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PREFACIO

Este trabatho foi realizado em parte no Laboratério de Quimica Biologica do
Instituto de Quimica da Unicamp, ¢ parte no Laboratério de Biotecnologia ¢
Bioquimica de Fungos da Universidade Federal de Santa Catarina, CCB,BQA.

Como todo trabatho de tese deveria ser, este representa realmente uma fase de
amadurecimento ¢ consolidagdo de uma linha de pesquisa.

Santa Catarina possui um grande nimero de indastrias de papel e celulose, o
que nos estimulou a criar um grupo de trabatho que atue no desenvolvimento de
métodos biotecnologicos de tratamento de efluentes, particularmente, tratamento
biologico com a utilizag#io de fungos da regido de Florianopolis.

Do ponto de vista ambiental, ¢ importante compreender o comportamento de
efluentes deste tipo de industria frente 4 degradacdo biologica, particularmente das
fragdes de mais alta massa molecular, contidas no mesmo, uma vez que, além do
transtorno acarretado pela coloragiio escura dos efluentes, também tem sido levantada
a possibilidade de que estas fragdes sejam lentamente degradadas, sob condighes
ambientais naturais, gerando assim estruturas de baixa massa molecular, que seriam
potencialmente toxicas. Desde que os métodos tradicionais de tratamento de efluentes,
tais como lagoa de acraciio ¢ lodo ativado nfio removem eficientemente estas fragles, a
biodegradagdo das mesmas por métodos alternativos torna-se bastante atraente.

Por outro lado ¢ imprescindivel o desenvolvimento de métodos de
monitoramento do impacto ambiental nas areas circunvizinhas as indistrias de papel e
celulose do estado de Santa Catarina.

Ao longo do periodo de desenvolvimento do trabalho de tese, conseguimos
estruturar dois laboratorios de pesquisa na UFSC, consolidar um grupo de trabalho
integrado, bem como estabelecer uma relago de cooperacio técnica promissora com
algumas industrias de papel e celulose do estado de Santa Catarina.

Como fruto destes esforgos, apresentamos 18 resumos em congressos nacionais
e internacionais, 9 trabalhos completos em Anais de Congressos e submetemos 3
trabalhos a publicagio em revistas internacionais, sendo eles :

-Biodegradation of high and low frations of Kraft bleachery caustic (E;) effluent by
Trametes villosa

Carlos H. L. Soares and Nelson Duran

Environmental Technology (no prelo) :

-The role of enzymes in biodegradation of bieached krafi puip effluent by
basidiomycetes

Carlos H. L. Soares and Nelson Duran

Journal of Bigtechnology (submetido) .

-Biodegradation of chlorolignin and lignin-like compounds contained into E,-pulp
bleaching effluent by fungal treatment

Carlos H. L. Soares and Nelson Duran

Applied Biochemistry Biotechnology Part A (no prelo)

Assim, sinto-me, hoje, recompensado pelo esforgo desenvolvido, bem como
pelas privagdes que um trabalho desta natureza obrigatoriamente impde. Por outro
lado, acredito ter contribuido, mesmo que modestamente, para o desenvolvimento de
linhas de pesquisas tecnologicas, dentro da Universidade Federal de Santa Cataring,
fundamentais para sua consolidagio como uma instituigio de pesquisa.

Florianopolis, 9 de dezembro de 1997




SUMMARY

The basidiomycete fungi Panus crinitus and Trametes villosa have been studied
for their ability to degrade and decolorize Kraft pulp bleaching effluents (E;-stage).
The results showed that the white-rot fungi P. crinitus and 7T, villosa exhibited a
decolorization rate about 55-65% and 70-80%, respectively, during 1-2 days. The total
phenolic content decreased in agreement with the decolorization rate. The production
of lignocellulose-degrading enzymes as lignin-peroxidase (LiP), laccase, manganese
peroxidase (MnP), 3-glucosidase, glucose oxidase has been evaluated.

The ligninolytic enzyme patterns were quite similar, being that laccase and
lignin peroxidase were the major extraceflular ligninolytic enzymes secreted by both the
fungi, T. villosa and P. crinitus. The MnP extracellular activity was not detected under
the conditions employed. On the other hand, these fungi exhibited differences in their
individual behavior regarding to their LiP/laccase activity ratio, B-glucosidase activity
levels, overall peroxidase activity levels and in the temporal profile of enzyme
liberation into the extracellular media. Both fungi secreted substantial quantities of
extracellular laccase (120-418 U I) and B-glucosidase (30-145 U I'"), a moderate rate
of generic peroxidases, lignin peroxidase, and traces of manganese peroxidase.
Laccase presented a maximum activity at 36 hs, for T\ villosa, and at 50 hs for P.
crinitus, after incubation, and it decreased slowly in the subsequent period.
Peroxidases e fJ-glucosidases activities decreased during the degradation period.

Glucose oxidase and oxalic acid oxidase activities have also been evaluated but
the results were not conclusive. While some authors related the importance of
manganese peroxidase activity on decolorization of the effluent by other fungi, we could
not observe this effect in this case. It does not seem to be responsible for the
decolorization or degradation of effluent by 7. villosa and P. crinitus.

Studies of changes of molecular-size distribution during the effluent incubation
period with the fungi was carried out by size exclusion HPLC and the elution was
concomitantly monitored at 210 nm and 280 nm. Significative differences could be
verified in this case. We could observe that not only the two elution profiles, at 210
and 280 nm, were partially different, but, curiously, it was also evident that the
formation of lower-MW intermediate compounds, during the biodegradation process,
could be better characterized at 210 nm than at 280 nm. The fungi could efficiently
degrade all the fractions of different molecular-mass, however, the individual
degradation rate for each fraction was different. The present results showed that the
depolymerizing pathway was preferential in the 7. villosa and P. crinitus case. As
laccase has been refereed as an enzyme which the polymerizing ability is predominant
in vitro, a presence of a natural mediator for laccase depolimerization capabhility could
be pointed out, on speculative-terms. The higher-molecular-weight fractions were
chemically modified prior to their depolymerization and the decolorization process
seems to be more correlated to this modification. Laccase may play an important role
in this case, however, synergistic effects from other enzymes cannot be ruled out.
Minor polymerization reactions could be also found for both fungi.

Bleached Kraft pulp effluent displays no typical differential UV spectrograms as
for lignin and lignin related compounds. It showed maximum peak at about 220,
276,310 nm and above 350 nm. Kinetic studies of the decolorization by reducing
agents as sodium borohydride enhanced the presence of different carbonyl groups



conjugated with -OH phenolic groups. The modifications observed during the
biodegradation of the effluent indicated the formation of intermediary carbonyl
groups, including the quinoid type, which were consumed in the final phase of the
degradation. The differential spectrograms in the final phase were similar to those of
the phenolic acids as observed for model compounds. Another important observation
comes from the analysis of extracts obtained from the solvent extraction. The results
suggested that the spectrogram observed for the effluent was a composition of
absorbancies of the different molecular mass fractions contained in it,

The structural changes during the biodegradation of E,-Kraft pulp bleaching
effluent by basidiomycete fungi, 7rametes villosa and Panus crinitus, were also
characterized by using the FT-IR method. The major chemical modifications of E,-
effluent observed during this biodegradation process can be summarized as follows : i)
In despite of the fact that the lignin-derivated compounds contained in the untreated
effluent showed a lower aromatic muclei content than normal lignin (1500 cm™ region),
and phenolic hydroxyl group content, both substructures were intensively degraded by
fungal treatment. ii) The formation of a new type of intermediary conjugated carbonyl,
which was removed upon reduction with sodium borohydride, and carboxyl groups
- were found (1630-1660 cm™ region) only in the 7. villosa case, and was absent in the
P. crinitus. Fungal attack changes the absorption maximum of original carbonyl
absorption band in the untreated effluent spectra to higher wavenumbers i) The
aliphatic moieties in the organic material dissolved in the effluent seem to be degraded
faster than the aromatic ones. iv) The relative content of syringyl mits or guaiacyl
ring condensed structures into the treated effluent sample apparently increased
(increased intensity at 1326 cm™) during the incubation period with the 7. villosa
fungus, which may indicate a relative selectivity of its ligninolitic system. The same
effect was not observed in the P. crinitus case.



SUMARIO

O fungo Trametes villosa promoveu a descoloragio de 70-80% da intensidade
inicial da cor do efluente, no periodo 35-50 hs de incubacio com o mesmo.
Concomitantemente ao processo de descoloragio, a concentragio total de fenois,
medida por dois métodos quimicos independentes, método de Folin e método 4-
aminoantipirina (4-AAP), decresceu ao longo do periodo de incubagio. Os resultados
obtidos pelo método Folin indicaram que o processo de descoloraglio foi mais rapido
do que o consumo de fendis totais. Tal resultado parece indicar que modifica¢hes
quimicas nas subestruturas dos componentes do efluente, particularmente nas de maior
massa molecular, podem contribuir para o processo descoloracio, concomitantemente,
Ou antes mesmo que estas sofram um processo de mineralizaciio total (transformagéo a
C0,). O pH inicial do efluente nio foi um fator limitante da agio do fungo, pelo menos
para valores menores que 9,5 , para efluentes nio tamponados. O efluente tratado com
o fungo Panus crinitus apresentou uma taxa de descolorag@o de 60-70% no periodo
de 45-55 hs. Também neste caso ocorreu a redugiio acentuada da concentracio total
de fendis. A avaliagio das atividades enziméiticas extracelulares demonstrou que; o
fungo 7. villosa produziu quantidades apreciiveis das enzimas lacase, peroxidase
totais, lignina peroxidase e de f-glicosidase, superior a todos os demais fungos
testados Ja o fungo P. crinitus produziu quantidades ligeiramente inferiores das citadas
enzimas, apenas nas primeiras 48 hs de incubaggo. Para o fungo Phellinus sp nio foi
detectada nenhuma atividade enzimatica relativa a lacase e somente quantidades
despreziveis de atividade para B-glicosidase. Por outro lado, este fungo produziu
quantidades moderadas de peroxidases e altas quantidades de Mn-peroxidase, mantidas
durante todo periodo de incubacio (20 dias). O fungo Phellinus sp ndo descoloriu
apreciavelmente o efluente. Os resultados obtidos parecem sugerir que a enzima Mn-
peroxidase, neste caso, ndo foi determinante da capacidade de descoloragdo e
biodegradaciio do efluente. Diferencas significativas puderam ser observadas entre as
curvas de distribuigio de MM obtidas a 210 e 280 nm. A principal constatacio foi a de
que 2 fracio de componentes de baixa massa molecular pdde ser melhor caracterizada
pela curva obtida a 210 nm, do que pela respectiva curva a 280 nm. As variagdes
observadas nas curvas de distribuicio de massas moleculares indicaram que todas as
fragBes; alta, média ¢ baixa-MM, foram degradadas pela agdo tanto do fungo Trametes
villosa, quanto & do fungo Panus crinitus. Espectros-UV diferenciais de efluentes tipo
E, obtidos durante o periodo de incubagfic com o fungo 7. villosa revelaram
importantes modificagles estruturais promavidas por este fungo; no periodo inicial (0-
48 bs), ocorreu a formagio progressiva de um grupamento conjugado com o anel
aromético, evidenciada pelo aumento acentuado de absorbéncia a 310 nm. Pelo fato de
que tal absor¢io pode ser suprimida pela reduglio com borohidreto de sodio, o
grupamento intermedidrio formado deve ser tipo carbonilico. O fungo P. crinitus néo
apresentou esta caracteristica. A analise dos espectro FT-IR das amostras de efluentes
revelou que o processo Kraft de polpacio e o processo de branqueamento alteram
significativamente a estrutura da fignina residual, contida no efluente, sendo que o
conteido de estruturas aromdticas, neste caso, € baixo. Também esta técnica, FT-TR,
demonstrou a formagio de grupo carbonilico com absorgdo em torno de 1650 cm™,
decorsente da aglio do fungo T. villosa sobre o efluente. :




ABREVIATURAS

E; - estagio da primeira extrag@io alcaling da fase de branqueamento de polpas
C - estagio da primeiro tratamento com cloro da fase de branqueamento de
polpas

D, - estagio do tratamento com diéxido de cloro da fase de branqueamento de
polpas

EDTA - dietilenodiamino

QZQP - sequéncia de branqueamento utilizando quelante(QXEDTA),0z6ni0 (Z),
quelante, peroxido de hidrogénio(P)

AZQP - sequéncia de branqueamento: ozdnio, quelante, perdxido
QPZP - sequéncia de branqueamento: quelante, peréxido, oz0nio, peroxido
DBO - demanda hiologica de oxigénio

DQO - demanda quimica de oxigénio

ECF -  Elemental chlorine-free

TCF -  Totally chlorine-free

TEF -  Totally effluent-free

AOX -  adsorbable organic halogen

TOC - total organic chiorine

cit. Pyso - citocromo Pysg

LCso-  concentraglio letal necessaria para reduzir em 50% o efeito observado
MM - massa molecular

A-MM - alta massa molecular

B-MM - baixa massa molecular

Md-MM - média massa molecular

La- lacase

MnP - Manganés peroxidase

LiP - lignina peroxidase

HRP - horse radish peroxidase

DHP -  dehydrogenation polymer

Da - daltons

Uuv - ultravioleta

FT-IR - Fourier Transform Infra-Red

H'-RNM - ressonéncia muclear magnética de protons

C-RNM - ressondncia nuclear de carbono 13

4-AAP - 4-aminoantipirina

HPLC - high pressure liquid chromatography

ABS - absorbancia

GC-MS - gas chromatography- mass spectroscopy

CDH-  celobiose desidrogenase

CBQ-  celobiose-quinona oxirredutase

AV - alcool veratrilico



1. INTRODUCAO

Madeira é a parte compacta ou fibrosa do tronco, dos ramos e das raizes de
arvores, arbustos e outras plantas, sendo constituida de tecidos lenificados, que se
desenvolveram sob a casca. Das quatro divisbes principais do reino vegetal,
Thallophyta, Bryophyta, Pteridophyta e Spermatophyta, esta \iltima engloba a maioria
das matérias-primas, normalmente utilizadas na produgio de polpas celuldsicas,
particularmente as madeiras (39). A divisio Spermatophyta por sua vez pode ser
subdividida em Gymnospermae e Angiospermae. As madeiras da subdivisio
Gymnospermae sio denominadas coniferas e/ou resinosas e/ou moles ao passo gque as
da subdivisdo Angiospermae sio ditas folhosas e/ou nfio resinosas e/ou duras 39).
Como exemplos de coniferas produtoras de madeiras moles podemos mencionar os
pinheiros, do género Pinus, os cedros verdadeiros do género Cedrus, os ciprestes e as
araucarias. Entre as espécies produtoras de madeira dura estdo o mogno, jacaranda,
andiroba ¢ o eucalipto (39). A classificacio das madeiras em duras ou moles indica
antes tipos de estrutura e composi¢do do que propriedades mecanicas das mesmas.

1.1. Estrutura da madeira

De uma maneira geral as madeiras s3o constituidas de quatro componentes
principais: celulose, hemicelulose, lignina e os assim chamados extrativos (3 9,55).

1.1.1. Celulose- Estrutura Quimica

A celulose ¢ um polimero homogéneo, ndo ramificado, cuja cadeia polimérica é
constituida de centenas de unidades monossacaridicas, de apenas um tipo, D-glicose,
ligadas covalentemente por ligagdes glicosidicas do tipo B(1— 4)(Figura 1). Os dois
residuos terminais de glicose da cadeia polimérica de celulose diferem entre si pela
natureza redutora de uma das extremidades.

Na madeira, as moléculas de celulose sio mantidas juntas, de tal maneira a
formar microfibrilas, as quais por sua vez séo organizadas em um arranjo paralelo, lado
a lado, formando fibrilas, que se entrelagam, formando entio as fibras de celulose
(Figura 2)(55). Duas regides morfologicamente diferentes podem ser bem
caracterizadas, quando se analisa as fibras de celulose por difraglio de raios-X; uma
regido cristalina, altamente organizada e uma regifo amorfa, desordenada. As
propriedades fisicas das fibras de celulose, tais como resisténcia a tragio mecinica,

alongamento e capacidade de sovatagiio, dependem do grau de organizagio (grau de
cristalinidade) das mesmas (39).

CH:0H
Q
OH H
H
H OH

Figura 1. Representacio da subestrutura da molécula de celulose.
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Figura 2. Representacio esquemética das fibras de celulose e sua disposicio espacial na
madeira.

L.1.2, - Celulose - Comportamento Quimico

Os grupamentos ~OH livres dos residuos de glicose na cadeia polissacaridica da
celulose sdo os responsdveis pelas reagBes apresentadas por este polimero, algumas
das quais sgo de grande interesse industrial. Tais grupamentos podem sofrer reagdes de
substituigdo, adigdo e reagdes de oxido-redugdio. Sao de interesse industrial os
derivados carboximetilcelulose, acetato de celulose, nitrato de celulose, xantato de
celulose, celofane, rayon (39,55,72,128). Por outro lado as ligagbes glicosidicas B(1—
4), entre as unidades monossacaridicas, podem sofrer reagdes de hidrolise tanto em
meio 4cido, quanto em meio alcalino, embora neste ultimo, apenas em condigBes
especiais. Assim por exemplo, em meio alcalino e a temperaturas superiores a 70°C, a
celulose pode ser hidrolizada na sua extremidade redutora, perdendo uma glicose,
reagdo esta que é conhecida como “peeling” (39,145). O isolamento de celulose,
particularmente em madeira, sera discutido em secdes posteriores.



1.1.3. Hemiceluloses - Estrutura Quimica

Hemiceluloses constituem na verdade um grupo de substincias poliméricas
formadas a partir de unidades monossacaridicas diferentes. Portanto sio
polissacarideos heterogéneos, contendo nas suas estruturas tanto hexoses, quanto
pentoses. Possuem cadeia polimérica ramificada e de baixa massa molecular, Em geral,
as hemiceluloses contidas na madeira sio misturas complexas de polissacarideos,
variando em composigio de acordo com o tipo de madeira. Assim sdo frequientes as
glicouranoxilanas, arabinoglicouranoxilanas, galactoglicomananas, arabinogalactanas e
outras. A ligagdo glicosidica mais freqiiente nas hemiceluloses é a ligacdo do tipo

B(1—> 4), porém liga¢des do tipo B(1— 3) e a(1—> 4) também podem ser encontradas,
particularmente nas ramificagdes (39,55).

1.14. Lignina- Estrutura Quimica

Lignina ¢ uma substincia cuja molécula é extremamente complexa, polimérica,
heterogénea, formada a partir de trés tipos diferentes de unidades monoméricas,
derivadas de 4-hidroxiarilpropenil alcoois, sendo eles; alcool trans-para-cumarico (I)
(unidade hidroxifenil), alcool trans-sinapilico (IT) (unidade siringil) e alcool trans-
coniferilico (1) (unidade guaiacil) (Figura 3)(2,39,55,80). Na molécula de lignina, tais
unidades séo distribuidas ao acaso e ligadas covalentemente por pelo menos dez tipos
de ligacdes quimicas diferentes. Estas incluem ligagdes tipo éter, alquil-aril, alquil-
alquil e aril-aril, sendo que a mais freqiiente é a ligacio do tipo $-O-4, representando
em tormo de 50% das ligagBes. Sdo freqiientes também ligagdes do tipo -C-C-, como
as ligaghes difenil e diarilpropano, particularmente a ligagdo B-1 (Figura 4). Os
grupamentos funcionais que portanto definem as caracteristicas estruturais e quimicas
de lignina sdo os grupos hidroxilicos de 4icoois primérios e secunddrios, hidroxilicos
de fendis, eterificados e livres, grupos carbonilicos de diferentes tipos, metoxilas
ligadas & anéis aromaticos e insaturagdes. O cardter aromatico da estrutura de lignina
estd em torno de 51 % (2,55,80).

- Lignina apresenta uma molécula tridimensional, estereoquimicamente bastante
complexa, amorfa e oticamente inativa. A semelhanca de hemiceluloses, a rigor, nos
devemos conceituar lignina como um grupo de substancias, denominadas “ligninas™,
desde que o conteido relativo de cada um dos varios tipos de unidades monoméricas é
variavel, assim como também o tipo de ligagio quimica entre elas. Portanto, o que se
observa ¢ que, dependendo da sua origem, tipo de madeira ou diferentes partes de um
mesmo tecido, a lignina encontrada possui diferentes caracteristicas estruturais. Em
geral, ligninas encontradas em madeiras moles apresentam um alto teor de 2lcool
coniferilico (unidades guaiacil) em contraposigdo as ligninas encontradas em madeiras
duras, as quais apresentam quantidades equivalentes de dlcool coniferilico e icool
sinapilico (unidades siringil) (2,51,55,80). Com base nestas constatacBes experimentais
foram sugeridos os termos lignina guaiacil e lignina guaiacil-siringil, que denominam
respectivamente os dois tipos principais de lignina, quanto a sua composicio (2,55).
Assim por exemplo, as ligninas encontradas no género Eucabptus sio
caracteristicamente ligninas guaiacil-siringil (19,39).



CH-OH

Figura 3. Estruturas precursoras na formacio de lignina, #lcool para-camérico (I) ; slcool
coniferilico (II) ; Alcool sinapilico (III).
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(adaptado ref. 55)
Figura 4, Representagdio parcial da molécula de lignina e seus precursores,

Na madeira, lignina pode ser encontrada nas paredes primaria e secundaria das
células, as quais detém a maior fragdo da quantidade total de lignina (70-90%)(Figura
5). Também ¢ encontrada nos espagos intercelulares, lamela média, que
individualmente possui a maior concentragéio de lignina, comparativamente as outras
partes de um mesmo tecido. Nas paredes celulares, lignina aparece ligada a
hemicelulose, formando uma espécie de “cemento” no qual as fibrilas de celulose estio
embebidas (Figura 2) (55,86). Na lamela média, forma uma espécie de reticulo com
cadeias paralelas e entrecruzadas, conferindo propriedades adesivas que mantém as
véarias células do tecido vegetal agregadas. O papel da lignina nos tecidos vegetais é o
de conferir forga e resisténcia mecénica, porém com elasticidade. Um outra funcio da
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lignina € a de prote¢do da madeira contra degradagio microbiologica, fungdo esta
desempenhada gragas a sua natureza recalcitrante ou seja de dificil biodegradagio
(18,55,110,80,93). Desta maneira, lignina desempenha um papel fundamental no
controle do ciclo de carbono na biosfera, uma vez que controla ou condiciona a
degradagdo de celulose e hemicelulose por microorganismos.

(adaptado da ref. 86)
Figura 5. Representaciio esquemitica da parede celular de madeira,

1.1.5. - Lignina - ComportamenEhQuimico

As principais reagdes apresemtadas por lignina sio as de sulfonagéo,
mercaptagdo, halogenagdo, nitragiio e oxidagdo (39,61,62). A sulfonagfio ¢ a principal
reagdo, do ponto de vista industrial, uma vez que os processos convencionais de
polpacdo de materiais ligninocelulésicos empregam técnicas baseadas na dissolugdo de
lignina (¢ outros componentes da madeira), na forma de derivados, tais como
ligninossulfonatos ou acidos ligninossulfonicos (61,145). Também a halogenagio,
utiizando cloro ou diéxido de cloro, constitui um importante processo industrial,
empregada no branqueamento de polpas celuldsicas. Tal reagiio gera cloroligninas e
clorofendis de baixo peso molecular (61,62). Além da rea¢@o de halogenagio, didxido
de cloro e hipoclorito de sédio promovem ainda extensa oxidagdio dos grupamentos
fendlicos e carbonilicos de lignina, gerande derivados de cor castanho-escuro, os quais
30 os responséaveis pela cor escura dos efluentes de industrias de papel e celulose
(95). Em adicfio, a cor castanha das polpas celuldsicas nfo branqueadas e a cor

amarelada do papel sio também conseqiiéncias da oxidagio da lignina residual contida
nos mesmos (39).
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Por outro lado, a lignina néo ¢ faciimente hidrolizavel, ndo apresentando assim
reagdes de hidrolise enzimatica, porém, hidrélise acida e principalmente alcalina s&o
possiveis em condi¢Oes especiais de pH e temperatura. Estas reagdes, combinadas com
as reag¢Ses de sulfonagdo ou de halogenacgdo, sio também utilizadas nos processos de
polpagéo e branqueamento de polpas, respectivamente (61,62), desde que promovem a
despolimerizagio de estruturas de mais alto peso molecular, com a conseqiiente
formagZo de derivados de baixo peso molecular. Neste caso, tais derivados contém um
mimero maior de grupamentos hidroxilicos, que em adi¢io a outros acima
mencionados, conferem 205 mesmos uma maior solubilidade em meio aquoso,
facilitando assim sua dissolugdo no licor de polpagiio ou branqueamento.

Todos os métodos empregados para extragio de lignina da madeira, em maior
Ou menor grau, acarretam modificagdes na sua estrutura, inclusive os métodos de
extragdo com solventes. Assim, baseado no método de extra¢do, diversos tipos de
lignina podem ser obtidos, sendo que os principais sio (39,95):

i} Lignina de Brauns - obtida pela extrac3o exaustiva de serragem de madeira com
etanol, a temperatura ambiente. -

i) Lignina de Bjorkman ou “milled wood lignin” - é 2 lignina que se obtém utilizando-
se a extragdo da madeira finamente moida com solventes neutros, como por exemplo
dioxano. Em principio, esta ¢ a forma de lignina, obtida por extragio, menos
quimicamente modificada.

iii) Lignina Klason - este tipo de lignina é obtido em condigdes drasticas de extragio,
apresentando-se portanto bastante modificada quimicamente. E obtida pela hidrolise
com acido sulfirico concentrado.

iv) Lignina Kraft - ¢ a lignina extraida do licor de polpagéo (“black fiquor™) obtido no
processo industrial de produgio de polpas celuldsicas de mesmo nome, Kraft. -

1.1.6. Extrativos

O termo “extrativo” é empregado para denominar uma fragdo menor (5-10%)
dos componentes da madeira que podem ser extraidos com solventes organicos como
etanol, acetona, diclorometano. Engloba uma grande variedade de substancias, com
caracteristicas estruturais bastante diversificadas, tais como acidos graxos e
terpenoides, incluindo resinas acidas, dleos volateis, alcoois polihidroxilados, lignanas
e flavondides (39,55,95).

1.2. Madeira - Uso Industrial

© 1.2.1. Consideracdes Gerais

A madeira representa uma forma renovével de biomassa, de relativamente alto
conteado de energia de facil obtengdo, bastante estivel e facilmente manipulavel.
Como fonte de energia tem sido utilizada a mithares de anos, porém, como fonte de
matéria-prima para a produgfo de inimeros produtos quimicos de interesse industrial,
excetuando-se a produgdo de papel e celulose, tem sido pouco aproveitada, em relacdo
a0 seu enorme potencial (72,128).

A produgio de papel e celulose é a maior responsavel pela grande demanda de
madeira, com uma produgdo mundial em torno de 120 milhdes de toneladas de polpas
por ano (47,111,121). Através deste processo de polpacdo, a celulose é obtida apos
extragio dos demais componentes da madeira, gerando portanto uma quantidade
enorme de subprodutos como lignina, hemicelulose, agucares, etc (95,145).
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Considerando-se os nimeros acima, podemos estimar por exemplo, que a produgio de
lignina ( modificada e derivados) deve ficar em torno de 60 milhdes de toneladas/ano,
as quais sdo principalmente evaporadas e queimadas com o objetivo de se produzir
energia (100). Apenas uma fragdo muito pequena é aproveitada em outros processos
industriais, por exemplo como “pelletizante” para ra¢Ges animais e adesivos/ligantes
para aglomerados. Iniimeros trabathos tém apontado possiveis alternativas para a
utilizagio industrial de ligninas, particularmente como fonte de produtos aromaticos de
interesse na sintese de polimeros (72,128). No entanto, deve aqui ser ressaltado, que a
viabilidade econdmica do processo de produgdio de polpas celulésicas depende da
energia obtida com a queima de subprodutos tais quais lignina e outros. Portanto,
qualquer uso alternativo que seja proposto para lignina e derivados, deve ser
economicamente mais atrativo que a sua queima. As consideragdes acima sao vilidas
apenas para © processo de polpagio propriamente dito, embora o processo de
branqueamento de polpas também gere lignina e derivados, particularmente
cloroligninas. Isto se deve ao fato de que, neste caso, o destino destes subprodutos € o
meio ambiente, na forma de efluentes industriais liquidos. Consideragdes mais
detalhadas sobre o processo de polpagdo sio realizadas na se¢do seguinte,

1.2.2, - Produciio de polpas celulésicas e papel
1.2.2.1. - Principios gerais da polpacio-producio de polpas niio branqueadas

70 objetivo do processo de poipagdic é obter as fibras de celulose livres dos
demais componentes da madeira, especialmente de lignina, para que esta assuma as
caracteristicas mecédnicas necessarias para a fabricacio de papel (39,61,145). Pelas
propriedades fisico-quimicas apresentadas por lignina, bem como a sua disposigio
estrutural na madeira, a extragdio deste componente constitui-se o ponto critico do
processo de polpagio, o qual pode ser realizado por processo mecanico, quimico e
quimico-mecénico.

A desfibragio da madeira pode envolver apenas processo mecénico, sendo que
a polpa produzida nestas condigbes presta-se a produgdo de papel de moderada
resisténcia e baixa alvura. O uso destinado a este tipo de papel deve prescindir de
longa durabilidade, como. por exemplo “papel jornal” (3 9,145).

A deslignificagdo da madeira através de processo quimico exige modifica¢bes
morfologicas e fisico-quimicas na sua estrutura, com a conseqiiente penetragiio e
difusio dos agentes quimicos de polpagiio nas células. No interior das estruturas
celulares, tais agentes de polpagéio promovem a despolimerizagio de lignina, gerando
fragmentos de menor massa molecular, através da clivagem das ligagSes entre as
unidades recorrentes formadoras da sua estrutura polimérica. Concomitantemente
promovem ainda a introdugdo de grupamentos hidrofilicos, tornando-a mais solivel no
meio de polpagio (39,61,111).

Dois processos tecnoldgicos principais respondem quase pela totalidade da
produ¢dio mundial de polpas, que sio os processos sulfito e o Kraft (sulfato em meio
alcalino)(39,61,145).

O processo sulfito utiliza um licor de polpagio contendo dioxido de enxofre e
um dxido alcalino, que pode ser de sédio, magnésio ou calcio. A retirada de lignina
ocorre via sulfonag2o a temperaturas elevadas.

A O processo Kraft predomina a nivel mundial e particularmente no Brasil, é o
unico tipo de processo quimico de polpagio (Figura 6). Tal tecnologia envolve o
cozimento da madeira, ja sem a casca e na forma de “chips”, com um licor de polpagio
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contendo hidréxido de sédio e sulfeto de sodio a 160-180 °C, utilizando portanto
condi¢des drasticas de pH e temperatura (39,61,145). Nestas condiges, as reacdes
quimicas responséveis pela deslignificagio sdo tipicamente reagdes de adigdo
nucleofilicas dos agentes de polpagdo ( HS', HO'), as quais promovem a clivagem das
ligagbes o e B-ariléter nas subunidades fentlicas, bem como a clivagem das ligacdes B-
ariléter das subunidades n3o-fenélicas, sendo esta altima a reacdo mais importante
(61). Os fragmentos de lignina produzidos possuem uma estrutura quimica bastante
modificada, a qual apresenta um conteido relativo de grupamentos hidroxilicos,
fendlicos e ndo fendlicos maior, embora o cariter aromatico seja bem menor
(98,102,153). Apresentam ainda grupamentos sulfénicos, hidrofilicos, que conferem
entdo, como j& mencionado, maior solubilidade aos fragmentos, no meio de polpagio.
ReagBes de condensagio entre as subunidades de lignina competem com as reagdes de
fragmentagdo e dissolugfio mencionadas acima (61).

Nas condigbes da polpagido tipo Kraft, em torne de 55 % do peso seco da
madeira € dissolvido no licor de polpagdo, assim como também, 90-95 % da lignina
originalmente contida na mesma (95,145). Também hemicelulose, um outro
constituinte da madeira, ¢ retirado por hidrélise, sendo igualmente dissolvido.

Figura 6. Diagrama do processo de polpaciio tipo Kraft, produzindo ambos os tipos de polpas,
nio branqueada e branqueada, utilizando um processo de branqueamento convencional.

A polpa entdo produzida possui ainda um certo teor de lignina residual, 5-10
%, a qual por ter sofrido reagbes de oxidagdo, apresenta uma cor mais escura,
conferindo também este aspecto 2 polpa, por este motive dita polpa néo branqueada.
O licor de polpaggo, resultante ao final desta operagdo, contém um alto teor de matéria
orgdnica, constituido principalmente de lignina de baixa massa molecular e derivados
tiolicos, hemicelulose, agucares e derivados acidos e a fragio de extrativos da madeira,
Tal licor ndio se constitui em efluente a ser descartado para o meio ambiente, ou a bem
da verdade, apenas uma fragio minima deste pode ter este destino (3-5%). Isto se deve
ao fato de que o processo de polpagio € realizado em um sistema praticamente
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fechado, no qual o licor resultante é concentrado por evaporaco e entdo queimado,
recuperando assim boa parte da energia gasta no processo (em torno de 65-75 %.).
Deve ser ressaltado que alguns extrativos podem ser obtidos ou recuperados do licor

de polpagio, sendo o mais importante deles, em termos comerciais, a fragio
denominada de “tall oil” (72).

