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RESUMO

Avaliacéo da Biodegradabilidade de Efluentes com Alto Teor de Lipideos Previamente
Tratados com Enzimas Hidroliticas. Adriano Aguiar Mendes. Dissertacdo de Mestrado.
Programa de Pds-graduacdo em Engenharia Quimica. Departamento de Engenharia
Quimica. Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena. Orientadora: Dr2 Heizir
Ferreira de Castro (Departamento de Engenharia Quimica, FAENQUIL, CP 116,
12.600-970, Lorena, SP, Brasil). Banca examinadora: Dr. Marcelo Zaiat e Dr. Pedro
Carlos de Oliveira. Julho 2004.

O objetivo deste trabalho foi viabilizar tecnicamente a aplicacdo de um tratamento
enzimatico para remogdo de lipideos presentes em efluentes gerados em industrias de
produtos lacteos. O método consistiu em utilizar enzimas hidroliticas com elevada
atividade lipolitica, promovendo a reacdo de hidrélise dos lipideos e outros
componentes organicos. O enfoque foi baseado no uso de preparagdes de lipases
pancredticas de baixo custo e disponiveis comercialmente no mercado brasileiro —
preparacdes fornecidas pelas empresas Kin Master (LKM) e Nuclear (LNU). O trabalho
experimental foi realizado em trés etapas. Iniciamente, o efluente obtido na
Cooperativa Maringa (Guaratingueté&-SP) foi caracterizado segundo normas técnicas
recomendadas, quanto as concentragdes de lipideos, proteinas, demanda quimica de
oxigénio (DQO), entre outras. Em seguida, as preparacdes de lipase (LKM e LNU)
foram testadas na hidrélise de lipideos contidos no efluente em reatores de bancada, por
meio de um plangjamento experimental, considerando como variaveis independentes o
tipo de preparacdo enzimatica (LKM e LNU) e a concentracéo de cloreto de sodio, em
substituicdo a goma ardbica e como variavel dependente a concentracdo de é&cidos
graxos formados. De acordo com 0 modelo matemético proposto, a reacdo de hidrdlise
foi maximizada (17,97 mM) para efluentes suplementados com 7 mM de NaCl e
preparacdo enzimatica LNU 0,3% (m/m), mantendo fixas as condi¢des de temperatura
(37°C), tempo de hidrdlise (6 h), gjuste de pH 8,0 com solucéo alcalinizante NaOH 1M
e agitacdo magnética (200 rpm). A hidrdlise do efluente empregando a lipase LNU foi
otimizada por meio de um segundo plangjamento fatorial e de acordo com os resultados
obtidos foi possivel estabelecer as condi¢Bes (concentragdo enzimética 0,5% (m/m),
gjuste de pH 8,0 com solucéo alcalinizante NaOH 1M e concentracdo de ions calcio de
10 mM, sob agitacdo magnética de 200 rpm, temperatura de 37°C e por um periodo de
24 h) favorecendo a maior formacéo de acidos (54,36 mM). Na terceira etapa, foram
efetuados testes para avaliar 0 impacto do tratamento enzimético proposto por meio de
testes de biodegradabilidade dos efluentes bruto e hidrolisado, revelando um aumento
na velocidade inicial de producdo de metano de 46 mL/dia (efluente bruto) para 166
mL/dia, (efluente hidrolisado). Foram também realizados testes de biodegradabilidade
anaerobia de efluentes contendo diferentes concentragdes de acidos graxos livres
(tempo de hidrdlise entre 4 - 24 h). A variacdo no tempo de hidrdlise influenciou
positivamente na reducdo de proteinas e lipideos presentes no efluente. O pré-
tratamento enzimatico foi otimizado para um tempo de 12 h, aumentando em duas vezes
a formagdo de metano (445 + 29 mL) e a remocdo de matéria organica (DQO) em
relacdo ao controle. Essa elevada porcentagem de remocdo de matéria organica, acima
de 69,1%, foi provavelmente decorrente da assimilagdo dos componentes oriundos da
hidrdlise de lipideos pelos microrganismos anaerébios. Todas as amostras pré-tratadas
enzimaticamente apresentaram velocidades iniciais superiores as obtidas nas amostras
de efluente bruto, com eficiéncia de formagéao de metano de aproximadamente 2-3 vezes



superior. A elevada concentragdo de acidos graxos formados na etapa de hidrolise
enzimatica ndo promoveu inibicdo na biodegradacdo pelos microrganismos anaerdbios,
devido a elevada velocidade de degradacéo obtida nos primeiros dias. Além disso, foi
testada a possibilidade de efetuar simultaneamente as etapas de hidrdlise e biodigestao,
revelando resultados promissores com relacéo a formagao de biogés (354 + 34 mL). O
custo de aplicacéo da lipase selecionada foi da ordem de US$ 0,33 por litro de efluente
tratado, possibilitando desta forma, condigbes mais adequadas para 0 descarte do
efluente, em termos de demanda quimica de oxigénio (DQO) e turbidez.



ABSTRACT

The main objective of this work was to turn feasible the application of an enzymatic
treatment to degrade lipids present in wastewater generated by dairy industries. The
procedure consisted of using hydrolytic enzymes with high lipolytic activity to promote
hydrolysis reaction of lipids and other organic components. The focus was based on the
use of low cost lipase preparations commercialy available in Brazil - Kin Master
(LKM) and Nuclear (LNU). The experimental work was performed in three steps.
Initially, the wastewater obtained from Maringa Corporation (Guaratingueta-SP) was
characterized according to the standard techniques with regard to the lipid and protein
levels, Chemical Oxygen Demand (COD), among others. Next, the wastewater was
submitted to enzymatic hydrolysis using the lipase preparations (LKM and LNU),
aiming to select the most suitable enzyme preparation considering both cost and
efficiency. For this purpose a factorial design was used, considering the type of
enzymatic preparation (LKM and LNU) and the concentration of emulsifier agent
(sodium chloride) as independent variable and the formation of free fatty acids as
response variable. In agreement with the mathematical model, the hydrolysis reaction
was maximized (17.97 mM) for wastewater supplemented with 7 mM of NaCl and
0.3% of the enzyme preparation LNU at the following operating conditions. temperature
(37°C), hydrolysis time (6 h), adjustment of pH to 8.0 with NaOH 1M solution and
magnetic agitation (200 rpm). The hydrolysis of the wastewater using the LNU lipase
was further optimized by means of a second experimental design and the highest free
fatty acids concentration (54.36 mM) was attained at the following conditions: enzyme
concentration (0.5% wi/w), adjustment of pH 8.0 with 1M NaOH solution, addition of
ions calcium (10 mM), magnetic agitation (200 rpm), temperature (37°C) and for 24 h.
The efficiency of the enzymatic pre-treatment under the conditions previously
established was verified by running comparative biodegradability tests (crude and
treated effluents) and for the treated effluent the formation of biogas (methane) was
found to increase two times. The influence of the free fatty acids levels as a function of
the hydrolysis time (4 to 24 h) on the effluent biodegradability showed a positive effect
on the remova of lipids and proteins as well as the formation of biogas. The
pretreatment was optimized for a hydrolysis time of 12 h, enabling high formation of
methane (445 + 29 mL) and 78.2% of organic matter removal (COD). This high
percentage of organic matter removal was probably due to the assimilation of the
components obtained from the lipid hydrolysis by the anaerobic microorganisms. All
samples pretreated with enzyme showed higher reaction rate in relation to crude
effluent, resulting in an increase in methane formation of 2-3 times. Due to the high
degradation rate obtained in the first days, the high levels of free fatty acids formed by
the enzymatic hydrolysis did not inhibit the performance of the anaerobic
microorganisms. Promising results in relation to the biogas formation (354 + 34 mL)
were also found when hydrolysis and biodegradation steps were carried out
simultaneously. The cost application of the selected lipase was in the order of US$ 0.33
for liter of wastewater treated. In addition the enzymatic treatment considerably
improved the anaerobic reactors operational conditions and the effluent quality (lower
content of suspended solids and less turbidity). Thus, the use of enzymatic was seemed
to be a very promising alternative for treating wastewaters having high fat contents,
such as those from the dairy industry.
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NOMENCLATURA

AG: Acidos Graxos

AGCL: Acidos Graxos de Cadeia Longa
AGL: Acidos Graxos Livres

AGV: Acidos Graxos Voléteis

AOT: bis (2-etilexilssulfosuccinato de sodio)
ATP: Trifosfato de Adenosina

Cy Controle 1 (efluente bruto)

Ca Controle 2 (etapas de hidrdlise e biodigestdo simulténeas)
EPA: Acido Eicosapentaendico

DBO: Demanda Bioguimica de Oxigénio
DG: Diglicerideos
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DBO: Demanda Bioquimica de Oxigénio
DQO: Demanda Quimica de Oxigénio
EGSB: Expanded Granular Sludge Bed
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Kd: Constante de Desativagéo Térmica
Km: Constante de Michaelis-Menten
MG: Monoglicerideos
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PUFA: Polyunsattured Fatty Acids

SST: Solidos Soluveis Totais

SSV: Solidos Soluveis Voléteis

V max: Velocidade Maxima

TG: Triglicerideos

UASB: Upflow Anaerobic Sludge Blanket



1. INTRODUCAO

Os laticinios representam um importante setor da industria alimenticia, tanto do
ponto de vista econdmico quanto social. Entretanto, considerando o grande nimero de
empresas que lancam seus efluentes sem nenhum tipo de tratamento nos cursos d' &gua, a
contribuicdo dessas industrias, em termos de poluicdo hidrica, principalmente com
relacdo a carga organica, € bastante significativaa O problema agrava-se se for
considerado que 90% dos laticinios, em funcionamento, sdo de pequeno e médio portes,
nd possuindo quadro qudificado para lidar com as mudangas necessarias a
implementacdo de tecnologias limpas e com a operagdo de sistemas de tratamento de
efluentes (MACHADO et al., 1999).

O efluente gerado, pelos laticinios, no beneficiamento do leite, contém uma
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) em torno de 3000 mg/L. Em setores, onde ha
uma grande producdo de queijos e derivados, o valor de DQO é superior a 50000 mg/L
(GAVALA et al., 1999). Desse montante, o teor de lipideos € superior a 100 mg/L
(HWU et al., 1998). Os lipideos causam flotacdo da biomassa e ma formacéo de
granulos de lodo em reatores anaerdbios do tipo UASB (HWU et al., 1998; GAVALA et
al., 1999), toxicidade a microrganismos acetogénicos e metanogénicos (HANAKI et al.,
1981), formacdo de espumas devido ao acumulo de écidos graxos ndo biodegradados
(SALMINEN e RINTALA, 2002) e decréscimo da concentracdo de trifosfato de
adenosina (ATP) (HANAKI et al., 1981; PERLE et al., 1995).

Desta forma, a digestdo anaerdbia destes rejeitos € um processo lento, tendo
como etapa limitante a liberacéo de &cidos graxos pel os microrganismos especificos com
atividade lipolitica (PERLE et al., 1995). A biodegradacdo de lipideos, em compostos
mais simples, consiste em utilizar lipases para promover a reagdo de hidrdlise por via
sequiencia dos grupos acilano glicerideo (HARALDSSON, 1991).

Lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C.3.1.1.3) compreendem um grupo de
enzimas hidroliticas que atuam na interface orgéanica-aquosa, catalisando a hidrélise de
ligacOes éster-carboxilicas, presentes em acilglicerdis (CASTRO et al., 2004). As lipases
podem ser classificadas como régio-especificas e ndo especificas, ambas de grande
interesse para o tratamento de efluentes com alto teor de lipideos (CASTRO et al.,
2004). As lipases especificas hidrolisam écidos graxos especificos, como € o caso das

lipases de fonte animal que hidrolisam &cidos graxos na posicéo 1,3 (BENZONANA e



DESNUELLE, 1965). Esse tipo de tratamento apresenta algumas vantagens, tais como a
especificidade que permite controlar os produtos, o que leva a um aumento dos
rendimentos pela ndo-geracdo de subprodutos toxicos, condigdes moderadas de
operacdo, reducdo do custo em termos de energia e de equipamentos, tornando este
processo atrativo sob o ponto de vista ambiental (MASSE et al., 2001).

A utilizacdo de lipases pancredticas € mais adequada ao pré-tratamento de
efluentes das industrias de derivados |acteos, ricos em gorduras animais, pois essas
lipases sdo mais eficientes na hidrdlise de triacilgliceréis contendo acidos graxos com
mais de 12 carbonos, ao contrario de lipases microbianas, como por exemplo de
Rhizomucor miehei, que possui maior especificidade por triacilglicerdis contendo acidos
graxos com menos de 12 carbonos (MASSE et al., 2001). Aproximadamente 97% dos
acidos graxos contidos no efluente, em estudo, é constituido por acidos graxos com mais
de 12 carbonos.

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a biodegradabilidade anaerdbia de
efluentes de industrias de produtos lacteos previamente tratados com enzimas
hidroliticas. O enfoque foi baseado no uso de preparacdes de lipases de baixo custo
disponiveis comercialmente. Levando em consideracdo estes aspectos, 0 objetivo geral

do projeto foi alcangado mediante a execugdo das seguintes etapas:

— Caracterizacdo do efluente em termos de demanda quimica de oxigénio, solidos
totais e voléteis, teor de lipideos, proteinas para a selecéo de preparacbes comerciais de
lipases capazes de reduzir com eficiénciaa cargalipolitica do efluente;

—> Determinagdo das condi¢Bes de hidrdlise enzimatica dos lipideos presentes no
efluente quanto aos principais parametros (concentracdo de enzima, concentragcéo de
agente emulsificante, concentracdes de ions célcio e cloreto de sodio, pH, e tempo de
incubacdo) visando a elaboracdo de um modelo matematico que permita predizer as
condicdes adequadas para se alcancar diferentes graus de hidrélise dos lipideos.

—> Avaliacdo da biodegradabilidade anaerébia de efluentes pré-tratados com lipases
contendo diferentes concentracdes de acidos graxos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Tratamento de Residuos

O volume e a concentracdo dos despejos de uma determinada indlstria variam
dentro de amplos limites, dependendo dos processos de fabricagdo empregados e dos
métodos de controle dos despejos. Com isto, a caracterizacdo de efluentes é uma tarefa
bésica para 0 equacionamento adequado do problema de tratamento. E nessa etapa que
sd0 obtidas informagBes quanto a composi¢ao e vazao da agua residuaria, levando em
conta as suas variages ao longo do tempo em funcdo das atividades responsdveis por
sua geracdo. Com base nessas informagfes, podem ser adotados métodos fisicos,
quimicos ou biologicos no tratamento de efluentes (GLAZER e NIKAIDO, 1995). Os
métodos fisicos e quimicos sdo classificados em niveis preliminares e primarios de

tratamento e os biol 6gicos em niveis secundarios, como é mostrado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Niveis de tratamento de aguas residuarias

Niveis Remocéo
Preliminar | SGlidos em suspensdo grosseiros (materiais de maiores dimensdes e
areia)
Primario Solidos em suspensdo sedimentaveis, DBO em suspensdo (matéria

organica componente dos solidos em suspensao sedimentaveis)
Secundario | DBO em suspensdo (matéria organica em suspensdo fina, ndo removida
no tratamento primério), DBO sollvel (matéria organica na forma de
solidos dissolvidos)

Terciario Nutrientes, patogénicos, compostos ndo biodegradaveis, metais
pesados, solidos inorganicos dissolvidos e solidos em suspenséo
remanescentes

Fonte: VON SPERLING, 1998.

Os métodos fisicos de tratamento abrangem a remoc¢éo de solidos de dimensdes
relativamente grandes em suspensao, areias e lipideos. Para essa finalidade sdo utilizadas
grades, peneiras simples ou rotativas, caixas de areia ou tanques de remocéo de 6leos e
graxas, decantadores e filtros de areia. As grades destinam-se a reter solidos grosseiros
em suspensdo e sdo Uutilizadas para a protecdo de bombas, vavulas e outros
equipamentos. Peneiras sdo dispositivos destinados a retencéo de particulas mais finas.

As caixas de areia destinam-se a retencdo de detritos pesados inertes, em suspensao nas



aguas residuérias e sdo usadas para proteger bombas e tubulagbes contra abrasdo e
entupimento. Os tanques de decantacdo sdo empregados na separacdo de sblidos
sedimentéveis contidos em aguas residudrias (VAZOLLER et al., 1989).

Na remocgéo de lipideos em estado livre, geralmente sdo utilizadas caixas de
gordura comuns que permitem a sua separacdo por retirada manual ou por meio de
raspadores na superficie. Para melhor desempenho dessas caixas, deve ser evitado pH
acima de 8,5 na aimentacdo da caixa, pois ocorre a saponificacdo ou emulsificacdo e
excesso de detergentes prejudica a eficiéncia de separacéo pela formacéo de goticulas de
menor tamanho, com menor velocidade ascensional (MARSHALL e HARPER, 1984).
No caso de formagdo de emulsdo, esta deve ser quebrada pela adicdo de produtos
quimicos seguida de flotacdo com ar dissolvido. Apesar da remocdo melhorar
significativamente, a flotagcdo apresenta custos operacionais elevados, além de gerar lodo
quimico, que deve ter uma destinagdo adequada (MARSHALL e HARPER, 1984).

Os métodos quimicos podem ser utilizados para remover material coloidal, cor e
turbidez, odor, acidos, alcalis, metais pesados e 6leos. A neutralizacdo de despejos
industriais pode ser necessaria, ndo SO para se evitar o langamento de aguas écidas ou
acalinas no corpo de &gua receptor, mas também, como medida necessaria para
protecéo.

Os processos fisico-quimicos permitem uma remocéo parcial de solidos totais,
com o emprego de compostos como sulfato de aluminio, cloreto férrico e sulfito ferroso
(RUSTON, 1993). Entretanto, os reagentes quimicos empregados sdo de custos elevados
e a remocdo de sblidos dissolvidos é bastante reduzida. A remocdo de sdlidos
dissolvidos é realizada por processos bioldgicos (VIDAL et al., 2000).

Os processos bioldgicos dividem-se em aerébios e anaerdbios (BRANCO e
HESS, 1975). Os sistemas biolégicos de tratamento de residuos devem atender alguns
importantes aspectos. (1) - remocao da matéria organica, portanto reducéo da Demanda
Bioguimica de Oxigénio (DBO) do residuo; (2) - se possivel, degradacéo de compostos
quimicos organicos de dificil degradacéo (recalcitrantes); (3) - fornecimento de um
efluente em condic¢bes que ndo afete o equilibrio do sistema receptor fina (rios, lagos,
etc.). A Tabela 2.2 fornece alguns exemplos de aguas residudrias potenciamente

trataveis por processos biol 6gicos, bem como os valores de DBO desses rejeitos.



Tabela 2.2. Valores de DBO para diferentes tipos de aguas residuarias

Aguas residuérias DBO (mg/L)

Esgotos sanitérios 200-600
Efluentes de alimentos industrializados 500-2.000
Efluentes de cervegjarias 500-2.000
Efluentes do processamento de 6leo comestivel 15.000-20.000
Efluentes de destilaria de acool (vinhaca) 15.000- 20.000
Percolado de aterros sanitarios (chorume) 15.000- 20.000
Efluentes de laticinios (sem recuperacao de soro de queijo) 30.000
Efluentes de matadouros (sem recuperacao de residuos) 30.000

Fonte: GLAZER e NIKAIDO (1995).

Nos processos aerébios a estabilizagdo dos despgjos é reaizada por
microrganismos aerébios e facultativos, nos processos anaerdbios 0s microrganismos
atuantes sdo os facultativos e anaerébios. Os reatores aerdbios podem ser: lodos
ativados, filtro bioldgico e lagoa de estabilizacdo aerdbia. Nos processos anaerdbios de
tratamento de despejos, a decomposi¢cdo da matéria organica € conseguida na auséncia
de oxigénio molecular. Esta degradacéo refere-se as reagdes que reduzem as dimensdes
de particulas, tornando-as sollveis ou, em nivel molecular, quebram cadeias ou ligactes
triplas ou duplas existentes. Os produtos finais do processo sdo metano e compostos
inorganicos, incluindo o diéxido de carbono, écido sulfidrico e ambnia (MACCARTY,
1982). A Tabela 2.3 mostra os sistemas biol6gicos tradicionais normalmente adotados
com a finalidade de estabilizagcdo da matéria poluente. O sucesso da aplicacdo de cada
um deles esta relacionado com o conhecimento prévio do efluente a ser tratado, e da
eficiente operagdo dos reatores na manutencdo da atividade microbiana e das reagoes de
mineralizagao desejadas.

Os principais microrganismos empregados no processo anaerébio sdo as
bactérias e arqueas. A capacidade de uma bactéria anaerdbia decompor um determinado
substrato € bastante especifica, dependendo das enzimas que possui. As enzimas,
responsaveis pelas reacdes do processo de decomposicdo, apresentam alto grau de
especificidade. A eficiéncia global de conversdo da matéria organica em produtos
estabilizados depende da eficiéncia de cada reacdo e do equilibrio entre as espécies e
entre 0s grupos de bactérias presentes no sistema anaerdbio (LEMA et al., 1991).



Tabela 2.3. Sistemas bioldgicos tradicionais e funcdes especificas

Sistemas bioldgicos Funcdes
Lagoas de estabilizacdo Fornecimento natural de oxigénio pelo
desenvolvimento de algas em lagoas para a degradacao
microbiana de compostos organi cos poluentes, e
conversdo a dioxido de carbono e agua.

L odos ativados, filtros Degradac&o microbiana de compostos organi cos

bioldgicos, lagoas aeradase | poluentes por meio do metabolismo aerdbio facilitada

valas de oxidagéo. pela disponibilidade artificial de oxigénio em reatores
ou em lagoas, e conversdo a dioxido de carbono e
agua.

Sistemas de nitrificagdo Conversdo de compostos organicos nitrogenados e

amoOniaa nitratos

Sistemas de desnitrificagdo | Conversao de nitratos a nitrogénio gasoso

Sistema alternado andxico e | Remoc&o de nutrientes, particularmente de fosfatos.
aerébio
Biodigestéo anaerdbia Degradac&o microbiana de compostos organicos a
acidos organicos, acoois, hidrogénio, dioxido de
carbono e metano.

Fonte: COOKSON JR. (1995).

Contrério aos processos aerobios, 0S processos anaerobios ndo necessitam de
equipamentos de aeracdo artificial e ha geracdo de biogas (CHs) que pode ser
aproveitado na industria como fonte de energia. O processo anaerébio possui baixa
producdo de biomassa, apenas 10 a 20% do volume produzido no aerébio, devido a
reduzida taxa de crescimento dos microrganismos no consorcio anaerobio (WENDT et
al., 1999). Dentre os diversos tipos de reatores anaerdbios utilizados, o reator de leito de
lodo anaerdbio de fluxo ascendente (UASB) é o mais utilizado industrialmente no Brasil
(KOETZ et al., 1996). A vantagem desse reator € a habilidade de reter ata concentracéo
de biomassa com alta producéo de biogas.

O reator UASB consiste, basicamente, em um tanque em cuja parte inferior esta
localizada a zona de digestdo e na parte superior a zona de decantacéo e separacdo do
gas (SOUZA, 1986). O efluente a ser tratado € uniformemente distribuido na base do
reator e passa por meio da camada de lodo biolégico, a qual transforma a matéria
organica presente no efluente, principal mente em metano e gas carbonico.

Nos reatores de leito de lodo anaerébio de fluxo ascendente, € importante a
agregacdo de bactérias. A formacdo de agregados pode ser realizada por floculagéo
microbiana e/ou granulacéo (NOVAES, 1986).



2.2. Lipideos

A fracdo de lipideos é caracterizada por 6leos, graxas, gorduras e acidos graxos
livres e juntamente com proteinas e carboidratos, compdem 0s principais compostos
organicos de &guas residuarias de diversas industrias de alimentos (RAUNKJAER et al.,
1994; HENZE, 1992).

Lipideos sdo importantes compostos, presentes em aguas residuarias, que causam
grandes danos ao meio ambiente, como a formacéo de filmes de 6leo nas superficies
aquéticas, impedindo a difusdo de oxigénio do ar para esse meio € 0 mais importante,
promove a mortandade da vida aquatica (MONGKOLTHANARUK e
DHARMISTHITI, 2002).

Os lipideos se encontram, preferencialmente, na forma de triacilgliceréis e uma
pequena parte como &cidos graxos livres de cadeia longa (AGCL) (QUEMENUER e
MARTY, 1994). A presenca de triacilgliceréis e AGCL é bastante similar, constituindo,
aproximadamente, em 80% de &cido pamitico, estearico, oleico e linoleico
(QUEMENUER e MARTY, 1994). Dentre esses, 0 &cido graxo mais abundante é o
&cido oleico (Cig1) (KOMATSU et al., 1991; QUEMENUER e MARTY, 1994).

As principais fontes de geragéo de lipideos sdo indUstrias de 6leos comestiveis,
curtumes, matadouros, sorvetes, laticinios e os efluentes domésticos e de restaurantes,
principamente de fast food (HWU et al., 1998; ALVES et al., 2001). Os valores de

concentracdo de lipideos, nesses efluentes, s8o mostrados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Fontes de lipideos e suas concentra¢des em &guas residuérias

Tipos de Efluentes Concentragéo de Referéncias
Lipideos (mg/L)
M atadouros e avicolas Acimade 500 MASSE et al., 2003
Laticinios 4680 MENDES et al., 2004
Restaurantes 98 DHARMISTHITI e
KUHASUNTISOOK, 1998

Oleos comestiveis 16000 DE FELICE et al., 1997
Sorvetes 845 HAWKESet al., 1995
Domeéstico 40-100 FORSTER, 1992




Nas estagcbes de tratamento desses efluentes, a alta concentragdo de
triacilglicerdis, necessita inicialmente ser hidrolisada, para em seguida ser transformada
em fonte de carbono para as bactérias e posteriormente ser convertido em biomassa
(lodo aerébio) (DUEHOLM et al., 2001).

A transformacao de lipideos em lodo aerdbio € necessaria por duas razoes:

e 0s lipideos contribuem com 30-40% da matéria organica, presentes nos

efluentes;

e esses compostos estimulam o crescimento de microrganismos filamentosos e
na remocdo de nutrientes como fosforo e nitrogénio, promovendo a
sustentacdo do lodo formado (DUEHOLM et al., 2001). Com baixa
concentracdo desses microrganismos, a probabilidade de formacdo de
grénulos maiores de lodo € reduzida, acarretando sua flotagdo (LIU et al.,
2003).

