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Resumo

Resumo

A liberacdo do efluente produzido no branqueamento da polpa quimica
para o ambiente, representa o problema ambiental mais importante da
inddstria de polpa de papel. Esses efluentes possuem cor intensa (marrom
ou preta), devido a presenga de compostos derivados de lignina no processo
Kraft. Requer-se, portanto, um tratamento para reduzir a sua cor intensa €
a toxidez. Alguns dos tratamentos usados sdo 0s seguintes: precipitacdo,
ultrafiltracdo, lagoas aerébicas e/ou anaerdbicas, entre outros. Esses
tratamentos sao de alto custo, portanto, torna-se necessdria a busca de
alternativas dé menor custo que apresentem a mesma eficiéncia. No
presente trabalho estudou-se o tratamento das dguas residudrias do

primeiro estdgio da extragdo alcalina (E1) da indastria papeleira. Foram

usados trés processos diferentes para a descoloragao desse efluente: (i)

tratamento com o fungo Chrysonilia sitophila, que apresentd atividade
ligninolitica; (ii) tyatamento com enzimas produzidas pelo fungo Chrysontlia
sitophila (ligninasés) e de peroxidase imobilizadas em silica ¢ cm Sefarose
e (iii) tratamento fbtoquirﬁico onde se utilizaram radiagoes UV e Visivel em
presenga de semicondutores, no caso ZnO ¢ TiO2. O fungo morto sob a
forma de "pellets" adsorveu de 25% a 30% dos cromoiforos do efluente. ¢
60% a 65% foram oxidados, obtendo-se uma descoloragao total de 98% (sob
as condigoes de tratamento). As enzimas ligninoliticas, excretadas pelo
fungo no meio de cultivo, aplicadas no efluente provocaram umd
descoloragdo do mesmo por oxidagdo, na presenga de H202, em 6 horas.

Ligninase IIl, caldo liofilizado e peroxidase de rabanete quando
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imobilizadas em Sefarose-4B ativada com CNBr, produziram descoloragdo
do efluente de 38,4%, 29,3% ¢ 53,5% respectivamente, em 48 h de
tratamento. Ligninases IT e Il imobilizadas em silica também descoloriram
o efluente. No tratamento fotoquimico, obteve-se completa descoloragio do
efluente e a distribuicdo de massa molar indicou que houve total
mineralizacgdo do efluente em duas horas de irradiacgdo. Os trés tratamentos
apresentaram bons resultados, quanto a descoloragdo do efluente,
mostrando assim, alternativas interessantes para o tratamento desse tipo de

efluente.
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Abstract

The release of spent liquors from conventional bleaching of chemical
pulps into receiving water represents the most important environmental
problem of the pulp and paper industry. These effluents have an intense
color (brown or black) due to dissolved lignin-based compounds derived
from the Kraft process. So, a treatment to reduce their intense color and
toxicity is required. Some of the employed treatments are: precipitation,
ultrafiltration, aerobic and/or anaerobic lagoons among others. These
methods are very expensive, then it is necessary to search for some
low-expensive that have tﬁe same efficiency. This work consists in effluents
treatment, or more particularly the treatment of the first stage of alkaline
extraction {(E1) in the paper industry. Three differents methods have beem
‘used to the bleaching effluent: (i) Chrysonilia sitophila fungus treatments,
which shows aligninolytic activity; (ii) treatment with the enzymes produced
by the Chrysonilia sitophila fungus (ligninases) an peroxidase immobilized
in silica and in sepharose, and (iii) photochemical treatment where UV and
visible radiations were used in the presence of ZnO and TiO2 as
semiconductors. Mycelial pellets adsorbed 25% - 30% of liquor
chi‘omophores of which 60% - 65% were oxidized and a bleaching of 98%
was. obtained (under treatment conditions). Culture broth containing
lignin - degrading enzymes efficiently removes in 6 h the color by oxidation
in the presence of HzOz. Lignin peroxidase type III, lyophilized fungal
culture and horseradish.peroxidase immobilized on CNBr - Sepharose-4 B

decolorized in 48 hs a 38,4%, 29,5% and 53,5%, respectively. Ligninase I1



Abstract

and 111 immobilized in silica produced also on effluent decoloration. In a
photochemical treatment, under continued illumination, the solution
becomes colorless and the molecular weight distribution in 2 h indicated
almost total mineralization. These three treatments gave good results on

effluent bleaching, indicating such an extent interesting alternative for the

treatments of this kind of effluent.
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I-INTRODUCAO
1.1 - Tratamento de Efluentes

A produgio de grandes quantidades de bens industrializados tem como
consequéncia a produgdo de rejeitos, o que tornam necessdrios o controle e
a monitoracido dessas fontes poluidoras.

Para tanto, as indistrias devem ter conhecimento das propriedades
fisicas, quimicas ¢ biolégicas de seus rejeitos, para que possam selecionar o
processo de tratamento adequado. O objetivo de ﬁm programade tratamento
¢ a eliminacgio completa dos agentes poluidores ou a diminuig¢do de suas
concentragdes, até o ponto onde sdo consideradas tolerdveis para a vida
aquética, aérea e terrestre. Um processo ideal deveria levar a eliminagio
clomplcta dos agentes poluidores, através da mineralizagdo , que consiste
num processo oxidativo, onde sdo gerados: H20, CO»2, NO3, PO4?’", 8042',
etc.[1].

COmb os efluentes industriais sdo responsaveis por mais da metade da
carga poluente no ecossistema, merecem atengao especial [2]. A primeira
consideragio a ser feita a respeito de um efluente é se ele &€ biodegradavel
ou nio. No tiltimo caso, recomenda-se um tratamento fisico-quimico,

enquanto que para o biodegraddvel, o tratamento deve ser biologico [3].
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Tratamentos Fisico-Quimicos

Alguns processos fisico-quimicos utilizados sdo {4] :

(a) Precipitagdo e co-precipitagdo: para efluentes que contém metais
pesados, PO+, etc.
| (b) Troca-Idnica: quando os.efluent.es,cqonté‘m: NH4 ", CN7, Br’, phit,
etc.

(¢) Adsorgdo: carvdo ativado para remocgdo de radionuclideos e metais;
alumina ativada para remocgéio de fluorados, arsénio, himus, etc.[5,6].

(d) Separagdo por membranas: redugao do volume de lodos,
recuperaguéo e purificagdo de dguas residudrias e concentragao e/ou
recuperacdo de um contaminante [7].

(e) Oxidagﬁo quimica: remogdo de ferro e manganés, e no controle da

flora e odo;. Os oxidantes podem ser: O3, H202, Clz, etc.

Tratamento Biologico

* A esséncia do tratamento biologico estd na utilizagio de produtos
orgédnicos para o crescimento e a manutengdo de microorganismos.

Quando se faz o tratamento de um eflﬂente, que contém poluentes
orgénicos, o que se deseja é que esses poluentes sejam totalmente oxidados
a CO2 e H20, ou a CHa. |

Os processos biolégicos podem ser classificados de acordo com a
natureza do aceptor de elétrons e se dividem em: aerdbico e anaerdbico
[8,9]. No aerdébico o oxigénio molecular é o aceptor de elétrons enquanto

que no anaerdbico o oxigénio molecular estd ausente ¢ algumas formas de
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carbono ou enxofre sdo aceptores de elétrons, por exemplo: NO3 S04,
CO2.

O microrganismo pode ser utilizado disperso no meio ou pode ser fixo
em algum suporte. Um processo amplamente estudado utilizando o

microrganismo fixo, é o disco biolégico de contato (RBC) [10,11].

I1.1.1 - Avaliacio da Toxicidade de um Lfluente

Uma avaliagio da t(incid.ade e tratabilidade de um efluente é de
extrema importiancia. Um efluente pode conter substincias orginicas
biodegraddveis ou outros contaminantes inorgénicos (NTia ™", Fe? ', th’*’)
e, muitas vezes, pode conter todos esses poluentes ao mesmo tempo.

Espécies inorginicas reativas sio facilmente determinadas
analiticamente, a0 passo que a determinagido de substincias organicas
soliveis tem sido problemaética [12]. Os métodos mais utilizados para a
estimativa de carbono orginico soluvel sio: a demanda bioguimica de
oxigénio (DBO) e a demanda {;;uimica de oxigénio (DQO).

A ¢emanda bioqui.mica de L()xigéni() (DBO) é um pardmetro que fornece
a biodegrabilidade do efiuenté.ﬁ A técnica mais usada para a medida de DBO
consiste em adicionar pequenas guantidades de esgoto, ou residuo orginico,
é um determinado volume de dgua saturada de oxigénio. deixar a solugiao em
frasco fechado, em uma encubadeira, a 20°C, durante certo nimero de dias,
e medir quimicamente a quantidade de oxigénio que restou apos a
incubagdo. Durante esse perfodo hd a proliferacio de bactérias que

consomem a matéria orgdnica e parte do oxigénio por respiragio. Como a
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concentragio de oxigénio, a 20°C, é 9 mg/L, obtém-se por diferenga. a
quant.idade de oxigénio consumida pelas bactérias naquele periodo de
tempo. A importincia das medidas da DBO, do ponto de vista ecologico ¢é
muito grande, pois através dela podemos saber quanto de oxigénio vai ser
consumido no corpo de dgua receptor,: por deterrﬁinada guantidade de um
certo tipo de esgoto ou resfduo industrial [13].

A DBO é uma medida que determina a quantidade de oxigénio utitizado
pelas bactérias para oxidar todo composto orgdnico solivel, no tempo de
durac¢do do ensaio.

A demanda quimica de oxigénio (DQO) ¢ obtida, oxidanz}()»se a matéria
orgdnica por dicromato em meio dcido ¢ alta temperatura. Por esse métado
obtém—ée a oxidagﬁo de compostos organicos oxiddveis por dicromato.

Assim, o resultado obtido para a DQO € sempre maior ou igual a DBO
[1]. Um efiuente-doméstico,.por exemplo, que contém grande quantidade de
matéria organica biodegradédvel apresenta uma DBO de cerca de 509% da
DQO.

Como pode ser visto, a DQO e DBO fornecem resultados importantes,
mas ndo muito confidveis, sob o ponto de vista da concentragdo exata do
carbono dissolvido. Uma técnica que vem ganhando espago e confiabilidade
é a determinagdo do carbono orginico total (COT), onde a matéria orgdnica
é totalmente oxidada e o CO2 produzido é determinado por sensores,

frequentemente de infravermelho.
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1.2 - Composigio do Efluente Kraft

1.2.1 - Lignina

A lignina representa 20 a 30% do total da madeira e é composta,
basicamente, de unidades primdarias fenil propano hidroxiladas e/ou
metoxiladas em diferentes proporgées, formando um polimero aromdtico
tridimensional amorfo.

A lignina é formada via processo radicalar a partir dos dlcoois:
coniferilico, cumarilico e sinapilico, denominados dlcoois cinamilicos. A
quantidade relativa desses dlcoois no polimero determina o tipo de lignina.
Ligninas deimadeira dura sdo misturas poliméricas dos dlcoois coniferilico
e sinapilico, enquanto que ligninas de madeira mole sao principalmente
polimerés do 4lcool coniferilico. As estruturas desses dlcoois sdo mostradas

na figura I.1.

CHpO0H - ?HZOH CH,OH
[ ' l
CH CH CH
i i I
CH CH CH

]

OCH3 CH30 X5 NOCHs

OH : OH OH

| I Y

Figura 1.1: Precursores da lignina: l-dlcool cumarilico, [I-alcool coniferilico e Ili-dlcool
sinapilico.
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A lignina apresenta uma estrutura complexa devido ao seu mecuanismo
de biossintese. Algumas estruturas hipotéticas para essa molécuta tem sido
propostas, uma delas estd representada na figura 1.2. A ligagdo mais
importante presente na molécula de lignina é a do tipo -0-4 que
corresponde a pelo menos 50 % das ligagdes. Outros tipos de ligacoes sdo:
a-0O-4, B-5, B-1, 5-5 e f~B. A lignina, junto com a hemicelulose e pectina,
rodeia os espagos entre as fibrilas de celulose, fornecendo as plantas

resisténcia mecinica e uma protegdo ao ataque de microrganismos.

i H,{leu ]
H{OH  CH 1, OH
-—('H (H H 3L OM He--
G ne— tHO ¢n
&) i i P §
HaLON OCH, HE e O e Hal O o
: 0 R\t
~(H | Hat0” 04 ; e - )“"' H{é ‘*-|5 SOUH,
! HyCOH A R
HAOH 07y OHy (7 0 [(‘S)l c ¢
H (on OCH, HC ‘ Me-
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Figura 1,21 Modelo pura lighing de fuia (madein dura) proposto por Nimz [ 14},
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1.2.2 - Obtengéio pelo ; Método Kraft e Branqueamento da Polpa

0 processo de poipagao predominante no Brasil € denommddo Kraft
(que emprega NaOH e Naz2§8) ¢ produz cilu ntu com alta DBO, turbidez,
cor, s6lidos suspensos e baixas coaceniragoes de oxigénio dissolvido. Este
tratamento retira grande quantidade da lignina (90%) ¢ o residuo obtido é
queimadb em caldeira durante o processo. Na polpa Kraft obtida, a partir
de madeiras duras, estima-se que cerca de 3 Kg de compdstos orginicos
clorados sio formados por tonelada de polpa, durante o branqueamento
convencional. A maioria desses compostos sdo recalcitrantes. A lignina
residual é removida pelo pfocesso de branqueamento da polpa.

O branqueamento pode ser definido como um tratamento quimico que
tem por objetivo n;elhorar as propriedades da pasta celuldsica [15]. Um dos
processos usados para o branqueio da polpa é a sequéncia de etapas:
C-D-E-D onde Cé o tratameni(} com Clz, D é o tratamento com ClOz ¢ E é
a extracdo com NaOH. Os tratamentos com Clz e Cl0O2 modificam as ligninas
tornando-as soldveis em dgua para serem extraidas posteriormente no
estdgio E. Tem-se assim, que 70 - 80% da cor do efluente € proveniente dessa
fase. |

No branqueamento convencional das polpas guimicas ocorrem reagoes
complexas envolvendo cloragao, oxidagdo e desmetilagido das unidades
fenilpropano da lignina residual, formando um grupo de compostos
denominados "cloroligninas". Assim, o efluente El (primeiro estagio da

extracdo alcalina) é composto por cloroligninas produzidas nos estigios C e
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D. Na figura 1.3,tem-se exemplos de alguns clorofendis presentes nesse

efluente [16].

CHQ
Cly Cly

OH OH OH
FENQIS GUAIACO!S VANILINAS CATECOIS SIRINGO1S SIRINGALDEIDOS
CLORADOS CLORADOS CLORADAS CLORADOS CLORADCS CLORADOS

Figura 1.3: Fendis clorados predominantes em efluentes de polpas Kraft.

Mais de 300 compostos orgdnicos clorados foram identificados nestes
efluentes, desde os mais simples como, compostos fenodlicos clorados até
uma classe definida de cloroligninas nocivas, com massa molar média de 1
KDa (1000 g/mol). Os clorofendéis sdo formados durante o estdgio de
cloragdo. A tabela 1.1 mostra as quantidades de clorofendis encontradas nas
4guas de branqueio. A concentragao destes nio excede o nivel letal (com
excegdo do tctracloroguaiacol). Também foram encontradas peguenas
~quantidades de dioxinas que poderi_mnj_sc_r‘praticamente eliminadas

excluindo da sequéncia de branqueamento 0 cloro molecular [17].
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Tabela L 1: Faixa de concentragdes [mg/L] de clorofendis em efluente Kraft nao

tratado e biotratado [17].

