TRATAMENTO DE EFLUENTE KRAFT EM LAGOA AERADA

FACULTATIVA EMPREGANDO ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS
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RESUMO

O objetivo foi avaliar o processo de tratamento de efluente
Kraft em lagoas facultativas na presenga de enzimas ligninoli-
ticas lacase. Foi empregado delineamento experimental para
determinar os efeitos do pH, temperatura e quantidade de en-
zima lacase comercial. Também foi estudado o desempenho da
mesma enzima em condi¢oes ambientais, em lagoas facultativas,
em escala de bancada, por 60 dias. Com base nos resultados
obtidos com o delineamento fatorial, pode-se concluir que o uso
de enzimas lacase, em condi¢oes otimizadas pelo desenho expe-
rimental, mostrou influéncia positiva na remog¢do de lignina, cor
e area espectral, sendo mais eficiente na propor¢do de 50ppm,

pH 4 e temperatura de 37°C. Diferente do esperado, o efeito do
uso da lacase na remogdo de compostos fenolicos ndo foi con-
siderado significativo pelo teste ANOVA, o que refor¢a a com-
plexidade dos processos enzimdaticos, envolvendo condi¢oes de
pH, temperatura e caracteristicas do substrato. Os resultados do
experimento em fluxo continuo mostraram que a lagoa aerada
facultativa assistida com enzimas lacase, removeu 86, 52, 20 e
30% de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda qui-
mica de oxigénio (DQO), cor e compostos ligninicos, respectiva-
mente. Mas estes valores ndo foram estatisticamente diferentes
daqueles obtidos na auséncia das enzimas.

Introducio

A industria de papel e celu-
lose ¢é caracterizada pelo alto
consumo de dgua em seus
processos (35-50m3 de agua
por tonelada de madeira seca)
gerando efluentes liquidos
com elevado potencial de con-
tamina¢do ambiental (CNI,
2013). Apesar dos avangos
para minimizar os impactos
ambientais, esse setor ainda
enfrenta desafios para melho-
rar sua gestdo de poluentes,
considerando requisitos legais
dos orgdos ambientais compe-
tentes (IPPC, 2013).

O processo Kraft ¢ o mais em-
pregado para a producdo de
polpa em todo o mundo
(IPPC, 2013). Varios estudos
tém indicado que esse proces-
so gera efluente com altas
concentragdes de matéria or-
ganica, cor, compostos de des-
regulacdo enddcrina e compos-

tos fendlicos de alto peso mo-
lecular, que se langados sem
o devido tratamento, causam
impacto significativo no am-
biente aquatico (Hewitt et al.,
2008; Costigan et al., 2012).
No Brasil, o tratamento mais
difundido para este efluente
sdo os sistemas biologicos, em
especial as lagoas aeradas fa-
cultativas, pelo bom rendimen-
to e facilidade de operagao.
Este tipo de tratamento ¢é efi-
ciente na remoc¢do da matéria
organica biodegradavel (remo-
vendo facilmente mais de 90%
da demanda bioquimica de
oxigénio), entretanto alguns con-
taminantes do efluente Kraft,
como os compostos ligninicos
e seus derivados, persistem
devido a sua recalcitrancia,
atribuindo cor e toxicidade ao
efluente mesmo apos o trata-
mento (Xavier et al., 2011).
As opgdes de tratamento pa-
ra a reducdo de cor, toxicida-

de e compostos recalcitrantes
presentes no efluente, vao des-
de processos fisico-quimicos,
adsorcdo, oxidacdo avangada,
precipitagdo e filtragcdo por
membrana, mas esses métodos
sdo caros e a sua inclusdo em
plantas antigas, esbarra em li-
mitagdes econdmicas que mui-
tas vezes inviabilizam sua
aplicagdo (Orrego et al., 2010,
Kamali e Khodaparast, 2015).

No esfor¢o para encontrar
tecnologias de recursos menos
extensivos, processos de
transformagdo catalisada por
enzimas tem sido cada vez
mais exploradas ao longo dos
anos (Bom e Ferrara, 2008;
Strong e Claus, 2011). A asso-
ciacdo de processos enzimati-
cos com sistemas de lagoas
aeradas facultativas (LAF) ¢
uma alternativa que nao im-
plica em grandes mudancgas
nas plantas mais antigas de
tratamento bioldgico, € o cus-

to do tratamento enzimatico,
em geral, depende apenas do
custo da enzima (Ibrahim
et al., 2001).

Desde a década de 1980, a
partir da aplicacao de fungos
Basidiomycetes (causadores de
podriddo branca) como alter-
nativa na descoloragdo de
efluentes e degradacdo de com-
postos xenobidticos (Klibanov
e Morris, 1981), diversos estu-
dos relatam o uso de enzimas
ligninoliticas em forma solu-
vel no tratamento de efluentes
papel e celulose (Galliker
et al., 2010; Mohapatra et al.,
2010; Husain e Qayyum, 2013).