A transformacdo de lipideos em lodo aerdbio empregando a espécie microbiana
Microthrix parvicella foi estudada por DUEHOLM et al. (2001), por meio do
monitoramento das taxas maximas de consumo de oxigénio e nitrogénio. Esses autores
observaram que os AGCL e triacilgliceréis adsorvidos, pelo lodo, dificultam a
quantificacdo de oxigénio e nitrogénio consumidos para producdo de células. Além
disso, observaram que a hidrdlise, dos triacilglicerdis em AGCL, é uma etapa lenta e ndo
adequada para caracterizar as taxas de oxigénio e nitrogénio consumidos. O modelo
conceitual das etapas de transformacéo de lipideos em lodo aerdbio, prosposto por
DUEHOLM et al. (2001) € mostrado na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Reagdes envolvidas na transformacéo de lipideos em lodo aerdbio.
Fonte: DUEHOLM et al. (2001).

2.3. Problemas Relacionados aos Elevados Teores de Lipideos no Tratamento
Anaerdébio de Aguas Residuarias

A hidrélise de lipideos, etapa limitante na digestdo anaerdbia de solidos
(DUEHOLM et al., 2001), presentes em diversos tipos de efluentes (0leos comestiveis,
curtumes, matadouros, sorvetes, laticinios e os efluentes domésticos e de restaurantes,

entre outros), é devido:

e a0 baixo consumo de AGCL pelas bactérias (KOMATSU et al., 1991;
QUEMENUER e MARTY, 1994);

e anecessidade de uma pequena concentracdo de hidrogénio (H), formado nas
reacoes de encurtamento da cadeia carbonica dos AGCL. O acumulo deste
gas pode afetar 0 equilibrio das reacbes de decomposicdo dos AGCL que séo
termodinamicamente desfavoraveis (NOVAK e CARLSON, 1970;
HANAKI et al., 1981).

A acumulacdo de AGCL pode causar problemas na digestdo anaerdbia de
efluentes, como toxicidade a microrganismos acetogénicos e metanogénicos (HANAKI
et al., 1981; ANGELIDAKI e AHRING, 1992) e a formacéo de espumas, devido ao
acumulo de é&cidos graxos ndo biodegradados (SALMINEN e RINTALA, 2002). As



etapas simplificadas da biodegradacdo de lipideos e de outros compostos encontrados

em efluentes, como proteinas e aclcares, sdo apresentadas na Figura 2.2.
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Figura 2.2. Etapas simplificadas de degradac@o anaerdbia dos componentes organicos
presentes nos efluentes.
Fonte: PAVLOSTATHIS e GIRALDO-GOMEZ, 1991

Uma grande diversidade de microrganismos estd envolvida na degradacédo
anaerébia de substratos complexos como os encontrados em efluentes das atividades
zootécnicas como matadouros, abate de frangos, entre outras.

As condicbes de processamento e as etapas de operagdo sdo fatores que
determinam como devem ser tratados esses efluentes. Por exemplo, os sdlidos presentes
em éguas de matadouro, sdo constituidos de atas concentracfes de diferentes proteinas e
lipideos. Bactérias fermentativas particularmente microrganismos do género proteolitico
Clostridium, hidrolisam proteinas a aminoécidos e polipeptideos, lipideos a AGCL e
glicerol e carboidratos a acUcares e alcoois. Em seguida, as bactérias fermentativas
convertem esses intermediarios a AGV, hidrogénio (H.) e gas carbbnico (CO,). Aménia
(NH3) e sulfetos (S%) s produzidos pela fermentacdo de aminoécidos. As bactérias
acetogénicas convertem os AGCL, AGV com trés ou mais carbonos e & coois superiores

ao metanol a acido acético, H, e CO,. Essas reacdes necessitam de uma concentracéo de



H,, com pressdo parcial da ordem de 107°atm, para que arqueas metanogénicas e
algumas espécies de microrganismos acetogénicos possam degradar esses
intermedidrios. Na etapa final, as arqueas metanogénicas convertem o acido acético, H,
e CO, aCH, e CO,, como produtos finais (LIN et al., 1997).

Os AGCL sdo responsaveis, também, pelo decréscimo da concentracdo de
trifosfato de adenosina (ATP), molécula utilizada como fonte de energia pelas células
microbianas (HANAKI et al., 1981; PERLE et al., 1995). PERLE et al. (1995)
estudando o efeito dos lipideos provenientes de efluentes de laticinios, na reducéo da
atividade metanogénica e concentragdo de ATP, constataram que a inibicdo das
atividades fisiologicas microbianas € bastante acentuada para efluentes contendo
100mg/L de lipideos, em termos de producdo de biogas. Para efluentes contendo
concentracdes acima de 500mg/L de lipideos a producéo do gas metano foi nula (Tabela
2.5).

Esses autores observaram também que as proteinas influenciam na atividade
celular, testando culturas anaerébias ndo-aclimatadas e pré-aclimatadas em caseina e
acido oleico, principais proteina e AGCL presentes em efluentes, respectivamente. As
culturas ndo aclimatadas demonstraram dificuldades na degradacéo de compostos
organicos e no comprometimento nas atividades fisioldgicas, ao contrario das culturas

pré-aclimatadas.

Tabela 2.5. Influéncia dos lipideos na digestdo anaerébia’, medida pela concentracéo
de ATP e pela atividade metanogénica

Concentracao de Concentracao de ATP Biogas produzido no
lipideos? (mg/L) nas células anaerébias® periodo de 3 dias (mL)
(mol/L*10'®)

0 17,3 200

100 12,3 100

250 8,93 50

500 8,11 0

1000 7,24 0

1500 5,68 0

Concentrago inicial de lodo no reator era de 10.990 mg/L.

2 Concentrago total de matéria organica na alimentaco, do reator, era de 3000 mg/L.

3Concentracdo de ATP foi medida num periodo de 3 dias, depois da adicdo da gordura de leite. A
concentrago inicial de ATP do meio de culturafoi de 11,7*10® mol/L.



Dentro das células microbianas, os AGCL sdo incorporados a complexos
lipidicos, como a membrana plasmética ou catabolizados para a formacéo de compostos
de baixa massa molar (CO,, CH4 e H,0). As etapas determinantes, para a oxidagdo
desses &cidos, envolvem em uma série de quatro reagdes catalisadas por enzimas que
clivam dois atomos de carbono por vez, a partir do terminal carboxilico de um écido
graxo. Essa série de reacOes é repetida para o encurtamento da cadeia do &cido graxo e
continua até que todo o acido seja degradado a acetil-CoA que se converte em é&cido
acético e, posteriormente, em compostos de baixa massa molar, como produtos finais. A
reacdo de degradacdo dos &cidos graxos € denominada (-oxidacdo e 0 mecanismo €
mostrado no esquema 2.1 (WENG e JERIS, 1976):

CH3(CH2),COOH + 2H,0 = CH3(CH2)n2COOH + CHsCOOH + 46 + 4H*  (2.1)

Para cada molécula de AGCL degradada, € formada uma molécula de acido
graxo com dois atomos de carbono a menos e uma de écido acético, liberando quatro
elétrons e quatro ions hidrogénio. Esses elétrons, transportados no interior das células
microbianas como FADH e NADH, sdo armazenados em aceptores de elétrons para a
formacao de duas moléculas de gés hidrogénio como apresentado pelo esquema 2.2.

4 + 4H" - 2H, (2.2)

O hidrogénio formado €, entdo, utilizado por microrganismos metanogénicos
hidrogenotréficos para a formagdo de metano. Esses microrganismos ndo sofrem
inibicdo pelos AGCL. Na auséncia de outros aceptores de elétrons, como ions sulfato, o
acido acético formado pode ser consumido por microrganismos metanogénicos
acetotroficos, pois esses microrganismos também ndo sofrem inibicdo pelos AGCL
(LALMAN e BAGLEY, 2000).

Em estudos realizados por NOVAK e CARLSON (1970) foi observado que o
mecanismo de B-oxidacdo converteu, sequencialmente, &cidos graxos saturados como
estearico (C18) para acidos palmitico (C16), miristico (C14), laurico (C12), caprico
(C10) e outros a écido acético, como produto final. Na biodegradacdo de uma amostra
contendo é&cidos linoleico, oleico, estedrico, palmitico e miristico, esses pesguisadores

observaram que os acidos laurico, céprico, caprilico (C8) e butirico (C4) foram



detectados, em menores concentragbes se comparados com 0 &cido acético, ndo sendo
detectada a presenca de acido caprdico (C6). Os acidos caprilico, caprdico e butirico
foram detectados em estudos realizados por RINZEMA et al. (1994) na degradacdo de
&cido céprico. Nas etapas de degradacéo anaerdbia do &cido linoleico foi detectada a
formacéo do &cido oleico (C18:1), o que mostra que o &acido linoleico antes de sofrer a
reacd0 de B-oxidacdo ele foi hidrogenado, reduzindo o numero de insaturacoes,
conforme mostrado na Tabela 2.6. Em seguida, o &cido oleico foi degradado para a
formacéo do acido palmitoleico e, posteriormente a acido palmitico. Os é&cidos palmitico
e miristico foram degradados em concentracfes estequiométricas, equivalente a 85-93%
molar de &cido linoleico adicionado. Esses pesquisadores concluiram que estes acidos

permaneceram recalcitrantes por um periodo de 60 dias.

Tabela 2.6. Concentracdo méaxima de produtos formados durante a degradacao
anaerdbia do acido linoleico

Acidos formados Concentracdo inicial de acido linoleico (umol/L)*
(umol/L) 36 179 357

Estedrico (Cig.) nd” nd nd
Oleico (Cis:1) 13+£2 30+1 19+ 2
Palmitoleico (Cy:1) nd nd 41+ 18
Palmitico (Cie:0) 13+2 113+ 12 178+ 9
Miristico (Ci4:0) 21+3 40+ 4 127+ 14
Laurico (Ci2:) nd nd <57
Caprico (Cio0) nd nd nd
Caprilico (Cgo) nd nd nd
Capraico (Cs0) nd nd 322+ 113
Butirico (Cs) <57 <57 <57
Acético (Cyo) 483 £ 32 2567 + 50 3292 + 115

* - 36 umol/L=10 mg/L, 179 umol/L=50 mg/L, 357=100mg/L.
nd — ndo detectado.
Fonte: LALMAN e BAGLEY (2000).

CANOVAS-DIAZ et al. (1991) observaram que o &cido miristico adicionado em
concentracOes superiores a 1000-3000 mg/L necessitava de um periodo de 80 dias para
ser degradado, enquanto o acido miristico formado pela reagcéo de B-oxidacdo levava 70
dias. LALMAN e BAGLEY (2000) sugeriram que a baixa temperatura adotada na
biodegradacdo anaerdbia de &acido linoleico, 21°C, foi um importante fator na



desaceleracdo da hiodegradacdo desse composto. A degradacdo de é&cidos acético,
propidnico e butirico, em sistemas anaerobios operando a 55°C, foi completamente
interrompida na presenca de 100-200 mg/L de &cido oleico e 500 mg/L de é&cido
estedrico (ANGELIDAKI e AHRING, 1992).

Os AGCL, em concentracdes milimolares, podem se tornar inibidores aos
microrganismos anaerobios (HWU et al., 1998), causando flotagdo da biomassa pela ma
formacdo de granulos de lodo em reatores anaerobios de fluxo ascendente (UASB)
(ALVES et al., 2001), conforme mostrado na Figura 2.3 (SILVA et al., 2002). A
flotacdo do lodo € decorrente da dificuldade de liberacdo de gases produzidos na
digestdo anaerébia (PETRUY e LETTINGA, 1997).

Figura 2.3. llustragdo da colmatacgéo e flotagdo de lipideos em reatores UASB apds
12 dias de operacao.

A definicdo de adesdo microbiana, pelos principios da termodinémica, é a
energia envolvida na interacdo bactéria-bactéria ou bactéria-solido. A interacdo entre
bactérias € compreendida por forgas eletrostaticas de van der Waals, interacOes
hidrofdbicas e hidroliticas (DUEHOLM et al., 2001; LIU et al., 2003).

Nos ultimos anos, diversas estratégias tém sido desenvolvidas para promover a

formacao de granulos em ambientes anaerdbios, com o emprego de matrizes poliméricas



inertes e a suplementacéo de microrganismos filamentosos (L1U et al., 2003). A inibicéo
depende do tipo de microorganismo, especificamente bactérias, pois as espécies
metanogénicas e gram-positivas sdo mais vulneraveis ao efeito de inibicdo dos écidos
graxos, comparadas com as gram-negativas (NIEMAN, 1954; ROY et al., 1985). O
comprimento da cadeia carbOGnica e 0 nimero de insaturagdes presentes nos acidos
graxos também sdo parametros de inibicdo para os microrganismos (KOMATSU et al.,
1991; KOSTER e CRAMER, 1987). Acidos graxos saturados com 12-14 &tomos de
carbono e éacidos insaturados com 18 carbonos sdo os acidos com elevado grau de
inibicdo (NIEMAN, 1954). Estudos realizados por HANAKI et al. (1981) mostraram
que os AGCL afetam a taxa de producdo de hidrogénio produzido pelas bactérias
acetogénicas, microrganisSmos responsaveis pela 3-oxidacdo dos acidos graxos.

Algumas substéncias como albumina, goma e colesterol podem, entretanto,
reduzir a toxicidade dos acidos graxos, devido a formagdo de complexos que possam
competir com acidos graxos na adsor¢ao na parede celular (NIEMAN, 1954). Bentonina
e calcio sdo outras substancias que podem prevenir o efeito de inibicdo dos écidos sobre
0S microrganismos, porque a bentonina tem poder floculante e o calcio reage com 0s
acidos graxos formando precipitados (HANAKI et al., 1981; ROY et al., 1985).

O consumo de hidrogénio por arqueas foi reduzido sensivelmente a 37°C em
sistemas reacionais suplementados com gordura de leite contendo acidos graxos
saturados e insaturados (HANAKI et al., 1981).

Esses mesmos autores observaram também o efeito do ion célcio na reducéo da
inibicdo dos AGCL, em processo de digestdo anaerdbia e concluiram que a adicéo desse
ion reduziu a fase de adaptacdo dos microrganismos a0 meio, devido a formacéo de
compostos insoltveis, CaeAGCL. O precipitado reduziu o efeito de inibicdo resultante
da reducéo da concentracdo de acidos graxos livres facilitando a adsorcéo desses acidos
na parede celular microbiana e, conseguentemente, um aumento no rendimento de
producdo de biogas (CH,4). Esses autores utilizaram como fonte de célcio os compostos
CaCl, e CaCOs. A adicao do CaCl, proporcionou resultados satisfatérios por ser um
composto soltvel em agua, ao contrario do carbonato que é insolUvel.

KOSTER (1987) pesquisou a influéncia dos acidos graxos de cadeia longa
(AGCL) e dos fons Ca®* sobre a populacgo de arqueas metonogénicas. O &cido laurico
(Ci20) foi utilizado como padréo devido ao elevado potencial de inibicdo a atividade

metanogénica e por ser um dos principais acidos graxos encontrados em aguas



residuarias (KOSTER e CRAMER, 1987). Com uma concentracéo de 7,5 mM de laurato
de sddio, foi observada uma inibicéo de 94% da atividade metanogénica. Para esse meio
de culturafoi utilizado acetato de sddio como fonte de carbono. Apds um periodo de 3 e
20 min de exposi¢do dos microrganismos metanogénicos ao composto laurato de sodio,
houve um decréscimo de 40% e 67%, respectivamente, da atividade metanogénica
inicial. Por um periodo de 6 h, apenas 4% da atividade metanogénica inicial permaneceu
inalterada. A adicdo de fon Ca®* apds o periodo de 6 h de exposicdo ndo recuperou a
atividade metanogénica inicial. Os ions célcio inibem o efeito inibitério dos &cidos
graxos de cadeia longa (AGCL), pois eles reagem com esses acidos na formacéo de
precipitados Ca-AGCL impedindo a interacdo do acido graxo com aos microrgani smos
metanogénicos.

O efeito de inibicdo dos precipitados de AGCL na atividade microbiana foi
estudado por SARNER (1981) e SAYED et al. (1988) que concluiram que esses
precipitados estdo relacionados com as limitagOes de transportes de substratos solUveis
para a biomassa devido ao fendmeno de encapsulacdo de granulos de lodo. A porcéo
hidrofébica dos AGCL interage com a parede celular microbiana ocasionando um

decréscimo na capacidade de degradacdo desses substratos.

2.4. Utilizagéo de Enzimas em Tratamento de Efluentes

A utilizagcdo de enzimas no tratamento de despejos industriais foi proposta em
1930 (AITKEN, 1993). Entretanto, somente recentemente seu desenvolvimento, como
alternativa ao tratamento convencional de efluentes tem despertado grande interesse de
pesguisa em funcdo das vantagens apresentadas, entre as quais podem ser citadas
(KARAN e NICELL, 1997):

e a taxa de introducdo no ambiente de poluentes organicos estranhos aos
microrganismos e recalcitrantes tem aumentado, o que pode diminuir as
possibilidades de se redlizar um tratamento convencional biol6égico ou quimico que
sgja eficiente;

e h& um crescente reconhecimento da capacidade das enzimas para atuar sobre
pol uentes especificos no tratamento;

e avancos recentes na biotecnologia permitiram a producdo de algumas enzimas,
técnica e economicamente vidveis devido ao desenvolvimento dos procedimentos de
isolamento e de purificagdo de microrganismos.



Enzimas sdo catalisadores hioldgicos e seu uso no tratamento de efluentes
apresenta varias vantagens potenciais, tais como: simplicidade e facilidade no controle
do processo; ndo ha necessidade de aclimatacdo de biomassa; ndo ha efeitos de choque
por carga de poluentes; pode ser aplicada em processos com baixa ou alta concentragéo
de poluentes e opera em amplas faixas de pH, temperatura e salinidade (KARAN e
NICELL, 1997).

Entre varias possibilidades, os biocatalisadores podem ser usados no tratamento
de efluentes gerados nas industrias petrolifera, téxtil, papel, derivados de celulose e
alimenticias em geral, como mostrado na Tabela 2.7.

A industria do petréleo é responsavel pela geracdo de grandes quantidades de
borras oleosas, as quais representam um considerdvel dano ambiental. Essas borras
consistemn de um sistema multifasico contendo 6leo, agua e sdlidos em suspensdo, sendo,
portanto, de dificil degradacdo microbiana. A presenca de hidrocarbonetos
poliaromaticos dificulta a biodegradacdo deste residuo. Existem vérios tipos de
tratamentos, tais como, incinerag&o, aterro, biotratamento, entre outros, mas em alguns
casos, 0S microrganismos ndo S0 capazes de suportar a toxicidade do residuo, sendo
necessario um processo aternativo. Assim, a biodegradacdo dos hidrocarbonetos
aromaticos pode ser realizada pelo uso de enzimas oxidativas, como as peroxidases e
desidrogenases (BON e PEREIRA JR., 1999).

Na industria de papel e derivados de celulose, vérios estudos estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de viabilizar a utilizagcdo de microrganismos e enzimas
ligninaliticas (manganés-peroxidase, lignina-peroxidases e lacases) no tratamento de
efluentes gerados na etapa de branqueamento, reduzindo o teor de compostos
organoclorados das &guas residuérias (DE LA RUBIA et al., 2002; LOPEZ et al., 2002;
ROBLES et al., 2002). Similarmente, diversas propostas para tratamento de efluentes
gerados na industria téxtil, empregando as enzimas lacases e catalases, estdo em fase
avancada de estudos (COSTA, 2002).

Nesse mesmo setor, nos Ultimos anos, a aplicacdo de enzimas para a remogao de
depdsitos nas maguinas de producéo de papel vem aumentando consideravelmente. Os
contaminantes sdo proteinas, lipideos, ceras e materiais lignocelulésicos. Os
componentes organicos incluem moléculas de aclcares dos extratos de madeira e
amidos. A aplicacdo de enzimas como celulases, proteases, lipases e lignases removem

esses solidos e melhoram o volume de recirculagdo da &gua, impedindo a utilizacdo de



materiais poluentes como acalis e acidos e com isto reduzem os impactos ambientais
nas estacdes de tratamento de &guas residuérias (NOVOZY MES, 2000).

Nas industrias de abate de frango, um dos principais problemas é a degradacéo
das penas de aves, subproduto do abate de frangos e de dificil biodegradacéo anaerdbia.
As penas sdo constituidas de queratina, proteina com alto grau de ligagOes cruzadas entre
grupamentos dissulfito, presentes na cisteina (aminoécido) que confere rigidez a cadeia
polipeptidica (SALMINEN e RINTALA, 2002). Estudos tém sido realizados para a
obtenc&o de linhagens capazes de biodegradar essa macromolécula por meio de enzimas
proteoliticas, como endopeptidases, obtidas, principalmente, das espécies bacterianas
Fervidobacterium pennavorans e Bacillus licheniformis (SALMINEN e RINTALA,
2002). Uma outra aplicacdo promissora de enzimas proteoliticas € a hidrolise de
proteinas contidas em éguas residuérias provenientes, principalmente, das industrias de
laticinios (JUNG et al., 2002a).

Outro exemplo potencial € o uso da enzima tirosinase no tratamento de efluente
fendlico como os obtidos em diversas atividades industriais: mineracéo de carvao, refino
de petrdleo, curtimento e acabamento de couro, entre outras (BEVILAQUA et al.,
2000).

Finalmente ressalta-se 0 emprego crescente da enzima lipase na limpeza de
filmes gordurosos, na biodegradacéo de blendas poliméricas como poli(e-caprolactona) e
poli(acetato de vinila) (SIVALINGAM et al., 2003) e no pré-tratamento de efluentes
contendo elevados teores de lipideos (JAEGER e REETZ, 1998; CAMAROTA et al.,
2001; JUNG et al., 2002 b; PEREIRA, 2004).

O uso de enzimas em biocatalise ambiental vem ao encontro da forte tendéncia
dos governos atuais de intensificar as restricdes a polui¢éo ambiental. No caso brasileiro,
o controle ambiental € ainda mais relevante a preservacdo dos ecossistemas que, em
fungdo da sua extensdo e biodiversidade, constitui em ativo de valor incalculavel, além
de garantir a representatividade brasileirano cenario mundial.



Tabela 2.7. Enzimas com potenciais aplicacdes em tratamento de efluentes

Enzimas e Fontes

Poluentes e efluentes

Referéncias

Lipase (Pseudomonas aeruginosa)
(Pancredtica— PL250)

(Penicillium P4)
(Penicillium restrictum)
(Yarrowia lipolytica)

(Pseudomonas aeruginosa LPgg, €
Anicetobacter calcoaceticus L Pggg)
(Anicetobacter sp.)

(Candida rugosa)
(pancreas de porco)

Reducdo do teor de lipideos em efluentes de restaurante

60% de reducdo do tamanho das particulas de lipideos (efluente de
matadouros)

60% de reducéo do DQO de efluente da indlstria de 6leo de oliva.
Remocdo de DQO de efluente da indUstria de derivados | &cteos.

Reducéo de DQO, em até 80%, de efluente da indUstria de 6leo de oliva

Redug&o do teor de lipideos e DBO de efluente
Reducéo do teor de lipideos de efluentes de restaurantes

Reducéo do teor de lipideos e DQO de efluentes de abate de frango
Reducéo do teor de lipideos de efluentes de derivados | acteos

DHARMSTHITI e KUHASUNTISOOK,

1998
MASSE et al., 2001

ROBLES et al., 2000

LEAL et al., 2002

DE FELICE et al., 1997
SCIOLI e VOLLARO, 1997
MONGKOLTHANARUK e
DHARMISTHITI, 2002
WAKELIN e FORSTER, 1997
PEREIRA et al., 2003
MENDES et al., 2004

Azorredutase (Pseudomonas luteola) IndUstrias de tintas CHEN, 2002

Celulase (Trichoderma harzianum) Polpa de aclcar de beterraba AITKEN, 1993
(Trichoderma viride) Pré-tratamento termoguimico de celulignina

Cianidase (Fusaruium solani) Cianidio BARCLAY etal., 1998

Cianidase hidratase (Trichoderma spp.) Cianidio EZZI e LYNCH, 2002

Monooxigenase e Iminodiacetato dehidrogenase
(géneros Chelatobacter e Chelatococcus)

Remocdo de compostos derivados de éacidos aminopolicarboxilicos
(EDTA) em efluentes municipais

BUCHELI-WITSCHEL e EGLI, 2001

Oxirredutases e NTA Dehidrogenase (géneros
Chelatobacter e Chelatococcus)

Remocdo de compostos derivados de éacidos aminopolicarboxilicos
(EDTA) em efluentes municipais

EGLI, 2001

Polifosfatase e Fosfotransferase

Remocdo de fosfato biol6gico de efluentes

CZERSKA et al., 1997

Nitrogenase (Klebsiella oxytoca)

Remocdo de excesso de lodo e proteinas em estagdes de tratamento de
efluentes

JUNG et al., 2002 a

Protease

Cianidio

KAOQO et al., 2003

Protease pronase (Pseudomonas aeruginosa)

Inativacdo de virus bacteriéfago Cox A9 de efluentes para reutilizacéo da
agua

NASSER et al., 2002

Enzimas Oxirredutases (Pseudomonas syringae)

Remocao de compostos fendlicos e catecol

CAZA etal., 1999
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Tabela 2.7. Enzimas com potenciais aplicacdes em tratamento de efluentes (continuagao)

Acetilcolinesterase e enzimas antioxidantes

Degradacéo de pesticidas de ambientes marinhos

LIONETTO et al., 2003

Carbaril Hidrolase (Arthrobacter sp. RC100)

Degradacéo de inseticidas a base de N-metilcarbamato

HAYATSU et al., 2002

Naftal eno-dioxigenase

Remocdo de naftaleno

NIGAM et al., 1998

Catalase (Bacillus sp.)

