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Sem sonhos a vida não tem brilho. 

Sem metas, os sonhos não têm alicerces. 

Sem prioridades, os sonhos não se tornam reais. 

Sonhe, trace metas, estabeleça prioridades 

e corra riscos para executar seus sonhos. 

Melhor é errar tentando que errar por se omitir. 
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Resumo da Dissertação apresentada ao Programa de Pós-graduação em Engenharia de 

Processos da Universidade Tiradentes como parte dos requisitos necessários para a obtenção 

do grau de Mestre em Engenharia de Processos. 

 

DEGRADAÇÃO DA VINHAÇA POR TRATAMENTO COMBINADO COM Pleurotus 

sajor-caju E OXIDAÇÃO ELETROQUÍMICA 

Débora da Silva Vilar 

        A vinhaça é um resíduo proveniente do processamento do etanol, a partir da cana-de-

açúcar, com média variando entre 15-18 litros para cada litro de etanol produzido. Esse 

subproduto apresenta características ácidas e corrosivas, alto potencial poluente devido à 

presença de compostos recalcitrantes e tóxicos (melanoidina e fenóis) que impedem sua 

degradabilidade, bem como concentrações elevadas de matéria orgânica. A partir disso, torna-

se necessária a aplicação de tecnologias de tratamento a fim de reduzir os poluentes da vinhaça 

que contaminam o meio ambiente, uma vez que é descartada inadequadamente nos corpos 

hídricos. A combinação de processos de tratamento de efluentes mostrou ser uma estratégia 

inovadora e economicamente atraente na eliminação de cargas poluentes. Desta forma, neste 

trabalho foi estudado o uso do fungo Pleurotus sajor-caju, sequenciado pela oxidação 

eletroquímica (OE) para degradar a vinhaça de cana-de-açúcar. O tratamento da vinhaça com 

P. sajor-caju proporcionou remoções eficientes da coloração (97%) e turbidez (99%), atingindo 

também remoções de 50,6% para demanda química de oxigênio (DQO) e 57,3% para o carbono 

orgânico total (COT). A produção de enzimas ligninolíticas foi observada, e as atividades da 

lacase mais elevadas foram obtidas no 12º dia de fermentação (variando entre 341- 400 UI/L) 

e entre o 9º e 12º dia para a manganês peroxidase (variando entre 1400-1494 UI/L). 

Concomitante, a biomassa micelial obteve alta concentração (13,62 g/L) no 15º dia de 

crescimento. Em condições otimizadas, a OE com o ânodo Ti/(RuO2)0.7(IrO2)0.1(Sb2O3)0.2 

aumentou  a tratabilidade da vinhaça, alcançando remoção final de 100% da coloração, 66% 

em DQO e 61% em COT. Este procedimento adicional permitiu eliminar a toxicidade da 

vinhaça em 0% de letalidade para a Lactuca sativa e Raphidocelis subcapitata. 

Palavras-chave: Vinhaça, degradação, tratamento combinado, Pleurotus sajor-caju, oxidação 

eletroquímica. 
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineering Graduate Program of 

Universidade Tiradentes as a partial fulfillment of the requirements for the degree of Master of 

Science (M.Sc.) 

 

DEGRADATION OF VINASSE BY COMBINED TREATMENT WITH Pleurotus 

sajor-caju AND ELECTROCHEMICAL OXIDATION 

Débora da Silva Vilar 

 Vinasse is a residue that comes from the processing of ethanol from sugarcane, with an 

average of 15-18 liters for each liter of ethanol produced. This by-product presents acid and 

corrosive characteristics, high polluting potential due to the presence of recalcitrant and toxic 

compounds (melanoidin and phenols) that prevent its degradability, as well as high 

concentrations of organic matter. Thus, it becomes necessary to apply technologies of treatment 

in order to reduce the pollutants of vinasse which contaminate the environment, since it is 

inappropriately discarded in water bodies. The combination of effluent treatment processes has 

proven to be an innovative and economically attractive strategy to eliminate pollutants. In this 

work, it was studied the use of the fungus Pleurotus sajor-caju, sequenced by electrochemical 

oxidation (EO) to degrade vinasse. The treatment of vinasse with P. sajor-caju provided 

efficient color removal (97%) and turbidity (99%), reaching also removals of 50.6% for 

chemical oxygen demand (COD) and 57.3% for total organic carbon (TOC). The production of 

ligninolytic enzymes was observed, and the highest laccase activities were obtained on the 12th 

day of fermentation (ranging from 341-400 UI/L) and between the 9th and 12th day for the 

manganese peroxidase (ranging from 1400-1494 UI/L). Concomitantly, the mycelial biomass 

obtained high concentration (13.62 g/L) on the 15th day of growth. In optimized conditions, EO 

with the anode Ti/(RuO2)0.7(IrO2)0.1(Sb2O3)0.2 increased the treatability of the vinasse, reaching 

final color removal of 100%, 66% in COD and 61% in TOC. This additional procedure 

eliminated the toxicity of vinasse at 0% of lethality for Lactuca sativa and Raphidocelis 

subcapitata. 

Keywords: Vinasse, degradation, combined treatment, Pleurotus sajor-caju, electrochemical 

oxidation. 
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Capítulo 1 

1. INTRODUÇÃO 

 Nos últimos anos, houve um significativo aumento na demanda por biocombustíveis, 

também conhecidos de “combustíveis verdes”, como alternativa para substituição de combustíveis 

fósseis. A partir disso, intensificou-se a produção de diferentes colheitas, tais como a de cana-de-

açúcar e outros. O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar, com cerca de 5 milhões 

de hectares de área cultivada e, 50% dessa produção é destinada ao etanol (SMEETS et al., 2007; 

TSAO et al., 2012). 

 Com aproximadamente 350 refinarias ativas, na safra de 2016/2017 o Brasil deverá 

produzir cerca de 690,98 milhões de toneladas de cana-de-açúcar, gerando mais de 30 bilhões de 

litros de etanol. A estimativa é que a produção de cana-de-açúcar do país tenha um incremento de 

3,8 % em relação à safra passada. O Estado de Sergipe é o 6º maior produtor da região Nordeste, 

com aproximadamente 2,8 milhões de toneladas produzidas na safra 2015/2016. Para a produção 

total de etanol no país, a safra 2015/2016 alcançou 29,21 bilhões de litros, com expectativa de 30,3 

bilhões de litros para safra de 2016/2017, chegando a um aumento de 2,78 milhões de litros, o que 

denota a importância dessa monocultura tanto para o Brasil, quanto e também para o Estado de 

Sergipe. Entretanto, durante o processo de produção do etanol são gerados uma grande quantidade 

de bagaço de cana-de-açúcar, assim como de um subproduto residual com alto de teor de carga 

tóxica, conhecido como vinhaça (CONAB, 2016; SEIXAS et al., 2016). 

 A vinhaça é um efluente líquido de cor marrom e odor forte, produzida durante o 

processamento de etanol a partir de cana-de-açúcar. Neste processo, a fermentação dos açúcares 

provenientes da cana-de-açúcar e sua posterior destilação para etanol geram 18 litros de vinhaça a 

mais, para cada litro de etanol produzido. E esse resíduo é composto principalmente por água, 

minerais inorgânicos, sólidos suspensos e outros poluentes (melanoidina e fenóis). Além disso, é 

caracterizada por apresentar alta demanda química e bioquímica de oxigênio, e elevado efeito 

corrosivo devido ao seu baixo pH, a depender das condições de cultivo de cana-de-açúcar 

(CORTEZ et al., 2014; UNICA et al., 2016; SADEGHI et al., 2016). 

Seu descarte inadequado e indiscriminado no meio ambiente, há décadas tem chamado 

atenção devido aos seus efeitos de toxicidade. Esses efeitos podem ser analisados mediante o uso 
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de bioensaios, com emprego de organismos-testes para a detecção de agentes químicos presentes 

no resíduo, uma vez que este apresenta nível tóxico suficiente para provocar poluição dos mares, 

rios e solos, assim como a todos os seres vivos que residem nestes biossistemas (BIANCHI et al., 

2010). Diante disso, as indústrias sucroenergéticas viabilizam o desenvolvimento de alternativas 

que transformem a vinhaça em um produto sustentável e de maior valor agregado para a sociedade. 

No entanto, o principal problema está relacionado aos métodos de disposição aceitáveis deste 

resíduo, a partir da necessidade de proteger o ambiente em decorrência do grande acúmulo de 

vinhaça gerado pela produção industrial em larga escala de álcool (CHRISTOFOLETTI et al., 

2013). 

Usos alternativos como a reciclagem da vinhaça na fermentação, fertirrigação, produção 

de energia (combustão) e outras atividades industriais, são algumas das formas de 

reaproveitamento desse resíduo (LAIME et al., 2011). Outra tentativa de contornar essa 

problemática, é a utilização de tratamentos e/ou biorremediação por meio de microrganismos 

promissores na degradação das moléculas deste poluente, a fim de obter viabilidade econômica e 

ambiental. Logo, destaca-se o gênero Pleurotus da classe dos basidiomicetos, pela sua capacidade 

degradadora de substâncias recalcitrantes presentes no resíduo, em virtude da produção de enzimas 

ligninolíticas que promovem alto potencial redox dos compostos orgâncios (JURADO et al., 

2011). A literatura retrata o uso desse gênero na degradação de efluentes contendo diversos tipos 

de compostos orgânicos, tais como fenóis, pesticidas, inseticidas, corantes e resíduo de laranja 

entre outros (BAZANELLA et al., 2013; PURNOMO et al., 2013; INÁCIO et al., 2015). 

 Os produtos orgânicos que resistem à degradação biológica, podem ser facilmente 

removidos com os processos eletroquímicos oxidativos avançados (PEOA’s), em específico 

através da oxidação eletroquímica (OE) que utiliza o radical hidroxila (∙ OH) gerado a partir da 

decomposição da água, com intuito de mineralizar completamente os compostos orgânicos do 

resíduo em CO2 e H2O (AMMAR et al., 2016). As opções de ânodos comumente utilizados em 

reações de oxidação eletroquímica são o diamante dopado com boro (DDB) e o ânodo 

dimensionalmente estável (ADE). A reatividade, estabilidade e capacidade de geração de íons 

hidroxilas de ambos os materiais tem sido amplamente estudado de forma comparativa (SOPAJ et 

al., 2015). De modo geral, na literatura foram encontrados apenas estudos de tratamentos 

combinados da vinhaça de cana-de-açúcar pelos processos de coagulação/floculação com oxidação 

por ADE ou com Fenton (ZAYAS et al., 2007; GUERREIRO et al., 2016). 
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 Neste contexto, a proposta deste trabalho é avaliar a combinação das técnicas de tratamento 

da vinhaça de cana-de-açúcar com o fungo Pleurotus sajor-caju, e por meio do processo de 

oxidação eletroquímica na degradação das moléculas persistentes no resíduo, utilizando o eletrodo 

de trabalho de diamante dopado com boro (DDB) e ânodo dimensionalmente estável (ADE). 
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Capítulo 2 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 Avaliar a degradação dos compostos recalcitrantes da vinhaça pelo fungo Pleurotus sajor-

caju e subsequente oxidação eletroquímica. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Estabelecer condição de cultivo do fungo que resulte na maior produção de enzimas 

ligninolíticas, em frasco agitado; 

 Quantificar a produção das enzimas Lacase e Manganês Peroxidase produzidas pelo 

Pleurotus sajor- caju, bem como avaliar a descoloração e o aumento da concentração de 

biomassa durante o processo de biodegradação da vinhaça; 

 Avaliar a eficiência do tratamento biológico da vinhaça por Pleurotus sajor-caju 

combinado com tratamento eletroquímico, utilizando os eletrodos DDB e ADE; 

 Analisar a toxicidade da vinhaça in natura e vinhaça tratada, através de bioensaios de 

toxicidade, utilizando-se os organismos teste Lactuca sativa e Raphidocelis subcapitata. 
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Capítulo 3 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. VINHAÇA DE CANA-DE-AÇÚCAR 

A vinhaça (resíduo líquido) e o bagaço (resíduo sólido) são os principais subprodutos 

gerados pela indústria sucroenergética. Este primeiro também é conhecido regionalmente como 

vinhoto, tiborna ou restilo, oriundo da fabricação do álcool da cana-de-açúcar após o processo da 

fermentação do mosto e destilação do vinho (KUMAR et al., 1998). 

España-Gamboa et al. (2011), relataram que a formação química da vinhaça varia em 

função da origem da matéria-prima, do procedimento utilizado no preparo do mosto, da técnica de 

fermentação selecionada, da espécie de levedura aproveitada e das condições operacionais da 

destilaria e instalações usadas. Cerca de 2 a 6 % de constituintes da vinhaça são sólidos, formada 

basicamente por matéria orgânica, sob a base de ácidos orgânicos e, em menor proporção, 

encontram-se principalmente o potássio (K) e também cálcio (Ca), magnésio (Mg), fósforo (P), 

manganês (Mn) e nitrogênio (N) orgânico, conforme apresentado na Tabela 1 (FREIRE e 

CORTEZ, 2000; MARQUES, 2006; ALMEIDA et al., 2007). 

Estima-se que para produzir um litro de álcool é necessário cerca de 10 a 18 litros de 

vinhaça. Sua utilização pode ser realizada de várias maneiras: por caminhões tanques, por sulcos 

de infiltração, por aspersão e atualmente existe a possibilidade da dispersão da vinhaça diluída por 

meio de pivôs centrais (UNICA et al., 2016). 

Caracterizada por Silva et al. (2007) como a parte aquosa do vinho, a vinhaça é de grande 

importância para lavoura sucroalcooleira, devido à presença rica de elementos minerais como o 

potássio, da demanda bioquímica de oxigênio (DBO) e demanda química de oxigênio (DQO). 

Além de propriedades poluentes como: forte acidez pH (3,7-5,0), elevada corrosividade por causa 

do ácido sulfúrico livre disposto nas dornas de fermentação, apresenta ainda cor escura e cheiro 

característico, em razão da presença de meloidinas (Figura 1), que são polímeros com alto peso 

molecular e de difícil degradação. Estes são gerados a partir de uma reação Maillard com proteínas 

(NAIK et al., 2008; SZYMANSKI et al., 2010; CORTEZ et al., 2014; LEE et al., 2016). 
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Tabela 1- Composição química da vinhaça de acordo com o tipo de mosto. 

Parâmetro Melaço Caldo Misto 

pH 4,2 - 5,0 3,7 - 4,6 4,4 – 4,6 

Temperatura (ºC) 80 – 100 80 – 100 80 – 100 

DBO (mg O2/L) 25.000 6.000 – 16.500 19.800 

DQO (mg O2/L) 65.000 15.000 – 33.000 45.000 

Sólidos totais (mg/L) 81.500 23.700 52.700 

Sólidos voláteis (mg/L) 60.000 20.000 40.000 

Sólidos fixos (mg/L) 21.500 3.700 12.700 

Nitrogênio (mg N/L) 450 – 1.610 150 – 700 480 - 710 

Fósforo (mg P2O5/L) 100 – 290 10 – 210 9 – 200 

Potássio (mg K2O/L) 3.740 – 7.830 1.200 – 2.100 3.340 – 4.600 

Cálcio (mg CaO/L) 450 – 5.180 130 – 1.540 1.330 – 4.570 

Magnésio (mg MgO/L) 420 - 1.520 200 – 490 580 – 700 

Sulfato (mg SO4/L) 6.400 600 – 760 3.700 – 3.730 

Carbono (mg C/L) 11.200 – 22.900 5.700 – 13.400 8.700 – 12.100 

Relação C/N 16 – 16,27 19,7 – 21,07 16,4 – 16,43 

Matéria orgânica (mg/L) 63.400 19.500 3.800 

Subst. redutoras (mg/L) 9.500 7.900 8.300 

 Fonte: Adaptado de Marques, 2006. 

Por estes motivos, esse resíduo tem alto poder como fertilizante em solo e poluidor do 

ambiente. Seu potencial poluente é cerca de cem vezes maior que o do esgoto doméstico, além 

disso, apresenta altos índices de DBO e DQO, que varia de 35.000-50.000 mg L-1 e 70.000-150.000 

mg L-1, respectivamente. Com esses dados podemos constatar que a vinhaça apresenta uma grande 

quantidade de matéria orgânica, que leva a eutrofização dos efluentes onde esse resíduo é 

despejado, tendo como resultados substâncias que podem comprometer a qualidade da água 

(FREIRE e CORTEZ, 2000; ROBLES-GONZALEZ et al., 2012).  
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Figura 1- Estrutura da melanoidina. 

Fonte: Adaptado de LEE et al., 2015. 

 

Sob o ponto de vista biológico, a vinhaça deve ser considerada também como um agente 

nocivo, responsável pelo aumento da atividade microbiana no solo, em virtude de ser um composto 

recalcitrante, possuir substâncias fitotóxicas, antibacterianas e propriedades antioxidantes, que 

provocam alterações nas propriedades físico-química do solo. Desta forma, se o resíduo não for 

tratado antes da destinação ou descarte no ambiente, e empregada de maneira correta, causará 

danos à fauna e flora, poluindo rios e mares, bem como os organismos que residem nestes 

ecossistemas (ESPAÑA-GAMBOA et al., 2011). 