Efluente Kraft 96-H Lesp
Nio tratado Biotratado [ng/1}
Clorofenol 12 -90 {-120 500 - 1000
Diclorofenol 22 - 100 12 - 60 13004
Dicloroguaicols 9-15 2-51 2800
Tetracloroguaiacol 22 - 420 2 - 240 400 - 1500
3,4,5-triclorocater0i 120 - 270 2 -280 1000 - 1500
tricloroguaicols <10 - 340 <1 -220 700 - 10000
2.4 6-triclorofenol <1-51 <1-61 450 - 2600

96-H Lcsg : Concentragio letal média para truta arco-iris sob condigdes estaticas

de bioensaio.
a: Isdmero 4,5; b: Isdmero 4, 5, 6.

L3 - Tratamentos Utilizados para Efluente Kraft

1.3.1 - Tratamento Bioldgico

Processo agrébico convencional

Tratamentos biologicos sio efctivos na remogao (redugio) da demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) dos efluentes da indastria de polpa de papel.
A faixa de redugdo do DBO estd entre 40 e 90 % ¢ 4 redugdo na demanda
quimica de oxigénio (DQQO) varia entre 40 ¢ 70% para a indﬁstria de papel
e papeldo, e entre 25 a 55% para a indastria de polpa quimica [18]. L.agoas
aeradas foram as primeiras unidades de purificagdo bioldgica usadas para o
tratamento desse tipo de efluente, onde volumes grandes sdo usados, porque
é necessario um longo tempo de residéncia. Posteriormente, foi introduzido

o sistema de lodo ativo onde a redti(_;éo da DBO chega a faixa de 65 a 90%,

uupdy o BFluenig pasknl de Uih o A W BRI Buniiree widii Tllrius
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aerébicos fixos que funcionam como filtros também sdo usados parn o
tratameﬁto deste tipo de efluente [19,20].

O tratamento aerébico convencional ndo ¢é muito efetivo na reducdo de
clorofen6is, para a concentragdo requerida nos efluentes da indastria da
polpa de papel. A remogao depende das condigoes de tratamento ¢ em geral
& baixa. Tratamentos que utilizam biofilmes imébiiizados sdo interessantes,

porque podem reter os fendis que sdo degradados pelos microrganismos que

gcrescem vagarosamentc.

Tratamento Anaercébico

Processos anaerdbicos aplicad()s; n<; tratamento de efluentes da
indastria de polpa de papel tém sido estudados desde 1980. Fendis clorados
fnonoméricos podem ser metabolizados durante o tratamento anaerabico. O
passo inicial da degradagdo desses compostos € 4 remogao dos dtomos de
cloro do anel aromdtico [21].

Haggblom e Sakinoja-Salonen [22] obtiveram uma remogao de 60 -70%
de fenodis clorados em reator anaerobico, sendo que em reatores aerObicos
obtém-se uma remocgio de 50 - 60%. Uma comparagao entre 0§ processo.s.
anaerébico e aertbicos no tratamento de efluente Kraft é mostrado na
tabela 1.2.

A degradacio anaerébica envolve alguns passos. Primeiramente 0s
materiais poliméricos (polissacarideos, proteinas, etc.) séo hidrolizados por
enzimas extracelulares formando produtos menores gque sdo transportados
para dentro das células. Esses compostos sio fermentados ou oxidados

anaerobicamente a &cidos, dlcoois, COz, H2 e amdbnia. Os acidos sdo
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convertidos em acetatos, hidrogénio gasoso e CO2. Ocorre entio

metanogé&nese a partir do H2 e CO2 [23].

Tabela 1.2 : Uma Comparagdo entre Processos-Aerchico e Anaercbico Aplicados a
Efluentes da Indstria de Polpa Provenientes do Processo Kraft.

Aspectos Anaerdbico Aerébico
Remocao de Poluentes
DBO | B/C B/C
DQO C C
Resinas acidas C/D C
Acidos graxos ' B/A B/A
Fendis clorados B/C C
Ligninas e cloroligninas D D/C
de alta massa molar
Cor = ' C/D D/IC

A = excelente; B = Bom; C = Regular, D = Deficiente

Os efluentes da industria de polpa de papel atualmente sao tratados
pelos métodos cldssicos: lagoas aerobicas e anaerdbicas. No entanto, esses
tratamentos se mostram ineficientes para eliminagdo de clorofendis e
ligninas cloradas de alta massa molar até um nivel considerado tolerdvel (de
acordo com os Padraes de Qualidade Ambiental-Agua- resolugio CONAMA
N® 20/86). Séo também ineficientes na remocao de cor. Entretanto,

mostram-se razodveis quanto a diminuigdo das DOQO e DBO.
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Resultados interessantes também sdo obtidos com processaos
combinados: anaerébico e aerdbico. Um sistema combinado de um reator
anaerébico e em sequéncia um filtro aerdbico apresentou bons resultados
na remogao de alguns fendis clorados presentes em baixas concentragoes em

efluentes de branqueamento [22].

Utilizacéio de fungos

Alguns fungos podem degradar a madeira e consequentemente a
lignina. Esses microrganismos podem ser classificados da seguinte forma:

(a) Fungos de decomposi¢io branca ("white rot fungi"), possuem a
capacidade de degradar os trés principais componentes da madeira
(celulose,. lignina e hemicelulose) em velocidades similares.

(b) Fungos de decomposi¢do parda ("brown rot fungi™), sdo
responsédveis pela degradagdo de polissacarideos da madeira , causando
limitadas modificagdes na lignina, ndo agem sob os anéis arométicos.

(c)Fungos de decomposigdo branda ("soft rot fungi”), sao responsiveis
pelo amolecimento da superficie da madeira, degradam lentamente a
lignina. |

A habilidade dos fungos de decomposigdo branca em degradar
clbroligninas e descolorir efluentes das indastrias de polpa de papel tem
sido de grande interesse nos ultimos anos. A atividade enzimética presente

-

neste tipo de fungo ¢& responsdvel pela descoloragio e modificacio das
cloroligninas,
Muitos fungos de decomposicio branca foram testados para a remogdo

de cor do efluente E1 (Phanerochacte chrysosporium, Phlebia brevispora,
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Phlebia subserialis, Poria cinerascens, Coriolus versicolor, Lentinus edodes
[24,25], Picnoporus sanguineus [26,27], etc.). Um outro interesse para o
tratamento de residuos industrias tem sido a utilizagdo de células
imobilizadas. O processo Mycor (remogido de cor pelo micélio) apresenta
bons resultados quanto a descoloragdo deste efluente. Este processo é
baseado na agdo do fungo P. chrysosporium imobilizado, chamado disco
biolégico de contato (RBC) [28]. Estudos recentes utilizando o mesmo fungo
imobilizado em nylon num biorreator de leito recheado, para o tratamento
desse efluente, mostraram que este processo é tdo eficiente quanto o
processo Mycor (remogédo de cor pelo micélio) [29]. Este fungo possui um
sistema enzimatico capaz de descolorir o efluente, degradando tanto a
lignina quanfo a lignina modificada. O processo de descoloracéo,
tratando-se apenas do aspecto do desaparecimento dos croméforos do
efluente, é resultado da agdio de enzimas extracelulares presentes no
micélio. O fungo P. chrysosporium é alivo ndo apenas na degradagdo de
ligninas e cloroligninas, mas também na degradacdo de outros poluentes
orgdnicos como: pentaclorofenol, anilinas cloradas, fenantreno,
benzol[alpireno, entre outros [30].

Anselmo e Novais [31] imobilizaram Fusarium flocciferum em
poliuretana, para o tratamento de residuos fendélicos. Os resultados
mostraram que o micélio, quando imobilizado, age eficientemente na
remogio de compostos toxicos.

| Prasad e Joyce [32] reportaram que o fungo Trichoderma sp imobilizado

em discos metdlicos apresentou bons resultados quanto a descoloracéo,

gorrespondendo a 7%, eom plicose eomo fonle wdicionul de surboho, O
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fungo Coriolus versicolor foi imobilizado em alginato de célcio por
Livernoche et al.'[33], o micélio removeu 80% da cor do efluente em trés
dias, utilizando sacarose adicional como fonte de carbono. Os fungos,
quando imobilizados, parecem aumentar estabilidade e eficiéncia dos
processos de tratamento ¢ a tecnologia de fungos em reatores tem mostrado

bons resultados no tratamento desse tipo de efluente.

Alternativas Para Evitar Produgiio de Efluentes Taxicos.

Um caminho para resolver o problema desse tipo de efluente & a busca
de novas técnicas para o branqueamento da polpa. Um exemplo, € o uso de
técnicas biolégicas para a remogdo da lignina e branqueamento da polpu.

Alguns fungos de decomposigdo branca tem sido usados no
branqueamento da polpa [34]. Lignina-peroxidase, a primeira enzima
isolada do fungo de decomposigdo branca P. chrysosporium, foi a primeira
enzima utilizada no branqueamento da polpa, entretanto, conseguiu-se uma
degradagdo limitada da lignina. Outras enzimas estdo sendo aplicadas no
branqueamento [35]. A utilizacdo destas no primeiro estdgio do
branqueamento da polpa reduz a quantidade de branqueadores quimicos nos
est4dgios subsequentes. Tem-se conseguido um bom branqueamento da polpa
utilizar;do processo de branqueamento conl enzima sem utilizar Cl2 ¢ com
quantidade reduzida de ClOz [35].

Assim, a biopolpacgdo oferece a possibilidade de ser, no futuro, ao
mesmo tempo, menos p()lulente ¢ mais eficiente que os mctodos

convencionais [36,37].
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1.4 - Biodegradagio da Lignina

A lignina pode ser degradada por diversos tipos de fungos [38]. O fungo

‘de decomposigdo branca Phanerochucte chrysosporium, isolado em 1974 por

Budsall e Eslyn [39], tem sido amplamente estudado como sistema modelo
na compreensdo do processo de degradagiio da lignina. Esse fungo possui um
sistema enzimitico que pode descolorir o primeiro estdgio da extragdo
alcalina (E1), degradando e modificando as cloroligninas. No entanto,
outros fungos também sio capazes de degradar a lignina: Coriolus versicolor,
Phlebi_a radiata, etc {40]. O fungo Chrysonilia sitophila possui a capa.cidade
de degradar lignina dioxano, lignosulfatos e dlcool veratrilico [41], bem
como compostos modelo de lignina [42]. Foram encontradas enzimas
celuloliticas e lignoliticas em caldos de cultivo de C. sitophila sendo estas

Gtimas isoladas e caracterizadas [43,44].

1.5 - Enzimologia da Degradacio da Lignina

A biodegradacgdo de lignina € o resultado da agdo de vdrias enzimas,
como fenol-oxidases, oxidases, dimetoxidases, etc.

Fenoloxidase engloba trés tipos de enzimas: peroxidases, lacases €
tirosinases. As peroxidases sdo hemoprotefnas, requerem peroxido de
hidrogénio, e sdo sensiveis a altas concentragoes desse reagente. Lacases
(extracelular) e tirosinases (intracelular) contém cobre, nao requeren
peroxido de hidrogénio e variam entre si pela especificidade do substrato.

As lacases catalisam a polimerizagdo oxidativa de compostos fendélicos, os
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quais sdo facilmente removiveis por filtragdo. Sob certas condi¢des, podem
degradar compostos fendlicos sintéticos e bioldgicos.

Em 1983, ambos grupos de Kirk [45] ¢ Gold [46] anunciaram o
isolamento de uma Gnica enzima, ligninase, de caldos de cultura do Tungo P
chrysosporium, capaz de oxidar lignina ndo fendlica e modelos de lignina.
Desde entido processos de biodegradagao passaram a ser estudados a nivel
molecular.

Em 1985, ficou estabelecido que essa ligninase pode ser designada
como peroxidase e passou a ser chamada de lignina-peroxidase (LiP) [47].
Posteriormente foi demonstrado em culturas de P. chrysosporium, que estas
enzimas eram parte de uma familia de isoenzimas [48]. Descobriu-se
também a presenca de uma outra peroxidase, dependente de manganés para
a sua atividade, a manganés-peroxidase, MnP [49]).

O cic.lo catalitico da lignina-peroxidase estd representado na figura 1.4
e & semelhante ao de outras peroxidases [S0]. A oxidagdo da enzima nativa
pelo H202, gera um complexo oxigénio grupo heme (composto 1), que
catalisa a oxidagdo mediada por transferéncia de um elétron e geragao de
radicais cétions em centros arflicos. A partir daf, a reacao guimica se
processa espontaneamente, fornecendo produtos oxidados de menor massa
‘molar. A redugdo do composto I para a lenzfmu ativa ocorre em duas etapas
de transferéncia de um elétron. A conversio do composto 1 para o composto
I1 é mais rdapida do que a do composto Il para a enzima nativa. O excesso de

peréxido de hidrogénio inativa a enzima formando o composto 1.
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Figura L4: Ciclo catalitico da lignina peroxidase.

A LiP pode oxidar anéis aromdticos nio fendélicos ao seu
correspondente' cation radical em pH étimo, igual a 3,0. Reagdes
caracteristicas de radicais cdtion de lignina ¢ modelos de lignina incluem
rupturas de ligagoes Ca-Cp e 3-0-4, reagoes chamadas de depolimerizagio.

A LiP possui um potencial de oxidagdo superior as peroxidases tipicas,
como peroxidase de raiz forte (HRP) [51]. Esta enzima oxida todos os
substratos oiidados por HRP, mais uma variedade de compostos arométicos
metoxilados, utilizados em estudos como compostos modelo de lignina, que
ndo sao substrét()s para HRP. Outras reagoes cargcteristicas incluem
abertura do anel aromdtico, desmetoxilagao, descarboxilacdo ¢ reacoes de

ligagdo entre fendis.
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A MnP é responsével pela oxidagdo de fenais e ligninas fenolicas. A
enzima oxida Mn(1I) a Mn(Ill) e o complexo formado de Mun(lIl) pode
oxidar subestruturas de ligninas fendlicas, levando a intermedidrios fenoxi
radical. Subsequentemente, obtém-se quebra de Cu-Cf ou quebra da ligagao
alquil-fenil, produzindo fragmentos despolimerizados, incluindo quinonase
hidroguinonas.

£ conhecido, no entanto, que a peroxidase provoca polimerizacido e
despolimerizagdo da lignina, obtendo-se um equilibrio de
depolimerizagéo/polimefizagéo. Um esquem'a de degradagio da lignina ¢é

sugerido na figura 1.5 [52].
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Figura 1.5: Esquema de degradagdo da lignina.

1.6 - Imobilizacao de Fungos

Desde a descoberta da primeira enzima lignolitica (ligninase), grandes
esforgos tem sido feitos para desenvolver métodos para aumentar a

produgdo de Hgninp=peroxiduse, devido importancia da blodegradagdo e
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biotransformacio da lignina. Um método que tem sido extensivamente
estudado é a imobilizagdo de fungos.

P. chrysosporium foi imobilizado em agar, agarose, nylon e poliuretana
[53]. Os resultados mostraram que 4 produgéo enzimdtica do fungo quando
imobilizado é significantemente maior em relagdo ao fungo livre.