1.2.2.2. - Principios gerais da fase de branqueamento de polpas

A quantidade de fignina residual na polpa nio branqueada pode ser estimada
pela medida do pardmetro denominado nimero de Kappa, o qual é representado pela
quantidade (volume) de permanganato de potassio 0,1 N (como oxidante de lignina)
gasto por grama de pasta celuldsica seca, sob condi¢des definidas e corrigidas para um
consumo de 50 % de permanganato. Assim por exemplo, um valor de Kappa igual a
30 indica um contendo de lignina residuat de 5% (39,145).

Na década de 80, este valor de nimero de Kappa, 30, era considerado um valor
limite para as polpas ndo-branqueadas produzidas nas condigdes tecnoldgicas da
época. Hoje, processos de polpagio modernos e mais eficientes trabalham com um
valor de Kappa de 13-18, obtendo polpas de qualidade superior (111,121).

A caracteristica da polpa nio branqueada, evidenciada pelo numero de Kappa,
determina as condigdes em que se deve operar o branqueamento, ou seja determina a
quantidade e a natureza dos agentes quimicos empregados no processo. Portanto, tal
fator, indiretamente, tem importantes implicacBes na natureza dos efluentes a serem
gerados na producio de polpas branqueadas.

Com base nestas consideragbes, é possivel entender porque a fase de
branqueamento ¢ sem duvida a mais problematica e onerosa do processo total de
produgdio de polpas branqueadas. Nio s6 pelos custos diretos com a produgdo, mas
também pelos custos indiretos, gerados particularmente com o tratamento de efluentes
produzidos, como sera discutido a seguir.

Independentemente da tecnologia utilizada, a fase de branqueamento é
realizada em varios estdgios, onde diversos agentes quimicos podem ou tém sido
empregados. Nos ultimos 10 anos, as modifica¢des tecnologicas introduzidas neste
processo foram significativas, criando inimeras possibilidades em termos de seqléncia
de agentes de branqueamento (111,121).

Os processos mais convencionais utilizam ainda o tratamento com cloro
molecular (Cl,), aliado a dioxido de cloro (ClO;) e seguido de sucessivas extragbes
alcalinas com NaOH concentrado ( Figura 6). Uma das sequéncias mais empregadas ¢é:
1) tratamento com cloro molecular (C,); ii) extragio alcalina, com NaOH (E,); iii)
diéxido de cloro (Dy); iv) extragio alcalina (E,); v) diéxido de cloro (D3).

A etapa C, emprega em torno de 40-45 kg de cloro/tonelada de polpa
(dependendo do mimero de Kappa da polpa), & temperatura de 15-30° C e um pH final
de 1,5-2,0. Nestas condigbes, ocorre a cloragio das subestruturas aromaticas da
lignina residual da polpa, bem como a desalquilagiio oxidativa, com a conseqiiente
despolimerizagio das estruturas de maior massa molecular (62). Ambas as reagdes
envolvem um ataque eletrofilico inicial aos anéis aromaticos, efetuado pelos ions
cloronium, C1”, formados pela cisdo heterolitica, e ndo homolitica (gerando radicais),
da ligagdo CI-Cl (62). Além da introdugdo de cloro, varios grupamentos acidicos sio
formados na estrutura polimérica de lignina, bem como estruturas do tipo quinonoide.

As reagbes das subestruturas de lignina com cloro podem ser esquematizadas como
nas Figuras 7 ¢ 10,
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A etapa E, € a extragio alcalina da polpa clorada na etapa C,. Em geral séo
empregados 30-40 kg de alcali/tonelada de polpa, a temperatura de 60-70 ° C e a um
pH final de 11,0-12,0. O tratamento alcalino da polpa promove a transformagdo das
estruturas quinonoides da cadeia polimérica de lignina (formadas durante o tratamento
anterior, C;) em hidroxi-derivados (62,98). No caso de estruturas quinonoides
cloradas, ocorre a conseqiiente substituigio de cloro, via reagio nucleofilica dos ions
hidréxido (OH ") com as subestruturas aromaticas. Também ocorre a substituigio de
cloro alifatico por grupamentos hidroxilicos (102). Os ions hidroxido podem ainda
reagir com os grupamentos carbonilicos de estruturas orto-quinondides promovendo
rearranjos moleculares com a formagdo de estruturas tipo hidroxi, carboxi-
ciclopentadienc (Figura 8)(62). Por outro lado, a extragio alcalina pode se tornar mais
eficiente, com relagio a remogio de lignina e obtengdo de um maior indice de alvura

da polpa, se um agente oxidante nucleofilico, como por exemplo H,O, ou Cl0 ", for
adicionado ao meio (62).

Figura 7. Reacbes de cloro molecular, ou mais especificamente ions cloronium, com a lignina
residual da polpa.

A utilizagfo de diéxido de cloro, etapa Dy, como agente de branqueamento tem
sido intensificada e recomendada, inclusive em substituigio ao cloro molecular,
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(13,31,98,111,112) particularmente em fungiio da sua maior especificidade em relagdo
4 lignina e principaimente devido aos efeitos deletérios a0 meio ambiente, provocados
pelo uso de cloro molecular.

Diéxido de cloro promove a oxidagdo de grupamentos fendlicos da lignina, via
reagio eletrofilica envolvendo os radicais -ClO, e -HCIO,, os quais subtraem H
destes grupamentos com a conseqiiente formagio de fenoxi-dienonil radicais (62,168).
Tais reagbes produzem derivados tipo acido mucénico, apos clivagem dos anéis
aromaéticos, ou estruturas tipo quinondides (Figura 9).
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Figura 8. Reagiies das subestruturas cloradas, com OH, durante a fase da extraciio alcalina da
polpa (E,).

Estudos mais recentes com acido 3,4-dimetoxibenzc')ico_ ¢ 4-metil-veratrol
demonstraram que dioxido de cloro pode também reagir com estruturas ndo fendlicas
(149). Neste caso, 0 mecanismo proposto envolve a formacdo de um cation radical
através de um complexo de transferéncia de carga, seguido pela adigiio eletrofilica de
ClO. ao anel aromatico (Figura 9). Contrariamente & agfio de cloro, diéxido de cloro
ndo promove reagSes de substituigdo, nio gerando portanto, diretamente, derivados
clorados. Os possiveis derivados clorados formados neste caso sio provavelmente
produtos da agdo do cloro molecular gerado pela decomposigdio parcial do didxido de
cloro (62). Portanto o tratamento de polpas com didxido de cloro gera,
proporcionalmente, uma quantidade bem menor de derivados organoclorados, quando
comparado com o tratamento com cloro molecular (13,111). Este fato tem
importantes implicagdes do ponto de vista ambiental como seri discutido mais
adiante, _

Durante o processo completo de branqueamento, em torno de 70 kg de matéria
organica, por tonelada de polpa branqueada, sdo dissolvidos nos varios licores
empregados, sendo que destes, aproximadamente 50 kg sdo provenientes de lignina, 19
kg de polissacarideos ¢ 1 kg oriundos de extrativos (esta quantidade pode variar em
funcio do tipo de polpa, de madeira dura ou mole). Os estagios C e E; sio
responsaveis por aproximadamente 80-85 % da quantidade total de matéria extraida no
processo completo (85,102,168).

Nos processos convencionais de branqueamento, o efluente final da planta de
branqueamento é formado pela soma dos efluentes de cada estagio. Em funcio do alto
conteido de cloro deste efluente, ndo € possivel operar esta fase em um sistema
fechado, como na fase de polpagiio. Assim sendo, tal efluente, apos tratamento
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externo, ¢ liberado para o meio ambiente, fato este que constitui um grande problema
para as indUstrias de papel e celulose (95,112,157).

Vérias outras técnicas de branqueamento tém sido desenvolvidas, visando nio
s6 tornar o processo mais eficiente, mas principalmente torna-lo menos poluente e
mais compativel com as exigéncias de qualidade ambiental dos dias atuais. O uso de
agentes de branqueamento alternativos como por exemplo peroxido de hidrogénio
(H20:)(13), ozbnio (03)(13,129), oxigénio molecular (02){98) e enzimas
ligninoceluloliticas (21,47,111,168) tém sido estudados e gradativamente tendem a
substituir o uso de cloro e/ou diéxido de cloro (111).

O processo de deslignificagdo de polpas empregando-se oxigénio molecular
(02) tem sido bastante utilizado, inclusive adaptado a0 uso intercalado em seqiiéncias
convencionais de branqueamento, onde, em geral, constitui uma fase de pré-tratamento

COOH

e OOH
ClO, Cl, 1
70°C, 3h
OCH, ’ _ OCH, OCH;
- H, CH, CIl,
Cl OOH
OCH; cn OCH;
CH, CH,
0 0
— N
Cl Cl

Cl,CH C=0 CH,Ci CLCH C=0 CH (-

Figura 9. Reacdes de diéxido de cloro com estruturas ndo aromiticas, relacionadas com lignina.
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da polpa(13,98). O oxigénio molecular, como dirradical, promove a retirada de H de
grupamentos hidroxilicos fenélicos e endlicos das subunidades de lignina, via reagio
eletrofilica inicial, desencadeando entiio a auto-oxidagio destes grupamentos, através
da adicdo eletrofilica do oxidante aos radicais intermediarios. Em meio alcalino,
promove também a retirada de elétrons de ions fenolatos, produzindo fenoxi-
ciclohexadienonil radicais. Como consequéncia destas reagdes, ocorre intensa ruptura
de estruturas aromaticas e despolimerizagio de ligninas de maior massa molecular,
através da clivagem de ligagdes do tipo Co-Cp (62,98).

A utilizagio de ozénio como agente de branqueamento também apresenta-se
como uma alternativa bastante promissora. Oz0nio é um dipolo do tipo 1,3 que pode
ser representado por quatro formas mesomeéricas (62):

04"0'\0_ -— .0/0:\0 -— -0/0\0+ d-;——;r+0/0\0_

Do estudo de ozénio com substincias padrdo, cujas estruturas quimicas sio
relacionadas com a de lignina, quatro tipos de reagdes quimicas sdo evidentes: 1)
substitui¢do eletrofilica nas estruturas aromaticas resultando na hidroxilagio dos anéis
ou na desalquilagio oxidativa; ii) ciclo-adigio de ozénio a estruturas aromaticas,
resultando na clivagem do anel ou ciclo-adigio & duplas ligagdes, resultando na
formagio de grupamentos carbonilicos.; iii) oxidagdo de alcoois, aldeidos e éteres, via
formagdio de hidroperdxido intermediario. O quanto cada uma das reagoes citadas €
operante ou efetiva na deslignificagio de polpas, quando tratadas com ozénio, nio &
bem claro (62).

O branqueamento de polpas com perdxido de hidrogénio parece ser uma das
alternativas mais promissoras e j4 encontra-se em uso progressivo (13,62,111). E fato
bem conhecido que peroxido de hidrogénio degrada lignina com grande eficiéncia.
Diferentemente dos agentes de branqueamento discutidos anteriormente, peroxido de
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hidrogénio, em meio alealino, promove reagdes nucleofilicas, através das quais ocorre
a modificagdo quimica dos cromoforos existentes na polpa, sem que necessariamente
ocorra a degradac@o e dissolugdio dos mesmos (62). Em meio acido, o ion hidroxonium
HO" formado ¢ a espécie reativa e portanto as mesmas reagdes eletrofilicas ja
mencionadas podem ser operantes. Portanto, para que se obtenha os efeitos desejados
no branqueamento, as condigdes de reagiio, com relagio a pH, temperatura,
concentragio de peroxido de hidrogénio, devem ser cuidadosamente controladas (13).
Por outro lado, a decomposigéo de peroxido de hidrogénio na presenga de metais € um
fator limitante neste caso. A adigio de quelantes de metais como por exemplo EDTA
tem sido empregado para contornar este problema, com 6timos resultados (62,111).

Diversos estudos mostram que o uso combinado de ozdnio ou didxido de
cloro, como pré-tratamento, com peroxido de hidrogénio constitui uma alternativa
extremamente eficiente para o branqueamento de polpas. Assim sendo, segiiéncias tipo
QZQP* , AZQP* e QPZP sdo descritas com rendimentos bastante satisfatorios com
relag@o & redugdo de Kappa, aumento da alvura e viscosidade da polpa produzida. De
uma maneira geral, o tratamento de polpas com peréxido de hidrogénio produz polpas
com maior alvura e maior estabilidade térmica, para um dado valor de Kappa,
comparado com processos convencionais (13).

Tais metodologias alternativas de branqueamento estfio inseridas em uma das
duas linhas tecnolégicas que consolidam a “ filosofia” atual de produgio de polpas
com menor impacto ambiental, sendo elas genericamente denominadas: i) ECF,
“Elemental Chlorine-Free”, ou seja a produgio de polpas branqueadas sem a utilizagdo
de cloro molecular e ii) TCF, “Totally Chlorine-Free”, produgio de polpas sem o uso
de qualquer forma de cioro (31,111,112). Polpas ECF ja séo efetivamente produzidas
ao passo que a produgdo de polpas TCF ainda € incipiente, sendo que a produgio
mundial de ECF e TCF combinadas ¢ estimada em 28 milhGes de tonelada, das quais
aproximadamente 85% sio tipo ECF. Por outro lado, um objetivo ainda longe de ser
alcangado, pelo menos como metodologia de uso generalizado, é o processo tipo TEF,
“Totally Effluent-Free”, processo de produgdo de polpas branqueadas que operaria em
sistema fechado, ou seja sem a emissdo de efluentes (111).

1.2.3. - Efluentes de indiistrias de papel e celulose.
1.2.3.1. - Compeosiciio quimica dos efluentes de processos convencionais.

Como ja mencionado anteriormente, o efluente gerado durante a produgio de
polpas celuldsicas branqueadas vem basicamente da fase de branqueamento, uma vez
que a fase de polpagdo € operada praticamente em sistema fechado (95,111). Também
ja foi mencionado, que nos processos convencionais de branqueamento, com
sequiéncias tipo CEDED ou OCEDED por exemplo, as etapas C e E; respondem por
80% da matéria orgénica (DBO e DQO) dissolvida no efluente final e particularmente
o estagio E, ¢ o grande responsavel pela cor escura apresentada por tal efluente
(85,102,109).

A quantidade e a composi¢io quimica dos efluentes tipo Kraft variam
especialmente em fungdio das condigdes do branqueamento, do tipo de madeira
utilizada, sequéncia e concentragdo de agentes quimicos empregados, entre outros
fatores. A variagdo nas estruturas quimicas de ligninas e hemiceluloses, de um tipo de
madeira para outro e mesmo entre madeiras da mesma espécie, € um dos fatores
responsaveis pela flexibilidade da composi¢do quimica observada.



20

Por outro lado, as constantes modificagdes tecnolodgicas introduzidas nos
ultimos anos acarretaram uma evolugiio em termos de composicdo quimica bastante
significativa, a qual estendeu-se também ao volume de efluente gerado (111,121).
Assim por exemplo, plantas de branqueamento mais antigas, operando em condig¢des
estabelecidas na década passada, produziam algumas centenas de metros cubicos de
efluentes por tonelada de polpa (95). Hoje, é possivel, nos processos mais eficientes,
operar em condigbes cuja produgio de efluentes fique em torno de 40 m® por tonelada
de polpa (111,121). A tendéncia atual é reduzir ao maximo, sendo que a condigdo ideal
seria obtida se o processo fosse operado em sistema fechado, com o reaproveitamento
de alguns dos constituintes destes efluentes.

A complexidade e diversidade de estruturas quimicas presentes nestes efluentes
ficam evidentes pelas reagdes descritas para o branqueamento, o qual, como ja foi dito,
consome consideraveis quantidades de cloro (em torno de 45 kg/tonelada de polpa) e
produz uma enorme variedade e quantidade de substincias organocloradas (em torno
de 2,0-1,5 kg/tonelada de polpa, para os processos mais eficientes)(111). A quantidade
de substancias cloradas € normalmente expressa pelo pardmetro AOX (adsorbable
organic halogen)(7,31,112). Tais efluentes possuem ainda um alto conteGdo de
substincias que consomem oxigénio, portanto apresentam altos valores de DBO
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), além de
exibirem uma coloragio bastante escura (7).

Dentre as centenas de substincias quimicas diferentes, identificadas em
efluentes da fase de branqueamento, lignina de baixa massa molecular e seus produtos
de degradagdo parcial, tais como clorolignina, clorofendis, acidos carboxilicos
aromaticos, clorados e niio clorados, constituem, quantitativamente, os principais
componentes. Os tipos de clorofendis mais freqiientemente encontrados podem ser
esquematizados como na Figura 11. Além destes, também resinas acidas, cloroférmio,
metanol, agucares, agucares acidos, acidos carboxilicos nio arométicos e derivados
clorados, dentre outros, estdo presentes (85,95,102,109,135,154,155,161).

A distribuicdio de massas moleculares (MM) também € bastante heterogénea,
predominando estruturas com MM >1000 Da, as quais constituem de 75-85 % das
estruturas totais (85,102,109,153). Dada a grande heterogeneidade quimica destas
substdncias, a matéria organica contida nos efluentes pode ser dividida em varias
fraghes, assim temos as fragBes ditas acidica, neutra e fenélica,, tanto de alta-MM
(MM > 1000) quanto de baixa-MM (MM <1000), cujas propriedades fisico-quimicas
tais como solubilidade, estado de agregagio molecular, etc., sdo diferentes. As fragGes
de alta-MM detém o maior percentual do cloro total (organoclorados) presente nestes

efluentes, além de serem as grandes responsaveis pela ja mencionada coloragdo escura
dos mesmos (102).
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Figura 11 - Fendis ¢ seus derivados clorados, provenientes da degradacio parcial de lignina,

mais freglientemente encontrados em efluentes de processos de branqueamento de polpas
celuldsicas, _ :

1.2.3.2. - Eftuentes de processos de branqueamento tipo ECF e TCF.

O nimero de estudos sobre as caracteristicas destes efluentes & bem reduzido,
particularmente com relagdo a sua composigio quimica. Os dados disponiveis indicam
que o processo de produgdo de polpas tipo ECF produz ndo apenas uma menor
quantidade de clorofendis totais, mas, particularmente, também menor quantidade de
policlorofentis, ou seja fendis com trés ou mais atomos de cloro (31,112). Este fato,
do ponmto de vista ambiental, é bastante relevante, desde que a toxicidade de
clorofendis parece aumentar com o numero de cloros substituintes (95).
Adicionalmente, os organoclorados (como AOX) gerados em processos tipo ECF sio
mais facilmente eliminados durante tratamento biologico do que os gerados em
processos convencionais. A colorago escura do efluente € bem menos intensa que a
de processos convencionais (31,111).

Processos tipo TCF que utilizam perdxido de hidrogénio como agente de
branqueamento empregam também agentes quelantes de metais tais como EDTA e
DTPA, os quais permanecem dissolvidos nos efluentes gerados nestes casos, inclusive
apos tratamento biologico com lodo ativado (148). Por outro lado a quantidade de

AOX produzida ¢ extremamente baixa (< 0,3), assim como também a coloragiio do
efluente (31,111,112). :

1.2.3.3. - Impacto ambiental - Efeitos biolégicos de efluentes da producio de
polpas

1.2.3.3.1. - Metodologia de avaliaciio de efeitos biologicos

Varias abordagens tém sido empregadas para avaliar os possiveis efeitos
biologicos de efluentes industriais. A avaliagio de toxicidade pode ser feita levando-se
em consideragio os efeitos toxicos a curto prazo (em geral de 48 a 96 h),
caracterizando-se assim a toxicidade aguda, ou os efeitos a médio (de 96 a 144 h) e
lengo prazo (mais de 144 h), onde sdo avaliadas a toxicidade subcronica e crdnica,
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respectivamente (150). Tal avaliagio de toxicidade pode ser realizada em laboratério,
inclusive como anilise de rotina, ou pode ser desenvolvida como um estudo de campo.

Uma grande variedade de técnicas utilizando organismos vivos, células
isoladas, organelas, sistemas enzimaticos, etc. 1ém sido desenvolvidas. Como avaliagio
de rotina, em geral sdo utilizados testes cujo objetivo é a determinagdo da dose letal
(LDso) ou concentragdo letal (LCso) do agente em estudo, que é capaz de provocar a
reducdo de 50% do efeito avaliado, o qual na maioria dos testes, é a sobrevida de um
determinado organismo. No caso de efluentes industriais, pesquisa-se o fator de
diluigio do mesmo, em lugar de concentragio (dose) letal. Neste contexto, tém sido
empregados testes com microorganismos, microcrustaceos, algas, minhocas, peixes,
€tc.(219). Os testes de rotina mais freqilentemente utilizados s#o:

i) Sistema Microtox - Avalia toxicidade baseado na relagiio concentragio do
agente/redugdo da bioluminescéncia (CEsp) da bactéria marinha Photobacterium
phosphoreum, cuja emissdo luminescente é resultado da atividade geral do seu
‘metabolismo oxidativo. Este teste ¢ automatizado e emprega bactérias liofilizadas,
constituindo-se hoje num dos principais testes de toxicidade aguda (27,150);

i) Testes com Spirillum volutans - Avalia o efeito téxico agudo com base na relagdo
concentragéo do agente/perda da motilidade reversa (MECos, 30 min.) desta bactéria
extremamente movel (150); , '

iif) Testes com Daphnia similis - Também avalia toxicidade baseado na relagdo
concentrago do agente/perda da motilidade (CEso) deste microcrustaceo, podendo ser
avaliada tanto a toxicidade aguda (48 h), quanto a toxicidade cronica (21 dias)(150);
iv) Testes com peixes - Avalia a mortalidade destes organismos em fungio da
concentracio do agente toxico. Os principais peixes ou os mais freqiientemente
utitizados sdo Brachydanio rerio (paulistinha), Oreochromis niloticus (tilapia),
(carpa), Oncorhynchus mykiss (truta, rainbow trout) (83,150).

Por outro lado, o desenvolvimento de indicadores bioquimicos de toxicidade
(biomarcadores) em organismos-teste tem ganhado grande espago ndo s6 em termos
de trabathos académicos de pesquisa, mas também ja a nivel de legislagio em paises
como por exemplo o Canada (120). Indicadores bioquimicos sio parimetros bastante
sensiveis, baseados em alteragdes metabolicas de determinados Organismos
“sensibilizados™ por agentes poluentes, que podem indicar condi¢Bes de sobrevivéncia
adversas, de uma maneira precoce, ou seja, antes que manifestagdes clinicas mais
drasticas comecem a surgir. Estudos visando a caracteriza¢3o de biomarcadores em
animais aquaticos, particularmente em peixes, tém sido intensamente desenvolvidos,
com resultados bastante promissores (158,150).

Dentre o grande nimero de indicadores estudados e descritos na literatura,
citocromo P450 e enzimas que indicam estresse oxidativo, tais como catalase,
superoxido dismutase e glutationa redutase podem ser citadas (120,150). Citocromo
P450 é um conjunto de enzimas de desintoxicaciio, constituido por vérias formas
1soennmatlcas, tais como P450gcc (CYPl lAl), P450115 (CYPl lBl), P450 00
(CYP11B2), P450,rom (CYP19), ete.. Sua ocorréncia, com relagdo ao tipo de tecido
em que esta presente, € bastante diversificada, tendo sido detectadas e caracterizadas
nos rins, figado, pulmio e células sangiiineas, entre outros tecidos (158). Diversos
estudos demonstraram que o nivel de atividade enzimatica de Cit P450 é bastante
sensivel a presenga de concentracGes residuais de certos poluentes e que certas fragdes
respondem especificamente a alguns tipos particulares de agentes tdxicos (120,150).
Assim por exemplo a fragdo CYP1Al, em figado de peixes, responde especificamente
a hidrocarbonetos aromaticos (PAHSs), bifenil policlorados (PCBs), dibenzo(p)dioxinas
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policloradas (PCDDs) e dibenzofuranos policlorados (PCDFs), alguns dos quais estio
presentes em efluentes de indiistrias de papel e celulose (120,150).

1.2.3.3.2, - Toxicidade de efluentes de indiistria de papel e celulose

Do ponto de vista ambiental, a industria de produgfio de polpas celuldsicas ¢
papel a partir de madeira € considerada uma das mais problematicas. Como j& bem
caracterizado, tais indistrias descarregam no meio ambiente uma enorme variedade de
substéncias quimicas reconhecidamente toxicas como clorofendis, cloroligninas, além
de resinas 4cidas, dioxinas-derivados clorados e outros. Muitos destes compostos
apresentam grande resisténcia para degradag@o biologica e quimica, que associada a
natureza hidrofobica dos mesmos, potencializa os efeitos tdxicos, via efeito de
bicacumulagiio (95). Assim, em ambientes aquaticos, onde os sedimentos podem ser
enriquecidos em concentragdo de compostos clorados, espemalmente de clorofendis,
os efeitos biologicos decorrentes de bicacumulagio via cadeia alimentar sio de
extrema importincia .

O conceito dominante ¢ que dentre as varias fragdes de diferentes massas-
moleculares, as fragbes de baixa-MM séo as que detém os agentes quimicos
responsaveis pela toxicidade apresentada pelos efluentes (95,148). As principais
substincias apontadas como de alta toxicidade nestas fragdes sdio os clorofendis, que
sd0 produtos de degradagfio parcial de lignina, destacando-se os derivados di e
tricloroguaiacol, tri, tetra e pentaclorofenol, além de resinas acidas, um grupo derivado
de terpenos, como acido abiético, dehidroabiético e pimarico. As fragSes de alta-MM
s@o consideradas inertes e nfio toxicas, desde que, em tese, nio sio capazes de
penetrar nas células de organismos vivos, dado ao seu tamanho. Por outro lado, alguns
estudos mostram que cloroligninas de alta-MM podem ser degradadas, em condigSes
semelhantes as ambientais, gerando clorofendis de baixa-MM, potencialmente toxicos
(48,109). Adicionaimente, os efeitos deletérios da coloragio escura destes efluentes,
que se despejados em ambientes aquaticos dificulta a penetragiio da luz, sdo atribuidos
as fragdes de mais alta-MM, como jé mencionado anteriormente.

- Diversos estudos mostram os efeitos deletérios, que efluentes de indtstrias de
papel e celulose podem causar sobre organismos aquaticos. Desde modificagdes de
comportamento e de distribuiciio populacional, até efeitos mais drasticos como
diminui¢3o da taxa de crescimento individual, hipertrofia e disfungdo hepatica e renal
(120), aumento do nivel de certas oxidases hepéticas (158,166) desenvolvimento
irregular ou atrofia de gonadas, maturagiio sexual irregular e comprometimento da
reproducdo em peixes, deformago vertebral (131), alteragdes morfologicas em células
sangiiineas (131), alteragdo do nivel de esteroides sangiiineos (120), modificagdes
fisiologicas e histopatologicas (83,131). Além do que, a capacidade mutagénica de
alguns compostos existentes nestes efluentes, tais como cloroguaiacéis, clorocatecdis e
outros, esta claramente evidenciada (95).

A discussdo destes resultados tem gerado muita polémica entre indistrias,
cientistas e instituigGes governamentais, em paises como o Canada, Estados Unidos,
Suécia e Finlindia, proporcionando subsidios para que uma grande pressdo seja
exercida sobre as industrias de papel e celulose, nos paises citados (101,112). Embora
ja tenha sido comentado anteriormente, vale ressaltar que tal pressio tem sido a mola
propulsora para investimentos em novas tecnologias nesta area de produgio de polpas
celulosicas e papel. Assim, importantes modificagBes tém sido introduzidas na linha de
processamento como por exemplo a otimizagdio do processo de polpagiio com a
deslignificacio estendida, uso de O, como agente deslignificante em adi¢do a0
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- processo convencional (pré-tratamento), substituigio de Cl; por didxido de cloro ou
por outros agentes de branqueamento, sem a utilizagio de qualquer derivado de cloro
(111,121).

Todas as modificagSes implementadas visam em ultima instincia alterar
parametros relacionados com a natureza dos efluentes a serem produzidos, tais como
DBO, DQO e AOQX, tommando o processo de produgio de polpas celuldsicas
compativel com as exigéncias de um padr3o de qualidade ambiental mais aito. Dentre
os citados, o parimetro AOX (adsorbable organic halogen) constitui-se hoje a
referéncia na qual tem se baseado todas as discussdes, ou seja, o objetivo é produzir
efluentes com o menor teor de substéncias cloradas, uma vez estas s8o consideradas o
grande fator responsivel pela toxicidade destas emissdes (112). Embora este
parametro seja de extrema importancia, existem dados concretos, a partir de estudos
de toxicidade de efluentes e seus componentes, que tém permitido a alguns
especialistas questionarem tal critério (112). Assim, em complementagiio ao grande
- mumero de trabalhos sobre os efeitos toxicos de organoclorados em efluentes de
processos quimicos de produgdo de polpas convencionais, diversos estudos mostram
que certos componentes da madeira, clorados ou ndo clorados, podem apresentar
toxicidade (120). Por exemplo, estudos com efluentes de processos mecanicos de
polpaciio, que nio envolvem 2 produgdo de substincias cloradas, tém demonstrado
efeitos de toxicidade nma mesma proporgio que os processos convencionais.
Adicionalmente, resultados obtidos em estudos sobre a posstvel correlagiio entre AOX
e toxicidade indicam que para niveis de AOX superiores a 2 kg/por tonelada de polpa,
a correlagfo entre estes ¢ mais evidente, fato este que néo € observado para valores de
AOX inferiores (112). Um outro aspecto importante é que o tipo de madeira utilizada
define a quantidade e especialmente a natureza de AOX produzido. Portanto, avaliar
ou tentar predizer a toxicidade de efluentes de industrias de papel e celulose
simplesmente em fungéio de AOX pode representar um grande eqguivoco (112). Neste
sentido, pardmetros indicados por técnicas que utilizam biomarcadores, sensiveis a
possiveis modificagdes metabolicas nos organismos existentes nas areas ambientais
abrangidas por tais industrias, parecem ser mais adequados e oportunos (158).

Por outro lado, os efeitos biologicos dos novos tipos de efluentes criados,
provenientes de processos ECF e TCF, nio tém sido devidamente estudados,
principalmente com 2 alegagiio de que, em fun¢do da possibilidade de se operar em
sisterna fechado, nfio haveria sentido para estes estudos. Portanto, pouco € conhecido
a respeito do impacto ambiental destes efluentes (31,148). Dentro deste quadro, nio
existem dados relatados com relaglio a toxicidade aguda de efluentes ECF ou TCF. Ja
em retagdo a toxicidade cronica, os resultados disponiveis sugerem que efluentes TCF
possuem toxacidade superior a ECF (112).

Com base nos dados e consideragBes realizadas acima, pode-se dizer que, em
que pese o grande esforgo que tem sido feito, a nivel mundial, no sentido de otimizar
as tecnologias existentes para a producio de polpas, visando eliminar ou minimizar a
utilizagio de cloro e a conseqiiente produgio de compostos poluentes, ainda hoje, os
efeitos de poluigdio decorrentes da produggio de polpas celuldsicas, embora atenuados,
continuam sendo um problema a ser estudado e debatido, inclusive a nivel de
legislacgéo.

Por outro lado, € oportuno dizer ainda que a despeito da tendéncia observada a

nivel mundial, a utilizag%o de cloro, especialmente Cl,, continua sendo preponderante
no Brasil.

1.2.3. 4. - Tratamentos convencionais de efluentes
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Os métodos de tratamento de efluentes mais freqiientemente empregados sio
os de lodo ativado e lagoa de aeragio, porém outras técnicas, tais como ultrafiltracio,
ozonizag#o, irradiacdo, tratamento tém sido propostas e utilizadas (68,105).

Lagoa de aeragio € sem divida o método mais utilizado. Este processo requer
uma grande area, um tempo de reten¢io ou permanéncia em torno de 7 dias e um
custo de implantacio relativamente alto, especiatmente em fun¢io da energia gasta
pelos aeradores mecanicos (65).

Como um processo aerdbio, o seu principal objetivo ¢ a redugio de DBO,
exibindo, neste aspecto, taxas de 55-80 %. Promove ainda a redugio de TOCI
(substancias organocloradas totais) em 25%, sendo que, particularmente alguns
organoclorados, como tri e dicloroacético e alguns clorofendis sio reduzidos em até
90 % (65,95,157,177). Além de que, estabiliza ou minimiza as variagbes das
caracteristicas dos efluentes, geradas especialmente em fungfio do uso alternativo de
diferentes tipos de madeira. As principais desvantagem deste sistema sdo: i) como as
substéincias s#o eliminadas por volatilizagdo, a eficiéncia do processo depende do clima
do local, assim, em épocas ou regides de baixas temperaturas, esta é reduzida
consideravelmente, ii) a fragsio de substincias de alta massa molecular e a cor do
efluente sfo ineficientemente reduzidas; iii) a biomassa gerada neste processo, em sua
grande maioria, bactérias gram-negativas, ndo ¢ recirculada (65).

Um outro processo bastante utilizado € o tratamento com lodo ativado, o qual
por Ser um processo que requer menos espago € produz resultados mais uniformes no
tratamento, pode ser preferido, do que lagoas de aeragio. O tempo de retengio bem
menor, em torno de 8-24 h, também € uma das vantagens deste método (38,95,106).

