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RESUMO 
O sistema de Lagoa Aerada Facultativa (LAF) é eficiente na remoção da matéria orgânica biodegradável do 
efluente de papel e celulose kraft, no entanto não consegue remover com eficiência os compostos lignínicos e 
fenólicos, que persistem no meio devido à sua recalcitrância, atribuindo cor e toxicidade ao efluente mesmo 
após o tratamento. Nesse sentido este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de enzimas ligninolíticas 
na remediação dos compostos fenólicos presentes neste efluente, durante tratamento em LAF em escala de 
bancada, assistida com extrato enzimático de um Fungo da Podridão Branca (Trametes sp.). O sistema foi 
alimentado por 60 dias com Carga Orgânica Volumétrica de 0,2 kg DQO m3 d-1 e aplicação diária de Extrato 
Fúngico (EF) contendo 0,02 U mL-1 de Lacase. Os resultados mostraram incremento médio de 
aproximadamente 1 % dos CFT, na LAF com aplicação de EF, enquanto que uma LAF controle (operada 
paralelamente, nas mesmas condições, mas sem aplicação de EF) apresentou incremento de CFT 
significativamente maior (23 %), mostrando que o EF auxiliou na remediação da geração de compostos 
fenólicos dentro do sistema de tratamento. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Lacase, manganês peroxidase, fungos da podridão branca, setor de celulose e papel. 
 
 
INTRODUÇÃO 
A decomposição da matéria orgânica é um processo que ocorre de forma natural pela ação de microrganismos, 
entretanto, quando se trata de materiais lignocelulósicos, são poucos os organismos capazes de degradá-los1. 
Os Fungos da Podridão Branca (FPB) cumprem uma função primordial na decomposição destes materiais em 
ambientes naturais, e só o fazem porque secretam enzimas capazes de, por meio da catálise enzimática, facilitar 
a digestão destes materiais nutritivos de difícil degradação2.  
 
Estas enzimas envolvidas na degradação da lignina são genericamente denominadas de enzimas ligninolíticas, 
e as mais conhecidas são: Lignina Peroxidases (LiPs), Manganês Peroxidases (MnPs) e as polifenoloxidases 
(Lacases)2. Enzimas ligninolíticas isoladas de fungos têm atraído atenção considerável da ciência e da 
indústria, em especial na biorremediação de efluentes da indústria de papel e celulose3.  
 
As águas residuárias do processo de polpação de celulose são tipicamente caracterizadas por altas 
concentrações de matéria orgânica, compostos lignínicos e seus derivados fenólicos, além de cor. O tratamento 
mais utilizado no Brasil é o sistema de Lagoas Aeradas Facultativas (LAF), mas este tratamento, apesar de ser 
eficiente na remoção da matéria orgânica biodegradável, não consegue remover com eficiência os compostos 
lignínicos e fenólicos que persistem no meio, devido à sua recalcitrância, atribuindo cor e toxicidade ao 
efluente mesmo após o tratamento4.  
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No esforço para encontrar tecnologias alternativas e economicamente viáveis, processos de biorremediação 
deste efluente por enzimas ligninolíticas tem sido bastante explorados3, 5. Mas, embora tenham sido publicados 
muitos trabalhos envolvendo a aplicação de enzimas ligninolíticas na biodegradação de compostos individuais, 
em sistemas de batelada, são poucos os estudos que descrevem a aplicação destas enzimas em sistemas de 
fluxo contínuo, usando uma matriz de efluente.  
 
Considerando que a associação de processos enzimáticos com sistemas de Lagoas Aeradas Facultativas (LAF) 
é uma alternativa para aumentar a eficiência destes sistemas sem implicar em grandes mudanças nas plantas 
mais antigas de tratamento, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de enzimas ligninolíticas (em 
especial a Lacase) na remediação dos compostos fenólicos presentes no efluente kraft, durante tratamento em 
Lagoa Aerada Facultativa (LAF), assistida com extrato enzimático de um Fungo da Podridão Branca 
(Trametes sp.). 
 
 
METODOLOGIA 
O efluente industrial utilizado foi obtido de uma indústria de papel e celulose kraft não branqueada, localizada 
na região metropolitana de Curitiba - PR, Brasil. O efluente foi coletado na entrada do sistema de lagoas de 
estabilização, transportado em galões de 10 L, e preservado a 4°C, na ausência de luz6. O Extrato Enzimático 
de Trametes sp. (EET), foi produzido no Laboratório de Biotecnologia da UTFPR – Campus Curitiba, por 
fermentação líquida7.  
 