Um grupo de enzimas que
recebem atencdo especial no
setor de papel e celulose ¢ o
das lacases, com aplicagdes
tanto na tecnologia de bran-
queamento, devido ao seu pa-
pel na degradagdo da lignina
(Borges et al., 2010), como no
tratamento de efluentes, pelo
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TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES KRAFT EN ESTANQUE AIREADO CON ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS
Eliane Pereira Machado, Claudia Regina Xavier y Gustavo Henrique Couto

RESUMEN

El objetivo fue evaluar el proceso de tratamiento de efluen-
tes de celulosa Kraft en una laguna aireada facultativa con
presencia de enzimas ligninoliticas (lacasa). El diseiio expe-
rimental consistio en determinar los efectos del pH, la tempe-
ratura y la cantidad de enzima ligninolitica comercial. Ade-
mas, se estudio el rendimiento de la enzima en condiciones
ambientales para las lagunas facultativas a escala de labo-
ratorio durante 60 dias. Los resultados obtenidos median-
te el diseiio factorial muestran que el uso de enzima lacasa
en condiciones optimizadas por el diseiio experimental, tuvo

una influencia positiva en la eliminacion de lignina, color y
el area espectral, siendo mas eficiente en la proporcion de
50ppm, pH 4 y temperatura 37°C. El uso de lacasa en la eli-
minacion de compuestos fenolicos no mostro diferencias sig-
nificativas a través del test ANOVA. Los resultados muestran
que el tratamiento por laguna aireada facultativa con enzi-
mas lacasa, elimino 86, 52, 20 y 30% de DBO, DQO, color
y compuestos ligninicos, respectivamente, sin embargo, estos
valores no fueron estadisticamente diferentes de los obtenidos
en ausencia de enzimas.

KRAFT WASTEWATER TREATMENT IN AERATED LAGOON USING LIGNOCELLULOLYTIC ENZYMES
Eliane Pereira Machado, Claudia Regina Xavier and Gustavo Henrique Couto

SUMMARY

The objective was to evaluate the Kraft effluent treatment
process in facultative lagoons in the presence of ligninolyt-
ic enzymes (laccase). Furthermore, an experimental design to
determine the effects of pH, temperature and amount of com-
mercial ligninolytic enzyme was used. Moreover, the perfor-
mance of the same enzyme under environmental conditions of
facultative lagoons at bench scale was studied for 60 days.
According to the results obtained in a factorial design it can
be concluded that the use of laccase enzyme, under condi-
tions optimized by experimental design, showed a positive in-
fluence on lignin removal, color and spectral area, the most

efficient conditions being 50ppm, pH 4 and temperature 37°C.
The effect of the use of laccase in the removal of phenolic
compounds was not considered significant by an ANOVA test,
thus increasing the complexity of enzymatic processes, in-
volving conditions of pH, temperature and substrate. The re-
sults of the continuous flow experiment show that the facul-
tative aerated lagoon assisted with laccase enzymes removed
86, 52, 20 and 30% of BOD, COD, color and lignocellulosic
compounds, respectively, even though these values were not
statistically different from those obtained in the absence of
enzymes.

seu potencial de destoxificacao
de poluentes fendlicos (Ku-
maran et al., 1997, Kunamneni
et al., 2007; Madhavi e Lele,
2009; Janusz et al., 2013, Zeng
et al., 2013; Pacheco e Soares,
2014; Kiies, 2015).

A lacase pertence ao grande
grupo das polifenoloxidase,
enzimas com ions de cobre que
catalisam a oxidagao de com-
postos mono, di e polifenois,
aminofenois, metoxifenois ¢
aminas aromaticas. A reagao
de oxidagdo catalisada por es-
tas enzimas ocorre com a ex-
tracdo de um elétron de um
substrato fenolico gerando um
radical fenoxila. Estes atuam
em reacdes nao cataliticas
como acoplamento de radicais,
que podem ser despolimeriza-
dos ou serem levados a repoli-
merizacao (Hatakka, 1994).

Embora tenham sido publica-
dos muitos trabalhos envolven-
do a aplicac@o de lacase na bio-
degradacdo de compostos feno-

licos individuais, em sistemas
batelada, sdo poucos os estudos
que descrevem a aplicagdo destas
enzimas na bioconversao de com-
postos ligninicos em sistemas de
fluxo continuo, usando uma ma-
triz de efluente, no sentido de
aproximar esta técnica para apli-
cagdes em escala real (Skoronski
et al., 2014; Kiies, 2015).

Dentro deste contexto, 0 ob-
jetivo foi avaliar o processo de
tratamento de efluente Kraft
em LAF na presenca de enzi-
mas ligninoliticas (lacase). Foi
empregado delineamento expe-
rimental para determinar os
efeitos do pH, temperatura e
quantidade de enzima lignino-
litica comercial. Também foi
estudado o desempenho desta
em condigdes ambientais, em
lagoas facultativas, em escala
de bancada, por 60 dias, com
carga organica volumétrica
(COV) de 0,2kg DQO m-/dia,
sendo esta a COV média utili-
zada no tratamento realizado
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pela industria que forneceu o
efluente.

