
removed after the soil biodegradation process. The relative growth of L. sativa was
compromised with increasing AF stillage concentration, and germination was inhibited at 50%.
Although AF stillage did not induce genotoxic and mutagenic effects in A. cepa, the cytotoxicity
of the sample evaluated by the mitotic index was dose dependent. The most concentrated
samples (12 and 20%) presented statistically significant results, interfering with the cytostatic
potential of A.cepa cells, leading to a decrease in mitotic indexes and, consequently, a decrease
in germination and root growth indexes. The toxicological tests, allow to infer that the disposal
of AF stillage should not occur in water supply, as it may compromise aquatic organisms; and
for safe use as agricultural fertilizer, it is indicated that such waste passes through treatment
such as biodegradation to reduce its toxicity. In the anaerobic fermentation tests, acetone and
butanol were not detected. There was an ethanol production of 2.32 and 1.10 g/L in the tests
containing SCM supplemented with molasses and SCM supplemented with molasses and
stillage, respectively. In the tests containing SCM supplemented with only stillage, there was
not ethanol production. The supplementation with molasses favored the production of lactic
acid by the mixed culture, while the production of butyric acid was favored by the presence of
stillage, reaching values of up to 31.8 and 13.9 g/L, respectively.

Keywords: Biodegradation. Vinasse. Stillage. Anaerobic fermentation. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

O principal efluente da fermentacéo etandlica é a vinhaca, gerada anualmente no Brasil
na propor¢do de 10 litros de vinhaca por litro de etanol produzido. E uma das grandes
preocupacfes da industria sucro-alcooleira e sua aplicagdo como fertilizante em campos
agricolas é amplamente utilizada. Contudo, essa operacao a longo prazo pode afetar a qualidade
do solo e contaminar as aguas superficiais e subterraneas. Assim, outras aplicacdes tem sido
propostas para o reaproveitamento deste residuo agroindustrial; e uma das alternativas é sua
biodigestdo mediante fermentacdo visando a geracao de subprodutos.

A fermentacdo ABE é realizada por bactérias anaerdbias do género Clostridium, que
convertem acucares em solventes gerando acetona, butanol e etanol. Com a busca por
biocombustiveis como o butanol, este tipo de fermentacdo tem sido objeto de interesse pelo
setor industrial. A utilizacdo da vinhaca etandlica como substrato pode diminuir os custos de
producdo, uma vez que recicla esse residuo ambiental. No entanto, para cada litro de butanol
produzido sdo gerados cerca de 80 litros de agua residuaria. Uma eventual producédo de butanol
em escala anual de bilhGes de litros se tornard um grande problema ambiental.

Assim, o residuo da fermentagdo anaerobia da vinhaca para obtengédo de subprodutos é
0 principal objeto de estudo deste trabalho, sendo denominado “vinhaca da fermentagdo
anaerobia” (Vinhaca FA). E necessério discutir solucdes para o descarte da vinhaca FA,
avaliando sua biodegradabilidade, bem como sua toxicidade tanto em ambiente aquatico como

no solo, para que ndo acarrete danos ambientais.



Substancias toxicas se acumulam no meio, comprometendo a fauna e a flora, e os seres
humanos podem ser afetados por meio da transferéncia dos contaminantes pela cadeia trofica
ou pela agua de abastecimento. Na biorremediacao, que é um processo bioldgico de tratamento
amplamente utilizado, os microrganismos utilizam as substancias xenobidticas como alimento
para seu desenvolvimento e assim degradam contaminantes ambientais. A diversidade
microbiana do solo exerce um papel muito importante nos processos de biodegradacdo de
rejeitos industriais.

A interacdo entre diferentes métodos de avaliacdo de potenciais toxicos e genotoxicos
fornecem uma visdo mais global e abrangente sobre o efeito de um agente quimico. Os
contaminantes, antes e ap0s passarem por processos de biorremediacéo, podem ser avaliados
mediante ensaios de ecotoxicidade, que levam em consideracdo o resultado do sinergismo de
substancias presentes em determinado meio sobre 0s organismos. Ensaios ecotoxicologicos
com organismos padronizados sdo amplamente empregados para estimar o efeito toxico de
determinados compostos, dando subsidios para avaliacdes de riscos aos diferentes tipos de
ambientes. Para 0 ambiente aquético, destaca-se a utilizacdo de microcrustaceos do género
Daphnia spp para avaliagdo de toxicidade aguda. Ensaios utilizando plantas superiores como a
alface (Lactuca sativa) tém sido utilizados em estudos sobre a fitotoxicidade de aguas e
sedimentos contaminados. Ainda dentre as plantas superiores, a cebola (Allium cepa) é
rotineiramente utilizada para avaliar contamina¢Ges ambientais e os mecanismos de acdo de
compostos quimicos através da avaliacdo de efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos.

Desse modo, o presente trabalho foi desenvolvido em duas etapas. Na Etapa | avaliou-
se a vinhaca FA proveniente do trabalho de Santos (2015). Foram realizados ensaios fisico-
quimicos, microbioldgicos, ecotoxicoldgicos e de biodegradabilidade. Estes resultados foram
organizados na forma de dois artigos cientificos. Na Etapa Il efetuou-se a fermentacdo ABE
com cultura mista para geracdo de vinhaca FA. A quantificacdo dos subprodutos da
fermentacao, bem como os resultados das analises deste segundo residuo obtido no Laboratério
de Toxicidade de Aguas do Depto. de Bioquimica e Microbiologia da Unesp/ Rio Claro-SP

estdo descritos na tese.



2 OBJETIVOS

2.1 caracterizar as propriedades fisico-quimicas, microbioldgicas, ecotoxicoldgicas e
biodegradabilidade do residuo produzido a partir da fermentacdo acetona-butanol-etanol
(ABE), denominado “Vinhaga da Fermentacdo Anaerébia” (Vinhaga FA-FEAGRI), a fim
de contribuir com a tomada de decisdes referentes a disposicao final desse residuo.

2.2 realizar fermentacdo ABE utilizando in6culo proveniente de estacdo de tratamento de
bovinocultura de leite, em meio de cultura sintético suplementado com vinhaca e melago
objetivando a producdo de acetona, butanol, etanol e acidos organicos. Caracterizar as

propriedades fisico-quimicas deste residuo pds-fermentacéo (Vinhaca FA-UNESP).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Vinhaca da fermentacao etandlica

Segundo Mariano e Maciel Filho (2012) a industria de bioetanol no Brasil gera
aproximadamente 10 litros de vinhaca por litro de etanol produzido a partir da cana-de-agucar.
Consequentemente, a producdo anual de etanol de cerca de 30,5 bilhdes de litros (safra
2015/2016) e acompanhada por cerca de 305 bilhdes de litros de vinhaca, que é aplicada
diretamente nos cultivares de cana-de-acucar (CONAB, 2016). Vinhaca, também conhecida
como vinhoto ou restilo, é caracterizada como um efluente liquido de destilaria que possui alto

poder poluente e valor fertilizante a ser considerado. Devido a sua composi¢ao rica em matéria
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organica e inorganica, é cerca de cem vezes mais poluente que o esgoto doméstico (LELIS
NETO, 2008).

A vinhaca originada da fermentacdo etanolica € um liquido castanho claro que consiste
de agua (93%), solidos organicos e minerais (7%), dentre os quais 75% sdo compostos por
matéria organica e 25% de fragdo mineral (LUDOVICE, 1997). Sua composi¢do quimica é
variavel, dependendo, entre outros fatores, das caracteristicas da cana-de-agucar e dos processos
de fermentacdo e de destilacdo empregados. Em geral, a vinhaca apresenta turvacao elevada e
pH baixo, matéria organica (principalmente glicerol, uma fonte de carbono solvel), potassio,
calcio e quantidades moderadas de nitrogénio e fésforo (FERRAZ et al., 1986; RODELLA et
al., 1983; TAUK, 1987; GOMEZ; RODRIGUEZ, 2000 apud MARIANO et al., 2009).

No Brasil, durante muito tempo a vinhaca era descartada diretamente nos rios, poluindo-
0s. Apos a limitacdo de seu descarte a vinhaga passou a ser utilizada como fertilizante em
campos agricolas, em um processo chamado fertirrigacdo. A fertirrigacdo em quantidades
racionais apresenta efeitos positivos sobre a produtividade agricola, atuando como um
substituto parcial ou total dos fertilizantes minerais, principalmente potassio, minimizando a
poluicdo dos rios e mananciais. A proposta de fertirrigacdo foi a opcdo mais favoravel ao
ambiente que a disposi¢do que fora utilizada em tempos passados, que ocorria em rios nas
proximidades das usinas. Esta opcao teve boa aceitacao por parte das destilarias devido a sua
simplicidade técnica e vantagens econémicas (CABELLO et al., 2009; CORAZZA, 1999).

Segundo Fuess e Garcia (2014), evidéncias da literatura cientifica indicam que o
principal obstaculo para utilizacdo da vinhaga in natura na fertirrigacdo incluem riscos de
salinizacdo do solo, obstrucdo dos poros, reducdo da atividade microbiana, esgotamento
significativo das concentracdes de oxigénio dissolvido em corpos d'dgua, contaminacdo por
nitratos e eutrofizacdo, desestabilizacdo da estrutura do solo devido as altas concentragdes de
potéssio e sodio, e ainda, possivel acidificacdo do solo e recursos hidricos devido ao baixo pH
da vinhaca, além da possivel presenca de metais pesados. Os autores concluem que embora
alguns estudos relatem beneficios da fertirrigagdo, o tratamento da vinhaga é necessario para
que este processo seja considerado ambientalmente adequado. Quando aplicada em altas doses,
a vinhacga pode comprometer a qualidade da cana-de-agUcar e até mesmo poluir o lencol freatico
(SILVA et al., 2007).

De acordo com Freire e Cortez (2000) apud GOMES et al. (2011) a vinhaga pode
apresentar elevada Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Demanda Bioquimica de Oxigénio

(DBO), atingindo valores de até 210.000 mg L e 100.000 mg L-%, respectivamente. A vinhaga
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é fonte de potassio e traz beneficios para o solo (ARIENZO et al., 2009), quando aplicada em
concentragfes que nao excedem os limites impostos pela Norma Técnica P4.231 (CETESB,
2006), segundo a qual a aplicacdo s6 pode ser realizada se o teor de potassio disponivel no solo
for menor do que 5% da capacidade de troca de céations.

Uma pratica comum no passado era evaporar a vinhaca sob vacuo formando um
concentrado contendo cerca de 50% de sélidos, que era seco por pulverizacdo e, em seguida,
vertido para alimentagdo animal (JONES e WOODS, 1986). Vinhaca (também referida como
vinhaca total) é normalmente separada em uma fragdo sélida e uma fracdo liquida (vinhaca fina)
mediante centrifugacdo. A fracdo sélida é geralmente seca e misturada com a fracdo liquida
concentrada para produzir Dried Distiller Grains With Soluble (DDGS), que séo
comercializados como ragdo animal (KIM et al., 2008). Parte menor do volume da vinhaga fina
é reciclada como agua de processo ou enviada para estacfes de tratamento de efluentes.
Recentemente, devido a quantidade de vinhaca gerada pelas usinas de producdo de etanol, e o
baixo preco de DDGS, os pesquisadores tem estudado o uso da vinhaca ou DDGS como
substrato para a producdo de biocombustiveis (EZEJI e BLASCHEK, 2008; DAVIS et al.,
2005). Nestes processos, 0 pré-tratamento fisico-quimico e a hidrolise enziméatica dos DDGS
s80 necessarios, uma vez que os carboidratos presentes na fracdo sélida da vinhaca sao
principalmente fibras ndo fermentesciveis que necessitam ser transformadas em acgucares para
a producdo de biocombustiveis. Diferentemente da fracdo sélida da vinhaca e DDGS, a vinhaca
fina em si ndo tem sido amplamente considerada como um substrato para a producdo de
biocombustiveis, devido a sua baixa concentracdo de carboidratos e sua composi¢do quimica
complexa (GONZALEZ et al., 2010).

Apesar de o Brasil encontrar-se numa posic¢ao vantajosa, principalmente quando se fala
de etanol da cana-de-acUcar, é necessario que o pais consolide sua posi¢do no mercado mundial
de energia de forma sustentavel, considerando questdes de natureza ambiental, econdmica e
social (SANTOS et al., 2011). Segundo Mello et al. (2007) o Brasil devera manter a posi¢do de
lideranca na producéo de etanol, em razéo das caracteristicas naturais de seu territorio, da larga
experiéncia agricola e industrial no setor sucroalcooleiro e do recente desenvolvimento da
agroindustria do biodiesel.

A expansdo dos biocombustiveis no Brasil traz grandes desafios e oportunidades
ambientais, principalmente sobre uma das principais fontes poluentes das usinas, a vinhaca.
Como hé limites para a utilizacdo da vinhaca na fertirrigacdo, uma das alternativas € a sua

biodigestdo mediante fermentacdo anaerobia.



3.2 Fermentacdo Acetona-Butanol-Etanol (ABE)

Um dos processos microbioldgicos mais antigos para a producdo comercial de solventes
é a fermentacdo Acetona-Butanol-Etanol (ABE). A producdo de butanol por microrganismos
foi descoberta por Pasteur em 1861. Acetona, butanol e etanol séo os principais produtos desta
fermentacao bacteriana anaerdbia, conhecida por fermentacdo ABE (LINDEN et al., 1985). A
fermentagdo ABE é um processo industrial que utiliza bactérias do género Clostridium para
converter agucares em solventes. A fermentacdo ocorre em duas etapas: a primeira, chamada
de fase acidogénica, € uma fase de crescimento em que os acidos acético e butirico sdo
produzidos rapidamente, fazendo com que o pH do meio diminua. A segunda fase, também
chamada solventogénica, é caracterizada pela reassimilagdo dos acidos para producdo de
solventes. A fermentagéo também produz didxido de carbono e hidrogénio (GREEN, 2011). A
Figura 1 ilustra a rota metabolica de Clostridium acetobutylicum, onde a bactéria sintetiza

acidos a partir da glicose, que sdo reassimilados para producédo de acetona, butanol e etanol.

Figura 1 — Rotas bioquimicas do metabolismo da glicose por Clostridium acetobutylicum

Glicose

2ATP '/1\‘ 4a1)
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2 o, co:
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3-Hidroxibutiril-CoA Butiraldeido 2 (H)
1H:0 \1 V\Z(H)
Crotonil-CoA Butanol

ATP
\ | —am
Butirato Butiril-P +— Butiril-CoA

Fonte: Santos (2015)

Os maiores desafios tecnologicos para a fermentacdo ABE estdo relacionados com o
baixo rendimento de butanol e a inibi¢do pelo produto durante a fermentacdo. A fermentacao

ABE dura em média de 36 a 72 horas, quando cerca de 15 a 20 g/L de solventes na propor¢édo
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habitual 3:6:1 sdo acumulados dependendo da cultura e das matérias-primas utilizadas. O
butanol é altamente toxico para as bactérias que catalisam sua producdo, limitando-se a que 13
g/L de butanol seja produzido durante uma fermentacdo em batelada. Comparativamente, na
fermentacdo para producdo de etanol, as células de levedura toleram concentracdes
aproximadamente dez vezes maiores. Considerando-se a toxicidade do butanol para a cultura
bacteriana as concentracdes de substrato limitam-se a 60 g/L (MARIANO e MACIEL FILHO,
2012).

A toxicidade do butanol levou ao desenvolvimento de processos de recuperagdo dos
solventes produzidos de maneira integrada a fermentacdo. Desse modo, a recuperacdo
simultanea reduz o efeito de inibicdo pelo produto e permite aumento na concentracdo de
substrato, que resulta na melhoria da produtividade e minimizacdo da geracdo de efluentes.
Vérias técnicas vém sendo estudadas nas Ultimas trés décadas objetivando a recuperagéo
simultanea de butanol do caldo de fermentagdo, mantendo sua concentragdo no biorreator
abaixo do limiar de toxicidade. Foram relatados processos como adsorcdo, dessorcdo (gas
stripping), liquidos idnicos, extracao liquido-liquido, pervaporacao, separacdo aquosa de duas
fases, extracdo supercritica e perstracdo (EZEJI et al., 2007; QURESHI E EZEJI, 2008), no
entanto ainda ndo existe um consenso sobre qual é mais eficiente e vidvel economicamente.
Além disso, linhagens de bactérias geneticamente modificadas sdo capazes de tolerar

concentracdes mais elevadas de butanol.

A recuperac¢do do butanol envolve a remocao conjunta da acetona, do etanol e da agua,
seguida da separacdo do butanol. Em instalacfes comerciais de fermentacdo do butanol, a
separacgdo dos subprodutos é realizada em uma série de cinco colunas de destilacdo, sendo as
duas altimas responsaveis pela separacdo do butanol da agua. A &gua residuaria da destilacéo
para obtencdo do butanol contém acido acético e butirico, células, proteinas e solidos nédo
fermentesciveis (MARIANO et al., 2011).

Devido ao crescente interesse de alguns setores industriais em empregar bio-solventes
nos seus processos, somado as caracteristicas atrativas do butanol como um biocombustivel,
existe uma tentativa de retomar a producédo, sendo que algumas fabricas ja estdo operando na
China e Brasil (GREEN, 2011). O butanol apresenta algumas vantagens com relagéo ao etanol.
Seu conteudo de energia é 30% maior do gque o etanol, portanto mais préximo da gasolina; sua
baixa pressdao de vapor facilita sua aplicacdo em canais de abastecimento de gasolina ja

existentes; € menos inflamavel e pode ser misturado a gasolina em qualquer proporgé&o.
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No entanto, segundo Mariano e Maciel Filho (2012), sdo gerados cerca de 80 litros de
agua residuaria para cada litro de butanol produzido, o que acrescenta uma grande preocupacao
quanto a correta disposi¢do desse residuo no ambiente. Considerando a viabilidade econdmica
da producdo de butanol devido o alto gasto energético, as pesquisas atuais tem como meta
aumentar a producdo de butanol para no minimo 36 g/L. Além disso, devido a presenca de
concentracdes de butanol na agua residuéria gerada, pode-se alcancar reducédo de até 60% na
geragdo deste efluente se a meta minima de concentragcdo de butanol na fermentacdo for
alcancada.

Segundo BRITO (2015), os substratos mais utilizadas para a producgéo de butanol em
escala industrial sdo o milho, o melaco e o permeado de soro (subproduto da industria de
laticineos); no entanto, apresentam custo elevado. Os clostrideos estdo bem adaptados a
utilizacdo de &gucares derivados de material celuldsico, incluindo pentoses. Assim, uma boa
oportunidade para reducao de custos no processo é a utilizacdo de fontes mais econdmicas de
matéria-prima, como residuos agroindustriais, tais como o bagaco de cana-de-acucar (GREEN,
2011).