Diante disso, as indústrias procuram novas alternativas de disposição e reaproveitamento 

da vinhaça, uma vez que esse resíduo proporciona um elevado teor poluente no ambiente (SILVA 

et al., 2007). O reaproveitamento da vinhaça aparece em diversas formas: processos de lavagem 

da cana, com o reuso da água, geração de biogás (biodigestão anaeróbica), reciclagem na 

fermentação, distribuição em zonas de sacrifício (solos não cultiváveis), incineração, combustão, 

geração de leveduras, irrigação da cultura através da fertirrigação e outras atividades intrínsecas 

ao processo industrial (LAIME et al, 2011). 

Este composto, que antes lançada in natura nos corpos d’água, passou a ser lançada no 

solo, na maioria das vezes por fertirrigação, colocando o uso dessa prática em destaque, pois não 

precisa de grandes investimentos, possui baixo custo de manutenção, não envolve a utilização de 

tecnologia complexa, possibilita uma rápida eliminação de grandes quantidades desse material, 

apresenta melhorias na fertilidade do solo, e atua como um agente redutor dos fatores que 
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provocam poluição nos recursos hídricos (CORTEZ et al., 1992). No entanto, o uso da vinhaça na 

fertirrigação não pode ser em excesso, uma vez que pode trazer prejuízos ao ambiente, devido ao 

acúmulo de contaminantes, e sua lixiviação poderá contaminar os mananciais subterrâneos e 

salinizar os solos, podendo ainda propiciar a rápida decomposição microbiana da matéria orgânica, 

que conduz a proliferação de moscas e torna o ambiente insalubre e instável. Concomitantemente, 

tornou-se necessária a adoção de decretos nas diversas áreas de atuação dos órgãos fiscalizadores 

do meio ambiente, a fim de manter o equilíbrio ecológico e minimizar os impactos ambientais 

negativos causados quando a vinhaça é despejada nos corpos hídricos sem tratamento adequado 

(SOUZA et al., 2015). 

Dentro desses decretos destaca-se a norma técnica P 4.231 da Companhia de Tecnologia 

de Saneamento Ambiental (CETESB) do Estado de São Paulo, que definiu em março de 2005 os 

limites máximos de dosagem de aplicação da vinhaça (150 m3/ha) para enriquecimento dos solos 

agrícolas, que deve ser calculados considerando a capacidade de troca catiônica do solo, teores de 

potássio, e a extração média desse elemento pela cultura de cana em cada ciclo (CETESB, 2006). 

O desenvolvimento do setor sucroenergético da vinhaça variou de forma acelerada para 

moderada, visto que se não seguir a norma técnica de vigência da classificação dos corpos de água 

e diretrizes ambientais para as condições e padrões de lançamento de efluentes, torna-se 

ambientalmente não sustentável. Estes são fatores essenciais para um desenvolvimento sem 

prejuízos na agricultura canavieira, principalmente quando envolve a substituição de uma parte do 

combustível fóssil por álcool, nos grandes centros urbanos (DE CASTRO, 2012; SOUZA et al., 

2015). 

 

3.2. FUNGOS LIGNOCELULOLÍTICOS 

A biorremediação é uma das opções mais viáveis para minimizar ou remover xenobióticos 

do solo e da água a partir do uso de microrganismos (PASSARINI et al., 2011; 

CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Nesse sentido a biorremediação da vinhaça pode se tornar uma 

ferramenta útil no tratamento deste resíduo, visto que a degradação desses efluentes xenobióticos 

e recalcitrantes, são promovidos em maior potencial e eficiência pelos fungos da podridão branca.  

Esposito et al. (2004), relataram que grupo dos basidiomicetos que inclui os fungos de 

podridão branca, ou seja, degradadores de lignina se distinguem dos outros microrganismos 
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quando aplicados à biorremediação, devido à presença de filamentos septados chamados de hifas 

que atravessam facilmente o substrato e atingem os poluentes. Além disso, estes possuem uma 

rápida adequação a distintas fontes de carbono, uma vez que apresentam plasticidade metabólica, 

o que faz a passagem de resíduos a subprodutos. Estes resíduos estão envolvidos na alimentação 

animal e na indústria de biocombustível, no momento que são atribuídos a processos 

biotecnológicos de geração de metabólitos ativos, como alcaloides, antibióticos, enzimas e 

antioxidantes (JURADO et al., 2011). Essas aplicações só são possíveis porque os diversos 

compostos recalcitrantes que se deseja remover dos processos industriais, apresentam estrutura 

molecular similar à molécula da lignina, sendo assim capazes de sofrerem oxidação pelo sistema 

enzimático inespecífico dos basidiomicetos (JURADO et al., 2011). 

O grupo dos basidiomicetos contém os fungos que produzem esporos (basidiósporos) de 

origem sexuada em uma estrutura especializada denominada de basídio e popularmente chamados 

de cogumelos. A sua fase vegetativa é denominada de micélio, formado por hifas e este grupo é 

caracterizado a partir de dois tipos básicos de basidiósporos: balistósporos que são liberados 

violentamente dos basídios e os denominados estatismósporos, que são liberados passivamente. 

Dentro desse grupo se encontram os basidiomicetos lignocelulolíticos que secretam enzimas 

capazes de converterem os polímeros externos em moléculas menores, pelos quais são assimiladas 

e utilizadas como nutrientes (GUGLIOTTA e CAPELARI, 1998). 

O sistema multienzimático inespecífico desses fungos da podridão branca é apropriado 

para desestabilizar moléculas quimicamente estáveis, e está associado à capacidade de degradação 

de forma aeróbia e a secreção de enzimas extracelulares no substrato que as colonizam, incluindo 

as hidrolases e oxidoredutases, esta última apresentando um papel importante na remoção da 

lignina. A lacase (Lac), manganês-peroxidase (MnP) e lignina peroxidase (LiP) são as enzimas 

oxidoredutases mais importantes e o padrão de expressão dessas enzimas depende dos organismos 

que as secretam. Neste sentido, além da função de reciclagem de resíduos agrícolas, esses fungos 

basidiomicetos de podridão branca e suas enzimas também são considerados eficientes na 

degradação de corantes, polissacarídeos, xenobióticos e compostos fenólicos, devido à sua 

eficiência está relacionada ao seu elevado potencial redox capaz de recuperar ambientes 

contaminados e a sua baixa especificidade do conjunto enzimático (ALI et al., 2010). 

No que diz respeito à aplicação destes fungos na biorremediação de solos, algumas 

vantagens podem ser destacadas: por serem extracelulares e com capacidade de reagir em 

substâncias insolúveis ou complexadas ao solo. Além disso, seu sistema de enzimas não precisa 
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ser induzido e a degradação pode ocorrer até níveis não detectáveis, com a mineralização da 

matéria-prima (BARR e AUST, 1994). 

Os fungos se adaptam a uma grande variedade de substratos, devido à sua capacidade de 

reprodução e crescimento, no qual esses substratos são bioconvertidos em biomassa microbiana, 

sendo esta utilizada para extração de proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos, podendo ainda servir 

de matéria-prima para produção de fertilizantes e corretivos agrícolas (DONINI et al., 2006; 

MUKHOPADHYAY e GUHA, 2015). Desse modo, como todos os organismos vivos, esses 

fungos podem modificar seu ambiente e utilizar os compostos químicos presentes no meio como 

fontes de energia e base para seu crescimento e reprodução (GALVANO e FORCHIASSIN, 2010). 

 

3.2.1. Pleurotus sajor-caju 

Os basidiomicetos de podridão branca são caracterizados pela habilidade de degradar 

compostos recalcitrantes, tendo como evidência o gênero Pleurotus. Cohen et al., (2002) 

afirmaram que o Pleurotus é um gênero de cogumelo comestível, que faz parte de um grupo de 

fungos ligninolíticos, de relevância alimentar, ambiental, biotecnológica e medicinal. Neste último 

requisito, esses fungos apresentam características terapêuticas como antiviral, antitumoral, 

indução de atividades imunológica, atividade antioxidante, antimicrobiana e antiproliferativa 

(NGAI e NG, 2004; GUILLAMÓN et al., 2010). Além disso, este gênero se encontra na terceira 

posição mundial na produção comercial de cogumelos, por apresentarem um elevado valor 

nutricional, fibras, hidratos de carbono, vitaminas e minerais (GOLAN-ROZEN et al., 2015). 

A aplicação do sistema enzimático do Pleurotus vem sendo estudado em grande escala no 

processo de biorremediação, pois este é considerado mais eficiente quando comparado com uso 

de consórcios de microrganismos não ligninolíticos. Este grupo produz apenas as enzimas 

peroxidases, manganês peroxidase (MnP) e lacase (Lac), bem como apresentam uma tolerância a 

temperaturas baixas e alcançam menor atuação negativa da microbiota normal do solo, essas 

vantagens são primordiais em relação aos outros fungos. Os fungos do gênero Pleurotus 

encontrados nos materiais lignocelulolíticos podem ainda promover não só a degradação e 

descoloração da vinhaça, bem como dos substratos que possui lignina e celulose, usados para o 

cultivo de madeira, palha de arroz, folha de bananeira, polpa de café e outros resíduos agrícolas 

que podem ser reaproveitados e utilizados como ração animal ou na preparação de outros 

subprodutos (COHEN et al., 2002; GAO et al., 2010). 
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De forma específica, o Pleurotus sajor-caju é biologicamente versátil, pois o mesmo atua 

na transformação de macromoléculas orgânicas complexas em compostos simples, e assim como 

os demais fungos da podridão branca, são qualificados pela capacidade de degradar polímeros da 

lignina em tecidos vegetais. A lignina que é um polímero fenilpropanólico intensamente 

ramificado de alto peso molecular e biodegrabilidade restrita (PHILIPPOUSSIS et al., 2001; 

MOORE et al., 2011). Estes fungos ainda apresentam um notável crescimento em processos 

submersos, sendo também um interessante produtor de fenol-oxidases (BETTIN et al., 2011). 

 

3.3. ENZIMAS LIGNOCELULOLÍTICAS 

 Os resíduos agroindustriais são ricos em materiais lignocelulósicos que inevitavelmente 

são produzidos em grandes quantidades por atividades agrícolas e industriais. A maioria desses 

materiais são parcialmente ou totalmente transformados em poluentes no ambiente. Diante disso 

surge o interesse nos avanços tecnológicos enzimáticos em favor de transformar essa enorme 

quantidade de matérias primas em novos produtos (ZOPPAS e MENEGUZZI, 2013). 

 Especializadas por serem catalisadoras versáteis e eficazes nos complexos biológicos, as 

enzimas ainda aumentam a velocidade de uma reação química mediante a diminuição da energia 

livre de ativação, tornando-as diferenciadas já que não interferem nas propriedades 

termodinâmicas da reação, além de realizar reações específicas, muitas vezes, a uma taxa tão 

elevada, que pelo método da química tradicional são inacessíveis. Estas são produzidas durante o 

metabolismo secundário do fungo e atuam na oxidação dos substratos externos às suas células, 

ainda encontram-se agregadas as biomoléculas, uma vez que apresentam influência catalítica 

maior que os catalizadores sintéticos ou inorgânicos, em razão da sua especificidade 

(HOFRICHTER, 2002; RAO et al., 2014). 

  De modo geral, as enzimas lignocelulolíticas são classificadas como hidrolases e oxidases 

(Tabela 2), empregadas na degradação lignocelulósica de forma sinergética e estão contidas num 

complexo enzimático versátil, bem como caracterizadas pela heterogeneidade de sua composição 

(SANCHEZ, 2009; LIU et al., 2013). Os atributos dessas enzimas lignocelulolíticas se tornam 

possíveis na atuação de processos de degradação de resíduos e tratamentos de poluentes, por serem 

proveitosas em relação aos tratamentos convencionais, além de propiciar menor consumo de 

energia (DEMARCHE et al., 2012). 
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             Tabela 2- Enzimas fúngicas envolvidas na degradação da lignocelulose. 

Enzima 
Código da 

Enzima 

Família 

CAZya 
Substratob Produtob 

Celobiohidrolase EC 3.2.1.91 GH6,7 Celulose Celobiose 

Endo-1,4-β- glicanase EC 3.2.1.4 GH5,7,12,45 Celulose Celodextrina, 

glicose 

β-glicosidase EC 3.2.1.21 GH1,3 Celodextrinas Glicose 

Celulose 

monooxigenase 

- -c Celulose Celodextrina 

oxidada 

Celobiose 

desidrogenase 

EC 1.1.99.18 - Celobiose Celobiono-1,5- 

lactona 

Expansina - - Celulose Celulose rompida 

Endo-1,4-β-xilanase EC 3.2.1.8 GH10,11,30 Xilana Xilo-OS, xilose 

β-Xilosidase EC 3.2.1.37 GH3,30,43 Xilo-OS Xilose 

Exo-1,5-α-L-arabinase EC 3.2.1.- GH43,93 Arabinana Arabino-OS, 

arabinose 

Endo-1,5-α-L-

arabinase 

EC 3.2.1.99 GH43 Arabinana Arabino-OS, 

arabinose 

α-L-

arabinofuranosidase 

EC 3.2.1.55 GH3,43,51,5

4,62 

Arabinana, 

arabino-OS, 

arabinoxilana 

Arabinose 

Endo-1,4-β-manase EC 3.2.1.78 GH5,26 Manana Mano-OS 

β- manosidase EC 3.2.1.25 GH2 Mano-OS Manose 

Endo-1,4-β-

galactanase 

EC 3.2.1.89 GH53 Galactana Galacto-OS, 

galactose 

β-galactosidase EC 3.2.1.23 GH2,35 Galactana, 

xiloglucana 

Galactose 

α-galactosidase EC 3.2.1.22 GH27,36 Galactomanana Galactose 
a CAZy, base de dados de enzimas com atividade sobre carboidratos; GH, glicosil hidrolases; CE, 

carboidrato esterases. 
b OS, oligossacarídeos. 
c Classificação prévia como GH61 (endo- β-1,4-glicanases). 

Fonte: LIU et al., 2013. 
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Tabela 2 - Continuação 

Enzima 
Código da 

Enzima 

Família 

CAZya
 

Substratob
 Produtob 

Xiloglucanase EC 3.2.1.151 GH12,74 Xiloglucana Xiloglucana-OS 

Oligoxiloglucano 

redução-

celobiohidrolase 

EC 3.2.1.150 GH74 

 

Xiloglicana OS Celobiose (com ou 

sem substituição da 

xilosol) 

Endo-1,3-1,4-β-

glucanase 

EC 3.2.1.6 

EC 3.2.1.73 

GH12,16 β-(1→3, 1→4)-

glucana 

Gluco-OS 

α-L-fucosidade EC 3.2.1.63 

EC 3.2.1.51 

GH29,95 Xiloglucana Fucose 

α-glucuronidase EC 3.2.1.139 

EC 3.2.1.131 

GH67 

 

Glucuronoxilana Ácido 4-O-metil 

glucurônico 

Acetilxilana 

estarese 

EC 3.1.1.72 CE1,2,3,5,12 

 

Xilana Ácido acético 

Feruloil esterase EC 3.1.1.73 CE1 Xilana, 

arabinana, 

xiloglicana 

Ácidos 

hidroxicinâmicos 

Glucuronoil 

esterase 

EC 3.1.1.- CE15 Xilana Ácido 4-O-metil 

glicurônico 

Lacase EC 3.1.10.3.2 - Lignina Radicais aromáticos 

Lignina peroxidase EC 3.1.11.1.14 - Lignina Radicais aromáticos 

Manganês 

peroxidase 

EC 3.1.11.1.13 - Lignina Radicais aromáticos 

Versátil peroxidase EC 3.1.11.1.16 - Lignina Radicais aromáticos 
a CAZy, base de dados de enzimas com atividade sobre carboidratos; GH, glicosil hidrolases; CE, 

carboidrato esterases. 
b OS, oligossacarídeos. 
c Classificação prévia como GH61 (endo- β-1,4-glicanases). 

Fonte: LIU et al., 2013. 

 

 As ações sinérgicas dessas enzimas ocorrem por endoglucanases (por exemplo, endo-1,4-

β-D-glucanases, ou EC 3.2.1.4), que hidrolisam as ligações em celulose via clivagem aleatória em 

locais internos da cadeia de celulose. As exo-glucanases ou celobiohidrolases (CBH, 1,4-β-D-

glucana-celobio-hidrolases, ou EC 3.2.1.91) que hidrolisam as ligações em celobiose via clivagem 
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sequencial tanto de forma redutoras ou não redutoras nas extremidades da cadeia de celulose, e β-

glucosidases (BGL, celobiases ou EC 3.2.1.21) que especificamente converte celobiose e celo- 

oligossacáridos em glicose (BALAT, 2011).  