Metodologia

O efluente industrial utiliza-
do neste estudo foi obtido de
uma industria de papel e celulo-
se localizada na regido metro-
politana de Curitiba - PR, Bra-
sil. A industria produz celulose
Kraft ndo branqueada e possui
sistema de tratamento biologico
composto de lagoa de decanta-
¢ao, lagoa aerada facultativa e
lagoa de maturacgdo. O efluente
foi coletado na entrada do siste-
ma de lagoas de estabilizagio,
transportado em galdes de 10
litros, e preservado a 4°C, na
auséncia de luz (ABNT, 1987).

As caracteristicas do efluente
foram determinadas por meio
de analises dos parametros de
demanda quimica de oxigénio
(DQO), demanda bioquimica de
oxigénio (DBOs, ,,), compostos
fendlicos totais (CFT), compos-

tos ligninicos (CL), area espec-
tral (AE) e cor, em amostras
filtradas com filtro de nitroce-
lulose com porosidade de 45um.
Também foi feita leitura de pH
(pHmetro CienlaB mPA-210) e
turbidez ap6s sedimentacdo de
30s (Turbidimetro Policontrol -
AP2000), e ainda solidos sus-
pensos totais (SST) e solidos
suspensos volateis (SSV). O
parametro da area espectral foi
obtido mediante dados de varre-
dura da absorbancia de 200 a
800nm, lidos em espectrofoto-
metro UV-vis (Cary-win50), e
posteriormente aplicados no
software Origin para calculo da
integral da curva obtida. Todas
as analises foram realizadas em
triplicata. (APHA, 2005; Cecen,
2003; Salvador et al., 2012).

Delineamento experimental
O delineamento experimental

utilizado foi o fatorial 23, com
ponto central, resultando em
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nove condigdes experimentais,
realizadas em triplicata. As
variaveis independentes foram:
pH, temperatura e quantidade
de enzima. Os niveis maximos
e minimos utilizados para cada
variavel sdo mostrados na
Tabela 1.

A enzima utilizada foi a la-
case (fornecida pela empresa
Novozymes Latin America
Ltda), com atividade de 39 +2
U/ul, comprovada pelo método
de oxidagdo do 2,2-azinobis-3-
-etilbenzotiazole-6-sulfonato
(ABTS) proposto por Hou et al.
(2004). Sendo uma unidade
enzimatica (U) a quantidade de
enzima livre ou imobilizada
necessaria para oxidar ImM da
ABTS por minuto. Os niveis de
dosagem utilizados no desenho
experimental foram de 0,5 até
Ippm, de acordo com as reco-
mendacdo do fabricante.

O experimento foi realizado
em batelada, sob condig¢des de
temperatura controlada em in-
cubadora (modelo BOD SL200/
034) e oxigenagdo >5mg O,/1
por meio de compressor de ar
(modelo Boyu - U 3800). A
COV utilizada foi de 0,2kg
DQO m“/dia (carga média em-
pregada na indudstria de origem
do efluente), usando um volu-
me de 250ml, em Erlenmeyers
de 500ml, com um tempo de
detencdo hidraulica (TDH) de
trés dias, para um efluente de
595 +2,5mg DQO/I. Foi adicio-
nado no efluente da industria
uma soluc¢do contendo NH,Cl e
K,HPO,, afim de se obter a
proporgdo de 100:5:1, para a
DBO:N:P, indicada para trata-
mento biolégico de efluente
Kraft (Diez et al., 2002). Para
a inoculag¢do, utilizou-se bio-
massa proveniente do fundo da
LAF da industria para uma
concentragdo de 0,002g SSV/I,
em cada experimento.

Os parametros de resposta
utilizados foram remogdes de

DQO, cor, compostos lignini-
cos (CL), compostos fenolicos
totais (CFTs), area espectral
(AE) e turbidez, analisados
seguindo a mesma metodologia
usada na caracteriza¢do das
amostras da induastria. A anali-
se estatistica dos resultados
com o teste de Kolmogorov-
Smirnov serviu para avaliar a
normalidade da distribuicdo
dos dados. As diferengas foram
testadas através da analise de
variancia ANOVA. A associa-
¢ao linear das variaveis foi ava-
liada pelo teste de correlagdo
de Pearson. Valores de p<0,05
foram considerados estatistica-
mente significativos. Todos os
dados foram analisados utili-
zando o programa Statistica
10.0 (Stat soft Inc. USA).

