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RESUMO

Neste trabalho empregou-se vinhaca proveniente da destilacdo da fermentacéo
alcodlica do caldo de sorgo sacarino, matéria prima semelhante a cana-de-agucar,
para avaliagdo do potencial metanogénico, por meio da biodigestdo anaerodbica e
enriquecimento nutricional. A vinhaga coletada e armazenada foi caracterizada
guimicamente por meio da determinagdo dos teores de DQO, Amdnia, Nitrito, Nitrato,
Nitrogénio Total, Fésforo Total e Inorganico, Sélidos Totais, Volateis e Fixos. Foi
aplicado o planejamento experimental fatorial completo 22 + 4 pontos centrais, sendo
avaliadas as variaveis uréia como fonte de nitrogénio, fosfato monobasico de potassio
e fosfato dibasico de potassio como fontes de fésforo, o indculo utilizado foi o efluente
de suinocultura de terminacdo, obtendo-se assim 12 ensaios diferentes. Os ensaios
foram conduzidos em reatores laboratoriais acoplados com seringas para
monitoramento do volume de biogas produzido, os reatores foram acondicionados em
estufa de banho d’agua a 35 °C parcialmente submersos, com tempo de retencdo
hidraulica de 14 dias, sendo avaliado o volume de biogas produzido no periodo, por
meio do deslocamento do embolo da seringa e a concentracdo de metano produzido
foi avaliada com o auxilio do kit biogas desenvolvido pela Embrapa. Verificando-se a
otimizacé@o da producgéo de biogas com a utilizacdo de enriqguecimento nutricional.

PALAVRAS-CHAVE: Vinhaga, Sorgo Sacarino, Biodigestéo, Biogas.



1. INTRODUCAO

O etanol brasileiro € em sua maioria produzido a partir da biomassa de cana-
de-agucar, sendo em alguns casos substituida pelo sorgo sacarino, cultivado na entre
safra, fonte renovavel e de significativo sequiestro de carbono atmosférico. A producéo
de etanol no Brasil é fato marcante, pois além da frota veicular movida a etanol
hidratado, existe também o consumo do etanol anidro no mercado interno na adi¢ao
deste na gasolina e mercado externo (GRANATO e SILVA, 2002).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acglcar, tendo na safra de
2013-2014 produzido 653,519 milhGes de toneladas de cana-de-aclcar, dos quais
foram gerados 27,543 milh6es metros cubicos de etanol. Os estados com maior
producdo sdo: Sdo Paulo com 13,944 milhdes metros cubicos, Goias com 3,879
milhdes metros cubicos, seguido de Minas Gerais com 2,657 milhdes metros cubicos,
o estado do Parana é o quinto maior produtor nacional de etanol com 1,488 milhdes
metros cubicos (UNICA, 2015).

O sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench), € uma graminea de origem
africana, considerada uma importante planta de interesse energético apresentando
alta eficiéncia fotossintética e adaptacdo a condigcbes adversas, sendo o cultivo
integrado com a producdo agucareira na entressafra da cana-de-agucar, aumentando
a quantidade de acucar no colmo e diminuindo custos fixos na producao (QUEIROZ et
al., 2013).

O sorgo sacarino vem se destacando em &mbito nacional e internacional pelo
seu elevado potencial para producédo de biocombustiveis, sendo o quinto cereal mais
cultivado no planeta, ficando atras apenas do trigo, arroz, milho e cevada, cultivada em
inameras regides do mundo (FORNASIERI FILHO e FORNASIERI, 2009).

A cultura apresenta vantagens como: rapidez no ciclo, cultura mecanizavel,
tolerdncia a seca e baixa fertilidade, utilizacdo do bagagco como fonte de energia e
contribuicdo para um balanco energético favoravel (PARRELLA, 2010).

O processamento do sorgo sacarino para producdo do etanol passa por
diversas etapas sendo: o preparo da matéria prima, extracdo do caldo, tratamento do
caldo, fermentacdo e destilagdo as principais etapas, muito semelhantes ao
processamento da cana-de-agucar. Sendo gerados diversos residuos como o bagaco,
cinzas, residuos liquidos destacando-se a geragdo de vinhaca e emissdes gasosas
(VACCARI, 2005).



2. OBJETIVO
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial de producdo de biogds em escala laboratorial, utilizando
vinhaga de sorgo sacarino e enriqguecimento nutricional para otimizacdo da producéo
de biogas.

2.2. Objetivos Especificos

Caracterizacdo da Vinhaca de Sorgo Sacarino e do In6culo;

Montagem de reatores laboratoriais e estufa de banho d’agua;

Avaliar a influéncia do enriqguecimento nutricional por meio da adi¢cdo de Uréia,
Fosfato Monobéasico de Potassio e Fosfato Dibasico de Potassio, na produgédo de
biogéas a partir da biodigestéo da vinhaga de sorgo sacarino;

Analise do biogas gerado nos ensaios de biodigestao anaerébia.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Neste capitulo serdo abordados os principais temas relacionados & producgéo
de biogas a partir da utilizacdo de vinhaga de sorgo sacarino com enriquecimento

nutricional.

3.1. Vinhaga de Sorgo Sacarino

Durante os processos de producéo do etanol sdo gerados residuos que quando
ndo reutilizados podem causar impactos ambientais, entre esses residuos esta a
vinhaca que apresenta alto teor de matéria organica que, se tratada adequadamente,
pode resultar em fonte potencial de energia (SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2007).

A vinhaga é um efluente altamente poluidor de cor marrom escuro, de natureza
acida, pH variando entre 3,7 e 5, € composta, em sua maioria, por 93% de agua e 7%
de sdlidos, a fracdo sélida é constituida, principalmente, de compostos organicos e
elementos minerais (MARQUES, 2006), tais como o potassio (K), o calcio (Ca), o
nitrogénio (N) e o enxofre (S) (LUDOVICE,1997).

Sua for¢a poluente, cerca de cem vezes a do esgoto doméstico, decorre da sua
riqueza em matéria organica (BITTENCOURT et al., 1978). O langamento da vinhaca
de modo indiscriminado aos rios e corpos d’agua pode poluir as reservas hidricas e,
portanto causar sérios danos a biodiversidade e ecossistemas destes meios. A
poluicdo dos cursos d’agua é caracterizada pela introdugdo em sua massa liquida de
qualquer elemento que lhe seja estranho. Mesmo que esse elemento se constitua de
alguma riqueza, a 4gua que o transporta estara poluida (DAMIANO, 2005).

Sendo assim, ha a necessidade de um tratamento prévio para o seu descarte
ao solo por meio da fertirrigacdo, a qual em excesso podera percolar ate 0s corpos
d’agua. Nao obstante, em se tratando de uma “industria de produto energético”, a
possibilidade de se converter a matéria organica da vinhaga em metano ndo deve ser
desprezada, pois tal pratica, além de minimizar os eventuais riscos de acidentes
durante manuseio desse residuo, facilita sua aplicagdo na lavoura na medida em que
neutraliza o pH do efluente (VIANA, 2006).

3.2. Tratamentos da Vinhaca
Devido a essas caracteristicas e por apresentar um custo relativamente baixo,
a vinhaca pode ser utilizada para producao de racao animal, recuperacao do potassio
nela existente em teores razoaveis, producdo de proteina unicelular, reciclagem para
diluicho do melago, combustdo, producdo de levedura, uso na construcdo civil e

atualmente esta sendo amplamente utilizada na fertirrigacdo de areas de cultivo de



cana-de-acucar, e biodigestdo para producdo de biogas (SZYMANSKI; BALBINOT,;
SCHIRMER, 2010).

A reciclagem da vinhaca para diluicdo do melaco € empregada para substituir o
uso da agua como diluente, sendo o aproveitamento da vinhaga para este fim limitado
(LAIME et al., 2011).

A producdo de levedura, a partir da vinhaga, € uma alternativa que permite
reduzir a descarga de vinhacga, possuindo custos elevados nesta tecnologia, por meio
da adicdo de sais de amobnia e de magnésio para se obter o fermento seco, e a
necessidade de evaporacdo da 4gua da vinhaca, requerida neste processo. Para a
fabricacdo de racdo animal, utilizando vinhaca, é necessaria a reducdo do nivel de
potassio, podendo ser empregada na fabricacdo de rag&o para bovinos, suinos e aves,
em ruminantes, a racdo ndo deve ultrapassar 10% da alimentacdo diaria, em suinos
de 2 a 3% (CORAZZA e SALLES FILHO, 2000).

A fertirrigacé@o consiste na aplicagdo da vinhaga “in natura” ao solo, a vinhaga
irriga e, a0 mesmo tempo, fertiliza a lavoura, razéo pela qual ela traz o duplo beneficio
da disposi¢do da vinhagca e da economia de custos em insumos, diminuindo gastos
com fertilizantes e, em consequéncia disso, tornou-se uma pratica adotada por quase
todas industrias sucroalcooleiras, sendo necessario considerar parametros ambientais
como: tipo de solo, distancia de cursos de 4gua e percentual de sais presentes no solo
(LAIME et al., 2011).

A biodigestao anaerdbia da vinhaca é uma tecnologia em que se produz o
metano e o dioxido de carbono, apresenta reducao significativa na DBO diminuindo o
poder poluidor da vinhaca (GRANATO, 2003).