Isto pode ser atribuido ao fato de que quéndo o fungo estd aderido ao
suporte, a superficie micelial exposta ao oxigénio é maior, o que facilitaria
a excregdo de enzimas [54,55].

Uma outra vantagem que esse tipo de imobilizagdo pode apresentar € a
produgdo continua da enzima pelo fungo. Isto pode ser obtido retirando-se
o caldo de cultivo e substituindo-se por um novo meio de cultura, por
exemplo, jé foi consegu'i'da produgido continua de ligninase por P.

chrysosporium por 20 culturas subsequentes [55].

1.7 - Chrysonilia sitophila

O ascomiceto C. sitophila é encontrado no estado anamorfo (presehga
de células + ou -, estado sexual), cujo teleomorfo corresponde a Neusosporad
sitophila [56].

| C. sitophila TFB-27441 foi isolado por Campos e col. [57] de macerados
de um inseto xilofago, Tribolium ferrugineum, encontrado em casca de arroz,
proveniente do estado de Goids (Brasil). A partir de entdo, estudos sobre

a acdo enzimdtica desse fungo tem sido realizados em nosso grupo
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(Laboratorio de Quimica Biolégica, Instituto de Quimica, UNICAMP).
Atividades celuloliticas, lignoliticas e produgio de proteinas unicelulares
(SCP) foram reportados [41,43]. Os caldos de cultivo de C. sitophila
apresentaram alta atividade lignolitica e atividade celulolitica moderada.
As atividades enzimdticas observadas foram scmelhantes a fungos de
decomposigdo branca como F. chrysosporium [58].

Foram otimizas as condigoes de crescimento de C. sitophila utilizando
celulose como tnica fonte de carbono. Os pardmetros estudados foram:
concentragio de nitrogénio, temperatura, pH, biotina, fons tartarato ¢
composigdo de sais no meio de cultura [59].

As ligninases presentées no caldo de cultivo filtrado de C. sitophila
foram isoladas, purificadas e caracterizadas. Identificaram-se trés
hemoproteinas, denominadas: ligninases I, Il e III. A relacido existente de

cada uma delas é 33%, 62% € 5%, 0 pH 6timo € 3,0,5,0 e 4,0 e a massa molar

6 68.000, 50.200 ¢ 47.500 Dualtons para 4s ligninases [, 1T e Il

respectivamente [60].

L. 8 - lmobilizagio de Enzimas

A maior parte dos processos industriais quimicos empregam
catalisadores ndo enzimdticos, mas a grande eficiéncia catalitica das
enzimas, especificidade pelo substrato e condigbes amenas de operagao
tornam-nas de grande interesse na indastria e na pesquisa.

No entanto, células livres ou enzimas sio catalisadores pequenos paré

serem filtrados por processos convencionais de baixo custo ¢ a sua
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recuperacdo (durante processos industriais) deve ser feita por
centrifugacgao, encarecendo, desta forma, 0 processo.

Assim, a imobilizagdo oferece uma possivel solugdo para esses
problemas na indastria, para tornar possiveis a sua reutilizagdo € uso
continuo. A imobilizagdo pode ser definida como um processo onde o
movimento de enzimas, células, organelas, etc., fica restrito no espago,
resultando a enzima sob a forma insolavelem dgua. Em 1916, foi imobilizada
invertase em carvdo e demonstraram que nao houve perda na atividade da
enzima. No éntanto, maior énfase na tec.“n()i(‘)gria da imobilizagdo de enzimas

foi dada nos altimos 30 anos [61].

1.8.1 - Classificaciio e Aplicagiio de Enzimas Imobilizadas [62]

Existem alguns caminhos para a classificacdo dos varios tipos de
imobitizagdo de enzimas.

O termo enzima imobilizada inclui:

(a) Enzimas modificadas para a forma insolivel em #dgua através de
técnicas apropriadas.

(b) Enzimas soliveis quando usadas em reatores equipadds com
membranas semipermedveis péra ultrafiltracdo, que permite a passagem dos
produtos e retem as moléculas de enzima dentro do reator.

(c) Enzimas com a sua mobilidade modificada por associagdo a um outro

composto molecular, onde 0 composto final continua soldvel em dgua.
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aseada na combinagdo entre a natureza da

pela imobilizagdo e a natureza do suporte. A figura

1.6 descreve um sistema de classificacao.

METODOS DE IMOBILIZAGAD DE ENZIMAS

|

METODOS PARA ENZIMAS
soLUV EIS

APRISIONAMENTO LIGAGAOD

("ENTRAPMENT?

METODOS PARA ENZIMAS
INSOLUVEIS

SEM COM
DERIVATIZAGAO DERIVATIZAC!

| |
| |

APRISIONAMENTO MICROENCAP
EM FiBRA SULAMENTO

I——— APRISIONAMENTO

|

INTERCRUZAMENTO

EM GEL
LIGAGAOCOM 0O
SUPORTE
AD;OR;EO LIGAGAO QUELACAO OU LIGAGAD
FISICA IONICA LIGAGAO COM COVALENTE

- 'METAL

Figura 1.6: Classificacao de métodos para imobilizagio de enzimas.
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Sio conhecidas varias aplicagoes da tecnologia de imobilizagdo de
enzimas, por exemplo, eletrodos enziméaticos (biossensores), na inddstria

farmacolo6gica, e indistria alimenticea.

1.8.2 - Efeitos da Imobilizagie.

Estabilidade:

A estabilidade das enzimas imobilizadas depende da natureza
intrinsica das mesmas e das condi¢des de imobilizacdo. Por exemplo, a
imobilizagdo de enzimas proteoliticas pode reduzir a habilidade da enzima
causar sua propria inativagdo por autodigestdo, porque guando
imobilizadas, ficam isoladas evitando um ataq.ue mutuo [63].

A estabilidade de muitas enzimas quando imobilizadas em suportes
inorgdnicos, como vidros ou ceramicas, ¢ maior devido a grande estabilidade
dimensional desses suportes [64]. No entanto, também podem ser feitas
muitas modificagoes na superficie da silica introduzindo grupos para ligagdo
com a enzima. O que se observa nestes casos ¢ que variando o grupo reativo,
a estabilidade da enzima muda, por exemplo, quando se liga a enzima a silica

através de ligagoes sulfonamida as estabilidades sdo menores do que quando

se utilizam ligagoes tipo azo [65].

Propriedades Cinéticas [62]:
Em geral hé perda de atividade da enzima, por desnaturagdo, durante
0 Pprocesso de imobilizagdo. Depois de imobilizada, a enzima comega &

sofrer a influéncia do microambiente do suporte, 0 qual é completamente
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diferente do ambiente quando a enzima estd livre em solucgdo, o que pode
levar também a sua desnaturagao.

O pH é6timo da enzima livre e da enzima imobilizada pode ser alterado
e isto vai depender se o suporte estd carregado positiva ou negativamente
(microambiente), sendo que em solugoes com alta forga ionica este efeito
desaparece. A difusdo do substrato do meio de reagdo para o microambiente,
onde a enzima estd imobilizada, pode ser o fator que mais altera a
velocidade da reacgdo. O efeito da massa molar do substrato passa a ser
importante a medida que ,moléculas grandes se difundem a uma velocidade

menor e estdo mais sujeitas a interagoes estéricas com a matriz.

L 8. 3 - Imobilizacio por Ligacdo Covalente

Esse método estd baseado em uma ligagdo covalente entre a enzima e o
suporte, que € insoluvel em dgua. A determinagdo das condig¢bes para a

imobilizagdo por ligacao covalente é mais dificil que para outros métodos

de ligagao com o suporte. Isto porque , a ligagio entre & enzima € 0 suporte

ndo pode se dar através de grupos funcionais da enzima, que sdo essenciais
para a sua agao catalitica. Para se obter atividades altas nesse tipo de
iﬁlobilizagéo, deve-se proteger os residuos de aminodcidos essenciais do
sitio ativo. Existem alguns métodos para essa protecdo [60]:

(a) A ligagdo entre o suporte ¢ 4 enzima pode ser feita na presenga de
am inibidor competitivo ou substrato;

(b) A ligacdo com o suporte, utilizando a enzima complexada

govalentemente e reversivelmente eom um inibidors
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(c) A ligagdo com 0 suporte utilizando a enzima modificada
quimicamente, sendo que depois de realizada a ligagio com o suporte, a
enzima pode ser modificada novamente para 4 forma ativa;

(d) Utilizando um precursor zimogénio.

Muitos tipos de suporte tém sido estudados para imobilizagdo por
ligagdo covalente, por exemplo, celulose, polimeros, agarose, sflica, etc.
‘Assim como as suas propriedades, tamanho de poro, drea superficial, etc.

A maioria dos suportes utilizados nio possuem grupos reativos para
fazer ligagdo com aminoacidos das enzimas, mas possucm grupos hidroxilas,
amino, amida, ou carboxila que podem sér ativados (modificados) para
serem utilizados na imobilizagio. Algumas dessas reacgoes sdo: diazotagao,

alquilagao, formagdo de ligagao amida, etc. [02].

1.8.4 - Imobilizacao em Silica

A imobilizagdo em silica é amplamente estudada, devido & silica ser um
material que ndo ¢ atacado por microrganismos, de baixo custo,
apresentando-se com diferentes estruturas fisicas (particularmente de
interesse 0O tama.n_ho de poro) e pode ter sua superficie modificada
qﬁimicamente. £ conhecida a imobilizagdo de vdrias enzimas em superficie
de silica, como: hidrogenase [67], glucoamilase '[()8], catalase [69],
glucose-oxidase [70], ete. Virios fatores <io estudados, como: quantidade

6tima de grupos ativos na superficie, tamanho de poro, concentracio da

enzima, etc.
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Na grande maioria das vezes, suportes inorgianicos (silica) sido
modificados quimicamente com organosilanos bifuncionais, entre 0s quais,
os mais importantes sao o0s trialcoxiaminoalquilsilanos; em particular:

3-aminopropiltrietoxisilano [71,72]. A figura 1.7 mostra essa reagdo.

ﬁm A g
B EO),SiCHy ) NH, 4 O SiCHas R
7 » 7
J— o 7 .
ﬁ g_Q—Sl(CHﬂgN}{g
NHZ NH,
OH é OH
_ 7/
Si Si
7\ VAN
0 8] g 0
| i } 3
| | | i

Figura L.7: Modificagdo da superficie da silica com J-aminopropiltrictoxisilano.

A imobilizagdo de cloroperoxidase em silica-aminopropil, ndo mostrou
bons resultados quanto a atividade, ou seja, depois de imobilizada, grande
parte perdeu a atividade. No entanto, a enzima imobilizada se mostrou
estidvel. Ap6s ser usada quatro vezes nao houve perda da atividade. A baixa

atividade especifica resultante pode ser devida a modificagdao do sitio
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catalitico da enzima durante a imobilizagdo. Se muitos grupos ativos sédo
criados na superficie, a enzima pode se ligar a mais de um grupo, o que
consequentemente afeta a estrutura iridimensional da enzima [73].

Imobilizagdes mais ativas e estaveis siao obtidas por liga¢oes do tipo azo
com silica. A imobilizagdo de peroxidase;nn'esselnétodo apresentou
excelentes resultados quanto a atividade e estabilidade da enzima, que nio
se tornou inativa mesmo apds dois meses de imobilizada [63].

Uma maneira de fazer esse tipo de imobilizacdo é modificando a
silica-aminopropil através do processo descrito na figura [.8 [74]. A ligagao
entre o sal de diazdnio obtido no processo se d4 com grupos da enzima, como

por exemplo: amino, tiol e fendlico [62].

CcoCl
—O”SiP(CH233 NHy + A ”O*S’Eﬂ-lCszﬂ-N—‘H
: |
. :G
NO > . v
NH»
NaNO5| HCH

—0—Si—(CHpl3—N—H
|
c=0

N+ - C
13
N

Figura L8: Obtengilo do sul de dinzonio em silics para imobilizagio via ligagdo tipo azo,
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1.8.5 - Imobilizaciio em Sefarose-4B ativada com CNBr

A ativacgdo de Sefarose utilizando CNBr, resulta em um suporte
insolivel, no qual as enzimas podem ser ligadas covalentemente. O CNBr
reage coOmm 08 grupos hidroxila da Sefarose para formar imidocarbonatos
ciclicos e aciclicos. A formagdo de intercruzamento entre as cadeias de
Sefarose pelas ligagoes aciclicas € responsidvel pela estabilidade térmica e
aumento da insolubilidade do suporte, com consequente aumento no
impedimento estérico. A figura 1.9 mostra a estrutura da Sefarose apos
ativagao [75]. Na imobilizagdo os grupos imidocarbonatos reagem com
grupos amino da enzima.

Mt

%
C—0
0 | E
O"""""C::.:NH O”‘;C'—NH
o C : é ’g C “
1| i
/C—-—U —{
HN/ Hnl
NH
_,._O._.*C-—-—NH'R
»-O\ — OH
v 7 A OH
-0 e O C—INHR
s)

Figura 1.9: Estrutura da Sefarose ap0s ativagdo com CNBr.
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Em geral, quando enzimas sdo imobilizadas em Sefarose ativada com
CNBr a estabilidade, frente a desnaturagdo, ¢ maior em relagdo a enzima

livre.

Por exemplo, a enzima §-glucosidase, quando imobilizada em Sefarose

ativada com CNBr, apresentou um tempo de vida, a 28 °C, de setenta dias e

a enzima livre quatro dias. Também melhoraram as propriedades da enzima

(estabilidade frente ao pH e temperatura) [76].
A imobilizacdo de celulase em Sefarose ativada com CNBr apresentou
bons resultados quanto a estabilidade, no entanto, a enzima perdeu 30% de

atividade ap6s ser usada por cinco vezes (771.

1.9 - Tratamento Fotoquimico.

A degradacido fotocatalitica € um outro caminho interessante ¢ nao
classico para o tratamento de efluentes. A degradacdo fotocatalisada ¢
conseguida com o auxflio de um fotocatalisador, no caso um semicondutor
que poséui a capacidade de transformar luz em corrente elétrica. A
irradiacdo de um semicondutor tipo-n com fuz de alta energia, energia do

"gap", resulta na criacio de buracos na banda de valéncia e elétrons na banda

de condugdo. Isso pode ser visualisado na figura L.10 [ 78].
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Banda de condugiin

(@) "gap

Banda de valéuncia

\QQ NN\, Banda de condugdo

(b)

R‘m Banda de valéncia

Figura 1.10: (a) estrutura de bandas para um semicondutor sem irradiacdo e (b) estrutura de
bandas para um semicondutor sob irradiagdo.

Essas cargas criadas no semicondutor podem se recombinar, 08 buracos

podem se associar com espécies oxidaveis (H20, H202, RH), e os elétrons

. . . + _ e
com espécies reduzivels (O2 ouH )em solugdo, como demonstra a figura

1.11 [79].
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Semicondutor L
tipo-n / // ////f,////—\-\— A Solugio
o =N

Figura [.11: Estrutura de bandas para uma particula de semicondutor tipo-n, causando uma
reagdo fotocatalitica. '

Estudos experimentais recentes mostram a presenga de oxigénio
ativado (O*) adsorvido na superficie do semicondutor e em solugdo. Esse
oxigénio ativado reage com os reagentes contaminates (R), em solugao
(Rsol) ou adsorvidos (Rads), para formar os produtos. As reagges que podem

ocorrer sdao [80]:
O*ads + Rads —-> PRODUTOS
O*ads + Rsol --> PRODUTOS
O*sol + Rads - > PRODUTOS

O*wl + Reul --> PRODUTOS
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A decomposigio de varias substdncias organicas ¢ feita por reagoes
fotocatalisadas. A degradagdo de cloroférmio em suspensdo aerada de TiO2
sob irradiagio, leva a total oxidagdo do cloroférmio para CO2 e HCI [81,82].
Compostos organoclorado‘s_sofrem decomposicio fotocatalitica em
suspensdo de TiO2 com pequena quantidade de H202, até a sua
mineralizacdo [83]. A detoxificagdo de contaminantes cianogénicos também
pode ser feita por este método, obtendo-se a total decomposigado de
ferricianeto {84].