Taxas de redugiio de BDO de 90 % e de substincias cloradas (TOC!) em torno
de 40 %, portanto mais aitas do que as obtidas para lagoa de aeragiio, podem ser
obtidas pelo tratamento com lodo ativado. Neste caso, argumenta-se que o principal
fator responsavel pela remogdo de TOCI € a absorgiio destas substancias pela elevada
quantidade de biomassa produzida por este processo, que ao ser retirada do sistema,
arrasta-as consigo. Por outro lado, este processo gera um volume muito alto de
residuos sdlidos, os quais devem ser tratados adequamente para evitar que os
organoclorados adsorvidos ndo sejam novamente disseminados no ambiente. Esta € a
grande desvantagem deste método. Em complementaciio, este processo também é
ineficiente em remover a cor e as substincias de alta massa molecular (47).

1. 3. - Biodegradacdio dos componentes da madeira

Varios organismos, como bactérias e fungos, sdo capazes de atacar e degradar
a madeira, em ecosistemas terrestres naturais, porém sem duvida alguma, fungos
superiores, especialmente os da classe Basidiomycetes, séo os mais eficientes
degradadores (18,47,74,80,93,135,171).

Os fungos basidiomicetos sdo geralmente classificados com base nas diferengas
dos respectivos padrdes de degradagiio da madeira que apresentam, levando-se em
consideragdo caracteristicas macroscopicas da degradacdo. Assim, podem ser divididos
em fungos de degradagdo clara (white-rot), degradagio parda (brown-rot) e
degradagdo macia (soft-rot) (18,74,171).

Fungos de degradaglo clara preferencialmente colonizam madeiras da
subdivisdo Angiospermae (folhosas, madeira dura) e degradam os trés componentes

principais, celulose, hemicelulose e lignina, deixando a regiio da madeira degradada
com uma coloragio clara.
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Fungos de degradacdo parda em geral colonizam madeiras da subdivisiio
Gymnospermae (coniferss, madeiras duras) e preferenciaimente degradam os
polissacarideos celulose e hemicelulose, deixando nfo degradada parte da lignina
inicialmente existente, a qual ¢ entdo responsavel pela coloragio escura observada nas
regides da madeira degradadas pelo fungo.

Dentre os componentes da madeira, lignina é o que apresenta maior resisténcia
a biodegradagiio. Neste contexto, a biodegradagio de lignina é um dos mais
importantes fatores determinantes da degradagio de madeira ¢ consequentemente do
ciclo de carbono na biosfera.

Lignina, diferentemente de processos hidroliticos, comuns aos demais
biopolimeros de ocorréncia natural na madeira, sofre degradacdo através de reagdes
oxidativas, envolvendo diretamente O, molecular ou peréxidos como H,0,, gerando
assim compostos de baixa massa molecular, soliveis em meio aquoso. Tal
caracteristica se deve ao fato de que as ligac®es, entre as varias unidades recorrentes
formadoras de lignina, ndo sdo hidroliziveis (55,80,93).

Embora existam ainda muitas lacunas, bem como muitos dados discrepantes, os
dados disponiveis atualmente evidenciam que a eficiéncia de degradagio da madeira
por estes fungos depende das suas capacidades de produzir enzimas celuloligninoliticas
extracelulares, as quais s3o as responsaveis diretas pela disponibilizagsio de nutrientes

contidos na madeira, necessarios para a manutencio e crescimento dos micélios
(74,171). |

1.3.1. - Enzimas ligninoliticas extracelulares produzidas por fungos

Dentre o vasto arsenal de enzimas extracelulares, tanto hidroliticas quanto
oxidativas, que os fungos degradadores de madeira exibem (Tabela 1), particularmente
o grupo das fenoloxidases ¢ tido como o de maior importéncia ou determinante da
capacidade degradativa destes organismos. (74,132,171). Fazem parte deste grupo
enzimas como lignina peroxidase, Mn-peroxidase e lacase, as quais estido diretamente
envolvidas na biodegradaciio de lignina.

1.3.1.1. Lacase

Lacases (EC 1.10.3.2, benzenodiol:oxigénio oxidoredutase) constituem um
grupo de enzimas encontradas principalmente em fungos ¢ plantas superiores, onde sio
abundantes.

A maioria das diferentes lacases (diferentes fontes) conhecidas apresentam: i)
massa molecular (MM) de 60-70 kDa, sendo conhecidas lacases com MM no intervalo
de 60-100 kDa (164); ii) apresentam-se na forma de 2 ou 3 isoenzimas, em geral
denominadas La (ou lec) I, I e IO (22,119,138);, iii) possuem estrutura de
glicoproteina, com 15-20% de conteddo relativo de carboidratos (164); iv) todas as
lacases conhecidas contém cobre, em geral 4 atomos de cobre por molécula, os quais
apresentam um nimero de oxidagdo 2°. Tais atomos de cobre estio diferentemente
coordenados, podendo assim ser distinguidos trés tipos ou estado de coordenagio
denominados tipo 1, II ¢ I1, sendo que este iiltimo é constituido por um par de 4tomos
de cobre (113,138,164). Estudos da estrutura cristalina de lacases mostraram que
existe uma proximidade entre os atomos de cobre tipo 1I e tipo III, formando uma
estrutura trinuclear, coordenada por oito residuos de histidina e envolvida na ligagio
do atomo de oxigénio (113). Os 4tomos do tipo I estdo coordenados por um residuo
de cisteina e dois residuos de histidina. A estrutura tipo I participa do processo de
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captura de elétrons e transferéncia dos mesmos para a estrutura trinuclear (tipo II e
IIN). O ciclo catalitico desta enzima envoive, portanto, sucessivas transferéncias de um
elétron entre os 4tomos de cobre, podendo ser distinguidas duas etapas; uma anaerdbia
(redutora) e outra aerdbia (oxidante) (113,138).

Poucos estudos mostram com precisdo a estrutura cristalina tridimensional e a
topologia do sitio ativo de lacases, assim, grande parte das infericSes feitas para o sitio
ativo destas enzimas é baseada nos estudos realizados para a enzima ascorbato
oxidase, com a qual lacases mostram uma grande similaridade (113,164).

Em suma, lacase ¢ tipicamente uma oxidase que catalisa reagdes de oxidagdo,
nz auséncia de H;0,, utilizando portanto oxigénio (O;) como oxidante, o qual é
reduzido a H;0 num processo de oxidagio envolvendo no total quatro elétrons
(93,164). Nao apresenta uma especificidade muito estrita quanto a estrutura do
substrato, podendo catalisar a oxidagdo de uma grande variedade de estruturas
aromaticas, especialmente estruturas fenolicas, como mono, di e polifenéis e metoxi-
fentis. Estudos mais recentes demonstraram que lacase também foi capaz de degradar
estruturas néo fendlicas, na presenca de mediadores especificos (23,84). O mecanismo
de oxidagdo do substrato € via retirada de um elétron com a formac3o inicial de fenoxi-
radical e cation radical, os quais, subseqiientemente, podem reagir através de
mecanismos nfo enzimaticos (Figura 12)(23,89,164,171). Neste caso, sdo fregiientes
as reagBes de acoplamento radical-radical, disproporcionamento, retirada de préton e
ataque nucleofilico & H;O, resultando em polimerizagdio, clivagem de ligagdes tipo
alquil-aril, Cq-oxidag#o e desmetoxilagfio das estruturas fenélicas (74,93).

R
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Figura 12. Mecanismo de reagéio catalisada por lacase, envolvendo a formacfio de
fenoziradicais.

Diversos estudos com substdncias modelos de subestruturas de lignina
mostraram que lacases podem catalisar a clivagem de ligagBes tipo C,-C p das cadeias
laterais de estruturas diméricas tipo B-1 e -O-4 (88), bem como catalisar a clivagem
de anéis aromaticos de estruturas como 4,6-di(tert-butil)guaiacol (87). Estes resultados
demonstraram que lacases poderiam degradar ¢ despolimerizar lignina.
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Estudos com vérias isoenzimas de lacase de T. versicolor demonstraram que
todas as formas foram capazes de degradar os diversos clorofendis existentes em
efluentes tipo E,, promovendo a desclorag@o destes substratos (10,143). Neste caso, a
reacdo com diferentes clorofen6is padrdes demonstrou que a reatividade relativa
destes substratos depende do numero de cloro-substituintes, sendo que policlorofendis
foram mais reativos ou mais rapidamente metabolizados do que os respectivos
derivados monoclorados (143,81). Em complementaciio, os mesmos estudos
demonstraram que a degradacdo destes clorofendis foi mais eficiente na presenca de
estruturas de alta massa molecular, obtidas a partir de efluente tipo E; (143). A
formacio de estruturas poliméricas também foi observada.

Outros autores relataram que lacase isolada de I. versicolor catalisou a
degradagio de tetracloroguaiacol, através da desmetilagio inicial e subsequente
formaco de um cation radical intermediario, o qual por substitui¢Zo nucleofilica perde
CI' reagindo com H,O. Portanto, pelo mecanismo proposto, este substrato sofre
descloragio, gerando quinonas intermediarias, sem envoilver o acoplamento de
fenoxiradicais intermediarios e consequentemente sem polimerizagéo (81).

A capacidade polimerizante de lacase tem sido utilizada para justificar outras
possiveis fun¢hes para esta enzima, diferentes da degradacdo de lignina, na agio de
fungos degradadores de madeira. Como exemplo, pode ser citada a fungio de
desintoxicagio do meio, pela retirada (via polimerizagio e precipitacio) de
intermediarios do processo de degradagfio, que seriam potencialmente téxicos para os
fungos (10,143,164).

Embora bioquimicamente seja possive! distinguir pelo menos dois tipos de
atividade catalitica de lacases de fungos, o que poderia sugerir a existéncia de varias
farnilias de genes, somente uma familia foi clonada para a maioria dos fungos
estudados, como por exemplo para Newrospora crassa, Cryphonectria parasitica,
Aspergillus nidulan, Agaricus bisporus, Coriolus hirsutus, Phlebia radiata, Trametes
versicolor e Trametes villosa (181). Dentre estes fungos, lacases de 7. versicolor s3o
as mats intensamente estudadas em fungfo da eficiéncia de degradagio de materiais
ligninocelulésicos e do grande potencial de aplicagdo biotecnolégica apresentado por
este fungo.

A utilizacio de lacases em processos biotecnolégicos, particularmente em

processos de biobranqueamento de polpas, tem demonstrado resultados extremamente
promissores (8).

1.3.1.2. Lignina peroxidase

Este grupo ou familia de enzimas tem sido intensamente estudado e sua
ocorréncia, extragdo e caracterizagio tem sido relatada em um grande nmimero de
fungos tais como, Phanerochacte chrysosporium, Phlebia radiata, Phlebia
tremellosa, Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Junghuhnia seprabilima,
Phlebia ochraceofulva (74,80,93,132).

Lignina peroxidase constitui um grupo de glicoproteinas contendo um
grupamento heme; Fe(IlT)-protoporfirina IX, como grupo prostético, por molécula.
Requer H,0, para sua atividade catalitica ¢ apresenta massa molecular em torno de 38-
43 KDa (93,97,171). Na grande maioria dos organismos € expressa na forma de
multiplas isoenzimas, tendo sido caracterizadas LiP contendo de 3 a 15 isoenzimas
(74,93). A multiplicidade de formas parece depender do tipo de organismo, das
condigBes do meio e idade da cultura, entre outros fatores (74,93). Em que pese o fato
de que diversos estudos de composi¢io de aminoacidos e sequenciamento dos mesmos
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terem demonstrado que a homologia entre as diversas formas é muito alta,
caracteristicas cinéticas e de especificidade de substrato distintas tem sido observadas
entre estas (21,93).

Embora inicialmente tenha sido caracterizada como uma oxidase (97), as suas
caracteristicas de tipica peroxidase sio bem conhecidas, onde & semelhanca da enzima
HRP (horse radish peroxidase), apresenta um ciclo catalitico envolvendo as formas de

composto I e II, as quais exibem estados de oxidagio diferentes, como descrito na
Figura 13 (139).

H:0
H:0: / composto 1
Fe II s ” » FelV O(P+)
1
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AH Felv =g A-
composto I
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H:0
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Figura 13, Ciclo catalitico de lignina peroxidase, envolvendo as diversas formas intermedidrias
do grupamento heme, de diferentes niimeros de oxidacio.

AH representa um substrato aromatico, o qual age como um doador de
elétrons para o grupamento heme, formando um cation radical. A forma III de LiP,
formada na presenga de um excesso de H,0,, ¢é cataliticamente inativa.

A estrutura eletrénica e o estade de coordenagio do grupamento heme de LiP
€ muito similar a respectiva estrutura de HRP, sendo que ambos os grupamentos sio
Fe(III)-heme de alto-spin, pentacoordenados, onde o quinto ligante é uma histidina,
Em complementagdio, as similaridades podem também ser estendidas para a seqiéncia
de aminoacidos em torno do heme (93).

Diversos estudos com substancias modelo demonstraram que LiP ¢ capaz de
oxidar tanto estruturas fendlicas, quanto estruturas arométicas ndo fenolicas,
apresentando uma grande flexibilidade com relagfio a estrutura dos substratos (21,93).
O mecanismo proposto para estas reagdes é via formaciio de cation radical ou
fenoxiradical, pela retirada de um elétron do respectivo substrato (70,89,93). Em
funciio do seu alto potencial de oxido-redugéio, LiP é capaz de oxidar estruturas no
fendlicas, metoxiladas, que as demais enzimas, como lacase e Mn-peroxidase, nio sio
capazes de oxidar (89). A figura 14 ilustra as principais reagSes catalisadas por LiP, as
quais podem ser resumidas como: reagdes de oxidagdo de 4lcoois benzilicos, clivagem
de ligaciio carbono-carbono, hidroxilagio, dimerizagiio ou polimerizacio de fendis e
desmetilagdo. A natureza dos substituintes no anel aromatico afeta drasticamente a
reatividade dos substratos com relag4o a oxidagéio por lignina peroxidase. Substituintes
que retiram elétrons tendem a desestimular estas reagdes e substituintes que cedem
elétrons, como por exemplo grupamentos metoxilas, tendem a potencializa-fas (21,93).
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Assim a ordem de reatividade esperada para a oxidag8io das subestruturas de fignina é:
siringil > guaiacil > p-hidroxifenil. A natureza dos substituintes também afeta as
reacOes subsequentes do cation radical intermediério, fato este que explica a grande
susceptibilidade destas reagdes em gerar uma enorme variedade de produtos, cuja
composic@o depende das condigdes do meio.
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Figura 14. Principais tipos de reagdes catalisadas por lignina peroxidase, observados em
estudos com substratos “modeios”.

A participagéio desta enzima na biodegradagdo de madeira e particularmente na
biodegradacdio de lignina € sugerida por diversos estudos in vitro, utilizando-se tanto
ligninas isoladas como ligninas sintéticas, bem como uma grande variedade de
substincias de baixa massa molecular que representam subestruturas de lignina
(21,24,80,134,217). Assim, tem sido demonstrado que LiP catalisa a clivagem de
ligagBes tipo C,-Cs em estruturas diméricas B-1, produzindo radicais intermediarios,
0s quais reagem rapidamente com oxigénio para formar peroxirradicais (Figura
15)(93). Por outro lado, também foi demonstrado que LiP degradada estruturas tipo
B-1 na auséncia de O,, utilizando apenas H,O, como agente oxidante, num tipico
processo peroxidativo (93). Estruturas fenolicas contendo unidades siringil sdo
oxidadas e degradadas e as contendo guaiacil sdo polimerizadas (166). Também
estruturas diméricas néo fendlicas do tipo B-O-4 podem ser degradadas (Figura
17)(93), gerando produtos que indicam clivagem de ligagdo tipo B-arileter, C,-
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oxidac8io, clivagem de anel aromatico, clivagem das cadeias laterais, desmetoxilagio e
rearranjos intramoleculares. As reagdes e produtos descritos nas Figuras 15 €16, foram
observados tanto em reag¢Bes catalisadas por LiP isolada, como também em culturas
intactas de Phamerochaete chrysosporium e Trametes versicolor, sugerindo a
importancia desta enzima na degradagdo de lignina e demais substratos.

Figura 15. Representacdo esquemdtica da oxidacdo de um substrato com estrutura p-1,
catalisada por LiP, resamindo os principais produtos gerados.

Por outro lado, também tem sido demonstrado que LiP catalisa reacdes de
polimerizacio de substratos fendlicos, via acoplamento de fenoxi radicais
intermediarios. Com relagio a este ponto, existe uma grande divergéncia de dados, os
quais tanto indicam polimerizagdo quanto despolimerizaggo ( 147).

1.3.1.3. Manganés Peroxidase (MnP)

MnP (peroxidase-manganés dependente, EC.1.11.1,7)) é uma heme-enzima
contendo um grupamento prostético tipo Fe(III)-protoporfirina IX, em que Fe II
apresenta alto-spin e ¢ pentacoordenado, tendo histidina como quinto ligante, portanto
muito similar a LiP (21,63,93,97). A diferenga € que, além de H,O,, esta peroxidase
requer Mn®* como cofator e sua atividade é potencializada ou estabilizada por o-
cetoacidos como lactato, malonato e outros (114,116,133). Também & semelhanga de
LiP, o seu ciclo catalitico envolve diversas formas intermediarias, composto I, II ¢ IIL
com diferentes estados de oxidagiio (Figura 17)(174). Porém, neste caso, ocotre a
oxidagdo de Mn II para Mn III, que atua como a espécie ativa nos processos de
oxidagdo catalisados por MnP (93). Dada a alta reatividade de Mn II, a
disponibilidade desta espécie para oxidar os substratos de MnP depende da presenca
de 4cidos orginicos que atuam como quelantes de Mn II, formando um complexo
estavel de alto potencial de oxido-redugéio (116,133). Como conseqiiéncia, o potencial
de oxido-reducio do sistema oxidante ¢ diferente do apresentado por LiP,
determinando diferencas na especificidade, entre as duas enzimas, com relagio as

estruturas aromaticas dos substratos. Assim por exemplo, MnP oxida apenas estruturas
fenolicas.
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Figura 16. Representagio esquemitica da oxidagho, catalisada por LiP, de um substrato
“modelo” com uma tipica estrutura f§-0-4, resumindo as observacdes de diversos estudos,

Por outro lado, a inativagio de MnP por H;O,, via formagio do composto III, parece

requerer concentragdes mais altas de peroxido, indicando uma maior estabilidade desta
enzima (174).
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Figura 17, Ciclo catalitico de manganés peroxidase, envolvendo as diversas formas
intermedidrias do grupamento heme, de diferentes nimeros de oxidacdo.

E uma glicoproteina de massa molecular em torno de 45-47 kDa.



34

MnP também ¢ produzida na forma de diferentes isoenzimas, em geral de 4 a 6
formas isoenzimaticas, cujas caracteristicas dependem do tipo de organismo em estudo
(74,93,171).

Um papel de destaque na biodegradagio de madeira e também na
biodegradacio de lignina por fungos basidiomicetos tem sido atribuido a MnP
(74,171). A razio para isto € que a atuagio proposta para MnP poderia elucidar uma
das questdes cruciais destes processos, qual seja; a producdo de enzimas extracelulares
por estes organismos, por si sO ndo explica os efeitos degradativos observados, desde
que enzimas s&o0 estruturas de alta massa molecular, cuja difuséio ou acesso aos seus
substratos, na madeira, deveria ser bastante restrita. Neste sentido, o papel atribuido a
MnP ganha importincia uma vez que este sistema enzimatico gera espécies oxidantes
pequenas, de ficil penetragio na madeira, o que explicaria o ataque inicial a estes
substratos. Por outro lado, o fato de que esta enzima oxida apenas estruturas fendlicas

impSe uma limitag#o a sua capacidade de degradar integralmente ligninas de alta massa
molecular (93,171).

1.3.1.4. Importincia relativa de cada enzima na biodegradaciio de lignina

Em que pese a enorme quantidade de trabalhos relativos a degradaciio de
lignina, nfio existe um consenso sobre o papel e a importincia de cada uma das
enzimas neste processo.

Estudos com P. chrysosporium e Phiebia brevispora demonstraram que a taxa
de mineralizagio de uma lignina sintética, tipo DHP (dehydrogenation polymer of
coniferyl alcohol) marcada com "“C-anel aromatico, medida pela liberagiio de *CO,,
foi mais alta na presenca de baixas concentragdes de Mn(Il) e apresentou correlagio
temporal com a producio de niveis elevados de LiP e nio com MnP ou lacase (134).
Resultados similares foram obtidos para os fungos Phlebia radiata e Phlebia
tremellosa (74,116,172). Estudos posteriores com P. chrysosporium sugeriram que
MrnP poderia estar envolvida nas modificagBes quimicas iniciais, que levariam a
despolimerizagio de lignina e que uma degradacdio mais intensa deste substrato seria
reatizada por LiP (133). Em complementa¢io, o mesmo tipo de estudo com lignina
sintética (DHP) realizado com Cerioporiopsis subvermispora, o qual ndo produz LiP e
apresenta uma baixa capacidade de mineralizagio de lignina, mostrou que o passo
limitante deste processo degradativo ndio ¢ catalisado por MnP ou lacase (144).
Entretanto, resultados relatados por outros autores sugeriram que a falta de correlagio
entre MnP e as taxas de mineralizagio de ligninas sintéticas pode ser decorrente de
variagdes de alguns pardmetros do meio como por exemplo pH (170).

Resultados bastante elucidativos foram obtidos quando o estudo de
mineralizagdo foi realizado para ligninas isoladas de vidoeiro (birch), marcadas com
“C, onde, paralelamente a produgio de “CQ,, também foi avaliada a produgdo de
intermediérios de mais baixa massa molecular (contendo C), solaveis em agua (24).
Estes estudos demonstraram que a producdo de tais intermedirios € a produgiio de
CO; sdo dois processos distintos, sendo regulados separadamente, embora existam
mecanismos que coordenam os dois processos. Desta maneira, € possivel estabelecer
condi¢des que inibem a produgio de CO,, sem que a producdio dos intermediarios
também o seja. Estudos realizados nestas condigdes (24), sugeriram que LiP pode
estar envolvida na formac8o dos intermediarios soliiveis em 4gua e que MnP pode ser

mais importante na produgdo de CO,, contrariamente ao proposto pelos estudos
anteriores de Perez e Jeffries (134).
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Os resultados citados acima demonstram claramente a dificuldade de acessar os
detalhes dos mecanismos de degradagéio de lignina, bem como estabelecer uma relagio
inequivoca entre as reagdes observadas e o nivel e natureza da atividade enzimatica
extracelular.

Assim, contrariamente as expectativas criadas inicialmente, onde supunha-se a
degradagio de lignina catalisada por uma certa enzima, especialmente LiP, a visio que
se tem hoje € de um processo integrado, o qual depende da agdo sinérgica de varias
enzimas e envolve tanto reagdes de oxidagio, quanto reagBes de redugio
(6,59,90,110,162). O processo global é oxidativo. A degradacdo completa de lignina
por fungos, da sua despolimerizagdo até a transformagio em CO, (mineralizagio),
requer mecanismos complexos que parecem envolver uma campartlmentahzar;io entre
0s meios extracelular e intracelular (24,171). O ataque inicial a forma polimérica de
lignina ou estruturas derivadas deve ocorrer no meio extracelular, promovido pela
acdo sincronizada de peroxidases ou lacases. A subsequente oxidacdo dos
intermediarios de baixa massa molecular deve ocorrer no meio intracelular, apos
- absorg8o dos mesmos, como ilustrado pelas Figuras 18 e 19. Os possiveis produtos da
degradagfio intracelular podem ser entfo liberados para o meio extracelular.
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Figura 18. Representaciio esquemitica da degradacio de lignina por fungos, considerando-se a
compartimentalizacio dos vArios processos.
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Figurs 19. Representacio esquemitica da degradaciio de lignina, considerando-se a acio
cooperativa entre as enzimas.

1.3.2. Mecanismos de degradacfio de lignina

No estudo dos mecanismos de biodegradagdo de lignina por fungos, diversas
abordagens, utilizando técnicas diferentes, tém sido utilizadas. A figura 20 resume as
estratégias mais freqiientemente empregadas,

Um dos métodos mais empregados ¢ a avaliagio da taxa de liberagiio de "*CO,
durante a degradagio de polimeros sintéticos (DHPs), contendo [*C] e sintetizados a
partir de precursores de lignina, como por exemplo Alcool coniferilico (74,91,93). Uma
metodologia alternativa envolve a biossintese in vivo de ligninas marcadas com [**C],
obtidas através da impregnagio da madeira com as mesmas substincias monoméricas,
precursoras na biossintese de lignina e subsequente estudo de degradagio da madeira
assim preparada ou das ligninas marcadas, apés extragio da madeira com solventes
(156). ,

Com base neste pardmetro, taxa de liberagio de CO,, virios autores tém
estudado as condigdes ou exigéncias nutricionais de diversos fungos, que determinam
suas atividades enzimaticas ligninoliticas. A comparagio dos resultados obtidos em
estudos de “decaimento” ou biodegradagio de madeiras in natura com os resultados
obtidos em estudos de mineralizagfo de polimeros sintéticos in vifro, particularmente
para os fungos P. chrysosporium e C. subvermispora, tém demonstrado que os valores
das taxas de degradagdo para ligninas sintéticas nfo podem ser diretamente
extrapoladas ou estendidas as respectivas taxas de degradagio na madeira (144). Neste
sentido, estudos realizados por Srebotnik e colaboradores (156) demonstraram que as
taxas de degradagdo de polimeros sintéticos obtidas quando se realiza estudos em
solugio aquosa sio menores que as obtidas quando o mesmo estudo é realizado
introduzindo-se ou na verdade impregnando-se tais polimeros na madeira.

Por outro lado, ¢ evidente que este tipo de experimento; avaliagio da taxa de
liberagio de CO,, ndo proporciona uma visio detalhada dos mecanismos
intermediarios de degradago, particularmente com relagio ao ataque inicial 4 estrutura
da lignina. Com este objetivo, técnicas tais como IR, *C.-RNM e H-RNM tém se
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Figura 20. Estratégias para o estudo dos mecanismos de biodegradaciio de
lignina in situ por fungos e putros microorganismos.

mostrado de grande importancia, muito mais elucidativas e tém sido usadas no estudo
de biodegradag@o de lignina em madeira e também de polimeros sintéticos.

Estudos de degradagiio de lignina em madeira, pelos fungos Coriolus
versicolor e Polyporus anceps , utilizando UV e IR espectroscopia, em condi¢Ses
controlados de laboratorio, (93) revelaram que as modificagdes quimicas, provocadas
pela agio do fungo, s#io limitadas apenas a uma certa fraglio da lignina total,
permanecendo, portanto, uma outra fragfio inalterada. As modificagdes quimicas na
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estrutura da lignina, provocadas nessas condigdes e avaliadas por IR na regido de 1500
cm™, se caracterizam pelo surgimento de um maior conteudo relativo de oxigénio,
menor teor de grupamentos metoxila e de anéis arométicos. O teor de grupamentos
hidroxilicos, tanto fendlicos quanto alifaticos, diminui durante a biodegradagio. A
- formagdo de grupamentos carboxilicos conjugados foi bem caracterizada tanto por UV

quanto por RNM, sendo que, aproximadamente metade destes grupamentos
carboxilicos séo conjugados com anéis aromaticos e outra parte provavelmente ¢ o,
insaturados. Também a formacao de grupos a-carbonilicos foi observada.

O fato de que o conteido de metoxilas e grupamentos fenélicos diminuem e
nio se observa a formaglio de estruturas orfo-difendlicas correspondentes a
desmetoxilacio, associado a diminuicsio do mimero de prétons aromaticos, indica que
a biodegradagio de lignina envolve a clivagem das subestruturas aromiticas da lignina,
ainda na forma polimérica. (93).

Por outro lado, a clivagem das ligagBes tipo C,-Cp entre as subunidades
recorrentes formadoras da cadeia polimérica de lignina foi apontada como a reagio
mais importante do processo de biodegradagiio por fungos (93,171).

Chua e colaboradores (34) realizaram estudos de degradagio de lignina em
madeira pelo fungo Phanerochaete chrysosporuim, utilizando *C RNM. Resultados
semelbantes aos ja relatados para outros fungos foram observados (93). Estes autores
identificaram uma fragdo polimérica fendlica como sendo a fragio de lignina menos
modificada quimicamente pela ag8o do fungo, ao passo que a fragiio polimérica acidica ‘
foi intensamente atacada. Da mesma maneira a ruptura das ligagdes C,-Cp foi
. caracterizada como a reagdo de clivagem mais importante. Tais estudos evidenciaram
ainda que subestruturas como acido vanilico e vanilil dlcool ligados por ligagio aril-
eter, bem como aroxietanol, aroxiacético e grupamentos a-carbonilicos ocorrem na
forma polimérica de ligninas degradadas.

Estudos conduzidos por Haider e colaboradores (69), combinando a avaliagio
da liberagio de '“CO, com espectroscopia C-RNM, demonstraram que na
degradagio oxidativa de DHP-lignina por Sporotrichum pulverulentum, Pleurotus
ostreatus € Xanthomonas sp. a forma polimérica ¢ atacada e modificada quimicamente
em condi¢des onde a liberagdo de CO; ndo € observada. Neste caso, os sinais obtidos
nos espectogramas de *C-RMN para as ligninas degradadas, durante o periodo em
que a liberagdo de CO; esta suprimida, de uma maneira geral (para os diversos tipos de
C), evidenciaram mais claramente as modificagGes quimicas ocorridas, do que a fase
onde a liberagdo ¢ observada. Os resultados obtidos em tais estudos sugerem ainda que
a etapa inicial da degradacfio de lignina n3o depende da disponibilidade de O, A
introdugdo de grupamentos carboxilicos e hidroxilicos torna a forma polimérica mais
solavel.

Estudos posteriores realizados por Robert e colaboradores (140), utilizando
anlise quantitativa por *C-RNM, reavaliaram os resultados obtidos por Chua e
colaboradores (34) com relagdo a degradagio de lignina na madeira pelo fungo
Phanerochaete chrysosporium. Tais estudos também confirmaram que a degradacio
oxidativa das cadeias laterais de lignina, particularmente a clivagem das ligagdes Co-
Cs, € a principal reagio promovida pelo atague do fungo e que a ruptura dos anéis
aromaticos ¢ uma reagfio secundaria. Também a reagdo de desmetoxilagio de anéis
aromaticos foi caracterizada como pouco significativa. Neste caso, a analise das
diferentes fracdes de lignina mostraram que a fragfio fendlica obtida apos degradagio
pelo fungo, exibiu modificagdes quimicas diferentes da fracdio acidica, obtida nas
mesmas condigdes. Tais modificacdes quimicas sugeriram que a degradagio de lignina
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pode ndo ser apenas resultado da agiio enzimatica, mas também envolver reagdes de
auto-oxidac¢do via radicais livres, gerados durante o processo enzimatico (93)

Por outro lado, Chen e colaboradores (32) através da identificagiio de produtos
de degradacdo parcial de lignina em madeira pela agio do fungo Phanerochaete
chrysosporium, particularmente os &cidos carboxilicos produzidos, obtiveram
evidéncias que Ihes permitiram fazer diversas comsideragdes: i) A presenca de
estruturas como por exemplo I ¢ II na figura 21, como produtos de degradagiio parcial
de lignina, indicam a ocorréncia de clivagem de ligagSes tipo Ca-CP e de reagdes de
desmetilagdio; i) certas ligagdes C,-Cp quando presentes em estruturas contendo
grupamentos a ou y-carbonilicos sdo menos susceptiveis a ruptura, iii) produtos como
I, na figura 21, séo resultantes da clivagem de anéis aromaticos, ainda na forma
polimérica, posteriormente liberados pela clivagem de ligagdes tipo eter-Cs; iv)
provavelmente a reago de clivagem de anéis aromaticos ¢ precedida da formagdo de
estruturas C; e C, difendlicas (tipo catecol).

Tais estudos evidenciaram ainda a presenca de um nimero razoavel de acidos
carboxilicos fenélicos entre os produtos de degradagio de lignina. Considerando-se
que estas substancias sfo facilmente oxidadas pela agio de fenoloxidases, produzidas
pelos fungos, € de se esperar que um mecanismo de protegio de grupos fenolicos fosse
operante neste caso. Estes resultados reafirmaram a disparidade observada entre a facil
degradacfo de estruturas fenélicas modelos em reagbes in vitro e a maior resisténcia
degradacio das mesmas quando presentes em lignina in natura. Os autores
argumentam que em adigdo a possibilidade de ter ocorrido um efeito de protegio, via
metilagdo enzimitica (hipotese considerada pouco provavel) ou oxidagio/redugdo em
funco da agdo combinada de outras enzimas como celobiose-quinona redutase, uma
possivel explicagdo seria supor que os 4cidos fenolicos seriam produzidos quando
ainda ligados & estrutura polimérica de lignina através de ligagiio tipo éter (R-O-
C4)(32). Em complementagio, estudos comparativos de degradagio de lignina pelos
fungos Coriolus versicolor e Polyporus anceps, (93) utilizando derivados de hgmina,
metilados com diazometano e lignina nio modificada, sugeriram ainda que estas
subestruturas, originalmente estavam ligadas como aril-glicerol o ou B-éter.

A degradacio oxidativa das cadeias laterais vicinais as subestruturas aromaticas
da estrutura polimérica da lignina, especialmente a clivagem da ligagio tipo C.-Cg
entre as subunidades formadoras da forma polimérica, é assumida como uma das
principais fontes de produgio de acidos aromaticos conjugados monoméricos (32,33).
A produglo de &cido vanilico como um dos principais compostos de degradacio
oxidativa de lignina poderia assim ser explicada.