Experimento com lagoas
aeradas facultativas (LAF) em
fluxo continuo

Foram usadas dois lagoas em
escala de bancada, ambas em
material acrilico transparente e
com volume util de 1 litro
(Figura 1). A alimentagdo deu-
-se por meio de bombas peris-
talticas (Milan - Mod. BP 600)
¢ a aeragdo por compressores
de ar. Durante todo o experi-
mento manteve-se a oxigenagao
>5mg O,/l. Assim como no
experimento fatorial, foi adicio-
nado no efluente da industria
uma soluc¢do contendo NH,Cl e
K,HPO,, afim de se obter a
proporgao de 100:5:1, para a
DBO:N:P (Diez et al., 2002). O
pH do efluente foi corrigido
para 7,0; neutralizando-o antes
da entrada nas LAFs. Em rela-
¢do a carga organica volumétri-
ca (COV), esta foi mantida
variando o tempo de detencao
hidraulica (TDH), levando em
conta a COV prevista (0,2kg
DQO m=/dia) e a concentragdo
de matéria orgénica do efluen-
te. Utilizou-se biomassa prove-

TABELA 1
FATORES E RESPECTIVOS NIVEIS AVALIADOS NO
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Fatores

Nivel minimo Ponto central

Nivel maximo

©) ©) @)

Temperatura (°C) 15 25 37

pH 4 7 8

Enzima (ppm) 0 50 100
592

niente do fundo da LAF da
industria para inoculacdo das
lagoas (controle ¢ com enzi-
mas), para uma concentragao
de 2g SSV/1 em cada uma de-
las. Durante o funcionamento
do sistema aplicou-se, diaria-
mente, S0ppm de solugdo con-
centrada de enzimas lacase em
uma das lagoas. Considerando
a vazao diaria de entrada de
efluente igual a 250ml, a LAF
com enzimas trabalhou com
~1,75 U de lacase enquanto a
outra lagoa foi usada como
sistema de controle. Os valores
de oxigénio dissolvido, tempe-
ratura ¢ pH foram medidos
diariamente para auxilia no
controle do processo.

Para calcular a eficiéncia das
lagoas, foram realizadas anali-
ses duas vezes por semana de
DQO, DBO; ,, cor, compostos
ligninicos (CL), compostos fe-
nolicos totais (CFT), area es-
pectral (AE) e turbidez, se-
guindo a mesma metodologia
de caracterizacdo do efluente.
Também foram realizadas ana-
lises de sélidos suspensos to-
tais (SST), solidos suspensos
volateis (SSV) e soélidos sedi-
mentaveis (SSed), para quanti-
ficacdo da biomassa produzida

durante o funcionamento das
LAFs, e obtengdo do indice
volumétrico de lodo (IVL).

Resultados e Discussao

A Tabela IT mostra os valo-
res obtidos para os parametros
de caracterizagdo das amostras
do efluente industrial usado no
experimento. O resultado mos-
trado ¢ a média de trés coletas,
acompanhado do desvio padrao
associado. Como pode ser visto
na tabela, o efluente usado no
estudo ¢ predominantemente
alcalino, (vestigio da polpagao
com sulfeto e hidroxido) e
também apresenta uma relagdo
DBO/DQO >0,25, o que viabi-
liza o tratamento biologico,
entretanto possui altos niveis
de compostos ligninicos e fe-
nolicos, além da cor. De acor-
do com Whiteley e Lee (2006),
processos biologicos convencio-
nais apresentam baixa eficién-
cia quando aplicados para a
remediagdo de compostos feno-
licos em concentragdes acima
de 100mg-1"!, devido a elevada
toxicidade conferida por esses
compostos; por esse motivo ha
necessidade de testar alternati-
vas. Durante os experimento,
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Figura 1. Esquema das lagoas aeradas facultativas (LAF) usadas no estudo.

TABELA 11
CARACTERIZACAO DO EFLUENTE KRAFT

Parametros Efluente usado no estudo Literatura*
DQO (mg-17) 655,57 +£215,80 770,9 - 2367,9
DBOs,, (mg1?) 214,93 +41,43 155,9 - 564,5
DBO/DQO 0,34 +£0,05 0,20 - 0,34
CFC (UV215) (mg1?) 255,14 +£69,88 234,5 - 831,3
Cor (VIS440) (1xlcm) 0,52 +0,12 0,40 - 0,89
CL UV280 (1xlcm) 4,26 £1,59 0,67 - 5,45
pH 8,64 £0,28 3,2 -11,3

* Faixa que engloba valores de caracterizacdo encontrados nos trabalhos
de Villamar et al. (2009), Lagos et al. (2009), Chamorro et al. (2010) e

Xavier et al. (2011).
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utilizou-se do efluente com
suas caracteristicas naturais,
com o intuito de simular uma
situacdo real de tratamento
desse efluente no ambiente
industrial.