Remocdo de H,0, presente em efluentes de branqueamento de
tecidos

PAAR et al., 2001

B-Glicosidase e Manganés peroxidase (Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus sajor-caju)

Remocédo de corantes azo da indUstria de aimentos e na indUstria
téxtil

CHAGAS e DURRANT, 2001

Lacase (Coriolus versicolor e Funalia trogii)
(Trametes versicolor)

(Lentinula edodes)

Tratamento de efluentes da indUstria téxtil

Remocdo de pesticidas a base de uréia, N',N'-(dimetil)-N-(2-
hidroxifenil)uréa (2-HF)

Remocdo de compostos fendlicos, polifendis e orto-difendis, da
industria de extracdo de 6leo de oliva

KAHRAMAN e GURDAL, 2002
ROBLES et al., 2002
JOLIVALT et al., 2000

D'ANNIBALE et al., 2000

Lacase e Manganés peroxidase (Trametes versicolor)
(Panus triginus)

(Geotrichum sp. CCMI 1019)

Remog&o de hidrocarbonetos arométicos

Remocédo de compostos fendlicos da industria de extracéo de éleo
deoliva

Remocdo de compostos azo, tintas, presentes em efluentes da
industria téxtil

EDWARDS et al., 2003
FENICE et al., 2003

MAXIMO et al., 2003

(Phanerochaete flavido-alba) Remoc&o de compostos fendlicos e cor RUIZ et al., 2002
Peroxidase
Lignina peroxidase (Phanerochaete Tintas, clorofendis, Dibenzo(p)dioxinas, metoxifendis, metilfendis, | AITKEN, 1993

chrysosporium)

Manganés peroxidase (Phanerochaete flavido-
alba)
Peroxidase de soja

2-nitrofenol, fenol, hidrocarbonetos arométicos policiclicos e licor
de madeira pinus obtido por exploséo a vapor

Efuentes de industrias de extracd de 6leo de oliva, rico em
compostos fendlicos

Remocéo de compostos fendlicos de efluentes da extracdo de éleo
de soja

DE LA RUBIA et al., 2002

LOPEZ et al., 2002; AKAY et al., 2002

Tirosinase (Agaricus bisporus)

Degradacéo de compostos fendlicos

SEETHARAM e SAVILLE, 2003
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2.5. Lipases

Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) compreendem um grupo de
enzimas hidroliticas que atuam na interface organica — aquosa, catalisando a hidrolise
de ligacOes éster- carboxilicas de acilglicerdis para liberar acidos orgéanicos e glicerol,
podendo a reag&o inversa (sintese) ocorrer em ambientes pobres em agua (JAEGER et
al., 1994).

A principal aplicacdo das lipases esta relacionada a sua atuacdo como
componente funcional de misturas enziméticas na formulacdo de detergentes. A idéiada
utilizacdo de lipases neste campo ndo € nova, mas 0 grande marco da utilizacdo de
lipases na formulacdo de sabd em pO ocorreu em 1988, quando a empresa Novo
Nordisk lancou no mercado um produto contendo lipase fungica de Humicula
lanuginosa denominado comercidmente de “Lipolase’. Outros produtos, como o
“Lumafast” (Genencor) e o “Lipomax” (Gist Brocades), contém lipases extracelulares
de Pseudomonas com estabilidade e atividade otimas sob as condi¢Oes de lavagem
(JAEGER et al., 1994).

Além disso, as lipases podem ser empregadas na producdo de farmacos,
cosméticos, aimentos, perfumaria, diagnosticos meédicos, sintese de compostos
opticamente ativos, resolucdo de racematos, producdo de aromas e fragrancias e
modificacbes de lipideos (GHANDI, 1997; SHARMA et al., 2001). Na industria de
couro, lipases podem ser empregadas em conjunto com outras hidrolases para a
remocao de gordura subcuténea e pelos. Na industria de polpa e papd, triglicerideos e
ceras contidas na madeira na remocao do “pitch” que dificultam o processo de producéo
de papel podem ser removidos pelo emprego de lipases (JAEGER e REETZ, 1998).

Atualmente, o tratamento de residuos também representa um campo de vasta
aplicacdo para estas enzimas, seja na prevencdo ou limpeza de filmes gordurosos, sgja
na biodegradacdo de plasticos ou sgja no pré-tratamento de efluentes contendo
compostos gordurosos como 0s gerados em atividades zootécnicas (LIE e MOLIN,
1991; GROSS, 1996; TEIXEIRA, 2001; MASSE et al., 2001; LEAL et al., 2002;
PEREIRA, 2004), sendo essa aplicacdo objeto do presente projeto.
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2.5.1. Fontes e Propriedades

As lipases sGo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir
de fontes animais, vegetais e microbianas (KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998).
Inicialmente, eram obtidas a partir do péncreas de animais e usadas como auxiliar
digestivo para consumo humano (VULFSON, 1994, KAZLAUSKAS e
BORNSCHEUER, 1998). Em funcéo do baixo rendimento do processo fermentativo, as
lipases microbianas tinham também um custo bem mais elevado quando comparado
com outras hidrolases, como proteases e carboxilases. Entretanto, 0os recentes avangos
registrados na tecnologia do DNA, tém permitido aos fabricantes de enzimas colocar no
mercado lipases microbianas com uma atividade elevada a um custo mais acessivel
(VULFSON, 1994).

As enzimas produzidas por fermentagdo microbiana, S8 em sua maioria
extracelulares, fato que facilita os processos de extracdo e purificagcdo e conferindo
maior estabilidade (JUNG et al., 2002b). A producdo de enzimas por via microbiana
permite fécil controle das condi¢des de cultivo e pode ser realizada em escala industrial
com baixos custos. O rapido crescimento celular é um outro fator importante na
producdo de enzimas dessa fonte (JAEGER et al., 1999).

As lipases microbianas sdo produzidas por diversas industrias, como
Novozymes, Amano, Gist Brocades, entre outras. Uma publicagdo recente sobre a
disponibilidade comercial de lipases listou enzimas de 34 diferentes fontes, incluindo 18
apartir de fungos e 7 de bactérias (JAEGER e REETZ, 1998).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando entre 20 a
75 kDa, atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas variando desde a
ambiente até 70°C. Lipases si0 usuamente estédveis em solugdes aguosas neutras a
temperatura ambiente, apresentando, em sua maioria, uma atividade 6tima na faixa de
temperaturaentre 30 e 40°C (VULFSON, 1994).

Lipases pancredticas tém uma massa molecular de aproximadamente 50 kDa e
sd0 normamente isoladas de péancreas ou biles de animais. Por esta razdo, sdo
preparactes geralmente impuras, contendo outras hidrolases, como esterases, tripsina,
proteases, entre outras (KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998). As lipases

mi crobianas, mesmo quando sdo de microorganismos recombinantes, sG0 mais puras.
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A atividade lipolitica das lipases pancredticas € potenciaizada por diversas
substancias, entre das Ca** e alguns aminoécidos e peptideos. O valor de pH 6timo
variaentre 7,5 a 8,0, elevando-se em razéo direta do comprimento da cadeia dos acidos
graxos do glicerideo.

A atividade da hidrdlise de glicerideos pelas lipases pancreati cas aumenta com:
massa molecular dos acidos graxos componentes; grau de insaturacdo e nimero de
acidos graxos na molécula do triglicerideo. Assim, os triglicerideos de alguns &cidos
graxos como o oleico, sofre hidrélise com maior rapidez que os diglicerideos e os
triglicerideos de &cidos de cadeia curta, tal como o butirico. Em geral, as gorduras séo
atacadas mais ativamente que outros ésteres de acidos graxos (MASSE et al., 2001).

Pelo fato das gorduras serem insolGveis na édgua, a hidrolise pela agdo dalipase é
facilitada pela emulsificacdo, que aumenta muito a superficie do substrato exposto a
enzima (ROCHA, 1999). A emulsificagdo € facilitada pelo efeito da diminuicdo da
tensdo superficial. Ao separarem-se 0s acidos graxos, 0os monogliceridios resultantes, e
talvez também os sabdes (isto &, sais sodicos e potassicos dos acidos graxos), por serem
substancias tensoativas, facilitam a emulsificagio. As vezes as condicdes ndo costumam
ser étimas para que as gorduras ingeridas sofram hidrdlise completa desdobrando-se em
glicerol e &cidos graxos. A mistura consiste geralmente de gorduras (triglicerideos),
diglicerideos, monoglicerideos e &cidos graxos em proporcdes varidreis, o que depende
de diversas circunstancias, entre elas a quantidade e natureza das gorduras, pH e entre
outras (CASTRO et al., 2004).

Entre as lipases pancreaticas disponiveis comercialmente a preparacdo fornecida
pela Sigma (tipo 11) € mais bem estudada. No mercado brasileiro, foram também
identificadas algumas empresas que comercializam preparagbes enzimaticas com
elevada atividade lipolitica. Porém apresentam um limitado grau de pureza, o que
diminui o seu custo. Entretanto, essas preparacdes ndo possuem dados de desempenho
disponiveis na literatura, tornando necessario um estudo prévio de suas propriedades

bioquimicas e cinéticas.
2.5.2. Reacdes Catalisadas pelas Lipases

As lipases catalisam uma série de diferentes reacOes, mostradas na Figura 2.4
(VULFSON, 1994). Além de clivar as ligacdes éster de triacilglicerdis com o consumo

de moléculas de &gua (hidrdlise), as lipases sdo também capazes de catalisar a reacéo
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reversa sob condi¢des microaquosas, como por exemplo, aformacdo de ligacdes éster, a
partir de um acool e éacido carboxilico (sintese de éster) (GANDHI, 1997; YAHYA et

al., 1998). Estes dois processos bésicos podem ser combinados numa seqiiéncia l6gica

para resultar em reacdes de interesterificacdo (acidolise, alcodlise e transesterificacdo),
dependendo dos reagentes de partida empregados (BALCAO et al., 1996). Lipases de

diferentes fontes sdo capazes de catalisar a mesma reacdo, embora possam diferir no

desempenho sob as mesmas condicdes reacionais (YAHYA et al., 1998).
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A hidrdlise enzimética de lipideos encontra uma variada aplicagdo na industria
guimica e de alimentos. Destacam-se a obtencéo de produtos especificos de alto valor
agregado, como por exemplo, a astaxantina (corante de alimentos), &cido 4-
hidroxidecandico usado como precursor de aromas como o éster y-decal actona (sabor de
frutas), éacidos dicarboxilicos para industrias de pré-polimeros e acidos graxos
polinsaturados (PUFAS) do tipo 6mega-3 e 6mega-6, a partir da hidrélise de 6leos
marinhos por lipases ndo especificas (SHARMA et al., 2001). Os mais importantes
acidos, contidos nos 6leos marinhos, sdo os acidos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA), que apresentam aplicacdes terapéuticas no tratamento de
enfermidades inflamatérias auto-imunes e doengas cardiovasculares, e ndo podem ser
obtidos por métodos convencionais de aguecimento, sem sofrer uma decomposicéo
substancial (TORRES et al., 2003). Da mesma forma, o &cido y-linolénico, um
importante produto nutricional encontrado em sementes de oleaginosas, como soja,
milho, canola e girassol, pode ser obtido pela hidrélise catalisada por lipases sob
condigdes moderadas de temperatura.

Em meio orgénico, as lipases sdo utilizadas em diversos setores da industria
como alimenticios, farmacéuticos e cosméticos. Na industria alimenticia, a sintese de
ésteres apresenta como uma vertente bastante promissora (CASTRO e ANDERSON,
1995). A producdo de ésteres de acidos graxos de ato grau de pureza e qualidade, como
0 isopropilmiristato, isopropilpalmitato e 2-etilexilpalmitato, sdo ingredientes
empregados na formulagcdo de cremes, cosméticos e outros produtos de higiene.
Finalmente merece referéncia, a producdo de ésteres aromatizantes, ésteres de baixo
peso molecular, principamente para o0 uso em diversos produtos alimenticios,
farmacéuticos e cosméticos (VULFSON, 1994).

A interesterificacdo € o processo mais usado para obtencdo de lipideos com
funcdes desgaveis na manufatura de produtos especificos. Um dos mais importantes
usos da lipase, em processos de interesterificacdo de lipideos, é o aproveitamento de
0leos de baixo custo para producdo de andl ogos de manteiga de cacau (UNDURRAGA
et al., 2001). A manteiga de cacau € um ingrediente, que confere ao chocolate as
caracteristicas necessarias de cristalizacado e fusdo. Destaca-se ainda os estudos recentes
de aplicacéo de lipase na geragcdo de energia, como a producéo de biodiesdl, alternativo
a0 Oleo diesdl, a partir de dleos vegetais brutos (PIZARRO e PARK, 2002). Entre essas
aternativas, a interesterificacdo é a melhor escolha, particularmente com monod coois
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(alcodlise), especificamente metanol ou etanol, promovendo a quebra da molécula dos
trigliceridios, gerando mistura de ésteres metilicos ou etilicos dos acidos graxos

correspondentes, liberando glicerina como subproduto (PIZARRO e PARK, 2002).

2.5.3. Mecanismo de Atuacéao

As lipases tém sido definidas como carboxilesterases que hidrolisam
acilglicerdis de cadeia longa, ou sgja, com cadeia acila com mais de 10 &omos de
carbono. Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar apenas acilglicerdis de
cadeia com menos de 10 carbonos sdo classificadas, genericamente, como esterases
(VERGER, 1997).

A diferenca entre lipases e esterases também tem sido feita pela especifidade
preferencial dessas duas enzimas. Os substratos naturais para lipases sdo lipideos
contendo triacilglicerdis constituidos de acidos graxos de cadeia longa, ou sgja, ligaches
ésteres triplices, enquanto esterases atuam sobre ligacdes éster Unicas, liberando acidos
graxos de baixo peso molecular (BROCKMAN, 1984). Deve-se enfatizar, entretanto,
gue a maioria das lipases podem hidrolisar os substratos de esterases, enquanto o
inverso ndo é verdadeiro (JAEGER et al., 1999).

As reagOes lipoliticas ocorrem na interface agua-lipideo, podendo em alguns
casos impedir que as cinéticas das reacOes enziméticas segjam descritas pelas equacoes
do tipo Michaelis-Menten, as quais sO sdo validas se a reacdo catalitica ocorrer em fase
homogénea (SHARMA et al., 2001). Substratos lipoliticos usualmente formam um
equilibrio entre os estados monoméricos, micelares e emulsificados, resultando na
necessidade de um modelo de sistema adequado ao estudo da cinética da lipase. Nos
estados monomeéricos, as lipases sdo incapazes de agir, pois os lipideos se encontram
solveis no meio aquoso. O fendmeno mais conhecido nos estudos cinéticos recentes de
reacOes lipoliticas é a “ativagdo interfacial”, a qual relaciona o aumento da atividade da
lipase em funcdo de substratos insoltveis emulsificados (JAEGER e REETZ, 1998).

A determinacdo da estrutura tridimensional das lipases de Mucor miehei e da
lipase pancredtica humana, propiciou uma explicagdo para o fendmeno da ativacdo
interfacial: o sitio ativo destas enzimas encontra-se sob uma “tampa’ hidrofébica ou
“lid” que ao interagir com a interface lipideo/agua sofreria uma mudanca
conformacional, expondo o sitio ativo. A presenca dessa “tampa’ na estrutura da enzima

e a propriedade de ativagdo interfacial passaram a ser fatores determinantes para a
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caracterizacdo de lipases (VERGER, 1997). Recentemente, revelou-se que a presenca
da “tampa’ ndo esta necessariamente correlacionada com a ativacdo interfacial. Lipases
de origem microbiana (Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida
antarctica B) e a lipase pancredtica humana ndo mostraram ativagdo interfacial, embora
apresentem uma “tampa’ anfifilica sobre seus sitios ativos. Esta observagéo sugere que
a presenca de uma tampa hidrof dbica sobre o sitio ativo e a ativacéo interfacial ndo sdo
critérios adequados para classificar uma enzima como a lipase. Portanto, a definicéo
atual é bastante simples. uma lipase € uma carboxiesterase que catalisa a hidrélise de
acilglicerol de cadeialonga (JAEGER e REETZ, 1998).

2.5.4. Especificidade

Uma grande vantagem do uso de lipase em relacdo as reagbes quimicas
convencionais reside no fato destas enzimas apresentarem, ou ndo, espeficidade que
pode ser dividida em trés grupos principais (MACRAE e HAMMOND, 1985;
KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998). A Tabela 2.8 mostra as especificidades

das lipases e suas aplicacoes.

1) Lipases ndo especificas: Catalisam a hidrdlise completa do triacilglicerideo
em &cidos graxos e glicerol, apresentando mono e diacilglicerideo como intermediarios,
atuando de modo aleatério. As lipases de Candida rugosa, Propionibacterium acnes,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas fluorecens pertencem a esse grupo.

2) Lipases 1,3 especificas: Na presenca dessas lipases, os triacilglicerideos sdo
hidrolisados nas ligacbes dos C; e Cs do glicerol produzindo &cidos graxos, 2
monoglicerideros e 1,2 ou 2,3 diglicerideos, ambos gquimicamente instavels, ocorrendo
migracdo do grupo acil para produzir 1,3 diglicerideos e 1 ou 3 monoglicerideros.

Pertencem a este grupo as lipases pancredticas e microbianas de Aspergillus niger,
Mucor miehei, Rhizopus delemar.

3) Lipases &cido graxo especificas: Séo lipases com agdo especifica na

hidrolise de ésteres cujos acidos graxos sejam de cadeia longa insaturada com duplas
ligagBes em cis, no carbono 9. Esteres com &cidos graxos saturados ou sem insaturagao
no carbono 9, sdo lentamente hidrolisados. Este tipo de especificidade ndo € comum
entre as lipases e 0 exemplo mais estudado até hoje € a lipase de Geotrichum candidum

usada na alcodlise de 6l eos sel ecionados para produtos especificos.
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Tabela 2.8. Especificidade das lipases e suas aplicacfes

Especificidade Lipase Aplicacao
Regio especificidade
1,3 regio especifica Mucor miehei Sintese de triglicerideos

Rhizopus oryzae

Rhizopus arrhizus

DG 1,2 (2,3) por hidrdlise de
TG

Rhizopus delemar

Rhizopus niveus

DG 1,3 por esterificagdo
direta com acidos graxos

Lipase pancredtica de porco

2-MG por hidrélisede TG

1(3-MG por esterificagdo
com AG
N&o especifica Candida rugosa Producdo de AG por hidrélise
Chromabacterium viscosum
Pseudomonas fluorescens MG e DG por glicerdlise
- direta
Pseudomonas cepacia
Especificidade pelo AG
AG poliinsaturados de | Geotrichun candidum Hidrolise seletiva
cadeialonga Candida rugosa
Acidos saturados Fusarium oxysporum Hidrdlise seletiva
Acidos  insaturados | Geotrichum candidum B Hidrolise seletiva
CiS-A9
Acidos peguenos Cuphea sp. Hidrélise seletiva
Acilglicerol especifico
MG Acilhidrolase de batata | MG por esterificacdo direta
(patatin) com AG
MG eDG Penicillium camembertii MG e DG por esterificagdo
—— - diretacom AG
Penicillium cyclopium M1
Fusarium sp.
TG Penicillium roquefortii 1,2 DG por hidrolase ou
acodlisede TG

Penicillium cyclopium M1
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2.5.5. Fatores que Interferem no Processo de Hidrolise de Lipideos

A hidrélise de ésteres de triglicerideos ocorre por clivagem sequencia dos
grupos acila no glicerideo, de tal forma, que num dado momento, a mistura reacional
contem ndo somente triglicerideo, égua, glicerol e &acidos graxos, como também
diacilglicerdis e monoacilglicer6is (HARALDSSON, 1991), conforme mostrado na
Figura 2.5.
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Figura 2.5. Hidrolise seqliencial dos grupos acila no glicerideo, catalisada por lipases.
Fonte: CASTRO et al. (2004).

Os principais fatores que afetam a atividade das lipases sdo concentragcéo de
substrato, pH, temperatura, agentes emulsificantes e ions (STAUFFERT, 2000).

2.5.5.1. Concentragéo de Substrato

A velocidade de uma reacéo catalisada por enzimas aumenta conforme a
concentracdo de substrato, até atingir uma velocidade méaxima. A obtencdo de um platé
na velocidade de reacdo em altas concentragdes de substrato reflete a saturacéo pelo
substrato de todos os sitios de ligacdo disponiveis na enzima (CHAMPE e HARVEY,
1997). A relagdo entre a velocidade da reac&o e concentragao crescentes de enzima, na
presenca de um excesso de substrato, é suficiente para saturar o sitio ativo da enzima
(CONN e STUMPF, 1980). No caso especifico das lipases, sua atuacdo em sistemas
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heterogéneos, é proporcional a concentragdo de emulsdo. Em baixas concentractes
ocorre um decréscimo de adsorcdo de lipase na interface agualdleo, resultando na
reducdo da atividade hidrolitica, ndo ocorrendo 0 mesmo em sistemas com elevada
concentracdo de emulsio (VERGER, 1997).

2.5.5.2. Efeito do pH

A mudanca de pH afeta profundamente o caréter i6nico dos grupos carboxilicos
e amino da enzima e afeta, portanto o sitio catalitico e a conformacéo de uma enzima
(CONN e STUMPF, 1980).

A maioria das enzimas apresenta um pH caracteristico em que sua atividade é
maxima, chamado pH 6timo da enzima e acima ou abaixo desse pH a atividade
decresce. O pH 6timo esté associado ao tipo de substrato, estado de pureza da lipase,
tampdo e métodos de ensaio. Entretanto, grande parte das lipases tem uma atividade
6tima em pH acalino (CHAMPE e HARVEY, 1997). A lipase de pancreas de porco
tem uma atividade 6tima em pH entre 8 e 9 mas, dependendo do substrato e do tipo de

agente emulsificante, pode desenvolver atividade em pH entre 6 e 7 (SHAHANI, 1975).

2.5.5.3. Temperatura

A velocidade de reagdo aumenta com a temperatura até atingir a velocidade
maxima. O aumento na temperatura imprime maior energia cinética as moléculas de
enzima e substrato, ocasionando um maior nimero de colisdes produtivas por unidade
de tempo. Uma elevacdo adicional da temperatura resulta em uma reducdo na
velocidade de reacdo, como resultado da desnaturagdo da enzima induzida pela
temperatura (CHAMPE e HARVEY, 1997).

As enzimas sd0 mol éculas proteicas complexas e sua atividade catalitica provém
de uma estrutura terciéria, mantida, principa mente, por interagdes fracas. O aumento da
temperatura promove um rearranjo da estrutura terciéria da enzima, tornando a molécula
desnaturada. A temperatura 6tima das lipases microbianas e pancreaticas se encontra
normal mante entre 30-40°C (SHAHANI, 1975).
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2.5.5.4. Agentes Emulsificantes

Os agentes emulsificantes sdo moléculas anfifilicas constituidas de uma porcéo
hidrofdbica e uma porgdo hidrofilica. A porcdo apolar é freqlientemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto a porgdo polar pode ser idnica (anidnica ou cationica), ndo-
ionica ou anfétera (ROCHA, 1999). Alguns exemplos de surfactantes i6nicos utilizados
comercialmente incluem ésteres sulfatados ou sulfatos de acidos graxos (aniénicos) e
sais de amobnio quaternario (catidnico) e os surfactantes ndo-iénicos incluem Triton X,
Triton N e o Brij. Em func&o da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na
mesma mol écula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas
com diferentes graus de polaridade (6leo/adgua e égua/dleo) (GAN et al., 2000).

A formagdo de um filme molecular, ordenado nas interfaces, reduz a tensdo
interfacial e superficial, sendo responsavel pelas propriedades Unicas dos surfactantes.
Estas propriedades fazem com que os surfactantes sejam adequados para uma ampla
gama de aplicagcbes industriais incluindo: emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade
espumante, solubilizacdo e dispersdo de fases (ROCHA, 1999).

A reacdo padrdo mais utilizada na determinacdo da atividade lipolitica, € a
hidrolise dos triacilglicer6is com a quantificagcdo dos é&cidos graxos formados. Os
métodos mais usados para acompanhar esta reacdo sdo a titulacdo com hidroxidos
(PELED e KRENZ, 1981) e a colorimetria com sais de cobre (LOWRY e TINSLEY,
1976). Esta ultima metodologia pode também ser usada com sistemas micelares, com
especial atencdo ao efeito do tensoativo (caso do AOT) no estabelecimento das curvas
de calibragéo (WALDE, 1990).

Uma das principais dificuldades na compreensdo do mecanismo de hidrdlise é a
dependéncia da atividade das lipases das propriedades fisicas da emulsdo, ou sga, a
disposicéo de substratos lipoliticos a lipase (BROCKMAN, 1984). O uso de substratos
sollveis em &gua, tais como o p-nitrofenil palmitato (pNPP), cuja hidrdlise € rapida e
pode ser acompanhada espectrof otometricamente, ndo €, contudo, o mais adequado para
a determinacéo da atividade da lipase, devido a interferéncia de esterases (ERDMANN
et al., 1990). O método mais utilizado para determinar a atividade das lipases € a
titulacdo dos é&cidos graxos formados pela hidrélise do triglicerideo, em gera, a
trioleina, produzidos numa emulsdo estabilizada com um agente tensoativo. Apesar do

efeito dos agentes emulsificantes em lipases ndo ter sido extensivamente estudado, a
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goma ardbica € 0 agente tensoativo mais utilizado, conduzindo elevada atividade
lipolitica (VEERARAGAVAN, 1990). Os tensoativos iénicos ndo sdo empregados em
hidrdlises de lipideos, quando se utiliza 0 método titrimétrico como método analitico,
pois podem deslocar o equilibrio idnico.

Entre os tensoativos ndo ionicos, o Triton X-100 € o mais utilizado em ensaios
de hidrdlise de triglicéridios (PELED e KRENZ, 1981; ERDMANN et al., 1990;
ROCHA, 1999). O uso de tensoativo para estabilizar emulsdes na determinacéo de
atividade lipolitica, deve ter em conta que a atividade da lipase varia tanto em fungdo do
tipo de tensoativo, como da sua concentragdo (MOZAFFAR et al., 1994). Assim, as
atividades enzimaticas sO sd0 comparaveis quando se usa 0 mesmo tensoativo, na
mesma concentracdo, em todos os ensaios (ROCHA, 1999). O efeito dos tensoativos
sobre a atividade hidrolitica das lipases (ativagdo ou inibicdo) é particularmente
importante na indUstria de detergentes, onde as lipases sdo usadas na remocdo de
lipideos (XIA et al.,1996).

2.5.5.5. Efeito dos ions

Os sais exercem uma influéncia na atividade enzimética das lipases, podendo
aumentar ou reduzir a sua acdo hidrolitica. Dependendo da fonte de lipase, existem
diferencas dos fons Ca**, Na", Cl e sais hiliares. No caso da lipase de pancreas de
porco, o NaCl parece ser essencial em concentracdes em torno de 7 mM, na qual mostra
um maximo de atividade. Para concentragdes superiores a 7 mM a velocidade da reacdo
decresce. E possivel que o NaCl promova a ionizaco do &cido graxo em pH alcalino.
Ouitras lipases como a do pancreas bovino, ndo mostram essa necessidade (SHAHANI,
1975).

Lipases de Geotrichum candidum mostraram também ser dependentes de C&* e
Na" (MACEDO, 1995). Na hidrdlise do d6leo de oliva, a atividade hidrolitica foi
reduzida em 38% sem adicao desses ions no meio da reacdo. Com lipase de Penicillium
roquefortii, nesse mesmo trabalho, foi observado que os ions K* e Na' até a
concentragdo de 1 mM, e os fons Mn®* e Ca®* promoveram um incremento na atividade,
a0 contrério do fon Fe** que reduziu severamente a atividade de hidrdlise.