Tanto o efluente kraft quanto o EET foram caracterizados mediante análises de DQO, DBO5,20, Cor, 
Compostos Lignínicos (CL), Compostos Fenólicos Totais (CFT) e Área Espectral (AE), em amostra filtradas 
em 0,45 µm8,9,10, além de medições de pH (pHmetro CienlaB mPA-210) e Turbidez (Turbidímetro Policontrol 
AP2000) em amostras não filtradas. Por conta da possibilidade da presença das enzimas ligninolíticas Lacase, 
Manganês Peroxidase e Lignina Peroxidase no EET, também foram determinadas as atividades destas 
enzimas11,12,13. 
 
Para o experimento em fluxo contínuo, foi montado um sistema composto por 2 Lagoas Aeradas Facultativas 
(LAFs) em escala de bancada, uma para aplicação de Extrato Enzimático de Trametes sp. (EET) e outra como 
controle (nas mesmas condições de tratamento, mas sem aplicação de enzimas), ambas com volume útil de 1 L 
e separadas em duas zonas: zona de aeração (entrada do afluente) e zona de sedimentação (saída do efluente). 
A alimentação deu-se por meio de bombas peristálticas (Milan - Mod.BP 600) e a aeração por compressores de 
ar (Boyu - U 3800). Durante todo o experimento manteve-se a oxigenação para uma concentração maior que 5 
mg O2 L-1, mediante medições de Oxigênio Dissolvido (OD) na zona de aeração (Oxímetro Lutron DO-5519). 
 
Antes da entrada nas LAFs adicionou-se no efluente da indústria solução de NH4Cl e K2HPO4, para uma 
proporção de 100:5:1 de DBO:N:P, e corrigiu-se o pH do efluente para 7,0. A Carga Orgânica Volumétrica 
(COV) foi de 0,2 kg DQO m-3d-1 (COV média da indústria) e foi mantida variando o Tempo de Detenção 
Hidráulica (TDH), levando em conta a concentração de matéria orgânica do efluente kraft da indústria. 
Utilizou-se biomassa proveniente do fundo da LAF da indústria para inoculação das lagoas (controle e com 
EET), para uma concentração de 2 g SSV L-1 em cada uma delas. 
 
As LAFs operaram por 60 dias e os parâmetros de controle - OD e pH - foram medidos diariamente. Para fins 
de monitoramento da eficiência do sistema, foram realizadas análises de DQO, DBO5,20, Cor, Compostos 
Lignínicos (CL), Compostos Fenólicos Totais (CFT), Área Espectral (AE) e Turbidez, duas vezes por semana, 
seguindo a metodologia usada na caracterização. Também foram realizadas análises de toxicidade aguda em 
Daphnia magna, nas amostras do afluente (efluente kraft industrial) e do efluente das LAFs após estas 
atingirem o estado estacionário14. Ao longo deste estudo, todas as análises laboratoriais foram realizadas em 
triplicata. 
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Os resultados de análise da atividade enzimática encontrada no Extrato Enzimático de Trametes sp. (EET) 
produzidos no Laboratório de Biotecnologia do campus universitário, mostraram uma atividade de 5,725 ± 
0,320 U mL-1 para Lacase e 0,005 ± 0,003 U mL-1 para Manganês Peroxidase (MnP). Já para Lignina 
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Peroxidase (LiP) não foi detectada atividade.  A aplicação diária de EET dentro da LAF foi equivalente a 0,02 
U mL-1 d-1 de Lacase. Na Tabela 1 são apresentados os valores de caracterização do efluente comparado às 
características do EET na proporção utilizada na LAF (0,02 U mL-1 de Lacase). 
  

