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Resumo

O Brasil € o maior produtor de bioetanol gerado a partir da cana-de-agucar. A producéo
deste biocombustivel gera, durante o processo, diversos subprodutos em larga escala, entre eles
a vinhaca. O montante de vinhaga gerado varia de 9 a 17 L para cada litro de bioetanol
produzido, e atualmente é empregada principalmente na fertirrigacdo da lavoura da cana-de-
acucar, devido a sua composicao rica em nutrientes. Contudo, sua aplicacdo no solo € restrita
devido ao seu alto teor de matéria organica e seu pH &cido, relacionado a presenca de acidos
organicos. Os &cidos presentes nesse efluente sdo utilizados como insumos em diversos setores
industriais e atualmente sdo produzidos a partir de processos de dificil controle e/ou que
envolvem reagentes toxicos. Em busca de um melhor aproveitamento da vinhaca, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver metodologias de extracdo e andlise (qualitativa e quantitativa)
dos &cidos da vinhaca. O foco do estudo foi nos acidos ja descritos na literatura como presentes
na cana-de-agUcar e que possuem aplicagdo em setores industriais (aconitico, maleico,
succinico, citrico, malénico, tartarico, latico, oxalico, glicdlico, glutdmico e oxalico). Um
método por cromatografia liquida com detector ultravioleta (CLAE-UV/MS) foi desenvolvido
e validado para a deteccdo e quantificacdo dos acidos organicos em amostras de vinhaga. A
técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas foi utilizada para a
inequivoca identificacdo dos acidos.

O potencial de aplicacdo da resina de troca idnica Purolite A400 na extracdo dos acidos
identificados na vinhaga foi avaliado utilizando os modelos de isotermas de Langmuir e
Freundlich. Dentre os onze acidos monitorados, os acidos aconitico, méalico e glicolico foram
os mais frequentes nas cinco amostras de vinhaca analisadas. O aconitico e 0 malico foram os
gue apresentaram maiores concentracdes em todas as amostras, variando entre 0,13-12555,41
mgL*. Com relacio ao estudo de adsorcéo dos &cidos na resina Purolite A400, 0 modelo de
Langmuir foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais obtidos, indicando que o
processo de adsorcao é favoravel e que a resina tem capacidade maxima de adsorcao dos &cidos
na faixa de 0,2 — 90,9 mgg-*. Conclui-se que a vinhaga tem potencial de ser empregada como
fonte alternativa de obtencao dos acidos organicos e que métodos simples e que atendem aos
principios da quimica verde podem ser empregados satisfatoriamente para a extracao e analise
destes acidos em amostras de vinhaca.

Palavras-chave: Vinhoto, acidos carboxilicos, cromatografia, adsorventes.



Abstract

Brazil is the largest producer of bioethanol generated from sugarcane. The production of this
biofuel generates, during the process, several by-products on a large scale, including vinasse.
The amount of vinasse generated varies from 9 to 17 L for each liter of bioethanol produced,
and it is currently used mainly in the fertigation of the sugarcane crop, due to its rich
composition in nutrients. However, its application in the soil is restricted due to its high content
of organic matter and its acid pH, related to the presence of organic acids. The acids present in
this effluent are used as inputs in several industrial sectors and are currently produced from
processes that are difficult to control and/or that involve toxic reagents. In search of a better use
of vinasse, the objective of this work was to develop methodologies for extraction and analysis
(qualitative and quantitative) of vinasse acids. The focus of the study was on the acids already
described in the literature as present in sugarcane and which have application in industrial
sectors (aconitic, maleic, succinic, citric, malonic, tartaric, lactic, oxalic, glycolic, glutamic and
oxalic). A liquid chromatography method with ultraviolet detector (HPLC-UV/MS) was
developed and validated for the detection and quantification of organic acids in vinasse samples.
The technique of liquid chromatography coupled to mass spectrometry was used for the
unequivocal identification of the acids.

The application potential of Purolite A400 ion exchange resin in the extraction of identified
acids in vinasse was evaluated using the Langmuir and Freundlich isotherm models. Among
the eleven monitored acids, aconitic, malic and glycolic acids were the most frequent in the five
vinasse samples analyzed. Aconitic and malic were the ones with the highest concentrations in
all samples, ranging from 0.13-12555.41 mgL-1. Regarding the study of adsorption of acids in
the Purolite A400 resin, the Langmuir model was the one that best fitted the experimental data
obtained, indicating that the adsorption process is favorable and that the resin has a maximum
capacity of adsorption of acids in the range of 0.2 - 90.9 mgg-1. It is concluded that vinasse has
the potential to be used as an alternative source for obtaining organic acids and that simple
methods that meet the principles of green chemistry can be used satisfactorily for the extraction
and analysis of these acids in vinasse samples.

Keywords: stillage, carboxylic acids, chromatography, adsorbents.
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INTRODUCAO

O petroleo e seus derivados sdo importantes produtos econdémicos e politicos para a
sociedade mundial por serem uma das principais fontes de energia e de matéria prima.
Compondo 36,4% da matriz energética utilizada mundialmente, o petroleo € uma fonte nao
renovavel e poluidora, principalmente durante o seu refino, pois consome grandes quantidades
de energia e agua, além de produzir residuos que impactam negativamente no solo, &gua e ar
(MENDES et al, 2017; MARIANO, 2001).

Por ser um recurso ndo renovavel, fontes alternativas de energia tdo eficientes e menos
poluentes do que o petrdleo vem sendo desenvolvidas nas ultimas décadas. Uma destas fontes
alternativas, amplamente empregada atualmente, em especial para os veiculos automotores, sao
o0s biocombustiveis (PEREIRA, 2008).

No Brasil, o consumo de biocombustiveis vem aumentando nas Ultimas décadas
devido a alta producdo e disponibilidade do bioetanol, gerado a partir da cana-de-agucar
(CONAB, 2021).

Apesar de ser considerado um combustivel menos poluente, durante o processo de
producdo do bioetanol diversos residuos considerados como poluentes sao produzidos em larga
escala.

Entre estes residuos encontra-se a vinhaca, um efluente liquido gerado num montante
que varia de 9 a 17 litros por litro de bioetanol produzido (CONAB, 2015; NETO, 2016).

Apesar de ser atualmente empregada como fertilizante na lavoura da cana-de-acgucar,
sua aplicacdo no solo é restrita devido ao seu alto teor de matéria organica e seu elevada acidez,
fatores relacionados com a presenca de &cidos organicos em sua composi¢do (PIRES;
FERREIRA, 2008; ZAIAT, 2021).

Diversos estudos focando na degradacdo da matéria organica presente na vinhaca, para
o0 seu melhor aproveitamento na fertirrigacdo, vém sendo desenvolvidos. No entanto muitos dos
compostos organicos presentes nesse efluente, incluindo os &cidos, sdo utilizados como
insumos em diversos setores industriais, como o0s &cidos aconitico, latico e citrico
(DRUMOND; BARBOSA; FRANCA, 2013).

A extracdo dos &cidos orgénicos da vinhaca, foco deste trabalho, e o direcionamento
deles para outros processos produtivos pode ser uma rota promissora para o melhor

aproveitamento do conteudo inorganico da vinhaca na lavoura, bem como, para a minimizagéo
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da fabricacdo destes &cidos por processos de dificil controle e/ou que envolvem reagentes
derivados de petréleo.

1.1. BIOCOMBUSTIVEIS

Os biocombustiveis sdo combustiveis provenientes de uma biomassa renovavel que
podem substituir totalmente ou parcialmente o uso de combustiveis fésseis como a gasolina. O
uso deste tipo de combustivel apresenta aspectos positivos e negativos para 0 meio ambiente e
a sociedade (PAULA, 2013).

Uma das vantagens desta fonte de energia renovavel, comparados aos combustiveis
fosseis, é a sua menor emissdo dos Gases do Efeito Estufa (GEE). Nas emissGes diretas, 0 gas
carbénico liberado durante a queima dos biocombustiveis é consumido pelo processo de
fotossintese das culturas que o originou, neutralizando as emissdes deste gas. A emissdo deste
e de outros GEE gerados durante o ciclo de produgdo dos biocombustiveis (transporte,
armazenamento, conversdo e distribuicdo), denominada de emissdes indiretas, também séo
menores que 0s gases gerados na obtencdo e queima dos combustiveis fosseis (RUTZ;
JANSSEN, 2007).

Uma desvantagem dos biocombustiveis, no entanto, é que o processo de cultivo das
plantacGes pode causar diversos impactos ao meio ambiente e a sociedade, como esgotamento
no solo e poluicdo do ar, solo e aguas (RUTZ; JANSSEN, 2007).

Apesar dos custos de producédo dos biocombustiveis em geral serem inferiores aos ndo
renovaveis, eles ndo possuem um valor econémico igual o custo dos ndo renovaveis, pois 0
balango energético e a eficiéncia sdo inferiores comparados aos combustiveis fésseis. Esta é
uma das principais razdes pela qual ainda existe o uso continuo e a dependéncia mundial do
petréleo. No Brasil, o consumo de petréleo e seus derivados vém diminuindo nas dltimas
décadas devido a sua substituicdo por fontes energéticas renovaveis tais o biogas, biodiesel e o
bioetanol (RUTZ; JANSSEN, 2007).
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1.2. BIOETANOL

O bioetanol (C2HsOH) é um combustivel incolor e inflamavel fabricado e
comercializado de forma hidratado (Alcool Etilico Hidratado Combustivel - AEHC) ou anidro
(Alcool Etilico Anidro Combustivel — AEAC). A diferenca entre eles é o teor de 4gua em sua
composicao, sendo 5 % no hidratado e 0,5 % no anidro (GORREN, 2009).

Este biocombustivel é gerado a partir da fermentagdo de uma biomassa rica em amido,
acucar ou celulose. Diversas biomassas podem ser utilizadas para a producdo do bioetanol
(Quadro 1), sendo as mais comuns o milho, predominante nos Estados Unidos da América
(EUA); a beterraba na Alemanha; o sorgo sacarino na Africa; o trigo na Europa e a cana-de-
aclcar em diversos paises como Brasil e india (BERMANN, 2008; PAULA, 2013).

Quadro 1 - Culturas e a respectiva biomassa utilizada na producdo do bioetanol
Cultura Biomassa
Milho
Trigo
Sorgo Amido
Centeio
Cevada
Batata
Cana-de-acgucar
Sogro Doce Acucar
Beterraba
Bagaco
Palha
Folhas e Caules (Milho)
Residuos Florestais Celulose
Relva
Choupo
Salgueiros
Residuo Sélido

Fonte: RUTZ; JANSSEN, 2007

No Brasil, este biocombustivel comecou a ser produzido em larga escala em 1975,
logo ap6s a primeira crise do petroleo, através de um programa do governo nacional, o
Programa Pr6-Alcool. O objetivo do governo era diminuir a dependéncia do pais em relagdo a
importagdes do petroleo e estimular o setor sucroalcooleiro que estava sofrendo com a queda
do preco do aglcar (KOHLHEPP, 2010).

No ano de 1979, o programa foi ampliado, através do incentivo a geracéo de bioetanol

anidro para ser utilizado como aditivo na gasolina e como combustivel alternativo para os
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motores dos novos automdveis da década de 80. Desde entdo, o investimento neste
biocombustivel continuou em ascensdao (KOHLHEPP, 2010).

Nos ultimos anos o Brasil tem liderado, junto com os EUA, a producdo mundial de
bioetanol gerando, juntos, cerca de 84 % da producdo mundial (Tabela 1). Na safra brasileira
de 2019/2020 foram gerados cerca de 35.5 bilhdes de litros de bioetanol (Tabela 2) (CONAB,
2021).

Tabela 1 - Producdo mundial de bioetanol no periodo de 2017 a 2020

Produgéo de Bioetanol (mil.Gal.) Produgéo
Regido
2017 2018 2019 2020 Mundial (%6)
EUA 15,9 16 15,7 13,9 54
Brasil 6,8 7,9 8,5 8,0 30
Unido Europeia 1,4 1,4 1,4 1,2 5
China 860 1,0 900 930 3
Canada 470 480 500 430 2
india 210 400 530 510 2
Tailandia 370 390 420 390 1
Argentina 290 290 290 210 1
Outros 414 549 600 659 2
Total 26,8 28,5 29 26,4 100

Fonte: RFA, 2022

Tabela 2 — Producdo brasileira de bioetanol nas safras de 2010/2011 a 2020/201

Safra Produgéo Etanol (mil m®)
2010/2011 27.326
2011/2012 22.681
2012/2013 23.226
2013/2014 27.475
2014/2015 28.480
2015/2016 30.232
2016/2017 27.254
2017/2018 27.865
2018/2019 33.114
2019/2020 35.595
2020/2021 32.500

Fonte: CONAB, 2021
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O principio da producdo do bioetanol é baseado na fermentacdo de moléculas de
acucares (Figura 1). Quando se utiliza biomassa rica em agUcares esta matéria-prima passa pelo
processo de lavagem e moagem, onde 70 % da biomassa se transformam em caldo bruto e 30
% permanece na forma solida, denominada de bagaco. J& para as biomassas ricas em amidos e
celulose é necessaria uma etapa prévia de transformacao destes amidos em agUcares, através do
processo de hidrélise (GORREN, 2009).

Ap0s a extracdo dos acUcares, o caldo passa por peneiras para eliminacdo de residuos
solidos remanescentes (areia e residuos de bagaco) e posteriormente reagentes sdo adicionados
para que ocorra a decantacao de demais impurezas. Apds a separacdo do material decantado, o
melado puro recebe o nome de caldo purificado e segue para 0 processo de esterilizagdo para
eliminacdo de micro-organismos. O material decantado (lodo) segue para o sistema de filtragéo,
utilizando bagaco como meio filtrante, para recuperacdo do agucar nele contido. A mistura do
bagaco moido com o lodo da decantacdo é denominada de torta de filtro (GORREN, 2009).

A préxima etapa € o da fermentacdo que é realizada misturando o caldo purificado
com as leveduras (Saccharomyces cerevisia), responsaveis pela hidrolise de glicose produzindo
bioetanol e géas carbbnico. O processo de fermentacdo dura algumas horas e como resultado se
obtém o vinho (mistura de leveduras, aglcar ndo fermentado e cerca de 10 % de bioetanol)
(GORREN, 2009).

O vinho é entdo transportado para colunas de destilacdo onde é aquecido até a
evaporacdo. Durante o processo de evaporacao, seguido da condensacao, o vinho é separado do
bioetanol dando origem ao bioetanol hidratado, usado como bioetanol combustivel (grau
alcodlico em torno de 96 %). A mistura restante, denominada de vinhaga, é transportada por
dutos até tanques de contencdo onde permanecerdo armazenadas até seu descarte e/ou utilizacdo
(GORREN, 2009).

Para obtencdo do bioetanol anidro, com graduacdo alcoodlica de cerca de 99,5 %, uma
etapa de desidratacdo é realizada no bioetanol hidratado. Diversas técnicas sdo utilizadas entre
elas a mistura do bioetanol hidratado com um solvente miscivel em agua, seguido da
evaporacdo da dgua com o solvente, e o peneiramento molecular (também denominado de

pervaporagdo), onde sdo utilizadas peneiras que retém as moléculas da &gua (GORREN, 2009).
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Figura 1 - Fluxograma do processo de producdo do bioetanol
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A maior parte dos subprodutos gerados durante a fabricacdo do bioetanol ndo possuem
uma direcdo de aproveitamento que consuma totalmente o montante produzido. Em sua
maioria, eles ndo séo aproveitados comercialmente e/ou apresentam baixo valor agregado, mas
muitos deles, como a vinhaga, possuem composicdo e propriedades que 0s tornam
potencialmente aproveitaveis em determinados processos produtivos e/ou para a reducdo dos
custos destes processos (SCHNEIDER et al., 2012).