A Tabela III mostra as res-
postas obtidas para cada uma
das nove condigdes experimen-
tais do planejamento fatorial. O
resultado mostrado ¢ a média
das triplicatas do experimento
e das analises, acompanhada
do desvio padrao associado.
Como pode ser visto nessa ta-
bela, o maior valor de remog¢ao
da DQO e compostos fendlicos
totais, foi obtido no Exp. 8,
com 37°C, pH 4 e sem adicdo
de enzima. Os compostos lig-
ninicos (CL) e a area espectral
também sofreram remogdo sig-
nificativa nessa condi¢do, en-
tretanto a melhor remocao dos
CL se deu no Exp. 3, com
15°C, pH 4 e aplicagao de
100ppm de enzima. Ja a cor,
foi o inico pardmetro que so-
freu a melhor remocgao durante
o experimento 4 (15°C, pH 4 ¢
sem enzima) em contrapartida,
nesta mesma condi¢do houve
um aumento de mais de 100%
na turbidez do efluente. Para
melhor compreensdo dos resul-
tados aplicou-se uma analise
estatistica para avaliar a corre-
lagdo das variaveis e indicar
um modelo de projecdo para
condigdes intermediarias as
estudadas.

A Figura 2 mostra os grafi-
cos de contorno desenhados
pelo modelo estatistico que
melhor se ajustou ao conjunto
de dados obtidos do planeja-
mento experimental. No grafi-
co de contornos pode se obser-
var os valores de remocdo

obtidos da correlagdo de dois
fatores simultaneamente, fixan-
do o terceiro no ponto médio.

Como mostra a Figura 2a,
de acordo com o modelo suge-
rido os valores de remog¢do da
DQO aumentam a medida que
temperatura aumenta ¢ o pH
diminui. Nesta figura, encon-
tra-se o melhor valor de remo-
¢do obtido com a aplicagdo de
50ppm de lacase, em tempera-
tura de 37°C e pH 4, atingindo
~68% de remocgao. Apesar do
efeito das enzimas ndo ser sig-
nificativo, o modelo sugere que
a aplicacdo de enzima em
quantidade superior a 50ppm
proporciona menores remogdes
de DQO (Figura 2b), o que se
deve ao fato da enzima ser
uma molécula organica que, ao
mesmo tempo que facilita oxi-
dag¢do do efluente, também
aumenta inicialmente a sua
DQO (Villela, 2006).

Quanto ao parametro de cor
(Figura 2¢), o modelo mostra
que melhor valor de remocao
de cor que pode ser obtido
com uso da enzima é ~64%,
com aplicagdo de 50ppm de
lacase, pH 4 e temperatura
menor que 21°C, Isso corrobora
com estudos realizados por
Garcia (2006), e Pacheco ¢
Soares (2014), ao trabalharem
com lacase, ambos constataram
que a atividade dessa enzima ¢
maior em pH entre 4 ¢ 5.

Grotzner (2014), ao estudar o
tratamento fisico quimico de
efluente de CTMP de industria
papeleira, também constatou
que este efluente mostra altera-
¢ao na cor com a reducgao do
pH, chegando a uma remog¢ao
de mais de 30% da cor, apenas
corrigindo o pH de 6 para 4. Is-

to porque, em condi¢des mais
acidas, os ions OH- deixam de
dominar a reagao da mistura,
dessa forma a oxidacao dos
poluentes ¢ facilitada devido a
presenca de radicais livres ati-
vos, em condigdes pH maiores,
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os ions OH atuam fazendo uma
espécie de varredura dos radi-
cais livres e inibindo algumas
reagdes (Garg et al., 2010).

De acordo com o modelo, os
valores de remocdo dos CFTs
aumentam a medida que tempe-

Remogdo de DQO (%) em temperatura de 25 °C
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Figura 2. Grafico de contorno da eficiéncia de redugdo dos parametros
de DQO (a e b), cor (c), compostos fendlicos totais (d), compostos ligni-
nicos (e e f), area espectral (g) e turbidez (h).

) TABELA 1II ,
EFICIENCIA DE REMOGCAO DO TRATAMENTO BIOLOGICO

Condigdes experimentais *

Ex : DQO Cor CFT Comp. ligninicos  Area espectral Turbidez
P Tempgurepy fhme (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 - + + 31,54 £5,25  -6,21 £2,74 7,93 £527 15,56 +1,62 16,97 +0,13 87,28 +0,12
2 - + - 39,22 +3,13 8,92 +4,07 20,23 £3,84 19,57 +0,67 22,45 £0,11 76,60 +0,43
3 - - + 49,46 £5,15 59,48 £0,78 65,94 +5,17 70,36 +0,10 71,46 £0,02 -111,1 £0,30
4 - - - 49,4 £8,66 80,02 +0,34 60,93 £9,58 55,88 +£0,21 58,72 +0,05 -123,2 £1,75
5 + + + 44,66 +0,60 745 £728 24,89 £2,33 21,58 £0,12 25,70 +0,16 97,2 +£0,12
6 + + - 41,46 +0,18 -6,55 £0,52 16,85 £1,03 14,99 +0,19 17,73 +0,13 96,16 £0,16
7 + - + 65,00 £0,32 46,28 £1,03 70,09 1,07 56,40 +0,07 72,33 £0,41 64,57 £0,17
8 + - - 72,91 £0,80 60,72 £0,68 75,56 £1,02 67,42 £0,35 60,65 +£0,32 87,45 £1,10
9 0 0 0 38,82 +£1,65 -2,03 £3,92 18,20 +4,38 19,18 +0,84 17,57 £1,43 79,97 £5,06

