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“A verdadeira descoberta ndo consiste em divisar novas terras, mas em ver
com novos olhos.”
Marcel Proust

A minha familia,

dedico esta tese.
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RESUMO

“TRATAMENTO DE EFLUENTE DE !NDGSTRIA PAPELEIRA POR PROCESSO
COMBINADO QUIMICO (OZONIZAGAO) E ENZIMATICO (LACASE)”

Autor: Maria Aparecida Rosa
Orientador: Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero

Palavras-chave: efluente papeleiro; ozonizagio; processo enzimatico; lacase,
remediacio.

Neste trabalho foi estudado um sistema que combina dois diferentes
processos, quimico e enzimatico, visando o tratamento de efluente papeleiro Kraft
E;. O tratamento quimico foi baseado na ozonizag&o do efluente (POA-processo
oxidativo avangado), enquanto que o enzimatico utilizou a enzima lacase,
produzida pelo fungo Trametes versicolor.

A caracterizagdo do efluente Kraft E, foi realizada frente a varios
parametros fisico-quimicos: fendis totais, cor, carbono organico total (COT) e
demanda quimica de oxigénio (DQO). A eficiéncia do tratamento por ozonizagéo
foi avaliada pela reducgéo da toxicidade, cor, fendis totais, COT e DQO do efluente.
Resultados obtidos para redugdo de cor e fendis totais foram de 65 e 50 %
respectivamente, em 120 min de tratamento. Foram realizados estudos aplicando
diferentes doses de ozénio e pH do efluente com o objetivo de aumentar a
eficiéncia do processo, sendo que o melhor resultado obtido foi em pH 10 e
concentragdo de 14 mg L™ de O.

No tratamento por processo enzimatico, foi estudada a imobilizagdo da
enzima lacase em diferentes suportes, por métodos de imobilizagdo quimica
(ligagbes covalentes) e fisica (adsor¢do). A lacase foi imobilizada em
montmorilonita KSF, por ligagbes covalentes e por adsorgdo, com 55 e 15 % de
imobilizagdo, respectivamente. Eupergit®C mostrou uma 6tima capacidade de
imobilizagéo (100 %). Esta ultima, quando comparada com a enzima imobilizada
em montmoriionita KSF apresentou grande superioridade, pela simplicidade no
processo de imobilizagio e eficiéncia em varios ciclos, tendo sido utilizada para
montagem do reator enzimatico. O tratamento com a lacase imobilizada em
Eupergit®C apresentou reducio de fendis totais de 35 %. O processo combinado
ozonizagéo/lacase imobilizada em Eupergit®C foi 0 que apresentou os melhores
resuitados para o tratamento do efluente Kraft E;.



ABSTRACT

“COMBINED CHEMICAL (OZONE) AND ENZYMATIC (LACCASE) TREATMENT
OF PAPER MILL EFFLUENT”

Author. Maria Aparecida Rosa
Supervisor: Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero

Keywords: paper effluent; ozonation; enzimatic process; laccase; remediation.

The efficiency of combined chemical (ozone) and enzymatic (laccase)
process in the treatment of Kraft E4 mill effluent were studied. The reduction of total
phenols, color, total organic carbon {TOC), chemical oxygen demand {COD) and
the toxicity, were evaluated. For the chemical treatment an advanced oxidation
process (POA) and in the biological process laccase, were used. Laccase was
produced by the white-rot-fungi Trametes versicolor.

Different doses of ozone and pH of the effluent were studied. Treatment
using pH 10 and concentration of 14 mg L™ of Oz in 60 min, showed a total
phenols and color removal of 50 and 65 %, respectively. The increase of pH as
the reduction of ozone concentration influenced the kinetics properties of the
process. The immobilization of the enzyme lacase in different supports for
chemical (covalents bonds) and physics (adsorption) methods was studied. The
laccase showed 55 and 15 % of chemical and physics immobilization in
montmorilionite KSF, respectively. Eupergit®C showed 100 % of immobilization
and have been used for assembling of the enzymatic reactor. The immobilized
laccase in Eupergit®C treatment showed total phenols removal of 35 %. The
combined process ozonio/laccase showed good resuits for the treatment of the
Kraft E¢ effluent.
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GLOSSARIO

Contaminantes: substancias que usualmente ndo causam danos de qualquer
tipo, mas que estdo presentes em concentracées maiores do que ocorrem
naturalmente.

DBO: E a quantidade de OXxigénio necessdria para que microorganismos aerdbios
mineralizem, sob determinadas condigbes, a matéria organica de uma amostra, £
0 parametro mais usual na medigdo de poluigdo organica aplicada as aguas
residuarias.

DQO: E a quantidade de oxigénio necessario para oxidar quimicamente a matéria
orgénica de uma amostra.

Oxigénio dissolvido: Oxigénio necessério para a respiragéio de microorganismos
aerébios. E fundamental para se verificar e manter condigbes aerébias em um
curso de agua que recebe material poluidor. Também é utilizado para controlar
processos de aeragio.

Poluentes: materiais ou substancias quimicas que causam efeitos adversos sobre
qualquer organismo.

Toxicidade Aguda: Efeitos adversos que ocorrem em um curto periodo de tempo,
apds a exposigdo de um organismo a Unica dose de substancia (poluente) ou
depois de multiplas doses em até 24 horas.

Toxicidade Crdnica: Efeitos adversos que ocorrem em um organismo durante a
maior parte de seu ciclo de vida. |

Xenobiéticos: compostos sintéticos freqlientemente introduzidos no ambiente em
concentragcbes que causam efeitos indesejaveis.



INTRODUCAO 1

1. INTRODUGAO

1.1 Biotecnologia Ambiental

Embora exista uma preocupagdo universal em se evitar episddios de
contaminacdo ambiental, estes eventos prejudiciais continuam acontecendo,
principalmente porque grande parte dos processos produtivos saoc intrinsecamente
poluentes. Ao longo das décadas, a atividade industrial tem produzido rejeitos
gasosos, liquidos e sdlidos nocivos ao meio ambiente. Dentro deste contexto, uma
importante parcela do processo de contaminagéo pode ser atribuida a atividades
das refinarias de petrdleo, indistrias quimicas, téxteis e papeleiras. No entanto,
ndo menos importante € a contribuicdo da atividade agricola, dos esgotos
sanitarios e dos residuos domésticos.

Com a evolugéo dos processos industriais e 0 consequente surgimento de
indmeros produtos que rapidamente tornaram-se de primeira necessidade, a
atividade industrial adquiriu um carater essencial na sociedade contemporanea.
Embora a sua importancia seja indiscutivel, a atividade industrial costuma ser
responsabilizada, e muitas vezes com justa razdo, pelo fendmeno de
contaminagdo ambiental, principalmente gragas a dois fatores de extrema
importancia: a) o acimulo de matérias-primas e insumos, que envolve sérios
riscos de contaminacdo por transporte e disposi¢io inadequada; e b) ineficiéncia
dos processos de conversdo, o que necessariamente implica a geragdo de
residuos.

Muitos estudos tém sido realizados buscando desenvolver tecnologias
capazes de minimizar o volume e a toxicidade dos efluentes industriais, sendo que
a aplicabilidade destes tipos de sistemas esta subordinada ac desenvolvimento de
processos modificados e ao estabelecimento de sistemas de reciclagem de
efluentes, atividades que implicam em tecnologias evolutivas e ainda indisponiveis
universaimente [Freire ef a/., 2000a].



INTRODUCAO 2

Um dos principais objetivos da biotecnologia ambiental é a prevencgéo da
poluicdo por uso de sistemas de tratamento no final dos ciclos produtivos efou na
recuperacdo de ambientes altamente contaminados. A biotecnologia ambiental
pode operar em dois hiveis;

. na diminuicdo da quantidade de produtos téxicos produzidos ou na redugéo
do nivel de toxicidade dos residuos através de modificagéo do tipo de processo
industrial;

. diretamente no tratamento dos residuos produzidos ou do ambiente poiuido
(por exemplo, no tratamento dos corpos d’agua para onde sido despejados o0s
efluentes industriais).

1.2 Tratamento de efluentes industriais

Devido a extrema complexibilidade dos efluentes industriais, e a diversidade
de compostos téxicos que podem ser encontrados nos mesmos, cada estudo de
viabilidade de tratamento deve ser realizado de maneira isolada. Isto é, os
processos desenvolvidos devem ser direcionados a um tipo particular de efluente,
ja que ndo existem procedimentos padronizados que possam ser aplicados no
tratamento de um grande numero de efluentes. Em fungdo disto, muitas
alternativas t&m sido estudadas. De maneira geral, procura-se uma alternativa que
permita, ndo somente a remocgdo de substancias contaminantes, mas a sua
completa mineralizagdo (processo pelo qual um composto é convertido em
espécies inbcuas como CO,, HoO e outras formas inorganicas). Na Figura 1.1 esta
esquematizado, de uma maneira geral, os principais métodos de tratamento de
efluentes industriais [Freire ef al., 2000a].
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Tratamento de Efluentes Industriais

BIOLOGICO Fisico QuiMICO

Aerdbio [1] Anaerébio || Fittragéa Cecantagéo

POA
Enzimatico Adsorcio Incineracio Eletroquimico

! I |

Fotocatdlise Fenton Ozonizagdo

Figura 1.1 Organograma das principais classes de tratamento de efluentes.
1.3 Inddstrias Papeleiras

A indastria de papel e celulose, representa atualmente um dos mais
expressivos setores industriais do mundo. Historicamente, € uma das maiores
consumidoras de recursos naturais (madeira, agua) e energia (combustiveis
fosseis, eletricidade), ocupando o terceiro lugar no mundo em consumo de agua.
O volume de agua consumido depende do tipo de pape! a ser produzido, podendo
ser superior a 60 m*® por tonelada de papel, mesmo utilizando as mais modernas e
eficientes técnicas para a produgZo do papel. Além de sua indiscutivel importancia
econdmica, as empresas de papel e celuiose apresentam um elevado potencial de
contaminagao ambiental, ndo somente pela significativa descarga de poluentes no
ambiente, mas também pelo elevado volume de efluente gerado (80 m® de agua/
tonelada de polpa), o que implica num grande volume de efluente a ser tratado
antes de seu langamento nos corpos aquaticos receptores [Nakamura ef al., 1997;
Thompson et al., 2001] .
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A industria papeleira tem uma grande importdncia para a economia da
América do Sul devido a grande disponibilidade de recursos florestais. Brasil e
Chile sdo os maiores produtores de celulose por area. No Brasil, utiliza-se
preferencialmente madeira de Eucalyptus grandis, com uma producio ao redor de
6 milhdes de toneladas de polpa por ano. Em ambos os paises estimam-se
duplicar a producdo em um curto prazo [Mansilla et al., 2001].

0 processo de polpagac predominante no mundo € o processo Kraft, o qual
utiliza hidréxido de sadio (NaOH) e sulfeto de sodio (NaxS) como agentes de
cozimento da madeira. E capaz de remover aproximadamente 90 % da lignina
presente na madeira. A lignina € um polimero natural, amorfc e altamente
condensado, que representa entre 20 e 30 % em massa de madeira, constituido
de fendis (unidade principal), hemiceluiose ¢ pectina (que preenchem os espagos
existentes entre as fibras de celulose e as células do tecido da madeira). A Figura
1.2 apresenta a estrutura esquematica de um fragmento de lignina {Leisola e
Fiechter, 1985].
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Figura 1.2 Estrutura esquematica de um fragmento de lignina.
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Numa primeira etapa de produgéo de papei, durante o processo Kraft, ocorre
a digestdo das pastilhas de madeira com uma mistura de NaOH/Na;S com o
propésito de solubilizar a fignina. Em seguida, a lignina solubilizada é concentrada
e queimada para gerar energia que sera usada no mesmo processo de polpacdo.
A polpa que se obtém neste processo € posteriormente oxigenada para continuar
a deslignificag&o, alcangando teores ao redor de 2 a 3 % de lignina residual. Numa
segunda etapa, durante o processo de branqueio em que se utiliza uma mistura de
cloro e diéxido de cloro, formam-se fendis clorados (como clorofendis e
cloroligninas) por reagéo da lignina residual, que esta quimicamente ligada a
celulose. A quantidade do volume de efluente gerado na seqliéncia de branqueio é
muito menor (ao redor de 10 mton polpa), porém & nesta etapa que se formam
0s compostos de maior periculosidade. Compostos de baixo peso molecular sdo
freqUentemente encontrados nos efluentes de branqueio de celulose, sendo
descritos na literatura como bio-acumulaveis, toxicos e com alto potencial
carcinogénico [Solomon, 1996; Mansilla et al, 2001]. A Figura 1.3 apresenta
alguns exemplos de compostos organoclorados presentes nos efluentes das
industrias papeleiras [Freire ef al., 2000b).

Cl
00— R
/
CH
HCOH OCH:
R

fragmento de corolignma 2,3 4, 6-tetrackorofenol tetracbrogua:acol 2,4-d1cbmfano]

Figura 1.3 Exemplos de compostos crganoclorados presentes nos efluentes das
industrias papeleiras.
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A ftoxicidade associada aos efluentes industriais esta intimamente
relacionada com a presenca de compostos recalcitrantes que n&o sé&o
biodegradados pelos organismos normalmente presentes em sistemas biologicos
de tratamento, nos usuais tempos de retengdoc hidraulica aplicados, sendo entao
langados nos corpos aquaticos receptores [Peralta-Zamora et al, 1997, Von
Gunten, 2003]. Devido ao efeito de acumulagio, podem atingir concentragdes
superiores & dose letal de alguns organismos, como invertebrados e peixes,
levando & ocorréncia de morte. Além disso, os efeitos carcinogénicos e
mutagénicos eventualmente podem ser observados em humanos como resultado
da bioacumulagao ao longo da cadeia alimentar [Alvarez ef al., 2001].