1.3. VINHACA

A vinhaga (Figura 2), também conhecida como vinhoto ou restilo, € um efluente
caracterizado por uma fase liquida contendo solidos em suspensdo, e é resultante da etapa de
destilacdo do vinho durante o processo de fabricagdo do bioetanol (CONAB, 2015; NETO,
2016).
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Figura 2 — Vinhaca proveniente dos dutos de saida do destilador da usina sucroalcooleira

Fonte: Arquivo do grupo de pesquisa

Este efluente possui odor caracteristico e coloracdo escura, devido a degradacdo
térmica de substancias redutoras (tais como, fendis, melanoidinas, &cidos himico e tanico),
presentes na concentracio de 7900-9500 mgL™. Ele sai do processo de destilagio com
temperaturas que variam de 80 a 100°C e passa por torres de resfriamento, chegando a uma
temperatura de 40-50 °C, ou entdo € encaminhado para os tanques de contencdo onde se resfria
naturalmente (BERNARDES et al, 2019).

O vinho destilado é obtido a partir da fermentacdo do mosto (fontes de agucares +
leveduras) e dependendo da natureza da cana e do tipo de mosto utilizado no processo
fermentativo, variacGes na quantidade da vinhaca sdo encontradas. Quanto mais concentrado
for o mosto, menor a quantidade de vinhaca produzida. Para mosto preparados a partir do caldo
de cana, pouco concentrado (que gera vinho com teor alcodlico de 5 a 6 °GL) a producédo de
vinhaca é de 14 a 17 litros por litro de bioetanol, enquanto que a fermentacdo do caldo
concentrado (aquela na qual se obtém um teor alcodlico do vinho de 9,0 a 11 °GL) gera em
torno de 9 a 13 litros de vinhaca por litro de combustivel. Para os processos fermentativos que
utilizam mosto preparado a partir do melaco (produto obtido da fabricacdo do agucar, contendo
teor de acUcares que varia de 35 a 50%), diluido com &gua ou com o caldo da cana (denominado
de mosto misto) esta geracdo € de cerca de 10 a 14 litros (NETO, 2016; ALMEIDA, 2019;
DIAS et al., 2015).

A composicdo da vinhaca é formada em grande parte por materia organica e, em menor
quantidade, por minerais, sendo que 0s teores destes componentes sdo muito mais concentrados
na vinhaca produzida a partir do melago (ROSSETTO, 1987).

A composicdo inorganica da vinhaca é amplamente relatada na literatura, todas elas
mostrando que este efluente contém um alto teor de potéssio e teores significativos de
nitrogénio, fosforo, célcio, magnésio e sulfatos (GOES; NETO, 2011; FERREIRA et al., 2011,
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VADIVEL et al., 2014). Outros micronutrientes como, zinco, ferro, manganés e cobre, também
sdo relatados, porém em menor quantidade e em estudos isolados (VADIVEL et al., 2014;
SCULL et al., 2012) A Tabela 3 sumariza os teores destes nutrientes ja reportados na literatura

para a vinhaca.

Tabela 3 - Composi¢do inorganica da vinhaca relatada na literatura
Concentragdo (mgL™?)

Nutriente
Prada! Vadivel? Neto® Freire* Filho® Sopral®
Fosforo (P) 10-120 - 18-188 200 90-500 10-210
Nitrogénio (N) 150-700 0,13* 90-885 280 260-350 150-700
Potéssio (K) 1200-2100 0,79* 814-3852 1470 1110-2000 120-2100
Magnésio (Mg)  200-490 - 97-456 290 210-410 200-490
Calcio (Ca) 130-1540 - 71-1096 460 130-760 130-1540
Sulfato (SO4) 600-760 - 790-2800 1320 - 600-760
Cobre (Cu) - 0,27 - 7 -1-18 -
Zinco (Zn) - 0,7 - 2 2-3 -
Ferro (Fe) - 12,7 2-200 69 45-110 -
Manganés (Mn) - 0,42 - - 5-10 -
Sadio (Na) - - 8-200 - - -

PRADA; GUEKEZIAN; SUARES-IHA, 1998; 2VADIVEL etal, 2014; NETO; NAKAHODO, 1995; * FREIRE;
CORTEZ, 2000; SFILHO; LEME, 1984; °SOPRAL, 1986

* valor expresso em %

Diferentemente da composicdo inorganica da vinhaca, uma revisao sistematizada
acerca do conteido organicos da vinhaga mostrou que estes dados sdo escassos na literatura.
De uma forma geral os estudos apresentam os teores de sélidos: totais (23.700-81.500 mgL™),
fixos (3.700-21.500 mgL?) e volateis (20.000-60.000 mgL1); carbono organico (8.700-22.900
mgL™t) e matéria organica (3.800-63.400 mgL1) (MORATTI, 2010).

Estudos especificam também que na composicdo desta matéria organica os acidos
organicos sdo os principais componentes (13 % do total de compostos carbonaceos)
(PARNAUDEAU et al., 2008). Carboidratos, acucares (trealose, galactose, frutose, glicose,
sacarose) e polidis (inositol, arabitol, sorbitol, manitol) também sdo descritos (Tabela 4)
(PARNAUDEAU et al., 2008; FENANDES et al., 2017).
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Tabela 4 - Composicdo organica da vinhaca relatada na literatura

Compostos carbonéaceos Concentragdo* Concentracdo?®
(% de carbono organico) (gL™)
Carboidratos 1,0 3,42 (vinhaga bruta)

2,65 (vinhaca filtrada)

Trealose 0,1 -
Galactose 0,1 -
Aculcares Frutose 0,1 -
Glicose 0,4 -
Sacarose 0,3 0,22
Inositol 0,2 0,35
Acrabitol 0,3 0,06
Sorbitol 0,1
Alcodis e Manitol 0,2 0,09
Poliobis Propilegoglicol - 0,08
2,3-butanodiois - 0,57
Glicerol - 5,86
Eritriol - 0,09
Bioetanol - 3,83

PARNAUDEAU et al., 2008; 2DOWD et al., 1994;

A gestdo deste efluente tem sido um grande desafio para o setor sucroalcooleiro, pois
além do grande volume produzido, h& auséncia de uma direcdo de aproveitamento que consuma
totalmente o montante gerado (NETO, 2016).

Até 1960 a gestdo desse residuo era feita descartando-a no meio ambiente. No entanto
os altos teores de potassio e de Demanda Quimica e Bioquimica de Oxigénio (DQO na faixa de
15.000 a 65.000 mgL e DBO na faixa de 6.000 a 25.000 mgL 1) incorreram em sérios impactos
ambientais, tais como, polui¢do do solo e de aguas subterraneas e superficiais; salinizacéo e
acidificacdo do solo, poluicdo toxicidade e limitacdo de absorcdo de nutrientes e agua pelas
plantas, desestabilizacdo da estrutura do solo, exalagdo de odor fétido e atracdo de insetos e
proliferacdo de doencas (SILVA; BONO; PEREIRA, 2014; CONAB, 2015; LAIME et al,
2011).

Nos anos seguintes, esta préatica foi proibida e legisla¢cdes foram sancionadas, visando

a regulamentagdo da contencdo e o controle da disposicao deste efluente para 0 meio ambiente
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(BRASIL, 1967; BRASIL, 1978; BRASIL 1980; BRASIL, 2013; CETESB, 2005; COPAM,
2011; COPAM, 2013; PARANA, 2014).

Estas legislacBes preconizam que a vinhaca seja contida em tanques, denominados de
areas de sacrificio, que sao regides delimitadas proximas as destilarias onde séo abertas valas
no solo para a deposicdo do residuo sucroalcooleiro. Estas valas devem ser adequadamente
projetadas, com uma impermeabilizagcdo apropriada e constantes manutencdes para evitar o
escoamento da vinhaca pelo solo (LAIME et al, 2011; ZAIAT, 2019).

No entanto a falta de manutencao apropriada bem como a exposicao deste produto a
ceu aberto ainda resulta em problemas socioambientais, tais como, contaminacéo do lencol
freatico por nutrientes, sulfatos e matéria organica; salinizacdo e acidificacdo do solo; lixiviagdo
de metais; exalacdo de odor fétido e emissdo de gases poluentes, como os gases de efeito estufa.
A exposicdo da vinhaca a céu aberto emite 6xido nitroso, gas cerca de 300 vezes mais poluente
do que o diéxido de carbono (LAIME et al, 2011; ZAIAT, 2019).

Atualmente, o aproveitamento da vinhaga em diversos processos e como insumo na
fabricacdo de diferentes produtos tem sido relatado. Estas rotas de aproveitamento apesar de
contribuirem para a gestdo deste residuo ainda possuem algumas limitacdes (Quadro 2)
(DRUMOND; BARBOSA; FRANCA, 2013).
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Quadro 2 - Alternativas de aplicacdo da vinhaca em diferentes setores

APLICACAO

PROCESSO
PRODUTO

LIMITACOES

REFERENCIAS

Reaproveitamento no
processo de producéo
bioetanol

Substituinte da agua
durante a correcdo
do brix do caldo

volume a ser utilizado é limitado
ndao consumindo todo montante
produzido

Concentragdo para

Exige concentracdo da vinhaca a
cerca de 50° Brix, consumindo

QUEIROZ et al., 2017;
ALMEIDA, 2019;
LAIME et al., 2011;
POVEDA., 2014;

posterior  queima grande quantidade vapor
nos fornos da comprometendo o balango térmico PEREIRA, 2009;
caldeira da usina; altos investimentos na ) )
aproveitando poder implantagdo de concentradores GOMES; ECGA; VIOTTO,
calorifico do devem ser totalmente em ago inox 2011
concentrado pois a vinhaca é corrosiva
CORREA et al., 2005;
Mistura solo— Volume a ser utilizado é limitado; . . .
vinhaca tijolo solo-vinhaca tem baixo valor FILHO; ARAUJO, 2016;
concentrada para  agregado; viabilidade econémica LAIME etal., 2011;
Construcéo Civil l_Jt|I|z~agao na somgnte se fabricado |:nU|to GOMES; ECA; VIOTTO,
fabricaco de tijolos proximo ao local de produgdo da
prensados vinhaca devido aos custos de 2011;
logistica. . .
CORAZZA,; FILHO, 2000;
ROLIM, 1996;
Custo elevado para construcdo dos FILHO; ARAUJO, 2016;
bIOdIg(?SFOI’-eS e demals tecnologias LAIME etal. 2011;
necessarias; dificuldade  de
distribuicdo da energia excedente MACHADO et al., 2010;
Pro_du_gao? Blodlge_stao devido as Qefluenmas nas Im_has., SZYMANSKI.
comercializagdo de anaerobia da de transmissdo e burocracias;
energia elétrica vinhaca consumo dentro da usina inviavel BALBINOT; SCHIMER,
uma vez que sdo autossuficientes
X : - 2010
em geracdo de energia elétrica
pelo aproveitamento da biomassa  ELAIUY, 2016
BALDACIN; PINTO, 2015
OLIVEIRA, 2011.
FERNANDES et al., 2017,
Tecnologia de produgdo ainda GUARIEIRO, 2019;
Producéo de Cultivo de incipiente,  necessita-se  mais )
Biodiesel microalgas pesquisa para gque se obtenha um FOGACA etal., 2016;

sistema de processamento viavel

CANDIDO, 2019;
SANTANA, 2016
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Quadro 2 - Alternativas de aplicacdo da vinhaca em diferentes setores continuacio

Producdo e
comercializagdo de
Biogas (metano e gas
carb6nico)

Biodigestdo e
purificacdo do
biogas

Alto investimento na implantagdo
dos biodigestores e purificadores;
comercializacédo requer a
construcdo de novos gasodutos
e/ou sua integracdo a rede ja
existente

SALOMON, 2007,
POVEDA., 2014,

CRUZ et al., 2013
GRANATO,; SILVA, 2002;
COELHO, 2012;

FILHO; ARAUJO, 2016;
ALMEIDA, 2019;

LAIME et al., 2011
MACHADO et al., 2010
PEREIRA, 2009;
BALDACIN; PINTO, 2015

Producdo de levedura
para uso na
suplementacéo
alimentar animal

Adigéo no processo
de levedura

Elevado custo produtivo

COELHO, 2012;

FILHO; ARAUJO, 2016;
GOMES; ECA; VIOTTO,
2011;

LAIME etal., 2011
ELAIUY, 2016;
CORAZZA; FILHO, 2000;

Incorporacéo na

Volume a ser utilizado é limitado;

FILHO; ARAUJO, 2016;
LAIME et al., 2011;
SCULL etal., 2012

Racdo Animal producdo de racdo  faltam pesquisas suficientes para .
. ., . e . .~ ROLIM, 1996;
bovina, suina e gue se atinja os niveis nutricionais
aviaria desejados CORAZZA; FILHO, 2000;
MACHADO et al., 2010;
PEREIRA, 2009;
Concentracdo da ~ Demanda alto consumo de energia COELHO, 2012;
vmhaga até a elétrica e vapor no processo de ALMEIDA, 2019:
obtencdo de um bombeamento, resfriamento e
composto organo-  concentracao; altos investimentos GOMES; ECA; VIOTTO,
mineral na implantacdo de concentradores 2011
(biofertilizante) de aco inox e na fabrica de '
biofertilizantes PIRES; FERREIRA, 2008;
Agricultura

Fertirrigacéo

volume a ser utilizado é limitado;
altos custos de transporte até os
locais de aplicagdo; problemas
socioambientais quando aplicada
no solo em  quantidades
irregulares.

POVEDA., 2014;
LAIME et al., 2011;
CRUZ et al., 2013;
ROLIM, 1996;
MACHADO et al., 2010;
PEREIRA, 2009;
SANTOS et al., 2009;
SOUZA, 2018
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Dentre as diversas aplicagOes apresentadas, a direcdo de aproveitamento atualmente
mais empregada na gestdo da vinhaca € a fertirrigacdo em lavouras de cana-de-agUcar, em
virtude do investimento relativamente baixo e da simplicidade da tecnologia necessarios
(PIRES; FERREIRA, 2008).

O teor de nutrientes presentes na vinhaca faz com que a sua aplicac¢éo no solo, de forma
controlada, traga beneficios para as areas de cultivo como nutri¢cdo e melhoramento ou correcao
de parametros do solo (microbiota, pH, retencdo hidrica, entre outros) (DRUMOND;
BARBOSA; FRANCA, 2013; PIRES; FERREIRA, 2008). Por outro lado, a aplicacdo de altas
dosagens de vinhaca nas culturas pode trazer impactos socioambientais e, portanto, precisa ser
controlada (ZAIAT, 2019).

A dosagem méaxima de vinhaca que pode ser aplicada no solo em cultura de cana-de-
acucar é determinada por legislacfes estaduais. No estado de Sao Paulo estes parametros sdo
definidos pela Norma Teécnica P4.231 da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
(CETESB). De acordo com esta norma a dosagem da vinhaca a ser aplicada nas areas de cultivo,
em geral, ndo consome o montante de vinhaca produzido nas usinas. Adicionalmente, o
transporte da vinhaca até os locais de aplicacdo demanda altos custos, limitando a distancia de
aplicacdo da mesma. O transporte da vinhaga até as areas mais distantes das usinas tem sido
realizado através da sua concentracdo o que também requer investimentos (SILVA et al, 2018).

Desta forma o aprimoramento das demais técnicas apresentadas no Quadro 2, bem
como o desenvolvimento de novos processos de aproveitamento da vinhaca vem sendo
constantemente investigado.

Neste estudo é proposto o desenvolvimento de processo para purificacdo e/ou
isolamento dos acidos organicos presentes na vinhaca, de forma que os mesmos possam ser
empregados em outros setores industriais; e a vinhaca resultante, com menor teor de matéria
organica e acidez, possa ser empregada em maior quantidade no solo minimizando alguns dos

atuais impactos ambientais previamente citados.
1.4. ACIDOS ORGANICOS
Os acidos organicos sao metabdlitos secundarios sintetizados por diversas espécies

vegetais para desempenhar diversas funcGes, entre elas a de protecdo ao ataque de pragas,
equilibrar a carga de cations e manter o potencial osmotico (SNYDER, 1995; JONES, 1998).
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Estudos mostram que os acidos organicos presentes na vinhaga compreendem os acidos
naturalmente presentes na cana-de-aglcar (concentracdo em torno de 0,1 a 0,15 g de &cidos
organicos a cada 100 g de colmos) ou acidos que sdo formados durante o processo de producgédo
do bioetanol. Alguns aminoacidos provenientes da hidrélise das proteinas, como o acido
glutdmico, também estdo presentes (Figura 3) (TOLEDO; GANCHO, 1996; NELSON, 1929).