O processo de biodigestdo anaerdbia € de grande interesse, pois apresenta
diversas vantagens quando comparada aos outros processos de aproveitamento da
vinhaga, tais como a reducdo da sua carga organica, por meio da conversao de parte
da DBO em biogas, neutralizacdo do pH aproximando-o de 7, solucionando o
problema de corrosao, conservando os teores de NPK (Nitrogénio, Fosforo e Potassio)
da vinhaga in natura, mantendo o seu poder fertilizante (PRADA; GUEKEZIAN,;
SUAREZ, 1998).

3.3. Biodigestdo Anaerdbia e Enriquecimento Nutricional
A biodigestao anaerobia é considerada um tratamento de alta eficiéncia e baixo
custo, possibilitando a diminui¢cdo do teor de matéria organica de efluentes enquanto
produz biogas que é uma fonte energética (ANGELIDAKI e AHRING 1993).
Como alternativa tecnoldgica para reduzir o potencial poluidor da vinhaga

guanto & matéria organica, destaca-se 0 processo anaerobio pois além de promover o
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tratamento e reciclagem dos dejetos, promove agregacao de valor as atividades com a
producdo do biogas e do fertilizante, podendo ser revertidos ao sistema na economia
de energia e fertilizantes (SANTOS; LUCAS JUNIOR; SILVA, 2007).

A biodigestdo anaerdbica tem sido tradicionalmente utilizada na China e india
(COTE; MASSE; QUESSY, 2006). Esta tecnologia tem sido muito aplicada em vérios
projetos e plantas industriais em plena execuc¢do na Europa, (SPIEGELEER, 1999). A
biodigestdo anaerébia pode ser definida como uma complexa interacdo de
microrganismos na auséncia de oxigénio molecular, que degradam os diversos
componentes organicos complexos como carboidratos, proteinas e lipideos presentes
no residuo até a forma final de metano e dioxido de carbono, principalmente
(CHERNICHARO, 1997).

i) A hidrélise promove a conversdo do material organico particulado em
compostos dissolvidos de menor peso molecular.

i) Na acidogénese ocorre a absor¢éo de compostos gerados na hidrélise
através de bactérias fermentativas, resultando na formacédo de compostos organicos
simples, estes produtos metabdlicos sdo importantes substratos para as bactérias
acetogénicas e para as arqueas metanogénicas. Os géneros de bactérias
acidogénicas comumente encontrados em reatores anaerobios sdo Clostridium,
Bacteroides, Ruminococcus, Butyribacterium, Propionibacterium, Eubacterium,
Lactobacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Desulfobacter, Micrococcus, Bacillus e
Escherichia.

i) Na acetogénese ocorre a conversao de compostos originados na
acidogénese formando substratos para a producdo de metano, tais como: acetato,
hidrogénio e diéxido de carbono. Os géneros de bactérias acetogénicas encontrados
em biodigestores anaerébios sao Syntrophobacter e Syntrophomonas.

iv) Na metanogénese ocorre a formacdo do metano por meio de arqueas
acetotréficas e arqueas hidrogenotréficas, sendo que as acetotroficas utilizam acetato,
formando géas carbdnico (CO;) e metano (CH.), sao responsaveis por 60 a 70% de
toda produgdo de metano. Pertencem a dois géneros principais: Methanosarcina e
Methanosaeta. As hidrogenotroficas utilizam o gas carbdnico como fonte de carbono e
aceptor final de elétrons, e o hidrogénio como fonte de energia, sendo que parte do
gas carbbnico reage com o hidrogénio para formacdo do metano (CHERNICHARO,
1997).

Os nutrientes contidos nos residuos garantem a sobrevivéncia e reproducao
dos microrganismos presentes durante a biodigestdo anaerdbia, permitindo que ocorra
a degradacao da fracdo organica ndo estavel e, portanto poluente, até a forma estavel,

o biofertilizante que pode ser usado com maior segurangca como fertilizante de solos,
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com reduzida quantidade de matéria organica, mas ainda com concentracfes
consideraveis de nutrientes, além de produzir o biogas (MADEJON, 2001).

Além do biogas tem-se o biofertilizante como produto deste processo. O
mesmo apresenta compostos bioativos que resultam de compostos organicos de
origem animal e vegetal apos a biodigestdo. Estes dois produtos permitem o aumento
da produgcdo agricola, agregando valor as cadeias produtivas, organizando e
garantindo uma fonte de energia renovavel e de baixo custo (COSTA, 2012).

De modo geral, a biodigestdo anaerdbia da vinhaga apresenta como vantagens
0 menor consumo de energia comparado a sistemas aerdbios, menor producgéo de
lodo em virtude da menor producédo de biomassa. Como desvantagem, o pH acido da
vinhaca que dificulta a biodigestdo anaerdbia, possui o maior tempo de retengéo
comparado a sistemas aerobios e producdo de gases sulfurados com odor
desagradavel (CORTEZ et al., 2007).

A vinhaga ap0s tratada deve ser utilizada com cautela, uma vez que pode
contaminar aguas subterrneas e mananciais superficiais, devido & percolagdo ou
arraste de elementos quimicos como manganés, ferro, potassio, aluminio, cloreto,
matéria organica, dentre outros (SZYMANSKI; BALBINOT; SCHIRMER, 2010).

Muitos pesquisadores consideram que 0s processos termofilicos tém maior
eficiéncia na degradacdo de matéria organica em comparagdo com processos
mesofilicos, podendo ser obtida maior producéo de biogas (ZABRANSKA, 2002).

A composi¢cdo dos residuos utilizados na biodigestdo afeta diretamente a
producdo de biogas, sendo que quanto maior a disponibilidade de soélidos volateis,
nitratos, fosfatos e sulfatos, tém-se elevadas producfes de biogas. A producdo de
metano esta diretamente relacionada com a DQO do residuo, e a presenca de
nitrogénio na forma de proteinas é desejavel, uma vez que a mineralizacao conduz a
formacgao de amonia, que é util no estabelecimento da alcalinidade (GRANATO, 2003).

Castro e Cortez (1998), estudaram diferentes temperaturas para analisar a
producdo de biogas e a degradacdo de sélidos totais e volateis em biodigestores
batelada em escala laboratorial, e concluiram que a temperatura mais adequada para

a producéo de biogés foi de 31 °C.

3.4. Biodigestores Anaerobios
De forma geral os biodigestores sé@o constituidos de uma camara fechada onde
ocorre a decomposi¢do da matéria organica a qual € depositado em solugéo aquosa,
formando o biogas que se acumula na parte superior da camara (DEGANUTI et al.,

2010). Os biodigestores proporcionam condicbes adequadas para a producdo do



biogas, alem de atuar no saneamento ambiental dos residuos e geracdo de
biofertilizantes (AZEVEDO, 2010).

Devido ao aumento do interesse na biodigestdo anaerbébia de residuos,
diversos modelos de biodigestores foram propostos (SARAVANAN e
SREEKRISHNAN, 2006). Sendo que estes podem ser divididos em biodigestores
agricolas e sanitarios. No entanto, os biodigestores de uso sanitario podem ser
utiizados nas agroindustrias para tratamento de residuos agroindustriais,
principalmente em industrias de alimentos (FAISAL e UNNO, 2001). Dentre os
biodigestores de modelos chinés, indiano e tubular, s&o 0os mais antigos no uso
agricola com sistema de abastecimento continuo, sendo muito utilizados no Brasil
(CERVI, 2009).

Novas configuracdes de reatores anaerdbios para conversdo da matéria
organica em biogas tém merecido a atengdo dos pesquisadores com a intencdo de
aperfeicoar o processo. Nesse contexto, devido a sua flexibilidade operacional
(KENNEDY, 1991), e a possibilidade de aplicagdo a diversos tipos de aguas
residuarias, o reator anaerdbio operado em bateladas seqienciais tem sido
investigado com varios tipos de aguas residuarias, tanto em condi¢fes de temperatura
mesofilica (em torno de 35°C), como termofilica (55°C) (DOLL e FORESTI, 2010).

Moura (2012) afirma que em meios muito acidos a atividade enziméatica das
bactérias ndo ocorre e em meio altamente alcalino a fermentacdo produz anidro
sulfuroso e hidrogénio. Sendo assim assumindo-se que valores de pH préximos a
neutralidade séo os mais indicados na biodigestéo.

A relacdo entre carbono e nitrogénio é um fator relevante nos processos de
biodigestao, esta proporcado deve ser a mais proxima do ideal entre 20:1 e 30:1, caso
contrario, as bactérias ndo seréo capazes de consumir todo carbono presente no meio
e o desempenho do processo sera baixo (SGORLON et al. 2011).

O tempo de retencéo hidraulica é outro fator importante, sendo este o tempo
necessario que o material permanece no biodigestor, o diferencial de tempo de
entrada e saida dos diferentes materiais no biodigestor, como a agua, sélidos e células
(MOURA, 2012). Segundo Gomes e Cappi (2011), tempo de retencdo hidraulica esta
diretamente relacionado com o teor de sélidos totais do substrato e se refere ao tempo

necessario para que o material seja degradado dentro do biodigestor.

3.5. O Biogas
Registros histéricos apontam que as civilizagées desenvolvidas como a egipcia
utiizavam a fermentacdo anaerébia e obtinham biogas, o qual era empregado nas
iluminacdes das piramides (SCHNEIDER, 2009). Em 1776 o quimico Alessandro
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Volta, obteve a primeira comprovacdo experimental na Italia, com a producdo de
metano por meio da decomposicdo de restos vegetais em ambientes confinados
(COLDEBELLA et al., 2008).