Em estudo com lipases de Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 foi observado
gue os sais de sodio e potassio também incrementaram a atividade enzimética na

concentragdo de ImM (LIN et al., 1996). Os cétions bivalentes Ca®* e Mn®* elevaram a
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atividade hidrolitica dessa lipase, ao contrério dos fons Fe** e Fe**. Os metais pesados e
os fons Fe** e Fe** inibem a atividade hidrolitica das lipases, pois esses fons podem
aterar a conformagdo do sitio ativo dalipase (SHARON et al., 1998). CHARTRAIN et
al. (1993) observaram o efeito de inibicdo da lipase extracelular de Pseudomonas
aeruginosa MB5001 em meios com concentracdo de 1 mM de ZnSO,4, com 94% de
inibicdo, mas sua atividade hidrolitica foi estimulada pela adicdo de 10 mM de CaCl, e
200 mM de &cido taurocdlico (sal de bilis).

2.5.6. Aplicacéo de Lipases em Tratamento de Efluentes Ricos em Lipideos

As lipases vém sendo utilizadas na remocdo de gorduras nos aeradores de
estacOes de tratamento que empregam sistemas de lodos ativados (JUNG et al., 2002,
b). Esta camada de gordura impede a transferéncia de oxigénio, comprometendo a
reposicdo de oxigénio necess&rio a biomassa na degradacdo da matéria organica. A
empresa japonesa Meito Sangyo Co. vem produzindo lipase de Candida rugosa
(Lipase-MY), para 0 emprego em estagdes de tratamento de efluentes nos Estados
Unidos na remocdo de gorduras impregnadas em equipamentos (SEITZ, 1974). O
tempo de vida Util de equipamentos industriais e de estacBes de tratamento de efluentes
aumenta com a remocao de solidos, como gorduras.

As lipases podem ser utilizadas diretamente na forma bruta (caldo fermentado)
ou isoladas para promover um pré-tratamento do efluente antes da digestdo anaerdbia.
Entretanto, estudos tém sido realizados para verificar a possibilidade de cultivo de
microrganismos produtores de lipases do género Penicillium em associagcdo com a
digestdo do efluente de extracéo de azeite de oliva (ROBLES et al., 2000).

Um complexo enzimético contendo hidrolases, como proteases, amilases,
celulases e lipases, produzidas por Bacillus subtilis, foi testado em efluentes ricos em
lipideos por CAIL et al. (1986). O pré-tratamento enzimatico aumentou a remogado de
DQO de 59% no controle para 78%, no reator anaerdbio e reduziu os teores de lipideos
e solidos de 47 para 70% e de 34 para 70%, respectivamente.

Um pré-tratamento enzimético de efluentes de matadouro foi realizado por
MASSE et al. (2001) empregando trés preparacoes de lipases de fontes animal, lipase
pancredtica 250 (PL-250, Genencor International, Rochester, NY), microbiana de
Mucor miehei G-1000 (LG-1000 Genencor International, Rochester, NY) e vegetal,

denominada EcoSystem Plus (ESP, Neozyme International, Newport Beach, CA) para
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avaliacdo da reducéo de DQO e do tamanho de particulas de lipideos. Os resultados
obtidos mostraram gue a lipase pancreatica PL-250 foi mais eficiente que as demais,
com uma reducdo no tamanho das particulas de lipideos em até 60% em um periodo de
4 h. Por outro lado, os autores ndo obtiveram reducdo significativa de DQO devido ao
fendbmeno de dessorcao/ adsorcdo da lipase na superficie das particulas de lipideos.

A espécie Penicillium Py, isolada de um efluente de uma industria de 6leo de
oliva, foi estudada para biodegradacdo deste efluente, contendo 114000 mg/L de DQO
(ROBLES et al., 2002). Apds 20 dias de incubacao, a 28°C, observou-se uma reducdo
de 61% naDQO inicia do efluente.

O crescimento da levedura Yarrowia lipolytica da linhagem ATCC 20255 em
efluentes da industria de éleo de oliva, utilizando lipideos e aglicares como fontes de
carbono, foi estudado por DE FELICE et al. (1997). Ap6s um periodo de 24 h, em
sistema aerodbio, areducdo de DQO foi de 80% e a concentracdo de biomassa aumentou
em 22,45 g/L, comparada com a concentracdo microbiana inicial. Resultados similares
foram descritos por SCIOLI e VOLLARO (1997).

Uma cultura mista de bactérias das linhagens Pseudomonas aeruginosa L Psop,
Bacillus sp. Bsps e Anicetobacter calcoaceticus LPsyg foi testada no tratamento de
efluentes ricos em lipideos por MONGKOLTHANARUK e DHARMISTHITI (2002).
Nesses testes, a linhagem Bgsos foi responsavel pela producdo das enzimas protease e
amilase e as linhagens LPsp; € LPsgg, pela producdo de lipases. Os valores de DBO e
teor de lipideos, empregando o consorcio bacteriano, foram reduzidos de 3500 e 20000
g L™, respectivamente, para valores inferiores a 20 mg L™, sob condicdes aerébias num
periodo de 12 dias.

A remocdo de lipideos de efluentes gerados em restaurantes foi verificada por
WAKELIN e FORSTER (1997) empregando culturas puras das espécies Anicetobacter
sp., Rhodococcus rubra, Nocardia amarae, Microthrix parvicella, uma cultura mista
chamada MCL1 e lodo ativado aclimatado e ndo aclimatado. A espécie Anicetobacter sp.
foi amais eficiente das culturas puras, removendo 60-65% do teor de lipideos, com uma
concentracdo inicial de 8000 mg/L. A eficiéncia, de remocao de lipideos do efluente,
pela cultura mista MC1 foi de 73%. Em lodo ativado aclimatado, foram obtidas
eficiéncias de remocao de lipideos superiores a 90%. Esse valor ndo foi observado pelo
lodo ndo aclimatado. Para todos os meios de cultura a fase lag, fase de adaptacéo ao
meio, foi de aproximadamente 1 dia, exceto para o lodo ativado aclimatado. Os testes de
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biodegradabilidade de lipideos foram efetuados em periodo de 7-8 dias. A auséncia
desta fase lag, para o lodo ativado aclimatado, resultou em maior remocéao de lipideos e
um rapido crescimento dos microrganismos do meio de cultura, devido a maior
assimilicéo do substrato pelos microrganismos.

A hidrdlise enzimética com lipases produzidas pelo Penicillium restrictum,
anterior a etapa biol6gica em um reator de lodos ativados de batelada seqtiencial para o
tratamento de efluentes de laticinios foi investigada por JUNG et al. (2002, b). A
hidrdlise do efluente foi conduzida com 0,2 % (m/v) de torta de babagu fermentada com
atividade lipasica de 11 U/g de sdlido. Uma unidade de atividade lipolitica (U) foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de é&cido graxo por minuto de
reacdo. Diferentes concentracfes de lipideos foram avaliadas (400, 600 e 800 mg/L). Os
reatores foram alimentados com efluente bruto (controle) ou hidrolisado e operaram a
temperatura ambiente e com tempo de retencdo hidraulica de 24 h. Até a concentracéo
de 600 mg/L, a flora microbiana assimilou a carga organica introduzida em ambos os
reatores. A partir de 800 mg/L, a eficiéncia de remocdo de DQO no reator controle
decaiu, chegando a ser nula, enquanto no reator aimentado com o hidrolisado se
manteve acima de 90%.

A hidrélise de lipideos de efluentes gerados em frigorificos avicolas,
empregando lipase microbiana de Candida rugosa foi realizada por PEREIRA et al.
(2003). As porcentagens de hidrélise mais elevadas foram acancadas em efluentes
tamponados no pH 6timo de atuac&o dessa preparacdo enzimética (pH 7,0). Verificou-se
a influéncia das concentracbes de enzima, agente emulsificante e ions calcio no
desempenho da hidrdlise dos lipideos, por meio de um plangamento fatorial. A
porcentagem de hidrélise maxima obtida foi de 20,9 %, com influéncia significativa, em
niveis maximos, das concentragdes de enzima (0,4%) e agente emulsificante (3%). O
gjuste do pH do efluente com solucdes de NaOH ou NaHCO3; em substituicdo a solucéo
tampao e apos 12 h de tratamento, elevou a porcentagem de hidrdlise dos lipideos para
35%. A eficiéncia do pré-tratamento enzimatico, verificada por meio de testes de
atividade metanogénica revelou uma reducéo no tempo de digestdo anaerdbia da ordem
de 33%.

Sdo também conhecidos diversos documentos de patentes que tratam de maneira
diversificada a aplicacdo de enzimas hidroliticas, principalmente lipases, na hidrdlise de
compostos organicos contidos em efluentes.
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A patente FR2659645, depositada em 13/03/90, relata um procedimento para a
degradacéo de lipideos, contidos em caixas de gorduras de efluentes domeésticos, pela
adicdo de bactérias produtoras de lipases (TSOCHOCKE, 1990). Essas bactérias sdo
fixadas e confinadas em um material suporte ndo-biodegradével e imersas na superficie
das caixas de gordura, obtendo porcentagem de hidrdlise superior a 90%.

Um método de tratamento para efluentes com elevados teores de lipideos e/ou
materiais amilaceos, fécula, a partir de um bioaditivo constituido de diversas linhagens
microbianas € relatado pela patente FR2684664, depositada em 10/12/91 (GARDON et
al., 1991). Esse bioaditivo € produzido por fermentacdo aerdbia, de culturas
enriquecidas com as espécies microbianas Aerobacter aerogenes, Bacillus subtilis,
Cellulomonas biazotea, Nitrosomonas sp., Nitrobacter winogradskyi, Pseudomonas
desnitrificans, Pseudomonas stutzeri e Rhodopseudomonas palustris, sais mineras,
substrato e &gua, com controle de oxigénio e reciclagem permanente do contelido do
fermentador. A cultura obtida é transferida para uma caixa de gordura aerada, que
possui elementos de biofixacdo em seu interior para facilitar a eliminagdo de produtos
inibidores da fermentagdo. A concentracdo de bactérias na caixa de gordura é controlada
pela vazdo de adimentacdo proveniente do fermentador e mantida entre 10’ a 10™
bactérias/mL, por um periodo de 12 a 72 h sob uma concentracéo de oxigénio de 4 a 8
ppm.

O emprego de uma formulag&o composta por emulsificantes e enzimas protease,
amilase, lipase, celulase e pectinase, para a separacdo de lipideos de &guas de lavagem
de méaqguinas industriais € relatado pela patente US5459066 depositada em 17/10/95
(BRUNO, 1995). Esse complexo enzimético é empregado na forma comercia
(Amerzyme-A-100, Applied Biochemists-E.U.A) ou em diferentes combinacbes. As
espécies microbianas contidas nesse complexo enzimético sdo Bacillus subtilis,
produtoras de protease e amilase e Aspergillus niger, produtoras de lipase, celulase e
pectinase. As enzimas sdo aplicadas em concentracdes que variam entre 1 e 200 ppm.

O documento US5464766, depositado em 07/11/95, refere-se a uma formulagéo
pulverizada de bactérias/enzimas para o tratamento de rejeitos organicos contidos em
fossas sépticas, boeiros, latbes de lixo e tubulacdes de esgotos por meio de digestéo
biol6gica (MARK, 1995). Essa formulacdo € composta por enzimas, estabilizantes e
ativadores de enzimas, bactérias aerObias e anaerdbias ndo patogénicas do género
Bacillus, nutrientes, tampdes, emulsificantes e agentes quelantes para a remogéao de
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metais pesados. Proporcdes menores que 26%, em peso, sao recomendadas de acordo
com o tipo de regjeito.

O documento W0O9609772, publicado em 04/04/96, refere-se ao tratamento de
rejeitos contendo amido e lipideos, provenientes da industria de aimentos (MAR e
MARIUS, 1996). Esses rejeitos sdo subprodutos fora da especificacdo para consumo
humano, mas com valor agregado. O amido pode ser reaproveitado industrialmente e o
conteldo de lipideos removido por meio de um tratamento enzimatico empregando
lipases.

O documento de patente BR0O007101-3A, depositado em 16/10/00, refere-se a
utilizacdo de hidrolases como lipase, protease e amilase, produzidas pelo fungo
Penicillium restrictum em fermentacdo semi-sdlida de rejeitos da industria de 6leo de
babacu, para tratamento anaerébio de efluentes com uma concentracdo de lipideos que
varia entre 180-1200 mg/L (CAMMAROTA et al., 2002). A aplicacdo de enzimas
hidroliticas, anterior ao tratamento anaerobio, resultou no aumento de remocgédo de DQO
de 1,3-4,2 vezes, em relacéo ao efluente bruto. Esse preparado enzimatico é utilizado
também na limpeza de fossas sépticas, caixas de gorduras residenciais e de
estabel ecimentos comerciais e recuperacao de reatores aerdbios e anaerdbios.

Desta forma, pode-se afirmar que a enzima lipase tem uma grande
potencialidade para o tratamento de efluentes gordurosos tendo em vista a sua grande
especificidade e a capacidade de hidrolisar os lipideos presentes nesses efluentes.

Para viabilizar economicamente este tipo de tratamento, alguns pontos de
natureza técnica devem ser considerados. E necessario conhecer em detalhes os
processos industriais responsaveis pela producéo dos efluentes: suas variagbes ao longo
do tempo, os insumos empregados, o regime de descarga dos efluentes, o procedimento
para a limpeza das instalagOes, sua frequéncia e produtos utilizados para esse fim.
Todos esses detalhes operacionais podem influenciar na qualidade dos efluentes. E
necessario também fazer uso de preparacfes enziméticas ativas e otimizar as condicdes

adeguadas de hidrdlise.

2.6. Efluentes da Industria de Produtos Lacteos

Os efluentes das industrias de laticinios abrangem os efluentes liquidos
industriais, 0s esgotos sanitarios gerados e as aguas pluviais captadas na respectiva

industria. As &guas de refrigeracdo e as aguas de caldeiras ndo sdo geralmente
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consideradas como aguas residudrias, tendo em vista que 0 seu uso costuma ser feito em
sistema de recirculagdo (MACHADO et al., 1999). Os congtituintes presentes no
efluente industrial incluem: substancias organicas associadas ao leite, como lipideos,
proteinas e carboidratos; detergentes e desinfetantes usados nas operacdes de lavagem e
sanitizacdo; areia e poeira removidas nas operacdes de lavagens de pisos e latbes de
leite e lubrificantes empregados em determinados equipamentos. Podem ainda estar
presentes ingredientes como acucar, pedacos de frutas, esséncias, condimentos diversos,
subprodutos como o soro (producéo de queijo) e o leitelho (produgdo de manteiga). A
composicdo dos efluentes da indlstria de laticinios em geral, sem especificagcdo de
produtos obtidos, € mostrada na Tabela 2.9.

Tabela 2.9. Caracteristicas dos efluentes da indUstria de derivados lacteos

Caracteristicas Media Faixa
DBOs (mg/L) 2300 40-48000
DBOs (g/kg leite processado) 5,8 0,2-71,0
DQO (mg/L) 4500 80-95000
DBOs/DQO 0,53 0,11-0,90
pH 7,2 4,5-9,4
Lipideos (mg/L) 300 70-700
Solidostotais (mg/L) 2450 135-85000
SAlidos em suspensdo (mg/L) 816 24-4500
Sdlidos voléteis totais (mg/L) 1093 6-5360
Nitrogénio total (mg/L) 56 15-180
Fésforo (mg/L) 33 12-132
Cloreto (mg/L) 200 48-559
Volume de efluente (L/kg leite) 25 0,09-7,2
Temperatura (°C) 32 18-52

DBOs-Demanda Bioquimica de Oxigénio no periodo de 5 dias.
Fonte: HARPER (1974).

Os despejos liquidos poluentes tém origem na lavagem e/ou enxagliamento de
latGes de leite, tanques, tubulagdes de leite, mangueiras de soro, bombas, equipamentos,
utensilios utilizados diretamente na producdo, pisos e paredes; nos vazamentos de leite
em tubulacdes e equipamentos correlatos, inclusive pasteurizadores e evaporadores; nas

descargas de misturas de sdlidos de leite e agua por ocasido do inicio e interrupcéo de
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funcionamento de pasteurizadores, trocadores de calor, separadores e evaporadores e no
descarte de soro, leitelho e leite &cido nas tubulacBes de esgotamento de éguas
residuarias.

A vazdo e o volume dos efluentes estéo intimamente relacionados ao volume de
agua consumido pelo laticinio. O valor darelacdo entre o volume de efluentes liquidos e
o volume de &gua consumida pelos laticinios costuma situar-se entre 0,75 e 0,95
(STRYDOM et al., 1997). Em Planos de Controle Ambiental, apresentados a Fundacédo
Estadual do Meio Ambiente de Minas Gerais (FEAM), o valor desse coeficiente varia
entre 0,89 € 0,96 (MACHADO et al., 1999).

Apesar da similaridade com os esgotos domeésticos, os efluentes de laticinios
apresentam algumas caracteristicas que merecem consideracdo especial, como: ampla
variagdo de vazdo, carga organica, composicdo, temperatura, pH e ata demanda de
oxigénio inicia. Portanto, em relacdo aos esgotos domeésticos, estes sdo
consideravel mente mais concentrados e mais rapidamente degradaveis.

A Tabela 2.10 mostra a composicdo de efluentes de industrias de laticinios
(MACHADO et al., 1999). Observa-se que os parametros variam em funcdo dos
produtos industrializados.

Tabela 2.10. Caracterizacdo de efluentes de laticinios de acordo com os produtos
beneficiados

Valores em mg/L
Produtos

DBO DQO SST SSV NKT 0G pH
Queijo, leite em| 1900 3390 850 760 130 290 6-7
po e creme
Queijo, sorvete, | 4800 12000 | 400 - - - 4-12
creme eiogurte
L eite pasteurizado, 500- 950- | 90-450 - 70-85 110- | 595
iogurte, manteiga| 1300 2400 260
e queijo
Leite pasteurizado| 1200- | 2000— | 350- 330- 50-60 300- | 811
e creme 4000 6000 1000 940 500

Fontee MACHADO et al. (1999).

Dois aspectos devem ser considerados na implantagdo de sistemas de tratamento
de efluentes de laticinios. O primeiro é que o soro e o leitelho devem ser considerados

como insumos gue podem ser utilizados para 0 processamento de inUmeros outros
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produtos, e ndo devem ser admitidos nas estacfes de tratamento de efluentes para ndo
elevar os custos para implantacdo e operacéo, além de prejudicar o bom funcionamento
do reator biologico. O segundo aspecto refere-se as diversas medidas de controle de
producdo que devem ser adotadas pelos laticinios com o intuito de reduzir a carga
organica do efluente e 0 consumo de agua, estando este Ultimo geralmente acima do
recomendado (TEIXEIRA, 2001).

O impacto ambiental dos efluentes da industria de laticinios deve-se
principalmente ao elevado teor de matéria organica dos subprodutos como soro de
queijo, leite &cido e o leitelho que em sua maioria ndo sdo aproveitados, configurando
um desperdicio inaceitavel.

Por esta razdo, os processos biologicos s80 0s mais convenientes, se uma
escolha tem que ser feita entre os diferentes tipos de processos que podem ser
empregados para tratar este tipo de efluente. Surge assim neste contexto, o emprego de
bactérias e enzimas especializadas, para uma solucdo puramente biologica -
Biodespoluicdo. Esta é considerada um avanco da biotecnologia, que ocasionou 0
surgimento das chamadas "tecnol ogias inovativas de tratamento” que so tecnologias de
processo aplicadas ao tratamento de residuos orgéanicos, no estado solido ou liquido, que
terdo suas propriedades fisico-quimicas alteradas, o0 que propicia sua adequacéo para
lancamento aos corpos receptores, respeitando a legislagdo vigente e bem como a sua
adequacdo as normas de qualidade ambiental (1SO 14000).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Enzimas

Foram utilizadas preparacfes de lipases comerciais de origem animal (pancreas
de porco (LPP) adquirida da empresa Sigma Co (EUA), pancreatina 6NF (LKM),
gentilmente fornecida pela empresa Kin Master/ RS e pancreatina (LNU) adquirida da

empresa Nuclear/SP.
3.1.2. Efluentes

Como substratos, foram utilizados soro de queijo gerado na producdo de queijo
tipo Minas no Laboratorio de Biocatalise/ FAENQUIL e efluente da industria de
derivados Léacteos Cooperativa Maringa (Guaratingueta-SP), coletado em um Unico
ponto antes de ser conduzido a Estacdo de Tratamento (flotador). Tanto o soro de queijo
como o efluente foram estocados em recipientes plésticos de 1 litro limpos ndo

esterilizados e armazenados em freezer a 0°C, para conservacao das suas caracteristicas.
3.1.3. Lodo Anaerdbio

Todos os testes de biodegradabilidade foram efetuados com lodo anaerdbio
aclimatado daindustria de derivados |&cteos DANONE (Guaratinguet&SP), proveniente
de um reator UASB com capacidade operacional de 60 m*h. O lodo foi estocado em

recipientes de vidro cor ambar de 1 litro e armazenados a 25°C.

3.2. Caracterizacdo das Propriedades Cinéticas e Bioquimicas das Preparaces de
Lipases

3.2.1. Determinacao da Concentracdo de Proteina

O teor de proteina das amostras de preparacdes enziméticas comerciais foi
dosado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), baseado na ligagdo do corante
Coomassie Brilliant Blue G-250 a proteina. Este método foi o selecionado em funcéo de
ndo sofrer interferéncias significativas de cations e carboidratos, presentes em algumas

das amostras de enzimas. Albumina bovina cristalina (BSA) foi usada como padréo para
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construir a curva de calibragdo na faixa de 0 a 0,1 mg/mL, como apresentado no
Apéndice8.1.A.

3.2.2. Determinacéo da Atividade Lipolitica

A atividade lipolitica das preparages enziméticas foi determinada pelo método
de hidrdlise da emulsdo de azeite de oliva, conforme metodologia adotada por SOARES
et a (1999). O substrato foi preparado pela emulsdo de 50 g de azeite de olivae 50 g de
goma ardbica a 7% (m/m). Em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados: 5 mL
de substrato, 4 mL de solugdo tampéo fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) e 1 mL da
solucdo enzimética (5 mg sdlido/ mL). Os frascos foram incubados a 37°C por 5 min,
em banho termostatizado com agitacdo. Apos o periodo de incubacdo, a reacdo foi
paralisada pela adicdo de 15 mL de uma mistura de acetona e etanol (1:1). Os acidos
graxos liberados foram titulados com solugdo de KOH 0,02 M, utilizando fenolftaleina
como indicador. Os calculos foram realizados pela equacdo 3.1 e uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de acido graxo
por minuto de reacdo, nas condicdes do ensaio. Em paraelo, foi realizado um controle
utilizando azeite de oliva emulsificado sem a adicdo de enzimas. As atividades foram

expressas em pmoles/mg.min (U).

Vv, -v,).M.10°

U (umoles/mg.min) = e

(3.1)

Em que: M = Concentracdo molar da solucdo de KOH; m = Massa de enzima (mg); t =
Tempo de reacdo (min); Va = Volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL); Vb
= Volume do KOH gasto natitulagdo do branco (mL).

3.2.3. Influéncia do pH

A atividade das lipases testadas foi estudada utilizando-se a reacdo de hidrélise
do azeite de oliva nafaixa de pH entre 5,0 a 9,0 com incremento de 0,5. Para este estudo
foi empregada a metodologia descrita no item 3.2.2 variando o pH do tamp&o fosfato de
sodio (0,1 M) natemperatura de 37°C (SOARES et al., 1999).
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3.2.4. Influéncia da Temperatura

Foi verificada a influencia da temperatura sobre a atividade das lipases
empregando a reacdo de hidrélise do azeite de oliva, conforme metodologia descrita no
item 3.2.2, nafaixa de temperatura entre 30 a60°C (SOARES et al., 1999).

3.2.5. Estabilidade Térmica

O efeito da temperatura na estabilidade da enzima lipase foi determinado por
meio da incubacdo de 1 mL de solucdo de lipase (5 mg/mL) numa faixa de temperatura
de 37-60°C em tampéao fosfato (0,1 M) pH 8,0 durante 120 min. Em intervalos de 60
min, as amostras foram retiradas e imediatamente resfriadas em banho de gelo para
interromper a reagdo de inativagdo. Em seguida, a atividade residual foi determinada a
37°C, pela adicdo de 5 mL de substrato preparado como descrito no item 3.2.2. As
constantes de inativacdo térmica, foram cal culadas pela equagéo 3.2.

In A=1InA, - K,.t (3.2)

Emque: Ao = Atividade enziméticainicial (U/mg); A = Atividade residual medida apos
tratamento térmico (U/mg); Kd = Constante de inativacdo térmica (h™); t = Tempo de
incubagdo da solucdo enzimatica (h)

O tempo de meia-vida da enzima, definido como o tempo necessario para que

ocorra uma reducdo de 50% da atividade inicial, foi calculado pela equacéo 3.3.

typ = In 0,5/-Kd (3.3)

Em que: ty»,= Tempo de meia-vida da enzima (h)
3.2.6. Influéncia de Tons Metalicos

Foi verificada a influéncia de ions metdicos monovalentes (Na', NH;', K'e
Ag"), bivalentes (Ca**, Ba®*, Cu*, Pb**, Fe*) e trivaentes (Fe**, Al**, Bi*") sobre a
atividade das lipases empregando-se a reacdo de hidrdlise do azeite de oliva, conforme
metodologia descrita no item 3.2.2. Foi adicionado ao meio reacional 1 mL de uma

solucéo 20 mM de cada ion, sem adi¢do de tampéo fosfato 0,1 M.
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3.2.7. Influéncia da Concentracéo Inicial de Substrato

A influéncia do substrato e a ocorréncia de algum tipo de inibicdo da enzima
foram estudadas de acordo com a metodologia descrita no item 3.2.2, utilizando as
enzimas LPP, LKM e LNU. A porcentagem do azeite de oliva, empregado como
substrato, variou nafaixa de 2,5% a 50%. Os ensaios foram conduzidos em pH 8,0 para

todas as preparacdes de lipases.
3.3. Caracterizacgdo do Efluente e do Soro de Queijo

3.3.1. Determinacéo da Concentracéo de Lipideos

A concentracdo de lipideos no efluente foi determinada por extragdo em Soxhlet
com hexano como solvente segundo procedimento padrédo (APHA, 1995). Um
determinado volume de amostra (50-300 mL) foi acidificado com HCI concentrado
(5mL para cada litro de amostra) e filtrado em um disco de tecido sobre o qual se
colocava um disco de papel de filtro Whatman n° 41 e uma camada de diatomita, obtida
pelafiltracdo de uma suspensdo aquosa de terra diatomacea a 5% m/m. O papel defiltro
e a torta de diatomita contendo os lipideos retidos foram introduzidos em cartucho de
extracdo previamente descontaminado pela extragdo com hexano por, no minimo, 2 h, e
todo o conjunto levado para secar em estufa a 105°C, por 30 min. Apdés resfriamento, 0
cartucho foi colocado no rotaevaporador e foi iniciada a extragdo com hexano a 20 rpm
por 4 h. Em seguida, o solvente foi evaporado e o baldo de destilagdo contendo o
residuo gorduroso foi seco em estufa a 105°C até peso constante e entdo novamente
pesado. A diferenca de massa obtida (bal&o vazio e baldo mais lipideos) foi dividida
pelo volume amostrado, obtendo-se a concentragdo de 6leos e graxas presentes na
amostra. A concentracdo de lipideos foi calculado pela equacéo 3.4.