O semicondutor CdS possui "gap" na regido visivel, o que € vantajoso
para a sua aplicagéo, uma vez que a energia :solar seria suficiente para obter
o semicondutor na forma ativa. A oxidagao fotocatalitica de fendis e fendis
clorados é conseguida até a formagido de CO2, utilizando-se CdS como
fotocatalisador [83].

A reacdo fotocatalisada utilizando-se um semicondutor como
fotocatalisador se mostra como um método em potencial para tratamento de
efluente Kraft, uma vez que é conhecida a fotodecomposi¢do de lignina

Kraft usando TiO2 [86], ZnO, WO3, CdS e Fe203 [87].
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1.10 - Objetivos

A meta deste trabalho foi o estudo de alternativas para o tratamento
do efluente Kraft, sendo que nesse tratamento, o primeiro objetivo foi a sua
descoloragdo. Para tanto, foram utilizados dois processos: 0 biolégico e 0
fotoquimico. |

No tratamento biolégico foi utilizado o fungo Chrysoni-lia sitophila e as

enzimas produzidas por ele. Nesta'etapa do projeto fez-se o tratamento do

efluente utilizando-se:

O fungo C. sitophila sob a forma de "pellets”;

i

O fungo C. sitophila imobilizado em nylon;

O caldo cri produzido pelo fungo, que contém enzimas lignoliticas;

- O caldo liofilizado, contendo as enzimas lignoliticas I, 1 e I,
imobilizado em Sefarose e em silica;

- Cada uma das enzimas produzidas peto fungo (ligninases) purificadas
e imobilizadas em Sefarose e em silica.

Assim, iniciou-se o processo biologico utilizando o micélio do tungo, o
qual foi refinado até a obtencdo da acio de cada uma de suas enzimas
separadamente, imobilizadas em dois tipos de suportes diferentes.

No tratamento fotoquimico utilizaram-se © ZnO e o TiO2 como
semicondutores e as etapas desse processo foram:

- Avaliacdo das melhores condigdes para a descoloragao do efluente

(pH, quantidade de semicondutor, regido de comprimento de onda).
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- Determinar se durante o tratamento houve mineralizagdo do efluente,
através de medidas de produgio de CO2, analise da massa molar do efluente
e diminuigdo na DQO.

- Determinar se radicais OH sio responsdveis pela propagacdo da
reagao.

Um outro objetivo do projeto foi a avaliacio da combinagio dos dois
processos (fotoquimico e biologico). Isso foi feito pré-irradiando-se o

efluente e posteriormente adicionando-se o caldo produzido pelo fungo.
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II - PARTE EXPERIMENTAL

I1.1 - Equipamentos

- Sistema cromatografico LLKB 2137

- Fluxo laminar Veco modelo VLFS 12

- EspectrofotdOmetro Micronal B-382

- Autoclave _vertical AV 75 Phoenix

- HPLC com detector UV /Visivel Hewlett-Packard série 1050
- Incubador rotatorio New Brunswick Scientific série 25

- Estufa de cultivo Fabbe Modelo 116

- LAmpada de vapor de mercirio 250 W PHILIPS

- Microscépio optico Olympus modelo CBA-K

- Liofilizador Edwards modelo L5KR

o~ Sistema de ultrafiltragdo MINITAM SYSTEM Millipore

I1.2 - Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, sendo que alguns
deles, considerados mais especificos sio listados a seguir:

Poliuretana (sintetizada e cedida pela Profa. Dra. Licia
Innocentini-Me;_.

Nylon 3M Scoth Brite

Poliester 3M (esponja Buf-Puf)

Alcool Veratrilico - Aldrich

DEAE Sephadex G«50 medium (50-150 um)- Pharmuacia
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DEAE Sephadex A-50-120 - Pharmacia
Peroxidase tipo VI - Sigma

Cloreto de Lftio - Nuclear_

Oxido de Zinco - Aldrich |

Di6éxido de Titdnio (anatase e rutilo) - Aldrich

Manitol - Reagen

11.3 - Microorganismo e Meio de Cultura

O fungo Crysonilia sitophila TFB 27441 [88], de nossa colegdo, foi
mantido em placas de dgar e repicado a cada dﬁas semanas.

O meio utilizado foi Fries modificado, contendo: glicose 1,5 g/L, dgar
1,5 g/L, (NH4)25804 2,6 g/L, KH2PO4 1,0 g/L., MgS04 0,5g/L, NaCl 0,1 g/L,
CaClz 0,1g/L, CuS04.H20 0,1 g/L, FeSO4.7H20 0,2 mg/L,, ZnClz 0,15 mg/L,
biotina e tiamina 1 mg/L, pH = 6,0 e T = 28°C,

Para as culturas liquidas utilizou-se glicose 1,0 g/L, ¢ tampéo biftalato

0,05 M (pH = 6,0), sem adigdo de 4gar.

1L4 - Inéculo

A massa micelial contida em uma placa de Petri foi transferida para um
Erlenmeyer com 50 mL de meio liquido. A seguir, agitou-se e filtrou-se em
algoddo, para separar o micélio da solugdo de esporos. A contagem desses
altimos foi feita com o auxilio de uma cela Neubauer em microscopio. Foram

inoculados em todas as culturas 10’ esporos. -
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IL5 - Determinacio das Atividades Enzimaticas
IL5.1 - Ligninase

A atividade de ligninase foi medida pela absor¢ido & 310 nm do aldeido
veratrilico (E = 9,300 M lem™? y. Foram adicionados 850 ¢1. de sobrenadante
da cultura (previamente filtrado), 200 4L de perdxido de hidrogénio 2,0 mM
e 250 uL de uma solugio de dlcool veratrilico 8 mM, em tampdo tartarato
de sédio 0,4 M (pH = 3,0). O branco foi obtido pela substituicdo do
substrato por quantidade equivalente do tampao tartarato de sédio 0,4 M
(pH = 3,0).

Uma unidade de ligninase foi definida como a quantidade de enzima

que oxida 1,0 umol de dlcool veratrilico por minuto [89].

I11.5.2 - Lacase

A atividade de lacase foi medida pela absor¢io a 460 nm da
o-dianisidina oxidada (E=29.400 M'}‘cm'l). Na cela de reacdo foram
adicionados 600 uL de caldo filtrado, 200 puL de tampdo citrato-fosfato
50 mM (pH 5.0), 100 uL de o-dianisidina 1.0 mM ¢ 100 uxL de dgua
destilada. O branco foi feito na auséncia de o-dianisidina empregando um
total de 300 ul de tampdo citrato-fosfato 5,0 mM [90].

Uma unidade de atividade de lacase corresponde a quantidade de

enzima necessdria para oxidar 1 gmol de o-dianisidina por minuto.
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IL6 - Determinaciio de A¢lcares

Para a determinagdo de aglicares redutores foi utilizado o método do
DNS [91].

O reagente DNS foi preparado dissolvendo-se 10,6 g de dcido
3,5-dinitrossa}icflic0 (DNS) e 19,8 g de hidroxido de sédio em 1,4 L. de dgua
destilada. A esta solugdo foram adicionadas 300 g de tartarato de sadio e
potédssio, 7,6 g de feno! e 8,3 g de bissulfito de sodio.

Adicionou-se 3,0 g de reagente DNS a 1,5 mL de amostra. A mistura foi
colocada em um banho a 100°C por 5 min e resfriada até a temperatura
ambiente. A concentragdo de acicares redutores nas culturas foi obtida a

partir de uma curva de calibragio de glicose, onde a absorbéncia foi lida a

550 nm.

IL7 - Otimizacao da Producfio Enzimatica

Para a utilizagfo de fungo e do caldo de cultive do mesmo, foi realizado
um estudo para determinar algumas condigdoes em que a producio de

enzimas extra-celulares é aumentada.

II. 7. 1 - Condigdes Utilizadas para Todas as Culturas

Todas as culturas foram inoculados com 107 esporos, sendo oxigenadas
por 3 min (vazdo 20 mL/min) a cada 24 h, I’ = 30"C ¢ agitadas a 150 rev/min.

Todas as culturas foram feitas em triplicata.
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IL.7.2 - Suplemento de Glicose em Culturas Agitada e Estatica

O acompanhamento de glicose no meio foi feito pelo método do DNS,
descrito no item 1.6, usando-se culturas ndo imobilizadas como controi.e. As
amostras foram feitas em triplicata [54].

Em um Erlenmeyer de 250 mL adicionou-se 100 mL de meio Fries, 2 g
de nylon sob a forma de cubos de 0,5 em” e [cz~xc 0 indculo. Adicionou-se,
a cada 2 dias, quantidade suficiente de glictys'c-para elevar sua concentragio
ao valor inicial de 0.1% (m/V), o controle foi feito com culturas sem o
suplemento de glicose. Para tanto, fez-se uma soluciio em meio de cultura
tamponada (pH = 6,0), com alta concentragido de glicose, de modo que
adicionando-se 5 mL dessa solugdo a cultura, a concentragio final de glicose

no meio foi de 0,1% (m/V).

I1.7.3 - Variacio da Massa de Suporte para lmobilizacio

Em um Erlenmeyer de 125 mL foram colocadas as seguintes massas de
nylon: 0,3, 0,5,1,0e 1,5 g, sob a forma de cubos de 0,5 em’ e 75 ml de meio
Fries. Foi feito o in6culo e as culturas foram mantidas sob agitagio. Culturas
ndo imobilizadas foram utilizadas como controle. As amostras foram feitas

em tripliéata.

11.7.4 - Variagio do Tipo de Suporte

Em cada Erlenmeyer de 125 mL foi colocado um tipo de suporte: nvion,

poliuretana ou poliéster sob a forma de 3 cubos de 2x2x1 cm em 30 ml. de
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meio Fries. Foi feito o indculo e as culturas foram mantidas sob agitacio.
Foramusadas, como controle, culturas ndo imobilizadas. As amostras foram

feitas em triplicata.

1L.7.5 - Adicao de Glicerol

Adicionou-se glicerol no meio Fries, de modo a obter concentracio

final de 1,0% (m/V). As culturas encontram-se descritas no item [1.7.4.

11.7.6 - Adicdo de Alcool Veratrilico

Alcool veratrilico foi adicionado no segundo dia de cultura. Para tanto,
fez-se uma solugdo concentrada do mesmo em meio Fries ¢ adicionou-se a
cultura um volume suficiente dessa solug¢io, de modo a obter concentracio

final, nas culturas, de dlcool veratrilico 2,5 mM [92].

IL.8 - Efluente Kraft

O licor da primeira extragdo alcalina E1 (pH = 8,2) foi fornecido pela
RIGESA Papel e Celulose (E. S., Brasil). O efluente foi mantido a
temperatura ambiente sob atmosfera de nitrogénio e filtrado (filtro 0,5 mm)

para remoc¢do de particulas grandes.
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IL.9 - Preparacio do Efluente para Experimentos de Descoloracio

Primeiramente o efluente foi diluido em dgua destilada 1:1 e seu pH foi
levado a 4,0 com H2504 6N, onde parte das cloroligninas precipitam.
Filtrou-se em filtro de papel e membrana Millipore (0,47 mm). Ajustou-se
a absorbéncia do efluente para 0,5 (por diluigdo) e filtrou-se novamente em
membrana Millipore (0,47 mm).

A absorbéancia inicial utilizada para todos os ensaios de descoloragio

foi 0,5 (1894 unidades de cor).

11.9.1 - Determinacéo da Cor

A cor foi avaliada de acordo com o método padrio CPPA conforme
descrito por Livernoche e col. [93]. O pH do efluente foi ajustado para 7,6
com NaOH 1 N ou HCI 1 N. Apds o ajuste do pH o efluente foi filtradoe em
membrana millipore 0,47 mm; para remogio de sdélidos em suspensio. Foi
determinada a absorbidncia a 465 nm do liguido filtrado contra dgua
destilada.

As absorbﬁnciés foram transformadas em unidades de cor (CU) de
acordo com a equacgao :

Cu = 500 A2/A1

onde, Al ¢é a absorbincia de uma solugio padrio de platina-cobalto de

500 CU (A465 = 0,132), A2 é a absorbincia do efluente.
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[1.10 - Determinacio da Porcentagem de Agua no Micélio (livre e imobilizado)

Separou-se o micélio do caldo de cultivo por filtragdo em papel.
Determinada massa de micélio iimido foi pesada, colocada em estufa por
24 h e pesada novamente. As amostras foram feitas em triplicata (86,4% ¢

umidade).

11.11 - Descoloracio do Eftuente por Micélio de Chrysonilia Sitophila

Em 30 mL de efluente ndo esterilizado (pH 6,5) sem qualquer fonte de
carbono e nitrogénio suplementar, foram adicionados 5,0 g de micélio umido
previamente lavado com dgua destilada (equivalente 2 1,7 g de micélio seco,
determinado conforme item 11.10), com a finalidade de retirar o caldo
contido em seu interior.

Os experimentos foram feitos em um Erlenmeyer de 125 mL a 307C e
agitados a 150 rev/min. A absorbéncia foi lida a 465 nm em intervalos de 1 h
por um perfodo de 4 h. A descoloragio foi expressa como porcentagem da
absorbéncia inicial.

Para corrigir o efeito de diluigido do efluente pela dgua contida no
interior do micélio tmido, o inicio do experimento (absorbdncia inicial) fol
considerado apés adigdo do micélio e agitagdo por alguns minutos. Esse
procedimento foi seguido para todos os experimentos de descoloragdo com

fungo.
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1112 - Descoloracao pelo Fungo Imobilizado em Nylon

Primeiramente, a massa de fungo no suporte, foi determinada por
diferencga de peso (triplicata). Em 30 mL de efluente nio esterilizado foram
colocados S g de micélio imobilizado em nylon, previamente lavado com

dgua destilada, Os experimentos foram feitos como descrito no item IL.11.

1113 - Descoloragio do Efluente por Micélio Morto de C. sitophila

Para a determinagdo da adsorg¢do da cor do efluente pelo micélio,
utilizou-se o fungo morto. O micélio foi autoclavado por 30 min a 120 °C,
sendo que S g de micélio Gmido morto foram colocados em presenga de
w30 mL de efluente nao esterilizado. Toda deut_;!é)rag'&{) observada foi devida
a adsorgédo .pela massa micelial. Os experimentos foram feitos como descrito

no item I1.11.

I1.14 - Descoloracio do Efluente pelo Caldo de C. sitophila

Apo6s o crescimento de C. sitophila nas condigoes padroes, o micélio foi
filtrado em membrana Millipore e as atividades de ligninase e lacase foram
medidas (20 U/L de ligninase e 0,02 U/L de lacase). Em 20 mL de efluente
ndo esterilizado, adicionou-se 20 mL de caldo, que continha o "pool” de
enzimas (volume total, 40 mL). Os experimentos foram feitos em

Erlenmeyer de 125 mL, 30°C, pH = 6,5 e agitagio a 150 rev/min .
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Em experimentos em presenca de H202, a concentragio deste no meio
foi de 0,48){10-3 M. Como controle foram feitos experimentos apenas com

efluente e H202.