Solucdes para a vinhaca gerada durante a producdo de etanol a partir de material
lignocelulésico foram discutidas por Wilkie et al., (2000) que apoiou a digestdo anaerobia da
vinhaca seguida de fertirrigacdo. Corazza (1999) descreveu tecnologia alternativa onde a
vinhaga pode ser reciclada no processo de fermentacdo, tratada em reatores anaerdbios, ou
empregada na producédo de levedura, racdo animal e até mesmo utilizadas na construcao civil.
Cabello et al., (2009) avaliaram o desempenho de um reator anaerdbio de leito fluidizado
(RALF) contendo biomassa imobilizada no tratamento de vinhaga proveniente da usina de
acucar e alcool. O tratamento mostrou-se eficiente, medido em termos de diminuicdo da carga
de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO mg/L™') da vinhaca utilizada, sob condigGes
mesofilicas. O in6culo utilizado foi lodo anaerébio proveniente de um reator anaerdbio de
tratamento de aguas residuérias. A eficiéncia maxima na operacdo foi de 57,1%,
correspondendo a um tempo de operacéo de 14 dias, carga organica da vinhaca de 19,5 kg DQO
m- dia® e tempo de retencéo hidraulica de um dia.

O glicerol é um subproduto da fermentacdo de etanol e a sua concentragdo na vinhacga
fina varia de 5,1 a 24,6 g/L (DOWD et al., 1994; GONZALEZ et al., 2010; KIM et al., 2008).
C. pasteurianum DSM 525 é capaz de produzir butanol utilizando glicerol como Unica fonte de
carbono e energia (BIEBL, 2001). Outros compostos organicos presentes na vinhaca fina sao

0s acidos latico e acético, que sdo produzidos principalmente por contaminagdo bacteriana no
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processo de fermentacdo do etanol (SKINNER; LEATHERS, 2004). Ahn et al., (2011)
investigaram a fermentacdo para producdo de butanol por Clostridium pasteurianum DSM 525,
utilizando vinhaga contendo glicerol como substrato. Os autores verificaram que a bactéria
produziu de 6,2 a 7,2 g/L de butanol, utilizando o glicerol presente na vinhaga como a principal
fonte de carbono. O acido lactico na vinhaca atuou como agente de tamponamento, mantendo
0 pH do meio no intervalo de 5,7 a 6,1. Os resultados encontrados no trabalho demonstraram a
viabilidade econdmica da producdo de butanol utilizando vinhaga como substrato, com
potencial para proporcionar todos 0s nutrientes necessarios para a fermentacéo.

No entanto, uma eventual producdo de butanol em escala anual de bilhdes de litros faz
com que grande quantidade de dgua residuaria seja gerada, 0 que se tornara um grande problema
ambiental, especialmente em paises como o Brasil, onde a disposicdo de vinhaga para

fertirrigacdo é controversa, mas largamente utilizada pelas usinas de etanol.

3.3 Avaliacédo de toxicidade e genotoxicidade de efluentes

Segundo Herkovits et al. (1997) a crescente degradacdo do ambiente aquatico por
contaminantes produzidos pela atividade humana tem motivado esforgos em avaliar os efeitos
dos poluentes em diversos sistemas bioldgicos. Os seres vivos estdo expostos a acdo de
numerosos agentes potencialmente toxicos, que podem ser de natureza fisica, quimica ou
bioldgica. A acdo conjunta desses agentes pode provocar nos organismos, efeitos fisioldgicos,
bioguimicos, patoldgicos e, em alguns casos, genéticos (ARNAIZ, 1995).

De acordo com a Organization for Economic Cooperation and Development (OECD,
1994) as substancias toxicas persistem e se acumulam no meio, comprometendo a fauna e a
flora. A espécie humana pode ser afetada por meio da transferéncia dos contaminantes pela
cadeia tréfica ou pela agua de abastecimento. Os efluentes industriais normalmente contem
misturas complexas de compostos quimicos, que podem tornar-se perigosos para a saude
humana pela inducédo de alteracbes genéticas (DEWHURST et al., 2002).

Atualmente, sabe-se que diversas descargas industriais contem muitas substancias que
podem néo apresentar efeito agudo, mas que sdo capazes de comprometer em longo prazo, a
sobrevida de um organismo, por promover danos ao material genético de suas células somaticas
e germinativas. Tais danos tém sido relacionados a desordens genéticas hereditarias e ao cancer
(MORAES e JORDAO, 2002).
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Os residuos ou lodos produzidos pelas atividades industriais, contendo misturas
complexas de compostos quimicos desconhecidos, quando dispostos em aterros inadequados
podem causar riscos a saude, sendo essencial o tratamento dos residuos antes de sua disposi¢do
final.

A interacdo entre diferentes métodos de avaliacdo de potenciais toxicos e genotoxicos
fornecem uma visdo mais global e abrangente sobre o efeito de um agente quimico. Os testes
toxicoldgicos e geneticos fornecem dados compreensiveis sobre os efeitos prejudiciais em
organismos teste, além de permitir a avaliacdo dos efeitos combinados de substancias toxicas e
mutagénicas sobre os organismos (FISKESJO, 1988; LEME e MARIN-MORALES, 2009). Os
testes de toxicidade estabelecem limites de concentracdo ou quantidade de substancias quimicas
aceitaveis no ambiente, por meio de estudos sobre os efeitos tdxicos dessas substancias nos
organismos e nos ecossistemas. Desta forma, testes de toxicidade representam uma ferramenta
para avaliacGes dos efeitos de agentes toxicos sobre organismos vivos, fundamentando-se no
principio da resposta dos organismos ser proporcional a dose do tdxico a que foram submetidos
(JARDIM, 2004; MOZETO e ZAGATTO, 2006). Deve-se considerar que o efeito toxico sobre
os sistemas bioldgicos é exercido pela acdo combinada de todas as substancias nocivas
presentes no meio, incluindo aquelas que ndo sdo toxicas por si mesmas, mas que afetam as
propriedades fisico-quimicas do sistema e consequentemente as condi¢fes de vida dos
organismos (RONCO et al., 2004).

Os efeitos de agentes toxicos sobre espécies aquaticas podem ser avaliados mediante
ensaios de toxicidade aguda, que sdo caracterizados por estimar a concentracédo do agente toxico
capaz de produzir uma resposta mensuravel em um organismo-teste, em um periodo de tempo
relativamente curto de seu ciclo de vida, geralmente de 24 a 96 horas. Normalmente, a resposta
é medida em termos de letalidade ou imobilidade, sendo os resultados expressos como CES50,
que é a concentracdo da amostra que causa efeito agudo a 50% dos organismos, em determinado
periodo de exposicdo, nas condi¢bes de ensaio (COSTA, 2008). Desse modo, destaca-se a
utilizacdo de microcrustaceos planctonicos do género Daphnia spp, devido as condicbes de
cultivo em laboratérios e sua homogeneidade populacional conferida pela sua reproducao
partenogenética (NOUR et al., 2014).

O emprego de bioensaios com plantas representa uma ferramenta importante para
avaliar a toxicidade e genotoxicidade do material solubilizado dos residuos (SAURABH
CHANDRA et al., 2005). Ensaios utilizando plantas superiores tém sido utilizados em estudos
sobre a fitotoxicidade de aguas e de sedimentos contaminados (FERNANDES et al., 2007;
CZERNIAWSKA-KUSZA; KUSZA, 2011). Dentre elas, destacam-se a alface (Lactuca sativa)
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amplamente utilizada em testes de fitotoxicidade (DING et al.,, 2009). Devido a sua
sensibilidade e amplo cultivo no mundo todo, além da ampla variedade de pardmetros de
toxicidade que podem ser avaliados, como taxa de germinacdo e alongamento das raizes
(ZALTAUSKAITE; CYPAITE, 2008) essa espécie é recomendada por agéncias internacionais
para ensaios de fitotoxicidade. Segundo Silva (2012), testes com alongamento de raiz de
sementes foi padronizado e validado pelo Canada e Estados Unidos (USEPA, 1996), sendo
utilizado por diversos 6rgdos de protecdo ambiental, como por exemplo, a USEPA (United
States Environmental Protection Agency) e a CETESB (Companhia Ambiental do Estado de
Sdo Paulo) no Setor de Qualidade do Solo, como uma das ferramentas para complementar a
avaliacdo fisico-quimica das aguas residuérias e dos residuos que serdo dispostos em solo.
Ainda dentre as plantas superiores, a cebola (Allium cepa) é rotineiramente utilizada
para avaliar contaminacGes ambientais e 0s mecanismos de acdo de compostos quimicos
mediante avaliacdo de efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos. Esse organismo teste é
usado para esse fim devido ao rapido crescimento de suas raizes, ao grande namero de células
em divisdo, a alta tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo, a disponibilidade durante o ano
todo, ao facil manuseio e por possuir poucos e longos cromossomos, o que os tornam facilmente
reconhecidos apds coloracio (CARITA, 2010; LEME; MARIN-MORALES, 2009). A
frequéncia de aberracdes cromossémicas (AC) e de micronlcleos (MN) em células
meristematicas de A. cepa possibilita a determinacdo dos mecanismos de acdo de diversos
compostos genotoxicos e mutagénicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO,
FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011), além do impacto provocado sobre ambientes
aquaticos (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009;
LEME, ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008) e sobre o solo (SOUZA et al., 2009; 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Meios de cultura e solucdes

Os seguintes meios de cultura foram utilizados no presente trabalho:
- Meio Nutrient Agar (Difco®) para contagem de Bactérias Aerdbias/Facultativas;
- Meio Plate Count Agar (Difco®) para contagem de Bactérias Aerobias/Facultativas;
- Meio Sabouraud Dextrose Agar (Difco®) para contagem de Fungos e Leveduras;

- Meio para contagem de bactérias Anaerobias “Reinforced Clostridial Medium” (RCM),
adaptado de Ni, Wang e Sun (2012).
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O RCM foi preparado dissolvendo-se os ingredientes descritos na Tabela 1 em 900 mL
de &gua destilada. A glicose foi dissolvida em 100 mL de &gua destilada e esterilizada
separadamente. O meio foi esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121°C e 1 atm. A
solucdo de vitaminas da Tabela 2 foi esterilizada por filtracdo em membrana e adicionada apds
esterilizacdo do meio (1 mL/L de meio).

Acrescentou-se solucdo de actidiona (5 ppm) esterilizada em todos os meios para
contagem de bactérias e cloranfenicol (400 ppm) no preparo dos meios para contagem de fungos

e leveduras.

Tabela 1 - Composicao do Reinforced Clostridial Medium (RCM)

Componente Concentracéo (g/L)
Peptona 10,0
Extrato de carne 10,0
Extrato de levedura 3,0
Glicose 30,0
Amido soluvel 1,0
Cloreto de sddio 5,0
L-cisteina 0,5
Fosfato monobaésico de potéssio 1,0
Fosfato dibasico de potassio 1,0
Acetato de amdnio 1,1
Sulfato de aménio 2,0
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,02
Sulfato de magnésio 0,2
Sulfato de ferro heptahidratado 0,05
Agar 15,0

Tabela 2 - Solu¢do de vitaminas do Reinforced Clostridial Medium (RCM)

Vitamina Massa ()
Acido p-aminobenzoico 0,1
Biotina 0,04
Acido nicotinico 0,1
Piridoxina 0,2
Riboflavina 0,1
Tiamina 0,1

Agua destilada g.s.p. 100 mL
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O meio de cultura sintético (MCS) utilizado nos ensaios de fermentacéo foi preparado
adicionando-se as solugfes descritas nas tabelas 3 a 7. Corrigiu-se o pH durante o ensaio
utilizando solugdo saturada de bicarbonato de sédio e NaOH 6M

Tabela 3 - Solucdo de micronutrientes utilizada no Meio de Cultura Sintético (MCS)

Componente Massa ()
MgS04.7H20 6
FeSO4.7H20 15
MnSO4 0,6

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Tabela 4 - Solucdo de macronutrientes utilizada no Meio de Cultura Sintético (MCS)

Componente Massa ()
KH2PO4 30
K2HPO4 30
C2H7NO- 33
(NH4)2SO4 75

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Tabela 5 - Solugdo de vitaminas utilizada no Meio de Cultura Sintético (MCS)

Vitamina Massa ()
Acido nicotinico (B3) 1
Piridoxina (B6) 2
Riboflavina (B2) 1
Tiamina (B1) 1
Acido p-aminobenzoico 0,1
Agua destilada q.s.p. 200 mL

A solugéo de vitaminas foi esterilizada por filtragdo em membrana.

Tabela 6 - Solugdo de agente redutor utilizada no Meio de Cultura Sintético (MCS)

L-cisteina 409
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Tabela 7 - Solugdo tampéo utilizada no Meio de Cultura Sintético (MCS)

NaHCOs3 90g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
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4.2 Residuos

Os residuos foram chamados, no presente trabalho, como “Vinhaca da Fermentagdo

Anaerédbia” (Vinhaca FA). Foram utilizadas duas vinhacas FA:

- Vinhaca FA (FEAGRI): obtida junto ao Laboratério de Saneamento da Faculdade de
Engenharia Agricola (FEAGRI/UNICAMP), proveniente da fermentagcdo acetona-butanol-
etanol (ABE), utilizando meio de cultura sintético suplementado com doses de vinhaca de

industria sucro-alcooleira, visando a producao de alcoois e acidos organicos (SANTOS, 2015);

- Vinhaca FA (UNESP): obtida realizando-se ensaios de fermentagdo anaerdbia no
Laboratorio de Toxicidade de Aguas, do Depto. de Bioquimica e Microbiologia da UNESP
campus de Rio Claro. Estes ensaios foram baseados no trabalho de Santos (2015), com

pequenas alteracdes.

4.2.1 Obtencéo da Vinhaga FA

4.2.1.1 Vinhaca FA (FEAGRI)

A Vinhaga FA (FEAGRI) foi produzida mediante ensaios de fermentagcdo anaerdbia
utilizando meio de cultura sintético suplementado com vinhaca e agtcar demerara (SANTOS
2015).

A vinhaga bruta utilizada foi proveniente da Usina S&o Martinho, localizada no
municipio de Pradopolis, SP, e foi armazenada em freezer a -15 °C. Antes do uso, a vinhaca foi
centrifugada a 6000 rpm por 5 minutos para separacdo de parte dos sélidos suspensos. A
digestdo anaerdbia foi realizada utilizando inoculo proveniente de um reator anaerdbio
compartimentado (03 camaras) de fluxos ascendente e descendente, localizado na estacédo de
tratamento de bovinocultura de leite do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do
Sul de Minas Gerais. Este in6culo passou por dois processos de pré-tratamento, objetivando o
favorecimento da prevaléncia dos microrganismos formadores de esporos (espécies
solventogénicas como Clostridium sp):

- Tratamento Térmico (TT): Uma aliquota de 300 mL do indculo, previamente peneirado em

peneira de nylon para remocao dos sélidos maiores, foi submetida ao aquecimento até ebulicdo
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por 30 minutos. Apdés a fervura, resfriou-se em banho de gelo e armazenou-se em refrigerador
a 5£2°C por 24 horas.

- Choque Acido/Térmico (AT): Uma aliquota de 300 mL do in6culo, previamente peneirado
em peneira de nylon, foi submetida ao aquecimento em banho-maria a 80°C por 30 minutos.
Em seguida, resfriou-se em banho de gelo e o pH foi corrigido para 3,0 com a adi¢do de HCI
0,1 M. O in6culo tratado foi armazenado em refrigerador a 5+2°C por 24 horas.

Para garantir as condi¢c6es de anaerobiose da fermentacdo, gas nitrogénio (N2 100%) foi
fluxionado no meio liquido e no headspace por 5 minutos. Nos ensaios de fermentacédo, a
vinhaca foi utilizada como meio de cultivo e o0 agtcar demerara como suplemento de fonte de
carbono. A vinhaga foi diluida na proporgéo 1:3 (v/v) em meio de cultura sintético (MCS). Os
ensaios realizados por Santos (2015), em regime de batelada utilizando-se dois tipos de
tratamento do in6culo, tiveram duracdo de 7 dias. Todo o residuo proveniente da fermentagédo

foi coletado e preparado para utilizacdo no presente trabalho, como descrito no item a seguir.

4.2.1.1.1 Preparacéo para utilizacdo da Vinhaga FA (FEAGRI)

Apds plagueamento para quantificacdo dos microrganismos, o residuo proveniente do
trabalho de Santos (2015) foi reunido em uma Unica amostra e centrifugado para remocao da
biomassa microbiana.

Em seguida, para que fossem eliminados os solventes eventualmente produzidos durante
a fermentacdo (acetona, butanol e etanol) o sobrenadante recuperado foi submetido a
rotaevaporacdo em Evaporador Rotativo Marconi (MA-120). Considerou-se a pressdo
necessaria (acima de -404 mmHg) para a evaporacao dos trés solventes em banho-maria com
temperatura entre 45 a 50°C. A seguir o residuo foi aquecido a 80°C por 15 minutos, para
garantir a evaporacao de alcoois e acidos volateis que pudessem ainda estar presentes. Dessa
forma, a Vinhaca FA (FEAGRI) consiste basicamente de um meio de cultura sintético
suplementado com vinhaca etandlica, apds o processo de fermentacdo anaerobia. Este residuo
é isento de biomassa bacteriana, solventes e acidos organicos volateis, consistindo em fragdo

inorganica e agucar residual.
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4.2.1.2 Vinhaca FA (UNESP)

A Vinhaca FA (UNESP) foi produzida no Laboratério de Toxicidade de Aguas do
Depto. de Bioguimica e Microbiologia da Unesp de Rio Claro. O ensaio de fermentagédo

anaerdbia foi baseado no trabalho de Santos (2015).

4.2.1.2.1 Vinhaca bruta

A vinhaca bruta usada nos ensaios de fermentacao anaerobia foi obtida na Usina Sao

Jodo, localizada no municipio de Araras, SP, e mantida congelada antes de sua utilizacéo.

4.2.1.2.2 Pré-tratamento do indculo

A fermentacdo anaerdbia foi realizada utiizando-se 0 mesmo inoculo do trabalho de
Santos (2015) para a obtencdo da Vinhaca FA (FEAGRI), ou seja, indculo proveniente de
estacdo de tratamento de bovinocultura de leite. Este indculo passou novamente pelo processo
de pré-tratamento Acido/Térmico (AT), objetivando selecionar 0s microrganismos
termorresistentes (espécies solventogénicas como Clostridium sp). Para isso, 300 mL do
indculo proveniente da Vinhaca FA (FEAGRI) foi aquecido em banho-maria a 80°C por 30
minutos. Em seguida, resfriou-se em banho de gelo e o pH foi corrigido para 3 com a adicéo de

HCI 0,1 M. O inéculo tratado foi armazenado em refrigerador a 5+2°C até 0 momento do uso.