* Temperatura -: 15°C, 0: 25°C, e +: 37°C; pH - 4, 0: 7, ¢ +: 8; Enzima -: 0, 0: 50ppm, e +: 100ppm.
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ratura aumenta ¢ o pH diminui.
O melhor valor obtido pelo mo-
delo foi com a aplicacdo de
50ppm de lacase, em tempera-
tura de 37°C e pH 4, atingindo
72% de reducdo (Figura 2d).
Durante o estudo se observou
que a aplicacdo de enzima em
quantidade superior a 50ppm
proporciona menores remogoes
de CFTs, assim como acontece
com o parametro de DQO.

Na Figura 2e também se ob-
serva que hd um aumento na
remocao dos CL a medida que
o pH diminui ¢ a quantidade
de enzima aumenta. O ponto
otimo de remogao foi obtido a
25°C, com aplica¢do de 50ppm
de lacase e pH 4 (Figura 2e-f),
atingindo mais 60% de remo-
¢do, sendo este o parametro
em que melhor se verificou a
acdo da enzima lacase empre-
gada nesse trabalho.

De acordo com Hatakka
(1994), a lacase pode atuar tan-
to despolimerizando quanto
polimerizando a lignina. Estu-
dos conduzidos por esse autor
mostram que a primeira etapa
de degradacao da lignina cata-
lisada por enzimas ¢ uma rea-
¢do oxidativa com perda de um
elétron de um grupo fendlico
de lignina para produzir feno-
xirradicais, os quais podem
reagir através de mecanismos
ndo enzimaticos. Concorren-
temente, devido a atividade
polimerizante da enzima, os
produtos de baixa massa molar
(MM) podem formar compos-
tos maiores. Essas agdes con-
trastantes sugerem que a biode-
gradagdo da lignina por laca-
ses, envolve condi¢des de pH e
temperatura do substrato, além
da presenga de compostos nao
enzimaticos, que interagem
para estabelecer um equilibrio
entre polimerizag¢do e despoli-
merizacdo enzimatica da ligni-
na (Villela, 2006).

De acordo com o modelo
obtido, os valores de diminui-
¢do da area espectral (AE) au-
mentam a medida que o pH
diminui e a temperatura au-
menta. O melhor valor de re-
mog¢do obtido pelo modelo foi
com a aplicacdo de 50ppm de
lacase, a 37°C e pH 4
(Figura 2g), atingindo valores
>64%. Este efeito na AE se
mostra como resposta a ativi-
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dade da enzima na biotransfor-
macao dos CFTs e CLs obser-
vados nestas mesmas condigdes
de pH, temperatura e quantida-
de de enzima, chegando a re-
mogdo de 64% para CLs e
72% para CFTs (Figura 2d-g).
Quanto ao parametro de tur-
bidez, segundo o modelo se
observou que os valores de re-
mogao deste pardmetro aumen-
tam a medida que o pH ¢ a
temperatura aumentam. O ponto
otimo de remocgdo foi obtido em
temperatura de 37°C, com apli-
cacdo de 50ppm de lacase e pH
8 (Figura 2h), atingindo mais
96% de remogao. Esta remogao
acontece porque o meio alcalino
favorece a formagao de hidroxi-
dos, e os compostos hidrolisa-
dos, ao interagir com as parti-
culas do meio, formam preci-
pitados, caracterizando o me-
canismo de varredura (Di
Bernardo e Dantas, 2005).
Vale ressaltar que, apesar
dos valores de remocgao de al-
guns dos parametros estudados
serem melhores em condig¢des
de pH acido, deve-se levar em
conta que, na intengdo de inte-
grar 0s processos enzimaticos
com tratamento bioldgico com-
posto por LAFs, a acidificagao
¢ incompativel com estes siste-
mas. Assim, na segunda fase
do experimento foi estudada a
eficiéncia de uma LAF com
aplicagdo diaria de 50ppm de
enzimas lacase, comparado a

Lagoacontroie

um sistema controle, sem adi-
¢do de enzimas.

As lagoas operaram em fluxo
continuo, temperatura ambiente,
e pH 7. Nessas condigdes, em
acordo com o observado pelo
Exp. 9 do desenho experimental
realizado (Tabela III), se espe-
rava remog¢des de DQO, CFT,
CL, AE e turbidez da ordem de
39, 18, 19, 18 e 80%, respecti-
vamente. Na Figura 3 sdo apre-
sentados os paramentros de
controle das duas LAFs, contro-
le e com enzima lacase. Como
se pode observar na figura, a
temperatura varia de 15 a 26°C,
o pH ficou ~7 ¢ a COV se
manteve em 0,2kg DQO m¥dia.
A média das medigdes de oxi-
génio dissolvido (OD) foi de
6,33 £0,40mg O,/1, entretanto,
os valores de OD mostrados
representam os valores mais
altos, medidos proximo ao difu-
sor de ar dentro das lagoas,
sendo que a quantidade de O,
diminuia nas extremidades mais
distantes do ponto de aplicacao,
propiciando o surgimento de
zonas de sedimentac¢do nessas
regioes, onde obteve-se medi-
¢oes de até 0,04mg O,/1.

