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RESUMO

O sistema de Lagoa Aerada Facultativa (LAF) é eficiente na remogdo da matéria organica biodegradavel do
efluente de papel e celulose kraft, no entanto ndo consegue remover com eficiéncia os compostos ligninicos e
fendlicos, que persistem no meio devido a sua recalcitrancia, atribuindo cor e toxicidade ao efluente mesmo
apods o tratamento. Nesse sentido este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de enzimas ligninoliticas
na remediagdo dos compostos fenolicos presentes neste efluente, durante tratamento em LAF em escala de
bancada, assistida com extrato enzimatico de um Fungo da Podriddo Branca (Trametes sp.). O sistema foi
alimentado por 60 dias com Carga Orgéanica Volumétrica de 0,2 kg DQO m?3 d-* e aplicacéo diaria de Extrato
Fingico (EF) contendo 0,02 U mL?' de Lacase. Os resultados mostraram incremento médio de
aproximadamente 1 % dos CFT, na LAF com aplicacdo de EF, enquanto que uma LAF controle (operada
paralelamente, nas mesmas condi¢Bes, mas sem aplicacdo de EF) apresentou incremento de CFT
significativamente maior (23 %), mostrando que o EF auxiliou na remediacdo da geracdo de compostos
fendlicos dentro do sistema de tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Lacase, manganés peroxidase, fungos da podriddo branca, setor de celulose e papel.

INTRODUCAO

A decomposicdo da matéria organica é um processo que ocorre de forma natural pela agdo de microrganismos,
entretanto, quando se trata de materiais lignocelulésicos, sdo poucos os organismos capazes de degrada-lost.
Os Fungos da Podriddo Branca (FPB) cumprem uma funcdo primordial na decomposicdo destes materiais em
ambientes naturais, e s6 o fazem porque secretam enzimas capazes de, por meio da catalise enzimatica, facilitar
a digestdo destes materiais nutritivos de dificil degradagao?.

Estas enzimas envolvidas na degradacdo da lignina sdo genericamente denominadas de enzimas ligninoliticas,
e as mais conhecidas sdo: Lignina Peroxidases (LiPs), Manganés Peroxidases (MnPs) e as polifenoloxidases
(Lacases)?. Enzimas ligninoliticas isoladas de fungos tém atraido atencdo consideravel da ciéncia e da
industria, em especial na biorremediacéo de efluentes da indistria de papel e celulose®.

As aguas residudrias do processo de polpacdo de celulose sdo tipicamente caracterizadas por altas
concentracdes de matéria organica, compostos ligninicos e seus derivados fenélicos, 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 remoc¢do da matéria organica biodegradavel, ndo consegue remover com eficiéncia os compostos
ligninicos e fendlicos que persistem no meio, devido a sua recalcitrancia, atribuindo cor e toxicidade ao
efluente mesmo apds o tratamento®.

ABES - Associacgao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 1
AESABESP - Associagao dos Engenheiros da Sabesp



fg‘)
L~

CONGRESSO ABES
FENASAN 2017

No esforgo para encontrar tecnologias alternativas e economicamente viaveis, processos de biorremediagdo
deste efluente por enzimas ligninoliticas tem sido bastante explorados® °. Mas, embora tenham sido publicados
muitos trabalhos envolvendo a aplicagdo de enzimas ligninoliticas na biodegradagdo de compostos individuais,
em sistemas de batelada, sdo poucos os estudos que descrevem a aplicacdo destas enzimas em sistemas de
fluxo continuo, usando uma matriz de efluente.

Considerando que a associacéo de processos enzimaticos com sistemas de Lagoas Aeradas Facultativas (LAF)
€ uma alternativa para aumentar a eficiéncia destes sistemas sem implicar em grandes mudangas nas plantas
mais antigas de tratamento, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de enzimas ligninoliticas (em
especial a Lacase) na remediagdo dos compostos fendlicos presentes no efluente kraft, durante tratamento em
Lagoa Aerada Facultativa (LAF), assistida com extrato enzimatico de um Fungo da Podriddo Branca
(Trametes sp.).