11.15 - Determinacio da Massa Molar por Permeagio em Gel

A uma coluna de Sephadex G-50 (Pharmacia), 60x1,5 c¢m, preenchida
até uma altura média de 23 cm, aplicou-se 0,5 mL de amostra (efluente com
e ‘sem tratamento). O eluente utilizado foi uma solucdo aquosa 0,1 N de
NaOH e 0,1 N de LiCl, a uma vazdo de 2,15 mL/min. O LiCl foi utilizado
para evitar aglomeracgdo das cloroligninas [94]. As cloroligninas foram

determinadas a 280 nm.

I1.16 - Determinagio da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A DQO foi determinada pelo método padrao APHA (1975) [95]. O
método tem por base, a oxidagdo da matéria orgdnica por uma mistura, em
ebuligdo, de 4cido crémico e dcido sulfirico (dicromato de potédssio em meio
acido). O excesso de dicromato foi titulado com sulfato ferroso amoniacal,
usando como indicador, o complexo ferroso de orto-fenantrolina (ferroina).
Os resultados foram expressos em mg/L de oxigénio. A DQO inicial do

efluente com A = {,5, foi em torno de 500 mg/L de O2.
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11.17 - Obtencio do Caldo Liofilizado

Ap6s o crescimento de C. sitophila nas condigoes padroes, o micélio foi
filtrado em membrana Millipore. O filtrado (caldo) foi ultra-filtrado e entéo

liofilizado.

11.18 - Purificag¢do das Enzimas Ligninases 1, 1l ¢ 111 [44]

As culturas foram filtradas através de membranas Millipore
(previamente foi adicionado fluoreto de p-metilfenilsulfonila para evitar
proteolise). O filtrado foi concentrado a 80% do volume original. Apos
dialise por 12 h contra tampdo tartarato de sédio 5SmM (pH = 4.5), a amostra
foi aplicada em uma coluna de DEAE Sephadex A-50-120 2x12 c¢m
(Pharmacia). A coluna foi lavada com 100 ml. de tampdo tartarato de sodio
(pH = 4,5) e um gradiente salino foi aplicado (0 -0,1 M NaCl) em 5 mM do
mesmo tampdo. Ap6s eluigdo, as fragoes contendo hemoproteinas foram
dialisadas, liofilizadas e estocadas a -20°C. As fracdes separadas e

caracterizadas na Tabela I1.1: [96]

Tabela I1.1: Caracteristicas Gerais das Fragdes de Proteinas de C. sitophila.

Fragdo Atividade de | pH 6timo % de Massa molar | Temp. otima
Ligninase carboidrato °C)
(UL)
Lig. I 121 3.0 257 68000 23
Lig. Il 210 5.0 148 50200 28
Lig. LI 108 4.0 17.4 47500 28
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11.19 - Imobilizagio em Sefarose-4B Ativada com CNBr

Foram feitas as imobilizagoes em Sefarose 4-B ativada com CUNBr das
seguintes enzimas: Peroxidase (HRP tipo VI), Ligninase I, Ligninase Il e
do caldo liofilizado.

Primeiramente, 1,0 g de Sefarose-4B ativada com CNBr foi lavada e
gﬁardada por 1 h com uma solugio de HCl | mM. Fez-se uma solug¢do com
10 mg de enzima (purificada e ndo purificada) em tampio NaHCO3 (10 mM,
pH = 8,3) contendo NaCl, 0,5 mM. Misturou-se essa solugdo com a Sefarose
e deixou-se em contato por 12 h a 4°C. Para bloquear os grupos ativos do
suporte, que nido se ligaram & enzima, adicionou-se ao gel uma solucido de
agente bloqueante, glicina 0,2 M (pH = 8,0) e para remover o excesso de
proteina, o gel foi lavado alternativamente por trés ou quatro vezes com
tampao NaHCO3 (pH = 8,3) e tampio acetato de sodio (pH = 4,2) cada um

contendo NaCl 0,5 mM. As enzimas imobilizadas foram estocadas a 49¢ [97]-

11.20 - Imobilizacdo em Silica 24/32 e 32/60

Foram feitas as imobilizacdes em silica, previamente tratadas (etapas |
a 3), das seguintes enzimas: Peroxidase (HRP tipo VI), Ligninase I,
Ligninase 1I, Ligninase 11l e do caldo liofilizado. Utilizou-se silica de
tamanhos diferentes, mesch 24/32 e 32/60 com didmetro médio de porc de

440 Angstrons.
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Etapa 1: Silanizacgao

O suporte (silica) foi imerso em uma solugdo 2% de
y-aminopropiltrimetoxisilano (2,5 mb de¢ solugdo/g de silica) por 1 h.
Filtrou-se e o suporte foi seco a S0°C por 18 h. O silano que ndo reagiu foi
lavado do suporte com 4dgua destilada e o suporte alquilamino foi seco a

100-110°C.

Etapa 2: Preparacio do Suporte Arilamine

Para cada grama de suporte alquilamino, proveniente da etapa anterior,
foi adicionado 2,5 mL de uma solugido 5% de cloreto de 3,5-dinitrobenznila
em piridina (previamente seca)(m/V), a temperatura ambiente. Apos 30 min
o liquido foi filtrado, lavado com 4gua destilada e seco a 100°C por 24 h.

Para cada grama do suporte acima adicionou-se 2,5 mL de uma solugéo
5% de ditionito de s6dio (m/V), a reagdo foi feita sob refluxo (100°C) por
1 h. O suporte arilamino foi lavado com dgua destilada ¢ seco a 100°C por

24 h.

Etapa 3:. Ativac¢do do Suporte e Imobilizagdo da Enzima

Para cada grama de suportc.arilumim),?n,hié-dn na etapa 2, adicionou-se
5 mL de uma solugio de HCl 2N. A mistura foi colocada em banho de gelo
(0°C). Adicionou-se, entdo, 25 mg de nitrito de sédio por mL de solugio de
HCl, sob agitacdo. Apoés 30 min o s6lido foi lavado com dgua gelada e depois
com tampao citrato-fosfato gelado 0,05 M (pH = 7,0), obtendo-se a silica

ativada.
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Para cada grama de sflica ativada adicionou-se 4 mlL de solug¢do de
enzima e deixou-se a solugdo em contato com a sflica por 24 h a 4°C. O
material foi lavado e guardado em tampéo fosfato 0,05 M (pH = 7.0) [98].

As concentragdes das solugdes de enzima foram:

~ Peroxidase: 2,30 mg/mL

Caldo liofilizado: 2,46 mg/mlL

Lig. It = 1,00 mg/mL

Lig. IT: = 0,50 mg/mL

~Lig. ITE = 0,5 mg/mL

11.21 - Medida da Atividade Enzimatica em Silica e em Sefarose

As medidas de atividade das enzimas imobilizadas for.am feitas com
dicool veratrilico, como descrito no item IL.5.

Primeiramente, todos os reagentes foram colocados diretamente na
cubeta, onde os 550 uL de caldo foram substituidos por 550 ul. de dgua
destilada. Com o auxilio de uma espdtula, uma pequena quantidade de
suporte so6lido foi colocada sobre um papel de filtro dobrado em quatro, para
retirar o excesso de liquido. O suporte foi entdo transferido para a cubeta e
o contetido foi agitado. Esperou-se até que o suporte decantasse ¢ feu-se a
absorbéncia.

Depois de feita a medida, o suporte foi transferido para um papel
aluminio, e seco em estufa por 24 h (T = 100°C). O material foi pesado para

obtencgdo do niimero de unidades por mg de suporte seco.
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1122 - Preparacio de Efluente para Tratamento com Enzimas Imobilizadas

Para todos os ensaios de descoloracdo com enzimas imobilizadas foram
utilizados: 10 mL de efluente (Ai = 0,5), 11202 5 mM, T = 25°C e pll = 5,0.
As quantidades de unidades enzimdticas utilizadas para cada ensaio sdo

dadas nas respectivas figuras.

11.23 - Descoloragio do Efluente por Reacdo Fotocatalitica, Variando-se o
Semicondutor

A reacdo foi feita em um Becker de 50 mL, contendo 10 mL de efluente
(Ai = 0,5), pH inicial 7,5 ¢ 50 mg de fotocatalisador ZnO e TiO2. A solugdo
foi irradiada na superficie utilizando-se uma ldmpada de vapor de mercirio
de 250 W Philips (sem o bulbo de vidro) a uma distancia de 12 cm (fluéncia
para 4 > 254 nm 108 wWm? e parz; A > 300 nm 68,4 Wm™%). Durante a
irradiagdo, a solug¢do foi agitada magneticamente e borbulhada com O2 a

uma vazido de 10 mL. min L,

I1.24 - Variagio da Massa de ZnO e pH do Efluente

Foram feitos estudos univariados da influéncia do pH, da massa do
fotocatalisador, baseados nas condig¢des descritas no item .23,

Para tanto, fez-se a irradiagdo do efluente variando-se o pH entre 5,0;
7.5 ¢ 9,0, com 50 mg de ZnO no meio reacional.

A dependéncia da descoloragdo em fung¢do da massa de ZnO, foi

verificada através de experimentos usando-se: 10 mg, 25 mg ¢ 50 mg de Zn0O.
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Com a finalidade de determinar se o processo de descoloragdo dependia
de O2, fez-se experimentos com 50 mg de ZnO (sob as mesmas condigoes

descritas) e borbulhou-se N2, no lugar de O2, a uma vazdo de 10 mL.min" !,

11.25 - Descoloraciao do Efluente sob Diferentes Condig¢oes de Irradiacio:
Utilizacao de Filtros

Depois de estabelecidas as melhores condi¢des experimentais para a
descoloracgdo do efluente (pH = 7,5, 50 mg de ZnO, O2¢ A > 254 nm), foi
feito o tratamento utilizando-se filtros para seleg¢ido de faixas de
comprimentos de onda. Os filtros usados permitiram trabalhar a: 4 > 340

nm, A > 320 nm, ¢ A > 300 nm.

H. 26 - Determinacio da Produgﬁé de CO2.-

A de-terminagﬁo de producido de CO2 foi feita por diferenca de massa.
O CQO2 foi determinado acicfificando o meio com acido sulfarico diluido, e a
diminuig¢do de massa observada foi devida a evolugdo de CO2.
| Para tanto, o efluente, sob as melhores condigoes estabelecidas, foi
irradiado por diferentes intervalos de tempo e a sua massa pesada antes da
irradiagio. Um volume de 5 mL de uma solucdo de H2504 3N (de massa
conhecidé), foi adicionado ao efluente, agitou-se e a mistura foi pesada
novamente.
Conhecendo-se a massa da solugdo de H2504 e a massa de cfluente

antes da irradiacido, pode-se determinar a massa de CO2 produzida. O
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resultado é expresso em mg/L de amostra [99]. As amostras foram feitas em

triplicata.

11.27 - Adicao de Manitol ao Meio Reacional

Com a finalidade de determinar se a reagio de degradagdo se dd via
radicais livres OH, estudou-se a influéncia da presencga de um supressor
[100]. Assim sendo, sob as melhores condigoes experimentais estabelecidas
para a descoloragio do efluente (item 11.25), adicionou-se manitol, de modo
que a concentragao final deste, no meio reacional foi 0,05 M. Foi feita a

irradiacao do efluente por 2 h e lida a absorbdncia 465 nm.

11.28 - HPLC para Amostras Irradiadas e nio lrradiadas

Realizaram-se andlises qualitativas por HPLC, visando a detecgde de
derivados fendlicos de cloroligninas de baixa massa molar, para o efluente
antes e depois do tratamento nas seguintes condigoes:

O volume de amostra injetada foi de 20 #L com vazio de 1 mL/min;
velocidade do papel de 1,0 cm/min; fase movel H20:metanol 1:1;
atenuacdo = 1 e com detector UV-Visivel (4 = 254 nm).

Utilizou-se uma coluna Lichrosord RP-8 Hewlett-Packard - 9915 MO
574, dimensdes 200x4,6 mm e tamanho das particulas Smm.

Foi feito, para andlises qualitativas, HPLC para amostras antes de
irradiar e com 1,5 e 3,0 h de i.rradiagﬁo. As amostras foram diluidas em

metanol 4 proporgéo de 1:1.
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IL29 - Tratamento Fotoquimico e Biologico Combinados

Estes experimentos foram realizados pré-irradiando 20 mL de efluente,
por um perfodo de tempo de 15 min (o efluente foi irradiado sob as melhores
condi¢oes estabelecidas descritas no item I1.25) e filtrado em membrana de
Millipore. Adicionou-se 20 mL de caldo filtrado de C. sitophila e ajustou-se
o pH para 5,5. Os experimentos foram feitos a4 30°C. O caldo utilizado

continha 120 U/L de ligninase e 0,02 U/L de lacase.
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I1I - Resultados e Discussao
1iL 1 - Otimizacio da Producio Enzimatica:

Como mencionado anteriormente, uma das etapas deste projeto
consiste na imobilizagido das enzimas produzidas pelo fﬁngo C. sitophila.
Para tanto, fez-se um estudo de alguns parametros que poderiam levar a um
aumento da produgdo enzimética.

O fungo C. sitophila vem sendo estudado em nosso grupo de pesquisa
h4 alguns anos, ao longo dos quais, suas condigoes de crescimento tem sido
otimizadas [101}].

E conhecido que a produgdo de enzimas estd relacionada com as
condi¢des de cultivo. Assim, os pardmetros estudados neste trabalho para
aumentar a producgio enzimética foram: (i) agitacdo, (ii) alimentagdo de
glicose (de 2 em 2 dias), (iii) variagao da massa de suporte utilizada para
imobilizagdo do fungo, (iv) variagdo do tipo de suporte (nylon, poliuretana

e poliéster), (v) presenga de glicerol e (vi) presenga de dlcool veratrilico.

(i) Agitacao:

E conhecido que o aumento da concentfagz“m de O2 no meio de cultivo,
aumenta a producdo de ligninases e H202 em culturas do P. chrysosporium
[102]. Assim sendo, a agitagdo foi usada como forma de incrementar a
oxigenagdo do meio. Todavia, pode ser constatado nas figuras 1.1 e T11.2,
que ndo houve aumento significativo na produgdo de ligninases para as

culturas agitadas, o que possivelmente se deve as oxigenagdes sucessivas do
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meio, a cada 24 horas. Assim, pode-se concluir que o efeito da agitagdo seria

sé6mente a oxigenagdo do meio.
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Figura HI.1 : Atividade de ligninase do caldo em funcdo do tempo, para culturas estéticas de
fungo livre e imobilizado em nylon, com e sem suplemento de glicose. Foram usados 2 g de
nylon (cubos de 0,5 cm3), Erlenmeyer de 250 mL e 100 mL de meio. (A) micélio livre sem
suplemento de glicose, () micélio livre com suplemento de glicose, (&) micélio imobilizado
em nylon sem suplemento de glicose e (¢) micélio imobilizado em nylon com suplemento de
glicose. (}) adigdo de glicose.