Figura 3 - Férmula estrutural de alguns dos &cidos e aminoacidos reportados na cana-de-agucar e vinhaca

o o
05 OH
ST " HCL m o
H H
S = OH |
OH HO' OH
OH NH;

o OH

Aconitico Malico Citrico Glutamico

OH O

HO.__O
Ho\”/\)l\ ° o o HONOH
i SN ~ ° o
HO OH OH

o]

Succinico Glutarico Maleico Tartarico
o]
HO, )—OH
/\)CJ)\ Ho= oH i
OH OH QJ\on
Butirico Quinico Propidnico
(@] OH ?
Q o 0
| b \HJ\OH
OH

HOJ\/ HO o AH HOMOH

Glicélico Oxalico Litico Malénico

O 0O
HON I 0
OH
)LOH " oH o~ Ao

Fumarico Acético Férmico Valérico

Fonte: PubChen, 2022

Dos acidos presentes naturalmente na cana-de-acUcar, o cido aconitico € o majoritario
e sua concentracdo pode variar dependendo da variedade da cana, do tempo de maturacao e das
condic@es de plantio (solo e clima). Esta presente em maior concentracdo nas pontas, folhas e
nas plantagdes imaturas e, em menor quantidade, nos derivados da cana. A concentracdo méedia
relatada é de aproximadamente 60 % nas folhas, 1 % para o caldo de cana e de 3 a 7 % no
melaco. Outros acidos como oxalico, citrico, tartarico, mélico, glutamico, glicélico, maleico,
succinico, malbénico e fumarico também estdo reportados para cana-de-aclcar (Tabela 5)
(NELSON, 1929; GUTIERREZ; FERRARI, ORELLI, 1989).
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Tabela 5 - Acidos organicos presentes no caldo da vinhaca

Acido Orgéanico Concentracdo® (mgL-Y/matéria seca) Origem
Aconitico 5000-8000
Malico 1200-1800
Citrico 900-1800 Natural da cana-de-
Oxalico 40-200 acUcar
Succinico 100-200
Tartarico 10-180
Glicolico Tragos-150
Acético 200-300 Gerado durante o
Lético 250-300 processo de clarificagédo

"WALFORD, 1996;

Durante o processo de producdo do bioetanol alguns outros &cidos sdo formados como
resultado da atividade microbiana e/ou de reacdes quimicas. Os gque estdo geralmente presentes
na vinhaca séo o acido férmico, acético, valérico, propionico, butirico, quinico e latico (Figura
3). Os &cidos foérmico, propidnico, butirico, valérico e quinico sdo resultantes da oxidacéo da
sacarose. Os acidos acético e latico sdo formados pela acdo de alcalis na sacarose, durante o
tratamento do caldo com o leite de cal. Na presenca desta solucdo alcalina concentrada e sob
aquecimento a sacarose tende a se decompor nos referidos acidos (NELSON, 1929; ZAPATA,
2007; CASTRO; ANDRADE, 2007).

Durante o processo de evaporagéo, que ocorre geralmente a temperatura de 85 °C, tende
a ocorrer também a degradacdo do acido aconitico dando origem ao &cido oxalico, que se
precipita facilmente ficando presente na vinhaca durante o processo de destilacdo (WALTHEW
1996; WALFORD 2002).

As Tabelas 6 e 7 apresentam alguns dos acidos e aminoacidos e 0s respectivos teores ja

reportados na literatura para a vinhaca.
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Tabela 6 - Composicdo de alguns dos acidos organicos relatados para a vinhaca

Acidos Concentracdo!  Concentracdo?>  Concentracdo®  Concentracdo*  Concentracgdo®
Organicos (% de C) (mg/kg) (mgL™) (mgL™) (mgL™)
Latico 0,4-1,0 606 7700 12697 ND
Acético 2,6-8,4 1608 1600 1617 ND
Propidnico 0,8-3,3 402 ND 911 ND
Formico 0,3-0,5 275 600 3556 ND
Butirico 0,1-0,9 ND ND 1617 ND
PirGvico 0,0-0,8 ND ND ND ND
Valérico 0,0-0,9 ND ND ND ND
Malico 0,2-1,2 852 ND 6168 ND
Tartarico 0,0-0,2 133 ND ND ND
Oxalico 4,0-5,5 100 ND ND 15,8-72,3
Citrico 0,2 878 ND ND ND
Aconitico 1,9-6,9 3116 ND ND ND
(cis e trans)
Succinico ND ND ND 3624 267,6-1007,5
Maldnico ND ND ND ND 4,0-68,1
Fumarico ND ND ND ND 7,4-63,2
Quinico ND ND 500 ND ND

IPARNAUDEAU et al., 2008: a faixa especificada se refere aos teores encontrado em amostras de vinhaca diluida
e vinhaga concentrada termicamente. Valores expressos em funcdo da porcentagem de carbono orgénico total;
2DOELSCH et al., 2009: valores expressos em mg de 4cido por vinhaca seca (7,4 % de umidade); SDOWD et al.,
1994; “SANTOS et al., 2014; °* BENKE; MERMUT (1998); ND: ndo determinado
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Tabela 7 - Composicdo de alguns dos aminoacidos relatados para a vinhaca

Aminoéacidos Concentragéo? (%) Concentracdo? (gL?)
Acido aspartico 7,79-8,85 0,93
Treonina 5,66-7,31 0,12
Serina 4,64-4,81 0,13
Acido Glutamico 12,11-13,23 0,32
Prolina 4,98-6,02 0,42
Glicina 3,61-4,08 0,11
Alanina 2,50-3,74 0,22
Cisteina 1,81 ND
Valina 5,66-7,13 0,10
Metionina 0,00-4,53 0,09
Isoleucina 5,76-6,79 0,12
Leucina 3,10-4,53 0,14
Tirosina 4,99-6,23 0,09
Fenilalanina 4,73-5,09 0,10
Histidina 4,72-5,09 0,03
Lisina 9,28-9,96 0,11
Arginina 7,47-10,57 0,05

ISCULL et al., 2012; 2ROBERTIELLO, 1982; ND: néo detectado

Os &cidos relatados para a cana-de-agucar e seus derivados possuem vasta aplicacdo em
varios segmentos quimicos e sua atual producdo industrial € feita através de processos
fermentativos ou sinteses quimicas (CHEN; NIELSEN, 2016).

O 4cido aconitico (CsHeOs) € usado na industria de processamento de alimentos como
acidulante e pode ser usado na sintese de plastificantes. Em geral a sua producdo industrial é
efetuada pela sintese de um aconitato alcalino-terroso na presenca de agua com um 4acido
mineral, seguido de cristalizacdo. No Brasil ele é utilizado na inddstria alimenticia, ha producéo
de chas (KANITKAR; AITA; MADSEN, 2013).

O &cido malico (C4HsOs) € produzido através da sintese do anidrido maleico. E muito
empregado como acidulante, aromatizante e estabilizante na industria alimenticia. Também
serve para preservar a dogura e ajustar o pH de alimentos. Na inddstria farmacéutica, o acido
malico é utilizado na higienizacéo e regeneracdo de ferimentos e queimaduras. Na industria
cosmética e usado para ajustar o pH das formulacbes de diversos produtos. No Brasil €
empregado na producdo de balas e nos esmaltes (SEQUEIRA, 2012; JENSEN, 2007;
PUBCHEM, 2021).
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O écido latico (C3He03) é produzido através da fermentacdo latica, uma fermentacao
controlada de hexoses de leite, milho e melago através da bactéria Streptococcus lactis. Neste
processo uma molécula de glicose é oxidada a duas moléculas de acido piravico e,
posteriormente, a reducao destas duas moléculas de acido pirtvico gera duas moléculas de acido
latico. Ele pode ser obtido também através da sintese quimica do etanal com uma solucéo de
4cido sulfarico e cianeto de sodio. E um produto quimico que tem sido utilizado como
acidulante e conservante de bebidas e alimentos como, por exemplo, na margarina. Também é
empregado em curtumes e como mordente na industria téxtil. Empregado na fabricacdo de
polimeros biodegradaveis e termoplésticos. Na forma de lactato é muito utilizado na industria
farmacéutica e de cosmético como nos sabonetes liquidos (SERAFIM, 2010; GUILHERME;
PINTO; RODRIGUES, 2009; PUBCHEM, 2021).

O écido citrico (CeHgO7) € sintetizado a partir da fermentagdo aerdbica da sacarose e
dextrose pelo microorganismo Aspergillus niger. Devido as suas propriedades antioxidantes,
acidulantes, flavorizantes, sequestrantes e reguladoras de acidez, este &cido é amplamente
utilizada pelas induastrias alimenticias, de bebidas e cosmética. No Brasil é encontrado, por
exemplo, nos sucos de frutas e cremes faciais (SEQUEIRA, 2012; ADITIVOS &
INGREDIENTES, 2015; PUBCHEM, 2021).

O acido glutamico (CsH9NO.) é fabricado pela fermentacdo a partir de fontes de
carboidratos. Seu sal de arginina é usado em formulacdes farmacéuticas indicadas no
tratamento de astenia, fadiga e hiperamoninemia. O sal de potassio, sodio e amdnio é usado em
largas quantidades na industria alimenticia como um condimento ou realcador de sabor como
nos cereais. Outros usos incluem sua aplicagdo como matéria-prima para a fabricacdo de
surfactantes e quelantes, para a sintese do &cido folico e em outros produtos farmacéuticos como
0s shampoos. O acido L-glutdmico é usado como um componente de nutricdo enteral e
parenteral. Ele tem a maior demanda de qualquer aminoacido excedendo 1,5 milhdes de
toneladas por ano mundialmente (MENDES, 2014; ADITIVOS & INGREDIENTES, 2012
PUBCHEM, 2021).

O é&cido oxalico (C2H204) é gerado a partir da reagdo quimica do metanoato de sodio a
altas temperaturas (400 °C) e na presenca de &cido sulfarico. Industrialmente é utilizado em
produtos anti-tartaro, anti-ferrugem e como componente de tintas esferogréaficas. E utilizando
também como mordente e branqueador nos curtumes, e como clareador nas industrias téxteis
(ARAUJO, 2013; PUBCHEM, 2021).
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O acido maleico (C4H404) € um isémero cis do acido 2-butenodioico (C4H4O04) € 0 seu
isdmero trans, € o acido fumarico (C4H404). Este acido é produzido industrialmente através da
oxidacdo catalitica de benzeno sobre pentoxido de vanadio. Ele é utilizado em industrias de
tinturarias, téxtil, alimenticia e farmacéutica como na formulacédo de condicionadores de cabelo
(BARCELLOS, 2009; PUBCHEM, 2021).

O écido tartarico (C4HsOs) € fabricado a partir da reacdo de anidrido maleico com
perdxido de hidrogénio. Sua principal aplicacdo é como acidulante e conservante nas industrias
farmacéuticas, alimenticias e bebidas. Tem ampla aplicacdo em sucos, refrescos, refrigerantes
e também em shampoos (SEQUEIRA, 2012; PUBCHEM, 2021).

O 4cido succinico (CsHsO4) é produzido industrialmente através da fermentacdo de
carboidratos por bactérias (Anaerobiospirillum succiniciproducens e Actinobacillus
succinogenes) e leveduras. Pode ser obtido também pela hidrolise acida ou basica da
succinonitrila, porém este processo produtivo foi reduzido nos Gltimos anos e Novos processos
isentos do uso de solventes derivados de petréleo estdo sendo buscados. Sua principal aplicacdo
industrial € como insumo para a fabricacdo de solventes, vernizes, perfumes, tintas, corantes e
polimeros. O bioplastico polibutileno de succinato (PBS) é um dos polimeros produzido através
do &cido succinico. Na inddstria alimenticia, o acido succinico é utilizado como aromatizante e
neutralizante de bebidas, tais como, refrigerantes, cervejas, entre outros. Na indudstria
farmacéutica é empregado em medicacGes destinadas ao tratamento de Ulcera e protetores
contra a radiacdo e também em produtos cosméticos como na formulacéo de descolorantes de
cabelo. Ele também € utilizado como aditivo alimentar e suplemento dietético, seguro e
aprovado pelo U.S. Food & Drug Administration (CASTRO, 2014; PUBCHEM, 2021; FDA,
2021).

O acido maldnico (C3Hs04) é produzido industrialmente a partir do acido cloroacético
e o carbonato de sddio que formam o sal sddico. O sal sddico reage por sua vez com cianeto
sodico, formando o cianoacetato. Este é hidrolisado com hidréxido de sédio, formando o acido
maldnico. Sua principal aplicacéo é como precursor de polimeros como poliésteres e polimeros
biodegradaveis, um dos maiores segmentos mundiais. Também é utilizado como insumos na
fabricacéo de resinas usadas em revestimentos protetores de raios UV e processo oxidativos e
corrosivos. O acido malbnico € amplamente empregado na industria de tintas como um agente
de reticulacdo para revestimentos automotivos de alto valor agregado. Outros produtos de alto
valor agregado, incluindo os das industrias de componentes eletrénicos, cosmética (aroma e

fragrancias) e farmacéutica, também utilizam o acido mal6nico. Na industria farmacéutica e
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alimenticia, o &cido malbnico é usado como conservante ou controlador de acidez em
formulacdes e alimentos. O &cido maldnico foi listado como um dos 30 principais produtos
quimicos a ser produzido a partir de biomassa pelo Departamento de Energia dos Estados
Unidos (MAJZOOVI; BEPARVA, 2014; POLLAK; ROMEDER, 2005; PUBCHEM, 2021).

O é&cido glicolico (C2H403) € produzido sinteticamente através da reacdo do acido
cloroacético com o hidréxido de sodio. E empregado industrialmente como intermediador de
sinteses organicas de diversas reacdes e produtos, incluindo a polimerizacdo para a preparacdo
do &cido poliglicolico e outros biopolimeros. Este acido ¢ empregado também na indudstria
téxtil, como agente pigmentador e curtidor, e na inddstria alimenticia como agente flavorizante
e conservante. O &cido glicélico é usualmente incluso nas formulagdes de solventes e aditivos
para tintas e pinturas como melhorador de brilho. Devido ao seu excelente poder de absorcdo e
acao como regulador de pH, o acido glicolico tem varias aplicacbes em produtos de cuidados
para a pele, como gel de limpeza e séruns (MILTENBERGER, 2005; GIGANTE; PEZZA,
PEZZA, 2002; PUBCHEN, 2021).

Conforme apresentado, estes acidos possuem vasta aplicacdo em diversos setores
industriais e sua producéo é feita através de processos fermentativos que séo de dificil controle
ou sinteses envolvendo reagentes derivados de petr6leo, geralmente toxicos. Sendo assim,
métodos de obtencdo alterativos destes compostos, como sua extracdo a partir da vinhaca, pode
representar uma direcdo de aproveitamento para a vinhaga, um método sustentavel de producéo
destas substancias e uma contribuicdo para o desenvolvimento de tecnologias e processos
verdes (CHEN; NIELSEN, 2016).

1.5. QUIMICA VERDE (QV)

Nas Ultimas décadas, o desenvolvimento tecnoldgico de produtos, processos e praticas
laboratoriais que eliminem ou minimizem os impactos ao meio ambiente e a salde humana tem
se tornando cada vez mais exigidos pelas agéncias regulamentadoras. Estes desenvolvimentos
abrangem as diversas areas de quimica e engenharia quimica e estdo dentro do conceito de
Quimica Verde (LENARDAO et al., 2013).

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), a
Quimica Verde é definida como: "A invencdo, desenvolvimento e aplicacdo de produtos e
processos quimicos para reduzir ou eliminar o uso e a geracdo de substancias perigosas”
(TUNDO; CLACK; MEMOLL, 2000).
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A quimica verde est& baseada em 12 principios entre eles a redu¢do do consumo de
recursos ndo renovaveis, o uso de fonte renovaveis de matéria prima, a eficiéncia energética, a
eliminacdo e/ou reducdo do uso de substancias nocivas e a minimizacdo e tratamento dos
residuos gerados (EPA, 2021; MENEZES; SANTOS; BORTOLI, 2016; LENARDAO et al.,
2013).