A Figura 4, apresenta os va-
lores de eficiéncia das LAFs,
controle e com aplicagdo de
enzimas lacase. A varia¢do
obtida nos resultados, se deve
a dificuldade em manter a
COV totalmente estavel, frente
a um cfluente real, com varia-

bilidade na concentragdo inicial
de DQO e na relagdo DBO/
DQO. Como pode ser visto na
figura, os valores obtidos na
lagoa com aplicagdo de enzima
foram muito préximos dos va-
lores obtidos com o controle,
ndo apresentando diferenca
significativa no teste ANOVA,
para nenhum dos pardmetros
analisados. Isso mostra que no
sistema de fluxo continuo em
condi¢Oes ambientais, a enzima
ligninolitica lacase ndo teve
contribuicao significativa para
a reducdo nos pardmetros
analisados.

Um fator que pode ter preju-
dicado seu desempenho foi o
pH acima do ideal, mostrado
pelo delineamento experimen-
tal. Pacheco e Soares (2014)
fizeram um estudo com enzi-
mas lacases imobilizadas em
quitosana, para o tratamento de
efluente de celulose Kraft, e
observaram que a estabilidade
da enzima aumenta apds imo-
bilizagdo, conseguindo manter
sua atividade durante mais
tempo em condi¢gdes de pH
mais alcalino.

Mesmo assim, a remogao de
DQO, cor e CL foi melhor que
a obtida na condi¢do do ponto
médio, do desenho experimen-
tal (Tabela III, Exp. 9) onde
obteve-se remogao de ~39% da
DQO, 19% dos CL e aumento
da cor em 2%. Em contraparti-
da, no experimento com as

Lagoacom enzima lacase

a s 0,6 b s.- 06
7
I 04 —~ 5 71 04 =
26 Wm z 3 4 =
E T E &1 -
0,2 E
2 g | Go—to—op—0o—00—, —fo—at—a ) o 0,2
3 2 s 2
S 4 | = 5
g * 00 % 4 o0 =
; 3| —o—o0p 2 o 34 —O— Oxigénio dissolvido %
£ . 02 wm E, (mg/L) 02 w
® 24 —0—Cov aplicada 3 W 2 { —o—Covaplicada 3
8 04° & 04
14 g 14
o- 0,6 0 = 0,6
C 304 d 3
14 14
25 L 12 25 12
- =)
T 20 I 10 < 20 10
12 s
14 F ]
s W %z Eas 8
c a @ E
o 3 -3 6 5
£10 1 5 10
3 —— Temperatura (°C) e —o—Temperatura (°C) 4
51 —o—pH L2 5 —O—pH 2
0 0 [ [
[ 10 20 30 20 50 60 1} 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 3. Pardmetros de controle medidos nas lagoa aerdbica facultativa controle (a e ¢) e com aplicagdo de

lacase (b e d).
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Figura 4. Pardmetros de monitoramento da eficiéncia da lagoa aerdbica
facultativa) usada como controle ([C]) e LAF na presenca de lacase ([]).

lagoas houve aumento dos
CFCs.

Os valores de remocgdo de
cor ¢ CF também se aproxima-
ram dos valores obtidos por
Xavier et al. (2011), que ao
trabalhar com COV de 0,2kg
DQO m*/dia em lagoas aera-
das facultativas, obteve ~20 ¢
30%, de remocao dos respecti-
vos parametros. Em relagdo a
producdo de CFTs, trata-se de
um comportamento tipico de
sistemas biologicos bastante
aerados, resultante da fragmen-
tacdo de CF de alta MM ge-
rando compostos de menor
MM que ainda continham o
grupamento OH em ligagdes
aromaticas (Vellela, 2006;
Xavier et al., 2011).

Os valores de remocgdo de
DBO e DQO obtidos das lagoas
controle e com enzima foram
87 e 51, e 86 e 52%, respectiva-
mente. Corroborando com os
valores apresentados por Xavier
et al. (2011), que obteve entre
50 e 60% de remocao de DQO,
e mais de 85% de remocdo de
DBO trabalhando com a mesma
carga organica.

Por conta da presenga de
microorganismos nas lagoas,
inoculadas com lodo prove-
niente da induastria, também foi
analisado o desenvolvimento
desta biomassa. A Tabela IV
mostra os valores de solidos
suspensos totais (SST) e soli-
dos suspensos volateis (SSV)
presentes nas lagoas na etapa

inicial do sistema (mediante
inoculagdo com lodo) ¢ ao fi-
nal de 60 dias, quando também
foram medidos os sdlidos sedi-
mentaveis (SS) e calculado o
indice volumétrico do lodo
(IVL) para a lagoa controle e
com enzima lacase.