O biogds € uma mistura gasosa, combustivel, resultante da biodigestao
anaerobica da matéria organica. A propor¢cao de cada gas na mistura depende de
varios parametros, como o0 tipo do biodigestor e o substrato utilizado, sendo
basicamente constituido de Metano (CH.), Diéxido de Carbono (CO,), Oxigénio (Oy),
Nitrogénio (N2), Agua (H.0) e Acido Sulfidrico (H2S). O biogas contém
aproximadamente 36 a 50% de metano (CH4) e de 15 a 60% de diéxido de carbono
(CO,) (STARR et al., 2012).

Segundo Ozturk e Demirciyeva (2013) a composi¢éo do biogas é de 40 a 70%
de metano, 30 a 60% de didxido de carbono, e tracos de Acido Sulfidrico (H2S). O
metano € o0 gas de maior interesse na mistura, sendo que quanto maior seu
percentual, maior sera o poder calorifico do biogas.

O biogas pode ser utilizado na geragdo de energia, devido ao seu potencial
combustivel, e poder calorifico em torno de 5.000 a 7.000 kcal Nm?3, entretanto pode
chegar a 12.000 kcal Nm® caso o CO; seja retirado da mistura, seu poder calorifico
depende diretamente do seu teor de metano (CORTEZ et al., 2007).

Devido a problemas ambientais e a aprovacdo do Protocolo de Kyoto, além da
constante elevacéo do preco dos combustiveis, 0 biogas passa a ser considerada uma
fonte de energia alternativa. O biogas representa um avanco importante no sentido da
solucdo do problema da disponibilidade energética no meio rural e industrial, tanto no
uso para aguecimento e geracao de vapor, quanto para a geracao de energia elétrica
(CERVI, 2009).

O biogas pode ser empregado em diferentes propésitos, desde a geracao de
calor, uso em motores de combustdo interna, até a geracao de energia elétrica. Em
uma usina sucroalcooleira existem diversas opc¢fes para a utilizacao do biogas, dentre
elas, queima em caldeira para geracao de vapor, utilizacdo em turbinas a gas para
geracdo de energia elétrica e substituicdo de combustiveis utilizados na agroindustria
(GRANATO, 2003).

A utilizac@o de processos anaerdbios é amplamente praticada no tratamento de
residuos, uma vez que 0s microrganismos anaerébios degradam a matéria organica,
gerando o biogas e biofertilizante como produtos finais (LIANHUA; DONG;
YONGMING, 2010).

Segundo Souza; Pereira; Pavan, (2004) outra vantagem no aproveitamento do

biogds € o fato do metano ser um gas que contribui para o efeito estufa mais



intensamente que o dioxido de carbono e sua queima para a geracdo de energia

contribui sobremaneira para a reducéo de seu efeito como tal.



4. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo abordados as principais metodologias utilizadas para a
caracterizacdo da vinhaga e inoculo, bem como a construgcdo de biorreatores
laboratoriais e estufa de banho d'agua, alem da utilizacdo de planejamento
experimental para a realizagdo dos ensaios de biodigestdo anaerdbia e analise de

metano.

4.1. Local do Experimento
A caracterizacdo quimica da vinhaca bem como 0s ensaios de biodigestéo
anaerdbia foram realizados no Laboratério de Quimica Orgéanica e Laboratério de

Cinética e Biorreatores da Universidade Federal do Paran& Setor Palotina.

4.2. A Vinhacade Sorgo Sacarino

A vinhaca utilizada no presente estudo foi adquirida em uma usina de pequeno
porte do Laboratério de Produg&o Biocombustiveis da Universidade Federal do Parana
Setor de Palotina, no periodo de safra 2013/2014, sendo imediatamente
acondicionada em garrafas PET de dois litros e armazenada em freezer.

4.3. In6culo
O in6culo utilizado na biodigestdo anaerdbia da vinhaca foi efluente, coletado na
saida do biodigestor, em propriedade de suinocultura de terminagcdo do senhor Ari

Zimmermann no municipio de Maripa PR.

4.4. Caracterizacdo Quimica da Vinhaca e In6culo

A caracterizagdo quimica da vinhaca e do in6culo foi realizada por meio da
determinacdo da DQO, amédnia, nitrito, nitrato, nitrogénio total, fésforo total, fésforo
inorganico e teor de solidos. A DQO mede o consumo de oxigénio ocorrido em funcao
da oxidacdo quimica da matéria organica, foi determinada pelo método
espectrofotométrico. O teor de aménia (NH.*) foi determinado de acordo com o
método proposto por Koroleff (1976). O teor de nitrito (NO>) foi determinado de acordo
com o método proposto por Mackereth; Heron; Talling, (1978). O teor de nitrato (NO3)
foi determinado através do método de Valderrama (1981) que pressup@e a reducéo do
nitrato a nitrito por meio de cadmio, sendo a técnica mais adequada, em termos de
sensibilidade e rapidez. O teor de fésforo inorganico foi determinado através do
método colorimétrico do azul de molibdénio, de acordo com Lampert e Sommer
(1997). Os teores de nitrogénio total (N2) e fosforo total (P.Os) foram determinados

simultaneamente de acordo com o método proposto por Valderrama (1981). A
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determinacdo do teor de sélidos compreende a determinacao de solidos totais, solidos
fixos, sélidos volateis de acordo com o método proposto por Wetzel e Likens (1991).
Metodologias na integra em anexo A.

4.5. Ensaios de Biodigestdo AnaerObia

Os ensaios de biodigestao anaerdbia foram conduzidos em reatores laboratoriais
e estufa de banho d’agua a temperatura de 35 °C, sendo necessario a construcao de
reatores laboratoriais com volume de 120 mL, bem como a construcao de estufa para

incubacao dos reatores conforme Figura 1.

Figura 1. Conducgao dos ensaios utilizando reatores em estufa de banho d’agua

Os biorreatores laboratoriais foram construidos utilizando-se canos de policloreto
de vinila (PVC) com diametro de 25 mm, comprimento de 30 cm, volume de 120 mL
sendo reservado 20 mL do volume total para cadmara de gas, hermeticamente
fechados com capes de PVC perfurados em uma das extremidades, acoplando
seringas de 20 mL, cuja funcdo foi medir o volume de biogas produzido, conforme

Figura 2.
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Figura 2. Biorreator laboratorial construido para os ensaios de biodigestdo anaerdbia

A estufa foi construida com as seguintes dimensoées, 50 cm de largura x 90 cm
de comprimento x 30 cm de profundidade, sendo composta por termostato da marca
IMIT com controle de temperatura de 0 a 120 °C em escada de 5 °C e comando on —
off interligado com o aquecedor de agua, circulador de agua modelo moto bomba
submersa da marca Sarlobetter com vazdo de 540 L h?' para homogeneizacédo do
meio, termdmetro com faixa de leitura de -10 a 100 °C com escala de 1 °C da marca
Incoterm para verificacdo da temperatura do sistema, suporte para acomodacao dos
reatores, conforme Figura 3.

Os reatores foram imersos em agua a temperatura de 35 °C, temperatura esta
mantida por aquecedores ligados a termostatos, os circuladores de agua que
garantem a homogeneidade da temperatura.

TERMOSTATO

1

|
|
|
|
|
|
: Nivel de agua
|
I
|
|
|
|

Reatores & Suporte

Figura 2. Esquema de estufa de banho d’agua e reatores laboratoriais

12



4.6. Planejamento Experimental Fatorial Completo

Para avaliacdo da producéo de biogas a partir da vinhaca utilizando-se Fatorial
Completo 23 + 4 pontos centrais (PC) conforme Tabela 1.

Utilizou-se as variaveis como fonte de fosforo utilizou-se Fosfato Monobasico de
Potassio (MP) a partir de solugdo 20 g L%, nas proporcdes de 5 e 10 mL da respectiva
solucdo, ou seja, 0,1 g e 0,2 g e o Fosfato Dibasico de Potassio (DP) a partir de
solucéo 2 g L%, nas proporcdes de 5 e 10 mL da respectiva solucéo, ou seja, 0,01 g e
0,02 g, como fonte de nitrogénio utilizou-se Uréia (UR) a partir de solugdo 3,5 g L1,
nas propor¢des de 5 e 10 mL da respectiva solucdo, ou seja, 0,0175 g e 0,035 g.

A vinhacga de sorgo sacarino foi utilizada na propor¢éo de 25 mL e o inoculo foi
utilizado na proporcéao de 10 mL, o volume total adicionada aos reatores foi de 100 mL,
completando-se o volume restante com agua, conforme Tabela 1, objetivando a
variavel resposta volume de biogas.

Xavier; Lucas Junior, (2010) afirmaram que a presenca de indculo favorece o
processo de biodigestdo, contribuindo para a melhoria nos teores de metano na
composicao do biogas.

O volume de biogas foi avaliado diariamente durante 14 dias observando o
deslocamento do émbolo da seringa, sendo a seringa retirada quando cheia e o biogas
analisado e posteriormente descartado, a seringa foi entdo novamente acoplada ao

biorreator para continuar a medi¢do do biogas.