Os sistemas convencionais de tratamento de efluentes de uma planta de
celulose constam de um processc primario (fiotagdo com ar, floculagédo e
sedimentacdo) e outro secundario (lagoas aeradas e lodos ativados), que se
apresentam, em geral, bastante eficientes na remoc¢&o da demanda bioquimica de
oxigénio (DBO). No entanto, se a carga de compostos organoclorados na etapa de
brangueio for muito alta, os processos secundarios de branqueio podem colapsar
para uma baixa biodegradabilidade da matéria orgénica dissolvida, em especial se
o efluente contém ligninas cloradas de alta massa molecular. Pode-se chegar a
inativar e inclusive destruir a flora microbiana, devido & alta toxicidade do
substrato. Parte deste problema tem sido resolvido com a incorporag¢io de novas
seqgléncias de branqueio, como a utilizagio de didxido de cloro ao invés de cloro
molecular {processo ECF, do inglés, elementary chlorine free) ou auséncia total de
compostos de cloro (processo TCF, do inglés, total chlorine free). Porém, estes
processos ndo eliminam totalmente o impacto ambiental das descargas liquidas.
Outra opgio consiste no uso de processos totalmente livres de efiuentes (TEF, do
ingiés, total effluent free), o de ciclo fechado, onde a maior parte da agua é
reciclada no proprio processo. Neste caso, é imperativo tratar a agua com um
processo eficiente que permita seu reuso [Mansilla ef al., 2001].
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1.4 Contaminagédo ambiental por compostos fenélicos

Um numero consideravel de poluentes organicos, que se encontram
largamente distribuidos no meio ambiente, possuem estruturas fendlicas [Nistor et
al., 1999]. Os compostos fendlicos constituem-se numa das classes de compostos
organicos de maior relevancia, pois estes compostos despertam interesse sob
varios pontos de vista, tais como: 1) clinico e farmacolégico - varios
neurotransmissores € medicamentos possuem estruturas fendlicas; 2) alimenticio
~ alguns derivados fendlicos sao responsaveis pelas propriedades organolépticas
de muitas frutas e flores e influem na qualidade de, por exemplo, azeite e bebidas
(principalmente sucos e vinhos); 3) industrial — esta classe de composto é
empregada nos processos de produ¢io de plasticos, corantes, desinfetantes,
resinas, polimeros sintéticos, pesticidas, papel, etc.; 4) ambiental — os produtos de
degradacdo de muitos pesticidas e as atividades industriais acima descritas sdo
responsaveis por um elevadc grau de contaminagdo ambiental de solos e corpos
d'agua pelos compostos fendlicos [Svitel e Miertus, 1998; Rossato ef al., 2001].

Uma grande variedade de compostos organicos € gerada durante os
processos industriais, muitas dos quais s&o recalcitrantes aos processos de
tratamento de efluentes normalmente utilizados pelas indudstrias. O tipo e a
abundancia dos compostos fenélicos gerados variam em fungéo do processo
industrial em particular [Prahacs ef al., 1996; Reyes ef al., 1998; Rossato et al.,
2001].

A contaminagdo por fendis merece destaque, uma vez que fendis
substituidos, como cloro, alquil e nitrofendis, s&o altamente toxicos para o homem
e organismos aquaticos [Campanelia et al., 1993; Ortega et al., 1994; Russell e
Burton, 1999). Mesmo em pequenas concentragdes (< 1 mg L), os compostos
fendlicos afetam o gosto e odor de aguas potéveis e peixes. Muitos destes
compostos possuem efeitos tdxicos em animais e plantas, pois faciimente
penetram na pele e membranas celulares, determinando um amplo espectro de
toxicidade e mutagenicidade, além de afetarem as velocidades de reagbes
biocatalisadas nos processos de respiragdo e fotossintese e apresentarem
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propensao para bioacumulacdo [Parker et al., 1993, Campanella ef al, 1983;
Russeil e Burton, 1999]. Metabdlitos de cloroguaiacéis tém sido detectados na bile
de peixes que vivem em regides préximas a industria de papel e celulose {Schnell
et al., 2000].

Deste modo, os fénois e especialmente seus derivados clorados tém sido
definidos como poluentes perigosos devido a alta toxicidade e persisténcia no
ambiente e estio presentes na lista de substancias perigosas e poluentes
prioritarios da Comiss3o Européia [Vicent, 1991] e da EPA (Agéncia de Protegéo
Ambiental Norte Americana] [EPA, 1980/1984]. A diretiva 80/778 da Comunidade
Econdémica Européia, por exemplo, determinou como concentragdo maxima
permitida, para todos os tipos de fendis em meio aquoso, o valor de 0,5 ug L' e
0,1 ug L™ para fenéis individuais [Puig ef af., 1996]. O Instituto Norte-Americano
para Saude e Seguranga Ocupacional estabeleceu como limite de exposi¢cdo a
concentragéo de 5 ng L™ para fenol e, por exemplo, 2,3 ug L para isdmeros de
cresol [Vilchez et al., 1996].

1.5 Tratamento quimico

Os Processos Oxidativos Avangados (POA) englobam uma série de
tecnologias emergentes, ailgumas delas recentes outras resgatadas de
conhecimentos de dominio publico, extremamente competitivas no cendrio
ambiental, que tém sido aplicadas com sucesso na descontaminagéo in situ de
solos, na desinfecgdo de agua, na remog&o de cor e de contaminantes orgénicos
e inorganicos em efluentes industriais, na esterilizacdo de ar, além de uma vasta
gama de aplicagbes na destruicdo de passivos e ativos ambientais. Os
procedimentos utilizados em tecnologias oxidativas sdc baseados na geracéo de
intermediarios altamente reativos que iniciam uma sequéncia de reagbes,
resultando na destruic@o e remogéo de poluentes organicos [Chiron ef al., 2000].
Ozbnio e os processos oxidativos avangados (POA) relacionados tais como
0O3x/UV, 0a/H202; O4/TiO,, tém servido de alternativa para o tratamento de efluentes
industriais que contenham compostos recalcitrantes, tais como os organoclorados,
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mostrando-se bastante eficazes no processo de descontaminacio ambiental
[Masten e Davis, 1994; Freire et al., 2000a].

1.5.1 Ozonizagao

O ozdénio é capaz de reagir com uma numerosa classe de compostos
organicos, devido, principalmente, aoc seu elevado potencial de oxidagéao (E° =
2,08 V) superior ao de compostos reconhecidamente oxidantes, como H:02 e o
proprio cloro [Kunz et al., 1999; Robinson et al., 2001]. Devido a instabilidade do
ozdnio, aproximadamente 3 segundos na fase gasosa, (0 que impede sua
armazenagem), torna-se necessario sua geragao in sifu.

O ozdnio pode ser produzido por trés diferentes técnicas: exposigio do O, a
uz ultravioleta, eletrélise do acido perclérico e descarga elefroquimica
[Balakrishnan ef al, 2002]. Denire os diferentes processos de produgio
apresentados, o que utiliza descarga elétrica, também conhecido por efeito corona
(Figura 1.4), é o mais utilizado pela maioria dos ozonizadores comerciais,
principalmente pelo fato de se obter uma maior taxa de conversdo do oxigénio,
resultando numa maior concentragdo de oz6nio. Neste método, o ozénio € gerado
pela passagem de ar ou oxigénio puro entre dois eletrodos submetidos a uma
elevada diferencga de potencial (aproximadamente 10 KV), conforme equagbes 1 e
2. O rendimento deste processo varia entre 1 e 4 % (m/m) e entre 6 e 14 % (m/m)
para sistemas alimentados por ar ou oxigénio puro, respectivamente [Lin e Yeh,
1993; Kunz et al., 1999; Balakrishnan ef al., 2002].

ELETRODO

Figura 1.4 Geragdo de ozénio por efeito corona [Lin e Yeh, 1993].
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Equagbes: O, —» O +0O- (1) 0-+02— 03 (2)

A decomposicdo do ozdnio em aguas naturais & caracterizada por uma
rapida diminuicdo da concentrag&o inicial do ozdnio seguida de uma segunda fase
na qual a concentragdo de ozdnio diminui seguindo uma cinética de primeira
ordem, sendo que o principal produto de decomposicdo do ozbnio é o radical
hidroxila (OH-). O ozdnio pode reagir via dois mecanismos: reagdo direta (adicéo
eletrofilica ou cicloadicdo} e reacdo indireta (via radical livre HO-) [Masten e
Davis, 1994; Von Gunten, 2003].

Reacao direta: ozdnio reage com moléculas organicas ou inorgéanicas, por
adicio eletrofilica. Alguns exemplos de reagbes por oxidagéo direta sdo mostrados
nas equacdes: 3, 4, 5 e 6 [Freire et al., 2000a].

NO; + 03 —» NOs + 0, (3) SO32+ 03 > 5042 + 02 (5)
CN'+ O3 > CNO + 0, (4) Rz2C = CRz + O3 » RCHO; R.CO; RCOOR (6)

Onde R = radical alquilacou H

Reacdo indireta: reagdo do ozbnio, via radical livre HO- resultantes das
reagbes de decomposigao do ozdnio representadas nas equagbes (7 )(8)(9)e
(10) [Freire et al., 2000a].

Oz +H O™, H02+ 02 (7) 03 +HO - 0, +HO»  (9)

H.0.™_, 2 HO- (8) 03 + HOz» — 202 + HO- (10)
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A estabilidade do ozdnio no meio depende de diversos fatores, dentre eles o
PH merece especial atengo, uma vez que os ions hidroxila iniciam o processo de
decomposic&o do ozdnio, como mostrado nas equagbes 9 e 10 [Freire ef al.,
2000a; Von Gunten, 2003]. Desta maneira, a oxidagdo de compostos organicos e
inorgénicos durante a ozonizagio pode ocorrer via ozdnio (reacdo direta -
predominante em pH &cido) ou radical hidroxila (reagdo indireta - predominante
em pH alcalino), embora na prética haja contribuicido dos dois mecanismos. A
reacéo direta, (ataque eletrofilico pelo ozénio molecular) é atribuida a compostos
que contém ligagdes do tipo C=C, grupos funcionais especificos como (OH, CHs
OCHjs) e atomos que apresentam densidade de carga negativa como N, P,OeS.
A reagéo indireta é ndo seletiva sendo capaz de promover um atague a compostos
organicos 10°%-10° vezes mais rapido que conhecidos agentes oxidantes como o
H202 e o proprio Os, verificado pelo alto potencial de oxidagsio do radical hidroxila
(E° = 3,06 V) presente na reagfo indireta [Arslan et al., 2000; Alvarez et al., 2001].
Entretanto, cada uma das espécies oxidantes assume diferentes graus de
importancia, em fungio da aplicagio especifica do ozénio. Enquanto processos de
desinfeccdo ocorrem predominantemente via ozénio molecular, processos de
oxidagdo podem ocorrer por meio de ambos os agentes oxidantes, ozédnio e
radical hidroxila [Masten e Davis, 1994; Von Gunten, 2003].

Os avancos nos sistemas de geragdo de ozdnio tém diminuido a energia
requerida para sua producdo resultando numa consideravel redugio nos custos
envolvidos para sua aplicagdo, o que vém tornando a utilizagdo deste processo
bastante atrativa [Freire et a/., 2001].

Além da ozoniza¢do via oz6nio molecular e via radical hidroxila, outras
possibilidades de aplicagdo de ozonio na remediacio de efluentes, como
ozonizagdo catalitica e nanocatalise heterogénea, estao disponiveis na literatura.
Também, ozdnio combinado com Iluz ultra-violeta (Ox/UV), com peroxido de
hidrogénio {Os/H202) ou uma combinacdo destes (Ox/UVIH0,), além de
Osfultrasom, O4/TiO2 que apresentam resultados efetivos na remediacio de
alguns efluentes industriais [Freire et al., 2001; Balcioglu e Arslan, 2001].
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1.5.2 Aplicagado de oz6nio no tratamento de efluentes industriais

A aplicagdo do processo de ozonizagdo na remediacdo do efluente
papeleiro tem se mostrado bastante eficiente em descoloracdo, remogdo de
toxicidade e aumento da biodegradabilidade [Chiou et al., 1995; Freire et al., 2000
Nishijima et al., 2003].

Diversos processos oxidativos avangados foram aplicados na degradacéo
dos compostos orgénicos presentes em efluente papeleiro de maneira a obter a
maior eficiéncia e o menor custo [Perez ef al, 2002]. Dentre os processos
estudados, o ozbnio foi bastante efetivo mas relativamente caro, porém, quando
associado a outro POA (utilizacido de luz ultravioleta) foi possivel reduzir o custo
operacional em 25 %. Por exemplo, para a degradacdo de fenol, um dos
componentes mais toxicos presentes no efluente papeleiro, o ozdnio foi o
processo que apresentou 0 menor custo, comparado aos outros POA [Esplugas et
al., 2002].

Radetski ef a/. (2002), observaram 80 % de redugdo de cor (medidos a
523 nm) e aproximadamente 87 % de redugido de DQO para o efluente téxtil
ozonizado em pH 10. Além disso, a ozonizagéo foi capaz de reduzir os efeitos
fitotdxicos, provavelmente devido & oxidagéio da fragéo organica toxica presente
no efluente.

Kunz et al. (2002), aplicaram oz6nio na degradagdo de trés corantes reativos
(R-5, R-19 ¢ R-21) utilizados na indUstria téxtil, em dois diferentes valores de pH,
7 e 11. Ainfluéncia do pH de ozonizagio foi mais significativa para o corante R-5.
Este corante € pertencente ao grupo azo, cuja estrutura quimica & bastante
resistente a degradagdo. A descoloragdo, bem como a redugio de carbono
organico total (COT), para este corante é mais efetiva em pH 11. A ozonizagdo
conseguiu reduzir a toxicidade para o corante R-19, néo apresentou alteragdo
para o corante R-5 e para o0 R-21, a foxicidade foi aumentada, principalmente para
a ozonizacao realizada em pH 7.