Pelas figuras I11.1 e 111.2, pode-se observar que quando o fungo foi
imobilizado em nylon, a produgdo de enzima extracelular para o fungo

imobilizado em nylon foi sempre superior 4 do fungo livre (este fato também
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pode ser observado em todos os experimentos subsequentes), conforme
observado anteriormente para o fungo P. chrysosporium imobilizado em
diferentes suportes, como: nylon, poliuretana, agar € sefarose [53.55]. Isto
pode ser atribuido ao fato de que quando o fungo estd aderido ao suporte, a
superficie micelial exposta a atmosfera de oxigénio é maior, facilitando a

excre¢io de enzimas [103].
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Figura IIL.2 : Atividade de ligninase do caldo em fungdo do tempo, para cultura agitada de
fungo livre e imobilizado em nylon, adicionando-se glicose cada 2 dias. Foram usados 2g de
nylon (cubos de 0,5 cm3), Erlenmeyer de 250 mL e 100 mL de meio. (a)Ymicélio livre e (&)
micélio imobilizado em nylon. (#) adigdo de glicose a0 meio de cultura.
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(ii) Alimentacdo de glicose:

A concentragdo inicial de glicose de 0,1% (m/V) no meio de cultura
recém preparado, foi consumida em dois dias de cultivo. Nesse periodo,
suplementou-se o meio com glicose até concentragao 0,1% novamente.
Observou-se o mesmo efeito [104].

Na figura I11.2, tem-se a atividade enzimatica do caldo em fungao do
tempo para culturas onde a glicose foi reposta a cada dois dias. Nao foi
observado aumento na produgdo de enzimas extracelulares com o tempo de
cultivo nem a perda de atividade, que comumente ocorre ¢ culturas de C.
sitophila (vide figura IIL.3), ou seja a atividade enzimdtica do cai.do se
manteve.

£ sabido que um fungo sob auséncia de fonte de carbono, produz
proteases, com a finalidade de degradar proteinas como fonte de carbono
[105,106]. Com a reposigido da glicose no meio de cultivo, provavelmente o
fungo deixou de produzi-las e consequentemente ndo houve degradacao das

ligninases do caldo [107].

(iif) Variag¢io da massa de suporte utilizada para imobilizacio do fungo:

Como j4 mencionado, as condigoes de cultivo sdo importantes para a
produgdo enzimiatica. A figura II1.3 apresenta a variagdo da atividade
enzimdtica em funcgdo do tempo, para diferentes massas de suporte.

Observou-se uma pequena variagdo na atividade enzimitica em funcéo

da massa do suporte, onde o méximo da atividade foi obtido utilizando a

relagio 1,0 g de suporte para 75 mbL de melo.
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Figura II1.3 : Atividade de ligninase do caldo em fungdo do tempo, variando-se a massa de
nylon. o nylon foi utilizado sob a forma de cubos de 0,5 cm3, Erlenmeyer de 125 mL e 75 mL

de meio. (O) micélio livre, (2) 0,3g, (4) 05g (O) L0 ge ()1,5g

(iv) Variacdio do tipo de suporte:

Uma das técnicas utilizadas para aumentar a produgao enzimdtica € a
imobilizagdo de microrganismos em diferentes tipos de suportes. Uma das
mais altas produgdes de ligninases foi obtida imobilizando P. chrysosporium

em vidro sinterizado (1200 U/L) [108]. Outros autores reportaram
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diferengas ainda maiores na produgio enzimdtica deste fungo imobilizado

nesses mesmos suportes [54,109]. Assim, a Vv

ariagdo do tipo de suporte pode

render diferentes produgdes enzimaticas. A figura II1.4 mostra a

imobilizagdo do fungo em nylon, poliuretana e poliester. Nio houve

diferengas significativas entre os trés supor

tes.
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Figura lIL4 : Atividade de ligninase do caldoem fung
125 mL, 30 mL de meio e o suporte foi utilizado sob

40 do tempo. Utilizou-se Erlenmeyer de
a forma de 3 cubos de 2x2x1 cm. Fungo

livre (#), imobilizado em poliéster (&), em nylon (¢) e em poliuretani (7).
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No entanto, era de se esperar que as diferencas na produg¢dio enzimatica
nio fossem grandes, quando a Gnica variagdo do sistema foi o tipo de
suporte, Isto porque, 0s trés suportes utilizados apresentam caracterfisticas

fisicas semelhantes, sdo espumas, inertes ¢ insolaveis.

(v) Presenca de glicerol:

Utilizando-se glicerol no meio de cultivo, como fonte adicional de
carbono, obteve-se um pequeno aumento na produgdo enzimdtica. Os
resultados sdo mostrados na figura HIL.5.

E conhecido que em cultura de P. chrysosporium utilizando glicerol
como fonte de carbono, a inativagio das ligninases € mais lenta. Isto porque
na presenga deste, a produgdo de perdxido é menor ¢ consequentemente a
inativacio da enzima por peréxido diminui [110}.

Assim, esse aumento de atividade pode ser atribuido & uma menor
inativacao das enzimas devido & presenca de glicerol e ndo uma indugdo do

fungo para produzir mais enzimas [111].

(vi) Presenga de dlcool veratrilico:

Alguns autores [104,109,112,113] mostraram que 2 produgdo de
ligninases aumenta quando o meio de cultura contém #lcool veratrilico
adicional, que é um metabélito secunddrio de F. chrysosporium, bem como
um substrato de lignina-peroxidase. No entanto, outros estudos

demonstraram que 4lcool veratrilico ndo aumenta 2 produgdo enzimdtica,
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Figura IIL.5 : Atividade de ligninase do caldo em fungio do tempo. Utilizou-se 1,09 de glicerol

em Erlenmeyer de 125 mL, 30 mL de meio e o suporte foi utilizado sob a forma de 3 cubos de

2x2x1 ecm. (') micélio livre, (@) poliéster, (O)poliuretanae (¥ yylon.

mas sim, protege a enzima de inativagio por peroxido de hidrogénio
produzido durante o primeiro estagio de crescimento do fungo [112].

As figuras 111.6 e IIL.7 mostram os resultados obtidos para culturas de
Chrysonilia sitophila em meio contendo de dlcool veratrilico.

Foi d emonstrado anteriormente que os caldos de cultura de C. sitophila

apresentam um méximo de atividade no guarto dia de cultivo e em seguida
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Figura IIL.6 : Atividade de ligninase do caldo em fungdo do tempo. As condigoes utilizadas

foram: Erlenmeyer de 125 mL, 30 mL de meio, suporte foi utilizado sob a forma de 3 cubos de
2%2x2 em e no segundo dia de crescimento adicionou-se alcool veratrilico (2,5 mM). () micélio
livre, (4) micélio imobilizado em poliéster e (&) micélio imobilizado em poliuretana.

a atividade comega a diminuir [41]. De acordo com a figura 111.0, fica claro
que a atividade permaneceu constante até o sexto dia de cultivo e comegou
a cair lentamente. Na figura I11.7, observou-se um decréscimo na atividade
parao micélio livre e imobilizado em poliester, no entanto, este decréscimo

foi muito menor quando comparados com culturas sem a presenca de dlcool
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Figura IIL.7 : Atividade de ligninase do caldo em funcéo do tempo.As condigoes utilizadas
foram: 1,0 % de glicerol, Erlenmeyer de 125 mL, 30 mL de meio, o suporte foi utilizado sob a
forma de trés cubos de 2x2x1 cm e no segundo dia de crescimento adicionou-se 4lcool
veratrilico (2,5 mM). (o) micélio livre, (&) micélio imobilizado em poliéster e (&) micélio
imobilizado em poliuretana .

veratrilico. Assim, o 4lcool veratrilico ndo atua como indutor para a
produgdo de ligninases em C. sitophila, mas como protetor da inativagao da
enzima.

Baseados nos resultados de produgio enzimdtica para o fungo
imobilizado em diferentes suportes, optou-se pelo nylon para conduzir os

experimentos de descoloragéo do efluente.
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IIL2 - Descoloracio do Efluente Kraft pelo Fungo Chrysonilia sitophila

Para descoloragdo do efluente, utilizou-se o fungo em pellets ¢
imobilizado em nylon. As massas de fungo utilizadas foram
aproximadamente iguais em ambos 0§ casos. Esse procedimento foi
empregado para determinar se o fungo imobilizado apresenta um
desempenho melhor que o fungo livre. Os resultados da descoloragdo do
efluente Kraft em fungdo do tempo sdo mostrados na figura 11L.8.

A figura I11.8 (A) mostra a influéncia do micélio sobre o efluente Kraft.
Isso pode ser observado comparando-se os resultados obtidos para micélio
vivo e morto. O micélio autoclavado (morto) adsorveu 30% da cor. P()rténto,
toda descoloragido observada, acima desta, foi devido & a¢do enzimadtica do
fungo. A descoloragdo observada para o micélio livre vivo foi de 80% e a
imobilizacdo do fungo em nylon resultou em um aumento de 20% na
descoloracio, comparando com o fungo livre. Isso pode ser atribuido ao fato
do fungo imobilizado possuir uma drea superficial maior que o fungo em
pellets [114]. Oxigenacgédo adicional nio se mostrou importante, uma vez que
o aumento na descoloragdo foi insignificante.

A partir da figura I11.8 (B), verificou-se a eficiéncia na descoloragdo do
efluente pelo micélio livre e imobilizado em nylon. A eficiéncia na
descoloragdo do efluente pelo micélio aumentou com o aumento da
quantidade de micélio no efluente. Quando se tem 10g de micélio por litro
de efluente, a eficiéncia na descoloragao foi maior para o micélio

imobilizado em nylon, em relagao ao micélio livre.



F W W Wy W W W W e T T e T

Resultados e Discussdo - 65

)
A 100
K B
100 | ~
o
1L
(&2
« 56
a
[
80 .é
O
%2}
¥ [13]
e (} ¥ 1 1 1 13
8] 10 20 30

MICELIO / mg /EFLUENTE/L

DESCOLORACAO / %/
o
o

40

20¢

(o) L 1
0 2 4
TEMPO / h

Figura I11.8: (A) Descoloragdo do efluente, pelo micélio de C. sitophila, em funcio do tempo.
As condigdes experimentais utilizadas para os ensaios foram: Ve = 30 mL, pH = 6,5, Ai =
05eT = 29°C. (©) 5,0 g de micélio livre amido (equivalente a 0,7 g de micélio seco) em
presenga de ar, (3} 5,0 g de micélio livre amido (equivalente a 0,7 g de micélio seco) em
presenca de Oz, (W) 5.0 g de micélio imobilizado em nylon (equivalente a (,7 g de micélio
seco) em presenca de are (@) 5,0 g de micélio livre morto (equivalente a 0,7 g de micélio
seco) em presenca de ar. (B) Eficiéncia de descoloragio. (A ) micélio livre e (&) micélio
imobilizado em nylon.

111.2.1 - Descoloracao de Efluente Kraft Utilizando-se o Caldo Produzido pelo
Fungo Chrysonilia sitophila. '

As enzimas excretadas pelo fungo Phanerochaete chrysosporium
(ligninase-peroxidase) sdo capazes de oxidar compostos modelo de lignina

[115], assim como compostos fenolicos [116].
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Como o fungo C. sitophila excreta enzimas com atividade lignolitica, foi
feito o tratamento do efluente, utilizando-se o seu caldo, com a finalidade
de se determinar quais enzimas agem no processo de descoloragdo. A figura

111.9 mostra os resultados.

60
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Figura I11.9: Descoloragio do efluente em fungéo do tempo, utilizando-se o caldo produzido

por C. sitophila. As condigdes utilizadas para todos 0s ensaios foram: pH = 6,5, Ai = 0,5 ¢
T = 30°C. O caldo continha 20 U/L de ligninase e 0,02 U/L de lacase. (©) 20,0 mL de
caldo/20,30 mL de efluente, (&) 20,0 mL de caldo/20,0 mL, de efluente, em presenga de H202
(0,48.10°° M) e ({1) 20,0 mL de efluente ¢ H202 (0.48.107 M).

Este tratamento resultou em 509 de descoloragio do efluente, na
presenca de H202. Utilizando o caldo sem H202 a descoloragdo obtida foi
de 209%, que pode ser atribufda, provavelmente, 4 agdo de lacase presente

no caldo.
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A descoloragio observada sob auséncia de H202, pode ser devido a
atividade de oxidase presente no meio de cultivo ou de lignina-peroxidase,

uma vez que ji foi detectado H202 em caldo de cultivo de C. sitophila [117}.

11L.2.2 - Distribuicio da Massa Molar para Efluente Kraft Tratado com o Fungo
Chrysonilia sitophila

Para determinar se o fungo atua sobre o efluente, apenas por
modificagdo dos croméforos, ou Sobre a lignina, polimerizando-a ou
despolimerizando-a, fez-se andlises, com a finalidade de determinar se
havia consumo das cloroligninas presentes no efluente durantz o
tratamento, através da distribuig¢do de sua massa molar. Os resultados séo
aﬁ,resentados na figura I1L.10.

Pela figura I111.10 (A), nota-se claramente que ndo houve apenas uma
modificagdo nos croméforos do efluente, mas que o fungo estd atuando
diretamente sobre a lignina. A figura mostra que houve degradacdo das
cloroligninas para cloroligninas de massas molares menores. Apos 40 h de
tratamento apenas uma pequena fragio de lignina de alta massa molar

permanece, € 0 consumo de biomassa foi em torno de 56%. Na figura 1110

(B), nota-se que 0 consumo de biomassa estd diretamente relacionado com

a porcentagem de descoloracdao. O consumo de biomassa pode estar
relacionada com trés fatores: (1) mineralizagédo de lignina para COz, (2)
repolimerizagao para ligninas insoliveis, gue s5ao eliminadas por filtracdo
usando filtro Millipore e (3) degradagdo da lignina para compostos menores,

nio detectdveis por permeacgio em gel a 280 nm.
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Figura I11.10: (A) Permeagao em gel (GPC) sephadex G-50 do efluente biotratado (5,0 g de
micélio imido/30 mL de efluente).As condigoes utilizadas sdo descritas na figura 1IL8.
(a) efluente antes do tratamento, (m) apds 16 hde tratamento e (@) apds 40 h de tratamento.
(B) (1J) consumo de biomassa e (©0) descoloragdo por tempo de incubacio.

111.2.3 - Demanda Quimica de Oxigénio para o Tratamento de Efluente Kraft
com Chrysonilia sitophila

Quanto menor o valor obtido na medida da DQO, menor a quantidade
de substincias orgiinicas oxiddiveis presentes (por este método). Assim
sendo, esta determinagdo pode indicar se houve mineralizagdo da lignina.

Nas mesmas condi¢des experimentais usadas para o ensaio de descoloracgdo
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a reducdo na DQO foi de 62,5 %. O valor obtido na redugio da DQO foi

condizente com o valor obtido para o consumo de biomassa.

IIL 3 - Tratamento com Enzimas Imobilizadas

I11.3.1 - Imobilizacio de HRP em Silicas 24/32 e 32/60

As porcentagens de atividade retida apds imobilizagio de peroxidase

(HRP) em silica sdo mostradas na tabela I1L.1.

Tabela IIL.1: Retengio de atividade de HRP em silica 32/60 ¢ 24/32.

Unidades tedricas Unidades ativas rendimento
imobil. por mg de | imobil. por mg de (%)
suporte seco suporte seco
HRP-silica 7.65 3,90 51
32/60
HRP-silica 4,40 2,00 46
24/32

As porcentagens de retencdo de HRP sdo consideradas altas para esse
tipo de imobilizagdo [74], embora ndo seja objetivo desse trabalho a
otimizacgdo da retengdo da atividade.