Tabela 1: Caracterização do efluente kraft e do Extrato Enzimático de Trametes sp. 
Parâmetros Efluente kraft* Extrato Enzimático** 

DQO (mg L-1) 655,57 ± 215,80 39,39 ± 0,54 

DBO5,20 214,93 ± 41,43 - 

DBO5,20/DQO 0,34 ± 0,05 - 

Cor (VIS440) (1×1cm) 0,52 ± 0,12 0,0022 ± 0,0001 

CFT (UV215) (mg L-1) 255,14 ± 69,88 1,66 ± 0,28 

CL (UV280) (1×1cm) 4,26 ± 1,59 0,0011 ± 0,0001 

Área espectral (cm2) 72,34 ± 0,8 4,50 ± 0,02 

pH 8,64 ± 0,28 7,12 ± 0,2 

Turbidez (UNT) 51,9 ± 6,6 0,60 ± 0,08 
Nota: * Média de três coletas. **Diluição em água deionizada para uma concentração de 0,02 U mL-1 de Lacase. 

 
 
Como pode-se observar na Tabela 1, o efluente usado no estudo é predominantemente alcalino, um vestígio da 
polpação com sulfeto e hidróxido de sódio. O efluente também apresenta uma relação DBO5,20/DQO superior a 
0,25, o que viabiliza o tratamento biológico, entretanto possui também altos níveis de compostos lignínicos e 
fenólicos, além da cor. Processos biológicos convencionais apresentam baixa eficiência quando aplicados para 
a remediação de compostos fenólicos em concentrações acima de 100 mg L-1, devido a elevada toxicidade 
conferida por esses compostos15, por esse motivo há necessidade de testar tratamentos alternativos. 
 
Ainda na Tabela 1 observa-se que na concentração de 0,02 U mL-1 de Lacase bruta, o EET proporciona um 
incremento inicial nos parâmetros de análise da eficiência das LAFs, mas estes valores de incremento podem 
ser desconsiderados, já que representam uma fração mínima da concentração inicial do efluente e também por 
ser de composição biodegradável.  
 
Na Figura 2 são apresentados os parâmetros de controle das duas LAFs, controle e com Extrato Enzimático de 
Trametes sp. durante os 60 dias da Fase I. 
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Figura 2: Parâmetros de controle medidos nas Lagoa Aerada Facultativa controle (a e c) e com 

aplicação de Extrato Enzimático de Trametes sp. (b e d), durante a Fase I. 
 

 
Como se pode observar na Figura 2, a temperatura ambiente teve uma média de 18,87 ± 3,23 ºC, o pH variou 
de 7,26 ± 0,77, a COV se manteve em 0,2  ± 0,03 kg DQO m-3 d-1 e o Oxigênio Dissolvido (OD) foi de 6,33 ± 
0,40 mg O2 L-1, entretanto, os valores de OD mostrados pela Figura 2 representam os valores mais altos, 
medidos próximo ao difusor de ar dentro das lagoas, sendo que a quantidade de O2 diminuía nas extremidades 
mais distantes do ponto de aplicação, propiciando o surgimento de zonas de sedimentação nessas regiões, onde 
obteve-se medições de até 0,04 mg O2 L-1. As medidas da zona de sedimentação não foram incluídas na média 
da Figura 2.  
 
De acordo com a literatura uma aeração eficiente proporciona Potencial de Oxirredução (EH) > 100 mV16. A 
medição dentro de ambas as lagoas, após correção com o valor de referencia do eletrodo usado17, indicou 
valores de EH que variaram de 206 a 238 mV no meio do efluente. Já no sedimento, o EH foi de - 40 ± 06 mV, 
configurando uma região anóxica. Condições anaeróbicas não foram detectadas no sedimento, possivelmente 
pela impossibilidade de fazer a medida no centro da biomassa sedimentada. 
 
Na Figura 3 apresentam-se os valores de eficiência das Lagoas Aeradas Facultativas (LAFs), controle e com 
aplicação de EET, obtidos semanalmente, durante o período de 60 dias de funcionamento do sistema.  
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Figura 3: Valores de eficiência das Lagoas Aerada Facultativas (LAFs), controle (□) e com aplicação de 

Extrato Enzimático de Trametes sp. (■), durante 60 dias de experimento. 
 
 
Como pode ser visto na Figura 3, os valores de remoção dos parâmetros de DBO5,20, DQO, Cor, CL e AE 
obtidos na LAF com aplicação de Extrato Enzimático de Trametes sp. (EET) foram muito próximos do valores 
obtidos na LAF controle. A LAF com EET apresentou remoção média de aproximadamente 90 % da DBO5,20, 
50 % da DQO, 2 % da Cor, 20 % dos CL e -12 % da AE, e estes valores não apresentaram diferença 
significativa (ANOVA, p< 0,05) dos valores obtidos da LAF controle. 
 