4.2.1.2.3 Crescimento do in6culo

Adicionou-se 20 mL do in6culo pré-tratado a 180 mL de meio Reinforced Clostridial
Medium (RCM) estéril (Tabelas 1 e 2) ajustado a pH 6,8. Para garantir as condi¢des de
anaerobiose, gas nitrogénio (N2 ultrapuro) foi fluxionado no meio liquido e no headspace por 5
minutos. O frasco foi incubado a 35°C por cerca de 40 horas. Este processo foi repetido 3 vezes
descartando-se 0 sobrenadante e adicionando-se 180 mL de meio RCM estéril, para aumento
da biomassa bacteriana. Apos esse procedimento, o indculo foi armazenado em refrigerador a

5+2°C até 0 momento do uso.
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4.2.1.2.4 Adaptacao do indculo ao melaco e a vinhaca

Adicionou-se 15 mL do indculo ao Meio de Cultura Sintético (MCS) suplementado
com melaco e vinhaga bruta em concentracdes crescentes, conforme protocolo da Tabela 8. Os
frascos foram mantidos em condicdes de anaerobiose a 35°C por 24 horas em cada concentracéo
utilizada. A transferéncia do inoculo dos frascos de menor concentragdo para maior
concentracdo visou sua adaptacdo progressiva (Figura 2). Este processo foi repetido 4 vezes
descartando-se o sobrenadante e adicionando-se cerca de 285 mL de MCS estéril, para aumento
da biomassa bacteriana. Apds o procedimento de adaptacdo, o indculo foi armazenado em

refrigerador a 5+2°C até o momento do uso.

Tabela 8 - Protocolo do ensaio de adaptacdo do indculo ao Meio de Cultura Sintético (MCS)

suplementado com melaco e vinhaca bruta em concentracdes crescentes

Frascos

1 2 3 4 5
Melago (% de ART) 1,0 2,0 4,0 6,0 6,0
Micronutrientes (mL) 10 10 10 10 10
Macronutrientes (mL) 10 10 10 10 10
Extrato de levedura (g) 1 1 1 1 1
Vitaminas (mL) 2 2 2 2 2
Tampé&o (mL) 10 10 10 10 10
Agente redutor (mL) 0,75 075 0,75 0,75 0,75
Vinhaga bruta (mL) 50 50 100 150 200
In6culo (ML) 15 15 15 15 15

Volume total (mL) 300 300 300 300 300
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Figura 2 - Fluxograma do ensaio de adaptacdo do in6culo ao melacgo e a vinhaca

vy

i & s

Inéculo em meio
RCM

MCS suplementado com
melacgo e vinhaga

Fonte: Elaborado pelo autor

As concentracBes de acucar presentes no MCS foram calculadas a partir da

determinacéo dos acUcares redutores totais (ART) presentes no melaco e na vinhaca.

4.2.1.2.4.1 Determinacdo de acucares redutores totais (ART) presentes no melaco e na
vinhaca.

Para que fosse adicionada a quantidade desejada de acucar no ensaio de fermentacédo
para a producdo da Vinhaca FA (UNESP), determinou-se o teor de agUcares redutores totais
(ART) presentes no melago e na vinhaga bruta utilizados mediante 0 método do &cido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959). As amostras passaram por hidrolise &cida
para quantificacdo de acUcares ndo redutores, ou seja, conversdo da sacarose em agucares
redutores, glicose e frutose. A curva padrao foi obtida com solucdo de glicose (Img/mL), e 0s
calculos foram realizados a partir da equagéo: y = 2,455x — 0,062 (R? = 0,998). Os resultados

estdo expressos na Tabela 9.
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Tabela 9 — Teor de acucares redutores totais (ART) presentes nas amostras de melaco e vinhaca

bruta utilizados no ensaio de fermentagéo

Amostra ART (g/L)
Melaco 380,00
Vinhaga bruta 1,18

4.2.1.2.5 Ensaio de fermentacéo

Para a fermentacdo anaerdbia foram utilizados frascos de 500 mL adaptados para a
entrada e saida de gases, bem como para amostragem com seringa, como apresentado na Figura
3.

Figura 3 - Frasco reator com adaptacdo de dispositivo para entrada e saida de gases

Fonte: O autor

O ensaio de fermentagdo anaer6bia para a producdo da vinhaca FA (UNESP) foi
realizado utilizando o indculo adaptado ao melago e a vinhaga (frasco 5 da Figura 2). Meio de
cultura sintético (MCS) foi suplementado com melago e/ou vinhaga segundo o protocolo da
Tabela 10, onde as solucbes de melago foram utilizadas calculando-se a porcentagem de ART
presentes.
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Tabela 10 - Protocolo do ensaio de fermentacdo anaerdbia para obtencdo de vinhaca FA
(UNESP)

Ensaios
vinhaca +
vinhaga vinhaca melaco
C vinhaga C +melagp C +melago C 6%ART - moela(;o
A%ART 6%ART macro € O%ART
micro
nutrientes
Solucdo de melago (mL) 75 60 60 45 87 72 260 245
Micronutrientes (mL) 10 10 10 10 10 10 10 10
Macronutrientes (mL) 10 10 10 10 10 10 10 10
Extrato de levedura (g) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Vitaminas (mL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Tampdo (mL) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Agente redutor (mL) 0,75 0,75 075 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 075 0,75
Vinhaga bruta (mL) 200 200 192 192 200 200 200 200
Inéculo (mL) 15 15 15 15 15
Agua destilada (mL) 67 52 7 7 7 7
\olume total (mL) 300,75 300,75 300,75 300,75 300,75 300,75 300,75 300,75 300,75 300,75

C = controle

O pH inicial de cada amostra foi ajustado para 6,90 + 0,05 com solugdes NaOH e HCI
6M. Os frascos contendo as amostras foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm por 15
minutos. As solugGes de melago e vitaminas foram esterilizadas separadamente e adicionadas
apos esterilizacao dos frascos em autoclave. Apo6s adicdo do indculo, gas N2 foi fluxionado no
meio liquido e no headspace por 5 minutos para manter as condi¢cdes de anaerobiose dos
ensaios. Em seguida as amostras foram incubadas em shaker a 37°C e 60 rpm por 72 horas.
Apos esse periodo, foi cessada a agitacdo e 0 ensaio prosseguiu com as amostras incubadas a
37°C até o sétimo dia.

4.2.1.2.5.1 Quantificacdo de bactérias anaerdbias
A quantificagdo de bactérias anaerobias (inoculo) foi realizada no inicio e no final do

ensaio de fermentacdo, conforme procedimento descrito no item 4.3.2 (Analises

microbioldgicas).
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4.2.1.2.5.2 Densidade Optica

Para acompanhamento do crescimento do inoculo bacteriano, foram realizadas
amostragens em dias alternados. Centrifugou-se 10 mL das amostras com 10 mL de solucéo
NaCl (0,85%) durante 20 minutos a 8000 rpm. Descartou-se o sobrenadante e a biomassa foi
centrifugada novamente com 5 mL de solucdo NaCl (0,85%). O sobrenadante foi descartado e
a biomassa ressuspendida em 10 mL de agua destilada. A leitura da densidade éptica foi feita
em espectrofotdmetro a 540 nm, com as amostras diluidas em agua destilada. Os controles
utilizados foram as respectivas amostras do ensaio de fermentacdo, que passaram pelo mesmo

processo de centrifugacéo e ressuspensao dos sélidos dissolvidos.

4.2.1.2.5.3 Quantificacéo de solventes

A quantificacdo final dos solventes acetona, butanol e etanol eventualmente produzidos
durante o processo de fermentacao anaerdbia foi realizada mediante Cromatografia Gasosa. As
amostras foram pré-tratadas misturando-se uma aliquota de 4 mL de cada amostra a 0,5 mL de
uma solucdo saturada de Ba(OH)2 0,3 M e 0,5 mL de uma solugdo 5% de ZnSO4, centrifugando
a 6000 rpm por 10 min. Este tratamento foi utilizado por Sydney (2013) para retirada dos
solidos em suspensdo. O sobrenadante foi filtrado em membrana de acetato de celulose com
poro 0,2 pm.

Utilizou-se equipamento SHIMADZU® GC2014, equipado com detector de ionizagio
em chama (FID = Flame lonization Detector, 200°C), coluna RTX-5 (Restek) de dimensdes 30
m x 0,25 mm x 0,25 pum e nitrogénio como gas de arraste (1,19 mL/min; total 50mL/min;
pressdo 100 Kpa). Curvas de calibracdo foram obtidas utilizando-se padr6es com no minimo
99% de pureza (acetona e etanol, Synth®; 1-butanol, Exodo Cientifica®) nas concentracdes de
1.000 a 20.000 ppm. O volume de 1 pL de cada amostra foi injetado manualmente (modo de
injecdo Splitless) com temperatura do injetor de 200°C. Para as analises de acetona e butanol,
a temperatura inicial do forno foi de 80°C/1 min, com rampa de aquecimento de 30°C/min até
140°C por 3 minutos. O tempo de corrida foi de 6 minutos, e os tempos de retengédo foram de
2,020 e 2,379 minutos para acetona e butanol, respectivamente. Para anélise de etanol, a rampa
de aquecimento foi de 20°C/min ate 140°C por 3 minutos. O tempo de corrida foi de 4 minutos

e 0 tempo de retencédo foi de 2,042 minutos.
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4.2.1.2.5.4 Quantificacédo de acidos organicos

Realizou-se quantificagdo dos seguintes &cidos organicos produzidos ap0s 0 processo
de fermentacdo anaerdbia, mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE): acido
succinico, acido latico, &cido acético, acido isobutirico e 4&cido butirico. Utilizou-se
equipamento SHIMADZU®, equipado com bomba LC-10Ai, amostrador automatico Sil-10Ai,
forno CTO-20A, dois detectores ligados em série: um detector de ultravioleta, do modelo SDP-
10Ai e um detector por indice de refracdo RID-10A, aléem do controlador CBM-20A. Foi
utilizada coluna Rezex ROA® (300 mm x 7,8 mm; Phenomenex), e o software LC Solution
(SHIMADZU®) para andlise dos resultados.

Curvas de calibragdo foram obtidas utilizando-se padrdes com 99% de pureza (Sigma®).
Utilizou-se como fase mével H2SO4 (0,005M), sem gradiente de concentragdo, com fluxo de
0,5 mL/min. As condicGes operacionais foram: temperatura do forno de 43°C e comprimento
de onda do detector de 210 nm. As amostras foram pré-tratadas como descrito no item

4.2.1.2.5.3 e 0 volume de injecéo foi de 20 microlitros.

4.3 Ensaios com a Vinhaca FA (FEAGRI)

4.3.1 Andlises fisico-quimicas

Para a caracterizacdo da vinhaca FA (FEAGRI), bem como a vinhaca bruta utilizada no
processo de fermentacdo para obtencdo da Vinhaca FA (UNESP), as amostras foram
submetidas a andlises fisico-quimicas baseadas na Norma Técnica P4.231 (CETESB, 2006) e
também nos parametros exigidos pelo Decreto No. 8.468, de 8/9/1976, Governo do Estado de
Sd0 Paulo, Artigo 19-A para lancamento de efluentes em esgoto (SAO PAULO, 1976),

conforme descrito nas Tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 - Parametros fisico-quimicos analisados baseados na Norma Técnica P4.231

(CETESB, 2006)

Local: Laboratorio de Toxicidade de Aguas (UNESP/Rio Claro)

Parametro Meétodo Referéncia

Demanda Bioqu_l’mica de Qxigénio 5210 B APHA (1998)

Demanda Quimica de Oxigénio 5220 D

Nitrogénio Total Kjeldahl 928.08 AOAC (1995)

Oxigénio dissolvido (OD) 4500-0 G

Condutividade elétrica 2510 B APHA (1998)

Série de solidos 2540 B-E

Local: Laboratorio Externo

Sulfato 3030E; 6010 C  APHA (2012); USEPA (2007)
Sulfeto 4500-S2 D APHA (2012)

Manganés 3030E; 6010 C

Calcio 3030E; 6010 C

Magnésio 3030E; 6010 C APHA (2012); USEPA (2007)
Sodio 3030E; 6010 C

Potassio 3030E; 6010 C

Fosfato total 4500P APHA (2012)

Tabela 12 - Pardmetros fisico-quimicos analisados baseados no Artigo 19-A do Decreto No.

8.468 (SAO PAULO, 1976)

Local: Laboratorio de Toxicidade de Aguas (UNESP/Rio Claro)

Parametro Método Referéncia

pH 4500 B
Sélidos sedimentaveis 2540 F

APHA (2012)

Local: Laboratério Externo

Arsenllo_ 7062; 6010 C USEPA (1994:2007)
Mercurio 7470 A; 6010 C

Prata 3030 E; 6010 C

Selénio 3030 E: 6010 C APHA (2012); USEPA (2007)
Estanho 3030 E; 6010 C

Fluoretos 4500 F APHA (2012)

Sulfeto 4500-S2 D

Sulfato 3030 E; 6010 C APHA (2012); USEPA (2007)

4.3.2 Analises microbiologicas

- Contagem de bactérias aerobias/facultativas: as amostras foram plaqueadas mediante a técnica

“Pour Plate” em meio “Nutrient Agar”, e incubadas a 35x2°C por 48 horas;
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- Contagem de fungos e leveduras: as amostras foram plaqueadas mediante a técnica de

superficie em meio Sabouraud, e incubadas a 28+2°C por 5 dias;

- Contagem de bactérias anaerdbias: as amostras foram plaqueadas mediante a técnica “Pour
Plate” em meio para Anaerébios RCM (Tabela 1). A incubacéo foi realizada em jarra contendo

envelope gerador de anaerobiose Gaspak, a 35+2°C por 72 horas.

4.3.3 Avaliacéo de biodegradacéo em solo

Os ensaios de biodegradacdo foram realizados de acordo com OECD (2002), com
temperatura de incubacdo de 28°C, para avaliar a evolugdo da producdo de CO2 em solo
contendo o residuo em estudo. Utilizou-se respirdmetro de Bartha & Pramer (1965), que
consiste em um sistema fechado, com duas camaras interligadas, onde ocorrem a biodegradacéo

do residuo e a remogéo do COz produzido durante o processo (Figura 4).

Figura 4 - Respirometro de Bartha

Legenda:
A -Tampa da cinula (vedagdo
com papel "PARA-FILM")
B - Canula (O int. 1 a 2 mm)
75 mm com dispositivo para a introduglio
da seringa
C - Vedagdio com rolha de
borracha
D - Brago lateral (© = 40 mm;
H = 100 mm)
E - Solugdo d¢e KOH-02N
F - Solo/lodo/nutrientes (50
gramas em base seca)
G - Frasco “Erenmeyer” (250 mL)

50 mm

H - Vilvula
I - Camada suporte (13 de vidro
ou algodio)
J - Filtro de ascarita ou cal

sodada (¢ =15 mm ¢ H=40 mm)

Fonte: ABNT 1999

Este método considera que existe uma correlagcdo entre a producdo de CO2 e a
biodegradacédo da matéria organica (amostra) presente no solo. A eficiéncia da degradacéo da
amostra é determinada pela quantidade de CO> produzido, permitindo determinar o tempo de

estabilizacdo do residuo em diferentes taxas de aplicagéo.
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4.3.3.1 Solo utilizado no ensaio de respirometria

Solo argiloso foi coletado de acordo com a norma técnica L.6.245 da Cetesb (1984), de
camadas superficiais de locais ndo contaminados, nas coordenadas geogréaficas: Latitude -
22.39624915/Longitude -47.5431633, localizados no municipio de Rio Claro, no Estado de Sao
Paulo, Brasil. As Tabelas 13 e 14 mostram as caracteristicas fisico-quimicas do solo, analisadas
pelo Instituto Campineiro de Anélise de Solo e Adubo Ltda. (ICASA).

Tabela 13 - Caracteristicas fisicas do solo controle utilizado no ensaio de respirometria

Composi¢do granulométrica (%)
Areias Classe  Sub-classe
Grossa Fina Argila Limo
Solo 244 119 259 37,8 Argiloso Argiloso

Tabela 14 - Caracteristicas quimicas do solo controle, macro e micronutrientes

Macronutrientes (mmolc/dm?3) IFSA \Y Relacbes
K Ca Mg H'Al Al SB CTC % Ca/Mg Mg/K
Solo 49 43 15 34 1 63 97 649 286 3,06
Micronutrientes (mg/dm?®) pH MO  Pres
S Na Fe Mn Cu Zn B CaCl; g/dm® g/dm?
Soo 8 3 19 262 14 19 018 55 34 3,0
Determinagdes de: - P, K, Ca, Mg: Resina trocadora anionica + cationica; - Fe, Mn, Ca, Zn: Extrator
DTPA-TEA; - B: Extrator cloreto de bario 0,125%.

4.3.3.2 Ensaio de respirometria

Avaliou-se 3 concentracdes de Vinhaca FA (FEAGRI) no solo: 3; 6 e 12% na presenca
e auséncia de um inéculo comercial (VCTEC/ ByoAct), que reune um pool de microrganismos
isolados do solo. Os controles negativos consistiram em amostras contendo somente solo e solo
+ inbculo. Cada um dos tratamentos foi realizado em triplicata. A cada um dos frascos
respirométricos adicionou-se 50 g da mistura de solo + residuo + indculo. Ajustou-se o teor de
umidade das misturas, utilizando-se 60% da capacidade de campo. Os respirdmetros foram
incubados em estufa a 28+2°C.

Nos respirdmetros o CO2 gerado pela atividade microbiana em seu interior foi absorvido

pela solugdo de KOH (10 mL, 0,2 N) adicionada ao brago lateral do frasco. A reagdo do CO>
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com a solucdo de KOH no interior do respirdbmetro teve como resultado o consumo do KOH e

producdo estequiométrica do carbonato de potassio (K.COsz), como esquematizado na equagéo

(1):

2KOH+1CO2 - 1K:COz3+ 1H20 (1)

A geracdo de COz no sistema é consequéncia da biodegradagdo do carbono organico
presente na amostra. Entretanto, nem todo carbono biodegradado é diretamente convertido a
CO», sendo considerado que 50% do carbono biodegradado fica retido no solo, na forma de
himus e biomassa. Dessa forma a quantidade total de carbono biodegradado foi expressa pela

equacao (2):

Quantidade total de carbono biodegradado (umol) = 2 x CO2 produzido (umol) 2

A partir da determinacéo da quantidade de carbono biodegradado durante o periodo de

execucdo do ensaio, a eficiéncia da biodegradacdo (EB) foi calculada por meio da equacéo (3):

EB% = Quantidade total de carbono biodegradado (umol) x 100 (3)
Quantidade de carbono orgénico inicial no solo (umol)

No célculo da Eficiéncia de Biodegradacdo (EB) para cada amostra foi considerado

somente a geracdo acumulada de CO- devido ao residuo e ao residuo + indculo.