METODOLOGIA

O efluente industrial utilizado foi obtido de uma industria de papel e celulose kraft ndo branqueada, localizada
na regido metropolitana de Curitiba - PR, Brasil. O efluente foi coletado na entrada do sistema de lagoas de
estabilizagdo, transportado em galGes de 10 L, e preservado a 4°C, na auséncia de luz®. O Extrato Enzimatico
de Trametes sp. (EET), foi produzido no Laboratério de Biotecnologia da UTFPR — Campus Curitiba, por
fermentacao liquida’.

Tanto o efluente kraft quanto o EET foram caracterizados mediante analises de DQO, DBOsg, Cor,
Compostos Ligninicos (CL), Compostos Fendlicos Totais (CFT) e Area Espectral (AE), em amostra filtradas
em 0,45 um?°1° além de medices de pH (pHmetro CienlaB mPA-210) e Turbidez (Turbidimetro Policontrol
AP2000) em amostras ndo filtradas. Por conta da possibilidade da presenca das enzimas ligninoliticas Lacase,
Manganés Peroxidase e Lignina Peroxidase no EET, também foram determinadas as atividades destas
enzimas!H1213,

Para o experimento em fluxo continuo, foi montado um sistema composto por 2 Lagoas Aeradas Facultativas
(LAFs) em escala de bancada, uma para aplicacdo de Extrato Enzimatico de Trametes sp. (EET) e outra como
controle (nas mesmas condic@es de tratamento, mas sem aplicacdo de enzimas), ambas com volume Gtil de 1 L
e separadas em duas zonas: zona de aeracdo (entrada do afluente) e zona de sedimentacdo (saida do efluente).
A alimentacdo deu-se por meio de bombas peristalticas (Milan - Mod.BP 600) e a aeracdo por compressores de
ar (Boyu - U 3800). Durante todo o experimento manteve-se a oxigenagdo para uma concentracdo maior que 5
mg O, L%, mediante medicGes de Oxigénio Dissolvido (OD) na zona de aeracdo (Oximetro Lutron DO-5519).

Antes da entrada nas LAFs adicionou-se no efluente da inddstria solugdo de NH4Cl e KoHPO,, para uma
proporcdo de 100:5:1 de DBO:N:P, e corrigiu-se o pH do efluente para 7,0. A Carga Organica Volumétrica
(COV) foi de 0,2 kg DQO m3d? (COV média da industria) e foi mantida variando o Tempo de Detencdo
Hidraulica (TDH), levando em conta a concentragdo de matéria organica do efluente kraft da industria.
Utilizou-se biomassa proveniente do fundo da LAF da industria para inoculagdo das lagoas (controle e com
EET), para uma concentragdo de 2 g SSV L em cada uma delas.

As LAFs operaram por 60 dias e os parametros de controle - OD e pH - foram medidos diariamente. Para fins
de monitoramento da eficiéncia do sistema, foram realizadas analises de DQO, DBOs 2, Cor, Compostos
Ligninicos (CL), Compostos Fendlicos Totais (CFT), Area Espectral (AE) e Turbidez, duas vezes por semana,
seguindo a metodologia usada na caracterizagcdo. Também foram realizadas analises de toxicidade aguda em
Daphnia magna, nas amostras do afluente (efluente kraft industrial) e do efluente das LAFs apds estas
atingirem o estado estacionario'®. Ao longo deste estudo, todas as analises laboratoriais foram realizadas em
triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de analise da atividade enzimatica encontrada no Extrato Enzimatico de Trametes sp. (EET)
produzidos no Laboratério de Biotecnologia do campus universitario, mostraram uma atividade de 5,725 +
0,320 U mL? para Lacase e 0,005 + 0,003 U mL? para Manganés Peroxidase (MnP). J& para Lignina
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Peroxidase (LiP) ndo foi detectada atividade. A aplicagdo diaria de EET dentro da LAF foi equivalente a 0,02
U mL? d* de Lacase. Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de caracterizacdo do efluente comparado as

caracteristicas do EET na proporcdo utilizada na LAF (0,02 U mL™ de Lacase).

Tabela 1: Caracterizacdo do efluente kraft e do Extrato Enzimatico de Trametes sp.