Na figura IIL.11 sdo mostrados os resultados para a descoloracido do

efluente com esses materiais.
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Figura ll1.11: Porcentagem de descoloragio do efluente, sob tratamento com HRP imobilizada
em silica, em fungdo do tempo. As condigdes utilizadas para todos os ensaios foram: pH = 5,0,
T = 25°C, Aj = 0,5, Veil. = 10 mL e H202 5 mM. (& ) HRP livre (0,03 U), (2~ ) HRP-silica
24/32 (0,03 U) e (4 ) HRP-sflica 32/60 (0,03 U).

Observoﬁ-se que HRP imobilizada ém silica 32/60 produziu uma
descoloracdo de 36,7 %, enquanto que HRP imobilizada em silica 24/32 a
descoloracio foi de 17%, ap6s 72 h de tratamento. Entretanto, para a silica
24/32 a porcentagem de descoloragdo para 72 h foi menor que para 48 h, ou
seja, houve coloragéo do efluente novamente. Essa coloragdo pode estar
associada 2 polimerizagdo da lignina com consequente aparecimento de
cromé6foros, uma vez que € conhecido que HRP polimeriza e despolimeriza
a lignina ao mesmo tempo [118]. Esta suposigdo pode ser confirmada pelas
curvas de distribuigdo da massa molar do efluente sob tratamento com esses

materiais, como indicado na figura 111,12 (A) e (B).
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Figura 111.12: Permeagdo em gel (GPC) sephadex G-50 do efluente tratado com HRP
imobilizada em silica. As condicdes utilizadas sdo descritas na figura 111.11. (A) Tratamento
com HRP-silica 24/32, (a) efluente antes do tratamento, (M) ap0s 24 h de tratamento € (®)
apos 48 h de tratamento. (B) Tratamento com HRP-silica 32/60, ( &) efluente antes do
tratamento, (M) apos 24 h de tratamento e (@) ap0s 48 h de tratamento.

Nota-se Que para HRP-silica 2‘4/32 houve um aumento na faixa de massa
molar, ou seja, houve polimerizagdo da. lignina juntamente com sua
degradagdo, que pode ser verificada pela diminuigdo da drea do pico. Ja para
HRP-silica 32/60 ndao se observou aumento da massa molar, apenas
diminui¢do da drea do pico, o que pode evidenciar o processo predominante,
neste caso, de degradacgdo da lignina.

A medida da DQO foi efetuada somente para o material que apresentou
melhores resultados, HRP-silica 32/60, utilizando-se 39 U de enzima em

10 mL de efluente. Apés 5 dias de tratamento, observou-se uma diminuicio




F g e S s T e T

Resultados e Discussao - 72

de 62,5% na DQO, o que indicou claramente que a enzima atuou sobre a
lignina, possivelmente levando & sua mineralizagao.

" Quanto 2 estabilidade da enzima imobitlizada, observou-s¢ que nio
houve perda da atividade enzimitica, de,s E'ié:ur em presenga do efluente por
S dias, 0 que torna o processo muito interessante, uma vez (ue O material
pode ser reutilizado. Além disso, 4 atividade enzimdtica permaneccl

inalterada depois do material ter sido guardado por 2 meses.

[11.3.2 - Lmobilizacio do Caldo Liofilizado (Ligninases I, 11 e 11l nao
Purificadas) em Silicas 24/32 e 32/60

As porcentagens de atividade retida ap6s imobilizacdo do caldo

liofilizado em dois tipos de silica (caldo-liof.-silica) sdo mostrados na tabela

I11.2.

Tabela 111.2: Retengdo do caldo liofilizado imobilizado em silica.

Unidades tedricas | Unidades ativas retengdo
imobil.por mg de | imobil. por mg de (%)
suporte seco) suporfe seco
x 103 x 103

Caldo liofilizado- 360 16 4.3
silica 32/60
Caldo liofilizado- 240 9 3,9
silica 24/32

A descoloragio do efluente asando o caldo-liof.-silica 32/60 foi de 21%,
enquanto que o caldo-liof.-sflica 24/32 e o caldo liof. livre, apresentaram

porcentagens de descoloragdo de 14% e 6,4%, respectivamente, ap0s 48 h de
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tratamento. Observou-se que com 72 h de tratamento houve coloragdo do

efluente, ou seja, foram formados cromoforos. Os resultados sao mostrados

na figura I1L.13.
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FiguraII1.13: Porcentagem de descoloragio do efluente, sob tratamento com caldo imobilizado
em silica, em fungdo do tempo. As condicdes experimentais foram: pH = 50,7 = 25°C, Ai
= 0,5, Veft, = 10mLe H2025 mM. (O) caldo liofilizado livre (0,03 U), (&) caldo liof. silica
24/32 (0,03) e (&) caldo liof.-silica 32/60 (0,03 U).

As curvas de distribui¢do de massa molar, apresentadas nas figuras
111.14 (A) e (B), permitem verificar que a érea do pico diminui para o
tratamento do efluente com os dois materiais, sendo que este efeito é mais

acentuado para o tratamento com caldo-liof.-silica 32/60, yue também
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produziu maior descoloracdo. Os consumos de biomassa, em 48 h de
tratamento, para caldo liof.-silica 32/60 e para caldo liof.-silica 24/32 foram
220 e 14 % respectivamente. Esses dados concordam perfeitamente com 08

resultados obtidos nos ensaios de descoloragio.
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Figura IIl.14: Permeagao em gel (GPC) Sephadex G-50 do efluente tratado com caldo
liofilizado imobilizado em silica. As condigoes utilizadas sio descritas na figura 1HE13. (A)

Tratamento com caldo liof.-silica 24/32,(a) efluente antes do tratamento, (M) apos 24 h de

tratamento € (@) apos 48 h de tratamento. (B) Tratamento com caldo Lof.-silica 32/60, (&)
efluente antes do tratamento, () apds 24 h de tratamento ¢ (@) apos 48 h de tratamento.

A medida da DQO foi feita com o material que apresentou melhores
resultados, caldo liof.-silica 32/60. Utilizou-se 0,9 U de caldo liof.-silica

32/60 em 10 mL do efluente. Ap6s 5 dias de tratamento © decréscimo da
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DQO foi de 20%. Esse valor concorda com 0§ resultados da descoloragdo ¢
consumo de biomassa, que s3o menores que 0§ obtidos para HRP-silica.

A atividade do pool de enzimas (caldo) permaneceu inalterada apods S
dias na presencga do efluente, o que indica que a imobilizagdo é estavel e que
o material pode ser reutilizado. Além disso, para se fazer a imobilizagdo do
caldo nao foi necessdria a purificagao das enzimas, que é um processo de
alto custo. Depois do material ter sido guardado durante dois meses ndo
houve perda da atividade, indicando que este método de imobilizagao, para
estas enzimas, favorece a sua estabilidade.

Comparando-se HRP-silica e caldo liof.-silica, costatou-se que O
tratamento com HRP-silica foi mais eficiente quanto 2 descoloracdo do
efluente € apresentou um consumo de hiomassa maior. Pelos resultados
obtidos, pode-se concluir que essas enzimas, quando imobilizadas, foram
mais ativas que as respectivas enzimas livres para a descoloragdo e que €55as
enzimas, quando imobiiizadas em silica 32/60, apresentaram maiores

descoloragio e consumo de biomassa.

1133 - Imobilizacio em Silica 32/60 das Ligninases 1, 11 e 11 Purificadas

Optou-se pela silica 32/60 para a imobilizagao das ligninases, porque
apresentou melhores resultados para a descoloragdo do efluente e
porcentagem de retengdo da atividade. Os resultados da imobilizag¢do sdo
apresentados na tabela 111.3, enquanto que a figura I11.15 traz os resultados

referentes a alteracdo de cor do efluente, a pH = 5,0, com estes materiais.
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111 em silica 32/60

Unidades teoricas | Unidades ativas retengio
imobil. por mg de | imobil. por mg de (%)
suporte seco suporte seco
x 103 x 103 |
Lig. I-silica 32/60 77,0 5,5 7.2
Lig. ll-silica 32/60 63,0 3,8 60
Lig.Ill-silica 32/60 58,0 2.9 5,0
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Figura II1.15: Porcen
imobilizadas em silica. As condigdes utiliz
Aj = 0,5, Vel = 10 mL e H20235,0 mM.

20

(0,03 U) e Lig.IlI-silica 32/60 (0,03 U)(O).

40 60
Tempo / h

80

tagem de descoloragdo do efluente, sob tratamento com ligninases
adas para todos 0s ensaios foram: pH = 50T = 25°C,
(£) LigI-silica 32/60 (0,03 U), (a) Lig.Ji-silica 32/60
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Observonu-se que a Lig. 1-sflica 32/60 sempre coloriu o efluente. 0 quc
pode ser devido ao pH utilizado durante o tratamento, jd que o pH 6timo de
atuagio da Lig.l € 3.0 [117]. Apenas as ligninases Ile 111 em silica 32/60
atuaram descolorindo o efluente ¢ as descoloragoes observadas foram
praticamente iguais, o que estd condizente com os pH dtimos que sdo 5,0 €
4,0 respectivamente.

Nas figuras III.16 (A), (B) e (C) estdo indicadas as curvas de
distribui¢do de massa molar para o tratamento do efluente com oS trés
materiais. Para os trés casos, observou-se uma diminuicio na darea do pico.

Ap6s 48 h de tratamento, 0 consumo de biomassa foi maior para Lig
111-silica 32/60, 19,7%, seguida de Lig. Il-silica 32/00, 19,2%, e Lig. 1,
14,5%. As Lig. 11l e 11 mostraram-se mais eficientes.

As medidas da DQO, utilizando-se 0,3 U de Lig. 1e 0,2 Ude Liglle
I1I, resultaram num decréscimo de 30,2%, 65,0% e 65,0% para as ligninases
I, 11l e II1 respectivamente, ap6s 5 dias de tratamento. Esses dados
concordam com a descoloragdo do efluente e consumo de biomassa, pois a
ngI-sﬂica,Bzﬂﬂ}apresentournenordecréschno na DQO, coloriu o efluente
e apresentou menor CONsSumo de biomassa. Apesar das porcentagens de

descoleragd{) nao serem significativas, deve-se salientar o fato de que foram

utilizados apenas 0,03 U de enzima para 0s ensaios de descoloracgao.

Ap6s 5 dias em contato com 0 efluente, ndo foi observada perda na
atividade, ou seja, a estabilidade da enzima depois de imohilizada foi

excelente.
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Figura II1.16: Permeagdo em gel (GPC) sephadex G-30 do efluente tratado com ligninases

imobilizadas em silica. As condigdes utilizadas sao descritas na figura 1L15.(A) Tratamento

com Lig.I-silica 32/60, (&) efluente antes do tratamento, (®) 24 h de tratamento € (m)48 h
de tratamento. (B) Tratamento com Lig.Il-silica 32/60, () efluente antes do tratamento, (®)
24 h de tratamento ¢ (M) 48 h de tratamento. (C) Tratamento com Lig.d1I-silica 32/60, (A)
efluente antes do tratamento, (M) 24 h de tratamento € (@) 48 h de tratamento.
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A remogido de cor observada, para todas as enzimas imobilizadas ou
livres, foi devida exclusivamenfe a0 efeito catalitico e ndo simplesmente a
adsorg¢io de cor pela proteina, uma vez que, sob a auséncia de perdxido e
presenga da enzima, nédo houve re'm()g{m de cor. Efeitos similares foram

encontrados por Paia e Jurasek [119].

I11.3.4 - Imobilizacio de HRP, Ligninases I e 1l e Caldo Liofilizado em
Sefarose-4B Ativada com CNBr

As porcentagens de atividade retida apos imobiliza¢do em Sefarose sao

mostradas na tabela 111.4.

Tabelalll.4: Retengdo de atividade de HRP, Ligninasesl e 11 e caldo liofilizado em Sefarose-4B

. ativada com CNBr.

Unidades teoricas | Unidades ativas retengio
imobil. por mg de | imobil. por mg de (%)
gel seco gel seco
x 103 x 103 |

HRP-Sefarose - 1,0 0,38 38,0
Lig. I-Sefarose 8.4 0,16 2,0
Lig lI-Sefarose 79,0 6,30 8,0
Caldo - Sefarose 26,0 0,25 1,0

A figura HI.17 mostra as porcentagens de descoloragdo do efluente,
quando tratado com as enzimas livres e imobilizadas em Sefarose-4B ativada
com CNBr.

Ligninase I livre ndo descoloriu o efluente, pois o efeito observado foi

devido sémente a agdo do perdxido présente. A concentragdo de peréxido

em todos os ensaios foi de 5 mM, e o controle (efluente mais perdoxido)
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produziu a mesma descoloragao. No entanto, a Lig. 1 gquando imobilizada,

descoloriu o efluente durante as primeiras 48 h de tratamento ¢ a partir daf,

comegou a colori-lo.
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Figura I11.17: Descoloragdo do efluente, sob tratamento com enzimas livres e imobilizadas em
Sefarose, em fungdo do tempo. As condigdes utilizadas foram: pH = 5,0,T = 25°C, Aj = 0.5,
Veil. = 10 mL e H202 5 mM. (O) HRP livre (0,06 U), (@) HRP-Sefarose (0,06 U), (.~) Ligd
livre (0,03 U), (w) LigI-Sefarose (0,03 U), () Lig .1l livre (0,10 U), (m) Lig.J1l-Sefarose (0,10
U), () caldo liof. livre (0,03 U) e (A ) caldo liof.-Sefarose (0,03 U).

O caldo liofilizado livre descoloriu pouco o efluente, 16,4%, sendo que,
ap6s 48 h de tratamento, iniciou o processo inverso. A descoloragdo para o
caldo liofilizado imobilizado foi maior, 29,3%, comparada com o caldo livre,

ou seja, a enzima quando imobilizada atuou mais eficientemente na
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‘descoloracdo do efluente. Esse efeito também foi observado para HRP e Lig.

III livres e imobilizadas.

A distribuigio da massa molar do efluente Kraft durante o tratamento
com Lig. I, Lig. I, caldo liofilizado e HRP, livres e imobilizadas em
Sefarose-4B ativada com CNBr sdo mostradas na figura I11.18 (A) a (H).

A figura II1.18 (A) (HRP livre) ¢ (.B) (HRP-sefarose) mostram que no
caso (A) ocorreu repolimerizag¢do com consumo de 16% de biomassa. Para
(B), 61% e 799% de consumo da biomassa foram observados em 24 e 72 h
respectivamente e ndo foi observada repolimerizagio ou formagao de
cloroligninas com massas molares menores. O caldo liofilizado livre (C) e
caldo liof.-sefarose (D) mostraram um consumo de biomassa de 13% e 24%
respectivamente, nio sendo observada repolimerizagdo das cloroligninas.
Houve um consumo de 12% da biomassa para lig. I livre (E), enquanto que
para lig. I imobilizada (F) foi de 37% ,em 24 h de tratamento. O consumo
de biomass.a para liglll livre (G) e imobilizada (H) foram similares, 22%,
ap6s 72 h de tratamento . A repolimerizagdo da lignina foi completamente

eliminada pela imobilizagdo. As enzimas, quando imobilizadas,

apresentaram um melhor desempenho frente 2 descoloracdo do efluente,

assim como em relagdo ao consumo de biontassa, com excegdo a lig. II livre

e imobilizada [120].