4.3.3.3 Andlise microbioldgica do ensaio de respirometria

Bactérias heterotrdficas e fungos foram quantificados nas amostras contidas nos
respirdbmetros no inicio e no final do ensaio, mediante plaqueamento em meio PCA contendo
actidiona (5 ppm) e meio Sabouraud contendo cloranfenicol (400 ppm), respectivamente. A
quantificacdo de bacterias foi realizada através da técnica “Pour Plate”, onde as placas foram
incubadas a 35 °C por 48 horas; e a quantificagdo de fungos e leveduras foi realizada pela
técnica de espalhamento em superficie (“Spread-Plate”), onde as placas foram incubadas a
28 °C por 5 dias. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/g

solo).



29

4.3.3.4 Ensaios de Toxicidade dos solubilizados

Solubilizados das amostras contidas nos respirdmetros foram realizados no inicio e no
final do ensaio, na concentracdo de 10% em agua destilada, deixada sob agitacdo em shaker por
30 minutos e em seguida decantando por 7 dias. O sobrenadante foi utilizado para ensaio de
toxicidade aguda em Daphnia similis, de acordo com NBR 12713 (ABNT, 2009).

4.3.4 Ensaios toxicoldgicos

4.3.4.1 Ensaios de toxicidade com Daphnia similis

Os ensaios de toxicidade aguda com o microcrustaceo D. similis foram realizados no
Laboratério de Toxicidade de Aguas do Depto. de Bioquimica e Microbiologia, segundo NBR
12713 (ABNT, 2009). Os ensaios consistiram em expor 5 organismos jovens (neonatos) entre
6 e 24 horas de idade em 10 mL de cada amostra, em diferentes concentracfes. Foram realizadas
4 réplicas. O controle foi realizado somente com agua de diluicdo. Os tubos de ensaio contendo
0s organismos foram mantidos no escuro, a 20°+2°C por 48 horas, sem alimentacao. A leitura

foi realizada verificando-se 0 nUmero de organismos moveis e imoveis.

4.3.4.2 Ensaio de Germinacao de sementes

Os ensaios foram conduzidos segundo OPPTS 850.4200: Seed Germination/Root
Elongation Toxicity Test (EPA, 1996), utilizando-se sementes de alface (Lactuca sativa), com
as seguintes caracteristicas:

- Alface Baba de verdo (manteiga);
- Marca: ISLA PAK;

- Lote: 32135-S2;

- 96% de germinacéo;

- Validade: 08/2016;

- Pureza: 99,8%.

Os parametros utilizados foram a presenca ou auséncia de germinagdo e comprimento
da raiz. A Figura 5 indica os pontos de referéncia para efetuar as medidas do comprimento da

raiz.
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Figura 5 - Indicacdo dos pontos de medicdo do comprimento da raiz de alface

Comprimento
: do radiculo

Fonte: University Center for Environmental Inquiry at Cornell (2009)

Os resultados foram analisados mediante calculos de acordo com as equacgdes 4, 5 e 6.

indice de Germinagcéo

IG = n°sementes germinadas amostra x comprimento medio raiz amostra X 100 4)
n°sementes germinadas controle x comprimento médio raiz controle

Germinacao relativa

GR(%) = n°sementes germinadas amostra X 100 (5)
n°sementes germinadas controle

Crescimento relativo

CR (%) = média do crescimento das raizes amostra X 100 (6)
média do crescimento das raizes controle

4.3.4.3 Ensaio de Mutagenicidade com Allium cepa

Ensaio de genotoxicidade ambiental foi realizado com sementes de cebola (A. cepa), de
acordo com metodologia descrita por Mazzeo et al. (2015). As sementes utilizadas foram
“Cebola Baia Periforme”, adquiridas de Isla® (Isla Sementes Ltda., Brazil), Lote 42011-S2
com 89% de germinagédo e pureza de 100%. O ensaio foi realizado em triplicata, com 50
sementes em cada placa, utilizando vinhaga FA nas concentragdes de 6; 12 e 20%. O controle

negativo foi realizado com &gua ultrapura e o controle positivo com um agente genotoxico
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conhecido, de acdo clastogénica, o0 metanosulfonato de metilo (MMS - Sigma-Aldrich - CAS:
66-27-3), na concentracdo de 10 mg/L. A exposi¢cdo das sementes as amostras foi realizada em
placas de Petri com papel de filtro, mantidas em incubadora a 22+2°C. Quando as raizes
atingiram cerca de 1,5 a 2,0 cm de comprimento (cerca de 120 h de exposicdo), as sementes
foram colhidas e fixadas em Carnoy | (3:1 - etanol/acido acético - v/v). As laminas foram
preparadas de acordo com Bianchi et al. (2011), em que as raizes fixas foram submetidas a
hidrélise acida com HCI (1 M), durante 10 min a 60°C, seguido por coloragdo com reagente de
Schiff, durante 2 h. Em seguida, as regides meristeméticas das raizes de A. cepa foram
seccionadas em laminas, contrastadas com carmim acético (2%), cobertas com laminula e
cuidadosamente esmagadas. As laminulas foram removidas em nitrogénio liquido e, apos
secagem, as laminas foram avaliadas em microscopio optico. Observou-se 6000 células por
tratamento. Os efeitos citotoxicos foram determinados pela frequéncia do indice Mitético (IM)
e pelo indice de Morte Celular (IMC). Os efeitos genotdxicos foram determinados por
aberracdes cromossomicas utilizando-se o indice de Alteracdes Cromossémicas (IAC);
enquanto os efeitos mutagénicos foram determinados pela ocorréncia de microntcleos (MN) e
quebras cromossdmicas (QC), através do indice de Mutagenicidade (IMt), segundo as equagoes
7,8,9¢ 10.

IM (%) = n° total de células em divisdo celular x 100 (7)
total de células observadas

IMC (%) = n°total de células em morte celular x 100 (8)
total de células observadas

IAC (%) = n°total de células alteradas x 100 9)
total de células observadas

IMt (%) = n°total de células com MN e QC x 100 (10)
total de células observadas

4.4 Andlises Estatisticas

4.4.1 Ensaio de respirometria para avaliacéo de biodegradacédo em solo
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O teste de Friedman (ZAR, 1999), que é um teste ndo-paramétrico, foi utilizado para
avaliar os resultados do ensaio de biodegradacao por respirometria, bem como a quantificagéo
de microrganismos. O nivel de significancia foi de 95%.

4.4.2 Ensaios de toxicidade aguda com D. similis

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda com D. similis foram calculados pelo
método Trimmed Spearman-Karber, utilizando o software Jspear (HAMILTON et al., 1977).

4.4.3 Ensaio de mutagenicidade com A. cepa

No ensaio de genotoxicidade ambiental com A. cepa utilizou-se o software Bioestat 5.0.
O teste estatistico paramétrico ANOVA foi utilizado para os dados que apresentaram
distribuicdo normal (indice mitético e germinacédo); enquanto o teste estatistico ndo paramétrico
Kruskall-Wallis foi utilizado para os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal (morte
celular, genotoxicidade e mutagenicidade).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Vinhaca FA (FEAGRI)
5.1.1 Andlise Microbiolégica
O residuo obtido junto ao Laboratério de Saneamento da Faculdade de Engenharia

Agricola (FEAGRI/UNICAMP) foi submetido ao ensaio microbioldgico para verificacdo da

presenca de microrganismos cujos resultados estdo registrados na Tabela 15.

Tabela 15 - Quantificacdo de bactérias e fungos presentes na vinhaca FA expresso em unidades

formadoras de colénias (UFC/mL)

UFC/mL
Bactérias aerdbias/ Bactérias anaerdbias  Fungos/leveduras
Amostra facultativas (108) (108)
AT 5,00 10,50 <1
TT 4,95 2,68 <1

AT: vinhaca FA gerada a partir de inoculo que passou por tratamento Acido-Térmico
TT: vinhaga FA gerada a partir de indculo que passou por tratamento Térmico

A quantificacdo de microrganismos na vinhaga FA mostrou que o tratamento &cido-
térmico do inoculo utilizado na fermentagdo foi mais eficiente para selecionar maior quantidade
de bactérias anaerobias (10,50 x 108 UFC/mL). Esse resultado esta de acordo com os dados de

Santos (2015), que obteve a maior producao de etanol utilizando este inoculo (3,42+0,38 g/L).
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A auséncia de fungos e leveduras é uma evidéncia de que a producéo de etanol foi conduzida

exclusivamente por fermentacéo bacteriana anaerobia.
5.2 Vinhaca FA (UNESP)
5.2.1 Ensaio de fermentacéo
5.2.1.1 Quantificagdo de solventes
Mediante as analises de solventes por cromatografia gasosa, ndo foram detectados
acetona e butanol em nenhum dos ensaios de fermentacao realizados. Na Figura 6 verifica-se a

producéo de etanol nos diferentes ensaios de fermentagdo anaerobia.

Figura 6 - Quantificacdo final de etanol (g/L) produzido durante os diferentes ensaios de

fermentacdo anaerdbia

2,5

2,0

1,5

Etanol (g/L)

1,0

0,5

0'0 ........ . . . . .
vinhaca vinhaga + vinhaga + vinhaga+ melaco 6%ART
melago 4%ART melago 6%ART melago 6%ART
-macro e micro
nutrientes

Fonte: Dados da pesquisa
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No ensaio contendo MCS suplementado apenas com vinhaca praticamente ndo houve
producdo de etanol (0,06 g/L). Santos (2015) obteve cerca de 1,21+0,03 g/L de etanol utilizando
0 mesmo MCS suplementado apenas com vinhaga (aproximadamente 17% do total do meio de
cultura), sendo que a vinhaca bruta utilizada tinha no méaximo 2,22 g/L de carboidratos totais.
No presente trabalho, utilizou-se porcentagem maior de vinhaca (cerca de 67% do total do meio
de cultura), e vinhaca bruta utilizada com 1,18 g/L de ART. Além da escassez de agUcares
presentes na vinhaga, essenciais para o crescimento microbiano, a presenca de maior quantidade
de vinhaga pareceu inibir o metabolismo bacteriano, evidenciado pelo menor crescimento
bacteriano no ensaio contendo somente vinhaca (Figura 8 e 9) e pela maior producéo de etanol
no ensaio contendo apenas melaco (2,32 g/L, Figura 6).

N&o observou-se producgéo de etanol nos ensaios contendo MCS suplementado com
vinhaca+melago(4%ART) e vinhagat+tmelago(6%ART) na auséncia de macro e
micronutrientes. Santos (2015) verificou producdo de cerca de 5,16 g/L de etanol utilizando
MCS suplementado com aproximadamente 67% de vinhaca, na auséncia de macro e
micronutrientes, utilizando aglcar demerara como fonte de carbono. Verificou-se 1,10 g/L de
etanol produzido no ensaio contendo vinhaga+melago(6%ART), quando macro e
micronutrientes estavam presentes.

Sydney et al. (2014) avaliaram a producdo de acidos graxos volateis e hidrogénio por
consadrcio microbiano originario de lagoa de estabilizacdo de bovinocultura de leite, utilizando
vinhaca e melago como fonte de nutrientes em ensaios de fermentacdo anaerdbia. Os autores
verificaram producdo de hidrogénio e acidos tais como acido lactico e acido butirico, no entanto
ndo observou-se producao de etanol.

Diversos fatores podem ter afetado a producdo de solventes pela cultura mista
bacteriana. O processo de fermentacdo ABE se inicia pela fase acidogénica, com crescimento
exponencial das bactérias e producdo de gas carbdnico, hidrogénio, acido acético (acetato) e
acido butirico (butirato), dentre outros. Desse modo, o pH do meio de cultura diminui devido a
producéo dos &cidos organicos atingindo valores em torno de 4,5. Quando a concentracéo de
acidos se torna suficientemente alta, o crescimento celular atinge a fase estacionaria e se inicia
a solventogénese, onde os &cidos passam a ser consumidos junto com a fonte de carbono
formando os solventes acetona, butanol e etanol ocorrendo aumento do pH do meio de cultura
devido a reassimilagéo dos acidos (JONES e WOODS, 1986).

Jones e Woods (1986) acreditavam que a transicdo da fase acidogénica para a
solventogénica estivesse relacionada ao pH. No entanto estudos mais recentes afirmam que essa

transicdo esta associada a concentracdo de acido butirico ndo dissociado e ndo ao pH (Visioli,
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2014). Stephens et al. (1985) verificaram transicdo para solventogénese em batelada mesmo
quando o pH foi mantido a 7,0 e altas concentracfes de butirato foram adicionadas ao meio.
Mudancas nas condi¢Ges ambientais (temperatura, auséncia temporaria de nutrientes, presenca
temporaria de compostos tdxicos) e operacionais (choques de carga organica ou hidraulica)
podem resultar no acumulo de acidos graxos volateis devido a limitagbes cinéticas ou

termodinamicas (Aquino e Chernicharo, 2005).

5.2.1.2 Quantificacao de acidos organicos

A Tabela 16 mostra os valores de acidos organicos produzidos (g/L), durante os

diferentes ensaios de fermentacdo anaerdbia, quantificados por CLAE.

Tabela 16 — Quantificacao final de acidos organicos (g/L) produzidos durante os diferentes

ensaios de fermentacdo anaerdbia

Acidos (g/L)
Ensaio Succinico Latico Acético Isobutirico Butirico
vinhaca 0,00 0,00 0,97 0,00 2,68
vinhaca + melago (4%ART) 3,16 9,18 0,08 0,56 13,52
vinhaca + melago (6%ART) 0,53 20,94 3,15 0,00 0,94
vinhaca + melago (6%ART) -macro e micro nutrientes 1,26 453 0,38 0,00 13,86
melaco (6%ART) 0,13 31,77 1,51 0,00 0,12

Em MCS suplementado apenas com vinhaca a producdo de acido butirico foi de 2,68
g/L. No ensaio contendo vinhaca + melaco (4%ART) ocorre produgdo simultanea de acido
butirico, acido latico e acido succinico (13,52; 9,18 e 3,16 g/L, respectivamente). Conforme o
aumento da porcentagem de ART dos ensaios, devido ao acréscimo de maiores quantidades de
melaco, verificou-se que a producdo de &cido butirico diminui e a producdo de acido latico
aumenta. No ensaio contendo vinhaga + melaco (6%ART) a producgdo de acido butirico cai e
observa-se maior producdo de &cidos latico e acético (20,94 e 3,15 g/L). A presenca de macro
e micronutrientes mostrou-se essencial para a produgéo de acido latico, uma vez que no ensaio
contendo vinhaga + melago (6%ART) na auséncia de macro e micro nutrientes verifica-se
diminuicdo na producdo desse &cido, sendo que &cido butirico volta a ser produzido.
Finalmente, no ensaio contendo apenas melaco (6%ART), ocorre a maior produgdo de cido
latico e praticamente ndo h& producdo de &cido butirico (31,77 e 0,12 g/L). Resultados

semelhantes foram encontrados no trabalho de Santos (2015), em que &cido latico foi o produto
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com maior concentracdo em MCS contendo sacarose e acido butirico o produto com maior
concentragdo em MCS contendo vinhaca (8,8 e 6,4 g/L, respectivamente). Estes resultados
indicam que provavelmente ocorrem mudancas na predominancia das espécies de bactérias
presentes no inoculo utilizado, de acordo com a composicdo do meio de cultura.

Com relacdo ao valor total dos &cidos organicos quantificados, a maior producédo
ocorreu no ensaio com MCS suplementado apenas com melaco (6%ART), seguido do ensaio
vinhacga + melago (4%ART) (33,53 e 26,49 g/L, respectivamente) (Figura 7).

Figura 7 - Quantificacdo final de acidos organicos (g/L) produzidos durante os diferentes

ensaios de fermentacdo anaerdbia
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Fonte: Dados da pesquisa

No entanto, de acordo com a Tabela 17, verificou-se maior rendimento total no ensaio
com MCS suplementado com vinhaga + melaco (4%ART), seguido do ensaio com melago
(6%ART) (56,7 e 55,9%, respectivamente). Apesar do ensaio somente com vinhaca ter
apresentado baixa producgéo de acidos, seu rendimento total foi de 54,3%, além de apresentar o
maior rendimento na producdo de acido acético (14,5%). Acido isobutirico teve producio
somente na amostra contendo vinhaca + melaco (4%ART) e apresentou baixo rendimento
(1,2%).
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Tabela 17 — Rendimento da producédo de acidos organicos durante os diferentes ensaios de

fermentacdo anaerdbia

Rendimento (%)

Ensaio Succinico Latico Acético Isobutirico Butirico Total
vinhaca 0,0 0,0 14,5 0,0 39,8 54,3
vinhaca + melaco (4%ART) 6,8 19,6 0,2 1,2 28,9 56,7
vinhaga + melaco (6%ART) 0,8 31,4 4,7 0,0 1,4 38,3
vinhaca + melago (6%ART) -macro e micro nutrientes 1,9 6,8 0,6 0,0 20,8 30,0
melaco 6%ART 0,2 52,9 2,5 0,0 0,2 55,9

5.2.1.3 Quantificacdo de bactérias anaerdbias

O crescimento, bem como a adaptacdo do inéculo bacteriano ao melaco e a

vinhaca descritos em 4.2.1.2.3 e 4.2.1.2.4 permitiram que os ensaios de fermentacdo tivessem

inicio com uma concentracgdo elevada de bactérias anaerdbias, na ordem de 108 UFC/mL,

conforme registrado na Figura 8.

Figura 8 - Resultados da quantificacdo de bactérias anaerdbias presentes no inicio e no final

do ensaio de fermentagdo, com duragdo de 7 dias, para producdo da vinhaca FA (UNESP),

expresso em unidades formadoras de coldnias (UFC/mL)
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Ao final dos ensaios, houve aumento da quantidade de microrganismos, exceto
no ensaio contendo vinhaga + melago (6%ART). A diminuicdo de bactérias neste ensaio pode
ser atribuida ao valor de pH verificado ao final da fermentacdo, acima de 6,5 (Figura 10). Em

geral, bactérias laticas sdo aciddfilas e seu crescimento diminui em valores de pH acima de 6.

5.2.1.4 Densidade dptica

A Figura 9 mostra os resultados do acompanhamento das medidas de densidade
Optica, realizadas a 540 nm, durante os ensaios de fermentacdo. O ponto maximo de
crescimento bacteriano ocorreu no 3° dia de fermentacdo, em todos 0s ensaios. ApoOs esse
periodo, encerra-se a fase exponencial de crescimento microbiano e tem inicio a fase
estacionéria e de declinio até o 7° dia. De acordo com estes dados, o tempo de fermentacdo de
7 dias mostrou-se adequado, uma vez que apos o 5° dia a maioria dos nutrientes presentes no
meio de cultura ja foram consumidos. O menor crescimento ocorreu no ensaio contendo apenas
vinhaca, devido a escassez de acUcares (1,18 g/L), conforme verificado na Tabela 9. Maior
crescimento microbiano foi verificado no ensaio contendo vinhaga+melago(4%ART) no 3° dia.
Ao final da fermentacdo, o ensaio contendo vinhaca + melaco (6%ART) na auséncia de macro

e micro nutrientes foi o que apresentou maior crescimento.
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Figura 9 — Resultados das medidas de densidade 6ptica em funcdo do tempo de fermentacéo
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Fonte: Dados da pesquisa

O in6culo utilizado nos ensaios de fermentacdo do presente trabalho foi proveniente da
vinhaca FA (FEAGRI) produzida no trabalho de Santos (2015), conforme descrito no item
4.2.1.2.2 Pré-tratamento do in6culo. Em seu trabalho, a autora analisou o in6culo por técnica
de pirosequenciamento onde foi possivel identificar 6 espécies de bactérias presentes em ordem
de abundéancia: Lactobacillus zeae, Clostridium pasteurianum, Clostridium intestinale, Bacillus
firmus, Virgibacillus pantothenticus e Bacillus thermoamylovorans.