Freire et al. (2001), aplicaram oz6nio para o tratamento de efluente
papeleiro em pH 3 e 11 enfocando principalmente a redugéo de COT, fendis totais
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e cor. Verificaram que a descoloragéo do efiuente em pH 11 foi 1,8 vezes mais
rapida que em pH 3. Além disso a reducéo de fendis totais em pH 11 foi de 90 %
enquanto que em pH 3 foi de 40 %, apds 20 minutos de tratamento. A toxicidade
aguda foi reduzida para ambos os tratamentos, sendo que o tratamento realizado
em pH 11 foi mais efetivo.

Freire et al. (2000b), estudaram o uso da ozonizac&o no tratamento de
efluente papeleiro Kraft E,. A eficiéncia do tratamento foi analisada por parametros
quimicos tipicos: COT, fendis totais, distribuigdo de massa molar e redugdo da
toxicidade aguda em efluente tratado (determinada usando Escherichia cofi).
Testes de toxicidade s@o importantes quando o processo de ozonizagdio é
empregado, principalmente porque compostos téxicos podem ser gerados durante
um tratamento com ozénio [Langlais ef al., 1992, Gagnon et al., 1997]. O efluente
tratado apresentou descoloragdo e redugio de fendis totais e uma dose pequena
e econdmica de ozdnic mostrou-se efetiva na reducéo da toxicidade, supondo-se
que a reducio de fendis totais foi o principal responséavel pelo decréscimo na
toxicidade aguda.

Dentre os métodos quimicos, os processos oxidativos sdo os mais
comumente usados para descoloragdo, devido a sua simplicidade de aplicagéo. A
ozonizacdo de um efluente textil & bastante eficiente na reducdo de cor e DQO,
tornando-se aceitavel para despejo em Aguas do meio ambiente. Este método
mostra uma preferéncia para moléculas de corante com ligagdes duplas. Uma das
vantagens € que o ozbnio pode ser aplicado no estado gasoso e com isto, ndo
aumenta o volume de agua residual e lodo [Robinson et al., 2001].

1.6 Tratamento biolégico - Enzimas

Os tratamentos de efluentes baseados em processos biolégicos sdo os mais
freqentemente utilizados, uma vez que permitem o tratamento de grandes
volumes de efluente, transformando compostos orgénicos toxicos em CO; e H.0
(ou CO2 e CH4), com custos relativamente baixos. A capacidade de certos

-

microrganismos para degradar substancias organicas téxicas é um fato bem
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documentado [Buitrén e Gonzéles, 1996]. Em esséncia, o tratamento bioldgico
fundamenta-se na utilizagdo dos compostos tdxicos de interesse como substrato
para o crescimento e a manutengdo de microrganismos. A principal aplicagéo
deste tipo de processo esta orientada na remogéo da matéria organica presente
nos rejeitos industriais, usualmente medida na forma de demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO) ou carbono organico total
(COT) [Subramani et al., 1995].

Os processos enzimaticos correspondem a uma das mais recentes
tecnologias para o tratamento biolégico de efluentes. Muitos esfor¢os tém sido
feitos para avaliar as possibilidades oferecidas pelas enzimas em biotecnologia e
aplicagbes ambientais [Karam e Nicell, 1997, Gianfreda e Bollag, 2002; Duran et
al., 2002].

1.6.1 Lacase

Lacase é uma cuproproteina do pequeno grupo de enzimas chamadas
cupro-proteinas azuis, cuprooxidases azuis ou ainda apenas oxidases azuis
[Thurston, 1994]. As lacases geralmente apresentam quatro &atomos de cobre
circunvizinhos, os quais estéo distribuidos entre diferentes sitios de ligacdo e sdo
classificados em frés tipos: cobre tipo 1, 2 e 3 diferenciados por possuirem
propriedades caracteristicas especificas que os permitem desempenhar papel
importante no mecanismo catalitico da enzima. Na Figura 1.5 é apresentada a
estrutura do sitio ativo da lacase [Maimstrom et al., 1975; Yaropolov et af., 1994;
Mcmillin e Eggleston, 1997]. Segundo Call e Micke (1997), os cobres tipo 1 e 2
estdo envolvidos na captura e transferéncia de elétrons e os cobres tipo 2 e 3 em
ligagbes com o oxigénio. Na Figura 1.6 é apresentado o esquema do cicio
catalitico da lacase [Durén et al., 2002].
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Lacase é uma fenoloxidase (p - difenol oxidase, EC 1.10.3.2) que catalisa a
oxidagéo de vérias substancias aromaticas e inorgénicas (particularmente fenéis)
com a concomitante redu¢cio de oxigénio para agua. Oxida polifendis, metoxi
fendis substituidos, diaminas e uma consideravel série de outros substratos
[Thurston, 1994; Xu, 1996; Minussi et al, 2002]. Compostos fendlicos estdo
amplamente distribuidos na natureza e sua oxidagdo ou derivatizagio oxidativa é
importante em processos tais como oxidago celular, protecéo da parede celular,
escurecimento em frutas, processamento de sucos e vinhos, deslignificacdo de
polpas, fortalecimento de produtos compostos, descoramento de tecidos,
detoxificag@o de solos e aguas poluidas.

As lacases oxidam compostos fendlicos até radicais ariloxila, os quais
polimerizam espontaneamente formando complexos insolGveis, que podem ser
removidos por precipitagao, filtragéo ou centrifugagdo (Figura 1.7). Siringaldazina
(N,N'-bis(3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzilideno hidrazina) é considerada um substrato
somente de lacase, sendo que o peroxido de hidrogénio deve estar excluido uma
vez que este composto € também oxidado pela peroxidase dependente de
manganés produzida por muitos basidiomicetos ligninoliticos [Alberti e Klibanov,
1981; Xu, 1996; Smith et al., 1997; Duran e Esposito, 2000; Minussi et al., 2002].

L
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QCH
OH s OCH3 H3

/ Radrcal fenoxi p-quinona
' r Formag:ao Ca Polimerizagdo e

e formagdo de
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OCH,
OH

Figura1.7 Representacdo esquematica da oxidacio de grupos fendlicos de
lignina pela lacase.
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1.6.2 Produ¢ao de Lacase por Fungos

Lacase € uma enzima amplamente distribuida em plantas superiores e
fungos. Lacases sdo produzidas por ascomicetos (p. ex. Aspergillus nidulans,
Neurospora crassa, Podospora anserina), por deuteromicetos (p. ex. Botrytis
cinerea) e por basidiomicetos (p. ex. Collybia velutipes, Fomes annosus, Fomes
fomentarius, Lentinus edodes, Phanerochaete chrysosporium, Pholiota mutabilis,
Pleurotus ostreatus, Poria subacida, Sporotrichum pulverulentum, Trametes
sanguinea, Trametes versicolor, Rhizoctonia praticola, Ceriporiopsis
subvermispora, Coriolus hirsutus, Dichomitus squalens) [Bollag e Leonowicz,
1984; Karaharian et al.,, 1998; Perie et al, 1998]. Em fungdo disto, os fungos
degradadores da madeira podem ser divididos em trés grupos de acordo com a
morfologia da degradag&o que estes produzem na madeira: fungos de degradacao
branca, marron e macia. Os basidiomicetos de degradacdo branca sdo os mais
eficientes organismos degradadores de lignina e outros fendis, sendo capazes de
mineralizar lignina eventualmente até CO, e H20 [Kirk e Farrel, 1987; Orth et al.,
1993; Hatakka, 1994; Tuor ef al, 1995]. A habilidade comum destes fungos é
oxidar compostos fendlicos relacionados a lignina, que na maioria das vezes esta
associada com enzimas extracelulares ligninoliticas, em particular lacases [Barr e
Aust, 1994]. As lacases produzidas por diferentes fungos diferem quanto a sua
inducibilidade, nimero de isoformas, massa molecular, pH 6timo, especificidade
pelo substrato [Bollag e Leonowicz, 1984].

Em algumas espécies de fungos, a introdugdo de substancias indutoras no
meio de cultivo inicia a biossintese de uma nova forma extracelular, enquanto que
as formas constitutivas sdo sintetizadas continuamente. Segundo Bollag e
Leonowicz (1984), os fungos Fomes annosus, Pholiota mutabilis, Pleurotus
osfreatus e Trametes versicolor apresentam uma nova isoforma da enzima
induzida por 2,5-xilidina (2,5-dimetilanilina). Esta, dentre os indutores de lacase,
vem sendo muito utilizada para o estudo desta enzima em fungos, tais como:
Ceriporiopsis subvermispora [Fukushima e Kirk, 1995), Trametes villosa [Yaver et
al., 1996] e Pycnoporus cinnabarinus [Eggert et al., 1996].
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1.6.3 Imobilizagdo enzimatica

O emprego de processos enziméticos somente sera economicamente viavel
se as enzimas forem imobilizadas em suportes adequados. O uso efetivo das
enzimas pode ser dificultado por algumas propriedades peculiares das proteinas
enzimaticas, tais como aita sensibilidade a agentes desnaturantes, diminuigio de
atividade ou efeitos toxicos. Alguns desses fatores podem ser removidos pelo uso
de enzimas imobilizadas. Este caminho tem provado ser mais vantajoso para
catdlise enzimatica do que seu uso com enzima livre [Duran ef al., 2002].

Muitos métodos s&o disponiveis para imobilizagio de enzimas. Desde que os
métodos usados para procedimento de imobilizagéo influenciam grandemente as
propriedades dos resultados biocataiiticos, a selecdo de estratégias de
imobilizagdo determinam os processos especificos para a catalise. Eles incluem
varios parametros tais como, atividade catalitica, efetivacio da utilizagéo catalitica,
desativagdo, regeneracdo cinética e custos. Toxicidade de reagentes de
imobilizagdo também devem ser considerados juntamente com o processc de
imobilizagdo, despejo de residuos e aplicagao.

Varias técnicas podem ser aplicadas para imobilizar enzimas sobre suportes
s6lidos. Eles sdo principalmente baseados sobre mecanismos quimicos e fisicos.
Métodos de imobilizagdo quimica incluem: a) ligagdo da enzima a matriz por
ligagGes covalentes; b) ligagdes cruzadas (cross-inking) entre a enzima e a matriz
e c) ligagdes cruzadas entre a enzima e reagentes bifuncionais. Métodos fisicos,
como adsor¢Zo, envolvem a captacdo (enfrapment) das moléculas da enzima
dentro dos poros da matriz (Figura 1.8) [Zaborsky, 1974; Duran et al., 2002).
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(a) Matodos quimicos
M = matriz insciuvel em agua
E = enzima

Enzima ligada a matriz
por ligagbes quimicas

Ligacdbes cruzadas entre

Ligagbes cruzadas enzima e reagentes
entre erzima e matriz multifuncionais

{b) Métodos fisicos
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Enzimas encapsuladas no poro da fibra

Enzimas encapsuladas
no poro da fibra

Enzdmas encapsuladas dentro Enzimas encapsuladas dentro
da matriz de gel insociuvel de uma micela reversa

Figura 1.8 Diferentes tipos de processos de imobilizagao: (a) métodos quimicos;
(b) métodos fisicos.
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Ambos os meétodos quimicos e fisicos apresentam vantagens e
desvantagens que dependem de uma variedade de fatores. Mudancas
conformacionais podem ocorrer na imobilizagdo covalente de uma enzima. Em
geral, métodos de imobilizacdo quimica tendem a reduzir a atividade neste
sentido, desde que as ligagbes covalentes formadas como resultados desta
imobilizagdo podem perturbar a estrutura nativa da enzima. Tais ligagdes
covalentes fornecem forte estabilidade na enzima ligada e pode, em alguns casos,
reduzir as caracteristicas da enzima com subseqlentes alteragbes na sua
atividade especifica. Entretanto, métodos de imobilizacdo fisica perturbam menos
a enzima e conseqilentemente apresentam retengéo de suas propriedades [Duran
et al., 2002].

Um dos sistemas mais largamente usados para captacio da enzima em uma
rede polimérica é a imobilizagdo com gel de poliacrilamida, obtido por
polimerizacéofiigacdes cruzadas de acrilamida na presenga da enzima. Elas
podem ser adsorvidas em uma variedade de suportes, oferecendc em muitos
casos a conveniéncia pratica de regeneragéo por simples substituicao da enzima
desativada por uma fresca, ativa cataliticamente [Piacquadio et al., 1997]. Uma
estratégia amplamente usada de imobilizaggo enzimética por ligagdes covalentes,
frequentemente utiliza modificagbes nas superficies de suportes inorganicos,
como por exemplo a silanizagdo, que se baseia no recobrimento da superficie com
grupos funcionais organicos usando um reagente organofuncional aminosilano.
Tais recobrimentos ou grupos amino superficiais nativos, podem ser derivatizados
para grupos aideidos usando giutaraldeido, sendo entdo ligado & enzima (Figura
1.9) [Messing, 1975].
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Figura 1.9 Representacdo esquemdtica do método de amino-alquilagdo em
imobilizacdo enzimatica.