Por outro lado, uma abordagem alternativa, ou na verdade compiementar, no
estudo da biodegradagio de lignina e derivados é avaliar a degradago de substincias
quimicas modelo ou padriio, estruturalmente relacionadas com lignina. Tais estudos
podem ser realizados na presenga de enzimas fungicas isoladas ou do caldo bruto,
obtido apés incubagio do fungo com um determinado meio de cultura. Neste aspecto,
as principais reagbes estudadas foram descritas na se¢iio 1.3.1.- Enzimas ligninoliticas
produzidas pelos fungos.

1.4. Fungos e suas aplica¢des biotecnolégicas

Biotecnologia, como ciéncia, tem emergido como uma 4rea de grande
potencial. O uso eficiente da maquinaria microbiana para produzir os mais variados
tipos de metabOlitos (enzimas, vitaminas, farmacos,.), tornou-se um campo de
pesquisa inalienavel. Os conhecimentos obtidos nestas pesquisas estio sendo utilizados
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nas areas de energia, alimentagdo, farmacologia, agricultura, industrias quimicas e
ciéncia do desenvolvimento ambiental, sendo esta uiltima de extrema importincia em
fungéo dos graves problemas que enfrentamos com poluigio do meio ambiente.
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Figura 21. Produtos da degradacdo parcial de lignina gerados pela acio de fungos
degradadores de madeira

A grande vantagem de métodos biotecnolégicos vem do fato de que suas
reaches sdo altamente especificas, nfic acarretam efeitos deletérios ao meio ambiente,
sdo mais econémicos ¢ podem ser utilizados onde processos quimicos, n#o biolégicos,
sdo impraticaveis.

Do ponto de vista biotecnologico, fungos sio microrganismos extremamente
atraentes. Varias razdes podem ser apontadas como justificativa para esta afirmagdo:

i) Fungos possuem um metabolismo bastante dindmico e rapido, sendo que sdo
grandes produtores de metabolitos secundarios, de possivel interesse industrial;

i1) Sdo heterotroficos e adsortivos, 0 que permite o seu cultivo em laboratério
com muita facilidade, a baixos custos e sem grandes equipamentos;

iii} Fungos sdo tipicamente eucariontes ¢ o fato de que se reproduzem através
de esporos, produzidos por meiose e gerando individuos haploides, permite que
geneticistas tenham uma oportunidade direta e rapida de analise, particularmente com
relagio ao mapeamento genético e isolamento de mutantes;

iv) Fungos sdo bons degradadores de substratos refratarios como celulose,
lignina, queratina, quitina € outros, em fungio da sua capacidade de penetrar em
substratos solidos, gragas & produgdio de enzimas extracelulares que degradam tais
substratos. Muitas destas enzimas sdo por si sO de grande interesse industrial
(21,47,107,168),

v) Apresentam grande versatilidade com relagdo aos substratos a serem
degradados, podendo ser utilizados nas mais diversas areas de biorremediagio, desde
que s#o capazes de degradar hidrocarbonetos aromaticos, compostos bifenilicos
policlorados, produtos originados em industrias téxtil, papel e celulose, etc.
(12,14,137)

O crescente avango metodologico de técnicas biogquimicas, particularmente na
area de engenharia genética, aponta para um futuro promissor, onde a manipulac3o
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destes microrganismos visando a produgfio de metabdlitos em larga escala e
principalmente de enzimas de interesse industrial, tornar-se-4 cada vez mais acessivel.

1.4.1. Biotecnologia-Indiistria Papeleira-Meio Ambiente

" Desde que a degradacfo de produtos Lignoceluldsicos é um dos maiores e mais
importantes bioprocessos de ocorréncia natural, a aplicagio de métodos
biotecnologicos & indistria de produgiio de polpas celuidsicas e papel apresenta
multiplas possibilidades e portanto enorme potencial.

Atuaimente as principais pesquisas visando a aplicagio de biotecnologia a
madeira e seus produtos derivados, concentram-se em trés pontos centrais
(21,44,47,93,111,168):

I} Propor métodos alternativos ou melhorar os processos atuais de produgfio de polpas
celuldsicas. O uso de técnicas microbiologicas para o pré-tratamento da madeira para a
produgéo de polpas é chamado de biopolpaciio;

) A utilizagio de enzimas fungicas para o branqueamento de polpas celuldsicas,
biobranqueamento, ¢ hoje um dos processos biotecnolégicos mais promissores,
particularmente utilizando-se lacases na presenga de certos mediadores (8,29);

II) Tratamentos n#o convencionais de efluentes de indUstrias de papel e celulose.

Como conseqiiéncia das desvantagens apresentadas pelos métodos
tradicionalmente utilizados hoje para o tratamento deste tipo de efluente, o estudo de
métodos alternativos, principalmente os que envolvam técnicas biolégicas, mostra-se
bastante oportuno e atraente.

Neste contexto, a descoloragio biologica de efluentes de industrias de papel e
celulose foi estudada iniciaimente 1977(21), tendo sido relatadas taxas de descoloragio
de efluentes da fase de branqueamento de 90%, em 4 dias de tratamento, com o fungo
Timtoporia borbonica. Sundman e colaboradores (160) usando P. chrysosporium
demonstraram que em condi¢bes Otimas este fungo foi capaz de remover em torno de
80% da cor inicial do efluente em 48 hs. Livernoche e colaboradores (104) realizaram
estudos semethantes com o fungo Coriolus versicolor, o qual foi imobilizado em
alginato de clcio, sendo que 80% da cor foi removida em 3 dias, a pH 5,0. Estudos
mais recentes também demonstraram que este fungo ¢ capaz de descolorir efluentes de
varias fases do processamento de polpas {10).

A partir destes trabalhos, inimeros grupos de pesquisa tem se dedicado a
estudos que permitam entender a fisiologia e bioquimica dos processos de degradagio
nio s6 de efluentes, mas de poluentes ambientais de uma maneira geral
(10,12,21,44,47).

Diversas enzimas, tais como lignina peroxidase, Mn-peroxidase e lacase, as
quais ji tém sido caracterizadas na degradago de lignina, parecem estar também
envolvidas nestas transformagdes, embora nfo exista um consenso com relagéio a
importéncia relativa de cada uma delas. Um dos pontos positivos, evidenciado por
estes estudos, € o fato de que todas estas enzimas sfo extracelulares, o que aumenta o
potencial de utilizagdo biotecnoldgica das mesmas.

O fungo P. chrysosporium ¢ capaz de degradar indistintamente tanto estruturas
de alta massa molecular, quanto de estruturas de baixa massa molecular, especialmente
os clorofendis derivados de lignina. O processo de degradagdo requer O; e nio
necessita adicio externa de H;O0, ou Mn®" (21,160) Utilizando-se culturas em
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diferentes condiges, como por exemplo com alta e baixa disponibilidade de N, alta ¢
baixa concentragio de Mn e particularmente utilizando-se uma linhagem mutante do
fungo que nfio produz LiP, constatou-se que a capacidade de descoioragéo do efluente
pelo fungo P. chrysosporium depende da atividade enzimatica ligninolitica extracelular
de MnP e ndo de LiP (115). Estudos mais recentes com o mesmo fungo, realizado por
Jaspers e colaboradores (82), ndio so ratificaram os resultados anteriores, como
tarnbém mostraram que o tipo de inoculo e a forma dos “peltets” afetam drasticamente
a produgio das enzimas e a capacidade de descoloragio do efluente. Lackner e
colaboradores também mostraram a importincia de MnP na degradagiio de
cloroligninas de alta massa molecular (99).

Um processo continuo de tratamento de efluente da fase de branqueamento foi
desenvolvido e patenteado, denominado MyCor (mycelial color removal), o qual
utiliza o fungo P. chrysosporium (92). Este processo é baseado na construcio de um
biorreator que utiliza o fungo imobilizado em discos rotatérios e que é suplementado
com glicose ou celulose como fonte de carbono e energia, necessarios para o processo
de biodegradagfio do efluente. Nestas condigles, resultados significativos tém sido
obtidos, como por exemplo a redugio de até 80%/dia da coloragio do efluente,
redugdo de DQO e DBO e a redugio substancial da quantidade total de compostos
organoclorados (92). A principal limitagio técnica, neste caso, foi a curta vida média
do fungo, em torno de 7 dias.

Experimentos realizados combinando um pré-tratamento de “black liquor” com
o fungo P. chrysosporium e um tratamento anaerdbio com bactérias, demonstraram
que a degradacdio de estruturas de alta massa molecular, contidas neste tipo de
efluente, foi intensificada em 79%, comparativamente ao tratamento anaerdbio isolado
(54).

Estudos com fungo 7. versicolor (10) demonstraram que também para este
fungo o processo de descoloragio requer O, e nfio necessita adigio de H,O, A
presenca de espécies consideradas seqiiestradoras (scavengers) de radicais como
superoxido anion radical e radical hidroxil, bem como de H;O3, n3o afetam o processo.
Em condigbes Otimas de descoloragdo do efluente, o fungo nio produziu MnP,
produziu LiP e lacase, porém nio foi observada uma correlagio entre este processo ¢
as atividades destas enzimas.

Estudos com o mesmo fungo T. versicolor, porém utilizando-se efiuentes da
polpagHo alcalina de patha de cereais, demonstraram que este tipo de efluente ¢ capaz
de induzir niveis mais elevados de lacase ¢ MnP. Embora a remogdo de fendis neste
caso, tenha apresentado correlagdo com o nivel de lacase, o processo de descoloragio
parece nio depender essencialmente desta enzima, segundo conclusio dos autores
(108).

Estudos de descoloragio com Lentinus edodes demonstraram que apos 5 dias
de incubagdo, o fungo promoveu uma redugdo de 60% de DQO e 73% da cor inicial,
mostrando-se altamente eficiente no tratamento de efluentes tipo E, (45,46)

Outros fungos, nfio pertencentes a classe dos basidiomicetos, também tém sido
estudados, como por exemplo o coelomiceto Stagonospora gigaspora, o qual
promoveu a redugiio de 90% da cor de um efluente de branqueamento tipo CEH, em 5
dias (16). Também o fungo ascomiceto Chrysonilia sitophila TFB-27441 demonstrou
capacidade de descolorir um efluente tipo E, (43,46).

Por outro lado, também tem sido demonstrado que tanto MnP como LiP
isoladas e/ou imobilizadas sdo capazes de descolorir efluentes da fase de
branqueamento de polpas ou seus componentes isoladamente (41,44,56,143).
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Embora os estudos de biodegradacdo de produtos kignocelui6sicos estejam bem
adiantados e o namero de informagdes disponiveis neste sentido seja bastante grande,
alguns problemas permanecem sem solugdio e © nosso entendimento dos mecanismos
que operam tais transformagSes apresentam muitas lacunas. Este quadro se deve a
varios fatores, tanto de ordem pratica, quanto de ordem metodolégica. Por exemplo,
nio se tem integralmente caracterizado o perfil enzimatico destes microrganismos e
quais as reais condigdes ou fatores que determinam a sua capacidade de
biodegradacéio. Portanto nio se sabe com clareza, qual composigio de enzimas é
essencial para operar tal biodegradacio e em que condi¢Ses. Mais do que isto, pelos
resultados obtidos para os varios fungos estudados isoladamente, parece que este
quadro se aitera de fungo para fungo, que, como ja foi dito, pode ou nfio ser apenas
uma questdo metodologica.

Por outro lado, uma das hmitagles da utilizagdo bictecnolégica destes
organismos € o fato de que nenhum dos fungos estudados, até¢ o momento, degrada
lignina e derivados sem uma fonte suplementar de energia, ou seja a todo produto
lignocelulosico a ser tratado, devem ser acrescentados outros nutrientes, 0 que torna
tais procedimentos ndo econémicos em larga escala.

Se os mecanismos pelos quais os fungos, ou na verdade suas enzimas degradam
Itgnina e seus derivados forem bem entendidos, nds poderemos construir biorreatores
que realizem a biopolpagéo, biobranqueamento de polpas ou o tratamento de efluentes
com grande eficiéncia, 0 que podera tornar estes processos viaveis em larga escala.

1.4.2. Biodegradacio de poluentes industriais

O sistema enzimatico de fungos basidiomicetos apresenta uma grande
versatilidade na degradagio de xenobidticos, 0 que confere aos mesmos um enorme
potencial na area de biorremediagio. A grande vantagem destes sistemas enzimaticos €
que em geral eles podem ser induzidos ou potencializados por condiges ambientais
em que existe limitagio de nutrientes.

Os dados disponiveis na literatura mostram que dentre a enorme quantidade de
fungos citados, particularmente dois podem ser destacados com relacéo a eficiéncia de
degradagio de xenobidticos e quantidade de informagdes relatadas, que s&o os fungos
Phanerochaete chrysosporium e Trameles versicolor.

Diversos estudos mostraram que P. chrysosporium degrada diferentes tipos de
PAHs (polycyclic aromatic hydrocarbons). Alguns autores demonstraram que este
fungo foi capaz de degradar 22 tipos de PAHs, promovendo a remogio de 70-100%
destes compostos em 27 dias (28). Outros estudos demonstraram que LiP de P.
chrysosporium oxidou benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, antraceno, pireno e
perileno, através de mecanismos parecidos com o0s observados na degradacfio de
lignina e derivados (14,137). P. chrysosporium também degradou uma mistura de
naftaleno, fenantreno, antraceno, p-cresol, pentaclorofenol (PCB) e fenol (137).

Também foi demonstrado que fungos como T. versicolor, Pleurotus ostreatus,
Chrysosporium lignorum foram capazes de degradar hidrocarbonetos aromaticos
(117,137).

A degradagdio de clorofendis por fungos como P. chrysosporium e Trametes
versicolor tem sido exaustivamente citada neste texto.

Estes resultados sio extremamente interessantes desde que tais tipos de
substancias, nitroaromaticos, séo largamente empregados na produgio de pesticidas,
explosivos e outros produtos farmacéuticos, podendo se constituir em grandes
poluentes de solos. Os resultados de estudos com Phanerochaete chrysosporium
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demonstraram que 2.4-dinitrotolueno foi degradado por este fungo via clivagem de
anel aromatico e que ambas as enzimas MnP e LiP poderiam estar envolvidas nesta
reagdo (12).

PCBs (polychlorinated biphenyl) sdo intensamente utilizados em atividades
industriais sob os mais diversos nomes como Aroclor, Clophen e outros. Tem sido
demonstrado que Phanerochaete chrysosporium eficientemente degrada este tipo de
poluente (179). A degradagio de substincias como atrazina, aldrin, dieldrin,
heptachlor, lindano e mirex, utilizando-se Phanerochaete chrysosporium também tem
sido relatada (137).



2.1. OBJETIVOS GERAIS

2.1.1. Assimilar técnicas de laboratorio na area de Biotecnologia, em especial, a
manipulaco de culturas fingicas.

2.2.2. Consolidar a linha de pesquisa “Tratamento Biologico de Efiuentes”, na area de
Biotecnologia, na Universidade Federal de Santa Catarina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Selecionar fungos degradadores de madeira, com potencial para utilizaciio
biotecnologica.

2.2.2. Identificar os principais componentes do efluente da fase de branqueamento,

primeira extragio alcalina (E;), de polpas tipo Kraft, utilizando HPLC de fase reversa e
de exclusdo.

22.3. Estudar a biodescoloragio do efluente em questdio, utilizando fungos
selecionados, particularmente; 7Trametes villosa, Panus crinitus, Phellinus
Jlavomarginatus e Ganoderma sp-70.

2.2.4. 1dentificar os possiveis mecanismos de biodegradacio de efluentes pelos fungos
selecionados, utilizando técnicas espectroscopicas como UV, IR,

2.2.5. Caracterizar o perfil do sistema enzimatico extracelular ligninolitico dos fungos
citados no item 2.2.3.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1, Efluente

Os efluentes testados sio de industrias de papel e celulose do estado de Santa
Catarina. Apos a coleta, estes foram imediatamente congelados e estocados até o uso.
Representam a fragdio da primeira extragio alcalina (E;) de uma sequéncia de
branqueamento OCED, de polpas de eucalipto, ndo tratados pela indiistria.

3.2. Culturas

As culturas de fungos foram obtidas da micoteca mantida no Laboratério de
Micologia do Departamento de Boténica da UFSC, gentiimente cedidas pela Profra Dra
Clarice L. Leite. Foram mantidas em meio solido de extrato de malte ou caldo de batata
fagar (12g extrato de malte ou 120 g de batata cozida, 18 g de agar/1000 ml de H,0) .

Foram utilizados: Trametes villosa K-10, Panus crinitus M-10, Phellinus flavomarginatus
K-10 e Ganoderma sp-70.

3.3. Experimentos de descoloraciio do efluente

Os experimentos foram realizados com 125 ml de efluente diluido (absorbancia
inicial de 0,80 medida a 465 nm e pH = 7.6), pH inicial 9,5, acondicionados em frascos de
250 ml. e sem a adigio de qualquer nutriente. Os experimentos foram realizados
utilizando-se 0 método de culturas submersas, sob agitagiio constante (150 rpm) e a
temperatura de 29° C. As culturas de fungo foram crescidas antes da incubagio com o
efluente, tendo sido utilizados em tormo de 400 mg de micélio de culturas de 7-10 dias (ou
com as idades indicadas).

A medida da cor do efluente foi avaliada corrigindo-se o pH das amostras para 7,6

e fazendo-se a leitura de absorbiincia a 465 nm, segundo normas descritas pelo método
padrao APHA(8).

3.4. Determinagdo de atividades enzimiticas

As amostras de efluentes foram incubadas com os fungos como descrito no item
anterior. Foram retiradas aliquotas de 3 ml de cada amostra em estudo para a avaliagio de
atividade enzimatica, sendo que as mesmas foram previamente centrifugadas a 10000 rpm
por 7 min,

Avaliagio do efeito indutivo do préprio efluente sobre a produgio de enzimas
ligninoliticas pelos fungos, em meio liquido (120 ml), foi realizada utilizando-se meio
contendo diferentes proporgdes de efluente mais extrato de malte e glicose (1,44 gel,2 g
para 120 ml, respectivamente), nas seguintes concentragdes : 0, 5, 15, 45 e 60% de

efluente. Foram inoculadas culturas previamente crescidas em extrato de malte/agar, em
placas de Petri, com idade de 7-10 dias.

3.4.1. Fenoloxidases (Lacases ¢ Peroxidases )
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Método de Ander e Eriksson modificado (5) - O método baseia-se na oxidagio
de siringaldazina para sua forma de quinona , que apresenta absorgio a 525 nm ( ¢ =
65000 M cm™ ). Para determinagéo de atividade de lacase utiliza-se -

0,5 ml de caldo de cultura filtrado

0,44 ml de tampéo tartarato a pH=42

25 pl de siringaldazina . Eleva-se o volume para 1,5 ml de volume final .

Para determinagiio de peroxidase utiliza-se :

0,5 ml de caldo de cultura filtrado
0,44 ml de tampdo tartarato a pH=4,2
0,5 mi de H202

Sol. de siringaldazina - 5 mg/ 10 m! de etanol
Sol de H;0; - 4,5 mM

3.4.2. Lignina peroxidase (LiP)

Método de Tien-Kirk modificado (165) - A atividade de lignina peroxidase é
determinada pela oxidagio de alcool veratrilico a aldeido veratrilico, acompanhada a 310
nm { €=9300 M" em™ ). Utiliza-se o seguinte procedimento :

550 pl de calde de cultura filtrado
200 Ll.l de HzOz
250 pl de sol. Alcool veratrilico

Uma unidade enzimatica ¢ definida como sendo a quantidade de enzima necessaria
para oxidar 1,0 puM de substrato / min.

Sol. H;0, 2,0 mM

Sol. Alcoot veratrilico 8,0 mM em tampo tartarato 0,4 M a pH=3,0

3.4.3. Manganés-Peroxidase ( MnP)

Método de Kuwahara e colaboradores modificado (97) - A atividade
enzimatica é medida pela oxidagio de vermelho de fenol acompanhada a 610 nm (e=
4460 M em™). Utiliza-se o seguinte procedimento :

0,5 ml de caldo de cultura filtrado

0,1 mi sol. Vermelho de fenol 0,1 %

0,1 ml delactato de sodio 250 mM

0,2 ml albumina bovina 0,5%

50 pl de sulfato de manganés 2 mM

50 ].l,l de H,0, 2mM

1,0 ml tampdo succinato de sddioc 20 mM a pH=4,5

Incubar a mistura de reagio por 5 min. a 30° C , interromper a reagiio pela adigiio
de 40 i de NaOH 2 M.
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Uma unidade de manganés-peroxidase ¢ definida como a quantidade de enzima que
oxida 1,0 p M de vermelho de fenol / litro min.

Sol. vermelho de fenol 0,1% - 0,1 g /100 ml
Sol. lactato de sodio 250 mM -

Sol. albumina bovina 0,5% - 0,5g /100 ml
Sol. sulfato de manganés 2 mM-

Sol. de H:0; 2 mM

3.4.4. B - Glicosidase

Método de Tan e colaboradores modificado (163) - O método é baseado na
hidrolise de
p-nitrofenil-f -D—ghcosxdeo com a conseqiente liberagiio de p-nitrofeni! acompanhada a
410 nm (€= 18,5M" cm™ ). O seguinte procedimento foi utilizado :

0,1 m! de caldo de cultura filtrado
0,4 ml de sol. de pNPG 0,2% em tampdo acetato 50 mM a pH=4,8

Incubar a 50 ° C por 30 min. Apos este periodo interromper a reagiio pela
adigdo de 1,0 ml de sol. de bicarbonato de sodio 10 % (piv).

Uma unidade de atividade enzimatica ¢ definida como sendo a quantidade de
enzima que libera 1,0 u M de pNPG/min. mi .

3.5. Medidas Analiticas
3.5.1. Determinaciio de fendis totais

3.5.1.1. Método de Folin-fenol modificado (7). O método baseia-se na reagéio do
reagente de Folin, contendo acido fosfomolibdico € fosfotungstico com estruturas
fenolicas formando um complexo de cor azul, que absorve na regifo de 750-780 nm.

2,5mt de amostra *

50 ul de reagente de Folin

500 ul carbonato de sodio 15%

Incubar a 37° C por 30 min. Ler absorbéncia a 760 nm.

* Para determinacdo de fendis em efluentes coletar 0,5 mi de amostra, centrifugar,
diluir para 2,5 ml. Fazer o “branco” com 2,5 ml de agua.

3.5.1.2. Método de 4-aminoantipirina (4-AAP)(180) O método baseia-se na reacio

de 4-AAP com estruturas fendlicas oxidadas com ferricianeto de potéassio, acompanhada a
505 nm.

1 ml de amostra

0,1 ml de K;Fe(CN)s 5%, em tampio glicina, pH=9,7 - 0,1 M
1 ml de 4-AAP 0,25%, em tampéo glicina, pH=9,7- 0,1 M
Esperar um minuto e fazer a leitura a 505 nm.
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3.5.2, Determinaciio de proteinas totais

Método de Bradford (25) O método baseia-se na reagdo com Comassie Blue
acompanhada a 540 nm. Utilizou-se o seguinte procedimento:

0,5 ml de amostra centrifugada
4,5 ml de reagente de Bradford
Esperar 10 min. e ler ABS a 540 nm.
A curva de calibragdio foi elaborada utilizando-se albumina bovina como padrio.

3.6, Andlise cromatogrifica

3.6.1. Anilise de composicio dos efluentes

Os efluentes foram analisados por HPLC, utilizando-se um cromatografo
Shimadzu, equipado com um detetor SPD-10A-UV-VIS e com uma coluna de fase
reversa tipo u-Bondapack-Cg da Waters. O eluente utilizado foi acetonitrila/agua (60:40)

com um fiuxo de 1,0 mi/min. e as eluiges foram monitoradas a 280 nm, A amostra para
anélise foi inicialmente centrifugada a 10.000 rpm por 10 min. e o sobrenadante obtido
filtrado através de membrana de 0.45 1 de poro.
As concentragdes absolutas dos componentes do efluente néio foram calculadas.
Todos os valores de concentragio referem-se aos valores de suas respectivas areas,
medidas diretamente nos cromatogramas, sem fator de corre¢io. As concentragtes
relacionadas na Figura 71 representam valores normalizados para os seus respectivos

valores de area (de cada substincia) na amostra de efluente néo tratado, a qual foi
arbitrariamente considerada como sendo igual a 1,0.

3.6.2. Analise da distribuicio de massas moleculares

As anilises de distribuicio de massas moleculares foi realizada por HPLC de
exclusdio semi-preparativa, utilizando-se 0 mesmo equipamento citado no item anterior, A
coluna utilizada foi uma Assaypack-Waters ¢ o eluente H;0/0,05 M NaOH, com um fluxo
de 1,0 ml/min. As amostras de efluente a serem analisadas foram centrifugadas
previamente a 12000 rpm por 7 min. :

Os valores de contetido relativo relacionados nas Tabelas 3 e 4 foram calculados
com base na relaglio de areas entre cada fragdo e a area total (somatéria das areas de todas
as fragSes) medida em cada cromatogramas.

3.6.3. Anilise CG-MS

Aliquotas de 20 ml de amostras de efluente, nfo tratado e apés tratamento, foram
extraidas com trés porgdes de 20 ml de acetato de etila, com o auxilio de um funil de
separagdo. Os extratos obtidos foram concentrados para um volume de 3 ml utilizando-se
um evaporador rotativo e a amostra assim obtida foi analisada por CG-MS. Utilizou-se um
cromatografo modelo GCMS-QP2000 A da Shimadzu, equipado com uma coluna capilar
CBP5-M25 de 25 m da Shimadzu. As condiges de anélises empregadas foram; 3 minutos
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a 90° C, elevou-se a temperatura para 250 ° C a uma razio de 10 °C/min. , permanecendo
nesta temperatura por 15 min. Os espectros de massa foram obtidos utlizando-se 70 eV
(178). A identificagfio das substincias detectadas foram feitas com base nas caracteristicas
descritas na literatura (105,136,143,149,172,177-183,195,231) ¢ pela injegdio de padrdes.

3.7. Analises espectrofotométricas

3.7.1. Analise por UV,

As anilises espectrofotométricas foram realizadas utilizando-se um equipamento
HP- _
¢ cubetas de 3 ml e/ou 400 ul. Os espectros diferenciais foram obtidos pela subtraco do
espectro de amostras de efluente a pH 4,0, utilizada como referéncia, do respectivo
espectro da amostra a pH 11, As corregdes de pH foram realizadas utilizando-se
solugdes 0,1 M de HCI ou NaOH.

As reagdes com borohidreto de sédio foram realizadas utilizando-se 3 ml de
amostra, 80 mg de agente redutor a pH 10,5 ¢ 45° C, por 50 minutos (57).

3.7.2. Anailise por FT-IR

Para obtengdo dos espectros FTIR, amostras (5 ml) de efluente tratado e sem
tratamento foram centrifugadas, 12000 rpm por 7 min., e filtradas. As amostras foram
entdo congeladas, liofilizadas e a partir deste material foram preparadas pastilhas de KBr.
Os espectros foram medidos utilizando-se um espectrdmetro Bomem Michelson, com
resolugBes de 4 cm™ , 5 repetigBes e suas linhas base foram corrigidas.
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4. RESULTADOS

4.1. Otimizaciio das condices para biodegradacfio do efluente pelos fungos

Dos 22 fungos testados quanto a capacidade de descoloragio do efiuente da
primeira extragdo alcalina da fase de branqueamento de polpas (E,), 2 em particular
apresentaram otimos resultados, que s¥o os fungos Trametes villosa e Panus crinitus.
Um outro fungo, Ganoderma sp-70, o qual apresentou moderada capacidade de
descoloracdo, também foi selecionado para estudos posteriores, Um quarto fungo,
Phellinus flavomarginatus, também foi selecionado, apenas para fins de um estudo
mecanistico comparativo, uma vez que este n3o foi capaz de descolorir o efluente. O
estudo sistematico de pardmetros tais como mecanismos de biodegradacio, sistema
enzimitico ligninolitico, fatores condicionantes da eficiéncia de biodegradagdo, etc,
foram efetivamente realizados para os fingos Trametes villosa e Panus crinitus. Os
demais fungos foram utilizados em alguns experimentos especificos, como j4 foi dito,
apenas para fins de estudo comparativo.

4.1.1. Biodegradaciio do efluente pelo fungo Trametes villosa

O fungo Trametes villosa promoveu a descoloragio de 70-80% da intensidade
inicial da cor do efluente, no periodo 35-50 hs de incubagio com o mesmo (Figura
22.). Diferentemente de outros fungos estudados, nfio se observou um periodo longo
de adaptagiio do fungo ao efluente, uma vez que o processo de descoloragio ocorreu
}4 nas primeiras horas de incubagio. Concomitantemente ao processo de descoloragio,
a concentragio total de fenois (derivados de lignina e demais subprodutos), medida
por dois métodos quimicos independentes, método de Folin ¢ método 4-
aminoantipirina (4-AAP), decresceu ao longo do periodo de incubagio. A curva de
desaparecimento de fendis, medida pelo método de 4-AAP, apresentou uma correlagio
mais estreita com a curva de descoloragio do que a obtida pelo método de Folin, além
de que a taxa de desaparecimento de fendis, evidenciada pelo primeiro método, é bem
maior do que a obtida para este ultimo. Tal diferenca se deve provavelmente as
diferencas na seletividade quimica de cada um dos método, além de possiveis
interferéncias, particularmente no método de Folin. Os resultados obtidos pelo método
Folin indicaram que o processo de descoloragio foi mais rapide do que o consumo de
fenois totais (Figura 21). Tal resultado, a principio, parece indicar que modificagBes
quimicas nas subestruturas dos componentes do efluente, particularmente nas de maior
massa molecular, podem contribuir para o processo descoloragiio, concomitantemente,
ou antes mesmo que estas soffam um processo de mineralizagio total (transformagio a
CO,).

A natureza do meio de cultura, extrato de malte ou 4gar-batata, usado para
crescer o fungo antes de incuba-lo com o efluente, nio afetou drasticamente a
capacidade do fungo em descolorir o efluente, como se pode ver pelas taxas de
descoloragdo para ambos os meios, descritas na Tabela 2. Da mesma maneira, o tempo
de pré-cultivo do fungo, para culturas produzidas sob condigdes em que a
disponibilidade de nutrientes era limitada, néo afetou a eficiéncia de descoloragio, para
culturas de até vinte dias. ApoOs este tempo, observou-se um decréscimo na abilidade
de descoloragiio, sendo que, culturas de 60 dias foram inativas. Por outro lado, um
resultado bastante interessante foi o de que, apds a primeira incubagio com o efluente,
as culturas do fungo ainda puderam ser reutilizadas, sem que a capacidade de
descoloragdio tivesse sido drasticamemte modificada. Tal resultado é bastante
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estimulante, desde que aponta para a possibilidade de utilizagio biotecnologica das
culturas fingicas.

Tabela 2. Efeito da natureza do meio® ¢ da idade™ da cultura sobre a taxa de descoloragdio do
efluente pelo fungo T. villosa e variagiio de pH ao longo do processo.

Parametro Tempo de incobaciio (h)
0 24 48 72 96
pH 9,5 6,12 44 32 3,0

taxa de descoloraciio (%)
extrato de malte/kgar a 0 11 73 80 84
batata/dgar a 0 12 75 78 83
15 dias- extrato de malte b 0 9 7 78 82
40 dias-idem % 0 6 45 52 55

60 dias-idem & 0 1 2 2 5

@ meio de cultura usado para crescer o fungo antes da incubagio com o efluente
b idade da cultura antes da incubagio

A observagio mais surpreendente, que emerge dos dados da Tabela 2, é a de
que o maior percentual de redugfio de cor do efluente ocorreu no intervalo de pH de
7,0 para 5,0. As implicagBes deste fato serfio ainda discutidas neste texto.

A agitagiio das culturas incubadas com o efluente foi essencial para o processo
de descoloragdo, indicando a natureza oxidativa do mesmo. Este é um resultado
esperado, desde que o envolvimento de O, no processo de biodegradagao de lignina e
derivados, como € o caso dos componentes do efluente, é fato bem conhecido.