Os resultados encontrados no presente trabalho, com relacédo a producdo de etanol e
acidos organicos sdo condizentes com as espécies presentes no indculo. A maior producdo de
acido latico ocorreu devido a predominancia de Lactobacillus sobre as demais espécies, nos
ensaios em que as caracteristicas do meio de cultura favoreceram seu crescimento, como por
exemplo a presenga do melago. Provavelmente, Lactobacillus também foram responsaveis pela
producdo de etanol e acido acético. As espécies de Clostridium foram favorecidas na presenca

de vinhaca, evidenciado pela produgéo de acido butirico e isobutirico.
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5.2.1.5 Acompanhamento do pH

Na Figura 10 é possivel observar o acompanhamento dos valores de pH em fun¢édo do
tempo de fermentacdo anaerobia. As diferencas nos valores iniciais das amostras deve-se ao
fato de que o pH de cada amostra foi ajustado para 6,9 £ 0,05 antes da adicdo das solucGes de
melaco, vitaminas e do inoculo. No terceiro dia de ensaio, cessou-se a agitagdo em shaker com
0 objetivo de manter parte do gas hidrogénio produzido na forma dissolvida no caldo de
fermentacdo, favorecendo o aumento da concentracdo de butirato e acetato (VAN ANDEL et
al., 1985). Correcdes no pH foram realizadas no terceiro e no quinto dia de ensaio (6,5 + 0,1
com NaOH 6M e solucdo saturada de bicarbonato de sédio) com o objetivo de aumentar a
concentracdo de butirato ou cido butirico ndo dissociado, favorecendo assim a mudanga para
fase solventogénica evitando a queda no pH para valores inferiores a 4,5 (BRYANT,;
BLASCHEK, 1988).

Somente a amostra de MCS suplementado apenas com vinhaca nao voltou a apresentar
queda no pH apo6s a correcdo realizada no terceiro dia do ensaio. No restante das amostras, 0
pH atingiu valores inferiores a 6,0 no quinto dia de ensaio, necessitando de nova corregéo com
a adicdo de NaOH 6M e solucdo saturada de bicarbonato de sddio. No trabalho de Santos (2015)

a adicdo de bicarbonato foi suficiente para manter o pH controlado até o final do ensaio.
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Figura 10 — Resultados do valores de pH em funcdo do tempo de fermentacdo anaerdbia
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Fonte: Dados da pesquisa

5.2.2 Analises fisico-quimicas

As Tabelas 18 e 19 mostram os resultados das analises fisico-quimicas realizadas com

a vinhaca bruta e os residuos (vinhaca FA) produzidos ap6s 0s ensaios de fermentacéo.
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Tabela 18 - Resultados das andlises fisico-quimicas da vinhaga bruta utilizada para a

fermentacdo anaerdbia e do seu residuo final (vinhaca FA/UNESP), baseadas na Norma

Técnica P4.231 (CETESB, 2006) para caracterizagdo de vinhaca

Analise Unidade Vinhaca Bruta Vinhaca FA (UNESP)
1 2 3 4 5
DBO mg Oa.L* 5345 2875 3025 3443 3157 176,0
DQO mg Oa.L* 19.796 10.560 10.560 15.840 14.080 15.840
Nitrogénio Total mg N.L* n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Oxigénio Dissolvido (OD) 6,9 1,1 3,3 1,2 1,9 2,6
Condutividade Elétrica puS/ecm 6,8 26,8 32,3 41,5 245 40,3
Sélidos Totais mg.L* 14.647 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Sélidos Fixos mg.L* 4,996 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Sélidos Volateis mg.L* 9.651 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Cinzas (Sélidos Fixos) % 0,5 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Umidade % 98,5 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Sulfato mg SO,*.Lt 1281 3368 4212 4691 2329 3.863
Sulfeto mg S%.L1 <0,002 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Manganés mg Mn.L* 2,78 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Célcio mg Ca.L*? 354 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Magnésio mg Mg.L* 124 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Sédio mg Na.L* 12,2 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Potassio mg K.L! 1.812 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Fosfato Total mg/L 84,1 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

n.r. = andlise ndo realizada
1 = vinhaca

2 =vinhaga + melaco (4%ART)
3 =vinhaga + melaco (6%ART)
4 = vinhaca + melago (6%ART)-macro e micro nutrientes

5 = melago (6%ART)

Na Tabela 18, é possivel verificar que apds os ensaios de fermentacdo, o valor da

Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) diminuiu até 67,1% (ensaio com MCS suplementado

com mela¢o 6%ART), e 0 valor da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) diminuiu até 46,7%

nos ensaios com MCS suplementado com vinhaca e vinhaga + melago (4%ART). Estes dados

indicam que houve consumo de matéria organica pelas bactérias anaerobias do processo

fermentativo, diminuindo o potencial poluidor da vinhaga FA e condizem quando comparados
com os resultados obtidos com a vinhaca FA (FEAGRI) (Tabela 3 do Artigo 2).

Os valores de Oxigénio Dissolvido (OD) da vinhaga FA diminuiram devido ao processo

em anaerobiose. Os valores de condutividade elétrica mostraram um aumento expressivo

(>500%) apos o processo fermentativo, devido a adicdo de solugfes de macro e micronutrientes
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no MCS e solucéo saturada de bicarbonato de sodio e NaOH 6M para controle do pH durante
0 processo. Como verificado na Figura 10, a adicdo destas solu¢des ndo foram capazes de
manter o pH em niveis elevados, além de aumentar o potencial poluidor do residuo final.

Anélises da série de sdlidos, bem como demais analises da Tabela 18 ndo foram
realizadas para a vinhaca FA devido a insuficiéncia de amostra. No entanto, estes valores
estavam presentes em quantidades menores quando comparados com a vinhaca bruta utilizada
por Santos (2015) para producgéo da vinhaca FA (FEAGRI) (Tabe

la 3 do Artigo 2).

Tabela 19 - Valores maximos permitidos (VMP) para lancamento de efluentes em esgoto
segundo Decreto No. 8.468/76 (SAO PAULO, 1976) e resultados das analises fisico-quimicas
da vinhaca bruta e de seu residuo final (vinhaca FA/UNESP)

Analise VMP Vinhaca Bruta Vinhaca FA (UNESP)
1 2 3 4 5
pH 6,0 - 10,0 45 7,6 51 7,9 55 51
Materiais sedimentaveis  até 20mL/L n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Oleos e graxas 150 mg/L n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Arsénio 1,5 mg/L <0,005 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Cadmio 1,5 mg/L n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Chumbo 1,5 mg/L n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Cobre 1,5 mg/L n.r. n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Cromo hexavalente 1,5 mg/L <0,100 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Mercdrio 1,5 mg/L <0,0002 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Prata 1,5 mg/L <0,005 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Selénio 1,5 mg/L <0,005 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Cromo total 5,0 mg/L 0,03 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Zinco 5,0 mg/L 0,351 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Estanho 4,0 mg/L <0,005 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Niquel 2,0 mg/L 0,021 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Cianeto 0,2 mg/L <0,002 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Fenol 5,0 mg/L 0,0392 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Ferro sollvel 15 mg/L 159 530 1157 148 10,48 10,36
Fluoretos 10 mg/L 0,254 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Sulfeto 1,0 mg/L <0,002 n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
Sulfato 1.000 mg/L 1.281 3.368 4.212 4691 2.329 3.863
n.r. = analise ndo realizada
1 = vinhaga

2 =vinhaca + melaco (4%ART)

3 =vinhaga + melaco (6%ART)

4 = vinhaca + melago (6%ART)-macro e micro nutrientes
5 = melago (6%ART)
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Na Tabela 19, verifica-se que os valores de pH das amostras de vinhaca FA provenientes
dos ensaios 2, 4 e 5 encontram-se abaixo do VMP segundo Decreto No. 8.468/76 (SAO
PAULO, 1976) para langamento de efluentes em esgoto, devido a dificuldade no controle do
pH vericada durante o ensaio. Analises de arsénio, cromo hexavalente, mercurio, prata, selénio,
cromo total, zinco, estanho, niquel, cianeto, fenol, fluoretos e sulfeto ndo foram realizadas pois
encontravam-se abaixo do VMP na vinhaca bruta utilizada. Demais analises ndo foram
realizadas devido a insuficiéncia de amostras. Ferro solGvel encontrava-se presente na vinhacga
bruta acima do VMP (15,9 mg/L). No entanto, os valores obtidos apds o processo fermentativo
se enquadraram no Decreto No. 8.468/76 (SAO PAULO, 1976). O sulfato presente na vinhaca
bruta acima do VMP (1.281 mg/L) teve aumento de até 266,2% na vinhaca FA (ensaio com
MCS suplementado com vinhaca + melago (6%ART). Isso ocorreu devido a adi¢cdo de solucdo
de macro e micronutrientes, agente redutor (L-cisteina) e provavelmente também a adicéo de

melaco, que pode conter niveis elevados de sulfato (PRADA, 1998).

5.3 Artigos

Os demais resultados do presente trabalho foram divididos em dois artigos cientificos,

que sdo referentes aos resultados obtidos com a vinhaca FA obtida junto a FEAGRI (Unicamp).
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5.3.1 ARTIGO 1 - Biodegradation and toxicity of waste from anaerobic fermentation of

stillage (publicado).

MESSETTI, M. A., DA SILVA, A. J. E., DOS SANTOS, G. M., GOVONE, J. E. S., DE
ANGELIS, D. F. Biodegradation and toxicity of waste from anaerobic fermentation of
stillage. African Journal of Biotechnology, 16(37), 1863-1870, 2017.
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Biodegradation and Toxicity of Waste from Anaerobic Fermentation of Stillage
Mariane Aparecida Messetti'*, Ariovaldo José da Silva?, Graciete Mary dos Santos?, José
Silvio Govone® and Dejanira Franceschi de Angelis!

!Department of Biochemistry and Microbiology, Institute of Biosciences, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Av. 24A, n. 1515, Bela Vista, CEP 13506-900, Rio Claro, Sdo Paulo, Brazil.
2Department of Sanitation and Environment, Faculty of Agricultural Engineering, Universidade

Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, Sdo Paulo, Brazil.
$Department of Statistics, Applied Mathematics and Computation, Institute of Geosciences and Exact

Sciences, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro, Sao Paulo, Brazil.
ABSTRACT

Several studies have been carried out to produce biofuels by anaerobic digestion of
stillage from ethanol fermentation. This type of process, known as ABE Fermentation,
generates by-products such as acetone, butanol and ethanol. This fermentation can use pure or
mixed cultures of anaerobic bacteria, mainly of the genus Clostridium. In this context, there is
the need for deeper studies for proper disposal of the residue resulting from Anaerobic
Fermentation of ethanolic stillage, hereinafter referred to as AF stillage (stillage from
Anaerobic Fermentation), obtained after this fermentation. Thus, the aim of this study was to
evaluate the biodegradation and toxicity of stillage from Anaerobic Fermentation. The
biodegradation of AF stillage in soil samples in the presence and absence of commercial
inoculum was evaluated using a respirometric method described by Bartha & Pramer, according
to the standard NBR 14283 (ABNT, 1999). The production of CO, was evaluated for 57 days.
Additionally, quantification of microorganisms was carried out at the beginning and end of the
experiment. Toxicity tests were performed with the microcrustacean Daphnia similis using raw
AF stillage and leachate from the respirometry test, according to the standard NBR 12713
(ABNT, 2009). The results of the respirometry test showed that, after 13 days of incubation,
the biodegradation efficiency of all samples was above 30%. Using the Friedman statistical test,
results showed that adding the inoculum caused no statistically significant difference in the
biodegradation of AF stillage. The acute toxicity tests were performed on raw AF stillage and
on the leachates showed that toxicity was removed after biodegradation in soil at all
concentrations used. Thus, discharge of AF stillage into soil is an alternative viable disposal.

Keywords: biodegradation; stillage; anaerobic fermentation; toxicity.
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1 INTRODUCTION

Taking into account that ethanol production in Brazil in 2015/2016 was 30.5 billion
liters, the production of ethanol stillage was 305 billion liters. Ethanol stillage is characterized
as a distillery effluent having a high polluting potential — approximately a hundred times more
polluting than domestic sewage (Conab, 2016; Lelis Neto, 2008). Its chemical composition vary
depending on the water content, sugarcane characteristics and fermentation and distillation
processes that were used. In general, stillage presents increased turbidity and low pH, with high
levels of organic matter, potassium, and calcium and moderate amounts of nitrogen and
phosphorus (Ferraz et al., 1986; Rodella et al., 1983; Tauk, 1987; Gomez & Rodriguez, 2000).
According to Fuess & Garcia (2014) currently almost the entire volume of stillage generated in
Brazilian distilleries is directed to the fertigation of sugarcane fields, due to its fertilizer
character. In reasonable amounts, fertigation has positive effects on agricultural productivity,
acting as a partial or total replacement of mineral fertilizers — especially potassium. However,
long-term intensive application of stillage can increase soil salinity (Corazza, 1999), affect
sugarcane quality, and also contaminate groundwater (Gongalves & Silva, 2000). According to
Freire & Cortez (2000) stillage can present high levels of Chemical Oxygen Demand (COD)
and Biochemical Oxygen Demand (BOD), reaching values up to 210.000 mg-L* and 100.000
mg-L?, respectively.

According to Green (2011), Acetone-Butanol-Ethanol (ABE) fermentation has been
recently re-established in China. ABE fermentation is one of the oldest microbiological
processes for the commercial production of solvents (Qureshi & Ezeji, 2008). In this type of
fermentation, bacteria of the genus Clostridium are used to convert sugars into solvents, and
fermentation takes place in two steps. The first step (acidogenesis) is a growth phase in which
acetic and butyric acids are rapidly produced, lowering the pH. The second step
(solventogenesis) is characterized by acid reassimilation for solvent production. Fermentation
also produces carbon dioxide and hydrogen (Green, 2011). The average ABE fermentation time
is 36-72 hours, when approximately 15-20 g/L of solvents accumulate, depending on the
culture and raw materials used. One of the greatest technological challenges is associated with
the low yield of solvents. Choosing microorganisms appropriately is crucial for successful ABE
fermentation and for the production of the target solvents. Pure cultures (whether natural or
mutant) are the most widely used for many scientific studies, since they present a rate of
conversion of glucose into solvents within the maximum tolerance limits due to microbial

inhibition caused by solvents (Liu; Qureshi, 2009). However, mixed cultures have proven more
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advantageous when complex substrates are used, promoting their degradation by forming
integrated communities, in which some species act in a balanced way, or even symbiotically
(Santos, 2015).

Although Brazil finds itself in an advantageous position, especially when it comes to
ethanol from sugarcane, the country needs to consolidate its position in the world energy market
in a sustainable way, taking into account environmental, economic, and social issues (Santos et
al., 2011). According to Mello et al. (2007), in the coming years, Brazil will maintain its leading
position in the production of ethanol as a consequence of the natural characteristics of its
territory, its large agricultural and industrial experience in the sugar and alcohol sector, and the
recent development of biodiesel agribusiness. The expansion of biofuels in Brazil offers great
environmental challenges and opportunities, especially for one of the main sources of pollutants
from plants, namely stillage. Since there are limits to the use of stillage in fertigation, one of
the alternatives is its biodigestion through ABE fermentation.

Improvements in the refining process over time will enable the use of more economical
sources of raw materials, such as lignocellulosic biomass and even sugars currently used in
ethanol plants. In the latter, only minor modifications would be needed, since bacteria of the
genus Clostridium are well adapted to utilize sugars derived from cellulosic materials. The
production of low cost butanol using lignocellulosic biomass, such as agricultural and forestry
waste from biorefineries, has been regarded as a necessary change in order to improve process
economy.

Solutions for the stillage generated during the production of ethanol from conventional
and cellulosic raw materials were discussed by Wilkie et al. (2000), who supported anaerobic
digestion of stillage followed by fertigation. Corazza (1999) described alternative technology
that allows stillage to be recycled in the fermentation process, treated in anaerobic reactors, or
used in yeast production, animal feed, and even in construction. In this context, reuse of ethanol
stillage has been considered as an alternative for the production of biofuels or their byproducts.

Ahn et al. (2011) investigated fermentation for butanol production by Clostridium
pasteurianum DSM 525 using stillage containing glycerol as a substrate. Glycerol is a
byproduct of ethanol fermentation and its concentration in thin stillage ranges from 5.1 to 24.6
o/L (Dowd et al., 1994; Gonzalez et al., 2010; Kim et al., 2008). C. pasteurianum DSM 525 is
capable of producing butanol using glycerol as the sole source of carbon and energy (Biebl,
2009). Other organic compounds present in thin stillage are lactic and acetic acids, which are
mainly produced by bacterial contamination in the ethanol fermentation process (Skinner &
Leathers, 2004). The authors found that C. pasteurianum DSM 525 produced from 6.2 to 7.2
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g/L of butanol, using glycerol present in stillage as the main source of carbon. The lactic acid
in stillage acted as a buffering agent, maintaining the pH of the medium in the range of 5.7 to
6.1. The results of the study showed the economic viability of butanol production using stillage
as a substrate, with the potential to provide all the nutrients that are necessary for fermentation.

In the context of anaerobic digestion of stillage aiming to obtain by-products (ABE
fermentation), deeper studies focusing on the final residue obtained after fermentation (AF
stillage) are necessary. After removal of the bacterial biomass and separation of the solvents
generated in the process, AF stillage is disposed of. Thus, it is appropriate to discuss solutions
for proper disposal of AF stillage. Among them, fertigation is a viable alternative. Nonetheless,
studies on biodegradation / bioremediation and toxicity are needed for its correct disposal on
soil.

Bioremediation is the use of living organisms, especially microorganisms, to degrade
environmental contaminants into less toxic products. The bioremediation process can occur in
situ, where microorganisms originate from a contaminated area, or ex situ, where
microorganisms are isolated and transferred to the contaminated site. Contaminating
compounds are transformed through the metabolic activity of microorganisms (Vidali, 2001).
Microbial diversity in soil plays a key role in this ecosystem. Several scientific papers have
demonstrated the role of soil bacteria and fungi in the bioremediation of contaminated areas or
even of industrial waste. Bioaugmentation involves using microbial consortia capable of
degrading the target pollutant. In intrinsic or natural bioremediation, the microorganisms used
are autochthonous, that is, native to the site, without any interference of active remediation
technologies (Bento et al., 2003).