Dentro destes principios, a redugdo do consumo de recursos ndo renovaveis tem sido
estabelecida, especialmente dentro dos setores de energia e o agroindustrial, a partir da
utilizacdo de biomassas, como a cana-de-acUcar e seus derivados (YUSUF, 2017). Neste
processo as biomassas sdo utilizadas como matéria-prima para fabricagéo de produtos e/ou séo
queimadas para a producdo de energia, substituindo os tradicionais combustiveis fésseis. A
biomassa pode ser proveniente de culturas cultivadas para esta finalidade e/ou dos residuos
agroindustriais destas culturas. Neste ultimo caso, a utilizacdo da biomassa também contribui
para o principio de minimizagdo e tratamento dos residuos gerados (FERREIRA; ROCHA;
SILVA, 2014)

A utilizacdo de biomassas provenientes de residuos agroindustriais vem sendo
aplicado nos ultimos anos em diversos setores. Alguns exemplos sdo: producdo de
biocombustivel a partir do carogo de pequi; producdo de energia e bioetanol de segunda geracéo
a partir do bagaco da cana-de-agUcar; fabricacdo de cimentos e corretores de solo a partir dos
residuos do beneficiamento do arroz; fabricagdo de materiais isolantes e energia proveniente
dos residuos da casca de coco verde; producdo de energia e aditivos para racdo animal; e
fabricacdo de fertilizantes provenientes da vinhaca (GUIMARAES, 2015; VIANA; CRUZ,
2016).

Os residuos agroindustriais estdo se destacando também como uma promissora fonte
de substancias utilizadas como insumos e/ou principios ativos. Neste processo além do
aproveitamento e/ou tratamento do residuo sao obtidas substancias que podem ser direcionadas
a diversos setores industriais para a fabricacdo de produtos cotidianos, tais como, farmacos,
cosméticos, nutracéuticos, produtos de limpeza, entre outros. Entre as substancias amplamente
utilizadas nos setores industrias e que estdo sendo relatadas na literatura como presentes nestes
residuos estdo os acidos organicos. VAZ (2010) descreve o processo e hidrdlise de residuos da
producéo da celulose e a hemicelulose, decompondo-os em diversos insumos, entre eles os
acidos organicos o latico e o succinico.

Babei et al. (2019) e Hassan et al. (2019) também mostram a obtencdo dos &cidos

succinico e latico a partir da fermentacao de residuos alimentares e da casca de banana.
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Yusuf (2017) mostra também a obtencdo dos acidos organicos latico e citrico a partir
do bagago da cana-de-agUcar utilizando um processo de fermentacdo de facil manipulacéo, boa
estabilidade e de baixo consumo de energia

Além dos produtos e processos, a quimica verde engloba também as praticas
laboratoriais. Neste contexto o principal principio a ser aplicado é a minimizagao ou eliminagdo
de reagentes e residuos nocivos.

Os reagentes e residuos sdo, respectivamente, consumidos e gerados em grandes
quantidades nas rotinas dos laboratorios, especialmente em sinteses quimicas e em algumas
técnicas de analise. Desta forma o uso de reagentes alternativos, denominados de solventes
verdes, e 0 aperfeicoamento de técnicas de anélise vém permitindo uma melhor aderéncia aos
principios da quimica verde (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012).

Com relacéo aos solventes verdes, diferentemente dos reagentes tradicionais que séo
frequentemente toxicos ou clorados, os solventes verdes sdo geralmente derivados de recursos
renovaveis e biodegradaveis e sdo produtos in6cuos, muitas vezes de ocorréncia natural.
Pesquisas tem mostrado a viabilidade de uso destes solventes alternativos com a mesma
eficiéncia e, muitas vezes, como 0s mesmos ou menores custos. Com exemplos destes solventes
pode-se citar ésteres metilicos de &cido graxo de origem de 6leo vegetal, bioetanol, glicerol,
liquidos idnicos derivados de sais de amonio e a agua (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012).

No que diz respeito as novas ou aperfeicoadas técnicas, aquelas que utilizam o
principio de miniaturizacdo em seus componentes e no uso de insumos para a sua realizacao
como, por exemplo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia, sdo as que mais se adequam a
quimica verde. A miniaturizacdo contribui para a reducdo de uso de solvente e reagentes de alta
toxicidades, assim como a quantidade de residuos gerados, energia e tempo de analises. O
preparo das amostras também € reduzido, ja que necessita um volume menor para analise,
realizando uma microextracdo. A vinhaca por sua vez, ja é um residuo liquido que ndo necessita
de uma etapa de extracdo da cana-de-acucar (PLOTKA et al., 2013).

Esta técnica utiliza um volume reduzido de reagentes, quando comparada com outras
técnicas de andlises, e pode ser executada com eficiéncia utilizando solventes de baixa
toxicidades como agua e bioetanol (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012; PLOTKA et al.,
2013).
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1.6. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é uma técnica instrumental da
cromatografia que € amplamente utilizada em analises qualitativas e quantitativas, por ser uma
técnica precisa e sensivel para identificar e quantificar substdncias e apresentar boa
confiabilidade e desempenho (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2009).

O equipamento funciona a partir do bombeamento de alta pressdo da fase mével (FM),
geralmente um solvente, até a coluna cromatografica onde uma valvula de injecdo injeta a
amostra a ser analisada, que é conduzida pela FM através da coluna, um tubo de ago inox
preenchido com adsorventes, chamado de fase estacionéria (FE).

Existem diversos tipos de colunas disponiveis para o uso em CLAE, com diferentes
caracteristicas que sdo comprimento, diametro interno, fases, composi¢cdo e o tamanho das
particulas e dos poros desse enchimento. Todas elas influenciam na interacdo da amostra.
Colunas tamanhos maiores geralmente apresentam melhores resolugdes, porém atualmente ha
uma preferéncia por colunas menores pois a tecnologia atual permite uma boa resolu¢do, menor
uso de solventes e tempo de analise. O didametro da coluna, quanto menor ele for, menor o uso
de baixo volume de solvente e tempo de analise (CMS, 2021).

Durante a eluicdo da amostra, as substancias presentes na amostra vao se separando
dependendo da afinidade com a FM e/ou FE. Cada substancia é eluida separadamente e ao
sairem da coluna, elas sdo direcionadas a um detector que emite sinais que sdo amplificados e
transformados em dados através de um registrador. Atualmente os registradores consistem de
computadores contendo softwares especificos. Este processamento gera um registro grafico do
sinal elétrico, produzido pelo detector, em funcdo do tempo de andlise, denominado de
cromatograma (Figura 4) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2009; PRATA, MOGOLLON,
AUGUSTO, 2016).

Figura 4 - Esquema CLAE
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Fonte: LANCAS, 2009
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Um dos detectores mais utilizados é o detector UV-visivel que analisa a amostra a
partir de quanto de luz foi absorvida pelos analitos em diferentes comprimentos de onda, que
pode ser um numero fixo ou um intervalo do comprimento. Esse método € eficiente para
analises de substancias que sdo capazes de absorver radiacdo eletromagnética na regido da luz
visivel (200 — 800 nm). Eles possuem um bom custo-beneficio j& que comparado a outros
detectores, ele é mais barato e possuem uma aplicabilidade em diversas areas. Ele pode ser
acoplado com outros detectores, sem interferir nos demais (LATIF; SARKER, 2012; LEDER,;
PORCU, 2018).

Outro detector que se destaca, é o espectrOmetro de massas, ele permite a identificacao
de compostos sem a necessidade de padrdes analiticos. Nesse tipo de detector, os compostos da
amostra sdo ionizados, gerando ions que sdo separados pela sua relacdo massa/carga (m/z) e um
cromatograma de abundancia x m/z € gerado. A ionizacdo mais comum é por eletrospray (ESI),
onde as substancias a serem analisadas séo convertidas em spray e ionizadas. Ele pode ser
utilizado em dois modos: o ESI+ (ion positivo), a ionizagdo ocorre pela protonacéo; o ESI- (ion
negativo), a ionizacdo ocorre pela desprotonacdo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2009;
BANERJEE; MAZUMDAR, 2012)

Estudos publicados na literatura mostram que a CLAE é uma das técnicas mais
utilizadas para a identificacdo de acidos organicos em diferentes matrizes. As andlises dos
acidos geralmente séo realizadas em cromatdgrafos contendo detector UV-vis, pois o0s acidos
apresentam absorc¢do na faixa UV com os maximos de absorcao ocorrendo entre 210-254 nm.
As colunas tipicamente utilizadas para estas analises sdo colunas aquosas, especificas para
acidos e/ou C18. (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2009; SANTOS; SANTOS; AZEVEDO,
2014; FASCIANO; MANSOUR; DANIELSON, 2016; CAMPOS, 2002; HUANG et al., 2012;
VIEIRA; RIBEIRO; RODRIGUES, 2020; IVANOVA-PETROPULQOS; PETRUSEVA;
MITREV, 2020).

Na vinhaga, poucos estudos estdo disponiveis na literatura relatando a identificacdo de
acidos organicos. Em seu estudo BERNARDES et al., (2019), desenvolveu e validou um
método para quantificar os acidos acido acético, acido butirico, acido caproico, acido citrico,
acido latico, acido propibnico, acido succinico, &cido valérico em vinhaca utilizando
cromatografia liquida acoplada a um detector de indice de refragdo e uma coluna de exclusédo
de ions. SEDENHO et al., (2017) desenvolveu e validou os acidos latico, malico e tartarico na
vinhaca por cromatografia de troca idnica com deteccdo amperométrica pulsada e uma coluna

especifica de &cidos organicos.
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Dentre as vantagens da CLAE, em relagdo as outras técnicas utilizadas para analise de
acidos organicos, uma que tem se destacado nos ultimos anos é a sua melhor aderéncia aos
principios de Quimica Verde. Utilizando fases mdveis de baixa toxicidade e baixo fluxo de
solvente ¢ possivel tender ao principio de reducdo do uso de solventes toxicos e prevencdo da
formacéo de residuos (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012; PLOTKA et al., 2013).

1.7 ADSORCAO

A adsorcdo é um processo onde ocorre a concentracdo seletiva de uma substancia
presente em uma matriz liquida ou gasosa (adsorvato) ao entrar em contato com uma superficie
s6lida (adsorvente). E um processo espontaneo que ocorre em quatro etapas, sendo elas: i)
transporte da solucdo da substancia até a camada-limite ao redor do adsorvente; ii) difusdo
externa entre a camada-limite até os poros do adsorvente; iii) difusdo interna das moléculas do
adsorvato nos poros do adsorvente e iv) adsorcdo ou fixacdo adsortiva, que pode ocorrer de

forma fisica (fisissor¢do) ou quimica (quimissorcdo) (TRAN et al., 2017).

A fisissor¢do ocorre quando as moléculas sdo fracamente ligadas a superficie, através
de forcas com as de Van der Waals e eletroestaticas. A quimissorcao é quando ha uma interacéo
entre as moléculas com a superficie, havendo uma troca de elétrons, formando ligacGes
qguimicas. Em qualquer um dos processos, para que ocorra uma boa adsorcao é necessario um

adsorvente adequado para o material que ir& ser adsorvido.

Os adsorventes sao materiais solidos, porosos e com uma grande area de superficie, que
permitem a adesdo de moléculas do adsorvato em sua superficie. Essa adesao ocorre de acordo
com a interacdo do adsorvato e do adsorvente, mas alguns fatores podem facilitar a adsorgéo,
tais como, a area superficial, tamanho de poros; temperatura (aumento da temperatura pode
permitir a entrada de moléculas maiores nos poros e permite uma maior difusdo das moléculas);
propriedades entre o adsorvente e o adsorvato como polaridade, carga, natureza fisico quimica,
tamanho das moléculas, pH, entre outros (NASCIMENTO et al., 2014).

Para adsorvatos que possuem cargas, como 0s acidos organicos, utiliza-se adsorventes
que realizam a troca ibnica, denominadas de resinas de troca i6nica. Esse tipo de resina sdo
polimeros esféricos, geralmente de copolimeros de estireno ou divinil benzeno, que ao entrar
em contato com um meio aquoso, se dissocia em ions: cations, chamados de resinas catiénicas,
ou anions, chamados de resinas anidnicas. Esses ions sdo trocados com os ions da substancia
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de acordo com a suas caracteristicas. As resinas cationicas, geralmente apresentam grupos
funcionais sulfénicos ou carboxilicos, enquanto as resinas anionicas, geralmente apresenta

grupo funcional aminas terciarias ou quartenarios de amonio (KREMER, 2022).

A Purolite A400 é uma resina anibnica fortemente basica, com o grupo funcional de
quartenario de amonio. Com forma iénica de cloreto (CI), ela possui esferas de 300 - 1200 pum
e € altamente empregada na industria, principalmente para a remocdo de silica e
desmineralizacdo de agua. Ela possui certas vantagens como uma regeneracéo eficiente, uma

alta capacidade operacional e um bom desempenho cinético (PUROLITE, 2022).

1.8 MODELOS DE ISOTERMAS DE ADSORCAQ

As isotermas de adsorcao sdo modelagens matematicas descrita em curvas que quantificam
a adsorcdo de um adsorvato por um adsorvente, em temperatura constante. Ela também indica:
como o adsorvente ird adsorver o adsorvato, a estimativa da quantidade maxima de adsorvato
que pode ser adsorvido, se ocorreu a purificacdo pretendida, e se esse adsorvente é acessivel
para purificar o adsorvato (LEANDRO-SILVA et al., 2020).

As isotermas podem ser classificadas como: lineares, concavas e convexas. As isotermas
lineares sdo aquelas que a quantidade do soluto adsorvido é proporcional a concentracdo do
adsorvato e ndo apresenta a capacidade maxima. As isotermas concavas sdo aquelas que a
guantidade absorvida do soluto é alta em uma baixa concentracdo do fluido, sendo essas as
favoraveis. Por fim, as isotermas convexas sdo aquelas que quantidade absorvida de soluto é
baixa em uma baixa concentragdo do fluido, sendo essas desfavoraveis (MCCABE; SMITH,;
HARRIOT, 2001).

Elas também podem ser classificadas, segundo Giles, em quatro classes de acordo com a
inclinagéo da curva: tipo S (Spherical), curvatura inicial para cima, devido interagéo fraca de
adsorvente com adsorvato; L (Langmuir), inclina¢do curvatura inicial para baixo, devido baixo
disponibilidade de sitios ativos; H (High affinity), caso especial da curva L, onde a superficie
do adsorvente possui uma alta afinidade pelo soluto do adsorvato; e C (Constant partition),
inicio linear, devido quantidade de sitios ativos sdo constantes (FALONE; VIEIRA, 2004).

Para descrever essas isotermas, existem diferentes modelos, porém os modelos mais

comuns sdo de Langmuir e Freundlich, pois o modelo de Langmuir consegue calcular a
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capacidade maxima de adsor¢cdo de um adsorvente, e ambos conseguem descrever 0

comportamento do adsorvente através de experimentos (NASCIMENTO et al., 2014).

A isoterma de equilibrio de Langmuir propde um modelo para superficies simples,
uniformes, infinitas e ndo porosa. Ela € um modelo tedrico que correlaciona a quantidade de

soluto adsorvido com a concentracdo do soluto na solugdo (NASCIMENTO et al., 2014).

Esse modelo é baseado em uma hipOtese que a adsorcdo méxima ocorre em uma
monomolecular, onde a superficie do adsorvente é energeticamente homogénea, contendo sitios
ativos idénticos e finitos, um para cada molécula. Essas moléculas que s&o adsorvidas e as
particulas adsorvidas ndo interagem entre si (NASCIMENTO et al., 2014).