1.6.4 Imobilizagdo de lacase em diferentes suportes

Duran et al. (2002) revisaram a imobilizacio da Lacase (de diversas fontes
de origem) em uma variedade de suportes, avaliando as possibilidades oferecidas
pela enzima em biotecnclogia e aplicagbes ambientais. Lacase de Trametes
versicolor foi imobilizada sobre solo argiloso, caolinita e montimorilonita, usando
pré-tratamento com 3-aminopropiltrietoxi-silano (APTS) e Glutaraldeido [Ruggiero,
1989; Gianfreda e Bollag, 1994]. Foram obtidas altas porcentagens de atividade
da lacase imobilizada (78 % em lacase-soio; 94 % em lacase-montimorilonita;
97 % em lacase-caolinita) e bons resultados na remogao de 2 4-diclorofenol (2,4-
DCP) em solugdes modelo (98 % em lacase-caolinita € em lacase-solo; 69 % em
lacase-montimorilonita;). Também foram obtidos bons resultados com a
imobilizacdo desta mesma enzima com sepharose CL-6B. Esta associacdo
enzima-gel mostrou boa estabilidade em solventes organicos e tolerancia a
temperaturas elevadas [Milstein et al., 1989]. Dois exemplos préticos de lacase de
Lentinus edodes, imobilizadas em quitosana e EupergitG’C, foram aplicadas no
tratamento de efluente de indlstria de 6ieo de oliva (caracteristico por apresentar
altas concentragbes de fendis} obiendo-se significante redugdo de fendis,
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combinado por um decréscimo da toxicidade do efluente [D’Annibale et al., 1999;
2000]. A imobilizacZo da lacase com quitosana foi realizada por adsorgdo com
subsequente adigio de glutaraldeido (ligagdes cruzadas), apresentado 30 % de
rendimento. A imobilizagdo usando Eupergit®C, um epoxi poliacrilato ativado,
apresentou uma capacidade catalitica de 340 unidades por miligrama de suporte,
ao lado do aumento da estabilidade térmica e tempo de estocagem. Um reator de
leito fluidizado operando em modo de recirculagdo foi montado, obtendo uma
redugdo de 20 % de fendis totais no efluente. Foi possivel restaurar a eficiéncia do
reator, apds oito consecutivos ciclos de tratamento, com procedimentos de
lavagens usando solugdes tamponadas de aita forga idnica. Resuitados similares,
habilidade de retencéo de atividade e estocagem, foram obtidos com lacase de
Pleurotus ostreatus, imobilizada covalentemente sobre 0 mesmo suporte [Hublik e
Schinner, 2000]. A simplicidade nesse processo de imobilizagdo, a estabilidade e
a eficiencia de defenolizagdo, bem como as propriedades hidrodinamicas do
Eupergit®C com lacase, favorecem sua aplicac@o em tratamento de efluentes de
caracteristicas fenolicas.

1.6.4.1 Suporte sélido para imobilizagdo enzimética

Eupergit®C & um suporte para imobilizagdo de enzimas com potencial
industrial para utilizagdo em quimica fina e farmacéutica [Katchalski-Katzir e
Kraemer, 2000). Foi desenvolvidc entre 1974 e 1980 pela Réhm, Alemanha
[Kraemer et al., 1975], sendo a primeira inddstria a introduzir a tecnologia
enzimatica, aproximadamente 100 anos atras. Otto Réhm também inventou em
1930 a polimerizag&o de metil meta acrilato, 0 qual é conhecido hoje como vidro
acrilico e como consequéncia natural, desenvolveu o carregador para enzimas
sobre a base de polimerizagdo de metil acrilato.

Eupergit®C consiste de esferas macroporosas com diametros entre 100 e
250 um, produzidos por copolimerizagdo de N,N’-metileno-bis-(metacrilamida),
glicidil metacrilato, alilglicidil éter e metacrilamida (Figura 1.10). Sua estrutura é



INTRODUGAO 23

quimica e mecanicamente estavel, inclusive em pH entre 0-14, ndo apresentando
expansdo ou redugdo, mesmo em mudangas bruscas de pH. E altamente
compativel com qualquer tipo de reator, inclusive nido necessitando de
biorreatores especiais. Eupergit®C liga-se a proteinas via grupos oxiranos que
reagem em pH neutro ou alcalino, com grupos amino de proteinas moleculares por
ligagbes covalentes, resultando enzimas em faixa de pH onde ela é estavel e ndo
perde a atividade [Katchalski-Katzir e Kraemer, 2000].

Devido a alta densidade dos grupos oxiranos na superficie das esferas (600
umol g' de Eupergit®C seco), a capacidade ligante de uma enzima & de
aproximadamente 100 mg proteina g' Eupergit® C (massa seca). E
comercialmente disponivel mundiaimente, sendo empregada varias toneladas por
ano para utilizagdo em biocatalise. Com relagdo & produtividade, na maioria dos
casos apresenta-se maior que 1000 kg produto/kg de Eupergit®C seco. O custo do
Eupergit® C na produgsio de Eupergit®C-enzimas, na maioria dos casos, é menos
do que US$ 0.42/kg de produto, que é por exemplo, menos de 1% do custo
avaliado em US$ 42/kg de produto [Katchalski-Katzir € Kraemer, 2000].
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Figura 1.10 Estrutura quimica do Eupergit ®C.
[hitp:/Amww.rohmamerica.com/EudragittEUPERGIT]
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1.6.5 O potencial uso industrial da lacase

Estudos envolvendo a biodegradacdo de compostos toxicos presentes em
efluentes tem aumentado significativamente nos Gltimos anos. Industrialmente tem
crescido o interesse em enzimas extracelulares de fungos devido ao seu potencial
de degradagdo de varios compostos xenobiéticos, fendlicos altamente toxicos e
lignina [Mansur ef al., 1998; Duran e Esposito, 2000; Wesenberg et al., 2003).

Nas ultimas duas décadas, muitos esforcos tém sido feitos para entender os
mecanismos de biodegradacdo da lignina por lacase para uso em aplicagbes
industriais, principalmente para deslignificagao/branqueamento de polpas Kraft.
Entretanto, a eficiéncia catalitica da lacase € insuficiente para muitos processos
industriais (tratamento de efluentes, delignificacdo de materiais lignocelulésicos,
etc.) [Castro ef al., 2003; Valtcheva et al., 2003]. Devido a isto, estudos tém sido
feitos com o uso de mediadores (compostos que interagem com a enzima,
facilitando o estagio inicial do processo). A oxidagdo de benzilalcool com a enzima
lacase por compostos mediadores adequados rende produtos carbonilicos,
enquanto que a lacase ndo pode oxidar substratos ndo-fendlicos diretamente. O
tipo de oxidagéo ocorre pela forma oxidada do mediador (Med.y), geraimente por
interagdo com a enzima. O mediador (Medy) pode seguir por duas rotas de
oxidagdo do substrato, a) transferéncia de elétrons (ET), b) transferéncia de
atomos de radical hidrogénio (HAT). Resultado obtido com lacase e o mediador 1-
hidroxibenzotriazol (HBT), mostrou seguir a rota HAT [Baiocco et al., 2003].

ltoh et al. (2000), estudaram a transformacdo de clorofendis pela lacase
extracelular de Coriolus versicolor, por andlise de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), observando que a transformacéo foi dependente do nimero e
da posicéo dos atomos de cloro na molécula. Dentre os monoclorofendis, 2-CP (2-
clorofenol) foi transformado em 19%; 3-CP e 4-CP néao foram transformados.
Dentre os diclorofendis, 2,3-, 2,4-, 2,6-DCP foram substratos susceptiveis a lacase
com 16, 32 e 46 % de transformag¢&o, respectivamente. O triclorofenol 2,4,6-TCP
foi o mais susceptivel, com 74 % de transformagéo.
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Castro et al. (2003) estudaram uma série de compostos modelos, fendlicos e
ndo fendlicos, imitando estruturas condensadas de ligninas para oxidagdo com
lacase de Trametes versicolor na presenca de HBT e [SiW11V040]"* (SiW1,V) como
mediador. Ambos os modelos lacase-mediador apresentaram significante
degradagéo (confirmados pela presenga de produtos de oxidagéo, analisados por
cromatografia gasosa e espectroscopia de massa), porém, o mediador (SiW41V)
foi 0 que apresentou melhores resultados. O uso de mediadores € dificultado por
seus custos, problemas de regeneragio e degradagdo em reacdes de oxidagao.
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2

OBJETIVOS

Estudo do tratamento de efluente de industria papeleira Kraft E4, utilizando

processo guimico (ozonizacéo) e enzimatico (lacase).

2.1 - Objetivos especificos:

v

Caracterizacdo do efluente Kraft E; frente a véarios parametros fisico-
quimicos: COT, Fendis totais, DQO, Cor e pH. Avaliagdo da toxicidade
pelos organismos-teste: alga Sefenastrum capricornutum e micro-crustacio
Artémia salina.
Avaliagdo da eficiéncia do tratamento de ozonizacio aplicado no efluente
Kraft E4 para COT, Cor, Fendis totais, DQO, pH e toxicidade.
Produgéo de lacase pelo fungo Trametes versicolor em cultura liquida.
Imobilizagdo de lacase em dois diferentes suportes:

- Montmorilonita KSF

- Eupergit®C
Avaliacido do suporte mais adequado para imobilizagdo enzimatica na
montagem de um reator para tratamento de efluente Krait E;.
Reuso da lacase imobilizada covalentemente em montmorilonita KSF e em
Eupergit®C por varios ciclos.
Aplicagéo da Lacase Imobilizada no tratamento de efluente Kraft E..
Montagem de um reator enzimatico com lacase imobilizada em Eupergit®C.
Aplicacdo dos processos combinados: quimico (ozonizagdo) e Enzimatico
(lacase imobilizada em Eupergit®C) no tratamento do efluente Kraft E;.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Caracterizagdo do efluente Kraft E,

O efluente utilizado foi obtido apés o primeiro estagio de extragéo alcalina
(E1) de polpa de madeira de Eucalyptus grandis proveniente de uma empresa
situada na regido do municipio de Campinas. O efluente foi estocado em frascos
plasticos de 1 L, em freezer (temperatura de aproximadamente -18°C). A
caracterizag@o consistiu na determinagio dos seguintes parametros: pH, cor,
DQO, COT, fendis totais e toxicidade.

3.2 - Controle analitico

3.2.1 - Determinag¢ao do pH

As medidas de pH foram determinadas utilizando ¢ aparelho Orion modelo
EA 940 da Coler Parmer, com eletrodo de vidro combinado, da mesma marca.

3.2.2 - Determinagédo de cor a 465 nm

A remogé&o de cor do efluente foi avaliada pela diminuigdo da absorcéo de
acordo com o procedimento descrito no método [Livernoche ef al, 1983],
empregando um espectrofotdmetro Hitachi modelo U-2000. O comprimento de
onda foi determinado pela absorbancia maxima do efluente na regido do visivel
(465 nm) em pH 7,6. Neste procedimento foi utilizado 1 mL de amostra filtrada em
membrana de acetilcelulose 0,45 um e 1 mL de solugéo tampao fosfato 0,1 mol L™
pH 7,6.

3.2.3 - Determinagdo da DQO (Demanda Quimica de Oxigénio)

Este método & utilizado para a determinag@o de oxigénio necessdrio para
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oxidar toda a matéria organica presente na amostra que seja susceptivel a um
forte agente oxidante, como o dicromato de potassio. O método utilizado & o de
refluxo fechado colorimétrico APHA 5220 C 5-12 (1995), empregando dicromato
de potassio como solugdc digestora na presenca de H,SO4JAG:SO4, a elevada
temperatura, na presenca de um catalisador (sulfato de prata). A anélise consistiu
em adicionar 2,5 mL de amostra, 1,5 mL da solucio digestora e 35 mL de
H2804/Ag2804 em um tubo de digestéo, deixando digerir em bloco digestor por 2
horas a 150°C. Em seguida, resfriou-se & temperatura ambiente, procedendo &
leitura da absorbancia a 600 nm.

3.2.4 — Determinagéo de COT {(Carbono Organico Total)

Com este método determina-se o teor total de carbono existente na amostra
(tanto organico como inorgénico). O método utilizado € o APHA 5310B (1992). O
equipamento utilizado foi o Shimadzu, modelo TOC 5000A. Neste método, uma
pequena por¢do da amostra homogeneizada, fitrada em membrana de
acetilcelulose 0,45 um e diiuida e a seguir injetada para o interior de uma camara
de aguecimento com um catalisador oxidativo, como Oxido de cobalto. A dgua é
vaporizada e o carbono organico é oxidado a CO, sendo quantificado por meio de
um analisador de infravermelho ndo dispersivo. O carbono inorgénico é medido
pela passagem da amostra em uma camara de reacéo que contém acido fosforico,
sob estas condigbes o carbono inorganico é convertido a CO; e quantificado de
maneira semelhante & descrita anteriormente. O carbono orgénico total é entéo
obtido pela diferenga entre o carbono total e o carbono inorgénico.

3.2.5 ~ Determinagéo de fendis totais

A determinagdo de fendis totais foi estimada colorimetricamente segundo o
método padréo APHA 5550B (1992). A mistura de reacio foi composta de 1 mL de
amostra, 0,250 mL de solugdo carbonato-tartarato de sddio (200 g de carbonato
de sodio, 12 g de tartarato de sodio dihidratado, diluidos para 1000 mL de agua
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destilada) e 0,025 mL do reagente Folin-Ciocalteu (uma mistura de
heteropoliacidos fosfomolibdico fosfotungstico), Aldrich, EUA. Foram utilizadas
micropipetas em todas as aliquotas. Apds 30 minutos a 20°C foi lida a absorbancia
a 700 nm e comparada com curva-padréo de fenol. Os produtos de oxidagio
resultantes formaram um complexo azul com molibdénio e tungsténio.

3.3 — Determinagdo da Toxicidade
3.3.1 - Ensaio de toxicidade com a alga Selenastrum capricornutum:

O ensaio de toxicidade utilizando a alga verde de agua doce Selenastrum
capricomutum foi feito conforme descrito por Reginatto (1998), adquirida da
colecdo de culturas de algas da EMBRAPA, localizada em Jaguaritina/SP. Foi
utiizado o fluorimetro Aminco modelo SPF-500C. Este ensaio consiste no
crescimento das algas em diferentes diluigdes do efluente (pH ajustado para 7,0),
na qual é adicionada uma solugdc de nutrientes de composicdo definida. A
duracdo do ensaio é de 72 h. A determinagéo do crescimento efou inibiggo da
concentracéo da alga é determinada pela fluorescéncia da alga a 680 nm. A
excitacao € realizada em 435 nm.