Tabela 1. Especificagcbes dos niveis das variaveis usadas no Planejamento
Experimental Fatorial Completo 22 + 4 pontos centrais

Variavel Niveis
-1 0 +1
Fosfato Monobasico de Potassio (mL) 5 7,5 10
Fosfato Dibasico de Potassio (mL) 5 7,5 10
Uréia (mL) 5 7,5 10

Obteve-se 12 combinacdes diferentes, sendo os reatores identificados de S1 a

S12 conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Matriz do Planejamento Experimental Fatorial Completo 23 + 4 pontos

centrais
Ensaios Fosfato Monobasico de Fosfato Dibasico de Uréia
Potassio Potéassio
S1 -1 (5mL) -1 (5mL) -1 (5mL)
S2 +1(10 mL) -1 (5mL) -1 (5mL)
S3 -1 (5mL) +1(10 mL) -1 (5mL)
S4 +1(10 mL) +1(10 mL) -1 (5mL)
S5 -1 (5mL) -1 (5mL) +1 (10 mL)
S6 +1(10 mL) -1 (5mL) +1(10 mL)
S7 -1 (5 mL) +1(10 mL) +1(10 mL)
S8 +1(10 mL) +1(10 mL) +1(10 mL)
S9 0 (7,5 mL) 0 (7,5mL) 0 (7,5mL)
S10 0 (7,5 mL) 0 (7,5mL) 0 (7,5mL)
S11 0 (7,5 mL) 0(7,5mL) 0 (7,5mL)
S12 0 (7,5mL) 0(7,5mL) 0 (7,5mL)

4.7. Analise do Teor de Metano

O teor de metano foi determinado por meio da utilizacdo do Kit de Andlise de
Biogas desenvolvido em parceria entre EMBRAPA aves e suinos e ALFAKIT LTDA, o
qual é comercializado visando atender as necessidades das propriedades rurais que
operam biodigestores, este disposto em patente de tecnologia P.l. 0706174-9 INPI, a
analise foi realizada seguindo as orientacées do manual de analises.

O método promove a lavagem do biogas em solugéo alcalina, o kit € composto
por uma seringa de vidro conectado por meio de um suporte a outra seringa plastica
contendo a solucdo alcalina,apresentando 2,5% de precisdo, uma vez que segundo o

fabricante o kit foi calibrado através de cromatografias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste capitulo serdo abordados os principais resultados dos ensaios de
biodigestdo anaerdbia da vinhaga de sorgo sacarino com enriquecimento nutricional

por meio da aplicacéo de planejamento experimental fatorial completo.

5.1. Caracterizacdo Quimica da Vinhaca e In6culo

A vinhaca de sorgo sacarino utilizada no presente estudos possui DQO de
87.747 mg L, enquanto que a vinhaca de cana-de-aglcar apresenta 27.224 mg L.
De acordo com Freire e Cortez (2000), a vinhaca apresenta elevadas taxas de DQO
10.000 a 210.000 mg L.

A vinhaca é rica em nutrientes, segundo Gloria e Orlando Filho (1984), a vinhaga
possui quantidades significativas de elementos quimicos essenciais as plantas
apresentando 460 mg L de nitrogénio e 240 mg L* de fésforo, enquanto que UENO et
al., (2013), caracterizaram a vinhaga e obtiveram valores de nitrogénio total 2.380 mg
L1, e fésforo 127,3 mg L%, a vinhaca de sorgo sacarino utilizada nos ensaios
apresenta nitrogénio total de 1.897 mg L* e f6sforo total 2.341 mg L*, enquanto que a
vinhaca de cana-de-aglcar apresenta nitrogénio total 6.537 mg L* e fésforo total
19.567 mg L. A caracterizagdo quimica da vinhaca e inéculo esta expressa na
Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizagédo quimica da vinhaca e indculo

Determinagoes Sorgo sacarino Cana-de-Acicar Indculo

DQO 87.747 (mg L) 27.224 (mg L) 32.657 (mg L?)
Amonia 800 (mg L?) 4.387 (mg L1) 6.828 (mg L1)
Nitrato 951 (mg L?) 1.264,9 (mg L?) 10.718 (mg L)
Nitrito 146 (mg L1) 393,6 (mg L1) 3.286 (mg L1)
Nitrogénio Total 1.897 (mg L?) 6.537 (mg L1) 20.832 (mg L)
Fésforo Total 2.341 (mg L?) 19.567 (mg L) 43.340 (mg L)
Fésforo Inorganico 1.498 (mg L) 15.135 (mg L) 36.504 (mg L)
Sdlidos Totais 74,68 (g L) 15 (g L?) 78,93 (gL?)
Sélidos Fixos 8,37 (g L) 3(gL?) 6,40 (g L)
Sélidos Volateis 66,3 (g L) 12 (g LY 72,53 (g LY)

De acordo com Cabello; Scognamiglio; Teran, (2009), a composi¢cdo da vinhaga
pode variar em relacdo ao tipo de solo, método de colheita, processo de producéo.
Segundo Oliveira (2012), a composi¢cdo quimica da vinhaca pode variar dentro de
largos limites, sendo influenciada por diversos fatores, em que pode ser destacada a

natureza e composi¢ado da matéria-prima.
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5.2. Producéao de Biogas

O volume acumulado de biogas produzido durante o periodo de incubacéo foi
avaliado por meio do deslocamento do embolo da seringa e quando se obteve a
capacidade maxima da seringa o biogas foi analisado e descartado, acoplando-se a
seringa novamente ao biorreator laboratorial para a medicdo do volume de biogas
produzido, sendo os valores de biogas gerado bem como a concentracdo de metano

expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Volume acumulado de biogas produzido em ensaio utilizando Planejamento
Experimental Fatorial Completo 23 + 4 pontos centrais

Ensaio Biogas Metano
S1 140 (mL) 33 (%)
S2 290 (mL) 68 (%)
S3 246 (mL) 58 (%)
S4 214 (mL) 50 (%)
S5 274 (mL) 64 (%)
S6 163 (mL) 38 (%)
S7 159 (mL) 37 (%)
S8 177 (mL) 41 (%)
S9 145 (mL) 34 (%)
S10 143 (mL) 34 (%)
S11 169 (mL) 39 (%)
S12 162 (mL) 37 (%)

Observando-se que os volumes acumulados de biogas produzido durante o
periodo de incubacgéo variou entre os volumes de 140 mL e 290 mL de biogéas, sendo
0s ensaios S1, composto por 5 mL de MP, 5 mL de DP e 5 mL de UR e o0 ensaio S2,
composto por 10 mL de MP, 5 mL de DP e 5 mL de UR, respectivamente. Enquanto
que a concentracdo de metano variou entre 33% dos ensaios S1 e 68% do ensaio S2.

Convertendo-se a porcentagem de metano em volume proporcional de metano
no biogas, obtém-se os valores expressos na Figura 4, sendo que o volume de metano

variou entre 47mL e 196 mL dos ensaios S1 e S2 respectivamente.
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Figura 4. Volume de Metano presente no Biogas gerado.

A partir dos resultados obtidos é possivel observar que o aumento da
concentracdo de Fosfato Monobasico de Potassio otimizou o volume de biogas
gerado, bem como, a concentragdo de metano, o que aumenta o poder calorifico do
biogas produzido.

UENO et al., (2013), observaram a producdo de 19 mL de biogas acumulados
em experimento ao longo de 5 dias, utilizando apenas mistura de lodo e vinhaga na
propor¢éo de 20 mL de in6culo de lodo anaerdbio de industria de gelatinas e 100 mL
de vinhaga. Ainda observaram que tratamentos utilizando vinhaga, sem a adicéo de
microrganismos do lodo, obtiveram producdo de biogas em nivel desprezivel,
comprovando a necessidade da utilizacdo de uma fonte de microrganismos.

A composicdo do biogas produzido com vinhaca, observado por UENO et al.,
(2013) variou entre 37,03 e 2,21 % de metano, concluiram que a adi¢ao fracionada de
vinhaca, favoreceu o volume de biogas gerado na biodigestdo anaerdbia, assim como
no teor de metano presente no biogas.
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a vinhagca de sorgo sacarino obtida em uma usina de
pequeno porte no Laboratorio de Producdo de Biocombustiveis da Universidade
Federal do Parana setor Palotina, oriunda da producdo de etanol, é um substrato
vidvel tecnicamente para a producdo de biogas, apresentando grande potencial de
producado de biogas em escala laboratorial, possibilitando o aproveitamento energético
da vinhaca em escala industrial.

A biodigestdo da vinhaga, utilizando o enriquecimento nutricional por meio da
adicdo de Uréia, Fosfato Monobéasico de Potassio e Fosfato Dibasico de Potéssio,
otimizou a biodigestdo. Sendo que o Fosfato Monobasico de Potassio apresentou
maior significAncia na otimizacdo, proporcionando elevadas taxas de metano no

biogas produzido.
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ANEXO A

Determinacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) pelo Método
Colorimeétrico ou Refluxo Fechado

E um sistema de medida usado para contaminacdo aquética, que consiste em
usar acido sulfdrico e cromo para analisar o maximo consumo de oxigénio na amostra.

Para amostras de origem especifica, a demanda quimica de oxigénio pode ser
relacionada empiricamente com demanda organica de carbono ou matéria orgéanica. O
teste é (til para monitorar e controlar correlacdes anteriormente estabelecidas.

O método de refluxo de dicromato € preferido aos processos usando outros
oxidantes. A oxidacdo da maioria dos compostos organicos € 95 a 100% do valor
teorico.