A isotermia de Langmuir é representada pela Equacéo 1.
Equacdo 1 — Equacdo de Langmuir

— qméxxKLxCe
T = 1+ (K.xC,)

Onde,
0e = quantidade adsorvida por grama do adsorvente ( mgg™);
Omax = constante relacionada com a energia de adsorcéo ( Lmg™);
KL = constante de Langmuir que dé a capacidade de adsorcéo teérica na monocamada ( Lg™);
C. = concentracio do adsorvato no equilibrio ( mgL™?)

Na Isotermia de Langmuir ha o fator de separacdo ou parametro de equilibrio (RL), que
classifica a isotermia em favoravel, desfavoravel, linear ou irreversivel. Para a reacdo de
adsorcdo ser favoravel, o R. tem que estar entre 0 e 1. Se esse valor for maior que 1, a adsorcao
é desfavoravel e se for igual a zero é irreversivel. Para descobrir o valor do parametro de
equilibrio, utilizasse a Equacdo 2 (PINHEIRO et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2014).

Equacdo 2 — Equacdo do fator de separacdo
R 1
P14 (K xC)
Onde,

Ci = concentraco inicial do adsorvato (mgL™)
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A isoterma de equilibrio de Freundlich é empirica, aplicada em sistemas em que a superficie
do adsorvente ndo € homogénea e em multicamada. Ela correlaciona a quantidade do adsorvato
com a capacidade de adsor¢do maxima do adsorvente. A equacdo 3 representa a equacdo de
Freundlich (PINHEIRO et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2014).

Equacédo 3 — Equacdo de Freundlich

4o = (K)x(C.7)
Onde,
K = constante de Freundlich (mgg™);
n = constante de intensidade de adsor¢éo

Na isotermia de Freundlich h& o valor da quantidade relativa dos sitios energéticos dos
adsorventes (n) que classifica a isotermia em favoravel ou desfavoravel. Para a reacdo de
adsorcéo ser favoravel, o valor de n precisa estar entre 1 e 10. Se esse valor estiver fora do
intervalo, ele é desfavoravel (PINHEIRO et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2014).

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Extracdo, identificacdo, quantificacdo dos acidos organicos majoritarios da vinhaca
que possuem aplicacdo industrial
2.2. Objetivos Especificos

- Desenvolvimento e validacdo de metodologia de analise dos &cidos organicos utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

- Identificacdo e quantificagdo dos &cidos majoritarios da vinhaca

- Avaliacdo da capacidade adsortiva da resina idnica PuroliteA4000 pelos &cidos estudados,
empregando modelos de isoterma de Languimir e Fiendlich
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Amostras de Vinhagas

Neste trabalho foram analisadas cinco amostras de vinhacga provenientes das usinas A
(Araraquara - SP), safra de 2018/2019; B (Araras - SP), safra 2016/2017; C (Frutal - MG), safra
de 2015/2016; D (Frutal - MG), safra de 2015/2016 e E (Araraquara - SP), safra de 2017/2018.
Todas as amostras foram coletadas diretamente do duto de saida do destilador da usina,

armazenadas em frascos ambar em freezer até o0 momento de sua utilizacao.

3.2. Padrdes Analiticos

Para o desenvolvimento do método foram utilizados padrfes analiticos de diferentes
acidos organicos. Os acidos trans-aconitico (grau de pureza 98 %), maleico (grau de pureza 99
%) e citrico (grau de pureza 99 %) foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich. O acido tartarico
(grau de pureza 90 %) foi proveniente da empresa Nuclear. Os acidos latico (grau de pureza 85-
90 %), oxalico (grau de pureza 99 %), glutdmico (grau de pureza 99 %), malico (grau de pureza
99 %), succinico (grau de pureza 99 %) foram todos da marca Synth. O acido glicolico (grau
de pureza 70-72 %) foi proveniente da marca Dinamica e o 4cido maldnico (grau de pureza 99

%) da marca Vetec.

3.3. Reagentes

Para a extracdo dos acidos organicos da vinhaca foram utilizados metanol, grau PA da
marca Quemis e agua ultrapura proveniente do purificador Megapurity da Millipore Industria
e Comércio Ltda.

Para as analises cromatograficas foram utilizados os tampdes fosfato de potassio
monobasico anidro (Nuclear) e sulfato de aménio (Quimica Moderna), todos grau HPLC.
Foram utilizados ainda &cido ortofosforico da marca Vetec e metanol. Foi utilizado também
acetado de amonio (Synth) e &cido férmico (Sigma-Aldrich), grau PA.

Para a analise de adsorc¢éo utilizou-se uma resina aniénica A4000 (base de poliestireno

e devilbenzeno), da marca Purolite.
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3.4. Preparo das solugdes dos padrdes analiticos

Inicialmente foram preparadas solucdes estoques na concentragio de 1000 mgL™,
pesando-se quantidades pertinentes de cada acido e dissolvendo-0s em agua ultrapura. Estas
solucdes foram filtradas em membranas de politetrafluoretileno hidrofilico de poro 0,45 um e
didmetro de 13 mm (marca Analitica) e analisadas por CLAE.

Visando obter picos dos &cidos acima do limite de deteccdo e dentro da escala maxima
de absorcdo do detector, as concentracdes de cada acido foram posteriormente ajustadasnas
solucdes de trabalhos de cada um dos padrdes ena solugéo de trabalho contendo a misturas de
todos os padrdes.. A Tabela 8 apresenta as concentraces finais de cada acido utilizadas neste
trabalho.

Tabela 8 — Concentracfes dos acidos organicos nas soluc@es estoque utilizadas nas analises por CLAE.

Acido Concentragdes (mgL™)

Citrico 90,91
Malbnico 90,91
Tartarico 90,91
Oxalico 22,73
Maleico 0,95
Glutamico 90,91
Succinico 90,91
Latico 2,27
Malico 90,91
Aconitico 2,27
Glicélico 3,79

3.5. Desenvolvimento do método de anélise dos acidos organicos por CLAE (UV/DAD
e LC-MS)

As analises por CLAE foram realizadas utilizando-se um cromatografo liquido
Prominence LC 20 AT, composto por um modulo de comunicagdo (CBM-20A), duas bombas
(LC-20AD XR), injetor automatico (SIL-20AXR), forno (CTO-20A), detector UV-vis/DAD
(SPD-M20A); acoplado a um espectrofotdbmetro de massa, tipo quadrupolo, modelo LCMS-
8030, todos da Shimadzu Corporation.

O desenvolvimento do método foi realizado com base nos métodos ja descritos em
literatura para os acidos relatados na cana-de-agucar (aconitico, citrico, mélico, latico, tartarico,
oxalico, glutamico, maleico, maldnico, succinico e glicélico) e adaptado para a matriz vinhaca

(MORALES et al, 2002; FAVERO, 2011; SERAFIM, 2010).
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As melhores condicOes estabelecidas para CLAE-UV/DAD e LC-MS foram: coluna
Shim-pack XR-ODS 11 (100 mm x 3,0 mm x 2,2 um); fase movel 100% de uma solucao tampéo
de 3mM fosfato de potassio monobasico/sulfato de aménio (5:1 g/g) com pH ajustado com
acido ortofosférico para 2,1; injecdo de 10 uL da amostra em um sistema cromatografico de
eluicdo isocratica empregando um fluxo de 0,2 mL/min a 20 °C e com deteccdo de 210 nm.
Voltagem do capilar de -3,5 kV; ionizacédo por electrospray no modo negativo; temperatura da
DL e do bloco de aquecimento de 250 °C e 400 ° C, respectivamente; e fluxo de gas de secagem
e nebulizador (nitrogénio) de 15 e 3 Lmin, respectivamente. O monitoramento foi realizado
no modo full scan, no intervalo de massa/carga (m/z) de 10 a 500 Da, e no modo seletivo de
ions (SIM) buscando os fragmentos especificos de cada acido, de acordo com a Tabela 9
(BYLUND et al., 2007; FLORES; HELLIN; FENOLL, 2012; ELGSTOEN, 2008; GRANT et
al., 1996; LIU; ROCHFORT, 2013).

Tabela 9 — Fragmentos monitorado para cada acido organico durante analises por LC-MS no modo SIM negativo

Acido ion molecular (m/z)

Citrico 191
Malbnico 103
Tartarico 149
Oxalico 89
Maleico 115
Glutamico 146
Succinico 117
Latico 89
Malico 133
Aconitico 173
Glicélico 75

Apos a definicdo das melhores condi¢des cromatogréaficas, obtidas a partir da analise
dos padrdes dos acidos organicos, o método desenvolvido foi aplicado as amostras reais de

vinhaca.

3.6. Extracdo dos acidos da vinhaca

Para analise dos acidos da vinhaca cada amostra de vinhaga foi submetida a um processo
de pré-tratamento utilizando a Extracdo em Fase Solida (EFS).

A EFS é um mecanismo de separacdo liquido-solido que permite a extracdo de
compostos como analitos ndo volateis, semivolateis e mostras sélidas que passaram por um

processo de extracdo prévia com um solvente (JARDIM, 2010).
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Inicialmente 13 mL das amostras foram descongeladas e centrifugadas a 4000 rpm por
20 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi entdo submetido ao processo de EFS utilizando
cartucho Strata™-X-A, 33 pum, 85 A, 100 mg, da marca Phenomenex, previamente
condicionados com 1 mL de metanol seguido por 1 mL de &gua ultrapura. Apds o
condicionamento, 3 mL do sobrenadante da vinhaca foi adicionado ao cartucho. Efetuou-se a
lavagem do cartucho com 1 mL de uma solucéo de acetato de amonio a 25 mmol L™ (pH 6-7)
seguido por 1 mL de metanol. Eluiu-se o cartucho com quatro aliquotas de 500 uL de uma
solucdo de &cido férmico 5 % em metanol.

Para a definicdo do protocolo de extracdo e lavagem do cartucho, a fracdo de vinhaca
obtida ap6s a passagem pelo cartucho, bem como a solucéo obtida pela lavagem do cartucho
foram individualmente analisadas por CLAE. Estas fracGes ndo apresentaram teor de acidos
detectavel pelo método, confirmando a efetividade de retencdo dos &cidos no cartucho. Para
definicdo do volume de solvente a ser utilizado no processo de eluicédo, seis aliquotas de 500
uL da solucdo de acido férmico 5 % em metanol foram inicialmente passadas pelo cartucho e
analisada individualmente por CLAE. Como as Ultimas duas fracdes ndo apresentaram teor de
acidos detectavel pelo método, definiu-se o protocolo de eluicdo com quatro aliquotas de 500
uL como suficiente para a eluigdo dos &cidos do cartucho.

Em virtude da diferenca de teor de cada acido nas vinhacgas, foi definido um protocolo
de diluicdo em agua para as fragOes &cidas analisadas por CLAE, de forma a se obter a melhor
eficiéncia e resolucdo cromatografica. Em relacdo a vinhaca bruta, as dilui¢cbes adotadas foram
as proporcoes de vinhaca:agua de 1:9 (v/v), 1:10 (v/v), 1:18 (v/v), 1:50 (v/v) e 1:200 (v/v) para
as fracdes acidas das vinhacas das usinas E, C, A, D e B, respectivamente. Todas as fracGes
acidas obtidas pelo processo de extracdo por EFS foram previamente filtradas em membrana
0,45 um antes da analise por CLAE (MAPA, 2019).

3.7. Validagio do Método de Analise dos Acidos Orgénicos na Vinhaga por CLAE

A validacdo do método foi realizada a partir dos parametros estabelecidos na ICH
abrangendo os seguintes parametros: exatiddo, precisao, linearidade e intervalo, seletividade,
repetibilidade, robustez, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Todos os parametros
da validagédo foram avaliados utilizando as proprias amostras de vinhaca a fim evitar o efeito

de matriz.
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A seletividade foi avaliada nas fragdes acidas de todas as amostras de vinhaca estudadas.
Para a validacdo dos demais parametros, utilizou-se uma vinhaca especifica para cada acido.
Para os acidos malonico, latico, glicélico e malico foi utilizada uma amostra diluida da vinhaca
E. Esta vinhaca foi escolhida, pois os dois primeiros acidos ndo estdo presentes na sua
composicdo e os outros quatro ficaram presentes em concentracdo abaixo do limite de
quantificacdo (LQ) do método, utilizando o fator de diluicdo empregado (1,8 mL de vinhaca
para 100 mL de agua). Para os acidos tartarico/oxalico e aconitico também foi utilizada vinhaca
E, no entanto com um fator de diluicdo maior (1,4 mL de vinhaca para 200 mL de agua, para
os acidos tartarico/oxalico e 1,0 mL de vinhaca para 250 mL de agua para o acido aconitico)
para que os mesmos ficassem abaixo do LQ. Para a validacdo do método para os acidos
glutamico, citrico, succinico e maleico utilizou-se a vinhaga D, pois esta vinhaca ndao apresentou

estes acidos em sua composicao.

A seletividade do método foi determinada através de recurso especifico do software
LabSolution que determinou o indice de pureza do pico de cada acido em cada uma das
amostras de vinhaca estudadas. Este indice de pureza é determinado pelo software analisando
0 espectro UV-vis em diferentes pontos de cada pico. Quando n&o sdo encontradas variacoes
significativas, o software adota que o pico contém apenas uma substancia, apresentando um
indice de pureza de 1,0. Se forem detectadas diferencas no perfil UV-vis, o grau de variacdo é

calculado e expresso com valores de indice de pureza baixo de 1,0.

O limite de deteccdo (LD), e o limite de quantificacdo (LQ) foram determinados pelo
calculo da razdo sinal/ruido. Uma relacdo sinal ruido 3:1 foi considerada para estimar o LD e

uma relacéo sinal ruido de 10:1 foi considerada para o LQ.

A linearidade do método foi determinada através da construcdo da curva de calibragéo
de cada um dos acidos. Esta curva de calibracéo foi efetuada através da fortificacdo das vinhacas
E ou D com cinco concentracdes diferentes do padrdo analitico de cada &cido e da analise em
triplicata de cada uma destas concentracfes. As concentragdes foram determinadas em fungéo
da faixa de trabalho (teores dos acidos previamente determinados em cada amostra de vinhaca,
considerando os respectivos fatores de diluicdo descritos no item 3.6. Extracdo dos cidos da
vinhaga), o LOQ e a margem de, pelo menos, 120 % da faixa de trabalho. Na Tabela 10 estéo
apresentadas as concentracOes adotadas para a construgdo da curva de calibracdo de cada um

dos acidos.
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Tabela 10 — Concentracdo dos acidos para a construcdo da curva de calibracdo

Acido Concentracdo 1 Concentracdo 2 Concentracdo 3 Concentragdo4 Concentracdo 5
(mgL™) (mgL™) (mgL™) (mgL™) (mgL™)

Glutamico 0,90 5,10 10,8 15,10 20,40
Glicélico 0,05 0,12 0,22 0,36 0,51
Tartarico/ 0,51 1,00 10,50 52,60 93,50
Oxalico

Malico 0,36 2,20 5,40 10,50 23,80
Maldnico 0,92 2,20 6,70 10,30 18,70
Lético 0,06 0,21 0,63 1,10 2,10
Citrico 0,7 2,20 5,60 12,10 18,70
Succinico 1,86 4,30 8,80 12,10 18,70
Maleico 0,015 0,03 0,05 0,12 0,23
Aconitico 0,01 1,30 5,40 10,70 27,20

Para avaliar a repetibilidade, preciséo intermediéria e exatiddo dos métodos, as amostras
diluidas de vinhacas E e D foram fortificadas individualmente com seus respectivos acidos.
Trés diferentes niveis de concentracdo (baixo, médio e alto) foram utilizados para a fortificagéo,

sendo os valores de concentragdo definidos em funcdo da faixa de trabalho (Tabela 10).

A repetibilidade foi avaliada preparando-se as solu¢des dos trés niveis de concentracdo
e analisando cada nivel em triplicata no mesmo dia e utilizando o mesmo operador. Os
resultados destas analises foram utilizados para a determinacdo da exatiddo do método.
Considerou-se a concentracdo da fortificacdo como 100 % e as concentragcdes obtidas das

analises destas soluc@es resultaram na determinacdo das taxas de recuperacdo de cada acido.