Lipideos (mg/L) = M2 - M1) (34)
Va
Em que: M; = Massa do bal&o vazio (mg); M, = Massa do bal&o e residuo gorduroso

(mg); Va = Volume daamostra filtrada (mL).



3.3.2. Teor de Solidos Totais

O efluente bruto e o soro de queijo (50 mL) foram evaporados em
rotoevaporador e o0 bal&o de destilacdo contendo o residuo solido foi seco em estufa a
105°C até peso constante e entdo novamente pesado. A diferenca de massa obtida (baldo
vazio e bad mais solidos) foi dividida pelo volume amostrado, obtendo-se a
concentracdo de solidos totais contidos na amostra. O teor de solidos totais foi calculado

pela equacdo 3.5.

(M2 -Mha)

Solidos Totais (g/L) =
Va

(3.5
Em que: M; = Massado baldo vazio (g); M, = Massa do bal&o e residuo gorduroso (g);

Va = Volume daamostra (L)
3.3.3. Indice de Acidez

O indice de acidez foi determinado conforme metodologia descrita por
MORETTO e FETT (1998). Em um frasco Erlenmeyer de 125 mL, foram colocados 2 g
de efluente e 25 mL de solucéo neutralizada de éter de petréleo e dlcool etilico (2:1).
Adicionou-se 2 gotas de fenolftaleina e a amostra foi titulada com solugdo 0,1 N de

NaOH. O indice de acidez (%) foi calculado de acordo com a equacéo 3.6.

V.F.10 100 (3.6)

1A (%) =
Em que: V = Volume de NaOH gastos na amostra (mL); F = Fator de corregdo da
solucdo de NaOH 0,1N; M = Massa da amostra(Q).

3.3.4. Indice de Saponificacdo

indice de saponificacio é definido como sendo o nimero de miligramas (mg) de
KOH requerido para saponificar um grama de lipideos. O indice de saponificacdo foi

determinado conforme metodologia descrita por MORETTO e FETT (1998). Em um
frasco Erlenmeyer foram adicionados 2 g do efluente e, com auxilio de uma bureta, 20

mL de solucdo alcodlica de KOH a 4% em massa. Adaptou-se o Erlenmeyer a um
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condensador de refluxo e a amostra foi aguecida brandamente, por um periodo de 30
min. Resfriou-se e foram adicionados 3 gotas de fenolftaleina. Titulou-se com solucédo
de HCI 0,5 N, até desaparecer a coloragdo rosea. Esse mesmo procedimento foi feito
para o controle. A diferenca entre os volumes de HCl gastos nas duas titulacfes é
equivalente a quantidade de KOH gasto na saponificacdo. O indice de saponificacdo foi

calculado de acordo com a equagéo 3.7.

3.(Va-Vh). F. 5611 (3.7)
M

IS =

Em que: Va= Volume gasto de HCI natitulagdo da amostra (mL); Vb= Volume gasto de
HCI natitulagdo do controle (mL); F= Fator de correcdo da solucéo de HCl 0,5N; M=

Massa da amostra (g).

3.3.5. Porcentagem de Acidos Graxos Livres

A porcentagem de acidos graxos livres foi determinada conforme metodologia
descrita por MORETTO e FETT (1998). Em um Erlenmeyer de 250 mL, foram
adicionados 8 g da amostra e 50 mL de dcool etilico a 95%, neutralizando com solucéo
0,1 N de NaOH e fenolftaleina, como indicador. O sistema foi aguecido até a ebulicéo e
titulada, a quente, com a solucdo de NaOH, até coloracdo résea por 15 segundos. A

porcentagem de &cidos graxos livres em massa foi calculada pela equacéo 3.8.

(V,-V,). N. 28,2 100 (3.8)
v .

AGL (%) =

Em que: V,= Volume gasto de NaOH na 1° titulagéo (mL); V;= Volume gasto de NaOH
na 2° titulacdo (mL); N= Concentracdo Normal da solucdo de NaOH; M= Massa da

amostra (Q)

3.3.6. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A Demanda Quimica de Oxigénio do efluente foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por APHA (1995). Foi utilizada solucéo 0,25 N de K,Cr,07 em

meio acido, contendo Ag,SO, como catalisador e HgSO, para eliminar a interferéncia
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de cloretos presentes na amostra. As amostras foram diluidas adequadamente,
preparadas e digeridas a 150°C por 2 h. Resfriou-se os baldes de fundo chato e em
seguida, foram titulados com solugdo de Fe(NH4)2(S0O4)2.6H.O 0,25 N, utilizando o
complexo ferroina como indicador, com mudancga da cor laranja para verde e finalmente
para vermelho intenso. Foram realizadas dosagens de DQO para o controle e amostras,
utilizando as preparagdes enziméticas. A Demanda Quimica de Oxigénio foi calculada

pelaequacdo 3.9.

(V. -V,). N. 8000.D (3.9)

DQO (mg/L)= Va

Em que: V;= Volume gasto de Fe(NH,)2(S0,4)2.6H,O na titulagdo do controle (mL);
Vo= Volume gasto de Fe(NH,)2(S04)2.6HO na titulagdo da amostra (mL); N=
Concentragdo normal da solucdo de Fe(NH4)2(S0,)2.6H,0; D= Fator de diluicdo da
amostra; Va= Volume da amostra utilizada (mL).

3.3.7. Determinacéo de Cor

A cor do efluente foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
NAGARATHNAMMA et al. (1999). As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por
25 min para a remocao dos solidos em suspensdo e o pH das amostras foram gjustados
em 7.6 pela adicdo de NaOH 2M. O sobrenadante foi utilizado para a determinacéo de
cor a 465 nm. Os valores de absorbancia obtidos foram transformados em Unidades de
Cor (UC) pelaequagao 3.10.

500. A, (3.10)

Em que: A;= Absorbancia de 500 (UC) de uma solucdo padréo de platina-cobalto

(A465=0,132) (nm); A,= Absorbancia das amostras (nm).
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3.3.8. Determinacéo de Cor por Varredura

A determinacdo de cor por varredura foi realizada nas regifes do ultravioleta
(400-250 nm) e do visivel (750-400 nm) (VOGEL, 1981). As amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm por 25 min para a remocao de solidos em suspensdo e 0 pH
das amostras foram ajustados em 7.6 pela adicdo de NaOH 2M e o sobrenadante foi
previamente diluido e utilizado para a determinagdo de cor por varredura no intervalo de
750-250 nm.

3.3.9. Concentracao de Glicerol

A determinacdo da concentracdo de glicerol consiste na reagdo do glicerol
contido na amostra com metaperiodato de sodio (NalO,) em solugdo aquosa acida para
produzir formaldeido e &cido formico: este Ultimo utilizado para estimar a concentracdo
de glicerol (COKS e VAN REDE, 1966). A amostra contendo entre 1 a 2 g de gordura
foi previamente diluida em 50 mL de &gua destilada e acidificada com écido sulfurico
0,2 N, utilizando azul de bromotimol como indicador. A solucéo foi, entéo, neutralizada
com NaOH 0,05 N até coloracdo azul. Em seguida, 100 mL de solugdo de
metaperiodato de sodio (60 g/L) foram adicionados a amostra e a mistura foi mantida ao
abrigo da luz por 30 min. ApGs este periodo, 10 mL de uma solucdo aquosa de
etilenoglicol (1:1) foram adicionados a mistura que foi deixada a temperatura ambiente
também ao abrigo da luz por mais 10 min. As amostras foram, ent&o, diluidas para um
volume de 300mL com &gua destilada e tituladas com solucdo de NaOH 0,125 N,
usando pHmetro para determinar o ponto final. A percentagem de glicerol contida na

amostrafoi determinada pela equacéo 3.11.

9,209 .N. (V,-V,) (3.12)
M

Glicerol (% m/m) =

Em que: N = Normalidade da solugdo de NaOH; V; = Volume da solucdo de NaOH
gasto paratitular aamostra (mL); V, = Volume da solucéo de NaOH gasto paratitular o

controle (mL); M = Massa de amostra utilizada (g).
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3.3.10. Concentracdo de Proteinas

O teor de proteina contidas nas amostras de soro de queijo e efluentes bruto e
hidrolisado foi dosado pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951), baseado na
colorimetria de sais de cobre com substancias contendo ligactes peptidicas, em solucéo
alcalina. Albumina bovina cristalina (BSA) foi usada como padrédo para construir a

curvade calibracéo nafaixade 0 a0,1 mg/mL, como apresentado no Apéndice 8.1.B

3.3.11. Concentracdo de Acucares Redutores

O teor de aglcares redutores foi dosado pelo método DNS (MARTELLI e
PANEK, 1968), baseado na reducéo do acido 3,5 dinitro salicilico. Glicose foi usada
como padrdo para construir a curva de calibracéo na faixa de 0 a 96 ug/mL, como

apresentado no Apéndice 8.1.C.
3.4. Testes de Hidrolise Enziméatica
3.4.1 Selecdo da Preparacgdo Enzimatica para Hidrolise do Soro de Queijo

Para 0 soro de queijo foram testadas as lipases pancreaticas LPP e LKM. O
método consistiu ho monitoramento da reacéo de hidrélise, medindo-se a producéo de
acidos graxos, em intervalos de tempo definidos, num periodo total de 24 h. Parametros
reacionais, tais como pH e temperatura foram fixados, tomando por base os dados
referentes a caracterizacdo bioquimica dessas preparacdes enziméticas. O substrato foi
preparado pela adicéo direta do agente emulsificante ao soro de queijo. Em reatores de
bancada de 125 mL foram adicionados emulsbes preparadas com 100 g do substrato,
goma arabica (3-7% m/m) e ions célcio (0-0,01 M). O pH do meio reacional foi
gjustado pela adicéo de solugdo de NaOH 1M ou NaHCOs, para manter as condigoes
operacionais mais proximas daquelas encontradas industriamente. Todos o0s
tratamentos foram efetuados empregando uma concentracdo fixa (3 mg/mL) para as
ambas lipases (LPP e LKM), conforme mostrado na Tabela 3.1.

Os reatores foram incubados por um periodo maximo de 24 h numa temperatura
de 40 e 45°C para as lipases LKM e LPP, respectivamente, em banho de silicone, com
agitacdo magnética (200 rpm). Em intervalos de tempo de 60 min foram retiradas 2 g

das amostras do meio reacional e o teor de acido graxo quantificado por titulagdo com
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KOH 0,02 N. O ensaio que proporcionou a maior formacéo de &cidos graxos, foram

determinados os percentuais de hidrdlise de lipideos e proteinas e glicerol formado.

Tabela 3.1. Testes de hidrélise do soro de queijo empregando as preparacgoes
enzimaticas

LKM LPP [E] AE CaCl, Ajuste de pH
(%) (%) (mM)
CA CB 0 3 0 Ausente
1A 1B 0 7 0 Ausente
2A 2B 0,3 7 0 Presente’
3A 3B 0,3 3 0 Ausente
4 A 4B 0,3 3 0 Presente”
5A 5B 0,3 7 0 Ausente
6A 6B 0,3 7 0 Presente’
7A 7B 0,3 3 0,01 Ausente
8A 8B 0,3 7 0,01 Presente’

1- Ajuste de pH com NaHCO;3, 2- Ajuste de pH com solugdo NaOH 1M, [E]: Concentracdo de lipase,
[AE]: Concentragdo de agente emulsificante (goma arabica), CA,CB: Reagdes sem adicdo de lipase
(controle).

3.4.2. Sele¢do da Preparacdo Enzimética para Hidrolise do Efluente

Para o efluente foram testadas as lipases pancreatinas LKM e LNU e a selegdo
foi efetuada por meio de plangjamento estatistico, verificando simultaneamente o efeito
da concentragéo de ions sddio (NaCl), em substituicdo a goma ardbica. O objetivo deste
conjunto de testes foi determinar a melhor combinacdo das variaveis para a obtencéo
méxima de &cidos graxos livres (AGL). Um plangjamento fatorial 2%, com 5 pontos
centrais, foi utilizado para melhor entendimento da influéncia individual dessas
variaveis e de suas interagGes na hidrdlise enzimética do efluente. Na Tabela 3.2 estéo
apresentados os niveis escolhidos para cada variavel. O sinal (+) representa o nivel
maximo; o sinal (-) o nivel minimo e o sinal (0) o ponto central.

As reacOes de hidrdlise foram realizadas em reatores de bancada de 125 mL
contendo 100 g do efluente, concentragéo fixa de enzima (0,3% em massa) e NaCl. As
misturas foram incubadas sob agitacdo constante de 200 rpm. A temperatura do sistema
foi mantida constante em 37°C em banho de silicone e tempo de hidrolise de 6 h. A
enzimafoi adicionada ao meio e em tempos pré-determinados, foram retiradas amostras

para acompanhamento da evolucéo da reacdo. Como variavel resposta foi considerada a
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concentracdo de écidos graxos formados na hidrélise dos lipideos do efluente. A andlise

estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa Statgraphics versdo 6.0.

Tabela 3.2. Niveis das variaveis utilizados nos ensaios de hidrélise do efluente

Variaveis Niveis
Minimo Ponto central Maximo
() ©) (+)
Preparacdo comercial de lipase LKM - LNU
Concentragéo de NaCl (mM) 0 3,5 7,0

LKM: Lipase Kin Master, LNU: Lipase Nuclear

3.4.3. Hidrdlise do Efluente com a Lipase LNU

O monitoramento da reacdo de hidrolise de lipideos contidos no efluente e os
parémetros reacionais, empregando a preparacdo enzimatica LNU, foi adotado
conforme metodol ogia descrita no item 3.4.1. Em reatores de bancada de 125 mL foram
adicionados 100 g do efluente, variando as concentragbes enzimaticas (3-5 mg/mL) e de
ions célcio (0-0,01 M). O pH do meio reaciona foi gustado pela adicdo de solugdo
alcalinizante NaOH ou NaHCOj3 (1M), para manter as condigbes operacionais mais
proximas daquelas encontradas industrialmente. Os reatores foram incubados por um
periodo maximo de 24 h a 37°C, em banho de silicone, com agitacdo magnética (200
rpm). Em intervalos de tempo de 60 min foram retirados 2 g das amostras do meio
reacional e o teor de &cido graxo quantificado por titulacdo com KOH 0,02 N. O ensaio
que forneceu a maior formagdo de acidos graxos, foram determinados os percentuais de

hidrdlise de lipideos e proteinas e glicerol formado.

3.5. Hidrolise em Reatores de Bancada

As reacOes de hidrdlise do efluente para posterior avaliagdo da
biodegradabilidade anaerdbia foram realizadas em reatores de bancada providos de
recipientes em aco inox (capacidade de 350 mL) com agitador mecanico (velocidade
controlada de 200 rpm). O meio reacional foi preparado de acordo com o estabelecido
no item 3.4.3 e aenzima LNU foi adicionada ao meio, contendo 250 g de efluente, nas
condicdes previamente estabelecidas (secdo 3.4.3). Em tempos pré-determinados de 4,
8, 12 e 24 h foram retiradas amostras para acompanhamento da evolugéo da reacéo

(acidos graxos formados). A atividade hidrolitica da lipase foi paralisada ao final dos
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ensaios com aguecimento do meio reaciona até 60°C por um periodo de 10 min. A
temperatura do sistema foi mantida a 37°C por aguecimento em banho termostatizado
com agua. Foram determinados os valores de pH, acidos graxos formados (mM), e as
porcentagens de hidrdélise de lipideos e proteinas e glicerol formado. A porcentagem de

hidrdlise de lipideos foi cal culada de acordo com a equacéo 3.12.

—Ci 3.12
%H glicerol = (Cf cl Jloo ( )

Em que: Cf = Concentracdo final de glicerol; Ci = Concentragéo inicial de glicerol
3.6. Testes de Atividade Metanogénica e Biodegradabilidade Anaerobia

A metodologia adotada foi proposta por PEREIRA (2004) para avaliacéo da
atividade metanogéni ca especifica e biodegradabilidade anaerdbia.

A biodegradabilidade anaerdbia do efluente industrial foi conduzida em frascos
tipo soro vedados, acoplados a gasdmetros (frascos de Duran) preenchidos com 300 mL
de solucdo NaOH 5% (m/v) para coleta do metano produzido. O volume de solucéo
alcalina deslocado do gasdmetro foi recolhido em Erlenmeyers de 125 mL situados a
jusante. Nos frascos tipo soro foram adicionados 50 mL de lodo anaerébio e 250 mL de
efluente bruto ou pré-tratado enzimaticamente por diferentes tempos de hidrélise (4 a24
h) a 35°C. Dois controles foram utilizados: efluente bruto (C,) e efluente bruto
suplementado com enzima LNU (5 mg/mL), ions cécio (0,01M) e guste de pH com
solucdo acalinizante NaOH 1M (C;). Nesse Ultimo caso, as etapas de hidrélise e
biodegradacdo foram efetuados simultaneamente. Por um periodo estabelecido (15 e 28
dias) foi medido, em intervalos de 24 h, o volume de metano formado na digestdo
anaerdbia. Ao final dos testes, as amostras foram centrifugadas (25 min e 4000 rpm) e
submetidas as andlises de concentracdo de proteina residual, aglcares redutores, DQO e
cor, pH, volume de metano formado e acidos presentes. A avaliacdo do perfil cinético
de remocdo da matéria organica (quantificada como DQO) permitiu avaliar o efeito do

pré-tratamento enzimatico do efluente, tendo o efluente bruto, como controle.
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A biodegradabilidade é a porcentagem de DQO biodegradada calculada pela
relacdo entre a DQO final e a DQO inicia. A DQO biodegradada (DQO-BD) € a

diferencaentreaDQO inicia e afinal, conforme mostrada na equagédo 3.13.

(3.13)

Cpoo; —C
DQO - BD = DQO.i DQO- | 100
DQO.i

Em que: DQO-BD = % de DQO biodegradada; Cpgoi = Concentragdo DQO no inicio
do teste (mg/L); Cpoos = Concentragdo DQO no final do teste (mg/L).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Propriedades Cataliticas das Preparacdes de Lipase

Foram utilizadas trés preparacfes de enzimas pancreéticas comercializadas pelas
empresas Sigma, Kin Master e Nuclear. Algumas caracteristicas de interesse das
enzimas testadas foram descritas na secéo 2.5.1 (FABER, 1997; KAZLAUSKAS e
BORNSCHEUER, 1998; BOLETIM INFORMATIVO KIN MASTER, 2000).

A caracterizacdo das preparaces comerciais de lipase foi uma etapa preliminar
necessaria, tendo em vista que os valores de atividade fornecidos pelos fabricantes sao
determinados na maioria dos casos por métodos diversos. Desta forma, na Tabela 4.1
s80 apresentadas as atividades lipoliticas dessas preparactes empregando a hidrdlise do
azeite de oliva como método de andlise (pH 7,0 e 37°C), conforme procedimento
descrito na secdo 3.2.2. A Tabela 4.1, também inclui os teores de proteina e as
atividades especificas dessas preparacfes. Nesta secdo sd0 ainda apresentados e
discutidos os resultados obtidos quanto ainfluéncia do pH, ions metalicos e temperatura
sobre a atividade das lipases pancredética (L PP) e pancreatina (LKM e LNU), bem como
determinado as constantes de desativacdo térmica e parametros cinéticos (Apéndice
8.2).

Tabela 4.1. Propriedades cataliticas das preparacdes de lipases testadas

Lipase Atividade® Proteina Atividade
(U/mg de amostra) (mg/g de especifica?
amostra) (U/ mg proteina)
Pancreética (LPP) 3573 + 306 130,8 27400
Pancreatina (LKM) 3357 + 157 142,9 23500
Pancreatina (LNU) 1771+ 32 127,3 13900

1- pH7,0e37°C.
2- Valores médios de atividade especifica

4.1.1. Influéncia do pH e Temperatura na Atividade das Preparacdes de Lipases

A maioria das enzimas apresentam um valor de pH 6timo, no qual sua atividade
€ maxima. Acima ou abaixo desse valor, a atividade é reduzida. A inter-relacdo da
atividade enzimética com o pH, para qualquer enzima, depende do comportamento

acido-bésico do meio, natureza do substrato, ponto isoelétrico, estado de pureza da
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lipase e e forcaidnica.

Os resultados representados na Figura 4.1 mostram que as lipases pancreaticas
apresentaram valores de pH 6timo em meios alcalinos. A LPP, LKM e LNU acangaram
atividades maximas de 5285 + 383 U/mg, 4606 + 238 U/mg e 3992 + 2 U/mg,
respectivamente, em pH igual a8,0.

Para a determinacdo da temperatura 6tima das preparacGes enzimaticas (LPP,
LKM e LNU) variou-se a temperatura de incubagéo entre 30 e 60°C em pH 8,0,
empregando a metodologia descrita por SOARES et al. (1999). As atividades
hidroliticas das lipases sdo mostradas na Figura 4.2. Observa-se que as lipases LPP,
LKM e LNU apresentam temperaturas 6timas de 45, 40 e 37°C, respectivamente.
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Figura 4.1. Influéncia do pH sobre a | Figura 4.2. Influéncia da temperatura na
atividade hidrolitica das preparacGes de | atividade hidrolitica das preparacdes de
lipases LPP, LKM e LNU. lipase LPP, LKM e LNU.

4.1.2. Estabilidade Térmica das Preparacfes Enzimaticas

A exposicdo da enzima em temperaturas elevadas, por longos periodos de
tempo, provoca efeitos de desdobramento da cadeia polipeptidica da enzima, ocorrendo
possivels mutagdes nestas regides, levando a sua desnaturagéo (ZHU et al., 2001). A
estabilidade térmica da enzima diminuiu com o aumento da temperatura e tempo de
exposi¢do e também esta rel acionada com sua estrutura (ZHU et al., 2001).

A Figura 4.3 apresenta a atividade residual das lipases LPP, LKM e LNU, ap0s

tratamento térmico, em banho termostatizado, incubadas por um periodo de 1 h.
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Figura 4.3. Atividade residual das preparacdes de LPP, LKM e LNU termicamente
tratadas em diferentes temperaturas por 1 h. Ensaios realizados a 37 €, substrato
azeite de oliva 50%.

Os resultados obtidos indicam que as preparacOes de lipases testadas séo

termicamente instavels, devido a desnaturacéo da estrutura proteica que destréi os sitios

ativos da enzima, impedindo a formagdo do complexo enzima-substrato que é

responsavel pelaformagdo do glicerol e dos acidos graxos, liberados na hidrdlise.
A partir desses resultados, cal culou-se a constante de inativagdo térmica (Kg) € 0

tempo de meia-vida (t12) das lipases, conforme mostrado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Constante de inativacdo térmica e tempo de meia-vida das preparacoes
LPP, LKM e LNU (tampao fosfato 0,1 M, pH 8,0), ap6s 1 h de incubacao

Temperatura Constante de inativacao (Kq) Tempo de meia-vida ( ty)
(°C) (h*) (h)

LPP LKM LNU LPP LKM LNU

40 184+01| 067+0 |1,18+0|038+0| 1,03+0 | 058+0

45 2,23+01|083+0,2 | 1,10+0| 0,31+0| 090+0,2 | 0,63£0

50 cd 1,81+0,1| 2,38+ 0 0 0,39+0 | 0,29+0

55 cd 202+0 | 407+0 0 0,34+0 | 017+0

60 cd 2,79+04 | 516+0 0 025+0 | 0,13+0

cd — compl etamente desnaturada.

56



4.1.4. Influéncia de Tons Metélicos na Atividade Hidrolitica das Lipases

A influéncia de ions metalicos sobre a atividade lipolitica das lipases LPP, LKM
e LNU na hidrdlise do azeite de oliva, é mostrada na Figura4.4.

Observa-se que os ions célcio e sddio incrementaram a atividade hidrolitica de
todas as preparactes de lipase testadas. O ion calcio aumentou a atividade das lipases
LPP, LKM e LNU em 5,6, 28,1 e 20,4%, respectivamente, se comparado com 0
controle (C), sem a adicdo de ions. O efeito desse ion foi mais significativo para as
lipases LKM e LNU, o que ndo foi constatado para a lipase LPP, com discreto
incremento na atividade hidrolitica.
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<
K] 80 —
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° 4
] 60 —
k=]
= 1
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C Na NH4 K Ag Ca Pb Al
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Figura 4.4. Influéncia dos ions metalicos sobre a atividade hidrolitica das
preparacdes de lipases LPP, LKM e LNU, na concentracdo de 20 mM.

Os ions sodio incrementaram as atividades hidroliticas em 10,4, 18,5 e 22,6%
para as lipases LPP, LKM e LNU, respectivamente. Dentre as lipases estudadas, a LNU
foi a mais dependente dos ions calcio e sodio, com aumento na atividade hidrolitica
superior a 20% e alipase L PP apresentou menor influéncia dos ions célcio e sodio.

O aumento da valéncia dos ions utilizados (1+ para 3+) resultou em um maior
grau de inibicdo sobre a atividade hidrolitica das lipases. Dentre os ions monovalentes,
o de maior grau de inibicdo foi constatado para o ion amoénio (NH,") que reduziu em
90% da atividade da enzima em relagdo ao controle. Os ions divalentes, exceto o calcio,
também reduziram, consideravelmente, a atividade das lipases.
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Estudos descritos na literatura mostram que os fons Fe**, Zn*", Pb** e Cu** sdo
potenciais inibidores da atividade hidrolitica das lipases (CHARTRAIN et al., 1993;
LIN et al., 1996; SHARON et al., 1998). O maior grau de inibi¢cdo sobre as lipases foi
observado com a suplementacdo de ions trivalentes. Este comportamento pode ser
atribuido as ligacOes estaveis entre estes ions com o sitio ativo das lipases. Nos testes de
hidrélise do azeite de oliva, foi observada a formacéo de precipitados para ambos 0s
fons, principalmente Bi** e Fe**. O elevado grau de inibicdo observado para os fons
Cu** e Fe** se deve ao fato de que estes fons sdo agentes oxidantes. Estes compostos
auxiliam na oxidagao do sitio catalitico das enzimas, o que impede a sua atuagao sobre o
substrato. Enzimas oxidativas, como lacases, possuem estes ions em seus sitios ativos
(AGUIAR e FERRAZ, 2002). Na hidrdlise de trioleina por lipase pancreatica de peru,
realizada por SAYARI et al. (2000), foi observada a influéncia significativa da
suplementac&o de fons Na" e Ca®* sobre a atividade das preparacdes de lipases.