Os valores de remoção de DBO5,20, DQO, Cor e Compostos Lignínicos obtidos em ambas as LAFs, controle e 
com EET, foram compatíveis com os resultados de Lagoas apresentados na literatura18,19. As variações obtidas 
nos resultados de remoção dos CFTs, CL, Cor e Área Espectral, mostram a instabilidade das condições de 
degradação dos compostos específicos, também verificada por outros autores18,19,20.  
 
O aumento de Compostos Fenólicos Totais (CFTs) observado na Figura 1 d, é um comportamento típico de 
sistemas biológicos bem aerados, resultante da remoção biológica de grupos metoxi e da auto oxidação de 
Compostos Fenólicos de alta Massa Molecular (MM) gerando compostos de menor MM, que permanecem 
com o grupamento OH em ligações aromáticas18, 19. Porém, enquanto na LAF controle se observou um 
incremento médio de aproximadamente 23 % dos CFT, na LAF com EET, o incremento foi significativamente 
menor (ANOVA, p< 0,05) apresentando uma média de aproximadamente 1%.  
 
Uma vez que a reação catalítica de degradação de compostos lignínicos pela Lacase se inicia com a extração 
de um elétron de um substrato fenólico gerando um radical fenoxila, que torna a molécula instável e portanto 
mais favorável ao processo de degradação21, os resultados indicam que a presença do EET com atividade 
enzimática de Lacase favoreceu a degradação, de modo a reduzir a geração de compostos fenólicos.  
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Estudos sobre degradação de fenóis totais do efluente de uma indústria papeleira em meios submersos com 
FPB, observaram redução de fenóis de até 59%, sendo que esta redução foi associada à presença de enzimas 
Lacases e Peroxidases produzidas pelo fungo22. No caso do presente estudo, a presença, mesmo que pequena, 
de atividade de MnP no EET (0,005 U mL-1), indica atuação desta enzima em colaboração a com a Lacase, 
além disso, já foi demonstrado que o íon Mn2+ atua como mediador ativo para MnP e Lacase, facilitando a 
catálise enzimática23.  
 
Mas o efeito da Lacase, claramente observado nos valores de remoção dos CFT, não refletiu da mesma forma 
nos CL e na AE. Isso porque, após desestabilização do polímero da lignina, ocasionada pela atividade 
catalítica da Lacase nos CFT, também pode ocorrer a repolimerização da estrutura da lignina, em que esta 
assume uma nova forma, pouco diferente da estrutura original, e consequentemente não se tem redução dos CL 
ou da AE do efluente21. 
 
Para descartar a possibilidade da reorganização da estrutura polimérica da lignina ter formado estruturas com 
maior toxicidade aguda, foram realizados testes de ecotoxicidade aguda em Daphnia magna no estado 
estacionário das LAFs (96 % de remoção da DBO para ambas as lagoas, controle e com EET), e os resultados 
mostraram efeito agudo para o afluente do tratamento com Fator de Toxicidade FT = 2 e remoção da 
ecotoxicidade aguda na LAF controle e na LAF com EET (ambas com FT=1), indicando que a aplicação de 
EET na LAF não proporcionou geração de subprodutos tóxicos durante a degradação biológica. 
 
 
CONSIDERAÇÕES FINAIS  
O sistema de Lagoa Aerada Facultativa (LAF) assistida com Extrato Enzimático de Trametes sp. apresentou 
valores de remoção típicos de LAFs para os parâmetros de DBO5,20, DQO, Cor, CL e AE, apresentando 
diferença da LAF controle apenas nos resultados de remoção dos CFT. A redução do incremento dos CFT na 
LAF com EET mostrou que a Lacase fúngica pode catalisar a oxidação de compostos fenólicos, mas nem 
sempre essa oxidação desencadeia a completa despolimerização das moléculas de lignina, podendo também 
proporcionar a repolimerização sob novas formas de estruturas cromóforas com MM menor. Como os CFT são 
os principais agentes da toxicidade presente no efluente, a redução destes compostos já é de grande valia para 
o sistema de lagoas, considerando que os resultados positivos na remediação da geração de CFT poderiam ser 
potencializados fazendo uso de um extrato fúngico mais concentrado em termos de atividade enzimática. 
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