A precisdo intermediaria foi avaliada preparando-se e analisando em triplicata novas
solucBes dos trés niveis de concentracdo em dia consecutivo ao da repetibilidade.

3.8. Quantificagio dos Acidos Organicos na Vinhaca

A quantificacdo dos acidos presentes nas amostras de vinhaga foi realizada por meio das
curvas de calibracdo construidas usando as amostras das usinas E e D, em 5 concentracfes
diferentes de cada uma em triplicata seguindo os parametros estabelecidos do International
Concil for Harmonication (ICH, 2005). A partir da curva, foi possivel quantificar as amostras
de vinhaga.
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3.9 Experimentos de isoterma de adsorgéo

Para realizar os experimentos de isoterma utilizou-se a resina anionica PuroliteA400.
Inicialmente a resina foi submetida ao processo de eliminacdo de impurezas adsorvidas através
de sete lavagens sequenciais com agua ultrapura. Posteriormente a resina foi seca em

dessecador onde permaneceu até 0 momento de sua pesagem e utilizacéo.

Para a construcdo das curvas de isoterma utilizou-se 25 mL de vinhaca da usina D,
preparada conforme descrito no item 3.6 e diluidas com &gua para obtencdo de cinco
concentragOes diferentes. As proporcdes de vinhaca:agua utilizada nas dilui¢des foram de 1:20
(V/v), 1:30 (v/v); 1:40 (v/v), 1:50 (v/v) e 1:60 (v/v). O pH de todas as solucdes foi ajustado para
3,4 com 4cido ortofosforico Cada solucdo foi misturada com 0,2 g de resina e agitada em
temperatura ambiente a 200 rpm.. Apds o tempo de agitacdo, aliquotas foram coletadas, filtrada
em membrana 0,45 um e analisada por CLAE (ALENCAR et al., 2017).

Para definicdo do melhor tempo de agitacdo foi realizado um estudo de cinética de
adsorcdo. Neste estudo 25 mL de uma solucdo de vinhaca diluida com agua na proporcéo 1:20
(v/v) vinhaga:agua foi colocada em contato com 0,2 gramas da resina PuroliteA400 e agitada
em temperatura ambiente numa rotacdo de 200 rpm, durante 2 horas. Aliquotas foram retiradas
a cada 30 minutos, filtrada em membrana 0,45 um e analisada por CLAE. Para o acido
aconitico, o estudo de cinética foi refeito adotando o tempo méaximo de agitacao de 30 minutos
e aliquotas sendo retiradas a cada 5 minutos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento do método e analise dos acidos organicos por CLAE-UV e LC-
MS

A adaptacdo das condicGes cromatograficas ja descritas na literatura para acidos
organicos em diferentes matrizes (BERNARDES et al., 2019; MAPA, 2019) permitiu a
obtencdo de uma metodologia que apresentou uma separacdo satisfatoria para os acidos
organicos da vinhaca (Figura 5), bem como atende aos principios da quimica verde quanto a
utilizacdo de solventes menos toxicos e a minimizacdo do volume de residuos de solvente

produzido.
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Conforme apresentado na Figura 5, apenas os &cidos oxalico e tartarico apresentaram
coeluicdo no tempo de retencdo (TR) de 3 min, enquanto o0s demais acidos eluiram com

resolucdo e eficiéncia satisfatdrias.

Figura 5 — Cromatograma CLAE-UV da mistura de 11 padrdes dos acidos organicos; aconitico (A), citrico (C),
succinico (S), malico (Ma), maleico (Me), mal6nico (Mo), tartarico (T), oxalico (O), glutdmico (Glu), latico (L)
e glicdlico (Gli). Condicbes Cromatogréaficas: coluna C18 (Shim-pack XR-ODS |1 - 100 mm x 3,0 mm X 2,2 um)
em um método isocratico, de eluicdo de 100% de uma solucéo tampédo de 3mM KH2PO4/(NH4)>SO04 (5:1 g/g)
acidificada com écido Ortofosférico (pH = 2,1) a 210 nm

Para a identificacdo do tempo de retencdo de cada acido, foi realizada inicialmente uma
analise das solugdes individuais de cada acidos e posteriormente da solugédo contendo a mistura
de &cidos. Durante estas analises constatou-se um pequeno deslocamento no TR dos picos
guando analisados individualmente e na mistura. Constatou-se também que, apesar de se ter
trabalhado com padrdes analiticos com alto grau de pureza, 0s acidos aconitico e tartarico
apresentaram mais de um pico em seus respectivos cromatogramas. Desta forma, para a
determinacdo confiavel dos TR de cada acido, bem como a sua inequivoca identificacdo
realizou-se analises por LC-MS.

O ion molecular [M-H] ", bem como os fragmentos obtidos permitiram a identificacdo
dos onze acidos estudados.

Para o &cido tartarico, o seu ion molecular ([M-H] = 149) e fragmentos correspondentes foi
detectado no TR =3 min. O pico adicional, visualizado em 17,4 min, apresentou [M-H]" = 195

ndo correspondendo a nenhum dos acidos estudados .

Para o &cido aconitico, os dois picos observados na analise prévia por CLAE-UV (TR =
10,8 e 15,5 min) apresentaram, no LC-MS, fragmentos correspondentes ao seu ion molecular
(IM-H]" = 173). Considerando que a abundancia dos picos esta relacionada com a sua

concentracédo e que o padrdo analitico utilizado apresenta pureza de 98 % de acido aconitico,
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atribuiu-se ao pico de maior intensidade (TR = 10,8 min) a identificacdo de acido aconitico. O
pico de TR = 15,5 min foi correlacionado a presenga do aconitato. O aconitato, base conjugada
do acido aconitico, ja esta relatado na literatura com um derivado do acido aconitico em canas
imaturas (tanto nos colmos quanto nas folhas e pontas). Os sais de aconitato de calcio ou
magnésio também tém sido relatados como os principais derivados do &cido aconitico durante
a clarificagdo do caldo (HONIG, 1963; ZAPATA, 2007; REECE, 2003; ARAUJO, 2017).

4.2. Validagdo do método CLAE-UV/DAD

Com a definicdo de uma metodologia CLAE-UV/DAD eficiente para a separacdo de
todos os acidos organicos relatado para a vinhaca, foi realizada a validacdo do método
abrangendo os parametros: exatiddo, precisao, linearidade, seletividade, repetibilidade, LD e
LQ.

O teste de seletividade mostrou que o método desenvolvido é seletivo para todos os
acidos estudados, com exce¢do dos acidos tartarico e oxalico. O pico que corresponde a
coeluicéo destes acidos foi o Unico que apresentou indice de pureza abaixo de 0,9, 0 que ja era
esperado uma vez que esses acidos apresentam espectros UV-Vis diferentes. Para todos 0s
demais picos o indice de pureza determinado ficou dentro da faixa aceitvel de 0,974-1,000

demonstrando que 0s respectivos picos sdo puros.

O intervalo de LD e LQ obtido foi, respectivamente, de 0,004-0,522 mgL™* e 0,014-
1,741 mgL?, ficando abaixo da concentragio minima determinada para a curva de calibracio e
dentro da faixa de trabalho. Os valores de LD e LQ para cada &cido esta apresentado na Tabela
11.
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Tabela 11 — Valores de LD e LQ para cada acido analisado por CLAE

Acidos LD (mgL™) LQ (mgL™?)
Glutamico 0,25 0,84
Glicélico 0,01 0,04

Tartérico/Oxalico 0,07 0,24

Malico 0,11 0,35
Malénico 0,26 0,86

Latico 0,01 0,05

Citrico 0,17 0,57
Succinico 0,52 1,74
Maleico 0,004 0,014
Aconitico 0,02 0,08

Todos os acidos estudados apresentaram linearidade na faixa de trabalho avaliada
(Tabela 12) com seus valores de coeficientes de correlacdo sendo superiores a 0,996, em acordo
com o valor minimo preconizado pela norma ICH (R% = 0,990). As curvas de calibragdo de cada
um dos &cidos, contendo os coeficientes de correlacdo e as respectivas equacdes da reta estao

apresentadas nas Figura 6 - 8.

Tabela 12 — Faixa de linearidade para cada acido analisado por CLAE

Acidos Faixa de Linearidade (mgL™)
Glutamico 0,9-12,0
Glicélico 0,05-0,3

Tartarico/Oxalico 0,51 -55,0

Malico 0,36 - 14,0
Maldnico 0,92-11,0

Léatico 0,06-1,0

Citrico 0,70-13,0
Succinico 1,86 -11,0

Maleico 0,02-0,2
Aconitico 0,10 - 16,0
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Figura 6 - Curva de calibracdo do: (a) acido glicélico na faixa de concentragdo 0,05-0,51 mg.L; (b) acido
tartarico/oxalico na faixa de concentragdo 0,51-93,5 mg.L; 4cido glutdmico na faixa de concentracdo 0,9-20,4

mg.L; cido malico na faixa de concentracéo 0,36-23,8 mg.L™
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Figura 7 - Curva de calibracio do: (a) acido maldnico na faixa de concentragdo 0,92-18,7 mg.L™; (b) acido latico

na faixa de concentracdo 0,06-2,1 mg.L™; acido citrico na faixa de concentragdo 0,7-18,7 mg.L%; 4cido

succinico na faixa de concentragdo 1,86-18,7 mg.L*
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Figura 8 - Curva de calibracdo do: (a) acido maleico na faixa de concentragéo 0,015-0,23 mg.L%; (b) acido

aconitico na faixa de concentragdo 0,01-27,2 mg.L*
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Os resultados encontrados para a repetibilidade, precisdo intermediaria e exatidao de
cada um dos 4&cidos analisados ficaram dentro dos valores estabelecidos pela ICH que

estabelece um DPR < 5% para repetibilidade e precisdo intermedidria e uma faixa de
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recuperacgéo de 100+5% para a exatiddo com DPR < 5%. Nas Tabelas 13 - 22 sdo apresentados

os dados de repetibilidade, precisdo intermediéria e exatidao obtidos.

Tabela 13 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo do acido glutdmico

Concentrag Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatiddo (n=3)
ao Tedrica (n=3) (n=6)

LYd - > — - p —
(mglL-") do Conteldo  Média Contetdo Média+  Contetdo Recuperagdo Média +
Glutami

utamico calculado + calculado DPR calculado (%) DPR
(mgL®)  DPR (mgL) (mgL™) (%)
0,98 0,98 0,98 98,00
0,95
0,97 +
1,0 0,95 0,98 0,95 95,00 97,00 +
+
0,02 0.98 0,97 + 0,01 173
0,98 0,96 0,98 98,00
0,98
10,30 10,30 10,30 95,37
10,60
10,50
10,80 10,60 10,60 10,60 + 10,60 98,15 97,22 +
+0,17
10,60 0,17 1,60
10,60 10,80 10,60 98,15
10,70
20,10 20,10 20,10 98,53
19,80
20,00
20,40 19,80 20,10 20,04 + 19,80 97,06 98,04 +
+0,17
20,05 0,12 0,85
20,10 20,10 20,10 98,53
20,10
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Tabela 14 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo do acido malico

Concentra Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatidéo (n=3)
Gao (n=3) (n=6)
Tedrica - - T - = —
1' Conteddo  Médi Conteudo Média+ Conteldo Recuperacdo Média +
L-
(mgL") do calculado a+ calculado DPR calculado (%) DPR
Ali
TP (mgLh)  DPR (mgL) (mgL) (%)
0,50 0,50 0,50 96,00
0,48
0,49 +
0,50 0,48 0,50 0,48 96,00 97,33+
0,01 0.48 0,49 + 231
0,01
0,50 0,48 0,50 100,00
0,50
5,19 5,19 5,19 96,11
5,34
5,24 +
5,40 5,34 5,20 5,25 + 5,34 98,89 97,10 +
0.08 5,20 0,07 1,55
5,20 5,34 5,20 96,30
5,20
23,50 23,50 23,50 98,74
23,12
23,20
23,80 23,12 22,97 23,37 + 23,12 97,14 97,46 +
+0,27
23,67 0,27 1,15
22,97 23,54 22,97 96,51
23,40

Tabela 15 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo do &cido citrico
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Concentrag Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatidéo (n=3)
ao Teodrica (n=3) (n=6)
mgL') do - - — - p —
(mgL-5) Conteldo  Média Contetdo Média+  Contetdo Recuperagdo Média +
citrico
calculado + calculado DPR calculado (%) DPR
(mgL!)  DPR (mgL+) (mgL™) (%)
1,05 1,05 1,05 95,45
1,08
1,06 +
1,1 1,06 1,07 1,06 96,36 96,36 +
+
0,01 1.05 1,06 + 0,01 0.01
1,07 1,05 1,07 97,27
1,06
8,30 8,30 8,30 96,51
8,40
8,33 +
08,60 8,40 8,30 8,33 + 0,05 8,40 97,67 96,90 +
0.06 8,40 0,67
8,30 8,30 8,30 96,51
8,30
17,90 17,90 17,90 95,72
18,50
18,27
18,70 18,50 18,40 18,20 + 18,50 98,93 97,68 +
+0,32
17,90 0,30 1,72
18,40 18,00 18,40 98,40
18,50
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Tabela 16 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo do &cido aconitico

Concentrag Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatidéo (n=3)
ao Teodrica (n=3) (n=6)
(mgL"l). do Contedo  Média Contetdo Média+  Contetdo Recuperagdo Média +
aconitico calculado + calculado DPR calculado (%) DPR
(mgL!)  DPR (mgL+) (mgL™) (%)
0,02 0,02 0,02 0,02 85,00
0,02
0,02 002x 0,02 0,02 85,00 86,67 +
0,00 0,02 0,02 + 0,00 289
0,02 0,02 0,02 90,00
0,02
5,22 5,22 5,22 5,22 96,67
5,26
5,26 527t 5,32 5,28 + 0,04 5,26 97,41 97,53 +
0.05 5,33 0,93
5,32 5,25 5,32 98,52
5,30
26,90 26,90 26,90 26,90 98,90
26,70
26,70 26,93 27,20 27,01 + 26,70 98,16 99,02 +
+025 27,00 0,19 0,93
27,20 27,12 27,20 100
27,14
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Tabela 17 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo do &cido glicolico

Concentrag Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatidéo (n=3)
ao Teodrica (n=3) (n=6)
(mgL") do Contedo  Média Contetdo Média+  Contetdo Recuperagdo Média +
glicslico calculado + calculado DPR calculado (%) DPR
(mgL!)  DPR (mgL+) (mgL™) (%)
0,07 0,07 0,07 0,07 97,14
0,07
0,07 0072 0,07 0,07 95,71 97,62 +
0,00 0,07 0,07 + 0,00 218
0,07 0,7 0,07 100,00
0,07
0,22 0,21 0,21 0,21 95,45
0,22
0,22 022+ 0,22 0,22 +0,01 0,22 100,00 98,48 +
0.01 0,21 2,62
0,22 0,21 0,22 100,00
0,22
0,51 0,49 0,49 0,49 96,08
0,50
0,50 049+ 0,48 049+0,1 0,50 98,04 96,08 +
0,01 0,49 1,96
0,48 0,48 0,48 94,12
0,48
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Tabela 18 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo do &cido maldnico

Concentrag Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatidéo (n=3)
ao Teodrica (n=3) (n=6)
(mgLA'l). do Contedo  Média Contetdo Média+  Contetdo Recuperagdo Média +
malonico calculado + calculado DPR calculado (%) DPR
(mgL!)  DPR (mgL+) (mgL™) (%)
1,10 1,00 1,00 1,00 90,91
1,05
1,05 102+ 1,02 1,05 95,45 93,03 +
0,03 105 1,04 + 0,03 229
1,02 1,07 1,02 92,73
1,05
6,70 6,50 6,50 6,50 97,01
6,50
6,50 653+ 6,60 6,55 + 0,05 6,50 97,01 97,51 +
006 6,50 0,86
6,60 6,60 6,60 98,51
6,60
18,70 17,90 17,90 17,90 95,72
18,10
18,10 18,00 18,00 18,015 + 18,10 96,79 96,26+
+010 18,10 0,22 0,53
18,00 18,30 18,00 96,26
18,50
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Tabela 19 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo do &cido succinico