The respirometric method by Bartha & Pramer (1965) is a technique that is used to
determine the biodegradation of organic matter in soil by measuring the amount of CO: released
into the system. A respirometer acts as a closed system consisting of two interconnected
chambers, in which biodegradation of waste and removal of the CO, generated during the
process take place. This method assumes a correlation between CO> production and
biodegradation of organic matter (sample) in soil. The efficiency of sample degradation is
determined by the amount of CO> produced, which allows determining waste stabilization time
at different application rates.

Ecotoxicological tests with standard organisms have been used to estimate the toxic
effects of certain compounds, providing data for risk assessments in aquatic environments.

Among these organisms, microcrustaceans of the genus Daphnia spp stand out not only because



51

they are easy to grow in a well-controlled laboratory, but also because of their population
homogeneity resulting from parthenogenetic reproduction (Nour et al., 2014).

The aims of this work were: 1) to study the application of AF stillage to soil through
respirometry; 2) to carry out microbial quantification at the beginning and end of the test; and

3) to perform toxicity tests using Daphnia similis.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Anaerobic fermentation (AF Stillage)

The AF stillage is the residue or stillage generated by anaerobic fermentation of ethanol
stillage. It was obtained from the Sanitation Laboratory of the Faculty of Agricultural
Engineering (FEAGRI/UNICAMP) and resulted from Acetone-Butanol-Ethanol (ABE)
fermentation intended for the production of alcohols and organic acids. For this fermentation,
synthetic culture medium was used (Monot et al.,, 1982 modified by Santos, 2015),
supplemented with ethanol stillage and molasses, as well as 1 N NaOH for pH control.

The AF stillage was centrifuged to remove the bacterial biomass. Afterwards, the
supernatant recovered was subjected to rotoevaporation in a Marconi rotary evaporator (MA-
120) to eliminate the solvents produced during fermentation (acetone, butanol, and ethanol).
The pressure that was necessary for the evaporation of the three solvents in a water bath at a
temperature between 45-50 °C (over 404 mm Hg) was taken into account. The AF stillage was
then heated at 80°C for 15 minutes.

The physicochemical properties of the stillage used in this study was characterized
according to APHA (1998, 2012) and are shown in Table 1.
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Table 1 - Physicochemical composition of the AF stillage

Parameters Results
pH 7.21
Electrical Conductivity (mS/cm) 18.96
Biochemical Oxygen Demand (BOD) (mg/L) 654
Chemical Oxygen Demand (COD) (mg/L) 17616
Total Organic Carbon (TOC) (%) 0.82
Total Nitrogen (Kjeldahl) (mg N/L) 0.3
Dissolved oxygen (mg O-/L) 5.03
Total solids (mg/L) 29288
Fixed solids (mg/L) 15048
Volatile solids (mg/L) 14240
Ashes (%) 1.54
Humidity (%) 97.05
Sulfate (mg SO4?/L) 1525
Sulfide (mg S?/L) <0.002
Manganese (mg Mn/L) 0.958
Calcium (mg Ca/L) 254
Magnesium (mg Mg/L) 86
Sodium (mg Na/L) 4823
Potassium (mg K/L) 1827
Total phosphate (mg PO./L) 156

2.2 Soil Sample

The soil used in the respirometry test was collected according to the technical rule
L.6.245 from Cetesb (1984), in the geographic coordinates: Latitude -22.39624915/Longitude
-47.5431633, localized in the municipality of Rio Claro, in the State of Sdo Paulo, Brazil. These
samples were taken from the soil superficial layer of non-contaminated places. Table 2 and 3

shows the physic-chemical characteristics of soil.

Table 2 - Physical characteristics of control soil

Grain size distribution (%)
Sand Class Sub-class
Parameter Thick Fine Clay Loam
Soil 244 119 259 378 Clay Clay




Table 3 - Chemical characteristics of control soil (macro and micronutrientes)

Macronutrients (mmolc/dm® IFSA \/ Relations

Parameter K Ca Mg H*Al Al SB CTC % Ca/Mg Mg/K

Soil 49 43 15 34 1 63 97 64.9 2.86

Micronutrients (mg/dm?) pH oM

S Na Fe Mn Cu zZn B CaClz g/dm?

Soil 8 3 19 262 14 19 018 55 34
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P, K, Ca, Mg: exchange resin anionic + cationic; Fe, Mn, Ca, Zn: Extractor DTPA-TEA,; B:

Barium chloride extractor 0.125%; Soil sample was analyzed by Instituto Campineiro de

Analise de Solo e Adubo Ltda. (ICASA).

2.3 Biodegradation Test

The biodegradation tests, performed according to the standard NBR 14283 (ABNT,

1999), evaluated changes in CO2 production in the soil containing AF stillage. We evaluated

three concentrations of AF stillage in soil (3, 6, and 12%) in the presence and absence of 0.2%

commercial inoculum (VCTEC/ ByoAct), consisting of a pool of microorganisms isolated from

soil. Each treatment included three replicates, according to protocol: soil; soil + 3% AF stillage;

soil + 6% AF stillage; soil + 12% AF stillage; soil + 0.2% inoculum; soil + 0.2% inoculum +

3% AF stillage; soil + 0.2% inoculum + 6% AF stillage and soil + 0.2% inoculum + 12% AF
stillage. The respirometers were incubated at 28+2 °C and produced CO, measurements were

performed daily for the first 7 days and at longer intervals over 57 days.

From the determination of the amount of biodegradable carbon during the test, the

efficiency of biodegradation (EB) was calculated by the equation:

EB% = Total amount of biodegradable carbon (umol) X 100

Amount of initial organic carbon in soil (umol)
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2.4 Microbiological Analysis of Biodegradation Test

Heterotrophic bacteria and fungi in the respirometer samples were quantified at the
beginning and end of the test. The quantification was performed by plating on Plate Count Agar
(PCA) containing Actidione (5 ppm) and Sabouraud broth containing chloramphenicol (400
ppm), respectively. Bacterial counts were carried by the Pour Plate technique, and plates were
incubated at 35 °C for 48 hours. Counts for yeasts and molds were performed by Spread-plating,
and plates were incubated for 5 days at 28 °C. The results are given in CFU/g of dry soil.

The same procedure for microbial quantification was carried out for the commercial

inoculum and for AF stillage. The results obtained are expressed as CFU/m.

2.5 Toxicity Tests

Leachates from the samples in the respirometers were prepared at the beginning and end
of the test, at a concentration of 10% in distilled water. The solutions were stirred in a shaker
for 30 minutes and then decanted for 7 days, at room temperature. The supernatant was used in
acute toxicity tests with the microcrustacean Daphnia similis according to the standard NBR
12713 (ABNT, 2009), as well as raw AF stillage.

2.6 Statistical Analysis

The Friedman test (Zar, 1999), which is a nonparametric test, was used to analyze the
results from the respirometric biodegradation test and the quantification of microorganisms.
The level of significance was 5%. The results of the toxicity tests with D. similis were calculated
from statistical analysis carried out by the Trimmed Spearman-Karber Method using the
software JSSPEAR (Hamilton et al., 1977).
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3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Biodegradation Test

The occurrence of biodegradation was observed in all respirometers, which was
evidenced by the production of CO>. It was observed that microbial activity was not affected by
the addition of AF stillage, since the amount of cumulative CO: increased as the concentration
of residue (AF stillage) increased (Figure 1).

Figure 1 - Cumulative production of CO between different treatments in the respirometry test
with AF stillage.
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Source: research data

The statistical analysis of the data on the daily production of CO2 (umol) using the
Friedman test revealed that adding the inoculum did not cause significant differences (with a
significance level of 5%) when compared to control soil and to AF stillage at the concentrations
of 6 and 12% (P-values of the probability tests: p=0.13; 0.78; and 0.98, respectively). There
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was statistical difference only between soil with 3% AF stillage and the same sample
supplemented with inoculum (p=0.047).

Almeida et al. (2013) also found similar results in a respirometry test, in which a
commercial inoculum was added to help with the biodegradation of ethanol stillage. The results
for clayey soil showed that the curves of CO2 production were very similar in the presence and
absence of inoculum. The authors concluded that the addition of the inoculum did not affect
stillage biodegradation positively.

Adding the three concentrations of AF stillage into the soil had a significant effect
(p<0.0001) with respect to the daily production of CO2 (umol), as well as adding 6 and 12%
AF stillage into the soil containing inoculum (p=0.0039 and p<0.0001, respectively). There was
no difference between adding AF stillage into the soil at the concentrations of 3 and 6%
(p=0.47), but both were different from adding 12% AF stillage (p=0.003 and 0.0041,
respectively). For the soils supplemented with inoculum, the three concentrations of AF stillage
were different from each other (p=0.0154; p<0.0001; and p=0.0015, respectively, for

comparisons between 3 and 6%; 3 and 12%; and 6 and 12%).

3.2 Efficiency of Biodegradation

Table 4 shows that after 13 days all samples presented biodegradation efficiency above
30%. This result is significant, since there is a Brazilian technical standard that establishes a
minimum biodegradation efficiency of 30% for waste disposal on soil (NBR 14283 —
ABNT,1999). At the end of 57 days, the highest efficiency was observed for the sample
containing soil with 3% AF stillage (92.64%), followed by the sample containing soil +
inoculum + 3% AF stillage (75.52%). In Figure 1, the same samples presented the lowest
amount of cumulative COz2; however, their efficiency at the start of incubation was above 30%.
The samples containing soil + 6% AF stillage reached this value on the 3" and 4" day in the
presence and absence of inoculum, respectively. As for the samples containing soil + 12% AF
stillage, they reached this value on the 9" and 13" day in the presence and absence of inoculum,
respectively. Although its addition did not lead to statistically significant differences, samples

with inoculum reached 30% biodegradation efficiency in a shorter time.



57

Table 4 - Efficiency of biodegradation of AF stillage in the respirometry test for 57 days

Samples

Days Soil + 3% AF Soil + 6% AF Soil + 12% AF Soil + inoculum + Soil + inoculum + Soil + inoculum +

stillage stillage stillage 3% AF stillage 6% AF stillage  12% AF stillage
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 31.32 21.44 11.42 37.46 21.70 11.18
2 35.88 26.14 18.80 42.81 27.91 19.61
3 38.46 28.76 22.09 45.82 31.13 22.94
4 40.30 30.64 23.65 47.21 33.20 25.12
5 41.59 31.75 24.89 47.42 33.80 26.31
7 42.69 33.60 26.73 49.41 35.52 28.07
9 46.61 35.98 28.94 51.99 38.09 30.42
13 50.95 39.53 32.25 55.18 41.48 33.89
16 53.15 40.77 34.07 54.69 42.70 35.58
26 63.09 46.11 39.00 60.62 48.34 40.89
36 71.18 50.16 43.38 65.27 52.82 45.73
49 78.20 54.66 47.95 70.31 58.43 50.81
57 92.64 61.95 52.54 75.52 62.27 54.12

3.3 Microbiological Analysis of Biodegradation Test

Table 5 indicates that the initial bacterial and fungal counts in control soil were 3.4 x 10°
and 4.7 x 102 CFU/qg, respectively, while adding inoculum increased these values. In the
inoculum, the load of bacteria was 1.5 x 10’ CFU/ml, and the concentration of fungi was
3 x 102 CFU/ml.

Table 5 - Initial and final counts of heterotrophic bacteria and fungi from the respirometry test,

expressed in Colony Forming Units per gram of soil (CFU/g)

Samples Bacteria 10° CFU/g Fungi 10° CFU/g

Initial Final Initial Final
Soil 3.4 23.5 4.7 36.0
Soil + 3% AF stillage 35.7 26.5 7.9 33.0
Soil + 6% AF stillage 67.5 44.5 11.1 315
Soil + 12% AF stillage 132.4 45.0 17.6 38.0
Soil + inoculum 153.4 11.0 7.7 49.0
Soil + inoculum + 3% AF stillage 185.7 39.5 10.9 41.0
Soil + inoculum + 6% AF stillage 217.9 18.5 141 25.5

Soil + inoculum + 12% AF stillage 282.4 109.5 20.6 33.0
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The number of microorganisms was also proportionally higher with the addition of 3, 6,
and 12% AF stillage, in which the number of bacteria was 1.08 x 10 and that of fungi was
1.08 x 10* CFU/mI. There was some variation in the final quantification. At the end of the test,
the overall number of bacteria was lower than in the initial plating. This was probably due to
the intense metabolic activity of microorganisms during the test, with consequent depletion of
the nutrients present. On the other hand, there was an increase in the fungal count (CFU/qg) at
the end of the experiment. It is worth noticing that fungi were present in a smaller amount at
the beginning of the test. The Friedman test showed significant differences between the initial

and final number of microorganisms, both for bacteria and fungi (p<0.05).
3.4 Toxicity Tests

The acute toxicity test on D. similis was performed according to NBR 12713 (ABNT,
2009). The results showed acute toxicity, with an EC50 of 9.10% and approximately 11 Toxic
Units (TU) for the raw AF stillage studied (Table 6). This result indicates that AF stillage at a

concentration of 9.10% is potentially toxic to aquatic organisms.

Table 6 - Results of the acute toxicity test on D. similis for raw AF stillage
EC(50) (%) Toxic Units (TU)
9.10 10.99

EC(50): Median Effective Concentration = sample concentration that causes acute effects (mortality or
immobility) to 50% of the organisms within a given period of exposure under the test conditions. TU =
Toxic Units = 100/EC(50)

The same test was carried out with leachate from the samples in the respirometers, at
the beginning and end of the test, for both experiments. In Table 7, we can see that leachate
from the controls used in the respirometry test showed no acute toxicity to D. similis (soil and

soil + inoculum), at the beginning and at the end of the test.
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Table 7 - Results of the acute toxicity test on D. similis performed with leachate from the

respirometry test

Samples Toxicity (Toxic Units)
Initial Final

Soil NT NT
Soil + 3% AF stillage 1.0 NT
Soil + 6% AF stillage 1.2 NT
Soil + 12% AF stillage NT NT
Soil + inoculum NT NT
Soil + inoculum + 3% AF stillage 1.2 NT
Soil + inoculum + 6% AF stillage 1.7 NT
Soil + inoculum + 12% AF stillage NT NT

NT = non-toxic

In the beginning of respirometry test, changing AF stillage addition from 3 to 6%
increased the toxicity of the samples both in the presence and absence of inoculum, that can be
verified by the increase of UT values. However, samples containing AF stillage 12% showed
no toxicity, in the presence and absence of inoculum.

One possible explanation would be that the leachates were decanted for 7 days at room
temperature, and during that time existing microorganisms in AF stillage were able to
biodegrade compounds that could be toxic to D. similis. Thus, the supernatant of these leachates
showed no toxicity since the amount of microorganisms present in the soil after addition of 12%
AF stillage was higher than that present in the other concentrations (Table 5).

At the end of the respirometry test, in which AF stillage underwent biodegradation, the
leachate samples showed no toxicity. These results are similar to those found by Quiterio
(2013), who found that raw ethanol stillage was extremely toxic to D. similis. However, after

biodegradation in soil quantified with the respirometric technique, toxicity was removed.

4 CONCLUSION

In the respirometry test, we observed that adding the commercial inoculum caused no
statistically significant difference in the biodegradation of AF stillage. In the absence of
inoculum, the two lowest concentrations were not different from each other; there were
differences only with the addition of AF stillage at a concentration of 12%. This shows that it
may be necessary to use the minimum concentration for the biodegradation process to be more

efficient, since the minimum efficiency of 30% was reached by the 13th day when 12% AF
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stillage was used, while the same efficiency was reached in the 1st day when 3% AF stillage

was used.

The acute toxicity tests showed that raw AF stillage was extremely toxic to D. similis.
However, after the biodegradation process, toxicity was removed. Thus, disposal of AF stillage
on soil becomes a viable option, since it did not show potential toxicity to aquatic organisms in
case of groundwater contamination and it presented a minimal biodegradation efficiency of

30%, as recommended by the Brazilian technical standard for waste disposal on soil.
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5.3.2 ARTIGO 2 - Ensaios ecotoxicoldgicos e genotdxicos com o residuo gerado pela

fermentacéo anaerdbia da vinhaga etanodlica

Mariane Aparecida Messetti!, Lais Roberta Deroldo Sommaggio?, Ariovaldo José da Silva®,

Maria Aparecida Marin-Morales?, Dejanira Franceschi de Angelis?

!Department of Biochemistry and Microbiology, Institute of Biosciences, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Av. 24A, no 1515, Bela Vista, CEP 13506-900, Rio Claro, Sdo Paulo, Brazil.
marime7ferreira@gmail.com; dangelis@rc.unesp.br

2Department of Biology, Institute of Biosciences, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro,

Sé&o Paulo, Brazil. rds.lais@gmail.com

3School of Agricultural Engineering, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, S&o

Paulo, Brazil. ariovaldo.silva@feagri.unicamp.br

RESUMO

O descarte da vinhaca etandlica € uma grande preocupacdo para o setor industrial brasileiro,
pois sua producdo anual € de cerca de 305 bilhdes de litros (safra 2015/2016). Sua utilizacdo
como fertilizante agricola é uma opcdo vidvel, mas sua aplicacdo a longo prazo pode trazer
danos ao solo e comprometer as dguas subterraneas. Diversos estudos tem avaliado a utilizacdo
desse abundante residuo agroindustrial em uma nova fermentacéo, visando a obtencao de sub-
produtos mediante a fermentacdo ABE (acetona-butanol-etanol). Nesta fermentacdo, bactérias
anaerdbias do género Clostridium podem converter matéria organica presente na vinhagca em
acetona, butanol e etanol, que sdo recuperados do caldo fermentado mediante técnicas de
separacgdo de solventes. Esta aplicacdo dada a vinhaca etandlica traz a tona uma nova questao
que envolve o correto descarte do residuo, apds o processo de separacdo dos sub-produtos de
interesse, chamado neste trabalho de Vinhaca FA (Fermentacdo Anaerdbia). O presente
trabalho avaliou a ecotoxicidade e genotoxicidade da vinhaca FA. A toxicidade aguda foi
avaliada mediante ensaios com o microcrustaceo Daphnia similis e pela fitotoxicidade sobre
Lactuca sativa. Ensaio de genotoxicidade ambiental foi realizado com Allium cepa. Vinhaga
FA apresentou elevada toxicidade aguda para D. similis (EC(50)= 9,10%). O crescimento
relativo de L. sativa foi comprometido com o aumento da concentracdo de vinhaca FA; e a
germinacdo foi inibida na concentracdo de 50%. Nos ensaios com A. cepa a citoxicidade da

amostra aumentou, conforme o aumento da concentracdo de vinhaga FA, e as concentracoes 12
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e 20% apresentaram resultados estatisticamente significativos quando comparadas ao controle
negativo. Estas concentragdes inibiram a divisdo celular, dificultando a germinagéo e
crescimento da radicula. N&o observou-se resultados genotéxicos e mutagénicos
estatisticamente significativos para as amostras analisadas. Com a analise dos resultados
obtidos mediante 0s ensaios toxicologicos, é possivel inferir que o descarte de vinhaca FA nédo
deve ser feito na rede hidrica, pois pode comprometer os organismos aquaticos. Sua aplicacdo
como fertilizante agricola também pode n&o ser benéfica para o desenvolvimento de espécies
vegetais. Assim, torna-se necessario o tratamento da vinhaga FA para diminuicdo da sua
toxicidade, sendo recomendados, dentre outros, tratamentos bioldgicos como a biodegradacéo

em solo.