3.3.2 — Ensaio de toxicidade com o micro crustidceo Artémia salina:

A toxicidade frente a Artémia salina foi determinada apenas pela
porcentagem de morte do organismo na presenga de diferentes concentragdes do
efluente (pH ajustado para 7,0) por um periodo de 24 h [Meyer ef al., 1982]. O
meétodo consistiu em avaliar a morte das larvas de Artémia salina (ovos de
camar&o disponiveis em lojas de alimentos para peixes), cultivando-os em
diferentes concentragSes de poluentes em frascos contendo 5 mL de solugado
salina (38 g L' de sal marinho). Apbs 24 horas foi feita contagem dos
sobreviventes, determinando-se a dose limite de poluente.
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3.4 — Processo de Ozonizagédo
3.4.1 — Produgdo e medida de ozénio

O ozdnio foi gerado a partir de oxigénio puro, utilizando-se um ozonizador
marca OZOCAV ZT-2 (Inter Ozone Ingenieria Ecoldgica, Santiago-Chile), instalado
no préprio laboratério. O principio de gera¢éo de ozénio baseia-se no método de
descarga por efeito corona. O ozbénio produzido foi determinado
espectrofotometricamente, utilizando um aparelho de marca Micronal modelo B
382, fazendo-se passar uma corrente gasosa que contém uma mistura de oxigénio
e ozénio por uma célula de fluxo de gas, a 258 nm (¢ = 3000 L mol”" cm™). O
ozbnio residual do sistema foi destruido pela passagem do gas por um frasco
lavador contendo iodeto de potassio [Kunz ef al., 1999].

3.4.2 — Tratamento do efluente papeleiro pelo processo de ozonizagdo

O efluente submetido a ozonizagdo teve seu pH previamente ajustado ao
valor desejado, sendo ozonizado & temperatura ambiente, num reator tubular de
fluxo ascendente com dispersor de vidro sinterizado, com diametro de 4,6 cm,
altura de 30,0 cm, com capacidade para 500 mL, liberando o gas da base para o
topo do reator, passando por uma placa porosa de vidro sinterizado (Figura 3.1)
[Kunz et al., 1999]. O volume utilizado de amostra foi de 400 mL, a vazdo de
entrada do gas foi de 15 L h™' de Oz resultando numa concentragdo de Os na fase
gasosa de 14 mg L. Apés 10 minutos, necessarios para que o equipamento
atingisse o estado estacionario, o efluente foi ozonizado durante 120 minutos. A
eficiéncia do método foi avaliada pela determinagéo de COT, fendis totais, DQO e
cor.
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Figura 3.1 Sistema empregado na ozoniza¢o do efiuente papeleiro.
3.5 - Processo Enzimatico
3.5.1 - Microorganismo

O fungo utilizado foi Trametes versicolor (CCT 4521) pertencente a colegéo
do Laboratdrio de Quimica Bioldgica, Instituto de Quimica, da Universidade
Estadual de Campinas. |

3.5.2 — Meio de Manutengao

O fungo foi mantido e repicado semanatmente em placas de Petri contendo o
meio agar-extrato de malte a um pH de aproximadamente 54 em condi¢bes
estéreis. A incubagao foi feita a 28°C por 5-10 dias ou até a maxima esporulagio.

3.6.3 — Produgdo de lacase em meio liquido

A producao de lacase a partir do fungo Trametes versicolor, foi realizada em
meio liquido com duragao de 18 dias (28°C, agitacio continua de 240 rpm) até a
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obtengdo do extrato bruto sdlido (liofilizade) [Minussi, 2002]). A Lacase semi-
purificada utilizada foi doada pela Dra. R.C. Minussi, tendo sido purificada em
colunas DEAE-Sephadex A-50 e Concanavalin A-Sepharose 4B.

O fungo Trametes versicolor foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 1000 mL
contendo 200 mL de meio de cultivo, em condigbes estéreis. O meio de cultivo
consistiu de (g L'): 5 g de extrato de malte, 10 g de peptona, 0,005 g de
CuS04.5H:0 e 20 g de glicose. O pH do meio foi ajustado para 5,4 e apés 96
horas de crescimento 1,0 mmol L de 2,5 xilidina foi adicionado ao meio de cultivo
fVon Hunolstein et al., 19886].

O caldo de cultivo contendo a enzima foi filtrado (tamis de 380 mesh) e
congelado em freezer por 5 dias. O caldo enzimético foi descongelado e
novamente filtrado em membrana Millipore 045 pm para retirada de
polissacarideos que tenham sido precipitados. A amostra foi entdo congelada
utilizando-se gelo seco e etanol em baldo de 500 mL. Procedeu-se a liofilizag&o
(Liofilizador Edwards L5KR) da amostra. Foi obtido o extrato bruto sélido da lacase
(LAC), bastante higroscdpico, armazenado em freezer.

3.5.4 — Determinagdo da atividade enzimética da lacase livre

A atividade de lacase livre foi determinada espectrofotometricamente
utilizando siringaldazina como substrato enzimatico, no filtrado da cultura,
empregando um espectrofotdmetro Hitachi modelo U-2000. A oxidagdo de
siringaidazina (g = 65.000) foi conduzida numa mistura de reagéo contendo 0,6 mL
do caldo filtrado, 0,3 mL de tampé&o citrato-fosfato 0,05 mol L™ (pH 5,0) e 0,1 mL
de siringaldazina (solugéo etandlica) 1,0 mmoi L™, num volume final de 1,0mL A
reagao teve inicio pela adi¢édo da siringaldazina e a velocidade de oxidagéo desta
foi acompanhada durante 5 minutos a 525 nm. Uma unidade de atividade (U) foi
definida como a quantidade de enzima necesséaria para oxidar 1 umol de substrato
por minuto [Szklarz et al., 1989].
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3.5.5 — Imobilizaca@o de lacase (por adsorgdo) em montmorilonita KSF

A montmorilonita KSF, m = 0,500 g , foi previamente ativado com 15,5 mL
de acido nitrico 0,5 mol L™ a 45°C, por 2 h. Todo o contetido foi centrifugado a
3000 rpm por 5 min e 0 sobrenadante descartado. O residuc foi lavado diversas
vezes com agua destilada até pH neutro. Em seguida o suporte tratado foi
incubado, sob agitagéo, a temperatura ambiente, com uma solugéo tampéo fosfato
de sédio 0,1 mol L™ (pH 7,0) com quantidade suficiente de lacase, por 2 h. Foi
utilizado o extrato bruto da lacase (LAC), numa quantidade total de 592 U L™
(siringaldazina). A enzima imobilizada foi separada por centrifugacdo, lavada
diversas vezes com tamp&o até que ndo mais fosse detectada atividade na
solugdo de lavagem, estocada em suspensdo em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
7,0), no refrigerador. Os ensaios de atividade e proteina foram feitos nos
sobrenadantes das lavagens durante o processo de imobilizagdo. A andlise de
atividade foi realizada por espectrofotometria (siringaldazina) e de proteina, de
acordo com o método de Lowry et al. (1951), usando albumina bovina (BSA) como
padro.

3.5.6 — Imobilizagdo da lacase {covalentemente) em montmorilonita KSF
(LIM)

Montmorilonita KSF, m = 0,800 g, foi previamente ativada com 20 mL de
acido nitrico 0,5 mol L™ a 45°C, por 2 h. Todo o conteudo foi centrifugado a 3000
rpm por 5 min e o sobrenadante descartado. O residuo foi javado diversas vezes
com agua destilada até pH neutro. Em seguida, todo o material foi tratado com 20
mL de uma solugdo 2% de 3-amino-propiltrietoxisilano em acetona a 45°C, em
agitagdo, por 12 h. Depois de centrifugado, o sobrenadante foi descartado e todo o
residuo foi tratado com 20 mL de uma solugio 5% de glutaraldeide em tampao
fosfato de sédio 0,1 mol L™ (pH 7,0), evacuado em um dessecador para remover
bolhas e incubado por 1 h a temperatura ambiente. Depois de varias lavagens
com &gua deionizada e tampao fosfato (pH 7,0), o residuo foi incubado com 8,0
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mL de solugéo contendo quantidade suficiente de enzima em tampé&o fosfato 0,1
mol L' (pH 7,0) e agitado a 4°C por 24 h. Foi utilizado o extrato bruto da lacase
(em solugdo tampéao), numa quantidade total de 1175 U L? (siringaldazina). A
lacase imobilizada foi separada por centrifugacdo, lavada diversas vezes com
tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0), até que a solugdo de lavagem né&o
apresentasse atividade e estocado em suspenséo no refrigerador [Gianfreda e
Bollag,1994].

Os ensaios de atividade e proteina foram feitos nos sobrenadantes das
lavagens durante o processo de imobilizagdo. A analise de atividade foi realizada
por espectrofotometria (siringaldazina) e de proteina, de acordo com o métedo de
Lowry et al. (1951), usando albumina bovina (BSA) como padrao.

3.5.7 — Imobilizagio da lacase (covalentemente) em Eupergit®C (LIE)

Uma solugéo de extrato bruto da lacase (LAC) contendo aproximadamente
1000 U L” (siringaldazina) foi imobilizada em Eupergit®C, por reagdo de 1,0 g de
suporte seco, em 10,0 mL de tampéao fosfato 1,5 mol L pH 7,0 a 25°C. A mistura
foi agitada a 200 rpm por 24 h [D’Annibale et al., 2000]. A lacase imobilizada (LIE)
foi filtrada em membrana de acetilceluiose 0,45 um, lavada com varias por¢cdes de
agua destilada, até que ndc fosse mais detectada atividade na solugdo de
lavagem. Em seguida, lavada com solugdo de NaCl 1,0 mol L™ e trés vezes com
tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) sendo estocado em suspensdo, no mesmo
tampéao, em refrigerador.

Os ensaios de atividade e proteina foram feitos nos sobrenadantes das
lavagens durante o processo de imobilizagdo. A anélise de atividade foi realizada
por espectrofotometria (siringaldazina) e de proteina, de acordo com 0 método de
Lowry ef al. (1951), usando albumina bovina (BSA) como padréo.
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3.5.8 - Determinagdo da atividade da lacase imobilizada

O ensaio para determinag&o da atividade da lacase imobilizada utilizou um
monitor bioldégico de oxigénio, YSI Model 23 Oxygen Monitor, acoplado a um
banho termostatizado a 25°C. A atividade foi determinada utilizando 2,6-
dimetoxifenol (2,6-DMP) 10 mmol L™ como substrato enzimatico, em pmol min™ O,
[Eisenthal e Danson, 1995; D’Annibale et al., 1996]. Este ensaio foi utilizado
somente nos testes de reuso da enzima imobilizada.

3.5.9 - Ensaio do reuso da lacase imobilizada

Lacase imobilizada, m = 0,200 g, foi adicionada ao recipiente reacional do
monitor bioldgico de oxigénio, acoplado a um banho termostatizado, juntamente
com 2,7 mL de tampé&o citrato fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,8) sob agitacso constante,
a 25°C (£ 0,1). A solugéo foi saturada com ar comprimido por 1 minuto, sendo
conectado o eletrodo de oxigénio. Em seguida foi adicionado 0,1 mL de solugdo
de 2,6-DMP 10 mmol L™, com o auxilio de uma micro-seringa. A reagéo teve inicio
pelo consumo de O dissolvido no meio enzimatico, por um determinado tempo
(min). A solugéo foi saturada novamente com ar comprimido e adicionada 0.1 mL
de solugéo de 2,6-DMP 10 mmot L. Este ciclo foi repetido por vérias vezes.

3.5.10 - Ensaio de degradagdo de 2,4-diclorofenol por lacase livre e
imobilizada covalentemente em montmorilonita KSF (LIM)

Foi utilizado volume total de 50 mL de solugéd de 2,4-diclorofenol (2,4-
DCP), numa concentrago de 50 mg L™, & temperatura ambiente, sob agitagéo em
cada um dos tratamentos: (1) 2,4-DCP + HBT + LIM; (2) 2,4-DCP + HBT + LAC;
(3) 2,4-DCP + LAC e (4) 2,4-DCP + LIM. O mediador 1-hidroxibenzotriazol (HBT)
foi utilizado numa concentracéo de 0,34 mmol L. Foi utilizada lacase imobilizada
covalentemente em montmorilonita KSF (LIM), m = 0,200 g e o extrato bruto da
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lacase livre (LAC) (aproximadamente 500 U L™). A eficiéncia dos tratamentos foi
avaliada monitorando-se a redug&o do teor de fendis totais, por até 5 h.

3.5.11 — Tratamento de efluente Kraft E; com lacase livre (LAC) e imobilizada
em Eupergit®C (LIE)

O efluente Kraft E4 (40 mL) com pH inicial aproximadamente 10, foi ajustado
para 5,0 com HxSO4 1,0 mol L', mantido sob agitagdo a temperatura ambiente.
Foram utilizadas lacase livre (LAC) com 1000 U L™ e imobilizada em Eupergit®C
(LIE A e B, com atividade de 9 e 100 U g™, respectivamente). Foi utilizada massa
de 0,200 g para ambos os suportes. A eficiéncia foi avaliada monitorando-se a
reducdo no teor de fendis totais (reagdo de Folin-Ciocalteu, de acordo com o
meétodo padréo APHA 55508, 1992) durante o tempo do tratamento.