Concentrag Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatidéo (n=3)
ao Teodrica (n=3) (n=6)
(mgl_"l)' do Contedo  Média Contetdo Média+  Contetdo Recuperagdo Média +
sueeinico calculado + calculado mgL- DPR calculado (%) DPR
(mgL!)  DPR Y (mgL™) (%)
2,30 2,20 2,20 2,20 95,65
2,27
2,27 22312 2,22 2,27 98,70 96,96 +
0,04 224 0,97 + 0,01 157
2,22 2,29 2,22 96,52
2,25
8,80 8,50 8,50 8,50 96,59
8,80
8,80 870 8,70 8,68 + 0,12 8,80 100,00 98,86 +
0.17 8,56 1,97
8,70 8,70 8,70 100,00
8,69
18,70 18,10 18,10 18,10 96,79
18,30
18,30 18,20 18,20 18,32 + 18,30 97,86 97,33 +
+010 18,60 0,17 0,53
18,20 18,40 18,20 97,33
18,30
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Tabela 20 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo da coeluicdo dos acidos oxalico e tartarico

Concentrag Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatidéo (n=3)
ao Tedrica (n=3) (n=6)
(mgL™) - — - — - . —
Conteldo Media Contetdo Média+  Conteddo Recuperacdo Meédia +
dotartarico/
calculado + calculado DPR calculado (%) DPR
Ali
PE (mgLy  DPR (mgLY (mgL) (%)
0,98 0,95 0,95 0,95 96,94
0,96
+
0,96 0.96 % 0,96 0,96 97,96 97,62 +
+
0,01 0.96 0,96 + 0,01 0.59
0,96 0,97 0,96 97,96
0,96
10,50 10,00 10,00 10,00 95,24
10,50
10,20
10,50 10,10 10,19 + 10,50 100,00 97,14 +
+0,26
10,07 0,22 2,52
10,10 10,04 10,10 96,19
10,44
93,50 93,50 93,50 93,50 100,00
92,90
92,90 92,33 90,60 92,57 + 92,90 99,36 98,75 +
+1,53
92,60 1,01 1,64
90,60 92,80 90,60 96,90
93,00
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Tabela 21 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo do 4cido latico

Concentrag Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatidéo (n=3)
ao Teodrica (n=3) (n=6)
(mg/L.'l) do Contedo  Média Contetdo Média+  Contetdo Recuperagdo Média +
latico calculado + calculado DPR calculado (%) DPR
(mgL!)  DPR (mgL+) (mgL™) (%)
0,10 0,10 0,10 0,10 98,00
0,10
0,10 0102 0,10 0,10 97,00 97,00 +
0,00 0.10 0,10 + 0,00 100
0,10 0,10 0,10 96,00
0,10
0,63 0,60 0,60 0,60 95,24
0,62
0,62 061z 0,60 0,61 +0,01 0,62 98,41 96,30 +
0.01 0,61 1,83
0,60 0,62 0,60 95,24
0,61
2,10 2,10 2,10 2,10 100,00
2,00
2,00 2031 2,00 2,03 + 0,04 2,00 95,24 96,83 +
0,06 2,07 2,75
2,00 2,01 2,00 95,24
2,02
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Tabela 22 - Repetibilidade, precisdo intermediaria, e exatiddo do acido maleico

Concentrag Repetibilidade Precisdo Intermediaria Exatidéo (n=3)
ao Teodrica (n=3) (n=6)
(mgL'l.) do Contedo  Média Contetdo Média+  Contetdo Recuperagdo Média +
maleico calculado + calculado DPR calculado (%) DPR
(mgL!)  DPR (mgL+) (mgL™) (%)
0,02 0,02 0,02 0,02 95,00
0,02
0,02 002x 0,02 0,02 95,00 95,00 +
0,00 0,02 0,02 + 0,00 0,00
0,02 0,02 0,02 95,00
0,02
0,05 0,05 0,05 0,05 96,00
0,05
0,05 005+ 0,05 0,05 + 0,00 0,05 96,00 97,33 +
0.00 0,05 2,31
0,05 0,05 0,05 100,00
0,05
0,23 0,22 0,22 0,22 95,65
0,23
0,23 022+ 0,22 0,22 + 0,00 0,23 100,00 97,10 +
0.1 0,22 2,51
0,22 0,22 0,22 95,65
0,22

4.3. Analise Qualitativa dos Acidos Organicos na Vinhaga

A partir do estabelecimento do método de separagdo da identificacdo dos &cidos e

definicdo de seu respectivo TR foi realizada a analise das cinco amostras de vinhaca. A

comparacdo do TR dos picos presentes nos cromatogramas das vinhagas com os da mistura dos

padrdes analiticos permitiu a identificacdo de alguns dos acidos nessas amostras (Figura 9 —

13).

Dentre os acidos analisados, os acidos aconitico, malico e glicélico foram os mais

recorrentes, estando presente em todas as amostras de vinhaca analisada. Este resultado

corrobora com dados da literatura onde o &cido aconitico é relatado como principal acido do
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caldo da cana-de-agUcar (cerca de 84 %) seguido pelo acido malico (14 %) (GUITIERREZ;
FERRARI; ORELLI JR, 1989). O &cido glicolico também tem sido relatado como abundante
em algumas plantas como a cana-de-acucar (HENRIQUES et al., 2007).

Em todas as amostras de vinhaca foi constatada também a presenca de um pico com TR
correspondente ao dos acidos oxalico e tartarico, porém como estes acidos coeluiram na
metodologia desenvolvida, ndo foi possivel identificar qual dos dois estavam presentes nas
amostras. De acordo com dados da literatura, ambos 0s acidos se encontram em abundancia e
frequéncia similares no caldo da cana-de-agucar (oxalico e tartarico na concentracdo de 40-200
e 10-180 mgL Y/matéria seca, respectivamente) (ARAUJO, 2017) e, portanto, ambos podem
estar representando o pico encontrado.

Os acidos glutamico, citrico e latico, apesar de ndo estarem presentes em todas as
vinhacas, também se demonstraram bastante frequente, sendo detectados em pelo menos 4 das
amostras analisadas. Os acidos glutamico e citrico foram identificados nas vinhacas das usinas
E, C, A e B enquanto o latico foi identificado nas vinhagas das usinas D, C, A e B.

Os acidos maldnico e maleico foram os menos frequentes sendo encontrados apenas em
duas das vinhacas analisadas (maldnico detectado nas vinhagas das usinas de C e D e 0 maleico
encontrado nas vinhagas das usinas C e E).

Os é&cidos glutadmico, citrico e malénico tém sido reportados como dependentes do grau
de maturidade da cana e o &cido latico dependente do processo de producgdo ao qual o caldo de
cana é submetido (GUTIERREZ; FERRARI; ORELLI JR, 1989).

Considerando que as amostras de vinhaca analisadas sdo de locais e safras diferentes
elas podem ter sido provenientes de cana com diferentes estagios de maturagdo justificando a
auséncia dos &cidos glutdmico, citrico e mal6énico em algumas das vinhagas.

Da mesma forma, por serem provenientes de diferentes usinas, a diferenca em relacéo
ao acido latico pode estar relacionada a provaveis variagdes do processo produtivo existentes
entre estas usinas.

O &cido maleico é relatado na literatura como presente nos colmos e nas pontas da cana-
de-agUcar, porém em baixas concentra¢es quando comparados com os acidos aconitico, latico
e oxalico (STUPIELLO, 2016).

Adicionalmente aos acidos relatados, nas cinco amostras de vinhaca, foi identificado
um pico com espectro UV e TR semelhante ao pico detectado na solucéo do padrao do acido

aconitico e que foi atribuido ao aconitato.
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Durante as analises detectou-se também a presenca de outros picos com espectro UV
caracteristico de acidos organicos, mas que nao coincidiram com os TR dos padrdes analisados.
Os picos 1 e 2 de TR de 2,5 e 3,9 min, respectivamente, foi identificado em todas as
vinhacgas. Os picos 3 e 4 (TR = 8,7 e 12,3 min, respectivamente) foram identificados nas
vinhacas das usinas E, C e A. O pico 5 (TR = 13,8 min) nas vinhagas da A e de C, e 0 pico 6
(TR =8 min) apareceu apenas na vinhacga de C. O pico B (TR =17 min,4) ja relatado na solucéo

do padréo de &cido tartarico, foi também encontrado nas vinhacas E e C.

Figura 9 — Comparagdo do cromatograma CLAE-UV da vinhaca A e a Mistura dos &cidos organicos. Condicdes
Cromatogréficas: coluna C18 (Shim-pack XR-ODS II - 100 mm x 3,0 mm x 2,2 um) em um método isocratico,
de eluicdo de 100% de uma solucdo tampéo de 3 mM KHPO./(NH.)2SO4 (5:1 g/g) acidificada com &cido
Ortofosforico (pH =2,1) a 210 nm
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Figura 10 — Comparagdo do cromatograma CLAE-UV da vinhaca E e a Mistura dos acidos orgénicos. Condicoes
Cromatogréficas: coluna C18 (Shim-pack XR-ODS II - 100 mm x 3,0 mm X 2,2 pm) em um método isocratico,
de eluicdo de 100% de uma solucdo tampéo de 3 MM KH2PO./(NH.)2SO4 (5:1 g/g) acidificada com &cido
Ortofosforico (pH =2,1) a 210 nm
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Figura 11 — Comparacdo do cromatograma CLAE-UV da vinhaca C e a Mistura dos acidos organicos. Condicdes
Cromatogréficas: coluna C18 (Shim-pack XR-ODS Il - 100 mm x 3,0 mm x 2,2 um) em um método isocratico,
de eluicdo de 100% de uma solucdo tampao de 3 mM KH2PO4/(NH.).SO4 (5:1 g/g) acidificada com acido
Ortofosférico (pH = 2,1) a 210 nm
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Figura 12 — Comparag&o do cromatograma CLAE-UV da vinhaga D e a Mistura dos &cidos orgéanicos.
Condigdes Cromatograficas: coluna C18 (Shim-pack XR-ODS Il - 100 mm x 3,0 mm x 2,2 um) em um método
isocrético, de eluicdo de 100% de uma solugéo tampdao de 3 mM KH2PO./(NH4)2SO4 (5:1 g/g) acidificada com

acido Ortofosférico (pH = 2,1) a 210 nm
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Figura 13 — Comparagdo do cromatograma CLAE-UV da vinhaga B e a Mistura dos acidos organicos. Condigdes
Cromatogréficas: coluna C18 (Shim-pack XR-ODS Il - 100 mm x 3,0 mm x 2,2 um) em um método isocratico,
de eluicdo de 100% de uma solugdo tampao de 3 mM KH2PO4/(NH.).SO4 (5:1 g/g) acidificada com acido
Ortofosférico (pH = 2,1) a 210 nm
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4.4. Analise Quantitativa dos Acidos Organicos na Vinhaca

Apo6s a identificacdo dos &cidos na vinhaca uma quantificacdo foi realizada visando

estimar o teor dos mesmos em cada uma das amostras analisadas (Tabela 23).

Tabela 23 — Concentracao dos acidos organicos nas amostras de vinhacas

Acidos Cmg.L? E mg.L? Dmg.L? A B

Organicos mg.L*! mg.L*!
Glutamico 593,39 261,99 0,00 561,16 6311,20
Glicolico 5,83 3,49 31,69 18,93 260,72
Tartarico/Oxélico 2701,96 105,45 1379,16 503,31 6299,77
Malico 107,36 16,39 3423,07 1257,75 9136,15
Malbnico 59,36 0,00 2660,75 0,00 0,00
Latico 19,54 0,00 175,48 99,96 334,44
Citrico 404,18 247,41 0,00 1157,51 8437,75
Succinico 234,35 117,73 0,00 1002,21 0,00
Maleico 0,13 0,76 0,00 0,00 0,00
Aconitico 537,02 535,25 3381,59 1450,17 12555,41

De acordo com os dados apresentados na Tabela 23, o0 &cido com maior concentracéo
em todas as vinhagas analisadas foi o acido aconitico. Este resultado corrobora com as

informagdes j& reportadas na literatura de que este &cido é o majoritario na cana-de-agUcar
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(THAI; DOHERTY, 2011; ASSIS JR et al., 2003; WALFORD, 1996; GUIVIRREZ;
FERRARI, 1988; ROBERTS; MARTES, 1954; BLAKE; CLARKE; RICHARDS, 1987;
MORALES et al., 2002). A sua concentracdo variou entre as amostras de vinhaca analisada,
sendo que a vinhaca da usina B foi a que apresentou a maior concentracdo deste acido (12555,41
mgL1), sequida das vinhagas das usinas D e A (3381,59 e 1450,17 mgL™, respectivamente).
As vinhagas das usinas C e E apresentaram praticamente a mesma concentragio (~536 mgL™).
Nenhum estudo reportando a concentracdo deste &cido em amostras de vinhaca diluida foi
encontrado na literatura. No entanto DOELSCH et al (2009) reporta o valor de 3116 mgL™
deste acido para vinhacga concentrada (7,4 % de umidade). Considerando o teor médio de agua
presente na vinhaca diluida (~ 95 % de 4gua em sua composi¢do) (ROLIM et al., 2013), a faixa
de teor de acido aconitico, obtido neste estudo (535,25-12555,41 mgL ), é superior aos valores
reportados por DOELSCH et al (2009) para vinhacga concentrada.

Depois do acido aconitico, os acidos mélico e citrico tém sido relatados como os &cidos
majoritario na cana-de-acucar (THAI; DOHERTY, 2011; BLAKE; CLARKE; RICHARDS,
1987; ASSIS JR et al., 2003; WALFORD; 1996; GUTIERREZ; FERRARI, ORELLI, 1989;
ROBERTS; MARTES, 1954; MORALES et al., 2002). No entanto, estudo de dosagem destes
acidos em caldo de cana apresentam niveis inferiores a 1 % de &cido citrico (com estes niveis
diminuindo com a maturidade da cana) e teores na faixa de 111,8-232,3 mgL ™ de 4cido malico
(GUTIERREZ; FERRARI, ORELLI, 1989). Em relacdo a vinhaca diluida, um teor maximo de
6168 mgL* de 4cido malico é relatado (SANTOS et al., 2014), mas nenhum teor de &cido citrico
foi encontrado na literatura. Neste trabalho a maioria das vinhacas apresentaram concentracdes
do &cido malico abaixo da descrita por SANTOS et al (2014), com exce¢do da vinhaca da usina
B que apresentou uma concentragdo de 9136,15 mgLL. Contudo, a concentragéo deste acido na
vinhaca da usina C esta entre a faixa de teores descritos por GUTIERREZ; FERRARI; ORELLI
(1989). A concentracdo do acido citrico da usina B foi a que apresentou maior teor com 8437,75
mgL*. Considerando o teor médio de agua de 95 % relatado para vinhacas, a concentragdo
representaria cerca de 657,25 mgL™ do &cido citrico na vinhaga concentrada (& 7,4 % de
umidade). Este valor esta condizente com a concentracdo relatada por DOELSCH et al (2009)
que reporta para o acido citrico uma concentragio de 878 mgL™.

Com relagéo ao acido latico, exceto para a vinhaca proveniente da usina E, todas as
outras apresentaram este composto huma composicdo consideravelmente variavel. A vinhaca
da usina C foi a que apresentou menor concentracéo (19,54 mgL1) enquanto que a da usina B

foi a vinhaga com maior teor deste acido (334,44 mgL™). A literatura tem reportado que este
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4cido estd em uma faixa de concentragio de 250-670 mgL ™ nos caldos (ARAUJO, 2017) e de
7700-12697 mgL? em vinhagas diluidas (DOWD et al., 1994; SANTOS et al., 2014). Os
valores de concentracdo obtidas neste trabalho (19,54-334,44 mgL™) ficaram abaixo da
concentracdo apresentada na literatura da vinhaca diluida. Uma vez que o &cido latico é formado
pelas reagOes que ocorrem durante o tratamento do caldo, esta variagdo no teor do mesmo se
deve provavelmente as diferencas no processo de producdo do bioetanol em cada uma das
usinas de onde as vinhacas foram provenientes.