Como pode ser visto na
Tabela 1V, os valores médios
dos solidos das lagoas, mos-
tram que na lagoa controle
houve um aumento de 19,27
+12,74% e 60,51 +7,7% na pro-
por¢do de SST e SSV, respec-
tivamente. J& na lagoa com
enzima lacase, houve um au-
mento de 24,62 +13,38% ¢
47,13 +6,3% nos SST e SSV,
respectivamente. No inicio do
experimento (dia 0) as lagoas
foram inoculadas com um lodo
antigo, com alto grau de mine-
ralizagdo (SSV/SST= 0,48) e,
ao final de dois meses em ope-
racdo (dia 60), constatou-se um
aumento da fra¢do organica do
lodo, evidenciado pela relagao
de SSV/SST que chegou a 0,65
para a lagoa controle e 0,56
para a lagoa com enzima. Es-
tes resultados da relagdo SSV/
SST mostram uma biomassa
ativa e em crescimento, o que
justifica o bom desempenho do
sistema na eficiéncia de remo-
¢do da DBO e DQO (Metcalf e
Eddy, 2003).

Considerando o desvio pa-
drao das medidas, pode-se di-
zer que nao houve diferenca
significativa quanto a dindmica

de formacdo de biomassa nas
lagoas controle e com enzima,
o que indica que a enzima
adicionada ndo fica retida na
biomassa, sendo biodegradada
durante o processo. Quanto ao
IVL, foram obtidos valores de
75,40 £3,97 para a LAF con-
trole e 86,58 +£5,62 para LAF
com enzima lacase, ambas
com IVL <120m-g"!, caracte-
ristico de lodo com boa sedi-
mentabilidade (Metcalf e
Eddy, 2003), o que proporcio-
nou uma remo¢do média de
~80% da turbidez durante o
tratamento (Figura 4).

Conclusao

Com base nos resultados ob-
tidos com o delineamento fato-
rial, pode-se concluir que a
enzima lacase, na forma como
foi utilizada neste estudo, mos-
trou resultados satisfatorios de
remocao de compostos lignini-
cos, cor ¢ area espectral, em
condi¢des controladas pelo de-
senho experimental, sendo
mais eficiente em pH 4 e tem-
peratura de 37°C. Como nao
foi observado remogao signifi-
cativa de compostos fenolicos,
os resultados obtidos foram
atipicos, se comparados com
resultados de outros autores, o
que reforca a complexidade dos
processos enzimaticos, envol-
vendo condi¢des de pH, tempe-
ratura e caracteristicas do
substrato.

Apesar do potencial de apli-
cacdo das enzimas lacase no
tratamento de efluente de papel
e celulose Kraft ser tdo eviden-
ciado na literatura, este estudo
mostrou que a integragdo com
tratamento biologico em lagoas
aeradas facultativas apresentou
resultados de eficiéncia muito
proximos aos valores obtidos
somente considerando o siste-
ma bioldgico facultativo, invia-
bilizando o uso da enzima nes-
sas condigdes. Ainda ha muito

) ) TABELA IV
SERIE DE SOLIDOS MEDIDOS NAS LAGOAS AERADAS FACULTATIVAS
Etapa do Dia 0 Dia 60
experimento
Paradmetros SST (g1  SSV (g1  SST (g'I")  SSV (g1") SS (mll") IVL (mll")
Lagoa controle 3,27 £0,27 1,57 £0,20 3,90 £0,35 2,52 +0,12 190 +10 75,40 £3,97
Lagoa com enzima 3,29 £0,19 1,57 £0,21 4,10 £0,32 2,31 £0,15 200 £10 86,58 +5,62
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a se pesquisar para se chegar a
otimizacdo dos processos de
biotransformagao destes efluen-
tes para aumentar a minerali-
zacdo dos compostos recalci-
trantes que eles apresentam
apds o tratamento bioldgico
convencional, confirmado tam-
bém aqui pela baixa remogao
de cor e compostos ligninicos.

O sistema de lagoa aerada
facultativa na presenca de en-
zimas lacase removeu 86, 52,
20 e 30% de DBO, DQO, cor e
compostos ligninicos, respecti-
vamente. Mas estes valores nao
foram estatisticamente diferen-
tes daqueles obtidos na ausén-
cia das enzimas.

O aprimoramento de técnicas
para isolamento e producdo de
extratos enzimaticos a partir de
espécies de fungos que apre-
sentem naturalmente alto de-
sempenho na produgdo de en-
zimas ligninoliticas, para pos-
terior aplicagdo deste consorcio
bioldgico no tratamento em
lagoas, ¢ uma nova possibilida-
de a ser estudada.
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