O pH inicial do efluente nfo foi um fator limitante da agdo do fungo, pelo
menos para valores menores que 9,5 , para efluentes nio tamponados. As taxas de
descoloragdio obtidas tanto a pH 9,5 quanto para 5,0 , embora tenham sido diferentes,
ambas foram taxas altas. Assim os experimentos de descoloragiio foram realizados
com efluentes sem corregio de pH, ou seja a pH inicial 9,0 (Figura 23.). Em
contrapartida, experimentos realizados com efluentes tamponados demonstraram que
valores mais baixos de pH inicial possibilitaram uma maior eficiéncia de descoloragdo
(Figura 24). A capacidade do fungo de descolorir efluentes, nio tamponados, de pH
inicial elevado, provavelmente, veio do fato de que o fungo foi capaz de promover a
acidificagio do meio, durante o periodo de incubagdo, sendo que, neste caso, o pH do
efluente em tratamento variou de 9,5 para 3,2 , em um periodo de 0-72 hs, como
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Figura 22. Descoloragiio e biodegradagio de fendis durante o periodo de incubacio do efluente
Kraft da fase de branqueamento-E, com o fungo 7. villosa, sob agitaciio constante e pH inicial
de 9,5. Cor monitorada a 465 nm, pHi= 7, 6 e concentracio de fendis pelos métodos de Folin e 4-
AAP, -8 - método de Folin , - O- método de 4-AAP, -@. descoloragio .
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descrito pela Tabela 2. Adicionalmente, os resultados obtidos nos experimentos
realizados com efluentes tamponados parecem indicar que a natureza do tampdo afeta
0 processo de biodegradagio, uma vez que a taxa de descoloragio do efluente
tamponado com tartarato foi maior do que o respectivo valor usando-se acetato
(Figura 24). Ha que se levar em considerag3o, que neste caso, é possivel que o fungo
tenha metabolizado o acetato.
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Figura 23. Efeito do pH inicial da amostra na taxa de descoloraciio relativa de efluentes nio
tamponados, durante o processo de biodegradacio pelo fungo 7. villosa, a 25° C e seb agitacie
constante, 150 rpm., Qs valores de cor residual foram normalizados em relagiio aos respectivos

valores das amestras no eflucnte antes do tratamento, o qual foi definido como sendo igual a 1,0.
- pH inicial 9,5 -A- pH inicial 5,0
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Figura 24. Efeito do pH inicial da ameostra na taxa de descoloragio relativa de efluentes
tamponades, durante o processe de biodegradacio pelo fungo 7. villosa, a 25° C ¢ sob agitagio
constante, 150 rpm. Os valores de cor residual foram normalizados em relagdio aos respectivos
valores das amostras no efluente antes do tratamento, o qual foi definido como sendo igual a 1,0,
-A~ tampfio tartarato pH= 5,0 ; -o- tampdo glicina pH= 9,5 e -M- tamplio acetato,
pH= 5,0 .

Com o objetivo de se avaliar o desaparecimento e/ou a formagio de
grupamentos ionizaveis nas estruturas contidas no efluente, foram realizadas titulagdes
tanto potenciométrica quanto condutométrica. A curva de titulagio potenciométrica
obtida para o efluente sem tratamento (Figura 25), evidenciou a presen¢a de duas
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espécies de grupamentos ioniziveis. Uma espécie com valor de pK em torno de 6,5-
7,5 ¢ outra com o respectivo valor a 2-3. O tratamento do efluente com o fungo 7.
villosa, promoveu a destruigiio das espécies idnicas de valor de pK mais elevado e o
aumento das espécies com valor de pK mais baixo.

pH
sl
/.

o 2 4 6 8 10 12
MilliEq de Acido/Milligramas de amostra

Figura 25 . Curvas de titnlacfio potenciométrica de amostras de efluente nio tratado e tratado
com ¢ fungo I. villosa, obtidas pela titulagiio de solugbes alcalinas do efluente, usando 0.01IN de

HC) como titulante, - l -efluente ndo tratado, - ®- efluente com 144 hs de tratamento,
4.1.2. Biodegradacfio do efluente pelo funge Panus crinitus

O efluente tratado com o fungo Pamus crinitus apresentou uma taxa de
descoloragio de 60-70% no periodo de 45-55 hs. Também neste caso ocorreu a
redugdo acentuada da concentragio total de fendis, medida por ambos os métodos ja
citados (Figura 26). Porém, os perfis das curvas de consumo de fendis com o tempo de
incubagdo, neste caso foram diferentes dos apresentados pelo fungo Trametes villosa
(Fig. 22). A formagio de fendis intermediirios, provavelmente de baixa massa
molecular e provenientes da degradagdo parcial de estruturas poliméricas derivadas de
lignina, foi claramente evidenciada pelo aumento do percentual de fenois residuais no
tempo de 48 hs, o qual foi também acompanhado por ligeiro aumento da cor do
efluente. Os perfis das curvas de consumo de fenéis, obtidas pelos dois métodos, Folin
¢ 4-AAP, foram semelhantes, embora a mesma discrepancia entre os valores
apresentados pelos dois métodos, ja observadas para 7. villosa, também tenha sido
observada neste caso. Estes resultados sugerem um mecanismo de degradagio do
efluente diferente do mecanismo apresentado pelo fungo Zrametes villosa. A variagio
de pH promovida pelo fungo Parnus crinitus foi mais ienta e menos acentuada do que a
observada para o fungo Trametes villosa.
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Figura 26. Descoloragiio e biodegradaciio de fendis durante o periodo de incubacfio do efluente
Kraft (da fase de brangueamento-E,) com o fungo P.crinifus, a 25° C, sob agitagiio constante,
150 rpm, e pH inicial de 9,5. Cor monitorada a 465 nm, pH=7.6 e concentragiio de fendis pelos
métodos de Folin e 4-AAP. - - método de Folin , - A- método de 4-AAP, -0 - descoloracho

4.2. Atividade enzimitica durante o processo de biodegradaciio

Foram avaliados os fungos, T. villosa, P. crinitus e Phellinus flavomarginatus,

Como ja descrito anteriormente, os fungos foram previamente crescidos antes
da sua incubagiio com os efluentes, € uma vez incubados, procedeu-se, periodicamente,
as medidas de atividade enzimatica em pequenas aliquotas, retiradas do meio de
incubagio. Assim sendo, foram avaliadas as atividades enzimaticas extracelulares.

O fungo T. villosa produziu quantidades aprecidveis das enzimas lacase,
peroxidase totais, lignina peroxidase e de B-glicosidase, superior a todos os demais
fungos testados (Figuras 27-32). N#o foi detectada atividade de Mn-peroxidase. A
atividade das enzimas avaliadas aumentou durante o periodo de incubagio, atingindo
um maximo em torno de 30 hs de incubagfio e diminuindo gradativamente apos este
periodo.

Como mencionado anteriormente, € possivel reutilizar culturas de 7. villosa,
ap0s uma primeira incubac@o, sem que as mesmas percam substancialmente suas
capacidades de descolorir o efluente. Experimentos realizados nestas condigdes,
demonstraram que culturas que ji haviam sido incubadas durante 5 dias com efluente,
apds serem levadas e novamente incubadas com efluente novo, reapresentaram, apos
um periodo de 24 hs, niveis elevados de atividade de lacase, bem proximos dos
valores da primeira incubagao.

Ja o fungo P. crinitus produziu quantidades ligeiramente inferiores das citadas
enzimas, nas primeiras 48 hs de incubag¢éo, demonstrando um processo de liberagio
das enzimas mais lento (Figuras 27-32). Os niveis maximos de atividade enzimética,
particularmente os de lacase e lignina peroxidase, foram observados no intervalo de 48
a 72 hs. de incubagéio do efluente com o fungo. Em seguida, observou-se um ligeiro
decaimento e subsequente aumento da atividade enzimatica, mantida por um tempo
mais prolongado, diferentemente do observado para o fungo 7. villosa. Da mesma
maneira ndo foi detectada atividade de Mn-peroxidase.

Curiosamente para o fungo Phellinus sp nao foi detectada nenhuma atividade
enzimatica relativa a lacase e somente quantidades despreziveis de atividade para p-
glicosidase. Por outro lado, este fungo produziu quantidades moderadas de
peroxidases e altas quantidades de Mn-peroxidase, mantidas durante todo periodo de
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incubagdo (20 dias). Como ja mencionado anteriormente, o fungo 7. villosa é capaz de
promover a descoloragio do efluente Kraft ( E;) em 80 % da cor inicial em 48 hs.

0 24 a8 72 144 288
tempo (h}

Figura 27. Atividade enzimitica extracelular de Lacase durante o processo de biodegradagio

do efluente pelos fungos basidiomicetos, T. villosa, P. crinitus ¢ Phellinus flavomarginatus, a 25°

C, sob agitaglio constante e pH inicial d¢ 9,5 - - T. villosa , - A- P. flavomarginatus , - @ P.
-
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Figura 28. Atividade enzimitica extracelular de beta-glicosidase durante o processo do
biodegradaclio de ¢fluente pelos fungos basidiomicetos, T. villosa, P. crinitus ¢ Phellinus
Sflavomarginatus, a 25° C, sob agitacdo constante e pH inicial de 9,5,

- T. villosa , - A- P. flavomarginatus , - ® P. crinitus
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Figura 29. Atividade enzimitica extracelular de lignina peroxidase durante o processo do
biodegradacho de efluente pelos fungos basidiomicetos, T. villosa, P. crinitus e Phellinus
Slavomarginatus, a 25° C, sob agitac3o constante ¢ pH inicial de 9,5 .

- T.villosa ,- A- P. flavomarginatus , - @ P. crinitus
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Figura 30. Atividade enzimdtica extracelular de Mn-peroxidase durante o processo do
biodegradaclio de efiuente pelos fungos basidiomicetos, T. villosa, P. crimitus e Phellinus
flavomarginatus, a 25° C, sob agitaclio constante e pH inicial de 9,5

-B- T. villosa , - A- P. flavomarginatus , - @ P. crinitus

L
T

0 24 48 72 144 288
tempo( h)

concentragdo de proteinas
{mg/ml )

Figura 31 . Produglio de proteinas extracelulares durante o processo de biedegradaciio do
efluente pelos fungos basidiomicetos, a 25° C, sob agitagio constante e pH inicial de 9.5,
- T.villosa , - A- P, flavomarginatus , - @ P. crinitus
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Figura 32. Atividade enzimstica extracelular de peroxidases totais durante o processo de
biodegradagdio do efluente pelos fungos basidiomicetos, T. villosa, P. crimitus e Phellinus
JSlavemarginatus, a 25° C, sob agitacio constante e pH inicial de 9.5.

- T.villosa ,- A- P. flavomarginatus , - @ P. crinitus

O fungo P. crinitus reduz 65 % da cor inicial em 72 hs. Por outro lado o
fungo Phellinus sp nio descolore apreciavelmente o efluente. Estes resultados parecem
sugerir que a enzima Mn-peroxidase n3o € importante ou determinante da capacidade

de descoloragio e biodegradagiio do efluente, contrariamente aos resultados ja
relatados para outros fungos (167).
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4. 3. Efeito indutivo na atividade enzimdtica

Os estudos foram realizados em meio liquido basico (extrato de malte +
glicose), contendo concentragdes diferentes de efluente tipo E;, 0% , 5%, 15% € 45%,
a temperatura de 29° C e pH 5,0. Os fungos foram inoculados neste meio e o nivel de
atividade enzimatica foi periodicamente avaliado. Tais experimentos permitiram
verificar o possivel efeito indutivo sobre a producdo das enzimas, decorrente da
presenga de efluente no meio de crescimento. As atividades enzimaticas foram medidas
no caldo de cultura, ou seja foram avaliadas as atividades de enzimas extracelulares.
Também foi avaliada a produgio de proteinas totais extracelulares.

As Figuras 33-41 demonstram os efeitos de diferentes concentragdes de
efluente no meio de cultura sobre as atividades enzimaticas para os fungos 7. villosa,
P. crinitus, Ganoderma sp-70, escolhidos para este estudo. A escolha do fungo
Ganoderma sp-70 foi em fung#o da similaridade no perfil de enzimas extracelulares
produzidas que este fungo apresentou, relativamente aos outros dois fungos.
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Figura 33. Efeito de concentracdes crescentes de efluente no meio liquido de cultura (extrato
de malte), sobre o nivel de atividade enzimitica de lacase extracelular para o fungo T. villosa,

mantide a 29° C, sob agitacdo constante, -O- 7 dias de incubacdio ; - - 14 dias de
incubaciio
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Figura 34. Efeito de concentragdes crescentes de eflnente no meio liguido de cultura (extrato
de malte), sobre o nivel de atividade enzimitica extracelular de lacase para o fungo Ganoderma
sp-70, mantido a 29° C, sob agitacdo constante, avaliado a diferentes intervalos de tempo,

«O- 7 dias de incubacio ; - - 14 dias de incubagiio ; - A- 21 dias de incubacio
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Figura 35. Efeito de concentragdes crescentes de efluente no meio lignido de cultura (extrato
de malte), sobre o nivel de atividade enzimitica extracelular de beta-ghicosidase para o fungo
Ganoderma sp-70, mantido a 29° C, sob agitagXo constante, avaliado em diferentes intervalos de
tempo. -O- 7 dias de incubacfio; -B- 14 dias de incubaciio ; - A- 21 dias de incubacfio
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Figura 36, Efeito de concentracles crescentes de efluente no meio liquido de cultura (extrato
de malte), sobre o nivel de proteinas totais extracelulares pars o fungo Gamoderma sp-70,
mantido a 29° C, sob agitacdo constante, avaliado a diferentes intervalos de tempo.
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Figura 37. Efeito de concentracdes crescentes de efluente no meio liquido de cultura (extrato
de malte), sobre o nivel de atividade enzimatica extracelular de peroxidadses totais para o fungo
Ganoderma sp-70, mantido a 29° C, sob agitacdo constante, avaliado a diferentes intervalos de
tempo. -O- 7 dias de incubagde ; - M- 14 dias de incubagdo ; - A- 21 dias de incubacdo
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Figura 38. Efeito de concentragdes crescentes de efluente no meio liquido de cultura (extrato
de malte), sobre o nivel de atividade enzimitica extracelular de beta-glicosidase para o fungo P.
crinitus, mantido a 29° C, sob agitaciio constante, avaliado em diferentes intervalos de tempo.

-O- 7 dias de incubaglio ; -H- 14 dias de incubagiio ; - A- 21 dias de incubacdo
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Figura 39. Efeito de concentragdes crescentes de efluente no meio liquido de cultura (extrato
de malte), sobre o nivel de atividade enzimitica extracelular de lacase pars o fungo P. crinitus,
mantido a 29° C, sob agitacho constante, avaliado a diferentes intervalos de tempo.

-O- 7 dias de incubaclio ; -W- 14 dias de incubagiie ; - A- 21 dias de incubagio
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Figura 40. Efeito de concentragdes crescentes de efluente no meio liquido de cultura (extrato
de malte), sobre o nivel de atividade enzimitica extracelular de peroxidades totais para o fungo
F. crinitus, mantido a 29° C, sob agitaclio constante, avaliado a diferentes intervalos de tempo.
-O- 7 dias de incubagio ; -W- 14 dias de incubagdio ; - A- 21 dias de incubacio
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Figura 41. Efeito de concentragdes crescentes de efiuente no meio liquido de cultura (extrato
de maite), sobre o nivel de proteinas totais extracelulares para o fungo P. crimiftis, mantido a 29°
C, sob agitaglo constante avaliado a diferentes intervalos de tempo.

- 14 dias de incubagfio ; - A- 21 dias de incubaclio

Para o funge T villosa, o nivel de atividade enzimatica extracelular durante o
seu crescimento, em meio liquido, mostrou-se extremamente baixo para praticamente
todas as enzimas, 4 excegdo de lacase que apresentou niveis baixos-moderados. O nivel
de atividade para esta enzima aumentou em fungiio do aumento da concentraciio de
efluente no meio de crescimento (Figura 33). Também em meio liquido ndio foi
observada a produgiio de Mn-peroxidase. O niveis de atividade enzimatica foram
maiores na primeira semana de incubagiio, do que na segunda.

Para o fungo Ganoderma sp-70 observou-se um efeito positivo de
concentragdes crescentes de efluente no nivel de atividade enzimatica, a partir da
concentragio de 5%, para as enzimas lacase ¢ peroxidases totais (Figuras 34 e 37), ¢
em todo o intervalo estudado para a enzima beta-glicosidase (Figura 35) e para
proteinas totais. Neste caso, os aumentos de atividade com o aumento de concentraggo
sdo razoaveimente pronunciados. Também neste caso, o nivel de atividade enzimatica
aumentou da primeira para a segunda semana, decaindo na terceira semana.

Para o fungo P. crinitus a atividade enzimética extracelular respondeu
inversamente ao aumento de concentragio de efluente no meio de cultura, para todas
as enzimas avaliadas (Figuras 38-41), porém observa-se um ligeiro aumento de
proteinas totais. Embora indicando a mesma tendéncia, a resposta de beta-glicosidase a
variagdo da concentragio de efiuente foi diferente da observada para as enzimas lacase
e peroxidases totais. Da primeira para a segunda semana houve um aumento no nivel
de atividade enzimatica, que decaiu na terceira semana.

Em complementacdo, foi avaliada a resisténcia do fungo 7. villosa frente a
concentragbes crescentes de efluente em meio sdlido, medindo-se crescimento radial
em placas de Petri. O efeito da variagio da concentrac3o de efluente foi avaliada a
diferentes valores de pH.

Os resultados obtidos nestes estudos de crescimento micelial revelaram que
para os valores de pH 5,0 e 7,0 o efeito de diferentes concentragdes de efluente
apresentou aproximadamente o mesmo perfil ao longo da série 0%, 15% e 45%, tendo
sido observado um crescimento aparentemente mais significativo nas culturas com
15% de efluente (Figuras 43 e 44). Para culturas com pH 3,5 € 9,0, extremos de pH, o
meio com 0% de efluente foi o que apresentou o maior crescimento, embora para pH
9,0 o crescimento observado a 15% foi muito proxime ao observado a 0% (Figuras 42
e 45). Para todos os valores de pH as culturas que apresentaram menor crescimento
foram as que estavam sob concentragio de 40%.
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Figura 42. Efeito da concentragio de efluente no meio de cultura
sobre o crescimento radial do micélic para o funge 7. villosa,
mantido a2 29° C ¢ & pH 3,5, medido a diferentes intervalos de
tempo. 3dias ; (] 6dias ; 1B 8 dias
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Figura 43. Efeito da concentragio de efluente no meio de cultura

sobre o crescimento radial do micélio para ¢ funge T. villosa,
mantido & 29" C e a pH 5,0 , medido a diferentes intervalos de
tempo. gy 3dias ; [ 6dias ; g 8dias
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Figura 44. Efeito da concentracie de efluente no meio de cultura
sobre o crescimento radial do micélic para o fungo 7. villosa,
mantide 2 29° C e a pH 7,0, medido a diferentes intervalos de
tempo. [@ 3dias ;[ 6dias ; W 8 dias
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Figura 45. Efeito da concentracio de efluente no meio de cultura
sobre o crescimento radial do micélio para o funge T. villosa,
mantido a 29° C e a pH 9,0, medido a diferentes intervalos de
tempo. 3 dias ; 6 dias ; 8 dias

44 Estudo da distribuicBo de massas moleculares das virias fracbes de

componentes do efluente, por cromatografia de exclusiio, durante o processo de
biodegradagito.

O objetivo de se avaliar a distribuigio de massas moleculares foi o de verificar
quais tipos de estruturas, de alta, média ou baixa massa molecular, podem ser
degradadas pela agiio dos fungos e se existe alguma seletividade neste processo. Como
a técnica cromatografica utilizada foi a de HPLC de exclusio, monitorada por um
detetor de UV, tornou-se possivel também avaliar, ou na verdade obter indicagdes de
possiveis modificagdes estruturais, ao longo do processo de biodegradacdo, indicadas
pelas possiveis variagdes na absortividade no UV, para cada uma das fragdes
componentes do efluente. Desta maneira as eluigdes foram monitoradas
concomitantemente em dois comprimentos de ondas diferentes, 210 e 280 nm,
respectivamente.

Para uma mesma amostra, diferengas significativas puderam ser observadas
entre as curvas de distribuicdio de MM obtidas a 210 ¢ 280 nm (Figura 46),
particularmente mais evidentes em amostras de efluentes tratados com os fungos
(Figuras 47 e 48). A principal constatagdo a partir das diferencas nos perfis de eluigio
foi a de que a fragdo de componentes de baixa massa molecular pdde ser melhor
caracterizada pela curva obtida a 210 nm, do que pela respectiva curva a 280 nm. Tal

comportamento sera melhor discutido mais adiante,

- A partir da curva de distribuigio de massas moleculares obtida para amostras
de efluentes sem tratamento (Figura 44.), foi possivel confirmar o fato bem conhecido
de que o material orgénico dissolvido em efluentes tipo E; é bastante heterogéneo
tanto em termos de estruturas quimicas, como também com relagdo a distribuigio de
suas massas moleculares (MM). Estruturas oriundas da degradagdio parcial de lignina
durante o processo de branqueamento da polpa, provavelmente sio as predominantes,
podendo ser encontradas fragGes com massa molecular maior que 15000, de alta MM
(A-MM), fragdes de 15000> MM > 1000, de média MM (Md-MM) e fragdes de
MM< 1000, de baixa MM (B-MM).
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Figura 44 . Variagio da distribuiciio de massas moleculares das virias fragbes contidas no
efluente E, sem tratamento, obtida por HPLC de exclusdo, utilizando-se 0,05M NaOW/H,0
como cluente ¢ monitorada com um detetor de UV a:  a 280 nm 5 b. 210 nm

As areas de cada um dos picos nos cromatogramas foram somadas e a area
total obtida representa a absorbéncia total da amostra (A € Age) no respectivo
comprimento de onda. O conteido relativo de cada fragdo, relacionado na Tabela 3,
foi calcuiado pela relagdo entre a area individual da respectiva fragéo e a area total do
cromatograma, sem qualquer fator de corregio.

Com base nestes célculos, a fragio Md-MM representou cerca de 52,0 % dos
componentes totais do efluente, quando a curva foi monitorada a 210 nm e 57,2 % a
280 nm. Em adiglio, a fracdo B-MM representou 43,6 % e 1,8 % , a 210 nm e 280
nm, respectivamente, e a fragdio A-MM 4,0 e 41,0 , conforme dados da Tabela 3.

Portanto, as fragdes com MM > 1000 representam quase que a totalidade dos
componentes do efluente.

Tabela 4. Variagiio do conteido relativo de cada fracio durante o processo de biodegradacio

pelo fungo 7. villosa, medida por HPLC de exclusio usando um detetor de UV 2 210 e 280 nm,
respectivamente.

TEMPO DE INCUBACAO (h)

0 24 48 72
CONTEUDO RELATIVO DE CADA FRACAO (%)
FRACAO A(um) Ai/A, AL/A, Ai/ A, A A,
Zfracio 210 40 009 107 072 8,5 0,52 10,5 0,76
altaMM 280 410 14,7 16,1 13,8
Ifragio 210 520 09 61,7 072 32,1 038 418 0,58
média-MM 280 572 84,9 83.1 7,9
Lfragio 210 436 2422 275 152,72 594 989 476 3,25
baixa-MM 280 1.8 0,18 0.6 14,2

EF, = efluente nio tratado ; Aj = Aziomm ; A2 = Aggonm T fraio = somatéria das sreas individuais das fragdes



As variagdes observadas nas curvas de distribuigio de massas moleculares,
durante o processo de biodegradacdo do efluente, indicaram que todas as fragdes; alta,
média e baixa-MM, foram degradadas pela aglio tanto do fungo Trametes villosa
(Figuras 47 e 48), quanto a do fungo Panus crinitus (Figura 51).

Resultados obtidos para o fungo Trametes villosa mostraram que as varias
fragdes foram modificadas a velocidades diferentes e, aparentemente, as modificagbes
quimicas observadas nas mesmas, também foram diferenciadas. Tal fato tomou-se
evidente pela analise da evolugio das areas absolutas de cada pico no cromatograma
(sem fator de correcdio) (Figura 49), durante o processo de biodegradagio. Assim a
fragio de baixa-MM foi rapida e intensamente degradada durante todo o processo,
diferentemente da fragio M;, de média-MM, cuja a érea correspondente aumentou
durante as primeiras 48 hs de incubagio e em seguida diminui acentuadamente.

‘A variagio do conteudo relativo de cada fragio durante o processo de
* biodegradacdo, descrita pela Tabela 3, também reflete ou confirma a seletividade, pelo
fungo, na degradagiio das varias fragdes de diferentes massas moleculares. O contetido
relativo da frago de alta-MM, ap6s uma variag3o drastica no inicio do periodo de
incubagdo, apresentou apenas ligeiras variagdes ao longo do tempo restante, embora
uma tendéncia em dimimuir tenha sido evidenciada. A fragio de média-MM, ao
contrario, apresentou aumento de contedo relativo. Por outro lado, a fragio de baixa
massa molecular, coeremtemente com o fato de que esta pode ser produzida e

consumida durante o processo, apresentou variagdes acentuadas no seu conte(do
relativo.

20000 10,006 1e%0 77 MM (PALTONS)
L
el A .
B
8
(o)
| =
B b
A i
N i
esy € i
1 i
A ;
!
HicC
"2 ‘ H
0,8 A
¢ 5 i0 15 20 25 30 s 40

TEMPO DE LLITGCAQ (MIN)

Figura 47. Variacio na distribuicdo de massas moleculares das virias fracbes contidas no
eftuente E; durante o processo de biodegradaciio pelo fungo Trametes villosa, obtida por HPLC
de exclusiio, utilizando-se 0,05M NaOH /H;O como cluente ¢ monitorada a 280 nm, com um
detector de UV ¢ a diferentes intervalos detempo. a.24hs ; b, 48hs ; ¢. 72 hs
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Figura 48. Variacio na distribuicio de massas moleculares das virigs fragbes contidas no
efluente E, duranie o processo de biodegradagio pelo fungo Trametes villosa, obtida por HPLC
de exclusio, utilizando-se 0,05M NaOH /H;O como cluente ¢ monitorada a 216 nm, com um
detetor de UV ¢ a diferentes intervalos de tempo. 2. 12hs ; b. 48 hs 3 ¢ 120hs ; d. 144 hs
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Figura 49. Distribuicio de massas moleculares do efluente E, duramte o processo de
biodegradacio pelo fungo Trametes villosa, mostrando a evolugiio das dreas absolutas de cada
uma das fracdes nos cromatogramas obtidos por HPLC de exclusdio, utilizando 0,05M
N20H/H;0 como eluente e monitorada a 210 nm, com um detetor de UV,

A, e A; = fraces de ata-MM ; M; e M; = fracdes de média-MM ; B, e B, = fracdes de baixa-
MM.

As areas totais, medidas pela absorbancia tanto a 210 nm quanto a 280 nm,
diminuiram durante o processo de biodegradagiio, sendo que , especialmente a 280 nm,
o decréscimo foi bem mais intenso do que 2 210 nm (Figura 50). A curva de variagao
da absorbancia a 465 nm, indicativa da intensidade da cor e portanto da quantidade de
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cromoéforos presentes no efluente, que absorvem na regidio do visivel, apresentou boa
correlacdo com a curva de variagio da absorbancia a 280 nm.

A relagdio das absorbéincias a 210 e 280 nm, A,/A,, relacionada na Tabela 4,
foi usada como um indicativo de alteragdes espectrais e portanto estruturais das varias
fragdes componentes do efluente, desde que mudancas de absortividade refletem
possiveis modificagdes quimicas ocorridas nas mesmas durante a biodegradacZo.

A fragio de alta-MM apresentou uma alteragdo significativa neste valor,
particularmente nas primeiras 24 hs de incubagdo, passando de 0,09 para 0,72 , para
em seguida diminuir ligeiramente. Para a fragio de média-MM, o valor de Ay/A,
decresceu razoavelmente ao longo do periodo de tratamento com o fungo. J4 a fragdo
de baixa-MM, como era de se esperar, dada a composiciio bastante heterogénea da
mesma, apresentou variacdes drasticas nos valores deste parimetro.

" Embora em aigumas fases da biodegradagho, reagdes indesejaveis de
polimerizacdo puderam ser observadas (Figura 49), a reagio predominante foi a de
despolimerizacdo de estruturas de alta MM, com a conseqiiente formacgio de fragdes
de baixa MM. Neste aspecto, como ja mencionado, a curva obtida monitorando-se &
absorbancia a 210 nm foi muito mais elucidativa, desde que mostrou que as fragdes de
baixa-MM, formadas durante a biodegradag3o, absorvem preferencialmente a 210 nm

do que a 280 nm. Este resultado pode ser indicativo de que o carater aromatico destas
estruturas foi bastante modificado.
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Figura S0, Variaclo das absorbincias totais das amostras de efluente, durante o processo de
biodegradacio pelo fungo 7. villosa, medidas em diferentes comprimento de onda (1) .
-0 absorbiincia x 280 nm ; -#- absorbfincia 2 210 nm ; -A- absorbéincia a 465 nm

A curva de distribuicio de massas moleculares para o fungo P. crimitus (Figura
51) evidenciou um comportamento diferente do observado para o fungo 7. villosa,
embora também tenha demonstrado semelhangas. A presenca de fragBes de baixa-MM
ndo € tdo pronunciada, porém, em contrapartida, a presen¢a de fragdes de alta-MM
originalmente nfio existentes no efluente sem tratamento, foram claramente evidenciada
especialmente no periodo de 24 hs, demonstrando assim que as mesmas foram geradas
durante o processo de biodegradagio. Aumento e diminuigio de area, para as fragbes
de média-MM, alternaram-se ao longo do periodo de incubagdo. A cronologia das
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Figura 49. Variacdo da distribuicho de massas moleculares das virigs fracdes contidas no

efluente E, durante o processo de biodegradagiio pelo fungo Panus crinitus, obtida por HPLC de
exclusiio, utilizando-se 0,05M NaOH /HO como eluente ¢ monitorada a 210 nm, com um
detetor de UV a diferentes intervalos detempo. a.24hs 3 b, 48 hs ; c. 144 his

modificagOes observadas na Figura 52, indica que 4 semethancga do efeito observado
para a velocidade de descoloragio, também a biodegradagdo dos componentes do

efluente ¢ temporalmente diferente para o fungo P. crinitus, quando comparada ao
fungo T. villosa.
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Figura 52, Distribuicio de massas moleculares do efiuente E, durante o processo de
biodegradagio pelo fungo P. crinitus, mostrando a evolugdio das dreas absolutas de cada uma das
fracdes nos cromatogramas obtides por HPLC de exclusiio, utilizando 0,05M NaOH/H,0 como
eluente ¢ monitorada a 210 nm, com um detetor de UV.

A; e Ay = fraches de altta-MM ; M, e M; = fragdes de média-MM ; B, e B;= fracdes de baixa-
MM.
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O variagdo do conteido relativo de cada fragiio durante o tratamento do efluente com o
fungo, como descrito na Tabela 5, demonstrou que o percentua! da fragio de alta-MM
diminui progressiva e acentuadamente no periodo de 0-48 hs e aumentou ligeiramente no
periodo seguinte. Também para o tratamento com o fungo P. crinitus, o conteudo relativo
da fragio de média-MM aumentou nas primeiras 48 hs e diminuiu na fase seguinte.

Tabela 4. Variagio no conteiido relativo de cada fraglio na distribuicdio total de massa molecular
do efluente, durante o processo de biodegradacéio pelo fungo P, crimitus.

Tempo de incubacio (hs)
fracio EF % 48 7]
Conteddo relativo da fraclio (%)
Z alta-MM 410 21,9 9.4 13,8
Z média-MM 572 44 6 89.6 77,89
Z baixs-MM 1,8 33,8 0,3 7.8

EF, efluente n¥o tratado
I fraglio = drea total obtidapela somatoria das areas individuais de cada fragio p.e. I baixa-MM =B, +B;

4.5. Mecanismos de biodegradaciio do efluente- Estudos espectroscopicos

4.5.1. Modificactes UV espectrais do efluente tipo E, durante o tratamento com os
fungos basidiomicetos Panus crinitus e Trametes villosa.

O espectro diferencial de soluges alcalinas contra solucdes neutras de efluente
representa tipicamente a absorgéo de grupamentos fentlicos ionizaveis. Neste contexto,
torna-se muito interessante avaliar os possiveis mecanismos operantes na descoloragio de
efluentes tipo E;, da fase de branqueamento, estudando-se as modificacbes espectrais na
regido de 200-400 nm, utilizando-se tais espectros diferenciais.

Embora exista uma grande quantidade de textos descrevendo o comportamento
espectral de ligninas e substéincias relacionadas, deve ser destacado o fato de que a grande
maioria dos textos sio bastante antigos e nem sempre concordantes. Por outro lado, os
efluentes em estudo contém, adicionalmente, uma variedade muito grande de substincias,
tornando a interpretagio dos espectros bastante complexa. Assim sendo, tornou-se
oportuno estudar as caracteristicas espectrais de diversas substncias fendlicas padrdes,
relacionadas com as estruturas basicas existentes na molécula de lignina e outras
supostamente existentes em efluentes tipo E,. O objetivo foi o de tentar estabelecer uma
correlago entre estrutura e espectro-UV, que nos permitisse nfo s6 visualizar as possiveis
estruturas contidas no efluente, como também entender as modificagdes espectrais
observadas durante o tratamento biologico do mesmo com os fungos. A Tabela 5 resume
os principais resultados obtidos neste estudo.

Dos dados da Tabela 5 pode-se observar que estruturas fenélicas com anel di-
substituido, sem grupamentos conjugados, apresentaram duas bandas de absorgdo, sendo

caracteristicamente uma delas na regido de 290-310 nm (banda B) e outra em 240-250
nm.



TABELA 5. Dados UV-espectrais de substincias-padres.