Parémetros Efluente kraft* Extrato Enzimatico**
DQO (mg L1 655,57 + 215,80 39,39+0,54
DBOs 2 214,93 £ 41,43 -
DBO:s,2/DQO 0,34 +0,05 -
Cor (VISs40) (1x1cm) 0,52 +0,12 0,0022 + 0,0001
CFT (UVais) (mg L?) 255,14 + 69,88 1,66 + 0,28
CL (UV2g) (1x1cm) 4,26 +1,59 0,0011 + 0,0001
Avrea espectral (cm?) 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 trés coletas. **Diluicdo em agua deionizada para uma concentragéo de 0,02 U mL de Lacase.

Como pode-se observar na Tabela 1, o efluente usado no estudo é predominantemente alcalino, um vestigio da
polpacdo com sulfeto e hidréxido de sddio. O efluente também apresenta uma relagdo DBOs 2/DQO superior a
0,25, 0 que viabiliza o tratamento biolégico, entretanto possui também altos niveis de compostos ligninicos e
fendlicos, além da cor. Processos biolégicos convencionais apresentam baixa eficiéncia quando aplicados para
a remediacdo de compostos fendlicos em concentragdes acima de 100 mg L, devido a elevada toxicidade
conferida por esses compostos?®, por esse motivo ha necessidade de testar tratamentos alternativos.

Ainda na Tabela 1 observa-se que na concentracdo de 0,02 U mL™ de Lacase bruta, o EET proporciona um
incremento inicial nos parametros de analise da eficiéncia das LAFs, mas estes valores de incremento podem
ser desconsiderados, ja que representam uma fracdo minima da concentracdo inicial do efluente e também por
ser de composicao biodegradavel.

Na Figura 2 sdo apresentados os parametros de controle das duas LAFs, controle e com Extrato Enzimatico de
Trametes sp. durante os 60 dias da Fase I.
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Figura 2: Parametros de controle medidos nas Lagoa Aerada Facultativa controle (a e ¢) e com
aplicacao de Extrato Enzimatico 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 °C, o pH variou
de 7,26 £ 0,77, a COV se manteve em 0,2 * 0,03 kg DQO m d! e o Oxigénio Dissolvido (OD) foi de 6,33 +
0,40 mg O, L, entretanto, os valores de OD mostrados pela Figura 2 representam os valores mais altos,
medidos préximo ao difusor de ar dentro das lagoas, sendo que a quantidade de O diminuia nas extremidades
mais distantes do ponto de aplicacdo, propiciando o surgimento de zonas de sedimentacdo nessas regifes, onde
obteve-se medicoes de até 0,04 mg O, L. As medidas da zona de sedimentacdo ndo foram incluidas na média
da Figura 2.

De acordo com a literatura uma aeracdo eficiente proporciona Potencial de Oxirredugdo (Ex) > 100 mv?, A
medicdo dentro de ambas as lagoas, apés correcdo com o valor de referencia do eletrodo usado'’, indicou
valores de En que variaram de 206 a 238 mV no meio do efluente. Ja no sedimento, o Ey foi de - 40 £ 06 mV,
configurando uma regido andxica. Condicdes anaerobicas ndo foram detectadas no sedimento, possivelmente
pela impossibilidade de fazer a medida no centro da biomassa sedimentada.

Na Figura 3 apresentam-se os valores de eficiéncia das Lagoas Aeradas Facultativas (LAFs), controle e com
aplicacdo de EET, obtidos semanalmente, durante o periodo de 60 dias de funcionamento do sistema.
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Figura 3: Valores de eficiéncia das Lagoas Aerada Facultativas (LAFs), controle (0) e com aplicacio de
Extrato Enzimatico de Trametes sp. (m), durante 60 dias de experimento.

Como pode ser visto na Figura 3, os valores de remocdo dos pardmetros de DBOs 2, DQO, Cor, CL e AE
obtidos na LAF com aplicacdo de Extrato Enzimatico de Trametes sp. (EET) foram muito proximos do valores
obtidos na LAF controle. A LAF com EET apresentou remocéo média de aproximadamente 90 % da DBOs 2,
50 % da DQO, 2 % da Cor, 20 % dos CL e -12 % da AE, e estes valores ndo apresentaram diferenca
significativa (ANOVA, p< 0,05) dos valores obtidos da LAF controle.