Materiais:

a) Tubos Digestores: Preferivelmente use tubos de cultura de borosilicato de 16
x 100 mm, 20 x 150 mm ou 25x 150 mm, com tampa em TFE de parafuso enrugado.
Alternativamente, use ampolas de borosilicato de capacidade 19 a 20 mm de diametro.

b) Bloco Aquecedor ou Estufa, para operar a 150 + 2 °C.

Nota: danos severos de muitos tubos de cultura fechados da digestdo em estufa
introduzem uma fonte potencial de contaminacdo e aumentam a probabilidade de
vazamentos. Use uma estufa para digestdo de tubos de cultura apenas quando ela
estiver sendo determinada por 02 horas de exposi¢do a 150 °C, assim ndo danificara
as tampas.

c) Espectrofotdmetro para uso a 600 nandmetros (nm) com entrada para um
adaptador para ampola ou tubos de 16, 20 ou 25 mm.

Reagentes:

a) Solucdo Padrédo de Biftalato de Potassio Padrdo (KHP): Amasse (esmague)
levemente e depois seque o biftalato de potassio a peso constante a 120° C. Dissolva
425 mg em agua destilada e dilua para 1000 mL. O KHP tem uma DQO de 1.176 mg
de O2/mg e esta solugdo tem uma DQO teodrica de 500 pug de O./mL. Esta solucéo é
estavel quando refrigerada por mais de trés meses na auséncia de crescimento
bioldgico visivel.

b) Acido Sulfirico Reagente: Adicione Ag.SO, em grau reagente ou técnico, ou
como cristais ou em p6 ao H,SO, concentrado, a taxa de 5,59 de Ag.SO4/kg de H,SO,
(geralmente utiliza-se 10,12g de. Ag.SO. para cada litro de H2SO.). Deixe ficar 01 ou

02 dias para dissolver o Ag.SO. (normalmente 01 dia é suficiente).
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c¢) Solucao Digestora: Adicione a cerca de 500 mL de 4gua destilada 10,216 g de
K>Cr,0O7, grau padrao primério, previamente seco a 103 °C por 2h, 167 mL de H>SO..
Dissolva, resfrie a temperatura ambiente, e dilua para 1000 mL.

Procedimento:

a) Tratamento das Amostras: Preparacdo da Curva de Calibracdo: Prepare
pelo menos cinco padrdes de solucdo de biftalato de potassio com DQO’s
equivalentes entre 20 a 500 mg de O2/L, meca um volume suficiente de amostra e
reagentes para o tubo ou ampola de acordo com a tabela abaixo. Prepare, digira e
resfrie as amostras, e os padrdes para a curva de calibragédo. Digerir em estufa a 150
°C por 02 horas.

b) Preparacdo: Coloque a amostra no tubo e adicione a solugdo digestora
conforme a tabela. Cuidadosamente despeje o 4cido sulflrico reagente pela parede
para a parte inferior do tubo. Aperte bem as tampas dos tubos e inverta cada um
deles vérias vezes para misturar completamente. Para evitar a interferéncia
principalmente de cloretos utiliza-se sulfato de mercario HgSO., cologue em cada
tubo, um cristal do sal.

c) Medidas da Redugdo do Dicromato: Inverta varias vezes as amostras, 0
branco e os padrdes resfriados e deixe o0s sélidos decantarem antes de medir a

absorbéncia em 600 nm. Leia a absorbéncia e compare com a curva de calibracao.

Tubos de|Volume da|Agua Solucéo Solucdo de|Volume total
Cultura (16 x | amostra destilada Digestora Acido (mL)
100 mm) (mL) (mL) sulfdrico
(mL)
Amostra 2,5 0,0 15 3,5 7,5
Branco 0,0 2,5 1,5 3,5 7,5

Padrdes com a Solugéo de Biftalato

Padrdes Volume da Solucéo | Agua Destilada | Solug&o Acido
(mg de O,/L) |de Biftalato (mL) (mL) Digestora (mL) | Sulfarico
(mL)

500 2,5 0,0 1,5 3,5
400 2,0 0,5 1,5 3,5
300 15 1,0 1,5 3,9
100 0,5 2,0 1,5 3,5

20 0,1 2,4 1,5 3,9
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Determinacado de aménio (NH4")

Forma importante, porém, encontrada em baixas quantidades para o
abastecimento dos organismos; é o produto final da decomposicdo da matéria
organica por meio de bactérias heterotréficas (Schafer, 1988; Esteves, 1998).

Em limnologia as referéncias as concentracdes de amonia incluem NHs (ion
amonia) e NH,* (ion aménio). A concentracdo do ion aménio € mais baixa na camada
em que o fitoplancton estd presente. Sua absorcdo é energeticamente mais viavel.
Nao havendo necessidade de redugdo deste ion como ocorre com o nitrato (Wetzel,
1981; Odum, 1988; Schafer,1988; Paranhos, 1996).

O pH e a temperatura interferem nas propor¢cdes de NHz e NH4" (Jgrgensen,
1993; Baumgarten, 1996; Lampert & Sommer, 1997). Segundo Esteves (1988), em pH
basico (superior a 8.5, de acordo com Carmouze, 1994) o ion aménio (NHs*) se
transforma em amoénia (NHs) que dependendo da concentracdo pode ser toxica aos
peixes. A forma NH; prevalece quando o pH é superior a 10.

Em meios anoxicos e em locais proximos a efluentes urbanos, as concentragfes
de amobnia sdo elevadas, sendo esse parametro um bom tragador de contaminagéo
organica (Baumgarten, 1996).

Descricao do principio do método, de acordo com Koroleff (1976):

A amonia é produzida pela desaminacdo dos compostos organicos que contém
nitrogénio, pela hidrélise da uréia e pela reducdo do nitrato em condicbes de
anaerobiose.

No método em questdo a amobnia reage com o fenol e hipoclorito de sédio em
uma solugéo alcalina (pH entre 8 e 11,5, em valores superiores a amonia € oxidada a
nitrito) para formar uma solucao de cor azul. A reacéo € catalizada pelo nitroprussiato
de sddio. O citrato é adicionado para dar mais estabilidade & solucao de hipoclorito. A
absorbancia resultante € proporcional a amobnia presente e ¢é medida
espectrofotometricamente a 630nm. Uma vez formada, a cor azul de indofenol é
estavel por cerca de 30 horas desde que o frasco esteja vedado.

Reagentes para determinacgéo do teor de aménio:

a) Solucdo estoque de cloreto de amdnia (NH4Cl): 140 ug/mL: Tomar 0,2675 g
de NH4CI (seco em estufa por 1 hora a 100 °C), apés dissolver em 500 mL de agua
destilada. * Segundo Koroleff (1976) e Paranhos (1996), a esta solucdo deve ser
adicionada 01 gota de cloroférmio para que se mantenha estavel por 01 més, se
armazenada em um frasco de vidro a&mbar com tampa esmerilhada e mantida sob

refrigeragao.
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a) Solucao de citrato-trissédico (CeHs.NazO7.2H20): Dissolver 240 g em 500 mL
e adicionar 20 mL da solucdo de NaOH (0,5 N) - Ferver para a remo¢ao da amonia,
até um volume inferior a 500 mL e diluir para 500 mL. Estocar em frasco de vidro com
tampa de plastico. Esta solucao é estavel.

b) Fenol (CsHsOH): Dissolver 19 g de fenol e 0,2 g de nitroprussiato de sodio
dihidratado (NazFe(CN)sNO.2H,0) e diluir para 500 mL de &gua livre de amédnia.
Estocar em frasco de vidro sob refrigeracao. Esta solugéo é estavel por meses.

c) Solugdo de hidroxido de sodio 0,5 N: Dissolver 10 g de NaOH em &gua livre
de amonia, diluir para 500mL litro. Armazenar a solu¢do em frasco de polietileno.

d) Solucédo de hipoclorito de sédio: Diluir 5 mL da solu¢éo de hipoclorito de sédio
em 95 mL da solucdo de NaOH 0,5 N. Preparar diariamente, no entanto, segundo
Koroleff (1976), esta solugéo € estavel por algumas semanas. Na falta de uma solugéo
de hipoclorito PA pode ser utilizado produto comercial, vendido em supermercado.

Procedimento com as amostras:

a) Colocar 35 mL da amostra de agua em tubos de ensaio;

b) Adicionar 1,0 mL da solucédo de citrato-trissédico, agitar;

c) Adicionar 1,0 mL da solugéo de fenol, agitar;

d) Adicionar 1,0 mL da solu¢cdo de hipocloreto/NaOH, agitar (Solucdo de
hipoclorito de soédio: Diluir 5 mL da solugdo de hipoclorito de sodio em 95 mL da
solugdo de NaOH 0,5 N. Preparar diariamente, no entanto, segundo Koroleff (1976),
esta solucdo é estavel por algumas semanas. Na falta de uma solucdo de
hipocloridrico PA pode ser utilizado produto comercial, vendido em supermercado).

e) Deixar as amostras em repouso e no escuro por 3 horas;

f) Ler a absorbancia a 630 nm.

Confeccgéo da curva de calibragao:

Diluicdes previstas na confeccdo da curva de calibracdo para determinacédo das

concentracdes de amonio.

Vol da solugéo estoque | Volume para | Concentracdo esperada
(mL) (140 ug/l diluicdo (L) (ugN-NH4*/l)
Branco 0,0 0,0 0,0

01 0,1 1,0 14

02 0,25 1,0 35

03 0,50 1,0 70

04 0,50 0,5 140

05 0,50 0,25 280

06 1,00 0,25 560

07 2,00 0,25 1120
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Determinacéo de Nitrito (NOy)

O nitrito é uma fase intermediaria entre a amodnia e o nitrato e, pode ser
absorvido na falta destes dois ultimos (Schéafer, 1988; Esteves, 1998).