3.5.12 - Tratamento de efluente Kraft E; com lacase imobilizada em Eupergit®
C (LIE) em um reator enzimatico

Foi montado um reator enzimatico de leito fluidizado com capacidade para
80 mL, usando a enzima imobilizada LIE (contendo 31 U g de suporte seco;
massa total = 10,0 g), correspondendo a 40 mL do complexo lacase-Eupergit®C (o
complexo enzimatico deve ser mantido constantemente em suspenséo, garantindo
sua atividade catalitica). O pH do efluente Kraft E; foi corrigido para 5,0 com
H2804 1,0 mol L. O volume de 400 mL do efluente, foi mantido a temperatura
ambiente, sob agitacdo e constantemente borbulhado com ar comprimido. O
efluente foi re-circulado dentro da coluna do reator com o auxilio de uma bomba
peristaltica, utilizando fluxo ascendente de 8,0 mL min™, durante todo o tempo do
tratamento (Figura 3.2). A eficiéncia do tratamento foi avaliada pela determinagao
de COT, fendis totais e cor.
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3.6 Processo combinado de tratamento de efluente Kraft E; com

ozonizagio e lacase imobilizada em Eupergit® C

O efluente foi submetido a ozonizagdo a pH 10, a temperatura ambiente,
por 80 minutos. O volume da amostra ozonizada foi de 400 mL, com uma vazao
de entrada do gas foi de 15 L h™ de O, (concentragsio de O3 no gas de 14 mg L™).
Na seqiiéncia, foi aplicado o tratamento enzimatico com a lacase imobilizada,

conforme item 3.5.12. A eficiéncia do tratamento foi avaliada pela determinacao de
COT, fendis totais e cor.

Figura 3.2 Reator enzimatico para tratamento do efluente com enzima

imobilizada.

Onde: 1-reator de coluna de vidro com capacidade para 80 mL; 2-reservatério de
efluente; 3-bomba peristaltica; 4-agitador magnético; 5-mangueira para
entrada de ar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
41 EFLUENTE KRAFT E;
4.1.1 Caracterizagio do efluente

A eficiéncia da ozonizagdo no tratamento do efluente foi avaliada pela
reduca@o da concentragédo de varios parametros do efluente Kraft E1 bruto, sendo
eles: COT, Cor, Fenol e DQO. Na Tabela 4.1 esta apresenta a faixa de valores

observados para estes parametros em diferentes amostras coletadas.

Tabela 4.1. Caracterizagio do Efiluente Kraft E; bruto. Faixa de valores para
diferentes amostras coletadas.

g
(absorbancia, A=465 nm) (mg L™ (mg LY (mg L™

0,150 - 0,300 10,0-11,0 500 - 1500 10-25 1500 - 2500

42 TRATAMENTO QUIMICO - OZONIZAGAO
4.2.1 Ozonizagdo em condigdes alcalinas

A ozonizag&o em meio acido n&o é eficiente para o tratamento do efluente
papeleiro Kraft E;, como observado na literatura por Freire et al. (2001), sendo que
em condigbes alcalinas a geragio de radicais hidroxila a partir do ozénio é
favorecida [Masten e Davis, 1994]. Desta maneira, os estudos foram realizados
apenas em pH basico.

O tratamento do efluente foi realizado em pH 10 com producéo inicial de
ozénio de 14 mg L* correspondente a um fluxo de oxigénio de 15 L h™. A
ozonizagéo foi monitorada por 120 minutos. Apds este periodo foi possivel



RESULTADOS E DISCUSSAQ 39

observar que o ozonio gerado néo foi mais consumido na degradagio do efluente,
pois a absorbancia medida (A = 258 nm) retornou ao valor inicial medido pela
geracdo de o0z0nio, como mostrado na Figura 4.1. Na Figura 4.2 estdo
apresentadas as reducbes obtidas para fenéis totais, cor, COT e DQO durante
todo o processo de ozonizagio.

1,200 -
1,000
0,800
0,600 -
0,400 -
0,200 -

0,000 T T T f T T -
0 20 40 60 80 100 120 140

tempo de tratamento (min)

absorbancia

Figura 4.1 Consumo de 0zdnio (A = 258 nm) em efluente Kraft E; em fungao do
tempo de ozonizagéo (pH 10; Co (03 = 14 mg L™).

Na Figura 4.2 observa-se que a cor do efluente foi reduzida, obtendo-se 67
% de redug&o em 120 min. A reducdo de fendis totais foi de 50 % em 120 min.
Para COT e DQO a redugdo foi menos acentuada para o mesmo periodo de
tratamento, mostrando que a ozonizagdo é mais eficiente para a remogéo de cor e
fendis totais do efluente. Observou-se ainda que as remocgdes obtidas em 120
minutos n&o foram muito superiores aquelas obtidas em 60 minutos de tratamento.
Por exemplo, para a remogo de fendis totais a redugdo em 60 minutos foi de 49
% e em 120 minutos, 50 %. Um ganho real foi obtido apenas para cor, na qual a
redug@o aumentou de 56 % (60 minutos) para 67 % em 120 min. Em fung&o disso,
do ponto de vista econémico, &€ mais interessante a realizagdo do tratamento em
60 minutos, economizando parte do ozénio que seria consumido em 120 minutos.
O consumo de ozénio durante o tratamento (em mg L) esta mostrado na Tabela
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4.2. Assim, de acordo com os resultados apresentados, o tempo de tratamento de
60 minutos foi 0 mais adequado tanto do ponto de vista da degradacéo do efluente

como econdmico.
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Figura 4.2 Reducdo (%) da concentragao de Cor, COT, Fendis totais, DQO no
processo de ozonizagdo (pH 10; Co 0z = 14 mg L™"); Abse = 0,204; Co cony = 1029
mg L™; Co (fensis totais) = 27 Mg L'; Co paoy= 1860 mg L™,

Tabela 4.2 Consumo de ozbnio em fun¢do do tempo de tratamento no efluente

Kraft E1 (condigBes de tratamento: pH 10; Co (o3 = 14 mg L™).

tempo consumo de O3
min mg L
0 0
10 34
20 76
40 248
60 469
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4.2.2 Influéncia do pH na eficiéncia de ozonizagdo

A influéncia do pH (10 e 12) no tratamento do efluente Kraft E4, por meio de
ozonizagdo foi estudada, utilizando concentragdo de ozénio de 14 mg L™
correspondente a um fluxo de oxigénio de 15 L h™' para ambos pH. Nas Figuras
4.3, 4.4 e 4.5 estao apresentadas as redugdes obtidas para fendis totais, COT e
cor a 465 nm. A influéncia da DQQO em diferentes pH n&o foi estudada, pois os
resultados anteriores apresentaram-se pouco significativos (reducéo de 3,5 % em
120 minutos de tratamento; pH 10). Observou-se que para todos os parametros
estudados o efeito da degradagéo em pH 12 foi inferior aquele observado para pH
10. A remogao de fendis totais foi o parametro que menos sofreu influéncia da
coencentragéo de ions hidroxila durante o processo de ozonizagdo. Embora o efeito
da remogao de fendis totais seja menor neste pH, apés 90 minutos de tratamento,
a redugao apresentou-se préxima para ambos valores de pH (Figura 4.3).
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C/Cy
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0,40 T [ [ T .
0 30 60 a0 120 150

tempo (min)

—o—pH10 -0 pH12

Figura 4.3 Remog&o de fendis totais em pH 10,0 € 12,0 (Co o3 = 14 mg L™).



RESULTADOS E DISCUSSAQ 42

A remogdo de COT foi estudada em ambos os pH. Apds 120 minutos de
tratamento, a redugéo de COT em pH 10 foi de 32 % e apenas 13 % para o pH 12
(Figura 4.4). Mesmo apds 300 minutos de tratamento, a redugdo maxima obtida
pela ozonizacdo realizada em pH 12 foi de 19 %, indicando que a aplicagdo
apenas de ozonio no tratamento do efluente ndo é satisfatéria, uma vez que a

carga organica nao € removida.

C/Cq

0,5 T T T T =
0 30 60 90 120 150

tempo tratamento (min)

—e—pH 10 —o—pH 12

Figura 4.4 Remog&o de COT em pH 10,0 e 12,0 (Co 03 = 14 mg L™).

A principal vantagem observada pela aplicagio de ozdnio no tratamento do
efluente foi com relagdo & remocgéo de cor, sendo obtidos 67 e 59 % para os pH 10
e 12, respectivamente {Figura 4.5). Isto implica que o 0zénio quebra as moléculas
responsaveis pela cor apresentada pelo efluente, mas nio é capaz de atingir a
mineralizagcdo das mesmas uma vez que a remogéc de COT e DQO foi pouco
significativa.
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Figura 4.5 Descoloragdo em pH 10 e 12 (Co 03 = 14 mg L™).

Para ambas amostras ozonizadas, ndo houve significativas alteragdes no
pH em relagdo ao valor inicial apresentado (diminuigdo méxima de 0,8 unidades
de pH) o que confirma o mecanismo reacional apresentado pelo ozénio, além da
dificuldade em alterar o pH em condicdes alcalinas.

Pelos resultados apresentados, a diferenca entre os pH alcalinos afeta
principalmente o efeito de degradacéo do efluente para todos os parametros
estudados. Na Figura 4.1 observa-se que o consumo de ozdnio terminou em
aproximadamente 120 minutos para pH 10, enquanto que para a ozonizagio em
pH 12, mesmo apds 300 minutos de tratamento, o 0zdnio ainda estava sendo
consumido (resuitados n&c apresentados para pH = 12). Portanto, o tratamento do
efluente Kraft E; por ozonizaggdo em pH 10 foi 0o que apresentou melhores
resultados.

O efeito da ozonizagdo no processo de degradagio do efluente é
controlado pela transferéncia de massa do ozdnio da fase gasosa para a fase
aquosa, que consiste nos seguintes passos: (i) difusédo do ozbnio através da fase
gasosa até a interface entre as fases gasosa - aquosa, (ii) transporte sobre a
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interface limite da fase aquosa e (iii) transferéncia para a fase aquosa [Sevimli e
Kinaci, 2002]. Entretanto, este & um sistema dependente, pois a concentragio de
ozbnio dissolvido varia consideravelmente com a razdo de decomposi¢do do
ozénio, o qual depende das caracteristicas do efluente. Qutro fator gue pode
afetar o processo de ozonizacdo é a natureza dos produtos formados em
determinado pH, pois em condigdes especificas, diferentes intermediarios séo
predominantes [Alvarez et al., 2001].

4.2.3 Influéncia da dose de ozénio na eficiéncia da ozonizagao

A influéncia da dose de oz6nio na remogéo de cor, fendis totais e COT foi
estudada para duas diferentes concentragdes de ozénic 14 mg L e 7 mg L
correspondente a um fluxo de oxigénio de 15 L h' e 8 L h™", respectivamente.
Ambas as ozonizagdes foram realizadas em pH 10 durante 120 minutos.

O tratamento do efluente com maior dose de ozénio foi mais efetivo, tanto
para reducgéo de fendis totais como descoloragdo. Para doses maiores de ozénio
utilizado obteve-se redugdo de fendis totais e descoloracdo de 50 e 67 %,
enquanto que utilizando menor dose de ozénio, obteve-se apenas 39 e 32 %
respectivamente (Figuras 4.6 e 4.7). A remogdo de COT apds 120 minutos de
tratamento foi de 32 ¢ 6 % paraas dosesde 14mg L' e 7mg L™, respectivamente
(Figura 4.8). Portanto, o processo de ozonizagdo para remog¢ao da carga organica
do efluente Kraft E1 ndoc foi eficiente, mesmo aplicando-se diferentes doses de
ozénio, bem como alteragbes no pH do meio. Para a maior dose de ozdnio
aplicada, a eficiéncia de remogéo para todos 0os parametros estudados também
aumentou. O aumento da dose de ozénio aplicada deve aumentar a transferéncia
de massa resultando num aumento da concentragio de 0zénio na fase aquosa
[Sevimli e Kinaci, 2002).
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Figura 4.6 Descoloragdo do efluente ozonizado (pH 10) em diferentes doses de

ozénio: 14 e 7 mg L.
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Figura 4.7 Reducéo de fendis totais do efluente ozonizado (pH 10) em diferentes
doses de oz6nio: 14 e 7 mg L™
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Figura 4.8 Reducao de COT do efluente ozonizado (pH 10} em diferentes doses
de oz6nio: 14 e 7 mg L.

4.2.4 Remocao de toxicidade por ozonizagao

Os problemas ambientais associados com as atividades das industrias
papeleiras sdo numerosos e extensivamente documentados [Solomon, 1996;
Freire et al., 2000b; Mansilla, 2001]. Estes processos geram grandes volumes de
efluentes de coloragdo escura, que contém espécies quimicas persistentes de alta
e baixa massa molecular as quais podem estar associadas com a toxicidade
cronica e aguda. Foram dois os niveis troficos da cadeia alimentar utilizados nos
ensaios de toxicidade: produtor primario, representado pela alga Selenastrum
capricornutum (cujo pardmetro avaliado & a inibicdo de crescimento) e
consumidor, representado pelo micro-crustaceo Arfémia salina (sendo o unico
parametro avaliado a sobrevivéncia ou morte do organismo).

A toxicidade do efluente Kraft E; frente a alga Selenastrum capricomutum e
ao micro-crustaceo Artémia salina, foi avaliada antes (efluente bruto} e apds
(efluente tratado) o tratamento do efluente com ozonio a pH 10, durante 60

minutos, com o objetivo de verificar se a ozonizagdo gerou produtos mais toxicos
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que seus precursores. A sensibilidade do organismo-teste frente ao efluente
também foi avaliada.

No teste de toxicidade do efluente bruto, o crescimento da alga foi inibido
em 100 % para todas as doses de efluente estudadas (compreendidas entre 8 e
75 %) o que significa morte dos organismos-teste, indicando que esta alga é
bastante sensivel ao efluente estudado. Para o efluente czonizado, apenas para a
dose de 8 % foi verificada inibigdo no crescimento da alga de 3,7 %, significando
reducdo de toxicidade do efluente ozonizado (Figura 4.9). Nas demais doses
estudadas, tambem foram observadas morte dos organismos-teste.