 Abdel-Hamid et al. (2013), descrevem a função de cada enzima ligninolítica envolvida no 

conjunto de reações que leva à degradação da lignina, tal conjunto é agrupado entre fenoloxidades 

(oxiredutases e peroxidases) e enzimas acessórias. As oxiredutases como as lacases (Lac, EC 

1.10.3.2) catalisam reações de transferências de elétrons, ou seja, reações de oxirredução que 

promovem a redução de uma molécula ao mesmo tempo que oxida a molécula de interesse e 

independe do H2O2 para atuarem. Já as peroxidases como a lignina peroxidases (LiP; EC 

1.11.1.14), manganês peroxidases (MnP; EC 1.11.1.13), e versátil peroxidases (VP; EC 1.11.1.16) 

catalisam um conjunto de reações oxidativas e hidroxilações utilizando o peróxido de hidrogênio 

H2O2 como aceitador de elétrons. As produtoras de H2O2 compreendem as enzimas acessórias, 

como glicose oxidases (EC 1.1.3.4), piranose-2-oxidases (EC 1.1.3.10), metanol oxidases (EC 

1.1.3.13), aril álcool oxidases (AAO; EC 1.1.3.7) e glioxal oxidase (EC 1.1.3.9). As enzimas aril 

álcool dehidrogenase (AAD) e quinona-redutase (QR) reduzem os compostos derivados da 

degradação da lignina (DASHTBAN et al., 2010; DEMARCHE et al., 2012). 

Os fungos basidiomicetos de podridão branca se destacam na degradação da lignina, em 

razão de suas enzimas extracelulares não serem estereospecíficas, o que promove a desestruturação 

da parede celular vegetal da lignina, resultando na conversão de polissacarídeos em açúcares de 

fácil assimilação. A importância das enzimas ligninolíticas vem sendo estudada por diversos 

autores, desde da década de 80 onde surgiu a primeira correlação do processo de degradação de 

xenobiótico com metabolismo ligninolítico a partir do Phanerochaete chrysosporium. Este tem 

potencial de transformação direta dos compostos xenobióticos durante o processo de fermentação, 

em alguns casos com significativas taxas de mineralização (ZOUARI et al., 2002; AGUIAR e 

FERRÁZ, 2011). 

 

3.3.1. Lacase (EC 1.10.3.2) 

As enzimas lacases (benzenediol: oxigênio oxidoredutase, EC 1.10.3.2) pertencem a 

família das polifenóis oxidases, sendo largamente encontradas em plantas, insetos, bactérias, e 

fungos filamentosos (EL-BATAL et al., 2015). Apresentam massa molecular que varia de 50-140 

KDa e são produzidas pela maior parte dos basidiomicetos, além de abranger quatro íons de cobre 
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(Cu) presentes em três sítios de ligação, no qual cada íon realiza uma função considerável na reação 

catalítica que acontece através da oxidação de substrato fenólico, à medida que oxigênio molecular 

é reduzido a água (MOROZOVA et al., 2007a; MEKMOUCHE et al., 2014). 

Estas lacases fúngicas são classificadas em relação ao seu potencial redox, como alto (790 

mV), médio (430-710 mV) e baixo (430 mV), pelo qual as possibilitam de transformar compostos 

tóxicos em metabólicos, através da oxidação desses compostos (PISCITELLI et al., 2011). 

Entretanto, essas enzimas possuem dificuldades para penetrar o substrato (biomassa) e degradar a 

lignina, devido ao alto peso molecular. Além disso são capazes de degradar compostos fenólicos 

da lignina apenas na superfície do substrato. Em contrapartida, estes são incapazes de oxidar os 

compostos não fenólicos da lignina presente na superfície e de elevado potencial redox, pois 

geralmente estas enzimas apresentam baixo potencial redox (WIDSTEN et al., 2008). Com o 

emprego dos mediadores químicos, no qual são compostos de baixa massa molecular que 

permitem os radicais oxidados reagirem quimicamente com os substratos alvo de elevado potencial 

redox, essas limitações conseguem serem vencidas, já que esses mediadores agem como substratos 

intermediários das lacases (RIVA et al., 2006). 

Grande parte dessas enzimas são induzíveis, logo os indutores como os compostos 

aromáticos ou fenólicos relacionados à lignina ou derivados da lignina são responsáveis pelo 

aumento da produção desta enzima através de processos fermentativos. Um mesmo indutor pode 

tanto aumentar a produção da lacase para uma determinada espécie de fungo, como não provocar 

efeito algum em outra espécie. Portanto, o indutor ótimo não é habitual a todos os fungos, a escolha 

do mesmo irá depender do fungo estudado (MANN et al., 2015). 

A produção da lacase é afetada pelas diferenças fisiológicas que existem nas condições de 

cultivo e entre as culturas de fungos, bem como nos procedimentos de baixo custo, que tornam 

aplicação dessas enzimas viáveis (KOCYIGIT et al., 2012). A temperatura ideal de sua atividade, 

e sua estabilidade varia de acordo com as fontes distintas de enzimas, normalmente mais estáveis 

em pH ácido (MAJEAU et al., 2010). 

3.3.1.1. Caracterização estrutural da Lacase 

De acordo com Mekmouche et al. (2014), a lacase é uma glicoproteína dimérica ou 

tetramérica de 520-550 aminoácidos, pertencente à família das enzimas de cobre azul que 

usualmente contêm 4 átomos de cobre distribuídos em 3 sítios de ligações diferentes (Figura 2). 

Conforme os estudos efetuados por ressonância paramagnética eletrônica (EPR) e espectroscopia 
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UV/visível, este último tem oferecido maiores quantidades de informações acerca dos mecanismos 

moleculares das proteínas de cobre (MAYER e STAPLES, 2002; MADHAVI e LELE, 2009). 

 

Figura 2- Estrutura tridimensional do sítio ativo da lacase (Lac) pertencente ao gênero Pleurotus, que descreve a 

orientação sobre átomos de cobre e sua distância (azul, distâncias inter atômica em Å), sendo integrado por 4 átomos 

de cobre distribuídos em 3 centros catalíticos: Cu (T1) e o grupo de Cu tri nucleares (T2-T3). 

Fonte: Adaptado de DWIVEDI et al., 2011. 

Segundo Thurston (1994) o cobre está sistematizado com duas histidinas e uma cisteina 

em um arranjo triangular plano. Os átomos de cobre estão classificados em três tipos: cobre tipo 1 

(T1), responsável pela oxidação do substrato e está covalentemente ligado a uma cisteína que 

proporciona a intensa cor azul-esverdeada da enzima, bem como apresenta uma máxima 

absorbância eletrônica a 610 nm, quando o cobre está no estado cúprico (Cu2+) (GIARDINA et 

al., 2010; STRONG e CLAUS, 2011). O cobre tipo 2 (T2) que atua como aceitador de um elétron, 

apresenta fraca absorção na região visível, não sendo detectado por absorção electrónica, mas tem 

EPR detectável e o cobre tipo 3 (T3) que não evidencia sinal EPR, constituído por dois átomos de 

cobre fortemente acoplados e opera como aceitador de dois elétrons, além de ser responsável pela 

banda a 330 nm. A distância entre o centro T2 e T3 da enzima está entre 4,5- 5,0 Å e o íon de 

cobre T1 se encontra numa distância de 12-13 Å (POLLEGIONI, 2015). 

 O mecanismo catalítico da enzima Lac começa com a redução do T1 pelo substrato e, em 

seguida o cobre ligado à T1 remove elétrons do substrato e os transferem para o T2 e T3, através 

dos aminoácidos da cadeia polipeptídica que seguem uma sequência de tripeptídeos His- Cys- His, 

e devido à forte interação entre os T1 e T2 ocorre a redução de uma molécula de oxigênio a duas 
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moléculas de água no centro ativo desses cobres (Figura 3). A oxidação de quatro moléculas de 

substrato é necessária para produzir a redução completa de oxigénio molecular para água por meio 

de sucessivas oxidações monoeletrônicas do substrato (variedade de substâncias orgânicas e 

inorgânicas) (BRIJWANI et al., 2010; DESAI e NITYANAND, 2011).  

 

Figura 3- Esquema da reação de mecanismo da lacase. 

Fonte: Rodríguez-Delgado et al., 2015. 

 

O processo catalítico da lacase é derivado do processo de oxidação de 4 moléculas de 

substrato para a produção de quatro radicais, sendo que a transferência de elétrons do substrato 

para o T1 possivelmente acontece pela diferença de potencial redox entre a lacase (maior 

potencial) e o substrato (menor potencial), causando neste último uma elevada taxa de oxidação 

(MADHAVI e LELE, 2009; STRONG e CLAUS, 2011). A remoção do benzenodiol da parte mais 

externa da cadeia, acontece pelo íon cobre (Cu2+) presente no seu sítio ativo, provocando a 

formação de radicais fenoxila. Esses radicais atuam em reações catalíticas, como acoplamento 

radical-radical, desprotonação a ataques nucleofílicos pela água, provocando reações de 

polimerização de compostos fenólicos e anilinas, quebras e oxidações nos centros ativos assim 

como desmetilações (VISWANATH et al., 2014). A reação característica da lacase é representada 

na Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Reação oxidação do substrato pela lacase. 

Fonte: Adaptado de MENALE et al., 2012; DEMARCHE et al., 2012. 
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As lacases possuem um grande potencial biotecnológico (Tabela 3) devido à sua 

capacidade para oxidar uma ampla gama de substratos que são utilizados em vários setores 

industriais e ambientais, como: processos da indústria de papel, processamento da madeira, têxtil, 

alimentos, farmacêutica, técnicas de síntese inorgânica, biorremediação, descontaminação de 

esgotos, degradação de xenobióticos, produção de detergentes e ainda catalisam a oxidação de 

vários compostos fenólicos (KUDANGA e LE ROES-HILL, 2014; GIARDINA e SANNIA, 

2015).  

Tabela 3- Alguns trabalhos que relatam as aplicações da lacase. 

Setor Aplicação Referência 

Indústria Têxtil 

Modificação da superfície dos tecidos; 

branqueamento de tecidos; degradação de 

efluentes têxteis; síntese de corantes. 

(AGHAIE-

KHOUZANI et al., 

2012) 

Móveis e Indústria 

da Construção Civil 

Reticulação de materiais à base de lignina 

para obter os painéis de fibras de média 

densidade. 

(ALCALDE, 2007) 

Indústria de 

Celulose e Papel 

Despolimezação da lignina; deslignificação 

da polpa na madeira; biobranqueamento da 

polpa Kraft; coloração de algodão de celulose 

ou fibras de linho. 

(MOROZOVA et al., 

2007b) 

 

Indústria Alimentar 

Processamento de bebidas (vinho, suco de 

frutas e cerveja); determinação de ácido 

ascórbico; gelificação da beterraba sacarina 

pectina. 

(OSMA et al., 2010) 

Indústria 

Cosmética 

Preparações dermatológicas para 

clareamento da pele e tinturas de cabelo; 

fabricação de desodorantes para os produtos 

de higiene pessoal. 

 (TAKASE et al., 2011) 

Biocombustíveis 

Desenvolvimentos de célula 

biocombustíveis; remoção de compostos 

fenólicos que inibem a fermentação dos 

açúcares presentes no hidrolisado de materiais 

lignocelulósicos. 

(KUDANGA e LE 

ROES-HILL, 2014) 

Química Orgânica 

Acoplamento oxidativo dos radicais interme

diários para obter compostos antitumorais e 

agentes farmacêuticos. 

(MOGHARABI e 

FARAMARZI, 2014) 

Biorremediação 
Biodegradação ou remoção de componentes 

xenobióticos nos efluentes industriais. 
(ZHENG et al., 2014) 
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3.3.2. Manganês-peroxidase (EC 1.11.1.13) 

De acordo com Maciel et al. (2010), a manganês peroxidase (MnP) é uma enzima 

extracelular glicosilada de ciclo catalítico similar ao da lignina peroxidase (LiP). Apresenta massa 

molecular que varia de 40-52 KDa, possui grupo prostético heme e é dependente do peróxido de 

hidrogênio como co-substrato responsável pela catálise da oxidação de Mn+2 a Mn+3 (HATAKKA 

et al., 2005). 

O ciclo catalítico da MnP é iniciado pela ligação de H2O2 ou um outro peróxido orgânico 

ao ferro nativo da enzima, formando um complexo ferro-peróxido (Figura 5). A quebra 

subsequente da ligação O-O do peróxido requer a transferência de 2 elétrons do grupo heme da 

enzima, que resulta na formação de um radical complexo Fe4+-oxo porfirina (MnP-I). Com a 

quebra da ligação dos oxigênios, uma molécula de água é liberada, seguida de uma redução que 

causa a formação do Fe4+-oxo porfirina não radicular (MnP-II). Esse complexo intermediário 

ganha 1 elétron do íon Mn2+, sendo assim oxidado a Mn3+. A partir do Mn2+, a redução da MnP-II 

acontece, e outro Mn3+ é gerado, o que leva a formação original da enzima e logo uma segunda 

molécula de água é liberada (HOFRICHTER et al., 2002). 

 

Figura 5- Estrutura tridimensional do sítio ativo da manganês peroxidase (MnP) pertencente ao gênero Pleurotus. 

Fonte: Adaptado de AGUIAR e FERRAZ, 2011. 

Durante a catálise, o Mn+3 formado e estabilizado por ácidos orgânicos produzidos pelo 

próprio fungo, pode deslocar elétrons de vários compostos orgânicos, que abrange também os 

fenóis, aminas aromáticas, compostos sulfurados e ácidos graxos insaturados de forma 

inespecífica, levando à formação de radicais altamente reativos, o que possibilita atingir estruturas 
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recalcitrantes com potencial de redução elevado, embora na presença de intermediários 

apropriados sua atuação pode ser ampliada também para estruturas não fenólicas (CARVALHO 

et al., 2009). 

A MnP de fungos de podridão branca é considerada uma das principais enzimas envolvidas 

na biotecnologia, devido à sua capacidade de oxidar vários compostos tóxicos, podendo ainda ser 

utilizada na biodegradação da lignina, ácidos húmicos, corantes sintéticos, bifenilos policlorados 

(PCB), hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PHA) e xenobióticos aromáticos (OLIVEIRA et 

al., 2009). Até então, não se revelou qualquer bactéria, levedura e basidiomiceto micorrízico capaz 

de produzir a manganês peroxidase, sendo aparentemente limitada a certos fungos basidiomicetos. 

A capacidade de sintetizar a MnP é generalizada entre os diferentes grupos taxonômicos de 

basidiomicetos (KULIKOVA et al., 2011). 

 

3.4. ECOTOXICOLOGIA 

 A ecotoxicologia e toxicologia ambiental são ramos que abrangem o estudo e diagnóstico 

dos efeitos nocivos observados nos organismos vivos, associados a exposição de produtos 

químicos liberados no ambiente. Como em muitas outras áreas da toxicologia, o estudo deve 

abranger não só a identificação dos produtos químicos responsáveis pelos efeitos, mas também a 

fonte desses produtos químicos, a fim de encontrar soluções, aplicando medidas de controle. Este 

princípio têm uma conexão direta com o objetivo de proteção, já que estes efeitos podem ser desde 

alterações comportamentais, de crescimento ou reprodução até a morte dos organismos 

(TARAZONA e RAMOS-PERALONSO, 2014). 

 Com o intuito de analisar os resultados de uma degradação, especialmente nos resíduos que 

apresentam uma composição complexa, o teste ecotoxicológico é considerado um método 

eficiente, já que as respostas biológicas evidenciam efeitos sinérgicos, aditivos, antagônicos e de 

potencialização que não aparecem em análises físico-químicas ou em avaliações isoladas dos 

contaminantes. Apesar disso, os testes de toxicidade não substituem as análises químicas 

tradicionais. Visto que, os testes de toxicidade avaliam o efeito das substâncias tóxicas sobre 

sistemas biológicos, enquanto as análises químicas identificam e quantificam as concentrações 

dessas substâncias. Assim, as análises químicas e os testes de toxicidade se complementam, 

permitindo uma avaliação integrada da qualidade ambiental de áreas marinhas (RONCO et al., 

2004; MOZETO e ZAGATTO, 2009). 
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Os ensaios de toxicidade ou bioensaios realizados em condições experimentais específicas 

e controladas em laboratório ou in situ, são primordiais para avaliação dos efeitos tóxicos das 

substâncias químicas, efluentes industrias e amostras ambientais como água e sedimento. Além 

disso, podem ser utilizados na detecção da toxicidade de agentes químicos presentes nos efluentes 

líquidos, estabelecimento de critérios e padrões de qualidade das águas, determinação dos limites 

máximos de lançamentos de efluentes líquidos em corpos hídricos, caracterização e tratamentos 

de efluentes e resíduos sólidos. Nesses ensaios, os organismos-testes são expostos a diferentes 

concentrações de uma determinada amostra e os efeitos tóxicos produzidos são observados e 

quantificados (COSTA et al., 2008a; BIANCHI et al., 2010). 