SUBSTANCIA ESPECTRODE | INTENSIDADE Al
ABSORCAQO RELATIVA
A|lB|lCD | BA |BICAC|BA B-C
FENOL 240 {300 - 2102 - 60 -
2-CLOROFENOL 244 | 308 1,713 - 64 -
CATECOL 246 | 302 | - 1,236 - 56 -
RESORCINOL 244 {2961 - 1.197 - 52 -
HIDROQUINONA | 252 [ 218 | - 1,339 - 66 -
GUAIACOL 240 | 294 | 214 | 0,305 0,49 54 80
(© | 2,465 1.211 26(A-C)
2.6-DIMETOXIFENOL | 254 | 250 1,486 36
SERINGUALDEIDO | 252 362 0,937 110 (A-D)
(A/D)
ACETOSIRINGONA | 250 360 0,885 100 (A-D)
N (A/D)
AC. FERULICO 256 224 0,276 118(A-D)
374 (A/D) 32(A-C)
3,4-DIHIDROXI- 254 | - | 220 - 0,655 - | 116 (A-D)
BENZALDEIDO 370 . (AD) 34 (A-C)
1,700
(AC)
VANILINA 250 [ - | 360 0,789 110 (A-D)
216 (AD) 34 (A-Q)
9,586
(A/C)
ACETOVANILONA | 248 - | 340 0,720 108 (A-D)
356 (A/D) 92 (A-D)
216 5,954 36 (A-C)
(A/C)
VANILIL ALCOOL | 254 | 300 1,334 46
4-HIDROXJ- 238 | - | 352 114 (A-D)
ACETOFENONA 332 0.024 94 (A-D)
(AD)
3,4-DIMETOXI- - - - - - . -
BENZILALCOOL E
ANIZALDEIDO
2-CUMARANONA {240 [292] - 10,565 - 52 .
1,768
4-HIDROXI- 236 | 290 [222 €| 1,009 1,186 54 | 14(A-0)
CUMARINA 0,990 ®B/C) 68 (B-C)
1,174
(A/C)
EUGENCL 252 | 302 [ - 1,216 50
0,821
AC. SALICILICO 254 | - | 330 - 0,19(A/C) 36(A-C)
218 - |3, 728(A/D 76(A-D)
AC. 3,5 236 | 274 1 334 | 9,15 [0,925(B/D)| 38* | 98(A-D)
DIHIDROXIBENZOICO
AC. p-HIDROXI- 282 . | 358 1,153(A/C)| - 3I2A-C)

69
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CINAMICO 210 0,453(A/D) 116(A-D)
214

AC. p-HIDROXI . - | 276 .

FENILACETICO 226 -
2,5-DIHIDROXT 242 | - | 318 - 1,38(A/C) | - 28(A-C)
FENILACETICO ' 214 - n211amy| - 76{A-D)
TETRAHIDROXI - [270 ] 384 - {0234@/C)| - | 114BD)
1,4 QUINONA 210 - |ose3®my| - 60(B-C)
AC.RHODIZONICO | - |[270 | 384 - [0338@/C)| - [ 114@B-D)
: 210 - {0924@mD)| - 60(B-C)
CATECHINA 246 [ 296 | 412 | 0.416 [ 0.627®/C)] 50 | 68(B-C)
228 | 2.400 |1.507(A/C) 116(B-D)
1.629(B/D) 18(A-C)
3.112(A/D) 166(A-D)
230 | 294 | 362 | 0.249 |0.517®/D)| 64 | 132(AD)
LIGNINA DIOXANQ 4.005 | 2.072(A/D) 68(B-D)

Estruturas fendlicas contendo ane! conjugado com grupamento carbonila, do tipo
R-CO-R,, onde R ¢ um radical guaiacil ou seringil e R; é um radical alquila ou H,
apresentaram espectro diferencial com absorgdio acima de 320 nm, especificamente na
regido de 350-360 nm. Se o grupo € de aldeido, a absorgio ¢ representada por uma banda
simples. Se porém o grupamento é de cetona, ocorre um desdobramento da banda,
podendo ser observado um ombro. Neste caso a banda B (290-310 nm) estd ausente.
Fentis com grupamentos carboxilicos conjugados exibiram uma banda de absorgio na
regido de 290-320 nm, cuja absortividade molar foi menor, comparada com as respectivas
estruturas de aldeidos ou cetonas. Por outro lado, exibiram também uma banda de
absor¢do na regido de 210 a 230 nm, cuja absorgéio foi bem mais pronunciada. O efeito de
metoxilas na absor¢do também foi claramente evidenciado em estruturas tipo guaiacol,
vanilina, 2,6-dimetoxifenol, seringaldeido, etc. A inser¢fio de um grupamento metoxila
desloca ligeiramente a banda secundaria (B) para comprimentos de onda maiores, além de
provocar o desdobramento da mesma. Assim estruturas fendlicas contendo um
grupamento metoxila, como por exemplo guatacol, apresentaram espectros diferencial
com trés bandas de absorgéo, sendo que todas as bandas se apresentaram abaixo de 300
nm e particularmente a banda em torno de 220 nm foi intensa. Por outro lado, 2,6-
dimetoxifenol e seringaldeido apresentaram apenas duas bandas. Vanilina e seringaldeido
caracteristicamente apresentaram bandas de absor¢do a 360 e 362 nm, respectivamente
deslocadas em fung3o do nimero diferente de metoxilas. .

A solugdo de efluente tipo Kraft, estagio de extragdio alcalina (E,), apresentou
espectros de absorglio-UV, nfio diferenciais, na regiio de 200-500 nm como observados
na Figura 53. Como era esperado, o espectro em solugo de pH alcalino foi diferente do
espectro em solugio de pH neutro. Desta maneira, o espectro diferencial (obtido pela
subtragdo do espectro a pH neutro (referéncia) do espectro a pH aicalino), Figura 54,
apresentou bandas de absorgfio maxima a 220, 272, 310 e 360 nm, respectivamente.
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Figura 53. Espectro-UV nio diferencial do efluente E; sem tratamento, em meio scido (a) € em
meio basico (b).

Os resultados obtidos demonstraram que os grupamentos fendlicos foram
responsévets por 12,4 % da absorgio total da amostra de efluente sem tratamento e que o
carater aromatico em tais preparagdes mostrou-se bem menor do que o observado para
extratos de lignina (Figura 54). Também o conteido relativo de grupos carbonilicos
conjugados com as estruturas fenélicas, evidenciados pela absorg@io acima de 300 nm, foi
menor. Outra observagio a ser destacada, a partir do espectro diferencial do efluente ndo
tratado € a de que, embora as absorg3es tipicas de fendis a 250 nm (banda A) € 300 nm
(banda B) nfio estejam presentes, o AAL max. de 56 nm, entre as bandas de absorcio
observadas (220 ¢ 276 nm ), corresponde ou é semelhante aos valores encontrados para
fendis tipicos, com anéis aromaticos di-substituidos, Tabela 5.
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Figura 54. Espectro-UV diferencial do efluente E, sem tratamento. A figura em destaque

representa o espectro diferencial de uma preparacio de lignina de palba de arroz, extraida com
dioxano. '
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A natureza destes grupamentos conjugados foi avaliada utilizando-se a reagio com
borohidreto de sodio a 45 °C. Estudos cinéticos baseados na reagio de reduglio do
efluente com este agente redutor, monitorada a diferentes comprimentos de onda (Figura
55 e 56), indicaram que a reducdo de absorbancia a 220 nm pdde ser correlacionada com a
redugio a 272 nm, porém, ambas as redu¢les de absorbancia nfic apresentaram
correlagdo com a redugdo a 310 nm e nem com a redugo a 366 nm. Tal resultado sugere

a presenca de mais de um tipo de grupo carbonilico conjugado com grupamento fenélico.
Por outro lado, apés

EAZMEDOUnE
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Figura 55. Espectro-UV diferencial do efluente E,, sem tratamento, durante a reagio de reduciio

com borohidreto de sédio ( 80 mg/5 ml) a 40 °C, pH 10,5 ¢ monitorada 3 diferentes intervalos de
tempo: a. Ohs b. 4hs c. 24 e d. 48

um periodo inicial de reagfio de 4 hs, deixando-se o sistema retornar a temperatura
ambiente, observou-se o aumento das respectivas absorbancia, como demonstrado pelas
Figura 55 ¢ 56. A absorbancia a 272 nm foi a que mais rapida ¢ intensamente retornou a
niveis mais elevados.

Informagdes adicionais, também importantes, foram ainda obtidas a partir dos
resultados das analises das amostras de efluente resultantes da extragiio com solventes. O
espectro diferencial do extrato obtido da extragio com acetato de etila apresentou uma
banda de absorgio na regifio de 220 nm ¢ praticamente nenhuma absorbéncia acima de
250 nm, Figura 57(a). O efluente resultante, contendo a fragdio residual apds a extracdo,
curiosamnente apresenta absor¢do predominantemente acima de 300 nm , Figura 57(b).
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Figura 56, Evolucdo da reacdio de reducio do efluente, sem tratamento biolégico, com berchidreto
de sodio, monitorada a diferentes comprimentos de onda, 220, 272, 310 ¢ 366 nm, a partir dos
espectros diferenciais, como na figura 55,
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Figura S7. Espectro diferencial das fracdes obtidas apés estraco do efluente sem tratamento, com

acetato de etila  a. fragfio extraida com o solvente b. fragio residual (restante no efluente) apés
extragio,

Espectros diferenciais de efluentes tratados com os fungos 7. villosa e P. crinitus
apresentaram-se como nas Figura 58A e A’ e 59 e Figura 62, respectivamente. Foi
possivel distinguir claramente as diferentes etapas da a¢#o do fungo, de acordo com o
efeito promovido ao longo do periodo de incubagio. Assim, para o fungo T villosa, numa
¢tapa considerada inicial (primeiras 48 horas de incubagiio) notou-se 0 aumento acentuado
de absorbancia em torno de 312 nm, a qual se deslocou, com ¢ tempo, para 318 nm
(Figura 58 A). Tal aumento foi concomitantemente acompanhado também pela evolugio
da absorg¢#o a 364 nm, a qual apresentou-se inicialmente como um ombro, parciaimente
sobreposto com a banda anterior. No tempo de 48 hs, ocorreu uma clara definiciio destas
duas bandas, que atingiram entfio valores maximos de absorbéncia (Figura 58A°). Na
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etapa seguinte, desapareceu a banda a 364 nm e mais lentamente, também a absor¢io a
313 nm, com o conseqiente aumento a 220 nm (Figura 59). A presenca de um ponto
isosbéstico em torno de 250 nim, parece indicar a interconversio de espécies quimicas.
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Figura 58 A e A’. Espectros-TfV diferenciais de efluente Kraft (E;) durante a fase inicial (0-72 hs)
de periodo de incubacdio com o fungo 7. villosa, a 25° C, sob agitagio constante, destacando o
espectro obtido a 48 hs (A"). A  a efluente sem tratamento b, 12hs c.24hs d 72 hs,
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Figura 59. Espectros-UV diferenciais de efluente Kraft (E,) durante a fase final { 96-144 hs) do
periodo de incubaciio com o fungo 7. villosa, a 25° C, sob agitagio constante.
2.96hs b, 120hs c 144 bs

Na etapa final do processo, observou-se a auséncia de absorgfio acima de 300 nm,
uma banda intensa na regido de 220 nm ¢ uma absor¢@o bem menos pronunciada em torno
de 420-450 nm. A evolugio das absorbancias, individualmente destacadas,, nesta fase é
descrita pela Figura 60.

A redugiio da amostra de efluente, tratado com o funge 7. villosa, com

borohidreto de sodio suprimiu a absorgZo a 270 nm, mas manteve inalterada a absorgio a
220 nm (Figura 61).

Absorbincia relativa

Tempo (dia)

Figura 60. Evolucio de absorbincias individuais ao longo da fase final do periodo de incubacio,
sclecionadas a partir da Figura 58. -m- 276nm ; -4- 340nm; -& 220 pm

Para o fungo Panus crinitus, observou-se um comportamento bem diferente do
observado para o fungo Trametes villosa, com relagio as alteragdes espectrais ocorridas
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durante o periodo de incubagiio com o efluente. A grande diferenga encontrada foi que,
neste caso, ndo foi observado o aumento acentuado de absorbéncia a2 310 nm. Este
resultado parece evidenciar mecanismos de degradagio pelo menos parcialmente
diferentes, comparando-se os dois fungos em estudo.
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Figura 61. ¥Espectro-UV diferencial do efluente (E,), tratado com o fungo 7. villose (120 h): a)
apés tratamento com com horohidreto de sédio ( 80 mg/5 ml) , 15 min. a 40° C e pH 10,5 ; b) antes
da reagiio com agente redutor.
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Figura 62. Espectro-UV diferencial do efluente (E,), tratado com o fungo P. crinitus, tempo de
incubaglio 48 hs. , a 25° C, sob agitaciio constante (150 rpm).
a. eflucote tratado com o fungo  b. efluente sem tratamento.




77
4.5,2. Estudos espectroscépicos - FTIR

Com o objetivo de se avaliar as possiveis modificagdes estruturais ocorridas
durante a biodegradacio de efluente, estigio E;, e da mesma maneira que para os
estudos realizados com UV, diversas substincias modelo foram caracterizadas
utilizando-se espectros FTIR, cujas estruturas, ou estio relacionadas com as estruturas
basicas formadoras de fignina, ou sdo estruturas supostamente presentes no efluente
tipo E;. A Tabela 6 resume os principais dados obtidos.

O espectro FT-IR de amostras de efluente sem tratamento mostrou a presenca
de bandas de absorgdo intensas a 3426, 2924, 1631, 1370 cm™ e uma banda fraca,
porém bem definida, a 837 cm™ (Figura 63). Além destas, apresentou uma banda larga,
provavelmente como resultado da sobreposi¢@o de mais de uma banda, a 1065 cm™. A
banda de absor¢io a 1631 cm’ desaparece quando o efluente € tratado com
borohidreto de sédio (Figura 66).

Aliquotas do efluente incubado com o fungo 7. villosa, retiradas
periodicamente, durante o processo de biodegradagio, 24, 48 e 96 hs,
respectivamente, exibiram espectros FT-IR como mostram as Figuras 64-66. A
sequéncia dos espectros demonstrou que a banda a 1631 ¢cm™, presente no espectro da
amostra de efluente sem tratamento, desapareceu surgindo uma banda mais intensa a
1635 cm™ , a 24 hs, 1646 cm™, a 48 hs, 1653 cm™ , a 96 hs. A intensidade destas
bandas também foi drasticamente afetada pela redugiio com borohidreto de sadio
(Figura 67). Uma banda na regido de 1325 cm™’ tornou-se progressivamente mais
pronunciada e melhor resolvida ao longo do periodo de incubagiio avaliado. A banda a
1370 em™ desapareceu e uma banda larga a 1400-1410 cm™ tornou-se mais evidente.
Na regifio de 800-900 cm™ algumas modificagdes parecem significativas, assim
desapareceu a fraca banda a 837 cm™ e apareceram duas bandas a 867 ¢ 818 cm’
durante as primeiras 24 hs, as quais desapareceram no periodo subsequente.

Para o fungo P. crinitus, qualitativamente o quadro foi similar, porém a
propor¢io relativa entre as intensidades das bandas mostrou-se bastante diferente
(Figura 65). Uma banda a 1635 cm™ foi bem evidente ¢ ndc se alterou ao longo do
periodo de incubagdo, sendo que a sua itensidade também foi drasticamente afetada
pela reduclio com borohidreto de sddio (Figura 68). A banda larga a 1061 cm™ tornou-
se bastante pronunciada‘e bem mais intensa do que a banda a 1635 cm™. Também

desapareceu a banda a 1370 cm™ e a regiio do espectro em torno de 1400-1410 cm™
mostrou-se mal resolvida.

Tabela 6. Caracteristicas espectrais-IR de substincias-padraes.

SUBSTANCIA IR - FREQUENCIA (cm™)
- DH/OMe C=0 1600 - 1560 1500 - 1400 1400 —
1368-1218
FENOL 3337 - 1596 1484 813-886-752
3338 1043-111¢
GUAIACOL *2017 - 1646 1407 520-853
3151 1591 1285-1252
VANILINA 2851 1674 1513 1434 1154-1621
361-810-722
ACIDO VANILICO 3480 1677 1599-1583-1525
1358-1299
1577 1173-1022
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ACETOVANILONA 3307 1662 1513 1446 850672
3,4-DIHIDROXI- 1284-1153
BENZALDEIDO 1595 1441 876-810

3273 1653 1528 1399 752-634

SERINGALDEIDO 3250 1668 1604-1585-1512

1313-1259
1598 1455 1217-1160
ANISALDEIDO (2832) 1690 1510 1430 1025-834
1154.1145
ALCOOL 3403-2914 - 1598 1454 1024-811
VERATRILICO (2850) 1512 1415 756
pIEDROXI- 1363-1292
ACETOFENONA 1590 1233-1161
3183 1648 1523 1440 960-830-776
2-CUMARANONA 3463 1794 1219-1119
2985 1703 1053-954
2334 1608 1467 8%4-759
673-550
ACIDO 3237-2949 1296-1159
saLiciLIco 2850 1655 1451 886-761-681
1378-1292
ACIDO MANDELICO 12291191
3402 1063-938
2871 1716 1450 887-730-688
ACIDO p-HIDROX]- 1377-1318
CINAMICO 1217-976-927-829-
3363 1679 1596-1507 1440 794
688-553-518
ACIDO 1294-1143
CLOROACETICO 3131 1729 1415 933809637
ACIDO 3159 1721 1408 1201-814-679-439
DICLORCACETICO
CATECHINA 3414 3252 1366 1322 1288
2936 2854 1514 1474 1236
1146 1114
1080 1022
982 964
828 804 786
TETRAHIDROXI 3904 3854 3530 1624 1370 1300
1,4- QUINONA 1230-1008
886- 812
. 740 630 572
ACIDO 3490 2970 1690 1512 1424 1400 1374 1310
2,5-DIHIDROXI- 3326 3262 3040 1282 1252 1232
FENILACETICO 1162
1096 274
218

762 722 580
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Figura 63. Espectro FTIR do efluente sem tratamento, obtide de amostra liofilizada ¢

pastilha de KBr. Os mimeros indicados representam as frequéncias das bandas de
absorgiio. '
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Figura 64. Espectro FTIR de efluente tratado, 24 hs, com o fungo 7. villosa , obtido de
amostra liofilizada ¢ em pastilha de KBr. Os nameros indicados representam as
frequéncias das bandes de absorgiio.
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Figura 65. Espectro FTIR de efluente tratado, 48 hs, com o fungo T. villosa , obtido de
amostra liofilizada e em pastitha de KBr. Os nimeros indicados representam as
frequéncias das bandas de absorciio.
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Figura 66. Espectro FTIR de efluente tratado, 96 hs, com o fungo T. villosa , obtido
de amostra liofilizada e em pastilha de KBr. Os nimeros indicados representam as
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frequéncias das bandas de absorcio.
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Figura 67. Espectro FTTR de efiuente tratade com o fungo Panus crinitus , obtido de

amostra liofilizada ¢ em pastilha de KBr. Os niimeros mdicados representam as
frequéncias das bandas de absorgiio.

T T T T
4000, 0, 2000, 1008, 1200, 9. -1

comprimento de onda (cm™)

Figura 68. Espectro FTIR do efluente sem tratamento, apés reaciio de redugiio com
borohidreto de sédio, obtido de amostra liofilizada e em pastiha de KBr. Os numeros
indicados representam as frequéncias das bandas de absorgiio.
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Figura 69. Espectro FTIR de efluente tratado com o fungo T. villosa , apos reacio de
redugiio com borohidreto de sédio, obtido de amostra liofilizada e em pastitha de KBr. Os
niimeros indicados representam as frequénciss das bandas de absorgio.
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Figura 70. Espectro FTIR de efluente tratado com o fungo Panus crinitus, apds reaciio
de redugiio com borohidreto de sédio, obtido de amostra liofilizada e em pastilha de KBr.
Os niimeros indicados representam as frequéncias das bandas de absorcio.
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4. 6. Andilise de produtos da biodegradacio de efluentes

As analises das amostras de efluentes, tratados € nfio tratados, foram realizadas
por cromatografia liquida de alta pressio (HPLC), utilizando-se uma coluna de fase
reversa tipo u-Bondapak C-18 e monitorada a 280 nm, com um detetor de UV. As
amostras de efluente foram centrifugadas e filtradas em membranas de 0,45 |, antes
das analises, A analise por cromatografia de exclusdo revelou que as amostras, nestas
condigdes, continham basicamente substiincias de baixa massa molecular.

Nao foram calculadas as concentraces absolutas dos componentes do efluente,
sendo que todos os valores expressos aqui, s&o0 relativos ou baseados nos valores de
area de cada pico, obtidos nos cromatogramas, sem qualquer fator de corregio.

Na tentativa de identificar os componentes do efluente, diversas padrdes foram

avaliados quanto 20 tempo de reten¢do sendo que os resultados obtidos estdo
resumidos na Tabela 7.

Tabela 7. Tempo de retenciio dos padries avaliados por HPLC de fase reversa.

nome do padriio tempo de retenciio (minutos)
acido salicilico 2,04
dcido cleroacético 2,18
acido oxilico 2,30
Acido mandéico 2,38
acido dicloroacético 2,40
2,5-dihidroxifenilacético 2,48
fcido tricloroacético 2,50
dcido p-hidroxicinAmico 3,08
3,4-dihidroxibenzaldeido 3,60
Acido benzéico 3,91
3.4-dimetoxibenzildlicool 3,97
4-hidroxiacetofenona 434
acetovanilona 435
vanilina 4,48
fenol 4,70
3.4-dimetoxibezaldeido 4,83
3,4-dimetilfenilacetona 5,14
guaiacol 5,30
acetofenona 6,00
tolualdeido 6,60
anizaldeido 6,71
eugenol 6,87
3,5-diclorobenzaldeido 7,27

A anglise cromatografica das amostras de efluente demonstrou que 4
substincias responderam por aproximadamente 99% da composigdo, em area, do
efluente total, sendo que destas, duas foram quantitativamente mais importantes, as
quais apresentaram tempos de retengdo de 2,3 e 1,9 minutos, respectivamente. Varias
outras substincias foram detectadas no efluente, porém representam uma fragio
minoritaria, como mostra a Tabela 8.



84

As variagbes das concentragGes destas substincias durante o periodo de
incubag8o sdo descritas pela Figura 51. As analises das amostras de efluentes tratados
com o fungo T. villosa, realizadas ao longo do periodo de incubagdo, demonstraram
que a substancia com tempo de retengio de 2,3 minutos foi o principal substrato para
o fungo, sendo que a sua concentragio decresceu 73 % durante o periodo de 4 dias de
incubacdo (Figura 51). Por outro lado, a substincia com tempo de retengdo de 1,9
minutos ndo foi degradada pelo fungo, desde que sua concentragido ndo variou durante
o mesmo periodo. Este resultado confirma os obtidos por cromatografia de exclusdo,
que mostraram a presenca de fra¢Ges recalcitrantes no efluente.

A area total, correspondente a soma das areas individuais do componentes do
efluente, obtidas no cromatograma pela medida da absorg#io a 280 nm., decresceu 47
% no periodo de 4 dias (Figura 51).

A substincia de tempo de retencdo de 3,9 min. foi produzida durante o
periodo de incubagiio do efluente com o fungo, sendo que sua concentragio atingiu
um maximo no periodo de 48 hs, para em seguida decrescer. Esta substincia
apresentou um tempo de retengdo correspondente a alcool veratrilico, como
demonstra a Tabela 6 e sua porcentagem em area, na mistura total, representou de 0,2
2 0.5 %, como mostra a Tabela 8.

HPLC andlise dos produtos de blodegradacho de efluente E1-
Kraft

1.6

Concentragio relativa
[
[}

0 48 72 120
tempo (h)

Figura 51, Variacio da concentracio relativa das substincias de baixo pese molecular
contidas ne efluente durante o processo de biodegradagio. Todos os valores de concentragio
foram normalizados em relagio aos seus respectivos valores na amostra de efluente nio tratado,
o qual foi arbitrariamente fixadoem 1,0. -B- r=19 ; -A- rt=23; -@- freatotal ; -
O- rt=39 rt=tempo de retenciio da substiincia { Tabela 8).

Amostras de efluente, com e sem tratamento, também foram analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa. também neste caso, foi
avaliada a composi¢iio das amostras de efluente, relativamente a substincias de baixo
peso molecular, dada a limitagBo desta técnica para o estudo de substincias com
massas moleculares mais altas. A substincia de tempo de retencdo de 1,9 min. foi
identificada por CG-MS, como sendo acido pimérico (123), uma resina acida, e a de
tempo de retengdo de 3,9 min., como sendo alcool veratrilico.
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Tabela 8. Distribuicio do conteiido relativo de cada substincia contida nas amostras de
efiuente E; durante o processo de biodegradacio, analisada por HPLC de fase reversa, usando

detetor UV a 280 nm, calculade pela relacio drea individual/drea total do cromatograma.

Substincia Tempo de incubagio (dia)
{ tempo de 0(EF) 2 3 5
retenciio, min)
frea relativa (%)

1,6 0,06 10,14 6,19 7,00
1,9 2734 45,55 53,09 55,43
23 72,00 41,10 39,02 36,56
39 0,19 045 0,14 0,09
4,7 0,19 - - -
8,2 - - 0,27 -
8.6 - - 0,19 -
8,9 - 0,13 -
9,3 - 0,25 -
10,8 0,02 0,15 - 0,28
14,52 - 0,12 -
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[s. DISCUSSAO

5. 1. Processo de descoloraciio e remocfio de fenéis totais.

Os resultados obtidos demonstraram que, dentre todos os fungos avaliados, os
fungos Trametes villosa e Panus crinitus foram os mais eficientes com relagio a
descoloragdo do efluente tipo E,, da fase de branqueamento de polpas tipo Kraft. O
fungo 7. villosa promoveu a redugio de 70-80 % da cor inicial do efluente em um
periodo de 48 hs de incubagio e concomitantemente reduziu a concentragio de fendis
totais em 75 %. Por outro lado, o fungo P. crinitus exibiu taxas de descoloragio de
55-65 % no periodo de 72 hs e também reduziu a quantidade de fendis totais em 65 %,
no mesmo periodo. Portanto, com relagio as taxas de descoloragio e redugfio de
fenois totais, os comportamentos dos fungos foram semethantes, com a diferenca de
que para o fungo T. villosa tais processos foram mais rapidos.

As primeiras indicagbes de que os dois fungos possuem comportamentos
diferenciados, com relagdo ac mecanismo de biodegradagio dos componentes do
efluente, vém da analise comparativa do perfil da curva de desaparecimento de fendis
obtida para cada fungo (Figuras 22 e 26).

Para o fungo T. villosa, a comparagéc entre as respectivas curvas de
degradacgéio de fendis totais, métodos de Folin e 4-AAP, revelou diferencas entre os
perfis das mesmas, sendo que a curva obtida para 0 métode de 4-AAP demonstrou um
desaparecimento mais rapido e intenso do que a curva obtida para o método de Folin.
Tal resultado, a principio, parece ser indicativo de uma certa seletividade com relagio
a estrutura fenolica a ser degradada pelo fungo. Comportamento diferente foi
observado para o fungo P. crinitus, cujos perfis das referidas curvas foram
semelhantes, descontada a diferenga entre os valores obtidos em cada método.

A suposi¢io de que os resuitados revelam mecanismos diferentes para os
fungos € baseada nas diferencas de seletividade dos métodos de Folin e 4-AAP.
Diversos estudos demonstraram que 4-AAP promove um ataque eletrofilico sobre a
posigio para de estruturas fendlicas oxidadas (60,180). Assim sendo, qualquer
grupamento presente nesta posigio pode alterar ou bloquear 0 acoplamento de 4-AAP
com o anel aromatico. Estruturas fenolicas contendo apenas um carbono na posigio
para ao grupamento hidroxilico, reagem com 4-AAP para produzir estruturas de
quinoneimina que absorvem caracteristicamente no intervalo de 500-525 nm (60).
Estruturas fendlicas com grupamentos p-alquil ou outros com mais de um carbono,
também reagem, porém com baixa reatividade, gerando produtos amarelos que nio sio
portanto detectados a 505 nm. Nenhuma reagdo ¢ observada para 2,4,6-trialquil fendis
(60). Portanto, conclui-se destes dados que, sob as condigBes de anélise empregadas
(como descrito em Materiais e Métodos), estruturas fenolicas contendo um carbono na
posigiio para foram preferencialmente determinadas pelo método de 4-AAP. Ja o
reagente de Folin apresenta boa reatividade dentro de uma larga faixa de estruturas
fendlicas, inclusive poliméricas (7). Desta maneira, os resuitados obtidos para o fungo
T. villosa parecem indicar que um tipo de estrutura fenélica foi preferencialmente ou
mais rapidamente degradado do que outro, contrastando com o fungo P. crinitus cujo
efeito seletivo, se existir, ¢ pouco promunciado. Tais resultados foram também
confirmados pelos estudos espectroscopicos, UV e FTIR, como sera discutido adiante.

Um outro aspecto interessante destes resultados foi evidenciado, para ambos os
fungos, pela comparagéo entre as curvas de descoloragdo e as de desaparecimento de
fendis totais, especialmente a obtida pelo método de Folin. O processo de
descoloragéo foi mais rapido e intenso do que a remogdo de fendis totais, o que parece
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indicar que o processo de descoloragio pode nio ter sido decorrente apenas da
despolimeriza¢o das fragdes de mais alta massa molecular contidas no efluente, mas,
em adicdo, ter sido resultante também de modificages quimicas nos grupos
cromoforos, ainda na forma polimérica. Evidéncias nesta direco também foram
obtidas para a degradagfio de lignina na madeira (93) e a degradaciio de efiuentes pelo
fungo Phanerochaete chrysosporium (160).

E fato bem conhecido que 2 agio de fungos basidiomicetos degradadores de
madeira sobre seus substratos naturais, requer entre outros fatores, valores de pH do
meio entre neutro e acido (18,74,93,245,171). No entanto, para a biodegradagiio do
efluente pelo fungo I. villosa, o fator pH nfio apresentou um efeito drastico na
eficiéncia de descoloraciio para ambos os fungos, uma vez que taxas relativamente
altas de descoloragdo foram obtidas ao longo de todo o intervalo de pH de 3,5-9.5, -
embora diferentes valores tenham sido obtidos em cada pH (Figura 23). Para ambos
os fungos, este comportamento provavelmente foi decorrente do abaixamento de pH
promovido pelos fungos, sendo que neste aspecto o fungo 7. villosa foi muito mais
rapido e eficiente do que o fungo P. crimitus. A produgdo de acido oxalico foi
constatada, embora nfo tenha sido quantitativamente caracterizada. Por outro lado,
deve aqui ser destacado, que a relagdo entre produgdo de acido oxalico e abaixamento
de pH ndo tem sido demonstrada para outros fungos (45), na maior parte dos casos.

A analise das curvas de titulagio potenciométrica obtidas para os efluentes,
tratados e nio tratados, proporcionou algumas informagdes adicionais importantes.
Efluentes ndo tratados com os fungos exibiram dois tipos de grupamentos ionizaveis,
com valores de pK em torno de 7,0-8,0 e 2-3 respectivamente. Das possiveis
estruturas quimicas existentes neste tipo de efluente, grupamentos hidroxilicos
fenélicos certamente constituem a maior fragiio dos grupamentos com valor de pK
neste intervalo (58,67). Como resultado da agiio do fungo 7. villosa, ocorre o
desaparecimento deste tipo de grupamento, concomitantemente com a formacio de
grupamentos com valor de pK em torno de 3,0. Este resultado parece indicar que a
formagio de grupamentos carboxilicos, como resultado da oxidagio de certos
grupamentos quimicos, previamente existentes no efluente, pode ser um processo
importante. O desaparecimento de estruturas fendlicas é concordante com os
resultados obtidos usando-se métodos quimicos, ja discutidos neste texto.

Em nenhum periedo do processo de biodegradag#io foi observada a formagdo
de precipitado. Em complementagfio, os micélios dos fungos 7. villosa e P. crinitus
nio apresentaram, apos periodos prolongados de incubag@io, uma coloragio escura,
que indicasse adsor¢io de material proveniente do efluente. Tais resultados indicam
que a descolorago foi realmente resultante de um processo degradativo promovido
pelos fungos. Esta afirmagdo ¢ ainda ratificada pelas seguintes observagdes i) a
concentragdo de fendis decresceu ao longo do periodo de incubagfio, mostrando
efeitos diferenciados para os dois fungos, tal efeito nio seria observado se adsor¢io
fosse o processo predominante, ii) micélios de fungos com 60 dias de cultivo
mostraram-se¢ inativos com relagio a descoloragio e adsorgio de componentes
coloridos do efluente, como demonstraram os dados da Tabela 3; iii) os resultados
obtidos no estudo da biodegradagdo por técnicas como UV, FTIR e HPLC

evidenciaram comportamentos que também niio seriam explicados por fendmenos de
adsorg@o.

5.2. Estudo da distribuicfio de massas moleculares (MM)
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Embora com relagdo a biodegradagéo de lignina in vivo e in vitro exista uma
quantidade enorme de informagGes disponiveis, pouco € conhecido com relagéio aos
mecanismos de degradagio de efluentes industriais contendo substincias provenientes
da utilizagdo industrial da madeira e particularmente derivadas de lignina. Tanto do
ponto de vista ambiental quanto biotecndlogico € importante compreender-se os
mecanismos de biodegradacdo dos componentes de efluentes tipo E,.

Alguns trabalhos demonstraram que em torno de 75 % da cor dos efluentes E;
origina-se dos componentes de alta-massa molecular (MM > 1000 Da) contidos no
mesmo € que esta fragdo € percentualmente preponderante sobre as demais (85,102).
No presente estudo, as amostras de efluentes analisadas também demonstraram as
mesmas caracteristicas, desde que, neste caso, a soma das fracdes de média-MM e
alta-MM constituem 98 % dos componentes do efluente, como mostra a Tabela 3.