Os ions calcio e sodio também influenciaram a atividade hidrolitica de enzimas
contaminantes presentes nas preparacbes enzimaticas, como proteases e a-amilases
(AGUILLAR et al.,, 2000; GHORBEL et al., 2003). GHORBEL et al. (2003),
estudaram a influéncia de ions célcio e outros ions sobre a estabilidade térmica de
protease microbiana de Bacillus cereus BG1. Concluiram que ions Ca?*, Mg®* e Mn?,
na concentracdo de 5 mM, aumentaram a atividade proteésica e os fons Zn*" e Cu**
reduziram sensivelmente a atividade hidrolitica da enzima, se comparada com o
controle, sem a adicdo de fons. A aplicacdo de fons Ca?*, na concentracéo de 2mM,
também aumentou a temperatura 6tima de 50 para 60°C. Estudos realizados por
AGUILLAR et al. (2000), mostram a influéncia de ions metalicos sobre a hidrdlise de
amido por o-amilase da espécie bacteriana Lactobacillus manihotivorans LMG18010".
Os resultados mostram que os fons Na', K* e Ca’* aumentaram a atividade enzimética,
mas a suplementagdo do meio reaciona com fons AI*, Fe** e Hg* reduziu
sensivelmente a atividade de hidrélise. Dados sobre a atuagdo de ions cédcio na
atividade hidrolitica de proteases e amilases de enzimas pancreéticas de fonte suina so
pouco relatados naliteratura.
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4.1.5. Determinagéo dos Parametros Cinéticos

Para verificar o efeito da concentracéo do substrato sobre a velocidade inicial de
reacdo hidrolitica das lipases LCR, LPP, LKM e a LNU, a porcentagem do azeite de
oliva naemulsdo foi variada na faixa de 10% a 50% (v/v). Os ensaios foram conduzidos
no valor de pH 6timo (pH= 8,0) para cada preparacdo de lipase e na temperatura de
37°C, conforme descrito na secéo 3.2.2.

Por meio desses ensaios, foi possivel deduzir um mecanismo cinético da reacdo,
isto €, aordem naqual os substratos se ligam e os produtos sdo liberados da enzima e se
esta ordem é obrigatéria. Na Figura 4.5 sd0 apresentadas as atividades enziméticas em
funcdo da concentragcdo do substrato preparado nas proporgoes apresentadas no

Apéndice 8.2.

Atividade hidrolitica (U/mg)

O L) I L) I L) I L) I L) I
0 372 744 1116 1488 1860

Acidos graxos (mM)

Figura 4.5. Atividade hidrolitica (valores experimentais: linha pontilhada e valores
calculados: linha cheia) das lipases LPP, LKM e LNU em funcéo da concentracéo de
acidos graxos nas emulsdes 6leo/ agua (37°C).

Os resultados mostrados na Figura 4.5 sugerem que as atividades das
preparacoes de lipases (LPP, LKM e LNU) em funcdo da concentracéo de &cidos graxos
seguem uma cinética do tipo Michaelis-Menten, indicando que nafaixa de concentragéo

estudada, e no tempo de reacdo hidrolitica (5 min), ndo se detectou uma possivel
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inibicdo pelos produtos da reacdo enzimatica (acidos graxos e glicerol) ou pelo
decréscimo da concentracao de dguano meio reacional.

Utilizando o Programa Enzfitter foram calculadas as constantes de afinidade
(Km) e as velocidades méaximas de reacdo (Vmax). O guste das curvas experimentais pelo

model o proposto levou aos seguintes resultados apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Paré@metros cinéticos para as preparacdes de lipases LPP, LKM e LNU

Lipases Km Vmax
(mM) (U/mg)
Pancreas de porco (Sigma) - LPP 714 8310
Pancreatina (Kin Master) - LKM 532 5985
Pancreatina (Nuclear) - LNU 1150 5864

(Equagdes ajustadas pelo Programa Enzfitter)

Os vaores de Ky, determinados mostram que a lipase LKM € a preparacéo
enzimética que apresenta maior afinidade pelo substrato (emulsdo de azeite de oliva). A
lipase LPP foi a preparacéo que demonstrou menor afinidade pelo substrato.

As principais caracteristicas das lipases descritas nas segfes anteriores séo
sumarizadas na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Caracterizacao das propriedades bioquimicas e cinéticas das preparacoes
das lipases (LPP, LKM e LNU)

Propriedades Cataliticas Preparac0es de Lipases

LPP LKM LNU
pH étimo 8,0 8,0 8,0
Temperatura étima (°C) 45 40 37
Kq (40°C) 1,84 0,67 1,18
Tempo de meia-vida 40°C (h) 0,38 1,03 0,58
Km (MM) 714 532 1150
V max (U/MQ) 8310 5985 5864

4.2. Caracterizacao do Efluente e Soro de Queijo

A caracterizacdo do soro de queijo e efluente foi realizada de acordo com

técnicas descritas no item 3.3, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5. Caracterizacao do efluente e do soro de queijo

Caracteristicas Soro de queijo Efluente
Solidos Totais (mg/L) 17530 6510-9164
indice de Acidez 1,33 0,26-1,24
indice de Saponificagio (mg KOH/g) 180,42 155,1-191,7
Acidos Graxos Livres (%) 0,63 0,05-0,69
Lipideos (mg/L) 3800 1530-4680
pH 6,41 4,76-6,04
DQO (mg/L) 94000 21350-52500
Proteinas (mg/L) 9590 3503-5711
Acucares Redutores (mg/L) 4125 464-558
Gliceral (%) 2,74 0,31-0,43
Massa Especifica (g/cm’) 1,023 0,99-1,01
Unidades de Cor (UC) - 13520-14034
Temperatura (°C) - 25-32
Vaz&o de descarte do efluente (m*/dia) - 100-120

As indUstrias de derivados lacteos utilizam uma grande quantidade de &gua no
processo industrial, gerando &guas residuarias, caracterizadas por elevada carga
organica e concentracdo de solidos em suspensdo, provenientes do processo de
beneficiamento do leite e na lavagem de pisos e equipamentos como tanques e
utensilios. Entretanto, as caracteristicas dos efluentes liquidos variam, dependendo
principalmente do tipo do processo adotado industrialmente.

Devido a dificuldade de obtencdo do efluente no inicio de desenvolvimento
deste trabalho, optou-se por adotar o soro de queijo como efluente representativo da
indUstria de derivados lacteos. O soro de queijo foi obtido no beneficiamento artesanal
de queijo tipo Minas preparado no Laboratério de Biocatdlise, com uma geracéo de 7,5
litros de soro para 10 litros de leite beneficiado.

O soro de queijo, comparado ao efluente, contém um elevado teor de matéria
organica, caracterizada pela alta concentracdo de lipideos, proteinas e agUcares. Esse
importante subproduto do beneficiamento do leite tem sido utilizado na composicéo de
derivados como iogurtes, sorvetes, leite longa-vida e alimentacdo animal (TEIXEIRA,
2001). O aproveitamento de compostos contidos no soro reduz, consideravelmente, a
concentracdo de matéria organica nas estacdes de tratamento das &guas residuarias.

Os vaores encontrados para os indices de saponificacdo do soro de queijo (IS =
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180,42 mg KOH/qg) e efluente (IS = 172,42 + 18,28 mg KOH/g) foram similares aos
valores encontrados em 6leos vegetais e em lipideos de fonte animal (1S = 176-187 mg
KOH/g) (GROSS, 1996). As concentracdes de proteinas, aclcares e matéria organica,
em termos de DQO, presentes no efluente em estudo sdo inferiores aos dados relatados
na literatura (LYBERATOS et al., 1997) e a concentracdo de lipideos (1530-4680
mg/L) € 2,5 a8 vezes superior (600 mg/L).

4.2.1. Composicéo de Acidos Graxos do Soro de Queijo e Efluente

A composicdo de écidos graxos contidos na gordura do leite, soro de queijo e
efluente é mostrada na Tabela 4.6.

Os principais acidos graxos presentes nos efluentes sdo o palmitico, em maior
concentracdo (> 30%), seguido do oleico (>20%), estearico (>10%) e miristico (>10%).
Na gordura do leite, esses &cidos graxos estdo presentes na mesma proporgcdo, mas em
menor concentracdo. Esse fato se deve a maior concentracdo de acidos graxos de baixa

massa molar, como acido butirico, capraico e céprico.

Tabela 4.6. Composicéo de &cidos graxos contidos na gordura do leite, soro de queijo e
efluente

Acidos Graxos Concentracédo (%)
Soro de Queijo Efluente Gordura de leite’
Butirico (Cs) - - 8,5
Capraico (Ce0) - - 4,0
Caprilico (Cg.o) 1,17 - 1,8
Céprico (Cio) 2,85 2,40 3,0
Laurico (Ci2:0) 3,63 3,21 3,6
Miristico (Ci4:0) 12,4 13,9 10,5
Palmitico (Cis.0) 32,5 39,2 235
Esteérico (Cis.0) 12,8 16,8 10,0
Oleico (Cis1) 31,6 21,2 21,0
Linoleico (Cis:2) 1,52 - 1,8
Linolénico (Cyg:3) - - 0,8

A andlise dos &cidos graxos foi gentilmente efetuada na empresa COGNIS Brasil LTDA (Jacarei/SP).
! Fonte: PETRUY e LETTI NGA, 1997

No soro de queijo, a concentracdo de &cidos graxos de baixa massa molar e
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reduzida, pois estes &cidos sdo utilizados como aromatizantes de queijos e derivados
(VIRTO et al., 2003). A gordura do leite também contém acidos linoleico e linolénico,
com uma concentragdo de aproximadamente 2%, 0 que ndo é encontrado no efluente e
no soro de queijo. No efluente, a concentracéo de écidos graxos de cadeia longa € maior
devido, provavelmente, a utilizacdo de detergentes nas etapas de lavagem de pisos,
tubulacdes e latbes. Estes compostos sdo constituidos de sais de sddio de &cidos graxos

de cadeialonga provenientes de lipideos de fontes vegetal e animal.

4.3. Testes de Hidrolise do Soro de Queijo com as Preparacdes Enzimaticas LPP e
LKM

Tomando por base a caracterizag@o das preparacfes enzimaticas e do soro de
queijo, foram inicialmente realizados testes com o objetivo de verificar o desempenho
das preparacdes de lipases LPP e LKM na hidrélise dos triglicerideos contidos no soro
de queijo, possibilitando uma comparacéo do desempenho das enzimas entre Si para a
selecdo de apenas um preparado, para estudos posteriores mais criteri0sos.

A influéncia das diferentes condicBes testadas na hidrdlise dos triglicerideos
presentes no soro de queijo expressa em termos de acidos graxos liberados (mM) em
funcdo do tempo, sdo apresentadas nas Figuras 4.6 e 4.7, tomando por base os dados
detalhados no Apéndice 8.3.A,B.

A liberac8o de &cidos graxos livres foi influenciada apenas pelo pH do meio,
incluindo ndo s6 o vaor de pH como também a solucdo alcalinizante (NaOH ou
NaHCOg) utilizada para o gjuste requerido.

N&o houve producdo de acidos graxos nos ensaios efetuados sem adicdo de
enzimas (controle, ensaios CA, CB) como também nos testes realizados com soro de
queijo em pH previamente gustado com a solucdo de NaHCO; (na auséncia ou
presenca de enzimas, ensaios 1 A, B e 2 A, B). O desempenho insatisfatério observado
nesses ensaios, pode ser atribuido a uma rapida elevacdo do pH do meio reaciona a
valores superiores a 9,0, afastando, desta forma, do pH 6timo de atuacdo das
preparaces enzimaticas (pH= 8,0) com conseguente reducéo da atividade das lipases.
Esse fato ndo foi observado por PEREIRA et al. (2003) nos testes de hidrélise
enzimética de efluentes de industrias avicolas ou em meios reacionais contendo apenas
azeite de oliva emulsificado (dados n&o mostrados).
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Figura 4.6. Hidrolise do teor de lipideos do soro de queijo, empregando a preparacdo de lipase pancreatina (LKM) com concentracao

enzimatica (3mg/mL), temperatura (40°C), agitacdo mecanica (200 rpm) e tempo (24 h).
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Figura 4.7. Hidrolise do teor de lipideos do soro de queijo, empregando a preparacdo de lipase pancreéatica (LPP) com concentracao

enzimatica (3mg/mL), temperatura (40°C), agitacdo mecanica (200 rpm) e tempo (24 h).
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A influéncia do perfil de hidrélise obtido com soro de queijo sugere que algum
tipo de composto, presente nesse substrato ou ha prépria preparacdo enzimética, possa
ter reagido com o NaHCO;3, influenciando negativamente a atividade lipolitica da lipase.
Estudos adicionais s80 necessari 0s para esclarecer esse mecanismo.

A utilizacdo da solucéo de NaOH para o gjuste do pH do meio reaciona foi
testada (ensaios 4 A, B) e os resultados foram comparados com aqueles obtidos nos
testes efetuados no pH original do soro de queijo (ensaios 3 A, B) (Figuras4.6 e 4.7).

Verifica-se que o perfil de formacdo de &cidos graxos em funcéo do tempo para
uma mesma concentracdo do agente emulsificante (AE=3,0%) foi significativamente
superior nos testes realizados com ajuste do pH do meio reaciona (4 A, B). Como néo
foi detectado um comportamento similar ao conferido pelo NaHCO;3, 0 guste do pH
6timo das preparagdes enzimaticas (pH=8,0), maximizou a agcdo catalitica das lipases,
favorecendo a formacéo de elevadas concentragdes de acidos graxos da ordem de 92,94
e 91,86 mM para as lipases LKM e LPP, respectivamente. Para 0s ensaios realizados
sem gjuste de pH (ensaios 3 A, B), a concentracdo maxima de écidos graxos foi de
35,22 59,96 mM para as lipases LKM e L PP, respectivamente.

Comportamento similar foi observado em todos os outros testes efetuados com
soro de queijo no pH original (ensaios 5A,B e 7A,B). Verificase, portanto, que
independente das outras variavei s testadas, 0 gjuste do pH do meio reacional com NaOH
foi um fator extremamente importante na hidrélise de lipideos empregando ambas
preparacoes de lipases.

A influéncia da concentracdo do agente emulsificante (AE) na formacdo de
acidos graxos foi também analisada para meios reacionais com ou sem gjuste do pH
(ensaios 5 A,B; 6 A,B), conforme apresentado nas Figuras 4.6 e 4.7. Para a lipase LPP,
0 aumento da concentragdo do agente emulsificante de 3% (ensaios 3B e 4B) para 7%
(ensaio 5B, 6B) ndo foi relevante, sendo constatada concentraces de écidos graxos
similares em ambas condi¢fes. Quando foi utilizada a preparacéo de lipase LKM foi
verificado um pequeno aumento na concentracdo de acidos graxos em 9,74 mM no meio
emulsificado com 7% m/m de agente emulsificante (ensaios 3A, 5A). O aumento da
concentracdo de agente emulsificante de 3% m/m (ensaios 4 A,B) para 7% m/m
(ensaios 6A,B), ndo correspondeu a aumentos significativos de porcentagem de
hidrolise.

Agentes emulsificantes tém sido sistematicamente empregados em dosagens de
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atividade lipolitica quando se utiliza triacilgliceréis de cadeia longa como substratos.
Considera-se, geramente, que os agentes emulsificantes, especialmente a goma arébica,
ndo interferem nos ensaios de hidrdlise enzimética de lipideos. TISS et al. (2002)
observaram o efeito de inibicdo da goma ardbica sobre a hidrélise de ésteres
trioctandicos, com a utilizacdo de lipases de fontes microbiana e animal. Esses autores
sugeriram que outros compostos tensoativos presentes nas formulagdes de goma arébica
e a propria goma podem ser responsaveis pelo efeito de inibicdo de lipases. Essa
inibicdo pode ser associada ao efeito de dessorcéo da lipase nainterface agua/dleo, pois
a goma ardbica consiste, principamente, de cadeia de polissacarideos, incluindo
unidades de écido glicurénico (WHISTLER, 1993). Na sua forma ionisada, os grupos
carboxil do acido glicurénico estédo desprotonados e, consequentemente, conferem a
interface da emulséo uma carga global negativa. A repulsdo eletrostatica de lipases de
pancreas na interface por cargas negativas dos sais de bilis, presentes nessas
preparagdes, € um outro mecanismo de inibicdo de lipases (BORGSTROM, 1975).
Além disso, a goma ardbica contém, em sua composicdo, acucares (D-galactose, L-
arabinose, &cido D-glicurdnico) e 2% de proteinas (prolina, hidroxiprolina e serina)
(TISSet al., 2002).

Finamente foi verificada a influéncia dos ions calcio em meios reacionais
emulsificados com 7% de goma arabica e gjuste de pH (ensaios 6A,B e 8A,B). A adicéo
do ion célcio foi pouco relevante na hidrdlise de lipideos para a lipase LPP, sendo
verificado um pegueno aumento na formacéo de écidos graxos, da ordem de 5,55 mM.
Para a preparacdo de lipase LKM a adicdo de ions calcio promoveu um decréscimo de
3,11 mM de acidos graxos. Esses resultados indicam que a presenca desses ions foi
pouco significativa na hidrolise de lipideos, provavelmente devido a presenca de ions
célcio no meio reacional, tornando desnecessaria a sua suplementacdo. Algumas fontes
provaveis de ions calcio incluem: o proprio efluente (efluentes de industrias de
derivados lacteos sdo ricos em ions célcio) e goma arabica, cuja formulacdo contém
diversos ions, tais como célcio, magnésio e potassio (TISSet al., 2002).

As Figuras 4.8 e 4.9 demostram o desempenho da hidrélise do efluente por
meio das lipases LKM e LPP ap6s 24 h de tratamento. Para ambas preparacbes a maior
porcentagem de hidrélise de lipideos presentes no soro de queijo foram obtidas nas
seguintes condigdes experimentais: 3% m/m de agente emulsificante, ajuste do pH com
solucdo de NaOH e ausénciade ions célcio (ensaios 4 A,B).
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Figura 4.8. Concentracdo de acidos
graxos formados pela hidrdlise do soro
de queijo empregando a lipase LKM.

Figura 4.9. Concentragdo de acidos graxos
formados pela hidrolise do soro de queijo
empregando a lipase LPP.

Complementando esta série de testes, as amostras tratadas enzimaticamente nas
condicbes previamente estabelecidas (ensaios 4 A, B), foram analisadas quanto as
porcentagens de hidrélise de lipideos e proteinas e glicerol formado, cujos resultados
encontram-se na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Composicao do soro de queijo tratado enzimaticamente

Lipases Glicerol Acidos graxos Porcentagem de hidrolise
formado formados (%)
(%) (mM) Lipideos Proteinas
LKM 29,6 714 23,1 77,5
LPP 30,1 69,4 22,8 69,9

Verificase na Tabela 4.7, que a concentragdo de glicerol formado pela lipase
LPP foi similar & obtida pelalipase LKM, 0 que est& de acordo com as concentragdes de
acidos graxos formados pela utilizac8o dessas preparactes. Por meio da concentracdo de
glicerol formado foi possivel determinar a porcentagem de hidrélise méaxima para 0 soro
de queijo, pela equacdo 3.12. A €ficiéncia de hidrdlise empregando as lipases LPP e
LKM foram, respectivamente, 23,1% e 22,8 %.

Com relacéo ao teor de proteinas, a lipase LKM, adquirida no mercado nacional
forneceu maior reducdo, comparada com a lipase LPP, de procedéncia internacional,
devido provavelmente a presenca de proteases que também foram importantes na

degradacdo de proteinas (BOLETIM INFORMATIVO KIN MASTER, 2000).
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A enzima de fabricagdo nacional apresenta um limitado grau de pureza, o que
diminui 0 seu custo e ndo interfere no processo. Além disso, a presenca de outras
enzimas contaminantes (proteases, amilases) é benéfica ao processo, tendo em vista que
os efluentes das industrias de derivados |&cteos contém, além de lipideos, altos teores de
proteinas provenientes do leite (caseina) e carboidratos como amido, utilizado na
preparacdo de doces a base de leite e iogurtes. Tomando por base esses resultados, a

LPP foi descartada dos testes subsequientes.

4.4. Testes de Hidrdlise do Efluente
4.4.1 Testes Preliminares de Selecédo da Preparacédo de Lipase

Para a realizacdo desses ensaios, foram utilizadas as preparacdes de lipases
pancredticas LKM (Kin Master) e LNU (Nuclear) e adotadas condigdes de hidrélise
estabelecidas anteriormente para o soro de queijo, tais como: 3% em massa de agente
emulsificante, gjuste de pH com solucdo de NaOH 1M, auséncia de ions cécio,
temperatura 37 e 40°C para as lipases LNU e LKM respectivamente, agitacéo
magnética a 200 rpm e tempo de hidrélise de 24 h.

As Figuras 4.10 e 4.11 mostram que a vel ocidade de formacéo de &cidos graxos
foi elevada nas primeiras 6 h de reacdo para as hidrolises efetuadas tanto com a lipase
LKM (2,60 + 0,23 mM/h) como para a lipase LNU (2,76 = 0,04 mM/h). Apés este
periodo, a velocidade de formacéo de acidos graxos foi reduzida apenas para a lipase
LKM, alcancando apos 24 h concentragdes de acidos graxos livres da ordem de 18,02 +
0,52 e 38,27 + 0,94 mM, para as lipases LKM e LNU, respectivamente (Apéndice
8.4.A).

Nota-se que a concentracdo de acidos graxos formados na hidrélise de lipideos
contidos nas &guas residuérias, com concentragdo de 1530 mg/L, pelalipase LNU foi 2
vezes maior que alipase LKM. Informagdes complementares foram obtidas por meio da
determinacdo do é&cidos graxos formados, porcentagens de hidrdlise de lipideos e

proteinas e glicerol formado, conforme apresentados na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8. Composicdo do efluente tratado enzimaticamente, empregando as lipases
LKM e LNU

Preparacao Glicerol Acidos graxos Porcentagem de hidrolise
Enzimatica formado formados (%)

(%) (mM) Lipideos Proteinas
LKM 240+ 1,0 18,0+ 0,5 305+ 25 174+0
LNU 30,0+ 8,0 38,3+ 0,9 389+15 22,0+ 10,0

Comparando a porcentagem de hidrdlise obtida no soro de queijo para a lipase
LKM (23,1%), verifica-se que foram obtidas porcentagens de hidrolise mais elevadas
para o efluente tratado com as lipases LKM (30,5 + 2,5%) e LNU (38,9 + 1,5%), em
relacdo ao soro de queijo, provavelmente, devido a maior concentracdo de glicerol
presente inicialmente no soro de queijo (2,74%). A concentracéo de glicerol desloca o
equilibrio da reacdo para 0 sentido inverso, para a regeneracao dos ésteres. ROONEY e
WEATHERLEY (2001) avaliaram a influéncia do glicerol na reacdo de hidrolise do
Oleo de girassol empregando lipase de Candida rugosa, em bateladas consecutivas na
propor¢cdo 3:2 de &gua e 6leo. A remocdo por centrifugacdo da fase aquosa, rica em
glicerol, promoveu o aumento da eficiéncia de hidrdlise, préximo a 100%, comparado
com a hidrdlise sem aremocéo do glicerol, obtendo uma eficiéncia de hidrdlise proximo
a 85%. Entretanto, no pré-tratamento de efluentes ricos em lipideos, esta etapa ndo é

necessaria, pois ndo € requerido elevada eficiéncia de hidrélise. Além disso, o glicerol
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ndo inibe a atividade microbiana. PERLE et al. (1995) avaliaram o efeito dos produtos
de hidrélise da gordura de leite, acidos graxos de cadeia longa e glicerol, na producdo
de ATP e atividade metanogénica, utilizando &cido oleico como &cido graxo padréo e
lodo anaerébio ndo aclimatado. Esses autores concluiram que o glicerol ndo inibiu a
atividade microbiana do lodo anaerdbio e promoveu o aumento da concentracéo de ATP
e de biogas (CH,4), quando comparado com o &cido oleico.

A concentracdo de compostos proteicos no efluente também foi reduzida com o
tratamento enzimético com porcentagem na remocao de proteinasde 17,4+ 0e 22,0 +
10,0%, para as lipases LKM e LNU, respectivamente. Os principais compostos gerados
pela hidrélise de proteinas sdo peptideos e aminoécidos (VIDAL et al., 2000). Esses
compostos, gerados pela hidrélise, possuem menor massa molar, o que pode auxiliar na

bi odegradabilidade anaerdbia desses efluentes.
4.4.2 Otimizacao por Planejamento Fatorial

A importancia das variaveis em um processo pode ser determinada por meio de
meétodos estatisticos, 0os quais possibilitam o plangamento e a execucdo de forma
organizada e racional de um ndmero de ensaios reduzidos ao minimo necessario. Estes
métodos permitem a verificagdo dos efeitos individuais e de interacdo de todas as
variaveis sobre a resposta, a definicdo das variaveis mais importantes para o processo, a
avaliacdo dos erros experimentais e de regressdo, a modelagem empirica dos resultados
e consequentemente a definicdo das faixas 6timas de operacdo do processo, respeitando
restri¢des quando houver.

O método de plangjamento experimental e andlise de superficie de resposta tem
com base o plangjamento fatorial. Consiste num grupo de técnicas usadas para o estudo
empirico das relagdes entre uma ou mais respostas medidas analiticamente (como
formacéo de écidos graxos pela hidrolise de lipideos contidos no efluente) e um ndmero
de varidveis de entrada que possam ser controladas (preparagdo enzimética e
concentracdo de NaCl). Estas técnicas sdo usadas para resolver as seguintes questfes:
como uma resposta é afetada sobre uma regido de interesse por um dado conjunto de
variaveis de entrada; quais os volumes de variaveis de entrada que resultardo num
produto dentro das especificagdes desgjadas; quais os valores de entrada que levaréo ao
melhor valor para uma resposta especifica e como € a superficie préxima a este ponto.

Nessa etapa de desenvolvimento do presente trabalho, foram realizados ensaios
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referentes a0 plangamento e otimizacdo de paréametros das hidrdlises de lipideos
presentes no efluente catalisadas pelas preparaces enzimaticas LKM e LNU.

Na Tabela 4.9 encontram-se 0s resultados obtidos nos ensaios realizados com
base no plangjamento experimental 22, com 5 pontos centrais, para a avaliacio da
influéncia da concentracéo de NaCl (x1), em substituicdo a goma ardbica e do tipo de
preparacdo enzimatica (x2). Foram mantidas fixas as condi¢es. concentracdo
enzimética de 3 mg/mL, gjuste de pH=8,0 com solucdo de NaOH 1M e temperatura de
37 e 40°C, para as lipases LNU e LKM, respectivamente, valores de temperatura
baseados na estabilidade térmica dessas preparacdes enzimaticas. O perfil de formagdo
de &cidos graxos € detalhado no Apéndice 8.4.B.