Os organismos-testes podem ser pertencentes a quatro níveis tróficos já padronizados como 

mostra a Tabela 4. Estes devem apresentar as seguintes características: seletividade constante e 

elevada aos contaminantes, elevadas disponibilidade e abundância, uniformidade e estabilidade 

genética nas populações, representatividade de seu nível trófico, significado ambiental em relação 

à área de estudo, ampla distribuição e importância comercial, facilidade de cultivo e de adaptação 

às condições de laboratório. Além disso, devem ser utilizadas espécies com fisiologia, genética e 

comportamento bem estabelecidos, para facilitar a interpretação dos resultados (RONCO et al., 

2004; DELLAMATRICE e MONTEIRO, 2006).  

Tabela 4- Organismos testes padronizados em diferentes níveis tróficos. 

Nível Trófico Organismo Espécie 

Decompositores Bactéria 
Vibrio fischeri, Spirillum 

volutans 

Produtores Primários Alga 

Chlorella vulgaris, 

Scenedesmus subspicatus, 

Raphidocelis subcapitata 

Consumidores Primários Microcrustáceo 

Daphnia similis, Daphnia 

magna, Artemia salina, 

Ceriodaphnia dúbia, 

Ceriodaphnia silvestrii 

Consumidores Secundários Peixe 
Danio rerio, Pimephales 

promelas 

Fonte: Adaptado de Costa et al., 2008a. 
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É importante que os testes de toxicidades sejam avaliados por vários representantes da biota 

aquática, principalmente quando escolhidos de distintos níveis tróficos da cadeia alimentar. Pois 

são os organismos-testes que vão indicar as concentrações de toxicidade de uma substância ou 

efluente. Assim, se faz necessário utilizar mais de uma espécie da biota aquática nos ensaios 

toxicológicos, para que os resultados obtidos com organismo mais sensível sejam comparados e 

forneçam os níveis de toxicidade dos contaminantes acumulados no corpo hídrico (COSTA et al., 

2008a). 

Por outro lado, os bioensaios podem ser classificados de acordo com o tempo de exposição, 

que pode ser curto (agudo) ou longo (crônico), ou ainda com relação ao efeito: modo de efeito 

(morte, crescimento ou germinação/reprodução) e resposta do efeito (sub-letal ou letal). Na 

exposição aguda mede-se os efeitos de agentes tóxicos causadas por uma amostra simples ou 

composta, em relação a um período de vida menor do organismo-teste, geralmente de 24 a 96 

horas, tendo como base de avaliação a letalidade ou a imobilidade total. O resultado é expresso 

como concentração letal média (CL50) e concentração efetiva media (CE50), que são os valores de 

concentrações dos agentes tóxicos capazes de provocarem a mortalidade ou imobilidade a 50% 

dos organismos testes, após o tempo de exposição (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006; 

MAGALHÃES e FERRÃO FILHO, 2008). 

Já o tempo de exposição crônica mede os efeitos tóxicos de substâncias químicas causadas 

por uma amostra simples ou composta, em relação a um período de vida maior do organismo teste, 

podendo abranger parte ou todo o ciclo da vida, normalmente o tempo de exposição é de 1/3 do 

seu ciclo. Os resultados obtidos são expressos como CENO (concentração de efeito não observado) 

ou CEO (concentração de efeito observado), que são os valores de concentrações sub-letais, ou 

seja, concentrações que permitem a sobrevivência dos organismos testes sob condições de 

exposições prolongadas, porém essa exposição afeta nas funções biológicas, tais como reprodução, 

desenvolvimento de ovos, crescimento e maturação destes organismos (ARAGÃO e ARAÚJO, 

2006). 

O órgão responsável pelo desenvolvimento e divulgação de protocolos de testes de 

toxicidade no Brasil é a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Entretanto, os ensaios 

de toxicidade também são padronizados pela companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental 

do Estado de São Paulo (CETESB), sendo a resolução nº 357 a mais importante devido o 

estabelecimento das condições e padrões de lançamento de efluentes domésticos e industriais no 

ambiente aquático (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006). 
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 Na realização dos ensaios toxicológicos deste trabalho, foram escolhidos organismos-testes 

da biota vegetal e aquática, como as sementes de alface (Lactuca sativa) e Raphidocelis 

subcapitata, respectivamente, já que os bioensaios com diferentes organismos são uma forma 

sensível de avaliar o potencial de riscos ambientais dos contaminantes, sem a necessidade de 

grandes investimentos. 

 

3.4.1. Lactuca sativa L. 

 Dentre as sementes vegetais mundialmente conhecidas, destaca-se a semente de alface 

(Lactuca sativa L.) pertencente à família Asteraceae, sendo a alface a principal hortaliça do Brasil 

considerada de grande importância na alimentação, pois são providas de fonte de vitaminas, sais 

minerais e fibra, o que influencia de forma positiva a saúde humana (SILVA et al., 2008).  

Por várias décadas, estudos sobre a fisiologia de germinação das sementes desta espécie 

vem sendo abordados entre os especialistas, devido à sua complexidade. A germinação depende 

de diversos fatores como: temperatura, água, oxigênio, luz, ausência de microrganismos, tipo de 

solo e profundidade de semeadura, dentre outros. A característica fisiológica das sementes é a 

primeira condição a ser analisada para obtenção de uma boa germinação. Quando hidratadas, as 

sementes saem do seu estado de dormência (inabilidade da semente germinar a condições 

favoráveis) e dá início à fase de germinação, onde as sementes serão submetidas a breves 

oscilações fisiológicas, tornando-as sensíveis a qualquer estresse ambiental (NASCIMENTO, 

2002). 

 O uso dessas sementes em bioensaios de toxicidade para testar os efeitos tóxicos das 

amostras sobre a germinação e crescimento da raiz, têm se mostrado excelentes organismos testes. 

Uma vez que apresentam vantagens no que diz respeito a estocagem das sementes, por passar 

longos períodos sem perder sua viabilidade, são testes simples, rápidos e confiáveis, além de 

apresentarem baixo custo e não requerer equipamentos com infraestrutura complexa (VALERIO 

et al., 2007). Diversos estudos prévios na literatura relataram o uso da Lactuca sativa em 

bioensaios (Tabela 5). 
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Tabela 5- Algumas aplicações de bioensaios de toxicidade com semente de alface (Lactuca sativa). 

Aplicação Referência 

Avaliação da toxicidade em resíduos 

têxteis 

(DELLAMATRICE e MONTEIRO, 2006) 

Avaliação da toxicidade em solos com 

nutrientes 

(PEZZAROSSA et al., 2007) 

Avaliação da toxicidade de metais 

mutagênicos em plantas 

(MONTEIRO et al., 2009) 

Avaliação da toxicidade de 

nanopartículas de metal 

(DOOLETTE et al., 2015) 

Avalição da toxicidade em resíduos 

sólidos 

(ANDRADE et al., 2010) 

Avaliação da toxicidade em extratos 

naturais 

(CHAPLA e CAMPO, 2010) 

Avaliação da toxicidade em águas com 

metais 

(CHARLES et al., 2011) 

Avaliação da toxicidade em solos 

contaminados por hidrocarbonetos de 

petróleo 

(TANG et al., 2011) 

Avaliação da toxicidade em efluentes 

domésticos 

(ZALTAUSKAITE et al., 2011) 

Avaliação da toxicidade em solos 

agrícolas com metais 

(LIU et al., 2014; SACRISTÁN et al., 

2015; TANG et al., 2016) 

Avaliação da toxicidade em solos com 

biocombustíveis 

(BAMGBOSE e ANDERSON, 2015) 

Avaliação da toxicidade de 

cionobactérias/cianotoxinas em sistemas 

aquáticos 

(FREITAS et al., 2015) 
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3.4.2. Raphidocelis subcapitata 

 A espécie Raphidocelis subcapitata (antiga Pseudokirchneriella subcapitata) pertencente 

ao filo Chorophyta são algas verdes e unicelulares de água doce, apontadas como organismos 

modelo de água doce e largamente utilizadas em bioensaios de toxicidade de poluentes ambientais 

que inibem o crescimento de algas, devido ao seu ciclo de vida curto, resposta sensível, cultivo de 

baixo custo e fácil crescimento em condições laboratoriais. Sua reprodução é através de auto- 

esporos, de forma assexuada (ARUOJA et al., 2009; KACZALA et al., 2011). 

 O teste empregado para este organismo é realizado de modo estático (não há renovação das 

soluções padrões ao longo do período de exposição). Seu cultivo está susceptível a certas 

condições ambientais que envolvem luz, oxigênio, temperatura e disponibilidade de nutrientes. 

Quando exposta a ambientes com fracos índices de oxigênio e ausência de luz, seu 

desenvolvimento torna-se limitado. Além de serem adequadas para a alimentação dos 

microcrustáceos Daphnia similis e Ceriodaphnia dúbia (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006). Os 

bioensaios com R. subcapitata já foram bastante utilizados em vários estudos da literatura, como 

elencado na Tabela 6. 

         Tabela 6- Exemplos da aplicação de bioensaios toxicidade com R. subcapitata. 

Aplicação Referência 

Avaliação da toxicidade em 

nanopartículas 

(ARUOJA et al., 2009) 

Avaliação da toxicidade em extratos 

medicinais 

(VANNINI et al., 2011) 

Avaliação da toxicidade em derivados de 

petróleo 

(DEBENEST et al., 2012) 

Avaliação da toxicidade em fármacos (NIE et al., 2013) 

Avaliação da toxicidade de gases 

atmosférico 

(PIRES et al., 2014) 

Avaliação da toxicidade em herbicidas (TASMIN et al., 2014) 
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         Tabela 6- Continuação. 

Aplicação Referência 

Avaliação da toxicidade de lixiviados em 

solos 

(NIE et al., 2015) 

Avaliação da toxicidade de metais em 

ambientes aquáticos 

(GAO et al., 2016) 

Avaliação da toxicidade em compostos 

aromáticos 

(GLOMSTAD et al., 2016) 

Avaliação da toxicidade em águas 

correntes 

(BALDIGO et al., 2016) 

 

 

3.5. OXIDAÇÃO ELETROQUÍMICA 

Dentre dos métodos mais potentes utilizados para destruir poluentes orgânicos tóxicos de 

águas residuais, encontram-se os processos eletroquímicos oxidativos avançados (PEOA’s) que se 

destacam por ser ambientalmente compatíveis, possuir elevada eficiência energética, apresentar 

versatilidade e viabilidade econômica (SOLANO et al., 2016). 

Este processo baseia-se na geração de radicais hidroxila (∙OH), que possuem alto potencial 

redox (Eº= 2,8 V/SHE- eletrodo padrão de hidrogênio), capazes de mineralizar completamente os 

compostos orgânicos em CO2, água e íons orgânicos ou convertê-los em compostos orgânicos 

biodegradáveis, não sendo necessário qualquer purificação adicional dependendo das condições 

de operação aplicáveis. O processo eletroquímico mais comum é a oxidação eletroquímica (OE), 

em que os poluentes orgânicos podem ser diretamente oxidados na superfície do ânodo (M) e/ou 

mais rapidamente destruído pelo radical hidroxila (∙OH) formado a partir da oxidação da água em 

altas correntes aplicadas, como mostra a Equação 1 (BRILLAS et al., 2010; DBIRA et al., 2015). 

 

𝑀 + 𝐻2𝑂 → 𝑀(∙ 𝑂𝐻) + 𝐻+ + 𝑒−                                                 (1) 

Os poluentes podem ser removidos por oxidação direta e/ou indireta (Figura 6). Na 

oxidação eletroquímica direta ocorre transferência de elétrons diretamente para a superfície do 
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ânodo, onde os compostos são fracamente adsorvidos durante o processo de eletrólise 

(parcialmente oxidados), por causa da formação de uma camada de polímero do composto na 

superfície do ânodo que consequentemente provoca a desativação do eletrodo. Já a oxidação 

indireta acontece através da geração in situ de fortes agentes oxidantes como H2O2, O3, e Cl2, 

capazes de oxidarem os poluentes no seio da solução ou na superfície do eletrodo por intermédio 

de radicais hidroxila formados durante a descarga elétrica da água. Dependendo do material do 

ânodo, as mediações com os radicais hidroxila podem promover a oxidação parcial ou oxidação 

seletiva do poluente orgânico e também a sua mineralização completa (COSTA et al., 2008b; 

MARTÍNEZ-HUITLE e BRILLAS, 2009; FERNANDES et al., 2015). 

 

 

Figura 6- Representação esquemática dos mecanismos de oxidação (direta e indireta) atuantes nos processos de OE. 

Fonte: Adaptado de DENG e ENGLEHARDT, 2007. 

Além disso, o radical hidroxila pode estar adsorvido quimicamente ou fisicamente sob a 

superfície do ânodo, na adsorção química os radicais hidroxila reagem com os sítios ativos do 

óxido do eletrodo (MOx), logo o mesmo é denominado de “ativo”, tais como os eletrodos Pt, IrO2 

e RuO2 e possuem baixos sobrepotenciais para o desprendimento de O2. Na adsorção física o 

composto orgânico acumulado na superfície do ânodo interage diretamente com o radical 

hidroxila, favorecendo assim sua mineralização e nesse caso o eletrodo é denominado de “não 

ativo”, que são o PbO2, SnO2 e DDB, apresentando altos sobrepotenciais para o desprendimento 

de O2 (BRILLAS e MARTÍNEZ-HUITLE, 2015; SOPAJ et al., 2015; WU et al., 2016).  

 A Figura 7 representa os diferentes comportamentos dos ânodos (ativo e não ativo) 

envolvidos na combustão eletroquímica dos compostos orgânicos, que se inicia com a oxidação 
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da molécula de água resultando na formação do ∙OH durante a reação (a). Logo depois, o radical 

hidroxila interage fortemente com a superfície dos ânodos ativos, formando o óxido superior (MO) 

(b). Esse MO atua tanto na oxidação de composto orgânicos (R) (c), quanto na reação de 

desprendimento de O2 por meio da decomposição química das espécies de óxido mais elevadas 

(d). Em contrapartida, nos anodos não ativos o ∙OH interage fracamente com a superfície do ânodo, 

porém reage diretamente com os compostos orgânicos, ocasionando assim sua mineralização total 

(e). A mineralização também pode concorrer com as reações secundárias que ocorrem de forma 

direta através da oxidação do O2 (f) e indireta com a dimerização do H2O2 (g) (BRILLAS e 

MARTÍNEZ-HUITLE, 2015). 

 

Figura 7- Ciclo de oxidação eletroquímica dos compostos orgânicos. 

Fonte: Adaptado de BRILLAS e MARTÍNEZ-HUITLE, 2015. 

 

3.5.1. Diamante dopado com boro (DDB) 

 O material do ânodo influência na seletividade e na eficiência dos processos de OE, dentre 

dos diversos materiais de ânodos investigados na literatura, o diamante dopado com boro (DDB) 

é o mais promissor, devido às suas características químicas, físicas e eletroquímicas que são 

superiores quando comparado com os outros materiais de eletrodo convencional. Essas 

características são o alto potencial redox (2,7 V/SHE) que promove uma elevada taxa de oxidação 

dos produtos orgânicos, ampla janela de trabalho em soluções aquosas (até 3 V) que permite variar 

diferentes parâmetros eletro analíticos, vida útil longa, elevada estabilidade química em alto 

potencial eletroquímico, boa eficiência de atividade sem pré-tratamento convencional, resistência 
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mecânica a meios agressivos (corrosão), e baixa corrente de fundo, o qual proporciona uma 

detecção altamente sensível de várias espécies químicas (ZHUO et al., 2011; BRILLAS e 

HUITLE, 2011).  

 Definidos como eletrodos não ativos, por não possibilitarem qualquer sítio cataliticamente 

ativo para a adsorção dos reagentes e/ou produtos em meios aquosos, a mineralização completa 

dos poluentes orgânicos é alcançada por meio dos radicais hidroxila fisiossorvido na superfície do 

DDB, a partir da oxidação da água (Equação 2) e de outras espécies fracamente oxidantes como o 

peroxidisulfato, peroxidicarbonato e peroxidifosfato formados pelo sulfato, bicarbonato e fosfato 

presentes no eletrólito, descritos nas Equações 3, 4 e 5 (BRILLAS et al., 2009; SIRÉS et al., 2014). 

𝐷𝐷𝐵 + 𝐻2𝑂 → 𝐷𝐷𝐵(∙ 𝑂𝐻) + 𝐻+ + 𝑒−                                             (2) 

2 𝐻𝑆𝑂4
− → 𝑆2𝑂8

2− + 2 𝐻+ + 2𝑒−                                                        (3) 

2 𝐻𝐶𝑂3
− → 𝐶2𝑂6

2− + 2 𝐻+ + 2 𝑒−                                                       (4)                        

   2 𝑃𝑂4
3− → 𝑃2𝑂8

4− + 2 𝑒−                                                                      (5) 

 

 

3.5.2. Ânodos dimensionalmente estáveis (ADEs) 

Os ADEs também têm ganhado cada vez mais destaque nos processos eletroquímicos, uma 

vez que apresentam elevada atividade catalítica, maior tempo de vida útil, simples fabricação, 

caráter inócuo e baixo custo de aquisição, quando comparado com o DDB (TURRO et al., 2011; 

AQUINO et al., 2014). Além disso, possuem capacidade de gerar espécies de cloro oxidantes (Cl2, 

HOCl e OCl-) quando a eletrólise ocorre em meio contendo cloreto em condições de pH 

específicas, o que favorece a degradação de diversos compostos orgânicos, mediante a oxidação 

indireta (SOUZA et al., 2014).  