Os resultados discutidos anteriormente, abordando a reducdo de fendis totais e
a redugio de cor, sugeriram a possibilidade de que o processo de descoloragio
pudesse envolver modificagBes quimicas nas estruturas de mais alta massa-MM, antes
que estas fossem intensamente despolimerizadas. Neste contexto tornou-se
interessante niio s0 avaliar a distribuicdo da massas moleculares ao longo do processo
de biodegradagéo, como também tentar visualizar possiveis modificagdes quimicas em
cada uma das fragdes. Tais modificagSes poderiam ser detectadas pela modificago das
caracteristicas espectrais das mesmas, na regifio do UV. Com este objetivo, as curvas
de distribuicio de massas moleculares foram concomitantemente monitoradas a
diferentes comprimentos de onda; sendo eles 210 ¢ 280 nm.

Neste caso, diferencas significativas foram observadas entre os perfis das
curvas obtidas a 210 nm e 280 nm, tanto para amostra de efluente nio tratado (Figura
46), quanto para amostra de efluente apés tratamento com o fungo (Figuras 47 e 48),
porém, especialmente para efluentes tratados, esta diferencga foi bem mais evidente. A
principal diferenca observada foi com relagdo & presenga de estruturas de baixa massa
molecular, como seri discutido adiante,

A andlise da distribuigdo de massas moleculares dos componentes do efluente,
durante o periodo de incubagdo com os fungos, mostrou a intensa degradacdo do
material orgénico contido no efiuente, indicada pelo acentuado decréscimo da 4rea
total obtida nos cromatogramas, medida como absorbéncia total a 280 nm (Figura 50).
Por outro iado, a absorbincia total a 210 nm ndo diminuiu na mesma intensidade. Tal
resultado, a principio, poderia sugerir que o processo de biodegradagdo niio promoveu
a destruicBo dos cromoforos que absorvem na regifio do UV, mas que apenas
modificou quimicamente as estruturas em avaliagio, o que teria provocado o
desiocamento da absorgdo de 280 nm para outro intervalo de comprimento de onda.
Porem, neste caso, este fato ¢ apenas parcialmente verdadeiro. Como indicado na
Tabela 3, a fragio de baixa-MM contida no efluente sem tratamento, possui uma
relagio de Azio/Azg (Ay/Az) igual a 24,22 , muito superior as demais fragBes, de alta e
média-MM, que apresentaram valores de 0,09 e 0,90, respectivamente. Este resultado
indica que a fragio de baixa-MM possui uma absortividade a 210 nm acentuadamente
maior que & 280 nm. Portanto, se estas espécies de baixa-MM sdo geradas durante o
processo de biodegradagfo, a redugio da absorbincia a 210 nm n#o deveria ocorrer na
mesma propor¢do que a redugiio geral de material orgénico no efluente, monitorada a
280 nm. Em outras palavras, a redugiio de absorbincia a 210 nm nio reflete
exatamente a reducio da concentragio total dos componentes do efluente, como
observado para o comprimento de onda de 280 nm, desde que durante a
biodegradaciio espécies com alta absortividade a 210 nm sdo produzidas. Por outro
lado, se levarmos em consideracio que as fragdes de alta-MM, contrariamente as de
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baixa-MM, absorvem preferencialmente a 286 nm do que a 210 nm, a reducio de
absorbéncia a 280 nm pode ser mais indicativa da degradagio de estruturas poliméricas
do que outros comprimentos de onda. Estas considerag3es sfo consubstanciadas pelo
fato de que efluentes tipo E, reconhecidamente contém altas concentragbes de
derivados de lignina, cuja absortividade alta a 280 nm é uma das caracteristicas
espectrais bem estabelecidas (2,11,64).

As variagdes observadas nas curvas de distribuicdo de massas moleculares
durante o processo de biodegradagfo para ambos os fungos demonstrou que estes
foram capazes de degradar todas as diferentes fragBes, de diferentes massas
moleculares. Porém, parece evidente que existin uma certa seletividade nesta
degradacdo, evidenciada pela cinética de reduglio das areas de cada fragdo, como
mostram as Figuras 47,48 e 51. Para o fungo T. villosa, a fragio de média-MM ndo
apresentou 0 mesmo comportamento que as demais fragBes, particularmente nas
primeiras 48 hs de incubagZio, periodo no qual a sua degradagdo foi lenta, contrastando
com a degradagdo das fraghes de baixa-MM. Na fase subsequente ocorreu intensa
despolimerizacio desta fragio. Tal efeito foi mais pronunciado para T. villosa do que
para P. crinitus.

Os dados das Tabelas 3 ¢ 4, relativos ao percentual que cada fragio representa
no efluente total, sdo bastante elucidativos na demonstragio das diferencas de
comportamento de cada fragdio. Assim por exemplo, mostram que durante o processo
de biodegradagao, para ambos os fungos, o contetdo relativo da fragiio de média-MM
aumentou durante as primeiras 48 hs. Se levarmos em consideragio que ao longo do
mesmo periodo, houve uma degradacéo geral dos componentes do efluente, indicada
pela reducio da absorbéncia total a 280 nm e também pela redugdo da concentragiio de
fendis totais (incluindo derivados de lignina), o aumento de percentual observado
significa que esta fragio foi mais lentamente degradada do que as demais, confirmando
as observagdes anteriores. As fragBes de alta e média-MM exibiram uma tendéncia
mais clara na variacio dos seus valores de conteido relativo, sendo que
particularmente a fragdo de alta-MM, ap6s uma variagdio drastica nas primeiras 24 hs,
ndo apresentou grandes variagbes posteriores. No emtanto, o conteido relativo da
fracdo de baixa-MM molecular apresentou claras oscilagBes, diminuindo e
aumentando, comportamento este que indica a sua formagdo e subsequente
degradacfio durante o periodo de incubagdo com o fungo.

A remogio ou desaparecimento das fragOes de baixa-MM pela agdo dos fungos
pode ser decorrente tanto da oxidag%o completa das mesmas, como também resuitante
de um processo de polimerizagio, sendo que neste caso, deveria ser acompanhada do
aparecimento de fragGes de mais alta-MM. Neste sentido, ambos os fungos
apresentaram capacidade de polimerizagio, especialmente nas primeiras 48 hs. Este
efeito nfo so foi mais pronunciado para o fungo P. crinitus, mas também, ocorreu em
intervalos de ternpo diferentes, comparativamente ao fungo T villosa (Figuras 48 e
51). Este resultado parece indicar que a capacidade de polimerizagfio/despolimerizagio
depende das condigdes do meio, num determinado instante, reforgando a idéia de que
tais processos séo deorrentes da aglio de enzimas tipo fenoloxidases, as quais geram
espécies intermediarias extremamente reativas, que podem reagir por vias nio
enzimaticas (70,93).

Embora reacdes indesejéveis de polimerizagio tenham ocorrido, o processo
preferencial foi a degradagio das estruturas de mais alta-MM, como claramente
evidenciado pela curva de distribui¢io de massas moleculares no periodo de 72 h, onde
pode ser observado a diminui¢3o das areas de todas as fragSes.
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Um outro aspecto importante do comportamento individual das véarias fragGes
pode ainda ser avaliado pelos dados da Tabela 3 , especialmente os valores de A)/A;,
os quais indicaram a ocorréncia de modificagGes quimicas importantes nos
componentes do efluente, ao longo do periodo de incubag@o. Comeo ja mencionado, a
relacio Ay/A; reflete a relacio entre as absortividades molares da amostra do efluente
a 210 nm e 280 nm, respectivamente.

A fragdo de alta-MM, exibiu valores de Ay/A; menores do que 1, tanto para
amostras de efluente ndo tratados, quanto para os efluentes tratados com o fungo 7.
villosa, indicando uma absortividade a 28¢ nm muito superior do que a 210 nm.
Apresentou o valor de 0,09 de Ay/A; para o efluente sem tratamento, o qual foi
alterado para 0,72 apos 24 h de incubagfio com o fungo. Tal! alteragdio indica que os
grupamentos inicialmente existentes nesta fragio, responsaveis pela sua maior
absortividade a 280 nm, foram modificados de tal maneira que esta absortividade foi
deslocada para comprimentos de onda menores. Durante o restante do periodo, as
alteragBes nio foram tdo drasticas, porém foram significativas, indicando um aumento
transitorio de absortividade a 280 nm, no periodo de 48 hs, seguido por um novo
decréscimo. Tais variagdes parecem estar correlacionadas com a despolimerizagdo
desta fragdo. _

A fragdo de média-MM coerentemente com todas as argumentacdes realizadas
até aqui, ndo apresentou modificagdes na mesma proporgéo que a fragio de alta-MM,
no periodo inicial do processo, além do que demonstrou aumento de absortividade a
280 nm, indicado pelo decréscimo dos valores de A,/A;. Por outro lado, a fragio de
baixa-MM apresentou caracteristicas bem distintas das demais fragGes, como pode ser
observado pelo seus valores de Ay/A;. Mesmo para o efluente sem tratamento, €
evidente que esta fragfio possui absortividade a 210 nm muito superior que a 280 nm,
diferentemente das demais. Em complementagfio, a agiio do fungo acentua esta
caracteristica, provocando a alteragdo do valor de Ay/A; de 24,22 para 152,72. e
08,90, respectivamente a 24 e 48 hs. As oscilaghes acentuadas destes valores,
certamente sfio um indicativo da complexidade e heterogeneidade da composigio
quimica da fragio de baixa-MM e de suas alteragdes ao longo do processo de
biodegradagdio. Como sera discutido na segio relativa a alteragdes espectroscopicas,
esta fragio deve ser constituida preferencialmente por derivados acidos produzidos
pela clivagem de estruturas aromaticas poliméricas.

Analisados de maneira integrada, os resultados indicaram claramente que as
modificagdes quimicas ocorridas na fragio de mais alta-MM , na fase inicial do periodo
de incubagfo, foram as grandes responsaveis pela redugdo de absorbancia a 280 nm
observadas para as amostras de efluentes tratadas com o fungo 7I. villosa. Por outro
lado, parecem ter confirmado também, a suposigéo de que o processo de descoioragio
envolveu modificagBes quimicas nas estruturas de alta ¢ média-MM, antes que estas
fossem despolimerizadas, Em complementaggo, também evidenciaram que o fungo 7.
villosa apresentou um comportamento diferente do apresentado pelo fungo P. crinitus,
demonstrando que para este fungo o processo de degradago apresentou fases distintas
ao longo do periodo de incubagdio, diferenciando as primeiras 48 hs do periodo
restante.

5.3. Atividade enzimitica extracelular durante o processo de biodegradacio.

E fato bem estabelecido que a aglio de fungos basidiomicetos sobre os seus
diferentes substratos naturais é decorrente da produglio de enzimas extracelulares,
tanto hidroliticas quanto oxidativas, as quais promovem a degradagdo dos mesmos
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(107). No caso de fungos degradadores de madeira, o grupo de enzimas oxidativas
constituido por lignina peroxidase, Mn-peroxidase, lacase e peroxidases genéricas, tem
sido apontado como o grande responsével pela sua agfio degradadora (47,74,93).
Também com relagdo a degradag@io de outros tipos de material, como por exemplo os
componentes de efluente de industrias de papel e celulose e xenobidticos, 0 mesmo
enfoque tem sido dado (12,14,44,137). Porém, particularmente com relagio a
efluentes, 2 composicfio enzimatica necessaria para a sua biodegradagio nfio é bem
estabelecida, uma vez que existem evidéncias para a atuagfio de Mn-peroxidase, assim
como também para a sua ndo participagio (10,115).

Uma das abordagens utilizadas para se avaliar o papel de cada enzima nestes
processos de degradagfo € a tentativa, nem sempre facil, de correlacionar o nivel de
atividade enzimética extracelular com os efeitos degradativos observados no material
em estudo. Neste contexto, no presente estudo, foram avaliadas as atividades das
enzimas lignina peroxidase, Mn-peroxidase, lacase, -glicosidase e peroxidases totais,
bem como a produgiio de proteinas totais, medidas no efluente incubado com os
fungos. Realizou-se um estudo comparativo entre trés fungos com caracteristicas
diferentes com relagio a capacidade de descoloragio do efluente, sendo eles; T
villosa, P. crinitus e Phellinus flavomarginatus. As caracteristicas dos dois primeiros
ja foram discutidas e o fungo P. flavomarginatus ndo foi capaz de reduzir a cor do
efluente.

Para ambos os fungos, 7. villosa ¢ P. crinitus, a principal enzima produzida,
em termos quantitativos, foi lacase, seguida por lignina peroxidase e B-glicosidase.

Para o fungo T. villosa a obtengio de niveis maximos de atividade enzimatica
ocorreu em torne de 30-48 hs, para em seguida decair. Como o nivel de atividade
enzimatica decaiu para praticamente todas as enzimas e a concentragio de proteinas
totais, produzidas no mesmo periodo, ndo diminui na mesma proporggo, é possivel que
a redugio de atividade enzimdtica tenha sido decorrente da atividade proteolica, a qual
também deve ter sido produzida pelo fungo (66).

Por outro lado, um possivel efeito regulatorio envolvendo certos
intermediérios do processo de biodegradacfo, nio pode ser descartado. Tem sido
demonstrado para outros fungos que metabdlitos estruturalmente relacionados com
lignina podem estimular ou injbir a atividade enzimatica ligninolitica (114,116,133).
Neste contexto, a presenca de aicool veratrilico (3,4-dimetoxibenzil aicool) como um
intermediario no processo de degradagio pode ser significativo. A produgio de dlcool
veratrilico foi caracterizada por HPLC, sendo que a sua concentragio variou durante o
tempo de incubagdo, atingindo um valor méximo no periodo de 48 hs (Figura 69),
coincidentemente com o maximo de atividade enzimatica produzida pelo fungo. Esta
substincia pode ser sintetizada por varios fungos, a partir de fenilalanina, e seu
aparecimento nas culturas coincide ou tem intima relagio com a atividade ligninolitica
(49,93). O papel desempenhado por este metabélito ndo é bem entendido, embora um
grande numero de trabalhos abordando este assunto possa ser encontrado na literatura.
Tem sido demonstrado que, além de ser substrato para lignina peroxidase (93,165),
alcool veratrilico € capaz de induzir a produgédo de enzimas ligninoliticas, em especial a
propria lignina peroxidase. Particularmente para o fungo Phlebia radiata, a presenga
de alcool veratrilico estimulou a producio de lacase (142). Porém, uma das fungdes
mais importantes atribuidas a este metabdlito ¢ a de mediador da agiio de lignina
peroxidase (1,73,93,136,151). Por esta hipotese, a enzima catalisaria a formagio do
respectivo cation radical de éicool veratrilico, o qual poderia atuar como um agente
transferidor de elétrons para outras estruturas (como descrito no mecanismo abaixo,
figura 72) distantes do sitio ativo da enzima e/ou nfio acessiveis a este. Neste sentido,
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estudos com lignina sintética demonstraram que a presenga de dlcool veratrilico foi
essencial para que ocorresse a despolimeriza¢@o da mesma (71).

Um outro efeito importante, que tem sido relatado e que poderia ter alguma
relagdo com o presente caso, ¢ & inativagio da atividade enzimatica por H,0,, gerado
durante o proprio processo de biodegradagiio, bem como o radical OHe e superéxido
&nion radical, também possiveis de serem produzidos a partir de H,0, (1,151,167)
(Figura 72, nesta se¢do). Por outro lado, um dos papeis também atribuidos a alcool
veratrilico ¢ exatamente o de proteger a enzima lignina peroxidase da inativagio por
H,0, (74,90,93,167,176). Adicionalmente, embora os dados nfio sejam conclusivos,
algumas avaliagbes preliminares do teor de H;O; no meio de reagio foram realizadas,
as quais demonstraram que, se presente, este peroxido deve existir em concentragdes
menores que 107 M.

Comportamento diferente foi observado para o fungo P. crinitus, o qual,
embora mais lento para atingir niveis mais elevados de atividade enzimatica, manteve
os mesmos, particularmente o de lacase, por um tempo mais prolongado. Portanto, as
consideragdes anteriores realizadas para o fungo T. villosa parecem néo ser oportunas
neste caso. Por outro lado, se levarmos em consideracio que os dois fungos
responderam diferentemente, com relagiio ao efeito indutivo no nivel das enzimas,
promovido pelo proprio efluente, conforme demostraram os resultados da se¢do 3.3.,
as diferencas de comportamento observadas entre os fungos podem, em parte, ser
decorrentes de diferencas na regulagio da producio das enzimas.

Em que pese as considera¢des feitas acima, os sistemas enziméticos dos dois
fungos, pelo menos quanto s enzimas avaliadas, mostraram ainda assim, razoavel
semelhanga, com as diferengas ficando mais a nivel quantitativo. Neste aspecto, hi que
se destacar o fato de que a relagéio de atividade enzimatica de LiP/lacase ¢ maior para
o fungo P. crinitus do que para 7. villosa, bem como o nivel de atividade de
peroxidases totais. Em contrapartida, o nivel de atividade de beta-glicosidase foi
substanciaimente maior para 7. villosa, nas primeiras 48 hs.

A anlise pormenorizada da variagio de atividade enzimatica com o tempo e
sua correlagio com alguns eventos observados para o fungo 7. villosa tem se
mostrado mais elucidativa da importincia relativa de cada enzima, do que
propriamente a comparagao entre os niveis de atividade enzimatica dos dois fungos.

Para o fungo T. villosa, o maior percentual de redugiio de cor ocorreu nas
primeiras 48 hs, especialmente entre 24 e 48 hs. Por outro lado, como evidenciado
pelos resuitados obtidos na distribui¢iio de massas moleculares, foi visivel para este
fungo a diferenga de comportamento neste periodo e a fase subsequente, a partir da
qual ocorreu intensa despolimerizagio da fragio de média massa molecular.
Adicionalmente, os estudos espectroscopicos demonstraram que houve fases criticas
em termos das variagbes espectrais observadas, sendo que a formagdo de um
grupamento carbonilico intermediario, monitorada a 310 nm (espectro diferencial),
atingiu seu ponto miximo no periodo de 48 hs e em seguida diminuiu acentuadamente,
indicando a estabilizagio das modificacdes. Todos estes eventos foram correlacionados
com a variag#o nos niveis de atividade enzimética, especialmente o de lacase.

Ainda dentro deste mesmo contexto, se considerarmos que o pH inicial do
efluente variou de 9,5 para 6,12 no periodo de 24 h, como demonstra a Tabela 2, e
que neste intervalo foi observada a maior taxa de redugio de cor, o envolvimento de
lacase no processo de descoloragido nos parece evidente. Por outro lado, o fato de que
a atividade de MnP nZo foi detectada para os fungos 7. villosa e P. crinitus, associado
aos resultados obtidos para o fungo P. flavomarginatus, o qual produziu um nivel
consideravel desta enzima, porém néo foi capaz de descolorir o efluente, parece indicar
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que a atividade desta enzima ndo foi essencial para a descoloragiio do efluente, para
ambos os fungos em estudo. Estas conclusdes siio corroboradas pelos dados relatados
na literatura de que MnP e LiP néc possuem boa atividade enzimatica em intervalos de
pH superior a 5,0 (74,93), embora peroxidases (genéricas) possuam esta abilidade.

A principio, tais conclusdes parecem nio se encaixar perfeitamente no quadro
geral descrito para a atividade de lacase, desde que a capacidade de polimerizaggo
desta enzima tem sido relatada como sendo preferencial (20,74,93,164).
Adicionalmente, aiguns autores tém demonstrado que para o fungo Phamerochaete
chrysosporium a enzima MnP parece ser a responsavel pela descoloragiio de efluentes
da fase de branqueamento de polpas Kraft (82,115). Porém, em contrapartida, estudos
com o fungo Trametes versicolor, cujo perfil de atividades enzimaticas extracelulares ¢
similar a0 fungo T. villosa, desde que os dois néio produzem MnP e preferencialmente
produzem lacase, demonstraram que MnP n3o foi essencial para a descoloragio do
mesmo tipo de efiuente (10,108), embora, neste caso, a correlagio da biodegradagio
do efluente com lacase néo tenha sido claramente estabelecida.

Estudos (75) com lacase isolada de Trametes hirsuta demonstraram que a
despolimerizagiio/polimerizaglio de varios tipos de ligninas, inclusive lignina Kraft e
ligninosulfonato de processos de polpagio de pinus, foi dependente da concentragio
da enzima, sendo que concentragdes baixas favoreceram a despolimerizag3io. Tais
resultados sugerem efeitos semelhantes no presente estudo, desde que, nas condigdes
avaliadas para o efluente, a concentraggio de lacase, produzida pelos fungos, 7. villosa
e P. crinitus, variou ao longo do periodo de incubaglo, assim como também a
capacidade polimerizante/despolimerizante.

Em meio a estes dados discrepantes, estudos recentes demonstraram que a
atividade de lacase pode ser mais ampla do que se imaginava, uma vez que em
condigBes especiais esta enzima pode degradar tanto estruturas fenélicas, quanto
estruturas ndo fendlicas e que sua capacidade de polimerizagio pode ser reorintada no
sentido de despolimerizagho. Tal condigio envolve a presenca de substincias que
atuariam como mediadores da ag#o de lacase, tendo sido bem estudados os efeitos de
ABTS (22,23,84). Portanto, é possivel que em condi¢des naturais, a madeira contenha
ou o proprio fungo produza tais metabolitos mediadores. Desta maneira, em carater
especulativo, poderia ser proposto que o efluente contém tal espécie de substincia, o
que explicaria a aciio despolimerizante observada neste caso.

Por outro lado, estudos com lacase de 7. versicolor demonstraram que esta
enzima, na presenca de fendis, € capaz de oxidar Mn (i) para Mn(IIl), papel este
atnibuido também a Mn-peroxidase (9). Quelatos de Mn(Ill) com &nions como
malonato, lactato € oxalato séio fortes agentes oxidantes (116), capazes de oxidar uma
grande variedade de estruturas fenolicas, bem como degradar hgninas naturais,
sintéticas e cloroligninas contidas em efluentes de branqueamento de polpas (93,133).
Deve ser ressaltado que fendis e oxalato estio presentes nos efluentes estudados.

Em complementacgiio as consideragdes feitas até aqui, um ponto importante a
ser abordado € o possivel envolvimento de outras enzimas, diferentes das avaliadas ou
o efeito sinérgico entre os vérios sistemas enziméticos, o qual nos parece bastante
oportuno no presente estudo.

Neste sentido, um outro fator que provavelmente deve ter participagio efetiva
no processo de biodegradagio do efluente pelo fungo 7. villosa é a produgio de acido
oxalico. Diversos estudos demonstraram que os sistemas LiP/alcool veratrilico
(AV)/H;0; ¢ MnP/H,0,/Mn decompde acido oxalico (AQ) com a produgiio de CO, ¢
que lacase néo € capaz de produzir a mesma reagdo (1,151). A decomposico de 4cido
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oxilico ¢ atribuida a agfio do cation radical intermediario formado, a partir de AV, pela
reagdo catalisada por estas enzimas, segundo o mecanismo:

AV CO: + co‘ FeII H202
KK Cak
L|P oxalato co: Fell OH + OH

Figura 59, Representacio esquemstica das possiveis interrelagdes metabélicas entre LiP,
acido oxalico, dlcool veratrilico (AV), Fe (II) e (ITI) e espécies ativas de oxigénio.

Como pode ser observado, este mecanismo envolve a formag8o de espécies ativas de
oxigénio. Pelo fato de acido oxdlico reagir com o cation radical intermediario, este
metabdlito inibi as reagdes de degradagdo dos substratos naturais de lignina peroxidase
¢ a presen¢a de alcool veratrilico poderia ser uma maneira de remové-lo. Este efeito
parece ser caracteristico de dalcool wveratrilico desde que outras substincias
estruturaimente semelhantes ac mesmo, ndo apresentam tal comportamento (151). Por
outro lado, a presenga de estruturas fendlicas, tais como guaiacol, acido vanilico e
seringaldazina inibe a descarboxilagio de acido oxalico, ou seja estruturas fenélicas sio
substratos preferenciais de lignina peroxidase e fenoxiradicais n3o sfio capazes de
oxidar acido oxalico. Este fato explicaria a n#io atuagfio de lacase, nos moldes
observados para lignina peroxidase. Estes resultados indicam ainda que a eficiéncia da
oxidag#io de estruturas nfio fenodlicas por lignina peroxidase, na presenca de acido
oxdlico, ¢ bastante reduzida, o que indiretamente implica ou determina um aumento
acentuado de seletividade na degradagéo entre estruturas fenélicas € nio fendlicas. Um
esquema geral ilustrando os possiveis processos em que poderia participar o acido
oxélico € descrito abaixo (151):

HCOOH + CO- Produgiio de radicais

Descarbomlagﬁo'\ l:OOH / hidroxil ( Reagio de Fenton)

LinMnP oxalato
O, oxidase

2C0O; 2 CO, + HO,

Figura 73. Possiveis destinos metabélicos propostos para icide oxdlico.

Embora seja bastante dificil inferir quais as reais implicagbes destas varias
alternativas no caso especifico da degradagio do efluente pelo fungo 7. villosa, uma
constatagdio parece evidente: a presenga de concentra¢Bes varidveis de acido oxélico
durante o processo de biodegradagio do efluente poderia gerar comportamentos
alternantes ou seletivos, quadro este tipicamente observado no presente estudo.
Logicamente, o efeito da variagiio de pH ao longo do processo parece-nos ainda o
fator preponderante na explicagio deste comportamento.

A comparagio entre os sistemas enzimaticos dos dois fungos claramente nos
coloca duas questdes:
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1) Pequenas diferengas na composigio de atividades enzimaticas dos fungos podem
ser suficientes para produzir padroes de comportamentos diferentes, como os
observados para I. villosa e P. crinitus. Este resultado nfio ¢ tdio inesperado se
considerarmos que as transformagdes promovidas pelos fungos ¢ decorrente da aggo
de enzimas oxidativas tipo fenoloxidases. O mecanismo de aglio destas enzimas
envolve a formagdo inicial de cations radicais ou fenoxi radicais, os quais reagem,
subseqiientemente, através de uma série de reagdes ndo enzimiticas (21,70,93).
Portanto, o destino ou orientagdo a ser dado a estes processos depende das condi¢des
do meic. Este aspecto foi claramente evidenciado pelas diferengas observadas entre os
fungos, com relagdio a variago das suas capacidades despolimerizante/polimerizante,
como ja discutido anteriormente;

ii) A avaliagBo de atividade enzimatica extracelular simplesmente pelos métodos
quimicos empregados, nio ¢ suficiente para explicar todos os eventos ou
comportamentos observados para os fungos. Esta afirmagio se deve ao fato de que os
fungos basidiomicetos secretam as diversas enzimas na forma de isoenzimas, cuja
composi¢do ou proporgio relativa depende das condigdes do meio a que estes
organismos estdo submetidos (22,74,97,133). Para uma dada enzima, as diversas
formas isoenziméaticas podem apresentar caracteristicas distintas entre si, com relagdo a
parémetros como estabilidade, perfil de atividade relativo a pH, especificidade quanto
ao substrato, etc. Por exemplo, estudos realizados com o fungo T. wversicolor
demonstraram que este produz lacase na forma de trés isoenzimas, sendo que das trés,
apenas uma possui capacidade de despolimerizar lignina e as demais preferencialmente
polimerizam (101). Um outro fator importante, é o fato de que algumas enzimas sio
ligadas a parede celular (74,93) e portanto os valores de atividade extracelular,
medidos no caldo de cultura (ou no caso, no efluente) podem ser subestimados.
Reforgando ainda este ponto de vista, ha que se levar em consideragio que substincias
de baixa massa molecular podem ser, em boa proporgdo, metabolizados por reagdes
intracelutares (24,35).

Portanto, todos estes fatores apontados podem explicar as discrepncias e as
dificuldades encontradas na tarefa, nem sempre bem sucedida, de se correlacionar
atividade enzimatica extracelular com os efeitos em estudo.

5.4. Efeito indutivo na atividade enzimatica

Além dos dois fungos em estudo, 7. villosa e P. crinitus, um terceiro fungo foi
selecionado com base nas caracteristicas de descoloragio e produgdo de enzimas
extracelulares. Em outros estudos, ja havia sido caracterizado que o fungo Ganoderma
sp-70 apresenta um perfil de atividade enzimatica, qualitativamente, muito semelhante
ao dos dois fungos mencionados, porém produz baixos niveis de enzimas ligninoliticas
e a sua capacidade de descoloragéo do efluente €, portanto, mais limitada.

Com relagio ao possivel efeito indutivo sobre a produglio de enzimas
extracelulares pelos fungos, os resultados obtidos evidenciaram comportamentos
diferentes entre os varios fungos.

Para os fungos T. villosa e Ganoderma-sp70, concentragbes crescentes de
efluente induzem niveis mais elevados de atividade enzimatica (Figuras 33-38), para
concentrages acima de 5%. Até este valor o aumento de atividade foi discreto. O
fungo Parus crinitus parece ser uma excegdo (Figuras 38-41) a este comportamento,
desde que as atividades enzimaticas foram menores com o aumento de concentragio
de efluente. Este fato pode ser decorrente de uma regulagio diferente na produciio das
enzimas, neste caso, indicando que estas, possivelmente, também tenham
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caracteristicas cataliticas diferentes. As diferencas de padrio de biodegradagio
observadas entre P. crinitus e T. villosa, parecem confirmar, pelo menos parcialmente,
esta possibilidade. Por outro lado, tais resultados podem apenas ser indicativos de que
a resisténcia ou o metabolismo geral do fungo P. crinitus é mais negativamente afetado
pela presenga de algum metabolito existente no efluente do que para os outros dois
fungos.

Considerando-s¢ uma mesma enzima, para qualquer dos fungos em estudo, os
diferentes perfis das curvas a 7, 14 e 21 dias refletem as diferentes fases de crescimento
em que se encontra cada cultura. Assim, o fato de que durante as duas primeiras
semanas ocorreu um aumento no nivel das enzimas e em seguida observou-se o
decaimento das suas atividades, para Gamoderma sp-70, ou aproximadamente o
mesmo nivel, para P. crinitus, parece indicativo de que os fungos testados atingem um
estado estacionario de crescimento em torno de 14 a 20 dias. Os niveis mais baixos de
atividade enzimatica observados para tempos mais prolongados (pe 21 dias)
provavelmente se deve a intensa atividade proteolitica extracelular, induzida pela
caréncia de N micelial (66).

O possivel efeito indutivo do efluente nio atinge todas as enzimas com a
mesma intensidade. Assim o nivel de atividade de B-glicosidase parecer responder mais
discretamente a variagdes na concentracdio de efluente no meio. Porém o nivel de
peroxidases e lacases parece ser bastante afetado por tais variagBes, assim também a
concentragéo de proteinas totais.

A resisténcia do fungo T. villosa com relagio a concentragdes crescentes de
efluente, avaliada pelo crescimento micelial em meio sélido, demonstrou que
concentragdes mais elevadas, a partir de um certo valor, 15%, afetam o metabolismo
geral, reduzindo a taxa do seu crescimento. Este efeito é particularmente mais evidente
para culturas com valores de pH nos extremos da faixa estudada, ou seja a 3,5 € 9,0.
Para valores de pH 5,0 e 7,0 , este efeito é pouco pronunciado. Levando-se em
consideragéio que culturas em meio com concentracdes de efluente de 15%
apresentaram taxas de crescimento superiores as demais (0 e 45%), parece que a
presenga de efluente no meio de cultivo possui efeitos antagbnicos sobre o
metabolismo dos fungos, o qual parece ser dependente da concentragéo.

5. 5. Modificagbes UV espectrais do efluente durante tratamento com os fungos
basidiomicetos Panus crinitus e Trametes villosa,

Estudos com substincias ditas modelos e certas preparagdes de lignina tém
demonstrado que grupamentos hidroxilicos-fenélicos livres e eterificados contribuem
significativamente para o espectro de absorgfo-UV de hgmnas na regido de 230 a 320
nm, especialmente em torno de 280 nm (11,64).

Efluentes tipo E, sdo constituidos em grande parte por lignina de baixa massa
molecular, modificada quimicamente, além de uma grande variedade de derivados da
degradagio parcial da mesma (85,102). Carbohidratos, 4cidos orgnicos, cetonas, etc.
também fazem parte desta complexa mistura. Em fungiio de tal complexidade,
espectros UV tradicionais pouco ajudariam no estudo de possiveis modificagdes de
composigio do efluente durante o tratamento com os fungos, desde que a
interpretagio dos mesmos seria extremamente dificil. Neste sentido, levando-se em
consideragéo que um dos objetivos ¢ o de avaliar a degradagao de derivados de lignina,
especialmente estruturas fendlicas, substratos preferenciais de fenoloxidases
produzidas pelos fungos, optou-se pelo estudo de espectros-UV diferenciais obtidos
pela subtragiio do espectro a pH neutro do respectivo espectro a pH alcalino.
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Em solugdes de pH neutro, os espectros de absorgdo, tanto de grupamentos -
OH livres quanto de -OH eterificados, sio aproximadamente iguais. Porém em
solucdes alcalinas, devido a ionizagio dos grupamentos -OH livres e conseqiiente
produgdo de ions fenolatos, observa-se um aumento de absorgdo na regido
mencionada, . refletindo assim a maior absortividade molar da forma ionizada (64).
Considerando-se que nenhum outro grupamento existente nas diversas estruturas
contidas no efluente apresenta tal comportamento, o espectro diferencial da solugo
alcalina contra a solugio neutra (solugdo referéncia) de efluente representa tipicamente
a absor¢do dos grupamentos fenolicos ionizaveis, cujas caracteristicas especificas
dependem dos substituintes do anel aromatico (26,64).