125 4

__ 100 -

inibig8o deo crescimento da alga (%

8 13 17 25 33 50 75

dose de efluente (%)
Bl efluente bruto M efluente tratado

Figura 4.9 Inibicdo da taxa de crescimento da alga para varias diluigdes do
efluente.

O teste de toxicidade com o micro-crustédceo Artémia salina, néo
apresentou boa sensibilidade frente ao efluente estudado, tanto em pH neutro,
como no pH original do efluente (pH = 10). Foram necessdrias doses do efluente
superiores a 90 % para resultar em morte de 10 a 20 % dos organismos-teste, em
24 h de exposigdo, tanto para o efluente bruto como tratado, evidenciando que
este organismo-teste n&o se mostrou indicado para avaliagio de toxicidade.
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4.3 Conclustes parciais

As meihores condi¢cbes de ozonizagdo para tratamento do efluente Kraft E-
foram em pH 10 e 14 mg L™ de O3 o que resultou em 67 % de redugéo de cor e
50 % de fenodis totais em 120 min de tratamento. Porém, considerando-se do
ponto de vista econdmico, 60 minutos de tratamento foi bastante satisfatorio, pois
economiza parte do ozénio que seria consumido em 120 minutos, com pouco
comprometimento dos resultados. Com relagéo as variagdes nas doses de ozdnio
e pH, tanto o aumento de pH como a redugdo da dose de ozdnio utilizada,
infiuenciaram o efeito de degradag¢io, tomando o processo de remogao mais lento
para todos os parametros estudados. A remogéo de COT, bem como DQO do
efluente mostraram-se pouco significativos, consequentemente, ineficientes para
atingir a mineralizagao.

O teste de toxicidade (frente a alga Selenastrum capricornutum) realizado em
efluente Kraft E; tratado com ozénio, permitiu verificar a reducéo da toxicidade
quando comparada com o efluente bruto, indicando que o tratamento com ozdnio
ndo gerou produtos mais toxicos que seus precursores.

4.4 TRATAMENTO ENZIMATICO

441 Produgdo de lacase

A lacase extra-celular produzida a partir do fungo Trametes versicolor em
meio liquido apresentou atividade média final de 6500 U L™ em 1600 mL de caldo
de cultivo apds 18 dias (espectrofotometricamente, utilizando siringaldazina como
substrato enzimatico, a 525 nm) [Bollag e Leonowicz, 1984; Minussi, 2002]. A
producéo de lacase foi acompanhada periodicamente obtendo-se o perfil de cada
amostra, como observado na Figura 4.10 (foram utilizados 8 Erlenmeyers com 200
mL de caldo de cultivo cada — amostras de A a H). A adicdo do indutor xilidina ao
caldo de cultivo no quarto dia da produgao foi fundamental para o aumento da

atividade enzimatica no meio, tendo sido obtido 10600 U L™ na amostra H no 14°
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dia. A partir do 14° dia de incubagéo foi observado que a atividade de lacase no
meio estabilizou ou decaiu para a maioria das amostras, optando-se pelo
encerramento do ensaio. O volume total do caldo enzimatico liofilizado produziu
11,5 g do extrato bruto da lacase (LAC) (Tabela 4.3). Esta foi utilizada nos

procedimentos de imobilizagdo e semi-purificagéo da enzima.
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Figura 4.10 Atividade enziméatica medida durante a produgéo de lacase pelo fungo

Trametes versicolor. Amostras individuais de A a H.

Tabela 4.3 Resultados obtidos na produgdo do extrato bruto liofilizado de lacase.

massa total | atividade* | protein atividade especifica™
g ug" mg g* U mg”*
11,5 456 238 1.9

* utitizando siringaldazina como substrato enzimatico

** atividade por mg de proteina
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Pela determinacéo da atividade especifica é possivel avaliar o grau de
purificagdo de uma enzima. A lacase semi-purificada obtida a partir do extrato
bruto liofilizado (testada nos experimentos de imobilizag&o), apresentou uma
atividade especifica 50 vezes maior do que a lacase extrato bruto; podendo
chegar ac redor de 100 vezes ou mais até obté-la totalmente purificada. No estudo
de produgéo e purificagio de lacase de Trametes versicolor realizado por Minussi
(2002), foram identificadas duas isoformas dessa enzima. Parametros cinéticos
como Ky (usados para prever a habilidade de uma enzima em se ligar ao
substrato) foram calculados, possibilitando principalmente a caracterizagéc da
mesma. O processo de purificagio de uma enzima geralmente apresenta elevado
custo (resultado da necessidade de vérias etapas de tratamento), contribuindo
para inviabilizar seu uso. Devido a isto, foi estudada a utilizagdo do extrato bruto
da lacase ndo purificado comparando-se com a enzima semi-purificada, no
processo de imobilizagdo enzimatica, visando sua aplicagio no tratamento de
efluente papeleiro.

4.4.2 Estudos de imobilizagdo de lacase em suportes sélidos

Existem vérias técnicas que podem ser aplicadas para imobilizar enzimas
sobre suportes sdlidos, baseados principalmente sobre mecanismos quimicos e
fisicos, que apresentam vantagens e desvantagens dependendc de uma
variedade de fatores, por exemplo, mudangas conformacionais que podem ocorrer
na imobilizagdo covalente de uma enzima, levando a subseqlientes alteragdes na
sua atividade especifica; perda de estabilidade da enzima ligada por imobilizagao
fisica, etc. Para a escotha do melhor suporte sélido para imobilizagdo da lacase
foram considerados varios métodos disponiveis na literatura [Duran et al., 2002],
optando-se pela montmorilonita KSF e Eupergit®C, avaliando os melhores
resultados entre imobilizacdo quimica e fisica para parametros como, atividade
catalitica, desativagic cinética, toxicidade de reagentes de imobilizagao,
aplicacso, etc.
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4.4.3 Imobilizagdo de lacase em montmorilonita KSF por ligagoes
covalentes e por adsorgao

A lacase foi imobilizada covalentemente em montmorilonita KSF seguindo a
estratégia de silanizagéo (ver introdugao, Figura 1.9) [Messing, 1975; Gianfreda e
Bollag, 1994], obtendo-se uma imobilizagéo de 55 % de atividade e 32 % de teor
de proteina. Os resultados de retengéo de atividade e proteina da enzima sobre o
suporte solido, foram obtidos por analises realizadas no volume total das solugbes
de lavagens, sendo entdo subtraidos dos valores de atividade e proteina da
solucdo enzimatica inicial. Esta forma de andlise mostrou-se eficiente e pratica
para o acompanhamento dos ensaios de imobilizag&o.

A imobilizagdo da enzima por adsorgéo em montmorilonita KSF apresentou
15 % de atividade e 33 % de teor de proteina, muito inferior ao valor obtido pela
imobilizacdo covalente no mesmo suporte (Tabela 4.4). Este procedimento
mostrou-se interessante por ser mais rapido e simples, porém inviavel pelos
resultados obtidos.

Tabela 4.4 Resultados obtidos na imobilizagdo da lacase em montmorilonita KSF
por ligaches covalentes e por adsor¢ao.

Enzima imobilizada |Suporte seco |atividade imobilizada |proteina imobilizada
Q) Ugh (%) [(mggh) (%)
LIM 0,800 6,5 55 1.2 32
(ligaghes covalentes)
LiM 0,500 1.8 15 1,1 33
(adsorcao)

LIM: lacase imobilizada em montmorilonita KSF

Entre esses dois processos avaliados, imobilizagdo quimica e fisica, o
primeiro mostrou-se mais eficiente, sendo utilizado na continuidade dos estudos
de imobilizagdo enzimatica. Esses resultados estdo de acordo com a literatura
[Durén et al., 2002], pois os métodos fisicos, como adsor¢cio, dependem da
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captacao das moléculas da enzima dentro dos poros da matriz que variam, por
exemplo, com o tamanho da enzima, tamanho do poro, estabilidade da enzima
ligada, pois as interagdes sao fracas (Van Der Waals). No entanto, a imobilizagao
quimica utiliza ligagdes covalentes, que sao interagbes fortes entre a enzima e a
matriz, 0 que favorece o processo de imobilizagdo, ou seja, uma vez ligada, a
enzima adquire maior estabilidade sobre o suporte.

4.4.4 Estudos comparativos entre imobilizacdo da lacase (covalentemente)

em Eupergit® C e montmorilonita KSF

Na busca por um suporte para imobilizaggo da lacase com melhores
resultados, de facil manipulagdo e aplicagdo inclusive em reatores enzimaticos
testou-se o suporte Eupergit®C, conforme procedimento de D'Aniballe ef al.
(2000), comparativamente com a montmorilonita KSF (imobilizagéo covalente).

Para ambos os procedimentos de imobilizagdo, em montmorilonita KSF e
em Eupergit®C, foram utilizadas lacase extrato bruto e semi-purificada com
atividade inicial para ambas de aproximadamente 10 U g' de suporte seco,
objetivando avaliar as vantagens ou desvantagens em usar a enzima extrato

bruto. Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 4.5 e Figura 4.11.

Tabela 4.5. Imobilizagdo de lacase em montmorilonita KSF e Eupergit®C.

Amostras Proteina imobilizada Atividade imobiiizada
mg g suporte % U g” suporte %
LIM EB 15 30 7.3 61
LIM SP 0,9 50 7.6 70
LIE EB 1,8 51 9.1 100
LIE SP 1,9 100 10,7 100

Onde: LIM EB (lacase extrato bruto imobilizada em montmorilonita KSF)
LIM SP (lacase semi-purificada imobilizada em montmorilonita KSF)
LIE EB (lacase extrato bruto imobilizada em Eupergit® C)

LIE SP (lacase semi-purificada imobilizada em Eupergit® C)
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Figura 4.11 Resultados de imobilizagdo do extrato bruto e da lacase semi-
purificada em ambos os suportes montmorilonita KSF e Eupergit®C.

Montmorilonita KSF mostrou 70 e 61 % de retengao de atividade
proveniente da lacase semi-purificada e extrato bruto, respectivamente. No caso
da imobilizagio de proteinas, foram obtidos valores de 50 e 30 %. Eupergit®C
apresentou 100 % de capacidade de imobilizagdo, para ambas, atividade e
proteina, com ¢ uso da lacase semi-purificada. Os resultados com lacase extrato
bruto mostraram 100 % de imobilizagdo de atividade e somente 51 % de -
imobilizacdo de proteina. Isto se deve provavelmente a presenca de grande
quantidade de outros tipos de proteinas existentes no extrato bruto da lacase. Os
valores da atividade especifica inicial para a lacase extrato bruto e semi-purificada
. de24e55U mg’1 de proteinas, respectivamente, justificam este fato, pois foi
utifizada a mesma quantidade de atividade enzimatica inicial para ambas
(aproximadamente 1000 U L"). Comparando ambos os suportes, 0 Eupergit®C
mostrou-se como o mais eficiente para ser utilizado na imobilizagdo da lacase,
bastante superior a montmorilonita KSF, tendo como vantagens adicionais
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facilidade no processo de imobilizag2o, auséncia de residuos toxicos, além de ser
de baixo custo. Os resultados obtidos com a lacase extrato bruto e semi-purificada
n&o justificam o uso desta dltima, pois ambas apresentaram 100 % de retencdo de
atividade enzimética. A preferéncia pela utilizacdo do suporte Eupergit®C &
confirmada pela praticidade em utiliza-lo em reatores enzimaticos, visando o
tratamento de efluente industrial.

4.4.5 Teste para reuso da lacase imobilizada

O método de analise para determinagdo da atividade enzimatica da lacase,
por espectrofotometria, usando siringaldazina como substrato, é bastante eficiente
e pratico para utilizagdo com enzima livre, porém é ineficaz para andlise da
atividade da enzima depois que ela esta imobilizada no suporte solido. Devido a
isto, foi necessério o uso de outra técnica de andlise de atividade enzimética,
medida através do consumo de oxigénio dissolvido na presenca de 2,6-
dimetoxifenol (2,6-DMP), em pmol min” de O [D’Annibale et al., 1996]. Este tipo
de analise & importante pois evidencia se a enzima foi de fato imobilizada no
suporte, com retencéo de sua atividade, j@ que o processo de imobilizagio

utilizado pode provocar mudangas na estrutura da enzima, comprometendo seu
sitio ativo.

4.4.5.1 Reuso da lacase imobilizada covalentemente em montmorilonita KSF

O reuso da lacase imobilizada covalentemente em montmorilonita KSF
(LIM), foi estudada com adigGes consecutivas de 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP) no
meio enzimatico. A atividade da LIM no primeiro ciclo foi de 0,390 ymol min” de
O2. Em adigbes subsequentes, no mesmo reator, observou-se uma diminuigio da
atividade em relagdo ao primeiro ciclo, ficando ao redor de 86 % no segundo ciclo
e 80 % no terceiro ciclo (0,300 umol Oz min™), tomando-se praticamente constante
até o oitavo ciclo (Figura 4.12). O decréscimo da atividade inicial de 0,390 para
0,300 pmol Oz min™' & possivelmente devido ao sitio ativo da lacase ter sido
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afetado pela concentragio inicial de quinona (produto da reag&o) até o terceiro
ciclo. Depois dessa etapa, a enzima foi insensivel a este intermediario na oxidagéo
de 2,6-DMP. Dados da literatura suportam a observagdo de que a acumulagdo de
estruturas quinondicas sobre a matriz pode levar a parcial inibigdo da atividade da
lacase imobilizada [D’Annibale et al., 1999]. Estes resultados mostraram que a
lacase imobilizada covalentemente sobre montmorilonita KSF permaneceu
inalterada depois de oito ciclos, apresentando nenhuma inativacdo. Esta andlise
foi muito importante, pois foi possive! verificar que a imobilizagdo {covalente) da
lacase sobre este suporte ndo sofreu alteragbes em suas propriedades cataliticas,
sendo viavel seu reuso.
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Figura 4.12 Reuso da lacase imobilizada em montmorilonita KSF (LIM) na
presenca de 2,6-Dimetoxifenol em oito ciclos.