Estes ânodos ativos consistem de um substrato subjacente metálico, geralmente inerte e 

barato como o titânio (Ti), que são comumente utilizado como eletrodo para decomposição da 

água, bem como no desenvolvimento de um eficiente sistema de oxidação na remoção de 

contaminantes orgânicos, já que apresenta alto sobrepotêncial de oxigênio (TiO2), o qual promove 

forte adesão ao suporte e subsequente proteção contra corrosão (RAO e VENKATARANGAIAH, 

2014). Ademais, esse metal base é revestido com finas camadas condutoras de óxidos mistos de 

Pt, Ru, Pd, Ir, Sn, Ta e Sb, a fim de melhorar a estabilidade do eletrodo e as propriedades catalíticas 

(BRILLAS e MARTÍNEZ-HUITLE, 2015). A anodização é o método que permite a aplicação 



 

30 

 

dessas películas uniformes, resistentes e adesivas sobre o suporte metálico, durante a eletrólise 

(SHIN et al., 2013).  

A dopagem de ânodos com diferentes misturas de óxidos metálicos, surge como uma 

alternativa atrativa para melhorar as propriedades de divisão da água e capacidade de adsorção dos 

radicais hidroxila, assim como elevar a condutividade e estabilidade do eletrodo por integração de 

átomos e íons em sua rede estrutural (DONG et al., 2014). Dentre os metais combinados, o ânodo 

de dióxido de estanho dopado com antimônio (Sb-SnO2) têm ganhado destaque por favorecer o 

desempenho eletroquímico com altas sobrecargas de oxigênio e promover subprodutos com baixa 

toxicidade (SHAO et al., 2016). No entanto, durante o processo eletrocatalítico ocorre a formação 

de uma camada resistente de TiO2, devido à fraca interação iônica, o que impede a durabilidade 

do eletrodo (ZHAO et al., 2009). Neste contexto, o estudo da influência dos óxidos (composição 

e natureza do revestimento) na dopagem de ADEs, associado a oxidação do radical hidroxila com 

concomitante reação de evolução de oxigênio na superfície do eletrodo (MOx), é uma combinação 

favorável para melhoria da estrutura de eletrodos e redução da banda gap, além de aumentar a 

resistividade dos mesmos e promover maiores eficiências farádicas em múltiplos processos 

eletroquímicos (BERENGUER et al., 2014). 
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Capítulo 4 

4. MATERIAIS E MÉTODOS EXPERIMENTAIS 

Neste capítulo estão relatados os materiais e procedimentos experimentais utilizados 

durante o desenvolvimento deste trabalho. Este estudo foi desenvolvido no Laboratório de 

Tratamentos de Resíduos e Efluentes (LTRE), localizado no Instituto de Tecnologia e Pesquisa 

(ITP) da Universidade Tiradentes (UNIT), situado no campus Farolândia/Aracaju- SE. 

4.1. VINHAÇA DE CANA-DE-AÇÚCAR 

A vinhaça de cana-de-açúcar utilizada neste trabalho foi coletada em setembro de 2015 

(safra 2014/2015), gentilmente cedida pela Usina Campo Lindo, localizada na cidade de Nossa 

Senhora das Dores, Sergipe, Brasil (10º29'30"S,37º11'36"O). Este resíduo foi recolhido em galões 

de 5 litros sendo mantido em câmara fria a 4°C para que não ocorresse ação de microrganismos 

até seu uso. Para realização dos testes, a vinhaça foi descongelada até atingir a temperatura 

ambiente e logo depois esterilizada em autoclave à 121ºC por 15 min. 

4.2. MICRORGANISMO E MANUTENÇÃO 

Utilizou-se a linhagem P. sajor-caju (Figura 8) presente no estoque do Laboratório de 

Biologia Molecular (LBM) do ITP/UNIT, sob o código CCB 020. A escolha desse fungo 

aconteceu em virtude da sua eficiência na degradação dos compostos recalcitrantes presentes na 

vinhaça, quando comparado a outros fungos ligninocelulolíticos (FERREIRA et al., 2011). Este 

basidiomiceto foi mantido em culturas desenvolvidas em extrato de malte-ágar (MEA), e 

refrigeradas a 4ºC. 

 

Figura 8- Fase vegetativa (micelial) do fungo basidiomiceto Pleurotus sajor-caju CCB 020 crescido em placa de 

Petri. 
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4.3. CONDIÇÕES DE CULTIVO DA LINHAGEM 

No decorrer dos experimentos, os fungos foram semanalmente repicados para manutenção 

e viabilidade da linhagem, e inoculados em meio sólido MEA (Malt Extract Agar; EMD 

Chemicals®), constituído de 30,0 g/L de extrato de malte, 3,0 g/L de peptona de farinha de soja e 

15,0 g/L de ágar. Em seguida, foram adicionados 1000 mL de água destilada e posteriormente 

autoclavado a 1 atm e 121ºC, por 15 min. A transferência do inóculo ocorreu por meio da utilização 

de pinças esterilizadas pelo bico de Bunsen, em câmara de fluxo laminar horizontal (Pachane, PA 

100). Esta foi realizada selecionando-se placas de Petri, contendo 10 mL de meio MEA para a 

extração de um disco de micélio no centro de cada placa. Após a repicagem, o material foi mantido 

a 30°C (±1ºC) em estufa de incubação (Tecnal, TE 381), durante 7 dias (Figura 9) (FERREIRA et 

al., 2011). 

 

Figura 9- Metodologia das condições de cultivo do Pleurotus sajor-caju. 

 

 

4.4. CULTIVO DE P. SAJOR-CAJU EM FRASCOS AGITADOS CONTENDO VINHAÇA 

Os fungos foram inoculados em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de 

vinhaça com o pH corrigido para 6, utilizando soluções de NaOH (2,5 M). Em seguida, estes 

materiais foram autoclavados por 15 min, a 121ºC e 1 atm. Após atingirem temperatura ambiente, 

os frascos foram inoculados com três discos (1,0 cm ø) de meio de cultura contendo os micélios 

dos fungos utilizados, acrescidos de 5 g de glicose. O controle consistiu no material sem a 

inoculação dos microrganismos. Os frascos foram incubados por até 15 dias em incubadora 

(Tecnal, TE 420) com agitação orbital de 180 rpm, a 28°C (± 2ºC), sob condição de escuro, sendo 

as amostras retiradas a cada 3 dias (Figura 10) (FERREIRA et al., 2011). 
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Figura 10- Metodologia da inoculação do Pleurotus sajor-caju em frascos agitados, contendo vinhaça. 

             

 

4.5. ATIVIDADE ENZIMÁTICA E CRESCIMENTO FÚNGICO 

As amostras foram analisadas a cada três dias durante o período de 15 dias. Três frascos 

Erlenmeyers foram retirados após 3, 6, 9, 12 e 15 dias de incubação e filtrados a vácuo em papel 

de filtro Whatman nº 1 (85 mm ø). O sobrenadante foi transferido para tubos Falcon de 50 mL, a 

biomassa acomodada em placas de Petri e congelada, para posteriormente ser quantificada em 

relação ao seu peso seco. As atividades das enzimas ligninolíticas (Lac e MnP) expressa em 

unidades internacionais por litro de caldo enzimático (UI/L), foram determinadas mediante ao 

sobrenadante, sendo os ensaios realizados em triplicata e as leituras de absorbância efetuadas com 

auxílio de espectrofotômetro FEMTO 432 (Figura 11) (FERREIRA et al., 2011). 

 

Figura 11- Acompanhamento analítico das amostras no decorrer do tratamento da vinhaça. 
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4.5.1. Determinação da atividade da Lacase (Lac) 

A atividade de lacase foi determinada a 30°C usando mistura contendo 0,3 mL de tampão 

citrato-fosfato 0,05M (pH 5,0), 0,1 mL de solução contendo siringaldazina, que é o iniciador da 

reação e 0,6 mL da solução enzimática bruta (sobrenadante). A oxidação da siringaldazina foi 

medida pelo monitoramento do aumento da absorbância a 525 nm após 10 minutos de reação 

(SZKLARZ et al., 1989).  Foram utilizados tubos de ensaio de 10 x 100 mm, tanto para amostra 

não fervida quanto para amostra fervida (controle negativo). Os resultados obtidos foram avaliados 

pelo cálculo da atividade enzimática (item 4.5.3). 

 

4.5.2. Determinação da atividade da Manganês Peroxidase (MnP) 

A atividade de MnP na solução enzimática bruta, foi determinada avaliando-se a oxidação 

do vermelho de fenol, conforme a metodologia de Kuwahara et al. (1984). Para isso, a reação foi 

formada por 0,1 mL de tampão lactato de sódio (0,25 M), 0,05 mL de solução de MnSO4 (2,0 

mmol L-1), 0,05 mL de H2O2 em tampão succinato de sódio a 0,2 M (pH 4,5), 0,2 mL de albumina 

bovina (0,5%), 0,6 mL da solução enzimática bruta (sobrenadante), a reação foi iniciada com a 

adição de 0,1 mL de vermelho de fenol (0,1%). Foi adicionado 0,04 mL de NaOH (2,0 N) como 

solução “stop” da reação após 10 minutos da primeira leitura, em seguida a absorbância foi medida 

a 610 nm, e os resultados determinados pelo cálculo da atividade enzimática (item 4.5.3). 

 

4.5.3. Fórmula para cálculo das atividades enzimáticas 

 No cálculo da atividade cinética da produção da Lac e MnP, os valores médios das 

triplicatas de absorbância foram utilizados na Equação 6. 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 (𝑈𝐼 𝐿) =  
∆𝐴𝑏𝑠

𝜀 .𝑉.𝑡
 . 106⁄                                          (6) 

 

Onde: 

UI/ L = Unidade internacional, onde internacional significa μmol min-1 

∆Abs = Absorbância [Absfinal(T 10) - Absinicial(T 0)] 

ε = Coeficiente de absorção molar (L mol-1 cm-1) 
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V = Volume de solução da amostra (mL) 

t = Tempo de reação (minutos) 

 

 O coeficiente de absorção molar (ε525 nm) da Lac é 65000 L mol-1 cm-1, enquanto que 

para a MnP o coeficiente de absorção molar (ε610 nm) = 4460 L mol-1 cm-1. 

 

4.5.4. Determinação da descoloração da vinhaça 

 O sobrenadante acumulado após a remoção da biomassa fúngica foi filtrado, e teve 

sua absorbância medida (λ= 475 nm) empregando-se um espectrofotômetro FEMTO 432, com 

intuito de avaliar a descoloração da vinhaça. De acordo com Equação 7 de Sirianuntapiboon et al. 

(1995), a descoloração foi calculada. 

  

𝐷𝑒𝑠𝑐𝑜𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜 (%) = [
(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
] ×100                         (7) 

 

4.5.5. Quantificação da biomassa micelial 

 A biomassa fúngica foi quantificada por método de gravimetria (Figura 12) em balança 

analítica (Radwag AS 220/C/1), sendo seca a 45º C por 6 h até atingir peso constante, e depois foi 

feita a subtração do peso final pelo inicial, para obtenção do peso total expresso em g/L. 

 

 

Figura 12- Metodologia da determinação da biomassa seca. 
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4.6. ANÁLISE FÍSICO-QUÍMICA DA VINHAÇA IN NATURA E TRATADA 

Foram mensurados os parâmetros físicos como a condutividade elétrica e turbidez. Já os 

parâmetros químicos encontram-se pH, carbono orgânico total (COT), demanda bioquímica de 

oxigênio (DBO) e demanda química de oxigênio (DQO), fenóis totais, fósforo total, nitrogênio 

total, potássio, sólidos totais, sulfatos e cálcio (APHA, 2012). 

4.6.1. Determinação do pH, turbidez e condutividade elétrica 

 As medidas do pH foram efetuadas com auxílio de um pHmetro digital da Gehaka, modelo 

PG 1800 para verificar a quantidade de íons H+ presentes na amostra. A turbidez foi determinada 

com turbidímetro TB-1000p na finalidade de comparação da intensidade de luz dispersa pela 

amostra, em relação a presença de partículas suspensas, os valores das leituras foram expressos 

em NTU (unidade de turbidez nefelométrica). E por meio da condutividade elétrica, utilizando 

um Microprocessor Conductivity Meter HI2300 foi possível determinar a quantidade de sais 

presentes nas amostras da vinhaça definidos em µS (microsiemens). Essas análises foram 

realizadas depois da estabilização da temperatura em torno de ± 25ºC. 

 

4.6.2. Determinação de DBO 

A DBO foi determinada empregando-se a metodologia descrita pelo Standard Methods for 

the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). As amostras são preparadas em garrafas 

especificas para DBO, com auxílio do oxímetro (medidor de oxigênio dissolvido), em 300 mL de 

amostra (homogênea), as mesmas foram incubadas durante 5 dias a 20 ºC, na ausência da luz, sob 

agitação constante. Através da técnica eletroquímica no início e final do período de incubação é 

possível definir a concentração de oxigênio. Essa diferença é utilizada considerando o fator de 

diluição, conforme a Equação 8. 

 

𝐷𝐵𝑂 (𝑚 𝑔 𝐿⁄ ) =
[(𝑂𝐷𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝑂𝐷𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)−𝐹𝑐] 𝑥 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑜 𝑓𝑟𝑎𝑠𝑐𝑜 𝑑𝑒 𝐷𝐵𝑂

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
                          (8) 

 

Onde:  

OD = oxigênio dissolvido 

Fc = Fator de correção (OD inicial do branco – OD final do branco) 
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4.6.3. Determinação de DQO 

 Para a determinação de DQO, foi utilizado o método recomendado por Standard Methods 

for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), que deu início a análise com a 

adição de 1,5 mL da solução digestora (K2Cr2O7/ H2SO4/ Hg2SO4) ao tubo de DQO, 2,5 mL da 

amostra pura e 3,5 mL de solução catalisadora (H2SO4/ Ag2SO4) no mesmo tubo, posteriormente 

realizou-se o fechamento da tampa de todos os tubos, sendo homogeneizados e aquecidos a 150ºC 

por 120 minutos. Ao término do resfriamento, foi possível realizar no espectrofotômetro de 

UV/VIS a leitura de absorção das amostras, num comprimento de onda de 600 nm, e a partir da 

curva de calibração (C8H5KO4) obter o teor de matéria orgânica (Equação 9). 

 

𝐷𝑄𝑂 (𝑚𝑔 𝑂2 𝐿⁄ ) = 𝐴𝑏𝑠 𝑥 𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜                                          (9)                                                          

 

 

4.6.4. Determinação de fenóis totais 

 Foram acrescidos 100 mL de amostra em funil de separação de 250 mL, ajustando o pH 

para 3,5 ± 11,5 com ácido sulfúrio (0,5 N) ou hidróxido de sódio (0,5 N) quando preciso. Em 

seguida, foram adicionados 5 mL de tampão fosfato, bem como 1,2 mL de 4-aminoatipirina sendo 

homogeneizado até sua dissolução. Logo após, foram adicionados 1,2 mL de solução de 

Ferricianeto de potássio e agitado vigorosamente, deixando em repouso por 15 min, e por último 

10 mL de clorofórmio foi adicionado e toda solução foi agitada 10 vezes rapidamente. Depois de 

um intervalo de 15 minutos, foi realizada a leitura da amostra no espectrofotômetro num 

comprimento de onda de 460 nm, numa cubeta de 10 mL e caminho ótico de 1cm, contra uma 

prova em branco feita com todos os reagentes e água (APHA, 2012). O teor de fenóis (como fenol) 

foi determinado baseado na curva padrão de calibração, conforme a Equação 10. 

 

𝐹𝑒𝑛ó𝑖𝑠 (𝑚𝑔 𝐶6𝐻5𝑂𝐻 /𝐿)  = 𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑎𝑛𝑔𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑥 𝐴𝑏𝑠 𝑥 𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜                (10) 

 

 

4.6.5. Determinação de fósforo total 

 No início da análise, as amostras foram homogeneizadas e mediante a uma membrana de 

0,45 µm, filtradas. Em seguida, 100 mL de cada amostra foi adicionada em frasco Erlenmeyer de 

250 mL, contendo 1,0 g de persulfato de potássio (K2S2O8) ou 0,8 g de persulfato de amônia 

((NH4)2S2O8) e 4,0 mL de H2SO4, com concentração de 5 N para neutralização. Logo após, essa 

mistura foi aquecida durante 30/40 min, evitando que o volume da mesma fique abaixo de 20 mL, 
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seguidamente ao ser resfriada ao atingir temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada uma 

gota de fenolftaleína (± 0,05 mL) e acrescida da solução de NaOH, afim da neutralização (solução 

rósea). O volume total da solução foi transferido para um balão volumétrico de 100 mL e seu 

volume completado com água destilada. Depois, houve transferência de 50 mL de amostra digerida 

para Erlenmeyer de 250 mL, adicionados uma gota de fenolftaleína e 8,0 mL do reagente 

combinado, ficando a solução em estado estacionário durante 15 minutos. Após esse período, uma 

alíquota da mistura foi medida numa absorbância a 880 nm, sendo a prova em branco a solução de 

referência (APHA, 2012). A partir da curva padrão de calibração, foi possível obter a concentração 

de fósforo total expresso em mg P-PO4
3-/L, e o resultado foi corrigido pelo fator de diluição, de 

acordo com a Equação 11. 