O nitrito € encontrado em baixas concentracdes em ambientes oxigenados,
valores mais elevados, podem ser registrados em zonas de transi¢cdo entre condicbes
Oxica e anoxica, por exemplo, nos periodos de reoxigenacdo de um hipolimnio
anodxico, na interface &gua sedimento ou nas aguas intersticiais do sedimento
superficial (Carmouze, 1994).

Em lagos poluidos as concentragbes de nitrito podem assumir valores
significativos (Esteves, 1988).

Descricdo do método em rotina no laboratorio, de acordo com Mackereth et al.
(1978):

Em geral os métodos pressupdem a reacao do nitrito com uma amina aromatica
(sulfanilamida) levando a formacdo de um composto diazénicos seguido pela ligacdo
com uma segunda amina aromatica (Koroleff, 1976).

O principio do método de Mackereth et al. (1978), pressupbe que, em meio
fortemente &cido, HNO; reage com a sulfanilamida para formar um composto
diazbnico. Este composto reage entdo com o bicloridrato para formar um composto de
coloracao rosea, no qual serd medida a absorbéancia por leitura em espectrofotdbmetro
a 543nm.

Reagentes para determinacéo dos teores de nitrito:

a) Solucdo padrdo estoque de nitrito de potéassio (KNOz) — 700 ug N-NO / mL:
Dissolver 1,064 g de KNO- (seco em estufa por 1 hora a 105 °C), em agua destilada.
Adicionar 01 mL de NaOH (5N) e diluir até 250 mL. Estocar em frasco escuro e em
geladeira. Esta solugdo padrdo deve ser diluida, para a obtencdo de uma
concentragao final de 0,7 pg/L (01 mL a O1 L, preparar a diluicdo diariamente).

b) Solucdo de NaOH — 5 N: Dissolver 50 g de NaOH a 250 mL de &agua
destilada.

c) Solucao de cloreto de aménio (NH4Cl) 2,6%: Diluir 26 g de NH4CL em 01 L de
agua destilada.

d) Solucéo de Bérax (borato de sddio- Na, B.O7.10H,0)— 2,1%: Diluir 21 g de
Boérax em 01 L de agua destilada.

e) Cloreto de mercurio (HgCL,): Diluir a 01L de agua destilada 10 g de HgCl..

f) Solucéo de sulfanilamida (CeéHsO2N.S): Esta solucdo é preparada a partir da
dissolucédo de 05 g de sulfanilamida em 50 mL de acido cloridrico concentrado. O
volume é completado a 500 mL de agua destilada e a solucéo é estocada em frasco

ambar em geladeira.
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g) Solucdo de bicloridrato-N-(1-Naftil)-etilenodiamina (C12H14N2.2HCI): Dissolver
0,5 g deste produto em 500 mL de &gua destilada e estocar em frasco ambar. Guardar
em geladeira.

Procedimento com as amostras:

Colocar 25 mL da amostra de agua em tubos de ensaio;

Adicionar 0,5 mL da solugéo de sulfanilamida;

Adicionar 0,5 mL da solugéo de bicloridrato-N-(1-Naftil)-etilenodiamina;

Agitar e ler a absorbancia contra o menor branco em 543 nm. A leitura devera
ser efetuada 10 minutos apés a adicdo dos reagentes, apresentando estabilidade na
cor por até de 01 hora.

Confecc¢éo da curva de calibracao:

Para preparar as diluicdes da curva padréo, inicialmente deve-se diluir a solugédo
padrdo estoque (700 pg/mL): (solugédo (a)) 0,5 mL da solucéo padrédo estoque a 0,5
litro de 4gua deionizada, com concentragao final de 0,7 ug/l.

Diluir os volumes da solucéo (a) abaixo especificados e proceder como descrito
no item procedimento com as amostras.

No espectrofotometro Micronal ler a absorbancia em cubeta de 50 mm de passo
optico.

Como critério analitico, na leitura do branco contra agua destilada, sera utilizado

o0 branco com menor absorbancia.

Solucdo (a) (mL) (0,7mgN- | Volume para diluicdo | Concentragdo esperada
NO2 /mL) (L) (LgN-NO2/L)

Branco - -

0,2 0,20 0,7

0,5 0,25 1,4

1,0 0,25 2,8

3,0 0,25 5,6

4,0 0,25 11,2

7,0 0,25 19,6

14,0 0,25 39,2

Determinacédo do teor de nitrato (NO3s) de acordo com Mackereth et al.
(1978)

O nitrato é a Ultima fase da oxidagdo do nitrogénio num processo denominado
nitrificacdo. E a principal fonte de nitrogénio para as plantas e juntamente com os ions
NH,*, fosfato e carbono € considerado um nutriente elementar do metabolismo de um
ecossistema aquatico (SCHAFER, 1984; ESTEVES, 1998).

No processo fotossintético, o nitrato deve passar, obrigatoriamente, a forma de
amonio dentro da célula, que é a forma diretamente assimilavel pelo organismo
(KOROLEFF, 1976; CARMOUZE, 1994).
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Principio do método:

Das espécies organicas nitrogenadas envolvidas nos ciclos biogeoquimicos, o
nitrato € a mais dificil de ser medida, embora existam diversos métodos de
determinacdo (CARMOUZE, 1994).

O procedimento padrao, no método espectrofotométrico, consiste em reduzir o
nitrato a nitrito e formar um complexo colorido entre o nitrito e um reagente organico
adequado (CARMOUZE, 1994).

No laboratério, 0 método espectrofotométrico em rotina baseia-se em Mackereth
et al. (1978). Este método pressupde a reducéo do nitrato a nitrito por meio de cadmio,
sendo a técnica mais adequada, de acordo com Carmouze (1994), em termos de
sensibilidade e rapidez.

O nitrato € um composto nitrogenado que apresenta alto grau de oxidacao.
Durante a estocagem das amostras pode ocorrer oxidacdo bacteriana, onde a aménia
serd convertida em nitrito e posteriormente em nitrato. A adicdo de um tampéo de
cloreto de amoénia evita esta oxidacdo (GRASSHOFF, 1976). A filtracdo € um outro
meio de reduzir este risco (CARMOUZE, 1994).

Reagentes para determinacgdo do teor de nitrato:

a) Solucao padréo estoque de nitrato de potassio (KNO3z) — 100 ug N - NOs™ /mL:

Diluir 0,3564 g de KNO;3 (seco em estufa por 01 hora a 105 °C) em 500 mL de

agua destilada.

b) Solucéo de cloreto de amonio (NH4Cl) 2,6%: Diluir 26 g de NH4.CL em 1L de
agua destilada.

c) Solugdo de Bérax (borato de sédio- Naz BsO7.10H0)— 2,1%: Diluir 10,5 g de
Boérax em 500 mL de agua destilada.

d) Cloreto de mercurio (HgCL>): Diluir a 1L de agua destilada 10 g de HgCl..

e) Solucdo de sulfanilamida (CsHsO2N,S): Esta solugcdo € preparada a partir da
dissolugdo de 5g de sulfanilamida em 50 mL de &cido cloridrico concentrado. O
volume é completado a 500 mL de a&gua destilada e a solugcéo é estocada em frasco
ambar em geladeira.

f) Solucdo de bicloridrato-N-(1-Naftil)-etilenodiamina (C12H14N2.2HCI): Dissolver
0,5 g deste produto em 500 mL de &gua destilada e estocar em frasco ambar. Guardar
em geladeira.

Procedimento com as amostras para determinacéo do teor de nitrato:

a) Adicionar 10 mL da amostra de agua filtrada;

b) Pesar 0,6 g de cadmio amalgamado (Ver manuseio do cadmio);

c) Para confeccionar o branco adicionar 10 mL de agua deionizada;

d) Adicionar 03 mL da solugéo de cloreto de amonio 2,6%;
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e) Adicionar 01 mL da solucédo de bérax 2,1%;

f) Deixar as amostras em mesa agitadora por 20 minutos;

g) Posteriormente, transferir 07 mL da solucdo para tubos de ensaio;

h) Adicionar 01 mL da solucéo de sulfanilamida, agitar;

i)Aguardar 05 minutos, adicionar 01 mL da solug&o de bicloridrato e agitar;

j))No periodo compreendido entre 10 e 120 minutos apdés a adicdo dos
reagentes, Medir em absorbancia de 543 nm contra 0 menor branco.

Manuseio do cadmio:

a) Reamalgamacéo: Lavar o cadmio granulado por trés vezes com a solucédo de
cloreto de mercurio 01%; Na ultima lavagem, ao abrigo da luz, o cAdmio permanecera
em repouso na solugdo por 03 minutos; Posteriormente, lavar o cadmio mais trés
vezes com uma solugdo de cloreto de amonio preparada na hora (modo de preparar:
adicione 10 mL da solucdo estoque de cloreto de amonio 2,6% completando o volume
a 25 mL com agua deionizada).

b) Descartando a amostra apos a leitura: Com o emprego de agua deionizada
remover todo contetdo dos frascos empregados na agitacao, filtrar em filtro de papel.

c) Armazenamento do cadmio: Transferir o cadmio retido no papel de filtro para
um béquer; Lavar por trés vezes com a solu¢éo de cloreto de mercurio 1% (HgCL>
1%); Lavar com agua deionizada até eliminar a turbidez; Posteriormente, lavar trés
vezes com a solucéo de cloreto de amonio (NH4Cl) (preparada na hora: diluir 12 mL da
solucdo estoque de NH4CI 2,6% em 50 mL de agua deionizada) e apds a ultima
lavagem deixar imerso na solugcéo até o novo momento de uso.