Keywords: vinhaca; toxicidade; Daphnia similis; Lactuca sativa; Allium cepa.

1 INTRODUGCAO

A vinhaca etandlica é caracterizada como sendo um efluente liquido proveniente de
destilaria que possui alto poder poluente, devido a elevada concentracdo de matéria organica.
Em termos de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), a vinhaca pode atingir valores superiores
a 100 vezes a DQO do esgoto sanitario, que varia entre 250 e 1000 mg.L™* (AISSE et al., 2001;
METCALF; EDDY, 2003). Sua composicdo quimica € variavel, devido as caracteristicas da
cana-de-acgucar, dos processos de fermentacdo e de destilacdo empregados. A vinhaca também
apresenta turbidez elevada e pH baixo, com niveis variaveis de matéria organica, potassio,
calcio e quantidades moderadas de nitrogénio e fosforo (FERRAZ et al., 1986; RODELLA et
al., 1983; TAUK, 1987; GOMEZ; RODRIGUEZ, 2000). Além destes componentes, possui
também em menor concentracdo 0s micronutrientes célcio, cobre, manganés e zinco
(MOHANA et al., 2009).

No Brasil, sua producéo na safra 2015/2016 foi de 305 bilhdes de litros (CONAB, 2016).
Uma alternativa viavel para o seu descarte tem sido a sua utilizagdo como fertilizante em
campos agricolas, principalmente no proprio cultivo de cana-de-agucar, em processo chamado
fertirrigacdo. Em quantidades racionais, a fertirrigacdo apresenta efeitos positivos sobre a
produtividade agricola, atuando como substituto parcial ou total dos fertilizantes minerais,
principalmente dos que contém potassio. No entanto, a aplicacdo intensiva de vinhaga pode, em

longo prazo, aumentar a salinidade do solo, diminuir a atividade microbiana, desestabilizar a
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estrutura do solo, alterar permanentemente o pH, afetar a qualidade da cana-de-acUcar,
contaminar as aguas subterraneas e diminuir o oxigénio dissolvido em corpos d’agua, além de
eventuais riscos a saide humana (GONCALVES e SILVA, 2000; FUESS e GARCIA, 2014).
Desse modo, tem sido propostas outras alternativas para a disposicdo final da vinhaca, como
sua combustao, producédo de levedura, obtencdo de racdo animal, adicdo a massa de cimento,
fabricacdo de tijolos e a sua biodigestdo anaerdbia para a geracdo de biogas (LAIME et al.,
2011; MACHADO e FREIRE, 2009 e ROGRIGUES et al, 2012).

Wilkie et al. (2000) discutiram em seus estudos solucdes para a vinhaga gerada durante
a producdo de etanol a partir de matérias-primas convencionais e celuldsicas. Os autores
sugeriram a aplicacdo do processo de digestdo anaerdbia neste residuo agroindustrial, seguido
de fertirrigacdo. Neste contexto, tem-se considerado também o reaproveitamente da vinhaga
etandlica como alternativa para a producdo de biocombustiveis ou sub-produtos. A fermentagéo
ABE (acetona-butanol-etanol) é um dos processos microbiolégicos mais antigos para a
producdo comercial de solventes (QURESHI; EZEJI, 2008); e neste tipo de fermentacdo sao
utilizadas bactérias do género Clostridium para converter agucares em solventes. Esta
fermentacgdo ocorre em duas etapas: a primeira etapa (acidogénica) é uma fase de crescimento
em que os acidos acético e butirico sdo produzidos rapidamente, diminuindo o pH; a segunda
etapa (solventogénica) é caracterizada pela reassimilacdo do &cido para producéo de solventes.
A fermentagdo ABE também produz didxido de carbono e hidrogénio (GREEN, 2011). O
tempo médio deste processo é de 36 a 72 horas, quando cerca de 15 a 20 g/L de solventes sdo
acumulados, dependendo da cultura e das matérias-primas utilizadas. Um dos maiores desafios
tecnoldgicos esta relacionado com o baixo rendimento de solventes; e a escolha adequada do(s)
microrganismo(s), que € crucial para que a fermentacdo ABE tenha sucesso. As culturas puras
(naturais ou mutantes) sdo muito utilizadas em diversos trabalhos cientificos, por apresentarem
taxa de conversédo de glicose em solventes dentro dos limites de tolerancia maximos, devido a
inibicdo microbiana causada pelos solventes (LIU e QURESHI, 2009). Entretanto, para a
degradacéo de substratos complexos, as culturas mistas tem se mostrado mais vantajosas, pois
favorecem a degradacdo dos mesmos, devido a sua atuacdo de forma integrada (SANTOS,
2015).

No contexto da fermentacdo anaerdbia da vinhaga para a obtengdo de sub-produtos,
tornam-se necessario estudos mais aprofundados com relacdo ao residuo final obtido deste
processo (vinhaga FA). Apos a remocgdo da biomassa bacteriana e separacdo dos solventes
gerados no processo, a vinhaca FA é descartada. Desse modo, torna-se apropriado discutir

solucBes para o correto descarte deste residuo. Isto implica em conhecer suas caracteristicas
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fisico-quimicas e bioldgicas, bem como sua toxicidade tanto na &gua como no solo, uma vez
que a fertirrigacdo esta sendo proposta como a opg¢do mais vidvel para sua disposi¢cdo no
ambiente.

Atualmente, ensaios ecotoxicoldgicos vém sendo amplamente utilizados em todo o
mundo para avaliacdo da qualidade ambiental, sendo utilizados para produtos quimicos em
geral, efluentes industriais e domésticos. Individualmente, muitas substancias podem nao ter
potencialidade para causar danos. No entanto, a ecotoxicidade avalia o resultado ndo somente
da acdo de um componente quimico, mas sim das influéncias integradas que as varias
substancias presentes em determinado meio exercem sobre o sistema em que se encontram,
compreendendo entre elas as interacdes dos efeitos fisico-quimicos das substancias com os
organismos desse ambiente (FERNICOLA et al., 2003; BERTOLETTIl e ZAGATTO, 2006).
Desse modo, ensaios ecotoxicolégicos com organismos padronizados tem sido empregados
para estimar o efeito toxico de determinados compostos, fornecendo dados para avaliaces de
riscos aos diferentes tipos de ambientes.

Para 0 ambiente aquatico, destaca-se a utilizacdo de microcrustaceos do género Daphnia
spp, devido as condicBGes de cultivo em laboratérios e sua homogeneidade populacional
conferida pela sua reproducéo partenogenética (NOUR et al., 2014). Ensaios utilizando plantas
superiores tém sido utilizados em estudos sobre a fitotoxicidade de &guas e de sedimentos
contaminados (FERNANDES et al., 2007; CZERNIAWSKA-KUSZA e KUSZA, 2011).
Dentre elas, destacam-se a alface (Lactuca sativa) amplamente utilizada em testes de
fitotoxicidade (DING et al., 2009). Devido a sua sensibilidade e amplo cultivo no mundo todo,
além da ampla variedade de parametros de toxicidade que podem ser avaliados, como taxa de
germinacdo e alongamento das raizes (ZALTAUSKAITE e CYPAITE, 2008) essa espécie ¢
recomendada por agéncias internacionais para ensaios de fitotoxicidade. Ainda dentre as
plantas superiores, a cebola (Allium cepa) é rotineiramente utilizada para avaliar contaminacgdes
ambientais e 0s mecanismos de acdo de compostos quimicos mediante avaliacdo de efeitos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos. Esse organismo teste € usado para esse fim devido ao
rapido crescimento de suas raizes, ao grande nimero de células em divisao, a alta tolerancia a
diferentes condicdes de cultivo, a disponibilidade durante o ano todo, ao facil manuseio e por
possuir poucos e longos cromossomos, o que os tornam facilmente reconhecidos ap0s coloracéo
(CARITA, 2010; LEME e MARIN-MORALES, 2009). A frequéncia de aberracdes
cromossomicas (AC) e de micronucleos (MN) em células meristematicas de A. cepa possibilita
a determinagdo dos mecanismos de acdo de diversos compostos genotoxicos e mutagénicos
(LEME e MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO e FERNANDES; MARIN-MORALES,
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2011), além do impacto provocado sobre ambientes aquaticos (CARITA e MARIN-
MORALES, 2008; HOSHINA e MARIN-MORALES, 2009; LEME e MARIN-MORALES,
2008) e sobre o solo (SOUZA et al., 2009; 2013).

Esse trabalho teve como objetivo estudar a toxicidade da vinhaca FA, tanto em
ambientes aquaticos como no solo, mediante ensaios de toxicidade aguda com Daphnia similis,
fitotoxicidade com Lactuca sativa e efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos com Allium

cepa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Vinhaga FA

A vinhaca FA estudada foi obtida junto ao Laboratorio de Saneamento da Faculdade de
Engenharia Agricola (FEAGRI/UNICAMP), proveniente da fermentacdo acetona-butanol-
etanol (ABE), utilizando meio de cultura sintético suplementado com doses de vinhaca de
indUstria sucro-alcooleira, visando a producéo de alcoois e acidos organicos (SANTOS, 2015).
Centrifugou-se a vinhaca FA para remover a biomassa bacteriana e, posteriormente, 0
sobrenadante recuperado foi submetido a rotaevaporacdo em evaporador rotativo Marconi
(MA-120) para eliminar os solventes produzidos durante a fermentacdo (acetona, butanol e
etanol). Utilizou-se presséo acima de 404 mm Hg em banho maria com temperatura entre 45-
50°C para garantir a evaporacdo dos trés solventes. Em seguida, a vinhaca FA obtida foi

submetida a aquecimento a 80°C durante 15 minutos.

2.2 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas da vinhaca FA foram baseadas na Norma Técnica P4.231
(CETESB, 2006) para caracterizacdo de vinhaca e também nos parametros exigidos pelo
Decreto No. 8.468, de 8/9/1976, Governo do Estado de S&o Paulo, Artigo 19-A para
Lancamento de efluentes em esgoto (SAO PAULO, 1976). As Tabelas 1 e 2 descrevem as

metodologias utilizadas.
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Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos analisados, baseados na Norma Técnica P4.231

(CETESB, 2006)

Local: Laboratorio de Toxicidade de Aguas (UNESP/Rio Claro)

Parametro

Método Referéncia

Demanda Bioquimica de Oxigénio 5210 B

APHA (1998)

Demanda Quimica de Oxigénio 5220 D

Nitrogénio Total

Kjeldahl 928.08 AOAC (1995)

Oxigénio dissolvido (OD)
Condutividade elétrica
Série de sélidos

4500-0 G
2510B APHA (1998)

2540 B-E

Local: Laboratorio Externo

Sulfato 3030E; 6010 C  APHA (2012); USEPA (2007)
Sulfeto 4500-S2 D APHA (2012)

Manganés 3030E; 6010 C

Calcio 3030E; 6010 C

Magnésio 3030E; 6010 C APHA (2012); USEPA (2007)
Saédio 3030E; 6010 C

Potassio 3030E; 6010 C

Fosfato total 4500P APHA (2012)

Tabela 2 - Pardmetros fisico-quimicos analisados, baseados no Artigo 19-A do Decreto No.

8.468 (SAO PAULO, 1976)

Local: Laboratorio de Toxicidade de Aguas (UNESP/Rio Claro)

Parametro

Método Referéncia

pH

45008 APHA (2012)

Sélidos sedimentaveis 2540 F

Local: Laboratério Externo

Arsenllo_ 7062; 6010 C USEPA (1994:2007)
Mercurio 7470 A; 6010 C

Prata 3030 E; 6010 C

Selénio 3030 E: 6010 C APHA (2012); USEPA (2007)
Estanho 3030 E; 6010 C

Fluoretos 4500 F APHA (2012)

Sulfeto 4500-S2 D

Sulfato 3030 E; 6010 C APHA (2012); USEPA (2007)

2.3 Ensaios de toxicidade

2.3.1 Daphnia similis
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Realizou-se ensaio de toxicidade aguda com o microcrustaceo Daphnia similis, segundo
norma ABNT NBR 12713:2009.

2.3.2 Lactuca sativa (alface)

O ensaio de fitotoxicidade utilizando sementes de L. sativa foi realizado de acordo com
Ecological Effects Test Guideline - Seed Germination/Root Elongation Toxicity Teste (OPPTS
850.4200), desenvolvido pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA, 1996). As
sementes utilizadas foram “Alface Baba de verdo (Manteiga)”, adquiridas de Isla® (Isla
Sementes Ltda., Brazil), Lote 32135-52 com 96% de germinagéo e pureza de 99,8%. Foram
feitas 3 replicatas com 10 sementes cada, utilizando vinhaca FA nas concentrages de 3,0; 6,0;
12,0; 25,0 e 50,0 %. No controle negativo utilizou-se agua destilada. O teste foi incubado em
BOD e teve duracdo de 10 dias. Apos este periodo, observou-se o nimero de sementes
germinadas em cada placa bem como o comprimento das radiculas. Com os dados de
germinacdo e comprimento da radicula calculou-se germinacao relativa (GR), crescimento

relativo das raizes (CR) e indice de germinacdo (Gl), segundo as equacbes 1, 2 e 3.

GR (%) = n°sementes germinadas no efluente x 100 1)
n°sementes germinadas no controle

CR (%) = média do crescimento das raizes com efluente x 100 (2)
média do crescimento das raizes no controle

Gl (%) = n°sementes germinadas no efluente x comprimento médio raiz com efluente x 100 (3)
n°sementes germinadas no controle x comprimento médio raiz no controle

2.3.3 Allium cepa (cebola)

Os ensaios de genotoxicidade ambiental foram realizados com sementes de cebola (A.
cepa), de acordo com metodologia descrita por Mazzeo et al. (2015). Utilizou-se sementes
“Cebola Baia Periforme”, adquiridas de Isla® (Isla Sementes Ltda., Brazil), Lote 42011-S2 com
89% de germinacdo e pureza de 100%. Os testes com esse organismo foram realizados em
triplicata, com 50 sementes cada, utilizando vinhaga FA nas concentracgdes de 6,0; 12,0 e 20,0%.
O controle negativo (CN) foi realizado com agua ultrapura e o controle positivo (CP) com metil
metanosulfonato (MMS - Sigma-Aldrich - CAS: 66-27-3) na concentragéo de 10 mg/L, por ser
esta substancia um agente genotoxico de reconhecida agéo clastogénica.
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A exposicdo das sementes as amostras foi realizada em placas de Petri com papel de
filtro, mantidas em incubadora a 22,0+2,0 °C. Quando as raizes atingiram cercade 1,5a 2,0 cm
de comprimento (cerca de 120 h de exposicdo), as sementes foram coletadas e fixadas em
Carnoy I (3:1 - etanol/acido acético - v/v). As laminas foram preparadas de acordo com Bianchi
et al. (2011), em que as raizes fixadas foram submetidas a hidrélise &cida com HCI (1 M),
durante 10 min a 60 °C, seguido por coloragdo com reagente de Schiff, durante 2 h. Em seguida,
as regides meristematicas das raizes de A. cepa foram seccionadas em laminas, contrastadas
com carmim acético (2%), cobertas com laminula e, cuidadosamente, esmagadas. As laminulas
foram removidas em nitrogénio liquido e, apOs secagem, as laminas foram avaliadas em
microscopio éptico. Observou-se 6000 células por tratamento. Os efeitos citotoxicos foram
determinados pela frequéncia do indice Mitético (IM) e pelo indice de Morte Celular (IMC).
Os efeitos genotoxicos foram determinados pela presenca de aberragdes cromossoémicas (AC),
mediante analise do indice de Alteracdes Cromossdmicas (IAC); enquanto os efeitos
mutagénicos foram determinados pela ocorréncia de micronacleos (MN) e quebras
cromossdmicas (QC), avaliando-se o indice de Mutagenicidade (IMt), segundo as equagdes 4,
56e7.

IM (%) = n° total de células em diviséo celular x 100 4)
total de células observadas

IMC (%) = n°total de células em morte celular x 100 (5)
total de células observadas

IAC (%) = n°total de células alteradas x 100 (6)
total de células observadas

IMt (%) = n°total de células com MN e QC x 100 (7)
total de células observadas

2.4 Analises estatisticas

Os resultados do ensaio de toxicidade com D. similis foram calculados por analises
estatisticas, utilizando o método Trimmed Spearman-Karber, mediante o software Jspear
(HAMILTON et al., 1977).
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No ensaio de genotoxicidade ambiental com A. cepa utilizou-se o software Bioestat 5.0.
O teste estatistico paramétrico ANOVA foi utilizado para os dados que apresentaram
distribuicdo normal (indice mit6tico e germinacao); enquanto o teste estatistico ndo parametrico
Kruskall-Wallis foi utilizado para os dados que nédo apresentaram distribuicdo normal (morte

celular, genotoxicidade e mutagenicidade).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analises fisico-quimicas

Na Tabela 3 é possivel verificar que houve diminuicéo de 95,7% de DBO e 37,9% de
DQO do residuo final (vinhaga FA) comparado com a vinhaca bruta utilizada inicialmente,
indicando que houve consumo de matéria organica inicialmente presente na vinhaca pelas
bactérias anaerdbias do processo fermentativo. Segundo Rocha et al. (2012) o valor médio da
DBO da vinhaga é de 16000 mg.L?, considerado extremamente alto se comparado a outros
efluentes como por exemplo esgotos domésticos (cerca de 300 mg.L?). Sendo assim, a
diminuicdo dos valores de DBO e DQO ap0s o processo de fermentacdo anaerdbia é um dado

interessante uma vez que diminui o potencial poluidor da vinhaca.
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Tabela 3 - Resultados das analises fisico-quimicas da vinhaca bruta utilizada para a
fermentacgdo anaerdbia e do seu residuo final (vinhaca FA), baseadas na Norma Técnica P4.231
(CETESB, 2006) para caracterizagéo de vinhaga

Analise Unidade Vinhaca Bruta Vinhaca FA
DBO (20°C, 5 dias) mg O, .L*? 15.140 654
DQO mg O, .L*? 28.390 17.616
Nitrogénio Total Kjeldahl mg N .L*? 836 0,3
Oxigénio Dissolvido (OD) mg O, .L*! n.r. 5,03
Condutividade Elétrica mS/cm n.r. 18,96
Solidos Totais mg .L*? 26.632 29.288
Sélidos Fixos mg .L*? 7.686 15.048
Solidos Volateis mg .L*? 18.946 14.240
Cinzas (So¢lidos Fixos) % n.r. 1,54
Umidade % n.r. 97,05
Sulfato mg SO,* L1 900 1525
Sulfeto mg S% .L* 6,98 <0,002
Manganés mg Mn .L* 2,36 0,958
Célcio mg Ca .L? 509 254
Magnésio mg Mg .L*? 255,8 86
Sodio mg Na .L* 475 4.823
Potéssio mg K .L*! 2.650 1.827
Fosfato Total mg PO, L-! n.r. 156

n.r. = analise néo realizada

A quantidade de nitrogénio diminuiu 99,9% na vinhaca FA em compara¢do com a
vinhaca bruta. Embora o meio de cultivo tenha sido suplementado com fontes de nitrogénio,
como extrato de levedura e solucdo de macronutrientes, a diminuicdo registrada indica que
houve alta assimilacdo do nitrogénio pelas bactérias anaerdbias durante a fermentacdo. Este
resultado é importante, uma vez que na busca de solu¢Ges ambientais um dos requisitos mais
desejaveis € a diminuicdo do teor de nitrogénio dos residuos.