 

𝐹ó𝑓𝑜𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑚𝑔 𝑃 − 𝑃𝑂4
3− 𝐿⁄ ) = 𝑚𝑔 𝑃 − 𝑃𝑂4

3− 𝐿𝑙𝑖𝑑𝑜⁄ 𝑥 𝐹𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑥 3,06615           (11) 

 

4.6.6. Determinação do nitrogênio total 

 As análises de nitrogênio total foram realizadas através do método descrito no Standard 

Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). O reagente persulfato foi 

adicionado ao tubo de digestão de solução NaOH (0,1 N), e 2 mL da amostra foram acrescidos à 

solução, sendo homogeneizada durante 30 segundos. Após o término deste período, o processo de 

digestão da amostra foi efetuado na estufa à 105ºC por 30 minutos, em seguida foram resfriados a 

temperatura ambiente. No sistema tamponado, os reagentes TN- A (metabissulfato) e TN- B (ácido 

cromotrópico) foram adicionados, sendo separadamente mantidos sob agitação, ao longo de 15 

segundos com duração de 2 minutos de repouso. Depois, foram acrescidos 2 mL da amostra 

digestora na solução, seguido da homogeneização prolongada, até formar um complexo amarelo 

com absorbância máxima em 410 nm. O teor de nitrogênio total foi estimado com base em uma 

curva de calibração linear. 

 

4.6.7. Determinação do potássio 

 Foi utilizado o método de espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS), para a 

quantificação dos teores de potássio. O procedimento de preparo, foi iniciado com a introdução de 

100 mL de amostra dentro de um copo de Griffin de 150 mL, acrescido 3 mL de HNO3 

concentrado. Em seguida, a mistura foi aquecida e ponderadamente evaporada até alcançar um 

volume de 5 mL, posterior ao resfriamento foram adicionados igualmente 3 mL de HNO3 
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concentrado, sendo o processo reproduzido várias vezes até atingir um volume de 3 mL e logo 

adiante foram acrescidos uma razão de 10 mL/100 mL de solução de HCL e por último foi 

realizada a filtragem da amostra, para ser analisada (APHA, 2012). 

 

4.7. CÉLULA ELETROQUÍMICA 

Os experimentos eletroquímicos de degradação da vinhaça biotratada foram conduzidos em 

uma célula de vidro (Figura 13) com capacidade de 100 mL, fechada com uma tampa de Teflon e 

submetida à temperatura ambiente (25,0 ± 0,5 °C). A mesma foi composta de contra eletrodo de 

platina, eletrodo de referência de Ag/AgCl saturado em 3,0 mol/L de KCl, e apresentou volume 

final de 70 mL. Variou-se os ânodos de trabalhos entre um DDB comercial de 1 cm2, com dopagem 

de 800 ppm, adquirido pelo grupo de pesquisa, e um Ti/(RuO2)0.7(IrO2)0.1(Sb2O3)0.2 de 2 cm2, 

sintetizado com rampas de aquecimento de 10 ºC/min, com temperatura final de calcinação de 500 

ºC (ARAÚJO et al., 2017). O tratamento foi realizado por meio de eletrólise (3 h) aplicando-se 

variadas densidades de corrente (12,5, 25 e 50 mA cm-2) e utilizando como eletrólito NaCl (0,025, 

0,05 e 0,1 M). As medições eletroquímicas foram realizadas com um potenciostato/ galvanostato 

da Autolab Methrom (modelo PGSTAT 302 N). Antes das medidas eletroquímicas o eletrodo 

DDB foi pré-tratado em solução de H2SO4 (0,5 mol/L) por meio de dois procedimentos 

eletroquímicos: uma polarização anódica (aplicação de um potencial de +3,0 V por 30 s) e uma 

polarização catódica (aplicação de -3,0 V por 120 s) (SALAZAR-BANDA et al., 2010). 

 

Figura 13- Sistema eletroquímico utilizado para degradação da vinhaça, composto por (1) eletrodos de trabalho 

(DDB e ADE), (2) eletrodo auxiliar, (3) eletrodo de referência, (4) potenciostato/galvanostato, e (5) computador. 

ADE 

DDB 
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4.8. PREPARO E MANUTENÇÃO DOS ORGANISMOS TESTES  

4.8.1. Raphidocelis subcapitata 

 Os exemplares iniciais para o cultivo de R. subcapitata foram obtidos das culturas estoque 

mantidas no Laboratório de Ecotoxicologia do Instituto de Tecnologia e Pesquisa- ITP na 

Universidade Tiradentes. O meio de cultivo para manutenção de R. subcapitata, segue as 

recomendações de Blaise et al. (2000). O cultivo foi feito com macro e micronutrientes 

indispensáveis ao desenvolvimento desta microalga de água doce, na forma de cinco soluções 

estoque (Tabela 7).  

Tabela 7- Composição do meio de cultivo para R. subcapitata. 

Solução estoque Composto Quantidade em 500 mL 

Micro nutriente 1 

MgCl2.6H2O 6,08 g 

CaCl2.2H2O 2,20 g 

(H3BO3)3 92,8 mg 

MnCl2.4H2O 208,0 mg 

ZnCl2 1,64 mg 

FeCl3.6H2O 79,9 mg 

CoCl2.6H2O 0,714 mg 

Na2MoO4.2H2O 3,63 mg 

CuCl2.2H2O 0,006 mg 

Na2EDTA.2H2O 150,0 mg 

Macro nutriente 2 NaNO3 12,75 g 

Macro nutriente 3 MgSO4.7H2O 7,35 g 

Macro nutriente 4 K2HPO4 0,522 g 

Macro nutriente 5 NaHCO3 7,50 g 

Fonte: Blaise, et al. (2000). 

 

 O meio de cultivo continha 1 mL de cada solução estoque para cada 1 L de água destilada, 

pH de 7 ±0,01 e autoclavado a 121º C por 30 min. Uma porção da cultura sólida de R. subcapitata 

foi transferida para o meio de cultivo sob condições assépticas, em seguida, foi mantida a 25º C 

(±2º C), com agitação manual três vezes ao dia e luminosidade contínua (4.000 ± 10% lux), por 

um período de 5 a 7 dias, até atingir a fase exponencial de crescimento. Semanalmente as algas 

foram sub-culturadas, assegurando o suprimento das células (ABNT, 2005). 
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4.9. AVALIAÇÃO ECOTOXICOLÓGICA 

4.9.1. Bioensaio com Lactuca sativa 

 Os bioensaios com sementes de alface foram realizados de acordo com a metodologia 

proposta por Dutka (1989), onde as sementes foram obtidas por meio comercial, previamente sem 

tratamentos com nenhum tipo de herbicida ou inibidor de crescimento, justamente para evitar 

interferências na análise. As amostras da vinhaça in natura e tratada sofreram 5 diluições em 

triplicata através da adição de água destilada, ficando as amostras para testes com as seguintes 

concentrações: 100%, 75%, 50%, 25% e 12,5% (Figura 14). Essa variedade de concentrações serve 

para indicar resultados com maior precisão, espera-se que, quanto menos concentrada a vinhaça 

estiver, mais a semente germine e cresça. O controle negativo foi feito com NaCl. Para a solução 

salina de NaCl pesou-se 2,922 g do sal, que foi dissolvido em um volume de 250 mL, resultando 

numa solução com concentração 0,2 M. Espera-se que no controle negativo o crescimento seja 

nulo. Como controle positivo utilizou-se água destilada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14- Metodologia do bioensaio com sementes de alface (Lactuca Sativa). 

Fonte: Adaptado de SOBRERO e RONCO, 2004. 
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Um disco de papel filtro Whatman nº 1 (85 mm ø) foi colocado em cada placa de Petri, 

previamente etiquetado coma diluição correspondente. Para cada diluição foram feitas três 

repetições. O papel foi saturado com 4 ml da respectiva solução de diluição e com a ajuda de uma 

pinça, 20 sementes de alface foram colocadas sobre o papel, com espaço adequado entre elas para 

possibilitar o crescimento das raízes. As placas foram fechadas e acondicionadas com papel filme 

para evitar a perda de água e em seguida foram colocadas em condição de escuro durante 5 dias 

(120 h) a uma temperatura de 22ºC. Após esse período de incubação, foi calculado a concentração 

efetiva media (CE50) do resíduo por meio do método trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 

1977). 

 Além dos efeitos de letalidade, os resultados fitotóxicos também foram avaliados a partir 

da quantificação relativa e absoluta das sementes germinadas (GR) e (GA), do crescimento relativo 

das raízes (CRR) e do índice de germinação (IG), de acordo com as Equações 12, 13, 14 e 15, 

respectivamente. 

 

𝐺𝑅 (%) =
𝑁º 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑑𝑎𝑠 𝑛𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 

𝑁º 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑑𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 𝑥 100                                                                         (12) 

 

𝐺𝐴 (%) =
𝑁º 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑛𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑁º 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠
 𝑥 100                                                               (13) 

 
 

𝐶𝑅𝑅 (%) =
𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑟𝑒𝑠𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑎 𝑟𝑎í𝑧 𝑛𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑟𝑒𝑠𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑎 𝑟𝑎í𝑧 𝑛𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 𝑥 100                                                          (14) 

 

 

𝐼𝐺 (%) =
𝐺𝑅 (%) 𝑥 𝐶𝑅𝑅 (%)

100
                                                                                                            (15) 

 

 

4.9.2. Biensaio com Raphidocelis subcapitata 

 Para os testes com as amostras de vinhaça in natura e vinhaça tratada, populações de R. 

subcapitata do inóculo foram expostas à amostra sem diluição (100%), e consequentemente foi 

diluída em frascos contendo meio de cultivo nas concentrações 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50%, 

75%, feitas em triplicatas. Os frascos permaneceram vedados com filme plástico transparente e 

incubados sob luz contínua (4000 ± 10% lux) com lâmpadas frias fluorescentes, por 72 h, 

realizando agitação manual três vezes ao dia (Figura 15). Após esse período, realizou-se a 

contagem do número de algas presentes nas amostras testadas, com o auxílio de uma câmara de 

Neubauer e um microscópico óptico (Carl Zeiss Jena modelo Jenamed 2), para verificar a inibição 
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do crescimento desses organismos. E o efeito de letalidade ou imobilidade foi calculado pela 

concentração de inibição (CI50), através do método trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 

1977). 

 

Figura 15- Metodologia do teste de toxicidade com Raphidocelis subcapitata. 
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Capítulo 5 

5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1. TESTES PRELIMINARES NO CULTIVO DE PLEUROTUS SAJOR-CAJU COM 

VINHAÇA EM FRASCOS AGITADOS 

 Nesta seção serão discutidos os testes realizados com dois diferentes tratamentos na 

vinhaça do caldo de cana-de-açúcar para análises de descoloração, turbidez, atividade enzimática 

da Lac e MnP, bem como do crescimento microbiano sob o resíduo. Os tratamentos foram 

nomeados de acordo com sua composição: vinhaça in natura com pH corrigido para o valor igual 

a 6 (Tratamento Sem Glicose-TSG) e vinhaça in natura com pH corrigido para o valor igual a 6 + 

glicose (Tratamento Com Glicose-TCG). 

 

5.1.1. Descoloração e turbidez da vinhaça 

A Figura 16A-B mostra que ambos os tratamentos aplicados, visualmente apresentaram 

descolorações graduais semelhantes durante os 15 dias de fermentação, quando comparadas com 

a vinhaça in natura do caldo da cana-de-açúcar. A cor marrom-escura da vinhaça pode ser 

justificada pela presença de melanoidinas, que uma vez presentes em meio ácido podem precipitar 

e serem mais facilmente removidas (RAJASUNDARI e MURUGESAN, 2011). Estes 

biopolímeros orgânicos recalcitrantes são gerados a partir da reação de Maillard (reação não 

enzimática) que é caracterizada pela junção de aminoácidos (grupo amino) com 

carboidratos redutores (grupo carbonila) (NAIK et al., 2010; ESPAÑA-GAMBOA et al., 2011). 

Esse escurecimento pode ainda ser atribuído a formação de furfurais pela hidrólise ácida, e 

caramelos que ocorrem durante o superaquecimento de açúcares (WILKIE et al., 2000; PANT e 

ADHOLEYA, 2007). Assim, pode-se concluir que o resíduo sofre descoloração à medida que 

ocorre quebra enzimática dessas moléculas e dos compostos fenólicos, já que estes últimos 

também são responsáveis pela pigmentação natural do resíduo, em razão da formação de 

flavonoides (FUESS e GARCIA, 2014). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidrato
https://pt.wikipedia.org/wiki/Redu%C3%A7%C3%A3o
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Figura 16- Descoloração da vinhaça in natura e após 15 dias de cultivo com TSG (A) e TCG (B) em condições de 

frascos agitados. 

 

Os resultados expostos na Figura 17 mostram que a partir do 9º dia as taxas de descoloração 

e turbidez relativa no TSG e TCG permaneceram limítrofes, uma vez que não existem diferenças 

significativas entre os parâmetros analisados. Os níveis de descoloração máxima para o TSG e 

TCG coincidiram no 15º dia, variando de 97%-96%, respectivamente, ao mesmo tempo que o da 

turbidez relativa também obteve maior efeito positivo durante o 15º dia, de 99% (TSG) para 98% 

(TCG). O que indica que a presença de glicose como substrato (fonte de carbono) para o 

crescimento do fungo P. sajor-caju sobre o resíduo não é fator determinante no processo de 

descoloração e na redução de turbidez, mostrando ser desnecessário o requerimento nutricional 

por glicose para que ocorra a degradação da molécula de melanoidina. De forma geral, a presença 

de açúcares residuais em meio vinhaça, auxilia no crescimento inicial dos fungos (metabolismo 

primário). No entanto, apenas com a exaustão destes nutrientes é iniciado o processo de 

sintetização e excreção de enzimas a fim de obter a quebra dos compostos mais complexos 

presentes na vinhaça. Este processo é evidenciado na fase do metabolismo secundário do fungo, 

devido à produção de enzimas ligninolíticas (RETES-PRUNEDA et al., 2014). 
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Figura 17- Descoloração e redução da turbidez da vinhaça com os tratamentos TSG (■) e TCG (▲) durante 15 dias 

de fermentação com P. sajor-caju em condições de frascos agitados. 

A consistência destes resultados pode ser verificada no estudo de Ferreira et al. (2010) que, 

sob as mesmas condições de cultivo do P. sajor-caju em meio vinhaça de mosto misto, alcançaram 

elevados níveis de descoloração, próximos a 98% (TSG) e 90% (TGC) e de turbidez, entre 99% 

(TSG) e 95% (TCG). Em outro estudo mais recente, Da Silva et al. (2015) utilizaram o fungo P. 

eryngii na biorremedição da vinhaça, e os resultados mostraram uma descoloração de 93% no 

TSG. Isso só confirma a eficiência dos fungos basidiomicetos como promotores da descoloração 

da vinhaça e de sua capacidade na degradação de compostos recalcitrantes (STRONG, 2010). 

Dessa forma, os dados encontrados no presente estudo são promissores, já que foram obtidas 

elevadas taxas da descoloração, que proporcionaram a diminuição de turbidez e maior 

biodegradabilidade do resíduo. 

 

5.1.2. Atividade enzimática e biomassa fúngica 

A Figura 18 exibe o comportamento das atividades enzimáticas da Lac e MnP e a produção 

da biomassa no período de 15 dias na presença do P. sajor-caju. Pode-se observar que os resultados 

obtidos mostram que tanto a Lac quanto a MnP tiveram maiores produções no TSG quando 

comparado com TCG. Para o TSG, a Lac apresentou pico de atividade em cerca de 400 UI/L, 

enquanto que no TCG seu pico foi de aproximadamente 341 UI/L, respectivamente no 12º dia. 
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Este fato pode ser justificado, ao uso de substratos, como o monossacarídeo glicose, para a 

produção da Lac, não sendo o fator principal para promover maior síntese desta enzima, ao passo 

que a adição desse substrato provocou menor rendimento. Provavelmente, a disposição deste 

carboidrato foi o maior responsável pela diminuição da atividade da Lac. 