Resultados ¢ Discussao - 82

0.6 - 0.6 1
(a1 Oh A {a1Dn 3
[ #}29h { e} 2dh
‘{-Hi'zh Lwd72h :\
. : /-' - X
Oo hoadr s};'fl 1“\‘5‘ y W OO S T ?,.J.*!l‘...l‘n_l-k.._
0  VYOLUME/mL 150 0 VOLUME/nd, 150
0.6 0.6
-{4) 0Oh C {41 Oh D
_{-e-} 24h (e} 24
,&
g //
[l
g . » '
f »
EOO il 1.1 A Sarabrred: i OO 1|1/¢'L|1;\1‘1'1H
0 yoLume/mL 150 0 yOLUME/mL 50
5 0.8 0.6
< “{ &) Oh E {e) Oh F
o =] 24k _5»—) 24 h
z | '
2 oe f
N, /|
B ﬁ. B ]
p \ Yé ‘..
0.0 Y 0.0 s .f“‘ e ]
0  yOLUME/mL 50 VOLUME /mL. 50
0.6 0.6
{4} Ch G t-a) Ok H
_(«-! 72h [ ] 7T2h
5/ Xk'
i [
QO Lt PRI B AN 0.1t saf ko1 oadr Leina.
O YOLUME/mL 99 - O voLuME/mL 190

Figura 111.18: Permeagio em gel (GPC) sephadex G-50 do efluente tratado com enzimas livres
e imobilizadas em Sefarose. As condigoes utilizadas sio descritas na figura IMM1.17. (A) HRP
livre, (B) HRP-Sefarose, (C) caldo liof. livre, (D) caldo liof.-Sefarose, (E) Ligl livre, (F)
Lig.I-Sefarose, (G) Lig III livre e (H) Lig.IH-Sefarose.
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1IL 4 - Tratamento Fotocatalitico

Quando o efluente com o semicondutor suspenso foi borbulhado com
oxigénio e iluminado, sua cor desapareceu gradualmente. Isso pode ser
visualizado na figura II11.19, onde se utilizou Zn0O e TiO2 como

semicondutores.
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Figura 111.19: Porcentagem de descoloracgio do efluente, sob tratamento fotocatalitico, em
fungéo do tempo e variagdo do pH durante o processo. As condigoes utilizadas foram: Ai =
0,5, pH = 7,5, Veil. = 10 mL, A > 254 nm e Q3. Descoloracio (M) € variagdo do pH ((]) para
7O (50 mg); descoloragio ( @ ) € variagio do pH () para TiO2 (50 mg).

Constatou-se que utilizando ZnO a descoloracdo se processou
rapidamente, chegando a 100% em 2 h. No entanto, quando se utilizou TiO2

(tanto anatase quanto rutilo), a descoloragio foi extremamente lenta.
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Nio ocorreu descoloragdo na auséncia de fotocatalisador com
iluminacao e presenga de O2, bem como na presencga do fotocatalisador,
iluminagdo e auséncia de Oz, o que indica que 0 processo de descoloraciao
depende da presencga de fotocatalisador e O2.

E conhecido que solugdes de lignina podem ser degradadas, utilizando
Zn0 e TiO2 [87]. O fato deste Gitimo nio descolorir o efluente pode ser
devido a algum efeito na superficie do 6xido, como: tamanho do sitio ativo
e ou pH da superficie.

3

Os resultados apresentado na figura I1I.19 mostram que o pH da
solucdo modificou em fungdo do tempo de reagao, provaveimenlte devido aos
produtos formados na degradagao das cloroligninas. Como a descoloragao
obtida para TiO2 foi muito lenta, optou-se por ZnO para conduzir todos os
outros experimentos.

Em um pH étimo, a velocidade de descoloragdo aumentou com a
quantidade de fotocatalisador adicionado em solug¢do, a qual diminuiu
quando a quantidade de fotocatalisador foi suficientemente grande para
absorver toda a irradiagdo. Em concentragdes maiores que 5 g/L ndo foi
observado aumento na velocidade de descoloragdo. Esses resultados sdo
mostrados na figura 111.20 (A).

A figura I11.20 (B) mostra que, alterando o pH inicial da solugdo, a
descoloracdo resultante foi diferente para o mesmo tempo de irradiacdo,
sendo que _p-H mais altos favoreceram uma maior descoloracdo, esses
resultados j4 foram observados anteriormente para descoloracgdo de

solugoes de ligninas [87] e outros clorofendis {121], pelo mesmo processo.
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Figura 111.20: (A) descoloragdo do efluente com diferentes concentragoes em fungio do tempo.
As condigdes utilizadas sdo descritas na figura 1120, (4) 10 mg, (m)25mg, (1) 50mge ()
50 mg em presenga de N2 (sem O2). (B) descoloracdo do efluente, em 1,5 h de irradiagao, por
50 mg de ZnO em fungio do pH inicial do efluente.

Em funcdo dos resultados obtidos e relatados nas figuras 1I1.20 (A) e
(B), optou-se por conduzir todos os outros experimentos a pH = 7.5 ¢ Zn0O
na concentragdo de 5 g/L.

Para obtencgdo de informagoes relevantes a 'respeitn da transformacgdao
fotocatalitica, foram feitos experimentos onde a fotélise direta foi excluida.
Para tanto, fez-se experimentos utilizando filtros para determinar qual a
faixa de comprimento de onda seria responsdavel pela maior parte da

descoloracgéo.
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Vale ressaltar que, experimentos sem uso de fotocatalisador e com
oxigena¢do produziram colo.ragﬁo do efluente, observado pelo aumento da
absorbincia, provavelmente devido a formacdo de guinonas.

Os resultados obtidos para experimentos utilizando-se filtros sdo

descritos na figura I11.21.
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Figura 111.21: Descoloragdo do efluente, sob tratamento fotocatalitico, em funcgdo do tempo,
utilizando-se filtros. As condig¢oes utilizadas foram: 50 mg de ZnO, pH = 7.5, Ai = 0,5,
Veil, = 10mLe Oz (@)A> 340nm, (O )A> 320 nm, (A)1 > 300nme(g)4A > 254 om.

Observou-se que o processo de descoloracgdo foi mais eficiente, com a
lampada disponivel, sem o uso de filtros, ou seja A > 254 nm, no qual
ocorreu 809 de descoloragdo em 1,5 h de irradiagao. Por outro lado, quando

se utilizou 4 > 340 nm apés 1,5 h de irradiagﬂb hhouve 20% de descoloragao.
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A fluéncia desta laimpada para A > 254 nm € de 108 wm % eparal >300
nm € 68 Wm'z. Assim, irradiando-se o efluente por 1 h com A >254 nm
equivale a irradiar o efiuente por 1,75 h com 4 >300 nm, no entanto, as
descoloracdes observadas para esses respectivos intervalos de tempo ¢
comprimentos de onda foram 53% e 43%. Isso pode ser um indicio de que a
regiio de baixo comprimento de onda ¢ mais eficiénte, para esse sistema, na
descoloragdo do efluente.

A mudanga na distribuigdo de massa molar para o efluente, sob
tratamento fotocatalitico, foi estudada por cromatografia de filtragdo em
gel. Os resultados sdo mostrados na figura 111.22.

Pelas curvas de distribuicdo de massa molar, nota-se que nao houve
polimerizagdo da lignina. A drea do pico diminue e observa-se que nos
primeiros 30 min de irradiagédo foram formadas cloroligninas menores. Apos
2 h de irradiacdo nio se detecta mais a presenca de lignina. A figura 22 (B}
mostra que existe uma perfeita correlagdo entre os trés parametros:
descoloragdo, consumo de biomassa e formagiao de CO2. Mineralizagido foi
observada, desde que houve um pmnun‘ci:uin consumo de¢ biomassa, n14ao
ocorreu precipitagio no efluente e houve formagdo de CO32, que pode ser

visualisada mais claramente na figura H1L.23.
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Figura 11L.22: (A) permeagdo em gel (GPC) sephadex G-50 do efluente tratado
fotocataliticamente. As condigdes utilizadas sdo descritas na figura 1119, onde foram
utilizados 2,5 g de micélio.(A) efluente antes de irradiar, ( 8 )efluente irradiado por 30 min,
(@) efluente irradiado por 90 min e ( &) efluente irradiado por 120 min. (B) correlagio entre
descoloragio (@) , consumo de biomassa (M) e formagdo de CO2(4). em func¢ao do tempo
de irradiagio.

O fato de se detectar a formagdo de COgz, indicou que cloroligninas
estio sendo oxidadas até a sua mineralizagdo, 0 que é extremamente
interessante, uma vez que ao final do tratamento ndo restaram 0utros
produtos orgénicos de massas molares menores que poderiam ser tdxicos

[122].
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Figura 111.23: Produgio de CO2 em funcao do tempo do irradiagfo. As condigoes utilizadas
foram: Aj = 0,5, pH = 7,5, Vet = 20 mL, 100 mg de ZnO, 4 > 254 nm e O2.

Foram feitas medidas da DQO para o efluente antes € depois do
tratamento. Apos irradiacao do efluente por 50 min (nas melhores condigoes
descritas no item I1.23) obteve-se um decréscimo de 77% na DQO e
irradiando-se por 2 h.o decréscimo foi de 90%. Esses resultados sao
condizentes com o consumo de biomassa do efluente durante o tratamento.

Foram feitas andlises qualitativas por HPLC para as amostras antes de
irradiar e com 1,5 ¢ 3,0 h de irradiag¢do, com a finalidade de se detectar
compostos de baixa massa molar, ndo detectdveis pela permeagido em gel. Os

resultados sdo mostrados na tabela 1115,
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Tabela 1I1.5: HPLC para efluente sob tratamento fotocatalitico.

T=0h T=15h T=30h |
PICO T.R. AREA | TR. | AREA TR. ARFA
1 2,00 3,29
2 2,55 13,94 2.55 19,47 2.59 18,30
3 270 | 6,25
4 2.92 13.67 2.94 25.56 2.78 36.64
5 3,24 8.06 322 48,72
6 3,27 25.86
7 3,38 48,08
8 4,78 6,41
9 5,08 6,16

A partir dos dados da tabela I1L5, pode-se verificar que ocorreram
modificagoes na relagdo entre as dreas dos picos, bem como 0
desaparecimento de alguns deles.

No cromﬁtograma obtido apds 3 h de irradiagdo, observou-se a presenca
de 3 picos, embora, a descoloragao total do efluente ja havia sido assegurada
ap6s 2 h de irradiagdo, indicando que a sua total descontaminagdo necessita
de um tempo maior de irradiagdo.

Para verificar se o processo de degradagdo estava associado a formacgao
de radicais livres hidroxila (OH), que sdo propagadores da reacéo,
adicionou-se ao meio reacional manitol, que ¢ um absorvedor especifico de
radicais ¢OH) [123]. A concentragdo final desse no meio reacional foi
0,05 M. Ap6s 2 h de irradiagéo nido foi constatada descoloragao alguma do

efluente, confirmando a hipotese de que radicais hidroxila sdo importantes
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no processo, de modo que ao serem aprisionados pelo manitol, ndo tiveram

tempo h4dbil para a reagdo com a lignina.

1IL5 - Tratamento Fotocatalitico e Enzimatico Combinados

Nas condigdes Otimas estabelecidas para o tratamento fotocataliftico,
pH 7,5 e ZnO 2 0,5 g/L, foi feita a pré-irradiagdo do efluente (A > 254 nm),
por um curto perfodo de tempo (15 min). Ap6s esse tempo adicionou-se o
caldo produzido pelo fungo. Os experimentos foram feitos em duplicata.

Esse tratamento resultou em uma eficiente descoloragido, a qual
aumentou na presenga de peréxido, que age como cofator enzimdtico. Os
resultados sdo mostrados na figura [11.24.
| Ficou coﬁstatado um efeito sinérgico fa resposta para os tratamentos
fotocatalitico e biolégico, visto que, na combinagdo de ambos a
descoloragio foi de 85%, enquanto que, isoladamente, obteve-se 50% para
o caldo e H202 e 15 min de irradiagdo produzem 15% de descoloracgdo, que
levaria a um total de 65%. Assim, 20% da descoloracdo pode ser atribuida
a acdo combinada dos dois tratamentos.

O pré-tratamento fotocatalitico deve promover a quebra de ligagoes da
lignina e formagdo de radicais. Essas espécies podem ser mais facilmente
"reconhecidas" pelas enzimas, acelerando o processo de descoloracéo.

Esses resultados concordam com os resultados obtidos para a
degradacdo de lignina dioxano de Pinus radiata D Don utilizando-se

ligninase ¢ HRP durante pré-tratamento fotoquimico [124].
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M) e ( @ ) efluente pré-irradiado, caldo e H202 (0,48 10~ M)
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IV - CONCLUSOES

O estudo de algumas condigdes de cultivo, permite concluir que o fungo
imobilizado em qualquer tipo de suporte, aumenta atividade enzimatica do
caldo. A variagio de outras condig¢odes, como: suplemento de glicose ¢
presengas de édlcool veratrilico e glicerol, mostrou a semelhanga entre os
fungos P. chrysosporium e C. sitophila. No entanto, qualquer das
modificagdes das condigdes de cultivo, aqui utilizadas, ndo mostrou inducgao
na produgdo de enzimas extracelulares.

A descoloragio do efluente Kraft pelo fungo C. sitophila foi excelente,
sendo que & importante destacar que, para o tratamento, nao foram
utilizadas fontes adicionais de carbono e/ou nitrogénio no efluente, o que
torna o processo muito interessante. O fungo C. sitophila imobilizado em
nylon, foi mais eficiente na descoloracido do efluente, comparado com 0
fungo livre.

Foram observados o consumo de biomassa e a reducido da DQO, onde
provavelmente ocorreu mineralizacdo das cloroligninas.

Quanto ao tratamento do efluente com as enzimas produzidas pelo
fungo C. sitophila, imobilizadas em silica e em Sefarose, foram obtidos bons
resultados. As enzimas, quando imobilizadas, mostraram-se mais eficientes,
na descoloracgio do efluente, que as respectivas enzimas livres, com
exéessﬁo da lig.l livre e imobilizada em silica 32/60, onde a coloracgdo foi
predominante. Os resultados para consumo de biomassa ¢ reducio da DQO,
mostraram que as enzimas atuaram sobre as cloroligninas,

despolimerizando-as ¢ levando-a a sua mineralizagdo.
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A descoloragdo do efluente por tratamento fotocatalitico foi muito
eficiente. Esse processo, além de produzir total descoloragdo do efluente,
apresentou um consumo de biomassa de 100% e excelente redugiao da DQO.
A mineralizacido foi constatada através da produgio de CO2. Assim, o
processo fotocatalitico apresenta-se como uma alternativa promissora para
o tratamento desse tipo de efluente, uma vez que este é muito toxico e de
dificil degradabilidade pelos processos convencionais.

Os resultados da combinagdo dos tratamentos fotoquimico e bioldgico,
mostraram um efeito sinérgico, acelerando o processo de descoloragéo.

Os objetivos propostos para este trabalho foram alcangados e muitos
estudos futuros podem ainda ser feitos, como: otimizacdo da imobilizagédo
das enzimas, imobilizagdo do ZnO, montagem um reator para a degradacdo
fotocatalitica, bem como o estudo de outros semicondutores para este

processo.
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