Independentemente da matéria-prima, a vinhaca é conhecida por conter altas
concentracdes de material orgénico, de potéssio e sulfatos, bem como caracteristicas acidas e
corrosivas. A quantidade de sulfato da vinhaca FA aumentou consideravelmente quando
comparada a vinhacga bruta (aumento de 170%), provavelmente devido a suplementacdo do
meio de cultivo com macro e micronutrientes.

Uma das formas mais tdxicas do enxofre é o sulfeto, e este foi praticamente removido

apos o processo de fermentagdo anaerdbia (<0,002 mg.L™).
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Na vinhaca bruta existiam minerais importantes para a producéo de solventes, tais como
0 manganés, magnésio, potassio e ferro. Além disso, houve adi¢do de agicar demerara ao meio
de cultivo, aglcar proveniente da cana-de-aclcar que ndo € tratado quimicamente. A
composicao nutricional deste acucar era de aproximadamente (mg/100 g-1): 85 de calcio, 29 de
magnésio, 22 de fosforo e 346 de potassio, segundo informacgdes do produto comercial.

Também verificou-se diminuicdo de manganés, magnésio e potassio na vinhaca FA.

O aumento expressivo na quantidade de sodio apds a fermentacdo pode ser atribuido a
necessidade de volumes grandes de solucgdes para o controle do pH do processo, tais como
solucdes de bicarbonato de sodio e hidréxido de sddio. Apesar de serem necessarias para o bom
andamento da fermentacao anaerobia, a adicao destas solucdes alteram o residuo final, fazendo
com que a alternativa de disposicao da vinhaca FA em solo seja prejudicada devido a potencial
salinizacdo do solo uma vez que o sodio esta presente em grandes quantidades.

De acordo com a Tabela 4, o Unico parametro que se encontra fora do VMP para
eventual langcamento desse tipo de residuo para tratamento em esgotos foi o sulfato. Houve
aumento de 170% provavelmente devido a suplementacdo do meio de cultivo com solucgdo de
macro e micronutrientes. Valores de pH e sulfeto, que se encontravam acima do VMP na
vinhaca bruta, apresentaram valores na vinhaca FA que se enquadram no limite estabelecido
pela norma ambiental vigente. Para 0s parametros que se encontravam abaixo do VMP na
vinhaca bruta, ndo foi realizada analise para a vinhaga FA. N&o foram realizados ensaios de

6leos e graxas, cromo hexavalente e cianeto.
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Tabela 4 - Valores maximos permitidos (VMP) para langamento de efluentes em esgoto
segundo Decreto No. 8.468/76 (SAO PAULO, 1976) e resultados das analises fisico-quimicas
da vinhaca bruta e de seu residuo final (vinhaca FA)

Parametros VMP Vinhaga Bruta Vinhaga FA
pH 6,0 -10,0 4,49 7,21
Materiais sedimentaveis até 20mL/L n.r. 3,1
Oleos e graxas 150 mg/L n.r. n.r.
Arsénio 1,5 mg/L n.r. <0,005
Cadmio 1,5 mg/L 0,09 n.r.
Chumbo 1,5 mg/L 0,25 n.r.
Caobre 1,5 mg/L 0,33 n.r.
Cromo hexavalente 1,5 mg/L n.r. n.r.
Mercdrio 1,5 mg/L n.r. <0,0002
Prata 1,5 mg/L n.r. <0,005
Selénio 1,5 mg/L n.r. <0,005
Cromo total 5,0 mg/L 0,04 n.r.
Zinco 5,0 mg/L 0,36 n.r.
Estanho 4,0 mg/L n.r. <0,005
Niquel 2,0 mg/L 0,15 n.r.
Cianeto 0,2 mg/L n.r. n.r.
Fenol 5,0 mg/L 2,05 n.r.
Ferro soltvel 15 mg/L 9,57 n.r.
Fluoretos 10 mg/L n.r. 0,259
Sulfeto 1,0 mg/L 6,98 <0,002
Sulfato 1.000mg/L 900 1525

3.2 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis

n.r. = analise ndo realizada

O ensaio mostrou que a vinhaca FA apresentou toxicidade aguda para D. similis,
apresentando EC(50) de 9,10% e 10,99 Unidades Téxicas (UT) (Tabela 5). Esse resultado

indica que vinhaga FA possui potencial toxico aos organismos aquaticos mesmo em baixa

concentracéo.
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Tabela 5 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda em Daphnia similis

CE(50) (%) Unidades Toéxicas (UT)
9,10 10,99
CE(50) (%) = Concentragdo Efetiva Média: concentracdo da amostra que causa efeito agudo (letalidade

ou imobilidade) a 50% dos organismos, em determinado periodo de exposicdo, nas condi¢cdes de ensaio.
UT = Unidades Téxicas = 100/EC(50)

Campos (2009) avaliando vinhoto proveniente da producéo de cachaca verificou CE(50)
de 0,36 e 6,54 em ensaios de toxicidade aguda com D. similis referentes ao vinhoto antes e apds
1 ano de armazenamento para depuracédo. Os resultados do ensaio de toxicidade com D. similis
para vinhaca FA mostram que a toxicidade desse residuo é somente pouco menor que a
verificada no trabalho de Campos (2009), ou seja, somente 0 processo de fermentacdo ou
mesmo digestdo anaerdbia da vinhaca ndo remove sua toxicidade. Messetti et al. (2017)
avaliaram a toxicidade aguda da vinhaca FA sob D. similis e verificaram que a toxicidade foi
removida ao final do processo de biodegradacdo em solo pelo método respirométrico de Bartha
& Pramer, ao longo de 57 dias, nas concentragdes utilizadas (3, 6 e 12%).

3.3 Ensaio de fitotoxicidade com Lactuca sativa (alface)

Em estudos toxicoldgicos utilizando sementes mediante avaliagdo do processo de
germinacdo a agua é um dos fatores do ambiente que mais exerce influéncia. A absorcéo de
agua, por embebicédo, promove a reidratacdo dos tecidos e intensifica as atividades metabolicas,
fornecendo energia e nutrientes necessarios para a retomada de crescimento por parte do
embrido (Nassif et al., 1998).

Segundo RUDNIK (2008), a fitotoxicidade pode ser expressa como atraso de
germinacao, inibicdo de crescimento e de germinacao, e qualquer outro efeito adverso causado
por substancias especificas ou condi¢cbes ambientais.

O indice de germinacdo mostrou que vinhaca FA possui efeito inibitorio na germinacao
e no crescimento da raiz de L. sativa somente a partir da concentracdo 6%, ficando abaixo de
80% (Figura 1).
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Figura 1 - indices de germinacdo (%) de sementes de Lactuca sativa desenvolvidas com a
adicéo de diferentes concentragdes de vinhaca FA
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A germinacéo relativa permaneceu acima de 80 até 25% da concentracdo de vinhaca

FA. Apenas na concentracao de 50% houve inibicdo da germinacéo (Figura 2).

Figura 2 - Germinacéo relativa (%) de sementes de Lactuca sativa desenvolvidas com a adi¢ao
de diferentes concentragdes de vinhaca FA
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Vilar (2017) avaliaram a germinacdo relativa e absoluta de sementes de alface na
presenca de vinhaca de cana-de-agUcar in natura e ap0s tratamento biolégico com fungo
Pleurotus sajor-caju e subsequente oxidacao eletroquimica. Os indices de germinagdo ficaram
abaixo de 75% mesmo na menor concentracdo de vinhaca in natura (12,5%), e diminuiram com
0 aumento da concentracdo de vinhaca. O tratamento bioldgico combinado com o tratamento
eletroquimico mostrou-se mais eficaz, onde os indices de germinacdo permaneceram proximos
a 100% até a concentracdo de 50% de vinhaga.

O crescimento relativo diminuiu a medida em que se aumentou a concentragdo de

vinhaca FA (Figura 3).

Figura 3 - Crescimento relativo (%) de sementes de Lactuca sativa desenvolvidas com a adicéo
de diferentes concentragdes de vinhaga FA
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Ueno et al. (2014) quantificaram a producdo de massa seca da parte aérea em plantas de
alface, assim como o acumulo foliar de nitrogénio, fosforo e potassio apds aplicacdo de vinhaca
biodigerida no solo, produzida a partir da biodigestdo anaerdbia de vinhacga, utilizando lodo
anaerdbio de industria de gelatina como fonte de microrganismos. A vinhaca biodigerida
demonstrou melhores indices de producdo de massa seca da parte aérea e acumulo de
nitrogénio, fosforo e potassio em folhas do que tratamentos utilizando vinhaga in natura. Estes
resultados estdo relacionados ao processo de biodigestdo sofrido pela vinhacga, que torna os
nutrientes presentes na vinhaga bruta mais facilmente absorviveis para as plantas. Dalri et al.

(2014) estudaram o efeito do uso de vinhaga concentrada, denominada de biofertilizante, em
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combinacdo com fertilizantes comerciais aplicados via fertirrigacdo nos componentes de
producéo da cultura da alface. Os autores verificaram que a utilizagdo da vinhaga proporciona
aumento significativo nas principais caracteristicas morfologicas da alface, resultando em
plantas maiores, com maior numero de folhas e maior massa fresca, aumentando a
produtividade da cultura da alface.

Desse modo, tem-se como opc¢éo a utilizacdo da vinhaca FA na concentracdo de 3%
como biofertilizante, onde o indice de germinagdo, a germinacdo relativa e o crescimento

relativo praticamente ndo foram afetados.

3.4 Ensaio de genotoxicidade com Allium cepa (cebola)

Segundo Christofoletti et al. (2013), genotoxicidade é a capacidade de um determinado
agente ou substancia induzir mudancas no material genético de organismos expostos, e, quando
essas alteracBes ndo sdo corretamente corrigidas, podem resultar em cénceres e doencas
hereditarias.

Pelos ensaios de fitotoxicidade realizados com A. cepa, foi possivel observar que a
vinhaca FA ndo alterou signicativamente os indices de germinacéo deste organismo, em relacédo
aos resultados do CN, para nenhuma das concentracoes testadas, mostrando que esse residuo

ndo foi tdxico para esse organismo teste (Figura 4).
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Figura 4 - Porcentagem de germinacdo das sementes de Allium cepa no ensaio de toxicidade,
desenvolvidas com a adicéo de diferentes concentragGes de vinhaga FA
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Conforme pode ser observado na Figura 5, a citoxicidade da amostra avaliada pelo
indice mitético foi dose dependente, onde a maior concentracao testada induziu o maior efeito
registrado. As amostras mais concentradas (12% e 20%), apresentaram resultados
estatisticamente significativos, quando comparadas ao CN. Além disso, pode-se observar que
a concentracdo de 20% de vinhaca FA foi a que exibiu o menor indice de divisdo. Assim €
possivel inferir que as concentragdes mais altas testadas para vinhaca FA interferem no
potencial citostatico das células de A.cepa, levando a diminuicdo dos indices mitdticos e,
consequentemente, um decréscimo nos indices de germinacdo e de crescimento radicular das
sementes desta espécie (Figura 4).
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Figura 5 - Frequéncia do indice mitético observado em células meristematicas de Allium cepa,

submetidas ao ensaio de genotoxicidade utilizando diferentes concentragdes de vinhaca FA
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Os resultados observados para morte celular (Figura 6) ndo foram estatisticamente
significativos para nenhuma das concentragdes testadas da vinhagca FA em A. cepa. Embora as
duas concentracdes mais altas tenham induzido morte celular e a concentracao de 20 % esteja
relacionada o maior indice de morte celular registrado, os resultados ndo foram estatisticamente

significativos em relacéo ao controle, provavelmente devido ao alto desvio padrao apresentado.
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Figura 6 - Frequéncia de morte celular observados em células meristematicas de Allium cepa

submetidas ao ensaio de genotoxicidade, utilizando diferentes concentragdes de vinhaga FA
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Quanto aos parametros de genotoxicidade e mutagenicidade, avaliados respectivamente
pelos ensaio de aberragbes cromossémicas (AC) e de micronucleos e quebras cromossdmicas
(MN + QC) em A. cepa, ndo foram registrados resultados significativos para estes pararametros,
para nenhuma das concentragdes testadas da vinhaca FA, como podem ser observados nas

Figuras 7 e 8.
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Figura 7 - Frequéncia dos danos genotdxicos observados em células meristematicas de Allium
cepa submetidas ao ensaio de genotoxicidade, utilizando diferentes concentragdes de vinhaga
FA
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Figura 8 - Frequéncia dos danos mutagénicos observados em células meristematicas de Allium
cepa submetidas ao ensaio de genotoxicidade, utilizando diferentes concentragdes de vinhaga
FA
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Diversos autores relataram que a genotoxicidade da vinhaga é devido & presenca de
metais como Cd, Cr, Ni, Pb, K, P, S, Fe, Mn, Zn e Cu (Marinho 2014; Souza et al., 2013;
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Srivastava e Jain, 2010). Como apresentado nas Tabelas 3 e 4, a concentracdo da maioria dos
metais analisados diminuiu ap6s o processo de fermentacéo anaerdbia. Somente o potassio e 0
sodio permaneceram em concentragdes relativamente altas. Os resultados das anélises quimicas
de metais e dos parametros de genotoxicidade e mutagenicidade (Figuras 7 e 8) reforcam a
eficiéncia do processo de fermentacdo anaerdbia na detoxicacdo das amostras analisadas da
vinhaca FA.

Garcia et al. (2017) avaliou, por meio de bioensaios com Allium cepa, a toxicidade de
duas diluigbes de vinhaca (2,5 e 5%). Os autores identificaram que as amostras induziram
aberracbes cromossdmicas em células meristematicas, principalmente dos tipos pontes
nucleares e anafasicas, sugerindo um potencial genotéxico para esse residuo. Souza et al.
(2013), avaliando amostras de solo de uma instalagdo de cultivo, com e sem vinhaga de cana-
de-agUcar, observaram um aumento significativo nas aberracdes cromossémicas (pontes,
aderéncias e quebras cromossdmicas) das regides meristematicas de radiculas de A. cepa
guando a vinhaca foi adicionada ao solo. Apds 33 dias, as células expostas a amostras de solo
com vinhaca apresentaram multiplas rupturas cromossdmicas. Os autores concluiram pelos
resultados obtidos que a vinhaga potencializou a clastogenicidade do solo. Christofoletti et al.
(2013) observaram, para uma amostra de vinhaca de cana-de-acucar, que este residuo induziu
efeitos genotdxicos para células meristematicas de raizes de A. cepa, mesmo apds passarem

pelo processo de biorremediacéo por invertebrados terrestres.

4 CONCLUSAO

Com a anélise dos resultados obtidos, mediante os ensaios ecotoxicoldgicos, € possivel
inferir que o descarte de vinhaca FA ndo deve ser feito na rede de esgoto, pois pode
comprometer 0s organismos aquaticos, mesmo quando em baixa concentracdo (menor que
10%). Com relacéo a sua aplicacdo como fertilizante agricola, as concentracGes abaixo de 6%
ndo influenciaram na germinagdo das sementes e no crescimento das radiculas de alface.
Embora a vinhaga FA ndo tenha induzido também efeitos genotoxicos e mutagénicos em A.
cepa, a sua utilizacdo em concentragdes acima de 12% mostrou ser citotoxica. Desse modo,
para um uso seguro da vinhaga FA como fertilizante agricola, é indicado que esse residuo passe
por tratamento de degradacao bioldgica, como a biodegradacao, para que haja a diminuicdo da

sua toxicidade.
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6. CONCLUSOES

Com relacdo ao processo de fermentacéo anaerobia (fermentacdo ABE):

pode ser realizado utilizando-se a vinhaca, um residuo agroindustrial, bem como o melaco,
subproduto da fermentacéo etandlica;

nas condi¢cBes experimentais deste trabalho gerou principalmente etanol, acido succinico,
acido latico, acido aceético e acido butirico;

a adicdo de melaco ao meio de cultura favoreceu a predominancia de Lactobacillus sobre
as demais espécies da cultura mista utilizada, evidenciada pela producéo de &cido lactico,
etanol e &cido acético. Espécies de Clostridium foram favorecidas na presenca de vinhaca,

evidenciada pela producdo de &cido butirico e isobutirico.

Com relacdo a vinhaca FA:

ocorreu diminuicdo de DQO e DBO ap06s o processo fermentativo, quando comparado com
a vinhaca bruta utilizada, diminuindo seu potencial poluidor;

a presenca de sulfato em nivel elevado na vinhaga FA, aliada a elevada toxicidade para o
microcrustaceo D. similis inviabilizam seu descarte em corpos hidricos;

concentracgdes de vinhaga FA abaixo de 6% n&o influenciaram na germinagao das sementes
e no crescimento das radiculas de L. sativa (alface). Embora ndo tenha induzido efeitos
genotoxicos e mutagénicos em A. cepa (cebola), sua utilizagdo em concentragdes acima de

12% mostrou ser citotxica;
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nos ensaios de biodegradacdo da vinhaca FA em solo, realizadas mediante o método
respirométrico, a eficiéncia foi superior a 30% ao final de 13 dias de ensaio para todas as
concentracdes avaliadas, na presenca e auséncia de inéculo comercial. Ao final de 57 dias,
a maior eficiéncia foi observada para a amostra com solo contendo 3% de vinhaga FA.
Apesar de sua adi¢do ndo ter se mostrado estatisticamente significativa, o indculo acelerou
0 processo de biodegradacdo em todas as amostras avaliadas. Amostras na presenca do
indculo atingiram 30% de eficiéncia de biodegradacdo em um tempo menor;

desse modo, sdo necessarios mais estudos para 0 uso seguro da vinhagca FA como
fertilizante agricola, sendo indicado que esse residuo passe por tratamento de degradacéo

bioldgica, como a biodegradacdo em solo, para que haja a diminui¢éo da sua toxicidade.
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