No caso de lignina, o espectro assim obtido (Figura 54), caracteristicamente
apresentou uma curva com 2 Amix de absorgo, de 240 a 260 nm e outro de 290 a 310
nm, atribuidos entéo a absorgio de grupos fendlicos ionizaveis (11,26,64). Em adi¢do
a estas bandas, uma outra banda (ombro) pbde ser observada na regiio de 305 a 400
nm, a qual pode ser atribuida, também com base em estudos com substéancias modelos,
a absorg@io de grupamentos carbonilicos ou duplas ligacdes conjugados com grupos
fendlicos. Tais grupamentos carbonilicos possuem An, em tormo de 350 nm, em
solugdes alcalinas e A de 280 2 310 nm em solugdes de pH neutro. Em fungdo
portanto deste deslocamento de Anx provocado pela alteragio de pH, de neutro para
alcalino, € que se observa a absorgio em torno de 350 nm no espectro diferencial, bem
como uma contribui¢o para a absorgio 2 300 nm (11).

Diversos tipos de grupamentos carbonilicos podem ser responsiveis pela
absor¢do na regiio de 305 a 400 nm, sendo que, particularmente quatro tipos sdo os

mais freqiientes em preparagdes contendo lignina ou substdncias estruturaimente
relacionadas (11,178):

Amis, ()
G-CH=CH-CHO 400
R-0-4-G-CH=CH-CHO 340
G-CO-R 350
R-0-4-G-CO-R 310

Outra observagfo que emerge dos estudos com substincias ditas “modelo™ € a
de que guanto mais extensamente conjugados forem os grupamentos OH fendlicos,
maior sera o deslocamento de lmix na diregio de valores maiores ¢ menor a distincia
(em nm) entre os valores de maximo de absorgdo para as duas bandas observadas na
regido de 270 nm e 310 nm, respectivamente (11). Por outro lado, deve ser ressaltado
que os valores de A € as respectivas intensidades das bandas de absorgdo podem ser
bastante influenciados pela concentrag@io e grau de pureza das preparagSes de lignina.
- Assim por exemplo a presenga de vanilina e seringaldeido em tais preparagdes pode ser
evidenciada pelo acréscimo de absor¢@io na regido de 350 a 360 nm no espectro
diferencial.

O espectro diferencial do efluente tipo E1 ndo tratado com os fungos
apresentou bandas de absorgio maxima a 220, 272, 310-330 e 350-370 nom,
respectivamente. Embora qualitativamente se enquadre no perfil jao descrito
anteriormente para ligninas e substdncias modelo, tal espectro ndio apresentou
‘caracteristicas que sejam exatamente de uma determinada preparagio de lignina ou
substancia modelo estudada, desde que as duas bandas em torno de 250 nm e 300 nm,
tipicas destas preparacGes, nio foram observadas. Porém, a distincia entre as duas
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bandas a 220 e 272 nm foi de 52 nm, valor este semelhante aos valores observados
para estruturas fendlicas com anel aromatico di-substituido, como mostra a Tabela 5.
Tal comportamento se deve provavelmente ao fato de que na verdade, o efluente é
constituido por uma mistura de estruturas bastante complexa, cujas absorgdes
individuais podem se sobrepor ou nfio, resultando em um espectro final também
bastante complexo.

Neste sentido, os resultados do estudo do efluente utilizando-se extragdo com
solventes foi bastante elucidativo. Apos extragiio do efluente com acetato de etila, o
solvente foi evaporado e o residuo obtido, novamente redissolvido em H;0. O
espectro diferencial desta preparagdo apresentou uma banda de absorgio na regido de
220 nm e praticamente nenhuma absorbancia acima de 250 nm, Figura 57(a). O
efluente resultante, contendo a fragiio residual apds a extragdio, curiosamente
apresentou absor¢fio predominantemente acima de 300 nm, Figura 57(b). Estes
resultados sugerem que o espectro observado para o efluente total, parece ser uma
composicdo das absorghes decorrentes das varias fragSes de diferentes massas
moleculares existentes no mesmo. Levando-se em consideracdo que a extragio com
acetato de etila extraiu particularmente a fracio de componentes de baixa-MM
(determinado por HPLC de exclus#o), os resultados obtidos indicam que a fragiio de
mais alta massa molecular € que preferencialmente contém os grupamentos
responsaveis pela absor¢io acima de 300 nm, no espectro diferencial do efluente total.

Por outro lado, com base nos dados da Tabela 5, pode-se inferir que a absorgio
observada a comprimentos de onda superior a 310 nm pode ser atribuida a
grupamentos carbonilicos e/ou insaturagBes conjugadas com o anel aromatico de fenol.
Realmente, tal absor¢do foi reduzida em intensidade ou desapareceu totalmente
quando o efluente foi tratado com borohidreto de sédio, Figura 55. Acompanhando-se
a cinética de redugio do efluente, na presenca deste forte agente redutor, observou-se
que a reducdo de intensidade de absorgio em torno de 272 nm foi mais rapida do que a
310 nm, a qual foi mais rapida do que a redugio medida em tomo de 350-370 nm
(Figura 56). Estes resultados indicam que mais de um tipo de grupamento funcional foi
responsavel pelas absorgdes observadas no espectro diferencial do efluente, na regido
mencionada. Pelo perfil da curva de redugdo, os grupamentos responsiveis pela
absorglio a 272 e 220 nm parecem ser conjugados, desde que as suas taxas de reducio
foram iguais. Por outro lado, as redugbes de intensidade de absor¢dio nio foram
acompanhadas, de imediato, da elevagio de absorbancia a qualquer comprimento de
onda, nem verificou-se a presenga de ponto isobéstico, o qual poderia indicar a
interconversdo de espécies quimicas intermediarias. Apds 4 hs de reagdo, notou-se a
elevagio de absorbéncia a 272 nm e demais comprimentos de onda, com excegio a
220 nm, a qual poderia ser consequéncia da formagdio de grupamentos hidroxilicos
fendlicos (272 nm) durante a reagio de redugdo, possivelmente a partir de
grupamentos de quinona. No entanto, neste caso, o aumento observado deveria
ocorrer concomitantemente com o decréscimo de outras ou outra banda de absorg#o.
Portanto, tal efetto pode ter sido apenas decorrente da reoxidagio parcial dos
grupamentos originalmente existentes. Pelo fato de que a redugio com excesso de
borohidreto suprimin totalmente a absor¢io acima de 300 nm nos espectros
diferenciais, é evidente que grupamentos carboxilicos para-fenil-conjugados nio estio
presentes ou suas concentragdes sio extremamente baixas no efluente nfio tratado,
assim como também estruturas tipo fenil-fenil, as quais absorvem na regido de 340 nm.
Por outro lado, a observagéo de que a redugiio do efluente com borohidreto de sodio
promove a diminuicio apenas parcial da absorgio a 220 nm faz com que ndo seja
possivel descartar a presenca de carboxilas orto-fenil conjugadas.
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A agdio dos fungos promove mudangas estruturais significativas nos
componentes do efluente, claramente evidenciadas pelas alteragdes espectrais nas
amostras tratadas com os mesmos.

Espectros-UV diferenciais de efluentes tipo E; obtidos durante o periodo de
incubagdo com o fungo I. villosa (Figuras 58 e 59) revelaram que as modifica¢Ges
estruturais promovidas por este fungo podem ser divididas em varias etapas ;

1) No periodo inicial (0-48 hs), ocorre a formagio progressiva de um grupamento
conjugado com o anel aromitico, evidenciada pelo aumento acentuado de absorbancia
a 310 nm acompanhado do aumento discreto da absorbincia a 230 nm. No decorrer
deste processo a absor¢éo a 310 nm se desloca para 320 nm. Pelo fato de que tal
absorgio pode ser suprimida pela redugdo com borohidreto de sédio, o grupamento
intermediario formado deve ser tipo carbonilico. Neste caso, pelos dados disponiveis
n2 literatura e pelos dados da Tabela 5, as possiveis estruturas deste grupamento
seriam; a) do tipo Cg-aril conjugado com grupamento fendlico, formado
provavelmente em estruturas de alta massa molecular (26). A formacio deste tipo de
grupamento em reagdes de C.-oxidacdo catalisadas por fenoloxidases tem sido
extensamente descrita na literatura (93,171). Alguns autores tém argumentado que a
formacdo de C.-carbonilas, particularmente em estruturas poliméricas de lignina,
poderia contribuir para a modificagiio da complexidade estereoquimica das mesmas,
facilitando assim a sua despolimerizagdo (171). Por outro lado, tais estruturas
deveriam contribuir para o aumento de absorcio a 280 nm, nos espectros nio
diferencias, em confronto com a drastica redugfo observada para o processo de
biodegradagio (Figura 50) b) Grupamento Cp-fenil conjugado. Este tipo de estrutura
possui uma absortividade molar bem mais baixa do que grupamentos C.-aril
conjugados, 0 que tornaria modesta a sua contribuigio para a absorgio a 310 nm. ¢)
Ce-aril conjugados provenientes de carboxilas. Estes grupamentos possuem
absortividade molar inferior as respectivas estruturas provenientes de cetonas ou
aldeidos (26). Se reaimente formados, estes grupamentos poderiam contribuir para o
deslocamento da absor¢io do efluente de 280 nm para comprimentos de onda
menores, nos espectros ndo diferencias, fato este efetivamente observado. Tais
grupamentos poderiam ser formados a partir da oxidagio dos grupamentos hidroxilicos
de alcoois ou poderiam ser resultantes da clivagem de anéis aromaticos, processo este
que também contribuiria para a redugio de absor¢do a 280 nm;

ii) Numa fase intermediaria (48-72 hs) um “ombro” de absor¢io em torno de 362 nm
gue evoluiu concomitantemente com a banda a 310-320 nm, tornou-se claramente
separado da mesma e em seguida desapareceu (Figura 58). Este efeito pode ser
decorrente da formagio de um outro tipo grupamento cuja absorgdo esté parcialmente
sobreposta ou simplesmente refietir o desdobramento da banda original. Grupamentos
carbonilicos conjugados com anel aromatico tipo guaiacil ou siringil absorvem
fortemente nesta regifo, porém, neste caso, esta banda também ¢ acompanhada de
forte absorgio em torno de 240-250 nm (Tabela 4). Como nesta regido, nenhum
aumento de absorgio pdde ser detectado, provavelmente esta nfo € a origem da
absorgio a 362 nm. Por outro lado, estruturas tipo 3,4-dihidroxiacetofenona nio
apresentam absorgio na regido de 250 nm, porém, o fazem intensamente a 360 nm.
Também estruturas tipo quinonas poderiam ser responsaveis pela absorgic nesta
regido,

ii) Numa etapa final observou-se 0 desaparecimento da absor¢8o acima de 300 nm
com O concomitante aumento a 220 nm. Uma fraca banda de absor¢do em torno de
270 nm pode também ser observada. A reagdo de redugiio do efluente, tratado com o
fungo T. villosa, com borohidreto de sodio suprimiu a absorgio a 270 nm, mantendo
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inalterada a absorgiio a 220 nm. Este resultado pode significar a formagio de grupos
carboxilicos, caracterizado pelo deslocamento de Aaps para valores menores, abaixo de
250 nm, nos espectros diferenciais (Tabela 5).

O decréscimo de absorbancia a 280 nm, observado nos espectros-UV ndo
diferenciais, indica intensa degradacdio do conteddo de estruturas de carater aromatico,
provavelmente niio s6 em fungdo do desaparecimento de componentes de baixa-MM,
como também pela clivagem de anel aromatico em estruturas de mais alta massa
molecular. Os resultados do estudo da distribuicio de massas moleculares, como ja
discutido, suportam tais suposi¢des.

Para o fungo Panus crinitus, ndo podem ser feitas as mesmas considera¢des
gerais realizadas para o fungo Trametes villosa, sendo que a grande diferenca
observada € que, neste caso, nio foi detectada a formagio de grupamentos
carbonilicos intermediarios, os quais seriam evidenciados 2 310 nm ou comprimentos
de onda superiores. Diferentemente do observado para o fungo 7. villosa, nio ocorreu
aumento de absorbancia no espectro diferencial. Este resultado parece indicar que,

para P. crinitus, o mecanismo de degradagdo do efluente foi, pelo menos parcialmente
diferente do apresentado por T. villosa.

5.6. Estudos espectroscépicos - FTIR

Embora os estudos mecanisticos de biodegradagio do efluente tipo E; de
indastrias de papel e celulose, utilizando-se espectroscopia-UV, tenham revelado
detalhes importantes das modificacdes estruturais operantes no processo, o uso de
outras técnicas espectroscopicas se fez necessario. Isto em fungfio principalmente do
fato de que os espectros diferenciais-UV, utilizados neste caso, foram elucidativos
apenas das modificagbes ocorridas em tomo das estruturas de carater aromatico
(estruturas fenolicas) e portanto nic permitindo uma visio mais abrangente sobre
todas as estruturas contidas no efluente.

A utilizag#io de espectroscopia FTIR ( Fourier Transform Infra-Red ) tem sido
muito valiosa no estudo da estrutura da madeira e particularmente de lignina e seus
derivados (50,51). Desta maneira, com o objetivo de se avaliar as possiveis
modificagGes estruturais ocorridas durante a biodegradag@o do efluente E,, diversas
substancias modelo foram analisadas, utilizando-se espectros FTIR, cujas estruturas
estdo relacionadas com as estruturas basicas formadoras de lignina e outras
supostamente presentes no efluente tipo E;.

Os resultados obtidos e resumidos na Tabela 6 em complementagio aos
resultados descritos na literatura, indicaram que:

i) grupamentos carbonilicos ndo conjugados apresentaram banda de absorgiio acima
de 1700 cm™ e grupamentos conjugados o fizeram no intervalo de 1600-1700 cm™,
sendo que grupamentos carbonilicos p-fenil conjugados exibiram bandas com
frequéncias em torno de 1550-1660 em™( 77,78);

il) grupamentos carbonilicos de quinonas exibiram absor¢fio em torno de 1605-1635
cm” e grupamentos carboxilicos conjugados com anel aromético a 1670-1680 em’;

iii) A intensidade relativa das bandas na regiio de 1500 cm™, mais especificamente em
1590 e 1510 cm™, as quais sdo resultantes de estiramento de anéis aromaticos (51,
77,102,152), podem indicar o conteudo relativo de estruturas aromaticas contidas no
efluente;

iv) A regido espectral de 800-900 cm™ pode ser indicativa da posigio e natureza dos
substituintes no anel de estruturas aromaticas (77,78,152),
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Baseado nos dados e nas consideragBes acima, a andlise dos espectro FT-IR
das amostras de efluentes tratados com os fungos e nio tratado revelaram que:
i) O processo Kraft de polpagio e o processo de branqueamento alteram
significativamente a estrutura da lignina residual, resultado este jd exaustivamente
descrito na literatura (61,62,98,102);
1) O conteudo de estruturas aromaticas contidas no efluente sem tratamento ¢ baixo,
indicado pela auséncia das bandas de absor¢éo correspondentes na regifio de 1500 cm’

m) O espectro do efluente nfio tratado apresentou baixa resolug:ﬁo resultado este que
poderia ser atribuido a presenga de estruturas de mais alta massa molecular,
Adicionalmente, néio apresentou bandas na regido de 1420-1440 cm™ em contraste com
amostras de efluente tratados com o fungo 7. villosa (Figuras 64-66), as quais
exibiram bandas a 1420-1430 ¢cm™ e uma maior resolugio espectral. Desde que, tais
bandas podem ser resultantes do estiramento C-C do anel de estruturas arométicas,
combinadas com a deformacdo de C-H fora do plano do anel, estes resultados
poderiam ser indicativos de que as estruturas alifaticas foram mais rapidamente
degradadas pela acio do fungo que estruturas aromaticas. A maior resolucdo do
espectro de efluentes tratados poderia ser também um indicativo deste fato;

iv) A agdo degradativa do fungo 7. villosa sobre o efluente provocou alterages
quimicas importantes na estrutura dos grupamentos que originalmente apresentavam
bandas de absorgdo na regiio de 1631 cm’, no efluente sem tratamento. Como
consequiéneia a freqiéncia da referida banda de absorgio foi deslocada
progressivamente, ao longo do periodo de incubagio, para valores maiores, 1635 cm’
a 24 hs, 1646 cm™ a 48 hs e 1653 cm™ a 96 hs, além de que a intensidade relativa
destas bandas foram maiores. Os dados da Tabela 6 indicam que absor¢des nesta
regido correspondem a grupamentos carbonilicos conjugados. Realmente, este
resultado foi confirmado uma vez que todas as bandas mencionadas foram
parcialmente suprimidas pelo tratamento das respectivas amostras com borohidreto de
sodio, como agente redutor. Nestas condigdes, apenas uma banda de intensidade muito
pequena foi observada, a qual provavelmente foi decorrente da absorgio de
grupamento carboxilico, como indicado pelos dados da Tabela 6. Por outro lado, o
desiocamento da absorgdo para valores de freqiiéncia maiores, pode ser resultante da
diminui¢io no grau de conjugagéo do grupamento carbonilico, pela despolimerizagio
das estruturas envolvidas, ou, numa hipotese mais provavel, indica a formago de um
novo tipo de grupamento carbonilico. Neste sentido, os resultados dos estudos
espectroscopicos com UV indicaram que grupamentos carbonilicos aril-conjugados
devem ser incluidos neste grupo,

v) A banda de absorgio a 837 cm’, previamente existente no efluente sem
tratamento, desapareceu durante o periodo de incubagio com o fungo 7. villosa,
dando lugar a duas outras bandas de fraca intensidade a 817 e 867 cm’
respectivamente. Tal resultado pode indicar mudangas nas posigdes dos substituintes
das estruturas aromdticas, uma vez que estas absorges podem ser resultantes de
deformagSes de C-H em tais estruturas, sendo que as bandas a 860 ¢ 817 cm™ sdo
tlpxcas de C-H nas posigSes 2,5 e 6 de unidades guaiacil (50,77,78 ) e a banda a 860
em tipica de C-H nas posigdes 2 e 6 de unidades siringil;

vi) Cunosamente observou-se um aumento progressivo da intensidade da banda a
1326 cm”, durante o periodo de incubagdo do efluente com o fungo Trametes villosa
(Figuras 64-66) o que ndo ¢ observado para o fungo Panus crinitus (Figura 67). Este
resultado parece indicar uma certa seletividade quanto ao tipo de subestrutura a ser



102

degradada pelo sistema  ligninolitico do fungo T. villosa.

58.7. Consideragdes gerais sobre o0 mecanismo de biodegradaciio

Todos os resultados descritos até aqui séo de grande importéncia ndo s6 para
se entender e prever a degradabilidade de efluentes de industrias de papel ¢ celulose
como tambeém no aspecto conceptual de mecanismos de biodegradagio de materiais
ligninocelulosicos. Desta maneira torna-se importante entender tais resultados num
contexto mais amplo.

A anilise dos dados disponiveis na literatura com relagiio a degradacdo de
lignina, incluindo biodegradagdo por fungos, mostram que, de uma maneira geral,
ligninas tipo siringil sdo mais facilmente oxidadas do que ligninas tipo guaiacil tanto
“in vivo™(18,79,146,171) quanto in vifro (49,93,96,169). Em contrapartida, os dados
relativos a degradacdo de derivados de lignina em efluentes industriais, em que pese o
fato de serem escassos, parecem indicar uma tendéncia aparentemente oposta.

Bergbauer e Eggert (17) estudaram a degradagio de um efluente de
branqueamento de polpa tipo EOP (extragdo alcalina, oxigénio e peroxido de
hidrogénio) com os fungos Trametes versicolor e Stagonospora gigaspora. Nas
condigOes estudadas, estes fungos n#o produziram lignina peroxidase, porém
produziram lacase e peroxidases, sendo que para 7. versicolor a proporgio de lacase
produzida foi muito superior a de S. gigaspora. A anilise cromatografica dos
mondmero com estrutura fenolica, gerados pela oxidagéio do efluente com CuO (apds
tratamento com o fungo), revelou que a agio dos fungos sobre o efluente promoveu o
aumento da concentragdo de derivados contendo grupamentos carboxilicos com a
concomitante diminuigiio de derivados aldeidicos, para os trés grupos de precursores
de lignina, guaiacil, siringil e p-hidroxifenil. Porém, particularmente as estruturas tipo
guaiacil-fenolicas foram mais intensamente degradadas por ambos os fungos e
consequentemente houve um aumento da quantidade relativa de unidades siringil-
fenolicas nos efluentes, ao final do processo de degradagio. Estes resultados indicam
portanto, uma aparente seletividade dos sistemas ligninoliticos destes fungos quanto ao
tipo de subestrutura formadora de lignina a ser degradada.

Adicionalmente, estudos comparativos de degradabilidade de efluentes
provenientes de processos de polpagio com madeira dura (lignina siringil-guaiacil) e
madeira mole (lignina guaiacil) (53) demonstraram que efluentes contendo maior teor
de unidades siringil sio mais recalcitrantes, ou seja mais resistentes a biodegradacio.

Neste mesmo contexto, diversos estudos com substdncias quimicas ditas
“modelo™ de subestruturas de lignina mostraram que estruturas tipo siringil sdo
relativamente mais faceis de serem oxidadas do que as respectivas estruturas guaiacil
(80,93). Em que pese este fato, estudos realizados por Hammel e colaboradores (71)
corroboraram os resultados obtidos por Bergbauer ¢ Eggert para os efluentes
estudados (EOP). Embora nfio seja possivel extrapolar diretamente estes resultados
para efluentes de processos de branqueamento tipo CEDE ou OCED (como os do
presente estudo) pelo fato destes conterem derivados clorados de lignina ou na
verdade, como demonstraram os espectros FT-IR, produtos da alteragio quimica
drastica da mesma, ¢ perfeitamente factivel considerar que tais efluentes possam
apresentar um comportamento semelhante.

Por outro lado, os resultados obtidos por Rogalski e colaboradores {141) no
estudo com lacases produzidas pelos fungos Phlebia radiata e Coriolus versicolor
fornecem informagdes importantes que nos permitem, mesmo que de uma maneira
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indireta, abordar esta questio. Verificou-se que metoxihidroquinona (MHQ) ¢é
substrato de 1lacase e que 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona (DMBQ) inibe
consideravelmente a atividade desta enzima, sendo que concentragdes da ordem de 10
PM sido suficientes para provocar um efeito de inibigio da atividade enzimatica da
ordem de 50 %. Diversos estudos mostram que DMBQ pode ser produzido durante a
degradagdo de acido siringico por lacase no intervalo de pH de 3,0-8,0 (15,93,164).

Na tentativa de relacionar tais resultados com os obtidos no presente estudo,
as seguintes consideragdes podem ser feitas:

i} Os dados obtidos do estudo da biodegradagio do efluente utilizando-se
espectroscopia-UV indicaram que quinonas provavelmente foram formadas durante
este processo, particularmente quando a biodegradaglo foi realizada pelo fungo T
villosa. Também tornou-se evidente a partir deste estudo que;, se efetivamente
formadas, tais espécies quimicas devem ter alcangado suas concentra¢des méaximas no
tempo de incubagdo de 48 h.

ii) Neste mesmo periodo, a atividade enzimatica de lacase extracelular, produzida pelo
fungo I. villosa, também atingiu seu valor maximo, para em seguida decrescer
acentuadamente.

iti) Em contrapartida, os resultados obtidos para o fungo P. crinitus evidenciaram um
comportamente diferente, que nfio inclui a formagio de grupamentos carbonilicos
intermedidrios ou se formados, o foram numa taxa bem menor. Este fato, se
considerado na mesma linha de raciocinio desenvolvida para o fungo 7. villosa, implica
na ndo formaglio de quinonas, ou espécies relacionadas, na mesma propor¢éo que para
este Ultimo. Em complementagio, a taxa de atividade enzimatica de lacase para o
fungo P. crinitus manteve-se elevada por um tempo mais prolongado.

iv) Comparando-se as curvas de distribuigdo de massas moleculares dos componentes
do efluente, para ambos os tratamentos, observou-se que embora o fungo 7. villosa
tenha sido mais eficiente com relagio a velocidade de biodegradacio do efluente nas
primeiras 48 h, o aparecimento de uma fragdo em particular, com caracteristica
recalcitrante, foi mais evidente para este fungo do que para P. crinitus.

Com base nas considerag0es feitas acima, é possivel supor que, no caso de 7.
villosa, ocorren a formagio de intermediarios toxicos ou inibidores, via rea¢des
catalisadas por lacase, € que a subsequente degradagdo dos mesmos tenha sido
comprometida, determinando assim que estes intermediarios se acumulassem. Tais
compostos deveriam ter estruturas derivadas de unidades siringil, 0 que explicaria o
comportamento observado nos espectros FT-IR para este fungo. Estas consideragdes
também explicariam o comportamento diferente apresentado pelo fungo P. crinitus.

Reagdes de polimerizagiio poderiam ser um dos mecanismos degradagio destes
intermediarios, desde que ¢é fato bem conhecido que quinonas sofrem facilmente
reagles de polimerizagio (37). O fungo P. crinitus demonstrou um grau de
polimerizagio bem maior.

Embora esta consideragBes possam parecer contraditdrias uma vez que os dois
fungos séo bons produtores de lacase, alguns estudos demonstraram {15) que mesmo
entre fungos produtores de lacase e lignina peroxidase, 0 destino metabélico de acido
siringico pode ser diferenciado, podendo ocorrer tanto polimerizagio quanto
degradag@io via clivagem de anel. O mesmo estudo demonstrou ainda que com acido
vanilico e outras substancias estruturalmente relacionadas como alcool veratrilico e
acido galico a reatividade € bem menor tanto para reagio de polimerizagio, como para
qualquer outra reagio. Ou seja, pode ocorrer diferengas na capacidade de
polimerizagio pelos fungos, dependendo do tipo de unidade a ser metabolizada, siringil
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ou guaiacil. Estes dados poderiam explicar as diferengas na seletividade de estruturas
degradadas, aparentemente observadas.

Por outro lado, a presenga ou atuagiio de uma outra enzima, como por exemplo
CDH, celobiose desidrogenase, ou CBQ, celobiose quinona-oxirredutase, conhecidas
pela capacidade de reduzr quinonas (3,6), também poderia ser uma hipdtese vidvel.
Estudos recentes (6) mostram que a redugic de Fe (II) a Fe (II) catalisada pela
enzima celobiose desidrogenase (CDH) e a subsequente reoxidagio a Fe (IH) na
presenga de peroxido de hidrogénio ¢ afetada pela presenga de lignina, porém,
dependendo da natureza ou tipo de lignina, guaiacil ou siringil, os efeitos observados
sio diferentes. Concentragbes crescentes de lignina tipo guaiacil acarretam uma
inibigdio proporcional da atividade redutora de CDH sobre Fe(Ill), na presenca de
peroxido de hidrogénio, contrariamente ao efeito de lignina tipo siringil-guaiacil, a qual
nio afeta a atividlade da enzima Tais estudos (6) demostraram também que
metoxibenzoquinona (MBQ) € rapidamente reduzida para metoxihidroquinona pelo

sistema celobiose/CDH, porém 2,6dimetoxi-1,4- benzoquinona é apenas lentamente
reduzida.

5.8. Caracterizaciio de produtos.

A distribuicio de pesos moleculares demonstrou ou confirmou a natureza
heterogénea dos componentes do efluente. Isto se deve ao fato do mesmo conter
outras substincias além de derivados lignina, tais como extrativos da madeira, além do
que lignina por si s4, apresenta esta caracteristica, desde que nfo é um “polimero”
homogéneo.

Como descritc em Materiais € Métodos, as amostras de efluentes tratados e
ndo tratados foram analisadas por HPLC, utilizando-se uma coluna de fase reversa.
Nas condigdes empregadas foram analisados os componentes de baixa-massa
molecular (MM<1000 Da).

Os resuitados obtidos indicaram que a substincia com tempo de retengio de
2,3 minutos foi o principal substrato na agéio do fungo 7. villosa, sendo que sua
concentragao foi reduzida em 73 % durante o periodo de 96 hs de incubagio. Tal
substdncia nao foi identificada, mesmo pela analise por CG-MS. Por outro lado, a
substéncia com tempo de retengfio de 1,9 min., a qual foi identificada como sendo
acido pimarico (123), uma resina 4cida, nfo sofreu a aglo do sistema enzimatico do
fungo. '

A area total medida no cromatograma obtido por HPLC de fase reversa,
utilizando-se um detetor-UV a 280 nm, decresceu 47 % no periodo de 96 hs de
incubagdo. Se levarmos em consideragio que a area total medida por HPLC de
exclusdo, também a 280 nm, a qual inclui todas as fragdes, decresceu 68 % no mesmo
periodo, os resultados sugerem que a destrui¢iio dos cromoforos das fragbes de alta
massa-molecular que absorvem no UV foi significativa. Neste caso, a clivagem de
anéis de estruturas aromaticas deve ser um processe importante.
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6. CONCLUSOES FINAIS

6.1. Trametes villosa e Panus crinitus foram escolhidos para um estudo sistematico
com base na boa eficiéncia demonstrada na degradacio de efluentes tipo E;, da fase de
branqueamento de polpas celuldsicas. Tais fungos removeram 75-80 % da cor inicial,
no periodo de 30-48 hs de incubaglo e 65-75 %, em 72 hs, respectivamente.

6.2. Concomitantemente ao processo de descoloragéo, os fungos também promoveram
intensa degradac@io dos componentes do efluente, particularmente de fenois, derivados
de lignina. A degradagio destas substincias foi monitorada tanto por métodos
quimicos, quanto por métodos espectroscopicos, sendo que ambos os fungos foram

capazes de degradar todas as fragbes, de alta, média e baixa massas moleculares,
contidas no efluente.

6.3. O aumento relativo de sinais que indicam caracteristicas de estruturas arométicas,
bandas na regifio de 1400 cm™ e 835,816 ¢ 880 cm™ nos espectros IR, ao longo do
processo de biodegradacgdo, parece sugerir que as porgdes alifaticas das subestruturas

contidas no efluente s3o mais rapidamente degradadas do que as por¢Bes contendo as
subestruturas aromaticas.

6.4. Os fungos exibiram grande similaridade com relagio ao perfil do sistema
enzimatico extracelular, sendo que ambos produziram niveis elevados de lacase,
moderados de lignina peroxidase, beta-glicosidase ¢ peroxidases totais. Por outro lado,
ndo produziram MnP. A producdo das enzimas extracelulares, para cada um dos
fungos, parece estar sob diferentes mecanismos de regulagio, uma vez que o efeito
indutivo do proprio efluente sobre o nivel das enzimas mostrou diferengas entre os
mesmos. O sistema ligninolitico de P. crinitus respondeu negativamente ao aumento da

concentragio de efluente, contrariamente ao observado para o fungo 7. villosa, cujo
efeito foi realmente indutivo.

6.5. Embora os perfis enzimaticos para ambos os fungos tenham sido similares, a
analise dos mecanismos individuais de degradagio do efluente evidenciou algumas
diferengas significativas. Assim, o fungo T. villosa gerou estruturas quimicas
intermediarias, como por exemplo grupamentos carbonilicos, ndo observadas para o
fungo P. crinitus. O perfil de distribuigiio de massas moleculares ac longo do periodo
de incubagZo também foi diferente, sendo que as reagdes de polimerizagio foram mais
pronunciadas para o fungo P. crinitus.

6.6. Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram que, contrariamente ao
conceito dominante de que MnP € essencial para a descoloragdo e degradagio de
estruturas de alta massa molecular, contidas em efluentes de induastrias de papel ¢
celulose, lacase pode também realizar tal tarefa, podendo assim ser utilizada em
processos biotecnologicos. Portanto, neste aspecto, os dois fungos avaliados

mostraram um grande potencial, sendo que estudos utilizando biorreatores em escala
maior, ja estio sendo realizados.

6.7. A utilizacdo de fungos basidiomicetos no tratamento de efluentes ¢ limitada pela
necessidade de se ter a suplementagio da fonte de carbono para um crescimento
micelial rapido, desde que o efluente por si s6 nio representa um meio de crescimento
com as caracteristicas ideais para tanto, embora os fungos possam crescer nos




106

mesmos, mesmo que lentamente. Portanto, o tratamento de efluentes com fungos nio
deveria ser encarado como um tratamento alternativo que substituiria os tratamentos

convencionais, mas sim como um tratamento complementar que poderia ser utilizado
em combinagdo com estes.

6.8. A descoloracdo de efluentes de indistrias de papel e celulose pode ser utilizada

como um bom parimetro para se realizar a selecdio de fungos bons produtores de
enzimas ligninoliticas.

6.9. A natureza oxidativa do processo de biodegradagio de efluente pode ser
verificada pelo aumento do conteiddo de grupamentos carboxilicos e carbonilicos,
verificado tanto por UV, quanto por IR. Uma via possivel de formag3o de
grupamentos o-carbonilicos arilconjugados € a oxidagdo de c-hidroxiacidos ou o-

alcoois aromaticos de baixo peso molecular, provenientes da degradag¢do parcial de
estruturas de alta massa molecular
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