Confeccgéo da curva de calibragao:

Diluir os volumes da solugdo padrao estoque (KNOs, 100 ug N-NOs/mL) abaixo
especificados em agua deionizada e proceder como descrito no item procedimento

com as amostras.

Vol. da solucdo estoque | Volume para diluicdo Concentracéo esperada
(mL) (100 ugNOs./mL) (L) (ugNO3./L)

(****) 0,05 01

(***) 0,05 05

(* 0,05 10

* 0,05 20

0,2 0,4 50

0,2 0,2 100@

0,4 0,20 200

0,4 0,100 400

(a) — concentragdo utilizada para a confeccdo das concentracdes 01, 05 e 10
ugN03/L.
(*) — diluir 10 mL da solugdo (a) completar a 50 mL de agua deionizada

(concentragéo final: 20 ug);
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(**) — diluir 5 mL da solucdo (a) completar a 50 mL de agua deionizada
(concentracéo final: 10 ug);

(***) — diluir 2,5 mL da solu¢do (a) completar a 50 mL de agua deionizada
(concentracéo final: 5 ug);

(****) - diluir 0,5 mL da solucdo (a) completar a 50 mL de agua deionizada

(concentracéo final: 1 ug);

Determinacdo simultanea dos teores de nitrogénio e fdésforo total, de
acordo com Valderrama (1981)

Determinar os teores de nitrogénio e fésforo totais, seguindo os procedimentos
em rotina no laboratério com os métodos empregados nas determinagcdes dos teores
de nitrato (como nitrogénio) e ortofosfato (como fosforo), nos célculos emprega-se as
respectivas curvas conforme o protocolo.

Procedimento com as amostras para determinacdo simultdnea dos teores de
fésforo e nitrogénio total:

a) Reagente oxidante (OR): adicionar 25 g de persulfato de potassio (K2S20s) €
15 g de acido bdrico (HsBOgs), dissolvidos em 175 mL de NaOH 1M, completar a
500mL de &gua destilada. Estocar a solucdo em frasco ambar, em temperatura
ambiente e protegida da luz solar direta. Esta solucéo € estavel por 6 a 9 meses.

b) Solucéo de hidroxido de sodio 1M: dissolver 20 g de NaOH a 500mL de agua
destilada.

c) Colocar 45 mL da amostra de agua bruta (nao filtrada) e 06 mL do reagente
oxidante (OR); Autoclavar a 120 °C por 50 minutos, esfriar.

Para confeccionar o branco usa-se agua deionizada.

Observagfes: O (OR) reagente oxidante poderd ser adicionado a amostra

imediatamente apoés a coleta e a andlise efetuada num prazo maximo de 90 dias.

Nitrogénio Total:
Combinado com outros elementos esta presente nas proteinas, na atmosfera,

na chuva, no solo. Sendo um dos elementos indispensaveis a vida, os animais retiram-

no de outros animais ou vegetais que sejam capazes de assimilar compostos
nitrogenados inorganicos originarios diretamente do solo. Melhorar eficientemente o
uso do nitrogénio, combinado com a digestdo anaerdbia dos dejetos de animais para
geracao de biogas, sdo as acBes mais viaveis para a mitigacdo do efeito do 6xido
nitroso (OENEMA et al., 2005).
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Confecc¢éo da curva de calibracdo para nitrogénio total:
Diluir os volumes da solucado padrdo estoque (KNOs, 100 ug N-NOz/mL) abaixo
especificados em &gua deionizada e proceder como descrito no item procedimento

com as amostras.

Solugéo estoque (mL) Volume para diluigdo | Concentracdo esperada

(100ugNOs./mL) (L) (ugNO3./L)

(****) 1’0 01

(**%) 1,0 05

(**) 1,0 10

0,2 1,0 20

0,2 0,4 50

0,5 0,5 1000 @

0,5 0,25 200

1,0 0,25 400

(a)(*) — concentragéo utilizada para a confeccdo das concentragdes 01 , 05 e 10

ugNO3/L.

(**) — diluir 10 mL da solucéo(a) a 100 mL de agua deionizada (concentracéo
final: 5ug);

(***) — diluir 05 mL da solucéo (a) a 100 mL de agua deionizada (concentracéo
final: 5ug);

(****) - diluir 01 mL da solucéo (a) a 100 mL de agua deionizada (concentracéo

final: 1 pg);

Fosforo total:

O fésforo € um dos fatores fundamentais a vida, fazendo parte da estrutura de
proteinas, carboidratos, DNA e RNA (&cidos nucléicos) e ATP (adenosina trifosfato)
(Vallentyne, 1978; Esteves, 1998; Smil, 2000).

Este elemento apresenta também ampla importancia econémica, sendo utilizado
na fabricacdo de detergentes, fertilizantes, agentes anticorrosivos, materiais a prova
de fogo, agentes quimicos em alguns tipos de depuradores de agua, inseticidas,
aditivos de gasolina, entre outras aplica¢des (Vallentyne, 1978).

O fésforo € considerado também elemento limitante para o crescimento vegetal
nos ecossistemas aquaticos (Margalef, 1983; Lampert & Sommer, 1997), sendo que o
aporte excessivo e crescente deste nutriente, juntamente com o0 nitrogénio é
considerado um dos principais fatores causadores da eutrofizagdo (Henderson-Sellers
& Markland, 1987).

Quanto as fontes deste elemento, elas podem ser naturais , quando s&o

provenientes, por exemplo, das rochas que formam a bacia de drenagem, do material
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particulado presente na atmosfera e da decomposicdo de organismos de origem
aloctone (Esteves, 1998; Guereschi & Fonseca, 2000).

As fontes artificiais deste nutriente s&o: o material particulado de origem
industrial contido na atmosfera e 0s esgotos industriais e domésticos (Esteves, 1998).
Neste udltimo, a concentragdo de fosforo vem aumentando consideravelmente, devido
ao uso de detergentes sintéticos contendo polifosfatos, o que tem contribuindo de
maneira significativa no processo de eutrofizacdo artificial (Henderson-Sellers &
Markland, 1987; Paranhos, 1996). Os fosfatos empregados como fertilizantes chegam
aos corpos d’agua por lixiviagao (Paranhos, 1996).

Toda forma de fosforo presente em aguas naturais, encontra-se sob a forma de
fosfato, o qual esta presente sob diversas formas, segundo Esteves (1998): Fosfato
particulado; Fosfato orgéanico dissolvido; Fosfato inorganico dissolvido ou ortofosfato
ou fosfato reativo; Fosfato total dissolvido e Fosfato total.

Em geral os fosfatos tendem a ser sollveis em agua, exceto quando se
combinam com ions geoquimicamente abundantes, como o célcio, ferro, aluminio,
entre outros e séo entdo precipitados (Vallentyne, 1978; Lampert & Sommer, 1997).
Segundo Esteves (1998), em muitos casos o fosfato precipitado néo volta ao ambiente
limnico.

O fosfato inorgéanico dissolvido (ortofosfato), apesar de representar apenas uma
fracdo insignificante quando comparado com outras formas ativas dentro do ciclo do
fosfato (Schafer, 1988), é de grande importancia uma vez que é a Unica forma de
fésforo que pode ser assimilada pelos produtores primarios (Lampert & Sommer, 1997;
Esteves, 1998; Guereschi & Fonseca, 2000)

Em lagos tropicais, devido a alta temperatura, 0 metabolismo dos organismos
aumenta consideravelmente, fazendo com que o ortofosfato seja rapidamente
assimilado e incorporado na sua biomassa. Este € um dos principais motivos pelo
qual, nestes lagos, a concentracdo de ortofosfato seja muito baixa; geralmente abaixo
do limite inferior de deteccdo da maioria dos métodos analiticos atualmente
disponiveis. Vale ressaltar que este padrdo pode nado ser observado em ambientes

eutrofizados artificialmente (Esteves, 1998).
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Confecc¢éo da curva de calibracao para fosforo total

Solucéo estoque (mL) | Volume para diluicdo | Concentracdo Esperada
(40ugP-PO4*3/mL) (L) (ugP/L)

0,2 1,0 08

0,2 0,5 16

0,4 0,5 32

0,4 0,25 64

0,8 0,25 128

0,6 0,100 240

1,0 0,100 400

2,0 0,100 800

Determinacéao do teor de fosfato inorgéanico dissolvido (ortofosfato)

Existem descritos na literatura varios métodos utilizados na determinacao do teor
de fésforo na forma de fosfato inorgénico dissolvido, o método recomendado neste
trabalho é o descrito em Strickland & Parsons (1965).

A determinagdo da concentragcdo de uma substancia por espectrofotometria é
baseada na transformagdo quimica dessa substancia num complexo colorido
(Carmouze, 1994). O espectrofotdbmetro mede a transmitancia de um feixe de luz num
determinado comprimento de onda apds atravessar a solugdo numa cubeta de quartzo
ou vidro. Com a relacdo da transmitancia e concentragdo da solugéo, por intermédio
de uma série de diluicdes obtidas a partir de solugdo padrédo, pode-se determinar de
maneira satisfatéria uma curva relacionando a concentragdo com a absorbancia.