Tabela 4.9. Matriz do planejamento experimental na hidrdlise de lipideos contidos no
efluente por um periodo de 6 h.

Ensaios Variaveis reais Variaveis Acidos graxos
NaCl (mM) Lipase cofificadas formados (mM)

1 0 LKM -1 -1 15,63
2 7 LKM +1 -1 17,15
3 0 LNU -1 +1 15,81
4 7 LNU +1 +1 17,97
5 35 LKM 0 -1 17,16
6 35 LNU 0 +1 17,10
7 0 0 -1 0 0

8 7 0 +1 0 0

9 3,5 0 0 0 0

A resposta analisada foi a concentracéo de acidos graxos formados alcancada
apos 6 h de hidrdlise. A concentracdo de lipideos presentes no efluente utilizado nesta
série de testes foi de 1530 mg/L. Os resultados mostram que os acidos graxos formados
foram influenciados somente pela enzima utilizada, independente da concentracdo de
ions sodio (Tabela 4.8). As concentragcdes de écidos graxos formados variaram entre O e
17,97 mM e o resultado mais elevado (ensaio 4) foi obtido para o0s niveis maximos de
ions sodio (7 mM) etipo de preparacéo enzimatica (LNU).

Nos estudos realizados por ENTRESSANGLES e DESNUELLE (1968), foi
verificado que a hidrdlise de ésteres de triacetina (TC2) por lipase pancredtica e a adicdo
de cloreto de sodio numa concentracdo de 0,1 M, promoveu a reducéo da solubilidade
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de lipideos e aumentou a concentracéo de micelas, resultando no aumento dainterface e
atividade hidrolitica da enzima. Na hidrélise dos lipideos, o pH na interface organica-
aguosa pode reduzir sensivelmente, devido ao acimulo de acidos graxos liberados pela
acao lipolitica. Essa reducdo de pH na interface, onde o complexo enzima-substrato é
formado, pode inibir a atividade da enzima e a adicdo de NaCl é geramente
recomendada para neutralizar as cargas negativas geradas pel os acidos graxos formados
nainterface (BROCKERHOFF e JENSEN, 1974).

MASSE et al. (2001) testaram a suplementacdo de 1 g/L de NaCl na hidrdlise de
8 amostras de &guas residuarias de abatedouros de suinos empregando lipase
pancredtica PL-250 em concentragcoes entre 100-500 mg/L e verificaram um efeito ndo-
significativo da suplementacdo de NaCl sobre a reducdo do tamanho das particulas de
lipideos. Esses autores formularam duas hipéteses para explicar os resultados obtidos. A
primeira foi referente ao efeito de elevadas concentracdes de sais de sodio no efluente
gue podem ter mascarado o efeito do NaCl e a segundafoi relativa a baixa concentracéo
de ions hidrogénio na interface resultante da baixa porcentagem de hidrdlise dos
lipideos obtida.

A concentragdo de ions sodio presentes em efluentes de abatedouros, foi
estimada em 272 + 85 mg/L e as concentracdes de ions célcio e magnésio foram de
aproximadamente 50 e 20 mg/L, respectivamente (BROCK ERHOFF e JENSEN, 1974;
MASSE et al., 2001). A concentracdo de ions sodio e calcio em efluentes das industrias
de derivados | &cteos ndo é relatada na literatura

A andlise estatistica foi efetuada empregando o programa STATISTICA 6.0ea
Tabela 4.10 reline os dados da andlise dos efeitos, a estimativa de erro padréo e o teste t
de Student’s. Dentro da regido experimental avaliada, verificou-se que a variavel ions
sdio (x1) e o termo quadrético x,? foram significativos ao nivel de 95% (p<0,05) de
probabilidade na formacéo de acidos graxos, sendo o resultado positivo representado
pelo nivel alto (+), lipase pancreatina LNU.
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Tabela 4.10. Efeitos calculados, estimativa de erro e valores do teste t de Student’s
para os &cidos graxos formados na hidrolise de lipideos do efluente

Fonte Efeito Erro valores t p
Média 1,27 + 0,95 1,33 0,2755
Sodio (1) 1,27 +1,04 1,21 0,3115
Lipase (X7) 0,67 +1,04 0,64 0,5682
X5 35,20 +1,81 19,48 0,0003

O modelo estatistico determinado para a resposta estudada foi obtido por meio
da regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, sendo expresso pela equacaéo
4.3.

y = 0,61x, +16,8x,’ (4.3

Em que: y é avaridvel resposta, x; e X, representam os valores codificados para

concentracdo de ions sddio (NaCl) e o tipo de lipase empregada, respectivamente.

A significancia estatistica do modelo foi avaliada pelo teste F (Tabela 4.11),
revelando que a regresséo € significativa em 99% - nivel de probabilidade. O modelo
ndo apresentou falta de gjuste e a determinacgo do coeficiente de correlacdo (R?=0,99),
mostra que 99% da variabilidade na resposta, em relacdo a andlise dos resultados pode
ser explicada pelo modelo.

Tabela 4.11. Anéalise de Variancia do planejamento fatorial completo 2% proposto

Efeitos Soma Grau de Meédia F p
Quadratica | Liberdade | Quadratica
Modelo 567,42 5 113,48 254,11 0,0004
Residuo 1,34 3 0,45
Total 568,42 8

As condicBes estabelecidas no plangiamento experimental (nivel maximo de
NaCl e preparacdo enzimatica LNU) foram adotadas para realizacdo de um experimento
complementar, no qual foram determinados os acidos graxos formados e as
porcentagens de hidrélise de lipideos e proteinas e glicerol formado, como mostrado na
Tabela4.12.
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Tabela 4.12. Composicdo do efluente tratado enzimaticamente, empregando a lipase
LNU (6h).

Glicerol formado

Acidos graxos Porcentagem de hidrolise

(%) formados (%)
(mM) Lipideos Proteinas
14,4 17,97 26,2 20,7

Os resultados mostram que para efetuar a hidrélise dos lipideos presentes no
efluente ndo foi necesséria a suplementacdo de agentes emulsificantes e compostos
iGnicos para o incremento da atividade da lipase LNU. A adoc&o de um pré-tratamento
enzimético sem a suplementacdo desses compostos, em escala industrial, pode ser
menos onerosa, com a reducdo de custos com reagentes e facilidade em algumas etapas
de processo. Por meio desses resultados, foi selecionada a preparacéo enzimética LNU
para efetuar a hidrélise de lipideos presentes no efluente. Além de ter apresentado
melhor eficiéncia na hidrdlise dos lipideos e remocdo de proteinas, esta preparacdo
também apresentou menor custo em relacdo as outras preparacdes de lipases testadas
neste trabalho (LPP e LKM). Em recente cotagéo (Abril/2004), as empresas forneceram
0S seguintes valores, mostrados na Tabela 4.13:

Tabela 4.13. Cotacao das preparacdes de lipase LPP, LKM e LNU.

Preparacéo de lipase Custo da preparacao Custo por litro de
(U$/Kg) efluente tratado (U$/L)
LPP (Sigma) 1280,00 6,40
LKM (Kin Master) 256,00 1,28
LNU (Nuclear) 78,00 0,33

Desta forma verificase que a LNU foi a preparacéo de lipase que ofereceu
melhor relagéo custo/beneficio para a utilizagdo no pré-tratamento enzimatico.

4.5. Hidrolise de Lipideos com a Preparacao Enzimatica LNU

Foram ainda realizados testes com o objetivo de verificar o desempenho da
preparagdo LNU na hidrélise dos triglicerideos contidos em efluentes, variando a
concentracdo enzimética (3-5 mg/mL), concentracéo de ions calcio (0-10 mM) e gjuste
de pH com solugdes alcalinizantes NaOH e NaHCO; (1M). Todos os ensaios foram

realizados na temperatura de 37°C, agitacéo de 200 rpm e tempo de hidrdlise de 24 h. A
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concentracdo de lipideos contidos no efluente utilizado nestes ensaios foi de 4680 mg/L.
As condi¢bes experimentai s empregadas sdo mostradas na Tabela 4.14.

A influéncia das diferentes condicfes testadas na hidrolise dos lipideos presentes
no efluente foi expressa em termos de &cidos graxos formados (mM) em funcdo do
tempo, séo apresentadas na Figura 4.12, tomando por base os dados detalhados no
Apéndice 8.4.C.

Tabela 4.14. Hidrolise de lipideos das aguas residuarias empregando a lipase LNU

Ensaios Varidveis reais Variéveis codificadas
Enzima | CaCl, Solucéo Enzima | CaCl, | Alcalinizante
(mg/mL) | (mM) | Alcalinizante
1 3 0 NaOH -1 -1 -1
2 5 0 NaOH 1 -1 -1
3 3 10 NaOH -1 1 -1
4 5 10 NaOH 1 1 -1
5 3 0 NaHCO3 -1 -1 1
6 5 0 NaHCO; 1 -1 1
7 3 10 NaHCO;3 -1 1 1
8 5 10 NaHCO; 1 1 1

A concentragcdo de &cidos graxos formados na hidrélise de lipideos variou de
19,23 a 54,36 mM (Figura 4.13). A incubacdo do meio reacional com concentracéo
enzimética de 5 mg/mL (Ensaios 2, 4, 6 e 8), promoveu um aumento na velocidade de
formacéo de écidos graxos quando comparado aos ensaios realizados empregando uma
concentracdo de 3 mg/mL (Ensaios 1, 3, 5 e 7). A maior velocidade de formagéo de
acidos graxos (5,47 mM/h) foi observada no ensaio 4 (5 mg/mL de enzima, 10 mM de
ions cdlcio e guste de pH com NaOH) e a menor velocidade (2,52 mM/h) foi observada
no ensaio 5 (3 mg/mL de enzima e guste de pH com NaOH).

Em relacéo a influéncia da solucéo acalinizante (NaOH e NaHCOs3) nédo foi
observado o comportamento anteriormente descrito nos testes de hidrdlise do soro de
queijo, nos quais foi verificado que a utilizacdo da solucdo de NaHCO; inibiu
completamente a acdo da lipase LKM. Por meio dessa série de testes, verifica-se que a
acao da LNU foi independente do tipo de solugéo alcalinizante empregada no gjuste do
pH do efluente. A utilizagdo de NaOH ou NaHCO; como solucbes alcalinizantes
resultaram em uma concentracdo maxima de acidos graxos, respectivamente, de 54,36
mM (Ensaio 4) e 41,18 mM (Ensaio 6).
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Figura 4.12. Perfil de hidrolise dos lipideos do efluente, empregando a lipase pancreatina (LNU), temperatura (37°C), agitacdo mecénica (200
rpm) em func¢ao do tempo.
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Figura 4.13. Concentracao de acidos graxos formados pela hidrdlise de lipideos,
anterior aos testes de biodegradabilidade empregando a lipase LNU.

A suplementac&o de ions cdlcio foi mais benéfica nos ensaios realizados com pH
gustado com NaOH, promovendo um incremento na concentracdo final de é&cidos
graxos tanto para meios incubados com baixa ou alta concentracdo de enzima. Nos
testes realizados com pH gjustado com NaHCO;3, o efeito benéfico do CaCl, foi mais
pronunciado apenas nas hidrolises que utilizaram baixa concentragdo de enzima
(Ensaios5e7).

Em meios reacionais suplementados com ions célcio, a velocidade inicial de
hidrélise foi maior, 4,77 mM/h (Ensaio 7), quando comparado aos ensaios realizados
sem a adicdo destes ions, 3,36 mM/h (Ensaio 5) Observa-se ainda que a auséncia de
ions calcio promoveu a reducéo da atividade hidrolitica, apos um periodo de 15 h de
reacdo (Ensaios 2, 5 e 6). Nos ensaios realizados na presenca desses ions ndo houve
interrupcgéo da atividade da lipase, auséncia da fase estacionéria. O efeito dos ions célcio
sobre a atividade de lipases € geramente considerado benéfico, sendo capaz de aterar a
conformagéo da enzima, ou sgja, ions calcio agem como co-fator da lipase promovendo
um aumento de sua atividade catalitica (SHARMA et al., 2001). Sugere-se que o calcio
reduz a acidez livre produzida durante a hidrélise pela formagdo de sais de célcio
insolUvel's, permitindo o prosseguimento da reagdo hidrolitica
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A necessidade do cacio é provavelmente, para compensar a repulséo
eletrostatica criada entre a enzima e grupos carboxilicos dos sais biliares (SHAHANI,
1975). De acordo com os resultados obtidos, a porcentagem de hidrdlise de lipideos
mais elevadafoi obtida nas seguintes condi¢des experimentais: concentracdo enzimatica
de 5 mg/mL, 10 mM de CaCl, e guste de pH 8,0 com solucédo alcalinizante NaOH
(Ensaio 4).

Ao fina do prétratamento enzimético foram analisadas as porcentagens de
hidrolise de lipideos e proteinas e glicerol formado na amostra contendo maior
concentracdo em &cidos graxos (54,36 mM) como mostrado na Tabela 4.15. O efluente
assim tratado foi submetido a teste de biodegradabilidade anaerdbia, conforme descrito

na secdo 3.6.

Tabela 4.15. Composicdo do efluente tratado enzimaticamente, empregando a lipase
LNU.

Glicerol formado | Acidos graxos Porcentagem de hidrdlise
(%) formados (%)
(mM) Lipideos Proteinas
20,0 54,36 32,8 32,5

4.6. Testes de Atividade Metanogénica

Os resultados obtidos nos testes de biodegradabilidade anaerdbia dos efluentes
bruto e pré-tratado enzimaticamente (hidrolisado) sdo mostrados na Figura 4.14 e
Apéndice 8.5.A. As condicdes aplicadas ao efluente pré-tratado enzimaticamente foram
previamente estabelecidas (5 mg/mL de lipase, 10 mM de ions célcio e guste de pH =
8,0 com solucdo alcalinizante NaOH), por um periodo de 24 h. O esguema
representativo dos testes € mostrado na Figura 4.15.

O volume de gé&s metano formado, num periodo de 28 dias, foi de
aproximadamente 220,0 e 276,5 + 28,5 mL, para os efluentes bruto e pré-tratado
enzimaticamente, respectivamente, sendo constatado um aumento de 25,68 + 13% no

volume de gas formado com o pré-tratamento enzimatico.
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Figura 4.14. Cinética de biodegradacdo do efluente bruto e pré-tratado
enzimaticamente com a preparacao de lipase LNU (35 <C, 28 dias, agita¢ao 200 rpm).
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Figura 4.15. Esquema representativo dos
(temperatura 35°C, agitacao de 200 rpm).

testes de biodegradabilidade anaerobia
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O volume de gas metano foi elevado nos primeiros 15 dias para ambos efluentes
(bruto e hidrolisado) tendo um comportamento cinético de reaces de 1° ordem e apds
esse periodo, 0 volume de metano formado ndo aumentou com o tempo, comportamento
cinético de reacBes de ordem zero (fase estacionaria). Esse comportamento pode ser
explicado pela reducéo da concentracdo de matéria organica contida no efluente e pelo
decréscimo do pH do meio reacional, o que reduz a capacidade de formacéo de gés
metano. As arqueas metanogénicas tém um crescimento 6timo na faixa de pH entre 6,6
e 7,4 e as bactérias produtoras de &cidos organicos tém um crescimento 6timo na faixa
de pH entre 5,0 e 6,0, mas podem se mostrar ativas mesmo para valores de pH proximos
a4,5. Na pratica, isso significa que a producdo de acidos em um reator pode continuar
livremente, apesar da producdo de metano ter sido interrompida devido aos baixos
valores de pH (ISOLDI et al., 2001).

A andlise do perfil cinético de producdo de metano mostrado na Figura 4.16
indicaque avelocidade inicia de producéo de metano determinada na biodegradacéo do
efluente bruto e pré-tratado enzimaticamente foi de aproximadamente 53 mL/dia e 170
mL/dia, respectivamente. Apos esse periodo a velocidade de formagdo de metano foi
sensivelmente reduzida.
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Figura 4.16. Perfil cinético dos testes de biodegradabilidade do efluente bruto e pré-
tratado enzimaticamente com a lipase LNU (35 <C, 28 dias, agitacdo 200 rpm).




4.6.1. Efeito do Tempo de Hidrolise Enzimética na Biodegradabilidade Anaerdbia

Para verificar o efeito da concentraco de acidos graxos presentes no efluente
tratado enzimaticamente na biodigestéo anaerdbia, testes foram efetuados com efluentes
tratados em diferentes tempos de hidrélise (4 a 24 h). Os resultados foram comparados
com agueles obtidos no efluente bruto (sem tratamento, controle 1) e na amostra de
efluente suplementada com enzima no tempo inicia de biodigestéo (controle 2). Nesse
ultimo caso, as etapas de hidrdlise e biodigestdo foram efetuadas simultaneamente. Essa
metodologia permitiu verificar a influéncia da concentragdo de &cidos graxos livres nas
amostras submetidas a biodigestdo anaerdbia.

Osvalores de pH e as concentragdes de acidos graxos livres, glicerol e proteinas
encontrados nas amostras apds a etapa de hidrdlise por diferentes tempos € mostrada na
Tabela 4.16. Os testes de hidrdlise foram realizados em reatores com agitacéo mecanica,
a37°C e 200 rpm.

Tabela 4.16. Influéncia de tempo de hidrélise nas caracteristicas do efluente

Tempode | Acidos Graxos Glicerol Porcentagem | Reducéo de pH
Hidrdlise Livres (%) de Hidroélise | Proteina
(h) (mM) (%) (%)

C1 2,70+ 0,50 0,376 +£ 0,08 0 0 5,25
C 2,70+ 0,50 0,376 + 0,08 0 0 8,04+0,04
4 2465+ 1325 | 0521+0,05| 28,6+89 28,0 5,08 £ 0,52
8 3165+1245 |0582+0,07| 36,1+6,5 29,1 4,36 + 0,20
12 36,20+ 13,10 | 0,613+0,06| 395+6,8 32,7 4,14 +0,21
24 38,65+ 1355 | 0,620+0,06 | 40,0£6,9 31,0 4,07 + 0,20

As concentragOes de acidos graxos livres obtidas no pré-tratamento enzimatico
foram superiores a 24,66 + 13,25 mM, para um tempo de hidrélise de 4 h e o valor
méximo obtido foi de 38,63 + 13,53 mM, ao final de 24 h, correspondendo a
porcentagem de hidrdlise de 28,6 + 8,9 e 40,0 + 6,9%, respectivamente. A etapa de
hidrolise foi também satisfatéria com relacdo a degradacéo de proteinas, alcangando
valores da ordem de 30%, independente do tempo de reacéo. A hidrélise de proteinas €
creditada a presenca de proteases na preparacao enzimética (LNU).

O decréscimo de pH observado para as amostras hidrolisadas por diferentes
tempos (4, 8, 12 e 24 h) foi provavelmente devido a hidrdlise dos lipideos (formacéo de
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acidos graxos) bem como na hidrélise das proteinas (formacéo de aminoacidos de
carater acido como é&cido glutdmico e aspértico). A porcentagem desses aminoéacidos
contidos na caseina é de 16,1% e os aminoécidos carregados positivamente (carater
basico), arginina, lisina e higtidina é de 12,6%, num total de 199 residuos de
aminoacidos contidos na caseinado leite (LEHNINGER, 1976).

Por outro lado, o gjuste do valor de pH do efluente, com solucéo alcalinizante,
pode também ter promovido a solubilizagdo das proteinas, pois em pH &cido, as
proteinas se encontram insoliveis (CHARNEY e TOMARELLI, 1947), auxiliando,
destaforma, a hidrdlise desses compostos.

As curvas de formacdo de metano e perfil cinético sdo apresentadas nas Figuras
4.17 e 4.18, respectivamente. Os resultados obtidos com relacdo as concentracfes de
proteinas, aglcares redutores simples, matéria organica (DQO), &cidos graxos livres,
valor de pH, turbidez (cor) e volume de metano formado ap0s a etapa de biodigestéo,
s80 mostrados na Tabela 4.17.

Tabela 4.17. Biodegradabilidade anaerdbia de efluentes pré-tratados enzimaticamente

Tempo Reducéo Acidos | pH | Volume de
de AcUcares DQO | Proteinas Cor Graxos CH,
Hidrdlise | Redutores (%) (%) (%) Livres (mL)
(h) | Simples (%) (mM)
C 899+197 | 450 |879+01| 139+1,3 | 1538 | 534 | 209+47
C 97,7+045 | 764 |888+08|687+04 | 1657 | 531 | 354+ 34
992+0,16 | 691 |896+02| 758+02 | 98 | 565 403+ 4
999+002 | 709 |891+04| 765+0,7 | 1235 | 550 383+ 2
12 100+ 0 782 |887+06|803+04 | 703 | 581 | 445+29
24 992+0,16 | 809 [896+01| 775+0,2 | 1452 | 542 437+0

O volume final de metano formado na biodigestédo do efluente bruto (209 + 47
mL) foi inferior aos obtidos para todas as amostras de efluentes hidrolisados. O efluente
tratado por 12 h resultou na maior formagdo de metano (445 + 29 mL) e o efluente
incubado com enzima no tempo inicial da biodigestdo (C,) obteve um incremento de
69% em relacdo ao controle (C;). Nota-se pela Figura 4.17 que a partir do 4° dia de
biodigestéo a velocidade de formagéo foi reduzida em funcdo da elevada velocidade de
conversdo da matéria organica em compostos de baixa massa molar como metano e gés
carbonico obtidos nos primeiros dias de reacéo.
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Figura 4.18. Perfil cinético dos testes de biodegradabilidade do efluente bruto e efluente pré-tratado enzimaticamente com a lipase
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A andlise do perfil cinético de producdo de biogas mostrado na Figura 4.18
indica que a velocidade inicia de formacdo desse produto determinada na
biodegradacdo do efluente bruto e pré-tratado enzimaticamente por um periodo de 12 h
foi de aproximadamente 59 + 4 mL/dia e 180 + 10 mL/dia nas primeiras 48 h de
biodigestdo, respectivamente. Todas as amostras de efluente pré-tratados
enzimaticamente apresentaram velocidade inicial 3 vezes superior a0 constatado na
amostra de efluente bruto (Controle 1). Apos esse periodo, a velocidade de formagéo de
biogas foi reduzida sensivelmente, com valores proximos a zero, para ambos ensaios.

A elevada concentracdo de écidos graxos formados na etapa de hidrdlise
enzimatica ndo promoveu inibicdo na biodegradacdo pelos microrganismos anaerdbios,
provavelmente devido a grande velocidade de degradacdo obtida nos primeiros dias.
Entretanto, estudos descritos na literatura sugerem que concentragdes de acido oleico
superiores a 280 mg/L (1 mM) inibem a acdo de microrganismos acetogénicos
(KOSTER e CRAMER, 1987). Por outro lado, MASSE et al. (2001) demostraram que a
aplicacdo de lipase pancreatica PL-250 na hidrélise de lipideos de efluentes de
abatedouros por um periodo de 4 h e concentracdo de 250 mg/L, promoveu a reducdo de
0,7% do material graxo contido neste efluente, com formacdo de acidos graxos livres
numa concentragdo de 15,5 mg/L. Esses pesquisadores reportaram ainda que essa
concentracdo foi resultante dos é&cidos graxos presentes no meio reacional e que alguns
acidos graxos formados poderiam estar adsorvidos em moléculas de lipideos. No
presente estudo, ndo foi estimada a concentracdo de lipideos contidos no meio, mas foi
verificada uma reducdo considerével da concentracéo de lipideos, o que provavelmente
auxiliou a velocidade de formagdo de metano.

Apesar da concentracdo de agUcares redutores simples ndo ter sido alterada na
hidrdlise, houve uma remocéo total (valores entre 98-100%) desses compostos na etapa
da biodigestédo. No caso da amostra de efluente bruto (Controle 1) a remocdo dos
acucares foi de aproximadamente 90%. A biodegradabilidade de aglcares como lactose
€ geralmente mais acelerada e com elevada eficiéncia de remocdo em condicoes
anaerébias, quando comparada aos outros compostos organicos como lipideos e
proteinas (PAVLOSTHATIS e GIRALDO-GOMEZ, 1991).

A reducdo da concentracdo de proteinas foi similar em todas as amostras
analisadas, com porcentagens proximas a 90%. Comparando os resultados obtidos na

biodegradacdo anaerdbia das proteinas, nota-se que o lodo anaerdbio utilizado ndo
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sofreu inibicdo pelo substrato por ser uma cultura aclimatada, coletada em estacdo de
tratamento de efluentes de laticinios. O pré-tratamento enzimatico acelerou a
biodegradacdo desses compostos, mas ndo promoveu um aumento na remocdo de
matéria organica em termos de DQO.

A preparacao enzimatica LNU contém enzimas contaminantes como proteases, 0
gue torna atrativo a sua aplicacdo na hidrolise da caseina, principal proteina presente no
leite e em efluentes de industrias de derivados lacteos (VIDAL et al., 2000). Em
condi¢cbes anaerdbias possui menor biodegradabilidade quando comparada com a
lactose (PAVLOSTATHIS e GIRALDO-GOMEZ, 1991). A hidrdlise das proteinas,
especificamente caseina, por meio de microrganismos, depende da aclimatacdo da
biomassa (VIDAL et al., 2000). Esses pesquisadores relataram que a producdo de
biogas por biodegradabilidade anaerdbia da caseina (3,7 g DQO/L.d) empregando lodo
ndo-aclimatado (4,5 g SSV/L.d) foi menor (0,25 mL CH4/Mh), com fase lag de
aproximadamente 50 h, se comparada com a producéo de gas por lodo aclimatado (0,79
mL CHj/h). Entretanto, a caseina ndo inibe a biodegradabilidade anaerdbia em
concentragOes que variam de 0 a 3 g/L (PERLE et al., 1995). Os produtos formados
pela hidrélise de proteinas também ndo inibiram a agdo de microrganismos anaerobios
sobre a formacéo de biogas. PERLE et al. (1995) n&o observaram inibi¢éo na formacéo
de biogas empregando microrganismos aclimatado e ndo-aclimatado suplementados
com aminoé&cidos provenientes da hidrolise da caseina, obtendo um volume de biogéas
entre 250-300 mL para ambos meios de cultura, por um periodo de 180 h.