A concentracdo exata dos acidos tartarico e oxalico ndo pode ser determinada devido a
coeluicdo dos picos ja relatada nas sessdes anteriores. No entanto a area total do pico que
corresponde a este(s) acido(s) geraram uma faixa de teor de 105,45 a 6299,77 mgL™ nas
amostras analisadas.

O teor de &cido oxalico na cana-de-acUcar é controverso na literatura, ja sendo relatado
como um dos principais componentes da cana-de-acticar (WALFORD; 1996; ROBERTS;
MARTES, 1954; THAI; DOHERTY, 2011; MORALES et al., 2002), assim como um dos
acidos que apresenta baixas concentracfes na planta e seus derivados. (BLAKE; CLARKE;
RICHARDS,1987). Estudo de dosagem deste acido em caldo de cana mostra que niveis
inferiores a 1 % estdo presentes (GUTIERREZ; FERRARI, ORELLI, 1989). Para a vinhaca,
estudo realizado por BENKE; MERMUT (1998) descreve a faixa de concentracédo de 15,8-72,3
mg/L"! de acido oxalico para a vinhaga diluida. Para a vinhaga concentrada (7,4 % de umidade)
DOELSCH et al. (2009) relata o valor de 100 mg/L™, o que equivale a 7,8 mg/L™* de &4cido na
vinhaca diluida (~ 95 % de agua em sua composic¢ao).

O é&cido tartérico foi relatado por WALFORD (1996) e MORALES et al (2002) como
presente na cana, mas ndo como um dos compostos majoritarios. Para a vinhaca diluida, ndo
foram encontrados teores de referéncia na literatura, mas o valor de 133 mg/L™* esta descrito
para a vinhaga concentrada o que equivale a 10,4 mg/L™? de &cido na vinhaga diluida
(DOELSCH et al., 2009).

O é&cido succinico também apresenta dados controversos na literatura acerca do seu teor
na cana-de-acucar. BLAKE; CLARKE; RICHARDS (1987) relatam que este &cido esta
presente na cana-de-aglicar em baixas concentrac@es, enquanto ROBERTS; MARTES (1954)
e THAI; DOHERTY (2011) descrevem que ha concentragdes significativas do mesmo na cana.
GUTIERREZ; FERRARI; ORELLI (1989) descreve uma concentracdo de 4,9-13,3 de acido
succinico para o caldo da cana-de-agucar de diferentes variedades e estagio de maturacéo. Para

a vinhaca diluida os teores reportados na literatura encontram-se na faixa de 267,6 — 3624,0
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mg/L? (SANTOS et al., 2014; BENKE; MERMUT, 1998). No presente trabalho o acido
succinico ndo foi detectado nas vinhagas das usinas D e B, mas nas demais vinhacas analisadas
foi encontrado teores na faixa de 117,73 — 1002,21 mg/L ™%, corroborando com as concentragfes
descritas por SANTOS et al. (2014) e BENKE; MERMUT (1998).

Os acidos maldnico e maleico também tém sido descritos na literatura como presentes
em baixa concentracdo na cana-de-aglcar (GUTIERREZ; FERRARI, ORELLI JR, 1989;
MORALES et al., 2002). Para o acido maleico, concentragbes na faixa de 3,0-7,9 mgL™ sio
reportados para o caldo da cana (GUTIERREZ; FERRARI, ORELLI, 1989). Neste trabalho
estes acidos foram menos frequentes, sendo encontrados em apenas em 2 vinhacas.

O acido maleico foi detectado nas vinhagas proveniente das usinas de C e E, na
concentracdo de 0,13 e 0,76 mgL™, respectivamente. Nenhum estudo foi encontrado na
literatura reportando a sua concentracdo em vinhaca.

O acido maldnico também foi detectado na vinhaca da usina de C, na concentragdo de
59,36 mgL. A outra vinhaca na qual foi detectado foi a da usina D na concentragdo de 2660,75
mgL. A concentragdo encontrada na vinhaga da usina C corrobora com a faixa de concentragio
de 4,0-68,1 mgL™, reportada por BENKE; MERMUT (1998) em vinhagas diluidas.

Os éacidos glutamico e glicdlico também sdo relatados na cana-de-agicar em baixas
concentragdes (WALFORD; 1996; MORALES et al., 2002). ARAUJO (2017) descreve a faixa
de concentracgdo na ordem de trago até 150 mgL* de &cido glicélico no caldo de cana. Dados
acerca do teor destes acidos na vinhaca estdo ausentes na literatura.

Nas vinhacgas analisadas neste estudo, constatou-se a presenca do acido glicélico em
todas as amostras analisadas, sendo a vinhaca da usina B a que possuiu a maior concentragdo
(260,72 mgL1), contudo os teores desse acido nas demais vinhaca foi na faixa de 3,99 —18,93,
corroborando com a concentracao descrita na literatura.

O 4cido glutamico também se demonstrou frequente entre as vinhacgas analisadas,
estando ausente apenas na vinhaga proveniente da usina D. A concentragdo deste acido
detectada nas amostras foi de 261,99 - 6311,20 mgL ™.

Conforme os dados apresentados, observa-se que os teores de acidos nas vinhagas
analisadas apresentaram variacdes que, em alguns casos, sdo consideraveis e em outros nao
relevantes. Essa variacdo e esperada e justificada devido a formacéo dos acidos, na planta e no
processo industrial, estar relacionada a diversos fatores. Dentre estes fatores pode-se destacara
composi¢do do solo e o clima durante o plantio da cana-de-acUcar; a safra, sazonalidade e

maturacao da cana, durante o processo de colheita; a origem do mosto e o tipo de fermentacao
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empregados no processo produtivo da usina sucroalcooleira (NETO, 2016; DIAS et al., 2015;
REECE, 2003; GOES; NETO, 2011).

4.5. Cinética de adsorcao

Os resultados obtidos pelo estudo de cinética mostraram que ndo ocorre adsor¢ao dos
acidos maleico, glutdmico, maldnico e glicolico pela resina PuroliteA400, nas condicGes
definidas para este estudo (25 mL de solucédo de vinhaca, 0,2 g de resina, agitacdo a 200 rpm a
temperatura ambiente e 2 horas de agitacdo). Para os demais acidos, os graficos de velocidade
mostraram que a adsorcao dos adsorvatos nos sitios ativos do adsorvente é beneficiada com o
aumento no tempo de agitacdo. A medida que os sitios vao sendo ocupados, a monocamada
saturada com moléculas de acidos na superficie da resina geram uma forca de repulsdo nas
moléculas dos &cidos que estdo em solucdo levando o sistema a atingir o equilibrio e a
respectiva adsorcdo se tornar praticamente constante (SRIVASTAVA; MALL; MISHRA,
2005). Através do ponto de inflexdo da curva de adsorcéo de cada um dos acidos foi possivel a

determinacéo do tempo ideal de agitacdo (Tabela 24).

Tabela 24 — Tempo Ideal de cada acido organico

Acido Organico Tempo Ideal (min)
Succinico 44
Malico 26
Lético 38
Citrico 25
Oxélico/Tartéarico 26
Aconitico 04

Na figura 14, é apresentado o grafico de cinética de adsorcdo da resina PuroliteA400
pelo acido succinico e seu respectivo ponto de inflexdo, mostrando que o equilibrio foi

atingindo em 44 min.
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Figura 14 — Curva cinética ndo-lineares na adsorc¢éo do acido succinico na vinhaga com resina anidnica
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4.6 Isotermas de Adsorgéo

O processo de adsorcdo de um adsorbato num determinado adsorvente pode ser
estudado e entendido atraves da construcdo de curvas de adsor¢édo associadas a modelos tedricos
(isotermas). Através das isotermas é possivel saber se interacdo do adsorbato por determinado
adsorvente ocorre e como 0 adsorvente efetivamente sera adsorvido. Através destes modelos é
possivel obter também uma estimativa da quantidade maxima de adsorbato que o adsorvente
adsorvera.

Neste trabalho os modelos de isoterma de Langmuir e Freundlich foram escolhidos para
avaliar a capacidade da resina Purolite A400 em adsorver os acidos da vinhaga estudados, pois
sdo os modelos mais utilizados para descrever equilibrios de adsorcdo, em especial em estudo
com efluentes (OLIVEIRA; COELHO; MELO, 2018).

Os resultado obtidos pelos experimentos iniciais de determinagdo da concentracdo dos
acidos no equilibrio (Ce) mostraram que a resina escolhia ndo possui capacidade de adsorcéao
dos acidos maleico, glutdmico, maldnico e glicolico. Desta forma, o estudo com as isotermas

foram avaliados para os acidos aconitico, latico, tartarico/oxalico, citrico, malico e succinico.

Conforme pode ser observado pelas curvas e pelos valores dos coeficientes de
correlagdo obtidos (R?) (Tabela 25, Figura 15) 0 modelo de Langmuir ajusta-se muito bem aos
dados do estudo de adsor¢do obtidos para os acidos latico e citrico com valores acima de 0,9.

Para os &cidos aconitico e oxalico/tartarico, apesar do modelo de Languimir ndo ter apresentado
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valores de R?tdo satisfatdrios (0,8495 e 0,6138, respectivamente) foi o que melhor se adequou

ao estudo dos acidos dentre os dois avaliados.

O comportamento do acido malico foi bem explicado pelo modelo de Freundlich

(R?=0,9447) (Tabela 25, Figura 16).

O écido succinico foi o acido que menos se aderiu aos modelos estudados (Tabela 25,

Figura 17) e seré discutido adiante pelo modelo de Languimir, por ter apresentando melhor
valor de R? (0,34380) do que 0 modelo de Freundlich (R?=0,1162), mas o comportamento pode

estar associado a desvios.
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Figura 15 — Curvas das isotermas de Langmuir para os acidos (a) latico; (b) citrico; (c) aconitico; (d)
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Figura 16 — Modelo de Freundlich para o acido malico
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Tabela 25 — Pardmetros de Isotermas de Adsorcdes dos &cidos organicos na vinhaca

Acido Organico Constante de Langmuir Constante de Freundlich
Qméx Rimedia KL R? n 1/n Ke R?
(mgg™) (Lmg)

Aconitico 90,90 0,06 0,03 0,8495 6,13 0,16 31,93 0,4211
Malico 16,44 0,47 0,004 0,6546 0,54 1,85 243,44 0,9447
Succinico 50,00 0,06 0,004 0,3438 1,38 0,72 27829,15  0,1162
Latico 0,20 0,18 0,51 0,9983 3,94 0,25 1,80 0,6348
Citrico 33,22 0,06 0,05 0,9836 4,63 0,21 10,17 0,5782
Oxalico/Tartarico 5,82 0,01 0,27 0,6138 6,27 0,15 40,84 0,0597

Analisando os resultados de gmax de cada um dos acidos que foram explicados pelo
modelo de Langmuir, constata-se que o acido aconitico é o que apresentou melhor capacidade
de adsorcdo pela resina, com uma concentracdo maxima de 90,90 mgg™, seguido pelo 4cido

citrico (concentragdo maxima de 33,22 mgg™?). Os acidos oxalico/tartarico e latico, apesar de
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presentarem interacdo com a resina, possuem uma menor capacidade de adsorgdo, com

concentragdes maximas de 5,82 e 0,20 mgg™, respectivamente.

Em relacdo aos demais acidos estudados, o &cido succinico, demonstrou com uma
adsorcdo satisfatoria com a resina (gmax = 50,00 mgg™), no entanto, ndo foi bem descrito pelo
modelo de Languimir e, portanto, este resultado ndo pode ser considerado com confiabilidade.

O éacido malico foi melhor descrito pelo modelo de Freundlich e o valor de Kr mostra
que a sua capacidade de adsorcéo na resina é de 243,44 Lmg™.

Os valores de R no modelo de Languimir é indicador da intensidade de adsorg&o entre
adsorvato e adsorvente. Valores de 0 < RL < 1 indica que o processo de adsor¢do é favoravel
enquanto R. > 1 demonstram incompatibilidade entre que adsorvato e adsorvente. Dos 5 acidos
que foram avaliados pelo modelo de Languimir, todos apresentaram valores de R no intervalo

0 <Rc <1 indicando a compatibilidade da resina com estes &cidos.

No modelo de Frendlich, esta intensidade de adsorcdo € demonstrada pela variavel n,
onde 1 < n < 10 expressa uma reacao é favoravel (principalmente se o n estiver mais préximo
do 10) e n <1 areacdo é desfavordvel. No caso do &cido mélico que foi descrito por este modelo
o valor de n=0,54 indicando que a adsorcao deste acido também é favoravel com a resina
Purolite A400.

Os dados obtidos nos experimentos de adsorcdo, além de analisado pelos modelos de
Languimir e Frendlich, também foram processados em funcéo da concentracdo dos mesmos
antes e depois da agitacdo no tempo ideal. De acordo com este tratamento dos dados,
dependendo da concentracdo inicial do &cido em solucdo, a capacidade de adsorcéo do acido
latico pelo adsorvente foi de 56 - 85 %, do acido aconitico foi de 73 - 96 %, do acido citrico foi
de 56 — 85 %, dos &cidos oxalico e tartarico foi de 16 — 96 %, do &cido succinico foi de 4 — 93
% e do acido mélico foi de 35 — 75 %.

5. CONCLUSOES

Conclui-se que os métodos de analises por CLAE-UV e LC-MS desenvolvidos foram

eficientes para a deteccéo, identificagdo e quantificagdo dos &cidos organicos em vinhaga.

A metodologia desenvolvida priorizou atender os principios da quimica verde de
minimizacdo no uso de solventes e geracdo de residuos toxicos, empregando uma fase movel

isenta de solvente organico e um baixo fluxo de eluicéo.
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Através da comparacdo do perfil UV, e do tempo de retencdo dos padrdes analiticos de
alguns acidos relatados para a cana-de-agticar com 0s compostos encontrados nas amostras de
vinhaca submetida ao processo de pré-tratamento com SFE, foi possivel a identificacdo de 11
acidos, sendo o aconitico, malico e glicolico mais frequentes. A faixa de concentracdo dos

teores dos acidos variando entre 0,13 — 12555,41 mgL ™.

Analises qualitativas e quantitativas dos &cidos nas amostras de vinhaca de diferentes
procedéncias demostrou que, em geral, as vinhacas contém os mesmos tipos de acidos com
variacdo consideravel apenas em relacdo aos seus teores em cada amostras. Estas variagdes sdo
justificadas pelo fato dos acidos orgéanicos serem metabdlitos secundarios e a presenca dos
mesmos na vinhacga estar relacionada com o teor dos mesmos no caldo, que por sua vez

dependem de diversos fatores da plantacédo, colheita e processo produtivo.

A validacdo do método para a analise dos &cidos nas amostras de vinhaga demonstrou
gue 0 método € exato e preciso e que apresenta linearidade na faixa de concentracdo estudada.
O teste de seletividade comprovou que 0 método é seleto para os acidos estudados, com excecdo

do oxalico e tartarico que apresentaram coeluigéo.

As isotermas demonstraram que a adsorcdo dos acidos com a resina Purolite A400,
exceto para os acidos maleico, malénico, glicélico e glutdmico. A capacidade maxima de
adsorcdo da resina pelos acidos aconitico, succinico, latico, citrico e oxalico/tartarico foram
90,90; 50; 0,2; 33,22; 5,82 mgg?, respectivamente. A capacidade maxima de adsorc&o da resina
pelo acido malico foi 243,44 Lmg™. Os experimentos de adsorcdo realizado mostrou que a
porcentagem de extracdo dos &cidos da vinhaca da usina D pela resina Purolite A400 foi na
faixa de 4 - 96 %.

O estudo desenvolvido mostra que vinhaca apresentam acidos que possuem aplicacdes
industriais em teores demonstram o potencial deste efluente em ser empregado como fonte
alternativa para obtencdo de acidos organicos, auxiliando na demanda por estes compostos
pelos setores industriais e também contribuindo para a minimizagdo do seu teor de matéria

organica e acidez promovendo um melhor aproveitamento na fertirrigagéo.
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