Essa diminuição está de acordo com os estudos de Massadeh e Fraij (2010), que 

observaram uma atividade de Lac máxima de 130 UI/L, utilizando resíduo industrial da produção 

de azeite de oliva presente em águas residuais como substrato, após 12 dias de incubação com 

Pleurotus sajor-caju. Segundo os autores, a produção dessa enzima foi necessária para a 

disponibilização de nutrientes provenientes da quebra do resíduo e subsequente crescimento 

fúngico. Além de confirmar a inespecificidade do sistema enzimático ligninolítico do fungo, já 

que sua atuação independe da presença de glicose (JURADO et al., 2011).  

Em outro estudo, Fokina et al. (2016), utilizaram resíduos lignocelulíticos (palha e feno) e 

meio sintético (sulfato de cobre) a fim de induzir a atividade da lacase do Pleurotus sajor-caju 

para aplicação em células biocombustíveis. Os resultados desse estudo afirmam que os substratos 

naturais contendo lignocelulose alcançaram melhores atividades enzimáticas (2070-2350 UI/L), 

em comparação com o indutor sintético, que atingiu 70 UI/L de atividade da Lac. Este fato 

corrobora com os dados mostrados na Figura 18, onde pode ser observado que o meio não contendo 

suplementação sintética possui maior necessidade de induzir o microrganismo a ativar seu sistema 

enzimático, certamente devido ao “stress” nutricional, ocasionando subsequente quebra dos 

componentes orgânicos poliaromáticos e polifenóis (lignina, ácido húmico e tâmico). Estes devem 

ser removidos, pois seus efeitos agem de forma inibitório na atividade microbiana e apresentam 

propriedades antioxidantes, além de causar danos aos organismos (TUNAY et al., 2010; 

ESPAÑA-GAMBOA et al., 2011). 
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Figura 18- Atividade enzimática da Lac e MnP e a biomassa seca produzida por P. sajor-caju no TSG (■) e TCG 

(▲), durante 15 dias de incubação em condições de frascos agitados. 

 

 A respeito da influência da MnP (Figura 18), a mesma tornou-se mais expressiva que a Lac 

para o TSG, com seu pico estimado em 1494 UI/L no 9º dia, ao mesmo tempo que no TCG foi em 

torno de 1400 UI/L no 12º dia, mantendo-se estável até o 15º dia. Sugere-se que a atividade 

máxima da MnP designada como metabólito secundário, esteja relacionada a limitação de N e C 

(idiofase), que motivou a liberação da enzima em maior quantidade com base no desenvolvimento 

do fungo (PATRICK et al., 2011; KNOP et al., 2014). Possivelmente a disponibilidade de carbono 

foi o maior responsável pela diminuição da atividade da MnP no TCG. Assim, a presença ou a 

ausência de determinados nutrientes podem afetar a atividade biológica do fungo e 

consequentemente nas atividades enzimáticas (MORAES et al., 2015). Os dados obtidos nesse 

estudo indicam um ótimo rendimento de atividade da MnP, sendo notadamente maiores que o 

estudo de Ferreira et al. (2010) que obteve 65 UI/L com Pleurotus sajor-caju em 15 dias de 

incubação, de Aguiar et al. (2010) que também utilizando o P. sajor-caju atingiu cerca de 17,93 

UI/L, durante 30 dias de incubação, e no de Kumari e Naraian. (2016), que alcançou 64 UI/mL 

com Pleurotus florida no tempo de 20 dias de inoculação. 
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 No que diz respeito a quantidade de biomassa seca, nota-se que os três primeiros dias de 

fermentação representa o período de fase lag, necessário para a adaptação fúngica com os 

componentes do meio. A partir do 9º dia, os valores foram mais significativos, atingindo melhores 

resultados no 15º dia, com os valores de 13,62 g/L para o TSG e 22,06 g/L para o TCG na presença 

do P. sajor-caju. A razão para isto, é devido ao incremento de glicose, que quando adicionada no 

meio contendo vinhaça, atua como fonte primária de energia para obtenção de concentrações mais 

elevadas de massa microbiana, certamente devido ao consumo da glicose, no entanto, isto 

compromete a viabilidade econômica do meio (CONFORTIN et al., 2008). Pode-se observar que 

houve um aumento similar tanto para a atividade enzimática quanto para a biomassa no 12º dia, 

possivelmente devido à maior produção de enzimas (Lac e MnP) na fase logarítmica do fungo. 

Os resultados obtidos neste estudo sem a presença de glicose são significativamente maiores 

(13,62 g/L) que aqueles encontrados por Ferreira et al. (2010), cerca de 10,60 g/L de biomassa, 

durante 15 dias de inoculação, e Sartori et al. (2015) com 12,73 g/L após 15 dias de inoculação, 

sob as mesmas condições de cultivo. Isso pode ser atribuído a composição química da vinhaça 

utilizada nesse trabalho, uma vez que oriunda do caldo de cana-de-açúcar apresenta alta proporção 

de C/N (41:1) e favorece maior crescimento do microrganismo, enquanto que os da literatura são 

provenientes do mosto misto e possui menor proporção C/N, ou seja, a proporção C/N contribui 

amplamente na produção microbiana a depender do tipo de mosto empregado para cada vinhaça 

(YANG et al., 2013).  

 A alta produção de biomassa micelial pode servir como ingrediente de alimentação animal 

e humana, inóculo para produção de cogumelos comestíveis e produtos da química fina (fármacos 

e medicamentos), isso porque a biomassa apresenta potencial em termos de valor nutricional, por 

possuir consideráveis conteúdos de micro e macro nutrientes, como ferro e fósforo, teor de 

vitaminas (tiamina, riboflavina, ácido pantotênico, ácido fólico e niacina), hidratos de carbono (33, 

25%), proteína (39,25%), fibra bruta (5,5%), lipídio (5,8%) e ainda seu meio nutritivo ter grande 

disponibilidade geográfica e ser um ótimo indutor de crescimento (VAN KUIJK et al., 2015; 

MUKHOPADHYAY e GUHA, 2015). 

Apesar dos resultados da composição dos ensaios utilizados terem mostrado influência 

relevante sob a biomassa e atividade enzimática, outro aspecto levado em consideração é a 

correção do pH do meio de cultura, pois esse fator permite aproximar-se da condição favorável 

exigida para o desenvolvimento otimizado do fungo, e assim ser capaz de induzir a produção de 

elevadas taxas de atividade enzimática e consequente descoloração. Neste seguimento, Ferreira et 
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al. (2010) relataram que a vinhaça com pH ácido (corrigido para 6) favorece o crescimento do P. 

sajor caju, corroborando com os resultados desse estudo, já que o pH também foi ajustado para 6. 

Seyis e Subasioglu (2009), concluíram que as espécies de Trichoderma sp., quando inoculadas em 

meio ácido (4,5-4,8) de vinhaça durante 7 dias, apresentaram um melhor rendimento de 

descoloração (cerca de 53,5%). Desta forma, um aumento ou diminuição do pH, fora da condição 

ideal do crescimento microbiano poderia causar a inativação das enzimas ligninolíticas (ESPAÑA-

GAMBOA et al., 2015). 

A partir da discussão dos dados a respeito da descoloração e atividade enzimática, escolheu-

se o TSG (tratamento sem glicose) para realizar subsequente degradação eletroquímica, as 

caracterizações físico-químicas, e os testes de toxicidades com a Lactuca sativa e Raphidocelis 

subcapitata. 

 

5.2. OXIDAÇÃO ELETROQUÍMICA DA VINHAÇA 

 As amostras de vinhaça tratadas pelo Pleurotus sajor-caju foram submetidas a OE, por 

apresentarem carga final de contaminação ainda elevada. A influência dos ânodos (DDB vs. ADE), 

efeitos da densidade de corrente (50, 25 e 12,5 mA cm-2) e concentração do eletrólito NaCl (0,1, 

0,05 e 0,025 M) foram estudados durante 3 horas. Em seguida, analisou-se em termos de DQO, 

Abs (absorbância) e COT. Além dos testes de toxicidade com a L. sativa e R. subcapitata, para a 

melhor condição selecionada no processo de otimização. 

5.2.1. Comparações entre ânodos de trabalho 

A Figura 19 exibe a influência de dois diferentes materiais de ânodo na remoção da DQO, 

Abs e COT da vinhaça tratada, aplicando uma densidade de corrente elevada (50 mA cm-2) com 

eletrólito de NaCl 0,1 M, em proporção 1:1 (efluente: eletrólito), durante 3 horas, em ambos 

ânodos. Pode-se observar que a remoção da DQO, alcançou cerca de 20%, não existindo diferença 

entre aplicar o DDB ou ADE. Já para a Abs nota-se uma melhora no comportamento apontado 

pelo ADE quando comparado com DDB, ambos chegando à aproximadamente 90% de remoção 

de cor. Em relação à remoção do COT, nota-se que tanto para o ADE quanto o DDB, aumenta em 

cerca de 10 %. De forma geral, estes resultados sugerem que a eficiência da oxidação do resíduo 

é similar em ambos os ânodos. Entretanto, é necessário ressaltar que o DDB possui um custo 

elevado comparado ao ADE. Sendo assim, ânodo de trabalho escolhido foi o ADE.  
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Figura 19- Influência dos ânodos (ADE e DDB) em função da eficiência de tratamento do COT, DQO e Abs, para 

eletrólises de 3 horas, aplicando uma densidade de corrente de 50 mA cm-2, 0,1 M NaCl em um volume de 70 mL. 

 

 

5.2.2. Efeito da densidade de corrente 

Uma vez determinado o anodo de trabalho utilizado, o outro maior custo associado a 

tratamentos eletroquímicos envolve o gasto energético com a corrente aplicada ao sistema. Neste 

ponto consideram-se as variações na concentração do eletrólito, perdas em distribuição de massa, 

resistividade particular do anodo de trabalho, além da densidade de corrente limite. Assim, levando 

em conta a cinética de degradação, é possível estimar a densidade de corrente limite, como 

demonstrado por Coledam et al. (2014). Desta forma, a densidade de corrente foi estudada por  

meio de reações de eletrólise utilizando o ADE como anodo de trabalho (Figura 20), aplicando-se 

densidades de corrente de 50, 25 e 12,5 mA cm-2 com intuito de determinar as melhores condições 

de degradação da vinhaça. 

Os dados obtidos na Figura 20 mostram que a remoção do COT foi similar para todas as 

densidades de corrente estudadas, indicando a alta complexidade da matriz carbônica do efluente 

e uma limitação na densidade de corrente aplicada, que não pode ser justificada considerando-se 

o apenas o COT. Para os dados de DQO, o comportamento de remoção foi proporcional, indicando 
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melhores taxas de remoção para a densidade de corrente de 50 mA cm-2 (22% de tratamento), 

seguida da densidade de corrente de 25 mA cm-2 (17% de tratamento) e por fim da menor 

densidade de corrente aplicada 12,5 mA cm-2 (9,5% de tratamento). Entretanto, para absorção nota-

se que o melhor tratamento foi encontrado para reações realizadas a 25 mA cm-2, com 92% de 

tratamento. 
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Figura 20-Influência da densidade de corrente (mA cm-2) em função da eficiência de tratamento do COT (■), DQO 

(●) e Abs (▲), para eletrólises de 3 horas utilizando o ADE, aplicando uma densidade de corrente de 12,5, 25 e 50 

mA cm-2, 0,1 M NaCl em um volume de 70 ml. 

 

Considerando-se que a absorção envolve a remoção da cor e da turbidez do efluente, 

entende-se que uma vez aplicada uma densidade de corrente mais alta, o NaCl em solução tende a 

complexar-se e depositar-se no fundo da célula eletroquímica em forma de grãos e flóculos. Um 

comportamento similar foi encontrado por Pupo et al. (2013), onde ao degradar o corante Azul 

Indanthrene, os autores observaram a formação de corpo de fundo na célula eletroquímica em altas 

densidades de corrente. Este deposito pode ocorrer devido à cristalização dos cloretos e/ou 

desgaste do ADE, por vezes completamente desintegrado em experimentos quando aplicada 

elevada densidade de corrente. Assim, dado à similaridade dos resultados para COT e DQO, a 

densidade de corrente aplicada considerada ideal foi a de 25 mA cm-2. 
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5.2.3. Efeito da concentração do eletrólito 

Ao analisar os mais variados eletrólitos, nota-se que comumente desenvolve-se estudos de 

degradação eletroquímica aplicando Na2SO4, NaCl, NaCO3, NaNO3, visto que a natureza do 

eletrólito de suporte e do material do ânodo tem uma forte influência na eficiência da eliminação 

de poluentes orgânicos por oxidação anódica (GUZMÁN-DUQUE et al. 2014; SIFUNA et al. 

2016). De forma geral, as reações empregando o eletrólito de NaCl são predominantemente mais 

eficazes, onde por meio da dissolução e formação dos radicais clorados, os compostos orgânicos 

são atacados de forma mais eficiente. A partir disso, as reações de degradação eletroquímica foram 

realizadas alterando as concentrações iniciais da solução de cloreto em 0,1, 0,05 e 0,025 M (Figura 

21). 
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Figura 21- Influência da concentração do eletrólito NaCl (0,1, 0,05 e 0,025 M) em função da eficiência de 

tratamento do COT (■), DQO (●) e Abs (▲), para eletrólises de 3 horas utilizando o ADE, aplicando uma densidade 

de corrente de 25 mA cm-2, em um volume de 70 mL. 

 

Pode-se observar na Figura 21 que os valores de remoção de COT são similares para o caso 

de 0,1 M e 0,025 M (6,4%), diferindo em 5% do resultado obtido para 0,05 M. Considerando a 

proximidade dos resultados de COT, além da baixa eficiência de tratamento do mesmo, nota-se 

que o método eletroquímico não é capaz de satisfatoriamente reduzir o COT do efluente de 
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vinhaça. Ao analisar a DQO observa -se que a maior redução é vista para concentração de 0,025 

M (30%), seguida de 17% de remoção para 0,1 M e 6% para 0,05 M. Possivelmente, a formação 

dos íons cloreto tenha sido o principal fator, onde nota-se uma tendência a maiores taxas de 

tratamento na menor concentração utilizada. Quanto a absorção, as três concentrações de NaCl 

utilizadas obtiveram resultados elevados, atingindo remoção superior à 90% de absorbância em 

todos os casos. Assim, o parâmetro não foi utilizado como referência para escolha do melhor 

sistema de tratamento. 

 

5.2.4. Otimização do tratamento da vinhaça 

Após realizar a otimização do sistema (escolha do ânodo, densidade de corrente e 

concentração do eletrólito) foi possível definir quais os melhores parâmetros: eletrodo ADE, 

densidade de corrente de 25 mA cm-2 e a concentração de eletrólito 0,025 M NaCl. Desta forma, 

pode-se realizar uma comparação da eficiência de tratamento entre a vinhaça bruta, tratada 

biologicamente, e sequencial combinação com a oxidação eletroquímica (Figura 22). 

Os dados obtidos na Figura 22 mostram que houve um aumento significativo de remoção 

do COT, DQO e Abs para os tratamentos biológico e combinado. Entretanto, notou-se que o 

tratamento biológico promoveu maior influência na remoção do COT (57,3%), DQO (50,6%) e 

Abs (97%) em relação a vinhaça bruta, confirmando a alta capacidade degradadora do P. sajor-

caju. Quando seguido do processo combinado com oxidação eletroquímica, a remoção do COT 

passou para 61%, DQO para 66% e Abs para 100%, depois de 3 horas de reação com eletrodo 

ADE. Estes resultados indicam que provavelmente a degradação via eletroquímica ocorreu por 

oxidação indireta, através da forte ação do agente oxidante Cl2 e OH•, que são capazes de oxidarem 

os poluentes orgânicos na superfície do eletrodo durante a descarga da água, uma vez que utiliza 

o eletrodo ativo ADE. Rocha et al. (2014), aplicaram oxidação eletroquímica para degradação do 

corante Yellow C-RG à uma concentração inicial de 200, 400 e 600 mg L-1, variando densidade 

de corrente (j = 10, 30 e 50 mA cm-2) e concentração de NaCl em solução (0,01, 0,02 e 0,04 mol 

L-1), e estudaram a influência do uso de DDB e um ADE composto de Pt/Ti. Por meio destes, foi 

possível notar que o eletrodo de Pt/Ti (ânodo ativo) foi capaz de efetivamente reduzir a cor da 

solução de forma mais rápida que o anodo de DDB (ânodo inativo). Esse comportamento 

provavelmente está relacionado com a efetividade do radical hidroxila produzido na superfície do 

ânodo ADE. 
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Figura 22- Eficiência do tratamento biológico e combinado em função da remoção do COT (■), DQO (●) e Abs 

(▲), para eletrólises de 3 horas utilizando o ADE, aplicando uma densidade de corrente de 25 mA cm-2, eletrólito 

0,025 M NaCl, em um volume de 70 mL. 

 

Em particular, a adição do processo eletroquímico reduziu significativamente o teor de 

material orgânico e a cor da vinhaça biodegradada (Figura 22), sob as condições otimizadas. De 

modo geral, a utilização do processo biológico antes do eletroquímico, teve como finalidade 

reduzir a alta carga orgânica da vinhaça de cana-de-açúcar, além de diminuir a quantidade de 

reagentes necessários no processo seguinte e os custos de tratamento. Portanto, as eficiências 

obtidas com a combinação de processos favoreceram a degradabilidade da vinhaça, já que 

efetivamente reduziram as concentrações dos compostos orgânicos no resíduo. 