Os valores de remocédo de DBOs 2, DQO, Cor e Compostos Ligninicos obtidos em ambas as LAFs, controle e
com EET, foram compativeis com os resultados de Lagoas apresentados na literatura'®®. As variagdes obtidas
nos resultados de remogéo dos CFTs, CL, Cor e Area Espectral, mostram a instabilidade das condicdes de
degradacdo dos compostos especificos, também verificada por outros autores!®19.20,

O aumento de Compostos Fendlicos Totais (CFTs) observado na Figura 1 d, ¢ um comportamento tipico de
sistemas bioldgicos bem aerados, resultante da remocao bioldgica de grupos metoxi e da auto oxidagdo de
Compostos Fendlicos de alta Massa Molecular (MM) gerando compostos de menor MM, que permanecem
com o grupamento OH em ligagGes aromaticas'® °. 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 reagdo catalitica de degradacdo de compostos ligninicos pela Lacase se inicia com a extragéo
de um elétron de um substrato fendlico gerando um radical fenoxila, que torna a molécula instavel e portanto
mais favoravel ao processo de degradagdo?!, os resultados indicam que a presenca do EET com atividade
enzimatica de Lacase favoreceu a degradacdo, de modo a reduzir a geragdo de compostos fenélicos.
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Estudos sobre degradacdo de fendis totais do efluente de uma inddstria papeleira em meios submersos com
FPB, observaram reducdo de fendis de até 59%, sendo que esta reducgdo foi associada a presenga de enzimas
Lacases e Peroxidases produzidas pelo fungo??. No caso do presente estudo, a presenca, mesmo que pequena,
de atividade de MnP no EET (0,005 U mL™), indica atuacdo desta enzima em colaboracdo a com a Lacase,
além disso, ja foi demonstrado que o fon Mn?* atua como mediador ativo para MnP e Lacase, facilitando a
catalise enzimatica®.

Mas o efeito da Lacase, claramente observado nos valores de remoc¢do dos CFT, ndo refletiu da mesma forma
nos CL e na AE. Isso porque, ap6s desestabilizacdo do polimero da lignina, ocasionada pela atividade
catalitica da Lacase nos CFT, também pode ocorrer a repolimerizagéo da estrutura da lignina, em que esta
assume uma nova forma, pouco diferente da estrutura original, e consequentemente ndo se tem redugéo dos CL
ou da AE do efluente?..

Para descartar a possibilidade da reorganizacao da estrutura polimérica da lignina ter formado estruturas com
maior toxicidade aguda, foram realizados testes de ecotoxicidade aguda em Daphnia magna no estado
estacionario das LAFs (96 % de remocéo 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 remocédo da
ecotoxicidade aguda na LAF controle e na LAF com EET (ambas com FT=1), indicando que a aplicacdo de
EET na LAF ndo proporcionou geragdo de subprodutos toxicos durante a degradacéo bioldgica.

CONSIDERAGOES FINAIS

O sistema de Lagoa Aerada Facultativa (LAF) assistida com Extrato Enzimatico de Trametes sp. apresentou
valores de remocdo tipicos de LAFs para os parametros de DBOs2, DQO, Cor, CL e AE, apresentando
diferenca da LAF controle apenas nos resultados de remocdo dos CFT. A reducdo do incremento dos CFT na
LAF com EET mostrou que a Lacase flngica pode catalisar a oxidacdo de compostos fenolicos, mas nem
sempre essa oxidacdo desencadeia a completa despolimerizacdo das moléculas de lignina, podendo também
proporcionar a repolimerizacdo sob novas formas de estruturas croméforas com MM menor. Como os CFT sdo
0s principais agentes da toxicidade presente no efluente, a reducdo destes compostos ja é de grande valia para
o sistema de lagoas, considerando que os resultados positivos na remediacdo da geracdo de CFT poderiam ser
potencializados fazendo uso de um extrato fingico mais concentrado em termos de atividade enzimatica.
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