4.4.5.2 Reuso da lacase imobilizada covalentemente em Eupergit®C

A lacase imobilizada covalentemente em Eupergit®C (LIE) foi estudada em
dois niveis de retencéo de atividade, LIE A e B com aproximadamente 9 e 100
Ug'de suporte seco, com 100 e 94 % de imobilizacdo, respectivamente (Tabela
4.6).
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Tabela 4.6. Resultados de atividade imobilizada de lacase extrato bruto em
Eupergit®C.

atividade inicial | atividade imobilizada
Amostra | (siringaldazina)

uL’ U g”'suporte %
LIE A 206 8.0 100
LIEB 10752 101,0 4

Onde: LIE (lacase imobilizada em Eupergit®C)

O reuso da LIE A e B foi testado com adi¢Ges consecutivas de 2,6-DMP, no
meio enzimatico. Pelos resultados apresentados na Tabela 4.7, foi verificado que
a imobilizagdo covalente da lacase com este suporte nado alterou suas
propriedades cataliticas, ou seja, a afinidade da lacase pelo substrato
permaneceu praticamente inalterada depois da adigdo de 2,6-DMP em dez ciclos
consecutivos, sem alteracdes significativas da atividade para ambas as enzimas
estudadas. Entretanto, comparando-se os valores médios de atividade de LIE Ae
LIE B por consumo de oxigénio dissolvido (em umol min™' Q,), esperava-se que a
LIE B apresentasse um desempenho aproximadamente 10 vezes maior do que a
LIE A, o que nio ocorreu, ficando ao redor de 6 vezes. Portanto, a utilizagio de
100 U g de suporte no processo de imobilizagdo com a lacase extrato bruto néo
foi eficiente, indicando a utilizagdo de quantidades menores de atividade inicial.
Desta forma, um novo experimento nas mesmas condigdes foi realizado partindo-
se de 31 U g de suporte para LIE C (100 % de atividade imobilizada). O valor de
atividade de LIE C por consumo de oxigénio dissolvido foi de 0,503 umol min™ O,
coerente com os resultados obtidos para LIE A. Em fungéo desses resultados, foi
utilizada a condic@o de imobilizagado de LIE C para montagem do reator enzimatico
para tratamento do efluente Kraft E;.
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Tabela 4.7 Resultados do reuso da lacase imobilizada em Eupergit®C.

LIE A LIEB
cicios atividade atividade
(umol min 02)  (umol min™ Oy)
1 0,177 1,213
2 0,167 1,197
3 0,189 1,293
4 0,172 0,986
5 0,171 1,150
6 0,193 1,074
7 0,199 1,306
8 0,184 1,210
9 0,189 0,905
10 0,188 0,787
média 0,18 1,11
desvio padrao 0,01 0,17
% desvio padrag, 5,82 15,4

Onde: LIE A (lacase imobilizada em Eupergit®C com 8 U g™ de suporte seco)
LIE B (lacase imobilizada em Eupergit®C com 100 U g” de suporte seco)

4.4.6 Degradacdo de 2,4-diclorofenol (2,4-DCP) por lacase livre (LAC) e
imobilizada covalentemente em montmorilonita KSF (LIM) na presenga e
ausénciade HBT

A habilidade da enzima livre e imobilizada em transformar 2,4-DCP foi
estudada como um modelo para degradacgéo de fendis. Na Figura 4.13 observa-se
que a quantidade de 2,4-DCP oxidada pela lacase LIM e LAC aumentou
rapidamente durante o tempo inicial da incubagdo (15 min).
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Figura 4.13 Degradagdo de 2 4-diclorofencl (2,4-DCP) por lacase livre {LAC) e
imobilizada em montmorilonita KSF (LIM) na presenca e auséncia de 1-
hidroxibenzotriazol (HBT).

Estes resultados mostraram 25 e 35 % de degradagéo de 2,4-DCP por
lacase livre na auséncia e presenga de HBT, respectivamente, observando-se um
pequeno efeito do mediador no sistema apés 300 min. Porém, a lacase
imobilizada (LIM) na presenga do mediador ndo apresentou efeito na degradacéo
de 2,4-DCP, inclusive apresentando resultados inferiores ao sistema sem
mediador. Isto se deve provavelmente ao fato do mediador n&o interagir
eficientemente com a enzima imobilizada, inclusive prejudicando seu desempenho
[Baiocco, 2003]. Entretante quando foram comparadas, lacase livre (LAC) e
imobilizada (LIM), esta Ultima mostrou-se menos eficiente {ao redor de 12 a 15 %
de redugdo). Isto pode ser explicado pela mudanga da conformagéo estrutural da
enzima quando esta foi imobilizada, ou seja, n&o apresentando boa interagéo com
este substrato, nestas condictes [Bailey e Ollis, 1986].
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4.4.7 Tratamento de efluente Kraft E; por lacase livre (LAC) e imobilizada em
Eupergit®C (LIE A e B)

A reduc¢do da concentracéo de fenodis totais em efluente Kraft E4, em ambas
LIE A e B, com atividade de 9 e 100 U g™ de suporte, respectivamente, mostraram
resultados melhores do que a LAC em 24 h, bem como durante todo o tempo de
tratamento (Figura 4.14). A LIE B apresentou maior reducao de fendis totais (40 %
em 24 h) comparada com as demais. Em apenas 3 h de tratamento, a LIE B ja
havia reduzido em mais de 30 % a concentrag@o de fendis totais do efluente Kraft
E1. Estes resultados confirmam a superioridade da lacase imobilizada sobre a livre
para o tratamento do efluente Kraft E4, bem como a eficiéncia do processo de
imobiliza¢do da lacase neste suporte.

o 2 3 5 18 24
tempo de tratamento (h)

reduglo de fendis totais (%)
)
o

—O—suporte —A—|ac —~¥%—LIE A —a—LIEB

Figura 4.14 Reduggo de fendis totais (Co gensis totais) = 27 Mg L) em efiuente Kraft
E, por lacase livre (LAC 1000 U L) e imobilizada em Eupergit®C: LIE A(SU g™
eLIEB (100U g™).
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4.4.8 Reator enzimético - Tratamento de efluente Kraft E, com lacase
imobilizada em Eupergit®C (LIE)

Foi montado um reator enzimatico com a enzima imobilizada LIE (contendo
31 U g'de suporte seco; massa total = 10,0 g). O pH do efluente Kraft E, foi
corrigido para 5 (melhor faixa de atuagdo da lacase). O volume de 400 mL do
efiuente foi recirculado dentro da coluna do reator utilizando um fluxo de 8,0 mL
min™, por 120 min, resultando num total de 24 ciclos. O tratamento foi avaliado
para reducido de cor, COT e fendis totais. Os resuitados mostraram 34 % de
redugao de fendis totais em 120 min de tratamento, enquanto que a reducéo de
COT foi de 13 % e de cor menor que 5 %. Entretanto, com 45 min de tratamento a
reducdo de fendis totais ficou ao redor de 30 %, indicando que o tempo de
tratamento pode ser reduzido sem significativa perda de eficiéncia. Estes
resultados indicam que o reator enzimético mostrou-se eficiente para redugéo de

fendis totais, mas n&o para redugdo de cor e mineraliza¢dio do efluente (Figura
4.15).
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Figura 4.15 Reducgdo da concentragéo de Cor, COT, Fendis totais, no tratamento
de efluente Kraft E; com LIE (pH 5; Absg = 0,172; Co con= 832 mg L'1; Co {fentis
totais) = 29 Mg L'1).
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4.5 Tratamento de efluente Kraft E4 por processo combinado

451 Processo combinado ozonizagido e lacase imobilizada em Eupergit® C

O efluente foi ozonizado em pH 10, a temperatura ambiente, por 60
minutos. O volume da amostra ozonizada foi de 400 mL, numa vazao de entrada

do gas de 15 L h™' de O, resultando numa concentragdo de O; no gas de
14 mg L', Na sequéncia, foi aplicado o tratamento com a lacase imobilizada. Foi
montado um reator enzimatico com a enzima imobilizada LIE (contendo 31 U g'de
suporte seco; massa total = 10,0 g). O pH do efluente Kraft E4 foi corrigido para 5

(melhor faixa de atuacdo da lacase). O volume de 400 mL do efluente foi
recirculado dentro da coluna do reator utilizando um fiuxo de 8,0 mL min™, por 120
min, resultando num total de 24 ciclos. O tratamento combinado apresentou 52 %
de reducgao para fendis totais, no processo com ozdnio e adicionalmente 18 % de
redugao com a LIE (resultando em 70 % de reducdo no tratamento total). A
reducao para cor foi de 76 % na ozonizagao e nenhuma reducgao significativa para
a LIE. Portanto, os resultados obtidos no tratamento do efluente por processo
combinado Os/LIE para reducdo de fendis totais, mostrou um importante
acréscimo com o tratamento enzimatico (Figura 4.16).
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Figura 4.16 Reducao da concentracdo de Fendis totais, no tratamento combinado
OA/LIE (pH 5; Co fendis totaisy = 26 mg L) em efluente Kraft E;.
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4.5.2 Processo combinado lacase imobilizada em Eupergit® C e ozonizagdo

Este tratamento combinado foi realizado inicialmente pelo processo
enzimatico seguido da ozonizagao (vice-versa do item 4.5.1). Os resultados para
redugéo de cor foram menores que 5 % com o processo enzimatico e 80 % com a
ozonizagdo. Foram observados 32 % de redugdo de fendis totais com o
tratamento enzimatico, porém, com o subsequente tratamento de ozonizacgio
houve um aumento da concentracdo de fendis totais no efluente em 60 minutos
(LIE/Co rensis totaisy = 22 Mg L™, Oa/Co (rencis totaiey = 15 Mg L™; O3/C (rencis totais) = 24 Mg
L™"). Provavelmente isto ocorreu devido a presenca de estruturas quinondicas no
efluente pds-tratamento enzimatico (produtos caracteristicos de oxidagdo de
substratos fendlicos pela lacase), que teriam sofrido hidroxilagdo durante o
tratamento de ozonizagio (o pH do efluente teve que ser ajustado para 10 antes
do tratamento com ozdnio). Mvula e Sonntag (2003), estudaram produtos da
ozondlise de fendis em solugdes aquosas, em pH 3, 7 e 10 tais como: catecol,
hidroquinona, 2-hidroxi-benzoquinona, 1,4-benzoquinona, 2,4-dihidroxibifenil que
evidenciam tais fatos. Os resultados obtidos indicaram que o processo combinado
LIE/O3z ndo foi eficiente para o tratamento de efluente Kaft E;.
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5. CONCLUSOES FINAIS

As melhores condi¢gdes de ozonizacao para tratamento do efluente Kraft E,
foram em pH 10 e 14 mg L™ de O3 0 que resultou em 67 % redugo de cor e 50 %
de fendis totais em 120 min de tratamento. Porém, considerando-se do ponto de
vista econémico, 60 minutos de tratamento é bastante interessante, pois reduz
parte do ozbnio que seria consumido, com pouco comprometimento dos
resultados. Com relagdo as variagbes nas doses de ozodnio e pH, tanto o aumento
de pH como a redugio da dose de ozbnio utilizada, influenciaram o efeito de
degradacdo, tornando o processo de remocdo mais lento para todos os
parametros estudados. A remocdo de COT, bem como DQO do efluente
mostraram-se pouco significativos, conseqientemente, ineficientes para atingir a
mineralizacao.

Os testes de toxicidade realizados em efluente papeleiro tratado com
ozbnio permitiram verificar a reducéo da toxicidade (frente alga Selenastrum
capricornutum) quando comparada com o efluente bruto, indicando que o
tratamento com ozdnio ndo gerou produtos mais toxicos que seus precursores. O
teste de toxicidade com o micro-crustaceo Artémia salina, ndc apresentou boa
sensibilidade frente ao efluente estudado, evidenciando que este organismo-teste
n&o se mostrou indicado para avaliagéo de toxicidade.

Os ensaios para escolha de um suporte eficiente e vidvel para imobilizacéo
da enzima apresentaram 6timos resultados, inclusive na montagem de um reator
enzimatico. A lacase imobilizada covalentemente sobre montmorilonita KSF
apresentou 55 % de atividade, permanecendo ativa frente ao substrato 2,6-
dimetoxifenol, para reuso em vérios ciclos. O suporte Eupergit®C mostrou uma
6tima capacidade de imobilizagdo (31 U g de suporte, correspondendo a 100 %
de atividade) e a lacase imobilizada covalentemente neste suporte mostrou-se
ativa frente ao substrato 2 6-dimetoxifeno!l, para reuso em varios ciclos. Quando
comparada com montmorilonita KSF, apresentou grande superioridade frente a
esta. A Lacase imobilizada em Eupergit® C (LIE) mostrou bons resultados na
degradacdo de fenodis totais em efluente Kraft E1 (34 % em 120 min de
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tratamento), reducdo de COT (13 %) e cor (< § %), indicando que o reator
enzimatico mostrou-se eficiente para redugédo de fendis totais, mas nao para
descoloragao e mineraliza¢éo do efluente.

O tratamento combinado Os/LIE apresentou redugdo de cor do efluente de
76 % somente no processo de ozonizacdo e minima redugdo nNo processo
enzimatico. Entretanto, o tratamento para reducao de fendis totais no efluente foi
de 70 %, com um importante acréscimo obtido pelo tratamento enzimatico. Porém,
o processo combinado LIE/O3 néo foi eficiente para o tratamento de efluente Kaft
Ei.
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