Para determinar a concentracdo de fosforo na amostra, sao relacionadas
concentracdes conhecidas, confeccionadas com a solucéo padréo, e suas respectivas
absorbancias determinadas em espectrofotdbmetro, por meio de uma equacdo linear
simples (y = a+ bx).

Por intermédio de pipetas analiticas de alta preciséo, diluir em agua destilada e
deionizada diferentes aliquotas da solucdo padrao estoque. Essas solucdes diluidas
devem ser preparadas no momento da determinagdo da curva padréo.

Reagentes:

a) Solucéo padrdo estoque de fosfato monobésico de potassio (KH2PO, - 40 ug

de P-PO4‘3/mL): Dissolver 0,1757 g de fosfato monobasico de potassio (seco a 110°C

e esfriado em dessecador) a 1L de agua destilada, armazenar em frasco de vidro
ambar na geladeira.

b) Acido cloridrico 1 N: Diluir 34 mL de HCI P.A. (12 N, 37,2%, densidade de
1,18 g/cm?®) a 400mL de agua destilada.
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c) Molibdato de amdnio ((NH4)éM07024.4H20): Dissolver 6 g. de molibdato de
amoénio em 200 mL de agua destilada, estocar em frasco de plastico e no escuro. Essa

solucdo poderd ser utilizada enquanto permanecer clara.

d) Acido sulfirico (H2SO.): Dissolver 56 mL de é&cido sulfarico P.A. (36 N,

96~97%, densidade de 1,18 g/cm3) em 360 mL de 4gua destilada. Guardar em frasco

ambar fora da geladeira.

e) Acido ascoérbico (CeHsOs): Diariamente, dissolver 0,54 g de &acido ascorbico

P.A. em 10 mL de agua destilada.
f) Tartarato de antimbénio e potassio (K(SbO)Ce¢HOg): Dissolver 0,136 g de

tartarato de antimoénio e potassio P.A. em 100 mL de agua destilada e estocar em

frasco de vidro. Essa solucéo poderé ser utilizada enquanto permanecer clara.

Confeccgao da curva de calibragao:

Solugéo estoque (mL) Volume para diluicdo | Concentragéo esperada
(40ugP-PO4*3/mL) (L) (ungP/L)

0,02 0,100 8

0,04 0,100 16

0,08 0,100 32

0,16 0,100 64

0,32 0,100 128

0,64 0,100 256

1,28 0,100 512

2,56 0,100 1024

Confecc¢éo do reagente misto:

Adicionar, nos volumes sugeridos, os reagentes listados na tabela abaixo.

Reagente Volume Volume Volume Volume
Molibdato 25 mL 20 mL 10 mL 5mL
H>SO4 62,5 mL 50 mL 25 mL 12,5 mL
Acido Ascorbico ©) 25 mL 20 mL 10 mL 5 mL
Tartarato 12,5 mL 10 mL 5mL 2,5mL
Volume final 125 mL 100 mL 50 mL 25 mL
N° de amostras 75 55 25 12
analisadas

(*) Preparagdo do &cido ascoérbico (CeHsOg): diariamente dissolver 1,35 g de

acido ascorbico em 25 mL de agua destilada.

Procedimento com as amostras (para cubeta de 10 mm de passo 6ptico):

a) Colocar 10 mL da amostra de agua filtrada em tubos de ensaio;

b) Adicionar 1,0 mL do reagente misto, agitar;

c) Apo6s 20 minutos ler a absorbancia contra o menor branco a 882 nm.
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Determinacédo de solidos

O teor de sdlidos dissolvidos representa a quantidade de substancias dissolvida
na agua, que alteram suas propriedades fisicas e quimicas da agua.

Em &guas naturais a presenca dos ions sodio, cloreto, magnésio, potassio,
sulfatos, etc. e devida a dissolugao de minerais. A concentracao de sodios dissolvidos
deve ser menor que 500 mg/ L em &gua para abastecimento publico, pois em
concentracdes de sdlidos dissolvidos superiores a 2000 mg/ L, esta apresenta efeito
laxativo.

A classificacdo dos sodios pode ser quimica ou fisica. Fisicamente eles séo
classificados segundo suas dimensdes sdlidos dissolvidos possuem dimensdes
inferiores a 2.0 um e os em suspensao, dimensbes superiores a esta.

Do ponto de vista quimico os sélidos sao classificados em volateis e fixos.
Sdlidos volateis sdo os que se volatilizam as temperaturas inferiores a 550C, sejam
estes substancias organica ou sais minerais que evaporam a esta temperatura. Os
solidos fixos sdo aqueles que permanecem apO0s a completa evaporacdo da agua,
geralmente os sais.

De acordo com Wetzel & Likens (1991), a 4gua doce pode se tornar impropria
para o uso doméstico e industrial quando ha grande quantidade de material
particulado e dissolvido. Um método para avaliar o total de residuos (organico e
inorganico) consiste na evaporacao de toda a agua e na pesagem dos residuos os
dados possuem valor limitado, pois, ndo ha analise qualitativa do material.

E importante dizer que a temperatura na qual o material vai ser seco deve ser
regulada entre 105 e 180°C, pois a volatilizacdo de certos componentes pode ocorrer
em baixas temperaturas (American Public Health Association et al., 1988 apud Wetzel
e Likens, 1991).

O excesso de sélidos dissolvidos na agua pode causar alteracdes no sabor e
problemas de corrosdo. Ja os sélidos em suspensao, provocam a turbidez da agua
gerando problemas estéticos e prejudicando a atividade fotossintética.

a) Residuo total (sélidos totais — ST)

b) Material que permite na cépsula apo evaporacdo parcial da amostra e
posterior em estufa a temperatura escolhida ate massa constante.

c) Residuo filtravel (sélidos dissolvidos — SD)

d) Por¢éo do residuo total que passa por filtro de porosidade de 1,2 um.

e) Residuo nao filtravel (solidos suspensos — SS)

f) Porcao do residuo total retida no filtro de porosidade de 1,2um.

g) Residuo fixo (sélidos fixos — SF)
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h) Porcao do residuo total, filtravel ou nao filtravel que resta apds a calcinacéo a

(550 + 50) C por 1 h.

i) Residuo volatil (sélidos volateis — SV)

j) Porcéo do residuo total, filtravel ou nao filtravel, que se perde na calcina¢éo
da amostra a (550 + 50) C por 1 h. (NBR 1066; Abr 1989).

Métodos:

a) Método Gravimétrico — 4guas e efluentes domésticos e industriais (10 a 200

mg L) (NBR 10664 Abr 1989).

b) Método Gravimétrico Modificado — lodos e sedimentos em geral ( NBR 10664

Abr 1989).
Objetivo

Determinar o teor de solidos totais, fixos, volateis e sedimentaveis em amostras

de &4gua para abastecimento publico, e aguas em geral, através do método

gravimétrico.

Materiais

Reagentes

02 capsulas de porcelana

1 dessecador

1 cadinho de Gooch

1 mufla (550 C)

1 béquer de 100 mL

1 estufa (103 - 105 C)

1 proveta de 100 mL

1 banho Maria

1 kitassato de 500 mL

1 balanca analitica ( precisdo de 0,1 mg)

1 bomba de vacuo

1 pin¢ca metalica

Papel de filtro de fibra de vidro

Agua destilada

Determinacao de sdlidos totais (ST)

a) Aferir uma capsula de porcelana deixando em mufla a (550 + 50) C por 1

hora, seguida por esfriamento em dessecador e pesagem com precisdo de 0,1 mg.

b) Transferir para a capsula 100 mL da amostra medidos em proveta e evaporar

em banho Maria ate a secura.

c) Observar que a amostra medida nao contenha particulas flutuantes ou

submersas e que esteja em volume suficiente para fornecer entre 25 e 250 mg de

residuo.

d) Apos evaporacao da amostra , secar a capsula com residuo em estufa a 103

+ 105 C durante 1 hora.

e) Esfriar em dessecador a temperatura ambiente e pesar em seguida.

f) Pesar com precisdo de 0,1 mg.

Determinacao de sélidos fixos — SF

a) Submeter os sdlidos totais obtidos conforme procedimento 1, a calcinacdo em
mufla a (550 + 50) °C por 1 hora.
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b) Esfriar em dessecador e pesar com precisao de 0,1 mg
Determinacao de sélidos volateis - SV
a) Efetuar a diferenca dos valores obtidos de solidos totais e de sélidos fixos, o

valor encontrado implica no teor e solidos volateis.

Expressao dos Resultados:
a) Determinagéo de sdlidos totais — ST

_ (m2-m1)1000
%

ST
Onde:

ST = sodlidos totais (mg/L)

M. = massa de capsula com residuo total (mg)
M1 = massa da capsula vazia (mg)

V= volume da amostra (mL)

b) Determinacgéo de sdlidos fixos — SF

_ (m3-m1)1000
%

SF

Onde:

SF = sdlidos fixos (mg/L)

Mz = massa da capsula com residuo fixo (mg)
M1 = massa da capsula vazia (mg)

V= volume da amostra (mL)

c) Determinacao de sélidos Volateis — SV

SV =ST-SF

Onde:

SV = sdlidos volateis (mg/L)
ST = sdlidos totais (mg/L)
SF = sdlidos fixos (mg/L)
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