 

 

5.3. ANÁLISE FÍSICO-QUÍMICA DA VINHAÇA 

As principais características da vinhaça in natura, biodegradada pelo P. sajor- caju, e 

subsequente oxidação eletroquímica estão resumidas na Tabela 8. Verificou-se que o COT, DQO 

e DBO são os parâmetros mais predominantes na composição do resíduo. Os resultados expostos 

indicam que houve diminuição na maior parte dos parâmetros analisados, destacando-se o COT 

(57,3%), DQO (50,6%), DBO (86,8%), fenóis (96,2%), e nitrogênio total (77,3%), do tratamento 
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biológico, em relação as propriedades da vinhaça in natura. Portanto, ficou evidente o elevado 

potencial degradador do P. sajor-caju.  

                               Tabela 8- Características físico-química da vinhaça in natura do caldo de cana-de-açúcar, após o tratamento 

biológico e combinado com a oxidação eletroquímica. 

 

Parâmetros 

Vinhaça de cana-de-açúcar 

In natura 
Tratamento 

biológico 

Tratamento 

combinado 

pH 3,70 5,89 7,76 

Condutividade (µS/cm) 4349 4367 3810 

Turbidez (NTU) 941 11,27 10,25 

Absorbância (a.u.) 8,16 0,28 0,02 

Carbono orgânico total (mg C/L) 4223  1802 801,80 

DQO (mg O2/L) 11076 5470 2130 

DBO (mg O2/L) 6800 896  344 

Fenóis totais (mg/L) 8,41 0,32 <0,002 

Fósforo total (mg P/L) 63,50 62,90 15,60 

Nitrogênio total (mg N/L) 101,60 23,10 21,20 

Potássio (mg K/L) 40,25 30,87 54,49 

Sólidos totais (mg/L) 7338 7103 3530 

Sulfatos (mg S𝑂4
2/L) 1945 1560 271 

Cálcio (mg Ca/L) 191,60 91,82  3,10 

 

De forma geral, o tratamento combinado reduziu o conteúdo orgânico (60,9%), DQO 

(65,6%), DBO (94,9%), fósforo (75,4%), sólidos totais (51,9%), sulfatos (86,1%), cálcio (98,4%), 

e quase 100% dos fenóis totais. Certamente, o índice de redução de fenóis, alcançou maior 

expressão analítica, o que é considerado fundamental na descoloração do resíduo, já que a 

depender das condições do substrato e ambiente, este composto aromático pode ser convertido 

para quinonas (substâncias orgânicas coloridas e recalcitrantes), mediante a abstração do cátion 

hidrogênio, pelo grupo OH- ligado ao anel benzênico do fenol (STRONG, 2010). Na literatura, é 

possível observar a mesma tendência de diminuição de compostos fenólicos na vinhaça de cana-

de-açúcar, após o tratamento combinado. Zayas et al. (2007), estudaram a purificação da vinhaça 

biologicamente tratada, com uso da oxidação eletroquímica. Os resultados indicaram que o 

eletrodo ADE-RuPb(40%), conseguiu remover 100% do teor de polifenóis, no entanto, essa 
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diminuição deve-se à etapa de coagulação e floculação, com a presença dos íons de cloreto do 

coagulante FeCl3, que promoveram melhores condições para a subsequente oxidação do material 

orgânico. Assim, demonstrou-se que o processo de OE nesse estudo degradou efetivamente os 

fenóis contidos na vinhaça. 

 

5.4. AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DA VINHAÇA  

Nesta seção serão discutidos os resultados a respeito do uso de bioensaios com Lactuca 

sativa e Raphidocelis subcapitata, para testar a toxicidade da vinhaça in natura, e pós TSG 

sequenciado com eletrodo ADE, por meio da germinação relativa (GR), germinação absoluta 

(GA), crescimento relativo das raízes (CRR), índice de germinação (IG), concentração de inibição 

(CI50) e concentração efetiva média (CE50). 

 

5.4.1. Lactuca sativa 

Foram utilizados como parâmetros os efeitos nas germinações e crescimento das raízes, 

através da contagem do número de sementes germinadas e do comprimento médio das raízes, após 

cinco dias de cultivo. No controle com água, só foram válidas as replicatas que obtiveram 

percentual de germinação superior ou igual a 90% (SOBRERO e RONCO, 2004). 

 Como pode ser observado na Figura 23, verificou-se que no controle negativo (com 

NaCl) houve total inibição de germinação das sementes, tanto para a amostra in natura, como para 

tratada biologicamente e por oxidação eletroquímica, provavelmente motivado pela salinidade do 

NaCl que dificultou a absorção da água nas sementes ao mesmo tempo que permitiu a entrada de 

íons em níveis tóxicos nas sementes embebidas (DODD e DONOVAN, 1999). Em contrapartida, 

no controle positivo (com água destilada) os efeitos da germinação relativa (GR) e absoluta (GA) 

foram eficazes, pois a água facilitou a dissociação de vários tipos de moléculas iônicas, como sais 

e açúcares, fazendo com que a interação química entre as diferentes substâncias fora e dentro da 

semente vegetal fossem facilitadas, disponibilizando energia e nutrientes necessários para o 

crescimento do eixo embrionário (BERTAGNOLLI et al., 2003). 
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Figura 23- Germinação relativa (GR) e germinação absoluta (GA) das raízes de sementes Lactuca sativa em função 

de diferentes concentrações (%) da vinhaça in natura e após o TSG com fungo P. sajor-caju e subsequente oxidação 

eletroquímica. 

 

5.4.2. Efeito da vinhaça na germinação das sementes 

No que diz respeito às germinações (Figura 23), notou-se que os percentuais de GR e GA 

das sementes tendem a aumentar com a diminuição dos valores de diluição da vinhaça, e para as 

amostras tratadas pelo P. sajor-caju e oxidação eletroquímica, os efeitos foram maiores quando 

comparados com as amostras in natura. Isto sugere que o TSG da vinhaça vinculado a oxidação 

eletroquímica, diminuiu a concentração de substâncias tóxicas presentes no resíduo que poderiam 

afetar o desenvolvimento normal das sementes. Palácio et al. (2012), estudaram a toxicidade de 

efluente têxtil tratado por processo foto-Fenton artificial, utilizando a Lactuca sativa nas mesmas 

condições de manutenção deste trabalho. Os resultados indicaram que em baixas concentrações do 

efluente bruto (1% e 3%), obteve-se elevadas taxas de GR (95% e 93%), respectivamente. Em 

outro estudo, Choi e Choi (2016), avaliaram o efeito de toxicidade do Tween 20, utilizado com 

agente tensioativo em extratos de algas verdes de águas residuais, por meio da semente Lactuca 
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sativa, e estes autores também alcançaram elevadas taxas de GA (85% e 82, 5%), para 

concentrações de (1,5% e 2,0 %) do Tween 20. Estes resultados corroboram com os encontrados 

nesse estudo, onde as maiores taxas de germinações foram encontradas nas menores concentrações 

(12,5% e 25%) de vinhaça tratada. 

Nas amostras com 100% da vinhaça in natura (Figura 23), observa-se que os percentuais 

de GR e GA foram menores quando comparadas com TSG e oxidação eletroquímica, cerca de 

34% respectivamente, para ambas as taxas, o que representa elevados efeitos de letalidade as 

sementes analisadas, devido à presença de toxicidade da vinhaça in natura. Os efeitos tóxicos da 

vinhaça bruta também já foram relatados por Kannan e Upreti (2008), na germinação de sementes 

de feijão mungo (Vigna radiata), que a baixa concentração do resíduo (5% v/v), atingiu cerca de 

20% de GA. Os testes de toxicidades de sementes, permitem detectar a presença de poluentes 

tóxicos pelas alterações causadas num organismo através de bioensaios, justamente por serem mais 

sensível ao stress ambiental (CHARLES et al., 2011). 

5.4.3. Efeito da vinhaça no crescimento relativo da raiz e índice de germinação das sementes 

Os parâmetros analisados foram o percentual do crescimento relativo da raiz (CRR) e o 

índice de germinação (IG) da L. sativa na presença da vinhaça (Figura 24). Percebe-se que os 

valores do CRR para as concentrações de 12,5% e 25% da vinhaça tratada biologicamente são 

maiores em relação ao controle com água destilada, isso pode ser justificado pela presença da 

vinhaça em baixa concentração, que promoveu o estímulo e consequente crescimento das raízes, 

por ser rica em água e nutrientes. 

No entanto, quando ocorre o subsequente tratamento eletroquímico por ADE, o CRR tende 

a diminuir com o aumento da concentração da amostra. Certamente, a concentração do eletrólito 

NaCl (0,025 M) com a influência direta de íons clorados, pode ser considerado o agente inibidor 

do crescimento das raízes, já que o mesmo também é utilizado como controle negativo, porém 

com resultados de crescimento maiores do que a vinhaça bruta. Para vinhaça in natura, essas 

concentrações confirmam, que mesmo em pequena quantidade, a mesma contém propriedades 

tóxicas e inibidoras, o que impossibilita o crescimento das raízes. Em relação ao IG das sementes, 

nota-se que o tratamento fúngico e sequente oxidação eletroquímica da vinhaça, favoreceram 

melhores condições para germinação das sementes, devido à remoção de compostos tóxicos 

presente no resíduo. 
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Figura 24- Comprimento relativo das raízes (CRR) e índice de germinação (IG) das sementes de Lactuca sativa em 

função de diferentes concentrações (%) da vinhaça in natura e após o TSG com fungo P. sajor-caju e subsequente 

oxidação eletroquímica. 

De acordo com os estudos de Young et al. (2012) e Cesaro et al. (2015), que avaliaram a 

fitotoxicidade de efluentes industriais e resíduos sólidos orgânicos, respectivamente, usando a 

semente Lactuca sativa, todo resultado de IG abaixo de 40% indica sensibilidade de inibição das 

sementes, entre 40% e 80% leve inibição, ao passo que valores entre 80% e 120% não são 

considerados significativo e valores acima de 120% são considerados estímulo de crescimento. 

Logo, os resultados desse estudo indicam que as concentrações de 25%, 50%, 75% e 100% da 

vinhaça in natura causaram elevados efeitos de toxicidade as sementes, concomitantemente que a 

vinhaça tratada biologicamente nas concentrações de 12,5%, 25% e 50% promoveram o 

desenvolvimento das sementes, assim como para o subsequente tratamento eletroquímico nas 

concentrações de 12,5% e 25%. Neste contexto, compreende-se que o uso da Lactuca sativa como 

organismo-teste é fundamental para indicar os níveis biológicos e tóxicos das substâncias 

químicas, presentes em diferentes tipos de efluentes e resíduos, já que é referida como uma espécie 
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padrão para testes de toxicidade, e por esses bioensaios apresentarem custo reduzido (TAMADA 

et al., 2012; SILVA e MATOS, 2016). 

 

5.4.4. Toxicidade aguda da vinhaça 

Como mostrado na Tabela 9, a vinhaça in natura é tóxica para os organismos, com base na 

toxicidade aguda, corroborando os dados mostrados nas Figuras 23 e 24. Pode-se observar que de 

acordo com a CI50, a Raphidocelis subcapitata é mais sensível que a Lactuca sativa. Os resultados 

indicaram que antes do tratamento da vinhaça a CE50 (120 h) foi de 41,25% para Lactuca sativa, e 

após o tratamento fúngico, houve uma diminuição significativa da toxicidade, chegando a não 

apresentar letalidade às sementes (a nível de 50% dos organismos), bem como para o tratamento 

combinado. No caso da Raphidocelis subcapitata, os valores de CI50 (72 h) confirmam ainda mais 

a toxicidade da vinhaça, uma vez que apresenta inibição de 3,13% dos organismos, antes do 

tratamento. Quando o resíduo foi tratado pelo Pleurotus sajor-caju, a toxicidade diminuiu em 24 

vezes (foi para 75,22%) e não foi observada inibição de crescimento do organismo para o 

tratamento combinado. Assim, demonstrou-se que os organismos avaliados apresentam 

mecanismos de resistência diferentes, conforme evidenciado pela sensibilidade as concentrações 

de toxicidade da vinhaça. No que diz respeito à eficiência dos tratamentos, notou-se que ambos os 

tratamentos influenciaram positivamente no processo de remoção de substâncias tóxicas da 

vinhaça, especificamente, o tratamento combinado. Sendo este, responsável pelo complemento de 

purificação do resíduo, já que a concentração-resposta aos organismos não foram notadas. 

Na literatura, são raros os estudos de toxicidade com a vinhaça. Botelho et al. (2012) 

investigaram a toxicidade da vinhaça de cana-de-açúcar em organismos aquáticos, antes e após o 

ajuste do pH. Os resultados indicaram que houve diminuição da toxicidade da vinhaça após o 

ajuste do pH, com o aumento da CL50-48h (de 0,67% e 0,80% para 2,99% e 5,62%), para 

Ceriodaphnia dúbia e Daphnia magna, respectivamente. Enquanto que, para o Danio rerio, a 

CL50-96h foi de 2,62% para 8,34%. Em outro estudo, Ferreira et al. (2011) estudaram a degradação 

da vinhaça de cana-de-açúcar a partir do tratamento com P. sajor-caju, e avaliaram a toxicidade 

do resíduo antes e após o tratamento, com Pseudokirchneriella subcapitata (recente Raphidocelis 

subcapitata), Daphnia magna, Daphnia similis e Hydra attenuata. Todos os valores de CI50 da 

vinhaça para a Pseudokirchneriella subcapitata, de CL50 para Daphnia magna, Daphnia similis e 

Hydra attenuata, apresentaram redução de toxicidade após o tratamento com P. sajor caju, que 

foram de 1,6%, 3,6%, 2,2% e 2,3% para 15%, 66%, 21% e 17,7%, respectivamente. Estes 



 

62 

 

resultados são consistentes com os encontrados na Tabela 9, a respeito do tratamento com P. sajor-

caju, onde pode ser observado que também ocorreu diminuição de toxicidade. 

Tabela 9- Valores de CE50 (%) e CI50 (%) de vinhaça para cada organismo-teste, antes e após o tratamento com 

Pleurotus sajor-caju e respectiva oxidação eletroquímica, por ADE. 

 

Tratamentos 

Organismos-teste 

Lactuca sativa (CE50) Raphidocelis subcapitata (CI50) 

Vinhaça in natura 41,25 3,13 

Biológico NT 75,22 

Combinado NT NT  

NT= Não tóxico. 
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Capítulo 6 

6. CONCLUSÕES  

Pode-se concluir que devido à alta carga orgânica e a presença de compostos recalcitrantes 

e tóxicos na vinhaça de cana-de-açúcar, é necessário um tratamento prévio com processo biológico 

para posterior oxidação eletroquímica. Assim, este estudo demonstrou a aplicabilidade do 

tratamento biológico isolada e combinada com a oxidação eletroquímica, no tratamento de vinhaça 

de caldo de cana-de-açúcar. O P. sajor-caju mostrou grande potencial para reduzir cor (97%), 

turbidez (99%), DQO (50,6%) e COT (57,3%), bem como na produção de enzimas (lacase e 

manganês peroxidase), além de diminuir a toxicidade da vinhaça em 75,22% para a Lactuca sativa, 

e 0,0% de letalidade para a Raphidocelis subcapitata. Quanto a produção de biomassa micelial, a 

mesma pode ser usada para alimentação ou para síntese de produtos químicos de alto valor 

agregado. A combinação com a oxidação eletroquímica, usando o ânodo 

Ti/(RuO2)0.7(IrO2)0.1(Sb2O3)0.2 em condições otimizadas, permitiu obter eficiências moderadas na 

redução de compostos orgânicos (DQO 66% e COT 61%) e completa remoção da cor (100%) da 

vinhaça biodegrada, produzindo um efluente não tóxico (0% de inibição para Lactuca sativa e 

Raphidocelis subcapitata). 
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Capítulo 7 

7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 Estudar a aplicação do processo de coagulação/floculação após a biodegradação da vinhaça 

do caldo de cana-de-açúcar, a fim de melhorar a degradabilidade do resíduo; 

 Identificar as melhores condições para o biotratamento da vinhaça, através do planejamento 

experimental; 

 Otimizar a produção da lacase e manganês peroxidase do Pleurotus sajor-caju com a 

vinhaça, avaliando a adição de carbono e nitrogênio; 

 Analisar o uso de biorreatores na produção de enzimas lignolíticas sob condições otimizadas, 

utilizando a vinhaça como substrato e outros indutores como farelo de soja, e aveia branca; 

 Estudar a cinética e degradação da vinhaça biodegrada, e sequencial oxidação eletroquímica 

em larga escala; 

 Caracterizar o resíduo degradado pelo processo combinado, utilizando a cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE); 

 Avaliar a toxicidade da vinhaça antes e após o tratamento, utilizando a Daphnia magna e 

Daucus carota. 
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