Os principais produtos formados na biodegradacéo das proteinas, em condicbes
anaerébias, sdo os fons aménio (NH,") e sulfeto (S*) e aminoécidos. A ambdnia
produzida pode ser toxica a microrganismos metanogénicos (SOUBLES et al., 1994).
MACCHARTHY (1964) relatou que concentractes de nitrogénio amoniacal nafaixa de
50-200 mg/L estimulam a atividade das bactérias metanogénicas, mas em elevadas
concentragbes pode ser téxica, dependendo da espécie microbiana. De acordo com
OMIL et al. (1995), concentragdes de ambnia molecular (NH3) entre 25-140 mg/L
podem inibir o tratamento biolégico de espécies mesofilicas. O pH é um importante
parametro para determinar a concentragdo da amonia na forma molecular ou idnica. Na
formalivre ela é mais toxica, mais em pH alcalino ela se encontra naformaionizada. Os
resultados obtidos no presente trabalho quanto a formagdo de metano, sugerem gue 0s
microrganismos anaerébios ndo sofreram inibicdo pelos produtos resultantes da
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biodegradacdo da proteina, como amonia. Possivelmente, grande concentracéo de gas
amonia produzido se encontrava na forma ionizada, ions amonio, formados pela
elevacdo do pH do meio reacional apés a biodegradabilidade anaerdbia.

A espécie acalina mais importante no sistema anaerdbio é o ion bicarbonato
(HCOz3), cuja origem € a liberacéo de espécies acalinas a partir do metabolismo de
proteinas, principalmente, a aménia (NHs/ NH4OH) (amonificacdo) e de formas
oxidadas do enxofre (S*/ HS) e pela hidrélise de &cidos organicos fracos. A
acalinidade dessas substancias € transferida ao bicarbonato por meio da reagdo com o
CO,, presente em grande concentragdo no sistema anaerdbio. Esse aumento do pH no
meio reacional pode ser benéfico, pois a reducéo acentuada do pH ocasiona o acumulo
de acidos organicos volateis no sistema, resultando baixa eficiéncia na formagdo de gés
metano (ISOLDI et al., 2001). O efeito do pH sobre o0 processo de digestéo se manifesta
de duas formas, afetando a atividade de enzimas e a toxicidade de inlmeros compostos.
A temperatura também influencia no valor de pH do meio reacional, porque em baixas
temperaturas ocorre um aumento no valor do pH, devido a concentracdo de DQO
digerida diminuir ocasionando uma queda na producéo de CO,. Oscilagdes bruscas de
temperatura diminuem a eficiéncia do processo porgque provocam um acumulo de &cido
propidnico. Por isso, € mais importante manter um reator a temperatura constante do
gue manté-lo nafaixa 6tima de temperatura.

A aplicacdo da lipase LNU no prétratamento reduziu sensivelmente a
concentracdo de matéria organica em termos de DQO, sendo constatado para o controle
C; uma reducéo de 45,0%, enquanto que para as amostras hidrolisadas foram obtidas
reducdes superiores a 69%, atingindo niveis maximos de 80,9%, com o efluente pré-
tratado por 24 h. Foi também observada uma flotac&o de lipideos ndo biodegradados,
apenas para amostra de efluente bruto. E importante ressaltar a eficiéncia de remocg&o de
DQO da ordem de 74,4% obtida no controle C, (hidrdlise e biodigestdo simultaneas).
Essa eficiénciafoi superior aos ensaios efetuados com efluentes pré-tratados nos tempos
de hidrolisede 4 e 8 h, isto €, 69,1 e 70,9 %, respectivamente.

Essa grande eficiéncia na remocdo de DQO se deve a biodegradabilidade dos
lipideos e écidos graxos presentes no efluente hidrolisado. A reducéo da concentracéo
de &cidos graxos pode ser também explicada pelo decréscimo de &cidos contidos no
efluente, por exemplo, para uma concentracdo inicial de 38,63 + 13,53 mM (tempo zero

da etapa de biodigestdo anaerdbia), foi contatado uma reducéo para 14,52 mM de écidos
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graxos ao final de 15 dias de biodigest&o.

O efeito da biodigestdo anaerdbia sobre o efluente bruto e hidrolisado em termos
de turbidez (remocgéo da cor) foi quantificada por varredura em espectrofotometria nas
regides do ultra-violeta (400-200 nm) e do visivel (760-400 nm) (Figura4.19) e também
visualizada pela fotografia mostrada na Figura 4.20.

Todas as amostras tratadas enzimaticamente apresentaram uma elevada
eficiéncia na remocao de cor na faixa de comprimento de onda analisada. Isto se deve a
bi odegradabilidade dos lipideos e acidos graxos presentes no efluente, principais solidos
em suspensao contidos no efluente.

A remocdo de compostos organicos do efluente foi influenciada também pela
suplementacéo de ions céalcio (CaCl,), guste do pH com NaOH e pela temperatura
adotada nos testes de biodegradabilidade anaerdbia.

O processo de formacdo de granulos de lodo anaerébio pode ser dividido em 4
etapas: (1) transporte de células para a superficie de outras células, (2) adsorcdo celular
inicial reversivel por interagdes fisico-quimicas, (3) adsorcdo irreversivel microbiana
por adesdo e/ou compostos poliméricos e (4) multiplicacdo e desenvolvimento celular
de granulos (SCHMIDT e AHRING, 1996). Alguns fatores podem influenciar na
aceleracdo do processo de formagdo desses granulos, como a suplementacéo de ions
calcio em reatores anaerdbios (YU et al., 2001). CAIL e BARFORD (1985) afirmaram
que a formagdo de granulos de lodo foi estimulada na presenca de 150 mg/L desses
ions. Estudos realizados por YU et al. (2001), mostraram que concentracdes inferiores a
300 mg/L aumentaram significativamente a formagdo de granulos, mas em
concentragbes superiores a 600 mg/L foi observado um efeito negativo, devido,
provavelmente, a0 aumento de cargas positivas na parede celular, o que pode ter
promovido repulsdo el etrostética.
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Figura 4.20. Amostras do efluente bruto e pré-tratado enzimaticamente por um
periodo de 12 h ap6s a etapa de biodigestao.

A presenca de ions calcio estimula a formagdo de granulos por meio de reactes
com macromoléculas presentes na superficie microbiana, como polissacarideos e/ou
proteinas, para a formacéo de complexos estaveis (YU et al., 2001). Esses complexos
possuem cargas negativas, compostos anibnicos, e a adesdo microbiana necessita desses
ions para promover a ligacdo entre os microrganismos anaerébios por ligacdes
polissacarideo-polissacarideo e célula-polissacarideo (YU et al., 2001). Os ions célcio
S80 essenciais para a integridade do biofilme porgue promovem ainteragdo entre grupos
funcionais secundérios, como as hidroxilas (OH"), presentes em acUcares adjacentes de
diferentes céulas e, consequientemente, influenciam naligagdo de macromoléculas entre
células microbianas (YU et al., 2001).

A biodegradacéo dos lipideos é dificultada por fatores fisico-quimicos como
baixa solubilidade em agua e a semi-solidificacdo de alguns lipideos a temperatura
ambiente, resultante da elevada concentragdo de &cidos graxos saturados com 10-18
adtomos de carbono. Nos testes efetuados a utilizagdo de solucdo alcalinizante mostrou

ser benéfica a hidrdlise enziméatica de lipideos, bem como na biodigest&o, promovendo a
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saponificacdo dos acidos graxos formados na hidrdlise dos lipideos. Comportamneto
similar foi observado por MOUNEIMNE et al. (2003), na utilizacdo de alcalinizantes
(NaOH) para emulsificagdo dos é&cidos graxos liberados nas reagbes de hidrdlise,
aumentando a biodegradabilidade destes compostos. Em meios com gjuste de pH em
6,5 apenas 19,5% dos &cidos graxos se encontram saponificados ou ionizado e em
meios com pH 8,5 a porcentagem de saponificacdo foi aumentada para 91,5%
(MOUNEIMNE et al., 2003).

O gjuste de pH em 8,0 é considerada a faixa 6tima para a atividade acidogénica
microbiana, para a formagdo de &cidos de baixa massa molar como é&cidos acético e
propidnico, etapa intermediaria na formacéo de biogas (CH,4 e CO,) (PENAUD et al.,
1997). No presente trabalho, a concentracdo de NaOH utilizada no pré-tratamento
enzimatico (2,4-3,2 g/L) ndo resultou na inibicdo aos microrganismos anaerdbios.
KUGELMAN e MCCARTY (1965) relataram a completa inibicdo da atividade
metanogénica com concentracbes de NaOH em torno de 10-16 ¢/L. Elevadas
concentracbes de solucbes alcalinizantes podem formar compostos extremamente
toxicos aos microrganismos anaerobios, reduzindo a afinidade da biomassa microbiana
pelo substrato.

A temperatura é outro importante parametro na biodegradabilidade anaerdbia,
influenciando na reducdo da viscosidade do meio reaciona com o aumento da
turbuléncia hidréaulica e na conversdo da matéria organica em biogds (MAHMOUD et
al., 2003). Em temperaturas mais elevadas, a viscosidade do meio reduz devido ao
decréscimo das forcas de cisalhamento hidraulico, o que facilita o contato da biomassa
microbiana com o efluente a ser tratado (MAHMOUD et al.,, 2003). Reatores
anaerobios que operam em baixas temperaturas necessitam de suplementacéo de energia
para aumentar a eficiéncia dos microrganismos anaerébios. A conversdo da matéria
organica em biogas também € proporcional a temperatura porque a cinética de
biodegradacdo desses compostos aumenta com o0 aumento da temperatura. Esse
comportamento reflete nas caracteristicas do lodo anaerdbio, pois biodegradacéo
reduzida pode resultar na flotacdo da biomassa e ma formacdo de grénulos de lodo
(MAHMOUD et al., 2003).

Estudos relatados na literatura mostram uma grande eficiéncia na formacéo de
biogés e remocdo de DQO em reatores anaerdbios que operam a temperatura de 35°C
(HAWKES et al., 1995; GAVALA et al., 1999; LEAL et al., 2002; PEREIRA, 2004) e
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devido a esse fato, a temperatura adotada nos testes de biodegradabilidade do presente
trabalho foi de 35°C.

MASSE et al. (2003) observaram a biodegradabilidade anaerdbia de efluente de
abatedouro em reatores anaerdbios de batelada sequiencial a 25°C, suplementado com 2
g/L de gordura de porco e pré-tratado com lipase pancreatica PL-250 na concentracdo
de 250 mg/L, por um periodo de 5,5 h. Os autores utilizaram também o efluente bruto,
sem adicéo de gordura de porco (C,) e o efluente suplementado com gordura de porco
(Cy), como controles. A porcentagem de hidrdlise da gordura de porco obtida, com pré-
tratamento enzimético, foi de aproximadamente 35%. A eficiéncia de formacdo de gas
metano com o efluente pré-tratado enzimaticamente foi comparada com os controles C;
e C, e os resultados obtidos mostram que o efluente pré-tratado enzimaticamente obteve
um ligeiro acréscimo na formacéo de gas metano de 82% sobre o controle C, (78%), se
comparados com o controle (C,), adotado como referencial (0%), por um periodo de 69
h. Esses autores sugeriram que o baixo rendimento na formagéo de gas metano obtido
pelo efluente pré-tratado enzimaticamente foi a baixa temperatura adotada na
biodegradabilidade anaerdbia (25°C). Possivelmente, temperaturas mais €elevadas
poderiam obter resultados mais satisfatorios.

Nos testes de biodegradabilidade anaerdbia de éguas residuarias das industrias
de abate de frango, realizados por PEREIRA (2004), a temperatura adotada nesses testes
foi de 35°C. Foram utilizadas enzimas comerciais de fontes microbiana (Candida
rugosa-LCR) e de pancreas de porco (LKM e LNU), no pré-tratamento dessas &guas
residuarias, por um periodo de 12 h. A eficiéncia de formagéo de gas metano foi de 107
mL para o efluente bruto e com o pré-tratamento enzimaticoforam obtidos volumes
finais de metano de 500 + 29 mL, paraalipase LCR, 523 + 7 mL, paraalipase LKM e
510 + 22 mL para a lipase LNU. Os rendimentos de formagdo de gas metano, obtidos
para os efluentes pré-tratado enzimaticamente foram aproximadamente 5 vezes superior
a0 efluente bruto. Esses resultados confirmam que a aplicagcdo de enzimas hidroliticas
no pré-tratamento de &guas residuarias com elevados teores de lipideos, anterior a etapa
de biodegradabilidade anaérdbia, € importante na remocdo de compostos organicos

presentes nessas aguas.
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5. CONCLUSOES

O presente projeto teve como objetivo principal viabilizar tecnicamente a
aplicacdo de um tratamento enzimético para a remogdo de gorduras dos efluentes
gerados por industrias de produtos lacteos. O enfoque foi baseado no uso de
preparacOes de lipases disponiveis comerciamente. Os resultados obtidos foram

bastante satisfatorios, e nesse conjunto de dados destacam-se:

= As preparacdes de lipase pancreatina (LKM e LNU) foram testadas na hidrolise de
lipideos contidos no efluente de produtos I&cteos em reatores de bancada, por meio
de um plangjamento experimental, considerando como variaveis independentes o
tipo de preparacéo enzimatica (LKM e LNU) e a concentragdo de cloreto de sodio,
em substituicdo a goma ardbica e como varidvel resposta a concentracéo de acidos
graxos formados. De acordo com 0 modelo matematico proposto, a reagcdo de
hidrélise foi maximizada (17,97 mM) para efluentes suplementados com 7 mM de
NaCl e preparacdo enzimatica LNU 0,3% (m/m), mantendo fixa a temperatura
(37°C), tempo de hidrdlise (6 h), gjuste de pH 8,0 com soluc&o alcalinizante NaOH
1M e agitagdo magnética (200 rpm). Os valores obtidos na andise estatistica
indicaram que o termo quadratico (tipo de preparacdo enzimatica) apresentou uma
influéncia significativa na formagdo de &cidos graxos, enquanto a influéncia de
agentes emulsificantes ou compostos idnicos ndo foi significativa para o incremento
da atividade hidrolitica da lipase, facilitando, desta forma, o processo de hidrélise
em escalas ampliadas e reducdo de custos com insumos.

= A hidrdlise do efluente empregando a lipase LNU foi otimizada por meio de um
segundo planejamento fatorial e de acordo com os resultados obtidos foi possivel
estabelecer as condicBes (concentracdo enzimatica 0,5% (m/m), gjuste de pH 8,0
com soluc&o alcalinizante NaOH 1M e concentragdo de ions célcio de 10 mM, sob
agitacdo magnética de 200 rpm, temperatura de 37°C e por 24 h) que favorecem a
maior formac&o de écidos (54,36 mM).

= A avaliagdo do pré-tratamento enzimatico do efluente pela acdo da enzima LNU por
meio de testes de biodegradabilidade anaerdbia revelou um aumento na velocidade
inicial de producdo de metano de 59 + 4 mL/dia (efluente bruto) para 180 + 10
mL/dia (efluente hidrolisado).
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= A variacdo do tempo de hidrélise influenciou na reducdo de proteinas e lipideos
presentes no efluente, facilitando a remocéo de matéria organica na etapa de
biodigestdo anaerdbia, acancando valores de remocdo de DQO de 81% para o
efluente pré-tratado enzimaticamente e 40% para o efluente bruto. Essa elevada
porcentagem de remoc&o de matéria organica foi provavelmente decorrente da
assmilacdo dos componentes oriundos da hidrélise de lipideos pelos
microrganismos anaerdbios. O volume final de metano formado pelo efluente bruto
foi inferior (209 + 47 mL) aos obtidos em todas as amostras hidrolisadas. O pré-
tratamento enzimatico foi otimizado para um tempo de 12 h, possibilitando a
formacéo de um volume de metano superior em 200% (445 + 29 mL) em relagcdo ao
controle. Todas as amostras pré-tratadas enzimaticamente apresentaram vel ocidades
iniciais superiores as obtidas nas amostras de efluente bruto, com eficiéncia de
formacdo de metano de aproximadamente 2-3 vezes superior. As elevadas
concentracfes de &cidos graxos formados pela etapa de hidrdlise enzimatica ndo
promoveram inibi¢do na biodegradacdo pelos microrganismos anaerébios, devido a
elevada velocidade de degradacéo obtida nos primeiros dias. Além disso, foi testada
a possibilidade de efetuar simultaneamente as etapas de hidrélise e biodigestéo,
revelando resultados promissores com relacéo a formagéo de biogas (354 + 34 mL).
Considerando o beneficio advindo na eliminacdo de uma etapa no processo
proposto, essa estratégia precisa ainda ser melhor explorada.

= A lipase pancreatina comercializada pela empresa Nuclear ofereceu a melhor
relacdo custo/beneficio, perfazendo um custo de US$ 0,33 por litro de efluente
tratado e num aumento de 1,3 vezes na remocao de matéria organica, em termos de
demanda quimica de oxigénio (DQO), em relacdo ao efluente bruto.

= Considerando que a hidrélise de lipideos é a etapa determinante na digestdo

anaerdbia, o tratamento proposto poderd auxiliar na eficiéncia de remogéo de DQO
e nareducdo do tempo de biodegradacdo nas estacdes de tratamento.
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6. RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade ao estudo realizado, recomenda-se as seguintes etapas:

= Caracterizar as propriedades bioquimicas e cinética de outras enzimas presentes

(amilase e protease) na preparacdo enzimética LNU;

= Avadiar a biodegradabilidade anaerdbia do efluente pré-tratado com menor

concentracdo de enzima;
= Avaliar abiodegradabilidade do efluente em regime de batel ada alimentada;

= Testar outras configuracdes de reatores na etapa de hidrdlise dos lipideos e proteinas

(reatores de membrana);

= Avadliar o pré-tratamento enzimético em reatores anaerébios do tipo UASB, EGSB.
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8. APENDICES

Apéndice 8.1: Curvas padrdo para a quantificacdo de compostos por

espectrofotometria

A-Curva padrao de proteina pelo método de Bradford (1976), empregando como
padrdo a albumina sérica bovina (BSA)

Tubo n° Conc. Proteina Abs. Abs, Abs, Abs,
(mg/mL) (1) (2) (3) (média)
1 0,00 0 0 0 0
2 0,01 0,033 0,054 0,046 0,044
3 0,02 0,074 0,08 0,068 0,080
4 0,03 0,14 0,131 0,131 0,131
5 0,04 0,173 0,164 0,174 0,174
6 0,05 0,211 0,21 0,214 0,212
7 0,06 0,223 0,247 0,244 0,238
8 0,07 0,242 0,277 0,284 0,268
9 0,08 0,308 0,311 0,299 0,308
10 0,09 0,307 0,32 0,32 0,320
11 0,1 0,354 0,377 0,341 0,377
0,40
0,35—.
g 0,30-. :
§ 0,25-.
IS i
© 020- "
(_‘.E 0,15—- p
g 0,10—-
0,05—-
0,00 - ' T T T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Concentracéo de Proteina (mg/mL)

A equacdo de gjuste para o célculo do teor de proteina é:
Abs = 3,8362 Cp (mg/mL), R* = 0,9955.
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B-Curva padréo de proteina pelo método de Lowry (1951), empregando como padréo a
albumina sérica bovina (BSA)

Concentracéo de Proteina (mg/mL)

A equacdo de gjuste para o célculo do teor de proteina é:
Abs = -0,02322 + 1,17645* Cp (mg/mL), R* = 0,99388.

Tubo Conc. Proteina Abs. Abs. Abs.
n° (mg/mL) (1) (2) (média)
1 0,00 0 0 0
2 0,05 0,0165 0,0134 0,0149
3 0,10 0,0978 0,0790 0,0884
4 0,15 0,1543 0,1345 0,1444
5 0,20 0,2234 0,2178 0,2206
6 0,25 0,2720 0,2652 0,2686
7 0,30 0,3438 0,3278 0,3358
0,35 .
0,30—-
c ]
L{C) 0,25
2 0,20 g
R
(E; 0,15 -
g 0,10 .
< ]
0,05
0,00 ' T r T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
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C-Curva padréao de acUcares redutores pelo método do DNS, empregando glicose como

padrao
Tubo Conc. Glicose Abs. Abs, Abs.
n° (ng/mL) (1) (2) (média)
1 0 0 0 0
2 12 0,0725 0,0726 0,0726
3 24 0,1505 0,1501 0,1503
4 36 0,2490 0,2490 0,2490
5 48 0,3300 0,3297 0,3299
6 72 0,4695 0,4698 0,4696
7 96 0,7036 0,7029 0,7032
0,8
071
e
S 0,6
% |
IS 0,54
R )
9 04+
g
g 0,3
E
0,24
0,14 )
OvO T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

A equacdo de gjuste para o calculo do teor de aglcares redutores é:

Concentraggo de glicose (uM)

Abs = 0,00698* Cp (ug/mL), R? = 0,9965.
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Apéndice 8.2 Determinagdo das caracteriticas bioquimicas e cinéticas das
preparacdes de lipases

A-Influéncia do pH na atividade hidroliticas das preparacdes de lipase

pH Atividade hidrolitica (U/mg)
Lipase pancreética Lipase pancreatina Lipase pancreatina
(LPP) (LKM) (LNU)

5,0 841+ 127 1109 + 227 437 £ 100
9,9 1033 £+ 49 1240 + 288 724 + 68
6,0 1391 + 46 2066 + 302 987+ 4
6,5 2591 + 248 2532 + 292 1300+ 40
7,0 3574 + 306 3357 + 157 1772+ 32
7,5 4029 + 450 3686 + 150 2278 + 158
8,0 5286 + 383 4606 + 238 3992+ 2
8,5 3505 + 288 3762+ 18 2428 + 109
9,0 3379+ 0 2942 + 166 2200+ 0

B-Influéncia da temperatura na atividade hidroliticas das preparac@es de lipase

Temperatura Atividade hidrolitica (U/mg)
(°C) Lipase pancreatica Lipase pancreatina | Lipase pancreatina
(LPP) (LKM) (LNU)

30 3506 + 322 2411+ 0 2543 + 315
37 5434 + 256 4209 + 159 3993+ 3

40 5649 + 97 4570+ 130 3241+ 133
45 6175 + 133 3885 + 59 2794+ 70
50 3605 + 132 3445 + 202 2041+ 53
95 2777 £+ 156 2839 + 433 1868 + 66
60 1600 + 240 1698 + 229 1596 + 106

C-Influéncia da concentracdo de substrato atividade hidroliticas das preparacgdes de

lipase
Proporcéo Concentracéo de Atividade hidrolitica (U/mg)
Oleo/Agua acidos graxos Lipase Lipase Lipase
(% m/m) (mM) pancreatica pancreatina pancreatina
(LPP) (LKM) (LNU)
2,5 93 - 970 931
5,0 186 2016 1459 1478
10,0 372 2246 2784 1628
20,0 744 3045 3217 2151
30,0 1116 5901 3674 2532
40,0 1488 6636 4258 3199
50,0 1860 6972 5005 3933
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D-Estabilidade térmica das preparac@es de lipase

Lipase pancreatica (LPP)

Temperatura Atividade Hidrolitica (U/mg)
(°C) 1h 2h
37 5434 + 236 5434 + 236
40 4577+ 21 316 + 85
45 586 + 57 472 + 85
50 0 0

Lipase Pancreatina Kin Master (LKM)

Temperatura Atividade Hidrolitica (U/mg)
(°C) 1h 2h
37 4209 + 158 4209 + 158
40 2141+ 51 1520+ 0
45 1862 + 336 996 + 336
50 692 + 36 561+ 15
55 560+ 0 488 + 16
60 277+ 101 109+ 11

Lipase Pancreatina Nuclear (LNU)

Temperatura Atividade Hidrolitica (U/mg)
(°C) 1h 2h
37 3992+ 3 3992+ 3
40 1218+ 28 948 + 51
45 1336 + 113 461 + 96
50 368 + 3 11+11
55 34+34 0
60 11+11 0

E-Influéncia de ions metalicos (20 mM) na atividade hidrolitica depreparacbes de

lipase
fons Atividade Hidrolitica (U/mg) Atividade Relativa (%)

Metéalicos LPP LKM LNU LPP LKM LNU
Controle 1100 1002 818 100 100 100
Na' 1214 1188 1003 110 118 123
NH," 106 35 0 9,6 4 0
K* 616 713 590 56 72 72
Ag’ 581 589 475 53 59 58
Ca™ 1162 1285 986 106 128 120
Ba'™ 0 0 0 0 0 0
Cu* 0 0 0 0 0 0
Pbh* 264 167 176 24 17 22
Fe™ 0 0 0 0 0 0
Fe™ 0 0 0 0 0 0
Al 299 0 0 27 0 0
Bi* 0 0 0 0 0 0
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Apéndice 8.3. Hidrdlise Enzimética do Soro de Queijo

A-Hidrolise Enzimatica do Soro de Queijo com a Lipase LKM (Kin Master)

Condic¢des Experimentais: Temperatura 40°C e Agitacdo 1200 rpm

Ensaio CA: 100 g de soro de queijo, 3,00 g de goma arébica (3% m/m), ajuste de pH=8,0 (3 g
NaHCQOs), 0 g de CaCl, e 0 g de enzima

Tempo (min) Massa de emulséo Volume de KOH Acidos graxos livres
(9) (mL) (mM)
0 2,05 1,73 15,19
60 2,05 0,57 5,00
120 2,05 0 0

Ensaio 1A: 100 g de soro de queijo, 7,00 g de goma arabica (7% m/m), gjuste de pH=8,0 (3 g
NaHCQOs), 0 g de CaCl,e 0 g de enzima

Tempo Massa de emulséo Volume de KOH Acidos graxos livres
(min) (9) (mL) (mM)
0 2,05 1,68 14,75
60 2,05 0,61 5,36
120 2,05 0 0

Ensaio 2A:100 g de soro de queijo, 7,00 g de goma ardbica (7% m/m), gjuste de pH=8,0 (3 g
NaHCQO;), 0 g de CaCl, € 0,30 g de enzima

Tempo Massa de emulséo Volume de KOH Acidos graxos livres
(min) (@) (mL) (mM)
0 2,05 2,04 17,91
60 2,04 2,85 25,15
120 2,05 2,26 19,84
180 2,05 1,44 12,64
240 2,05 1,08 9,48
300 2,05 0 0

117




Ensaio 3A: 100 g de soro de queijo, 3,00 g de goma arabica (3% m/m), sem gjustedepH, 0 g

de CaCl,e 0,30 g de enzima
Tempo Massa de Volume de KOH | Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo (mL) livres formados
@) (mM) (mM)
0 2,05 3,94 34,59 0

60 2,05 4,91 38,55 8,48
120 2,06 5,07 44,30 9,71
180 2,05 6,02 52,85 18,26
240 2,05 6,17 54,17 19,58
300 2,05 6,26 54,96 20,37
360 2,06 6,30 55,21 20,62
420 2,05 6,32 55,49 20,90
480 2,06 6,49 56,87 22,28
720 2,06 6,52 56,97 22,38
780 2,05 6,70 58,83 24,24
900 2,04 6,90 60,88 26,29
1020 2,05 7,08 62,16 27,57
1200 2,05 7,27 63,83 29,24
1320 2,04 7,34 64,76 30,17
1380 2,05 7,77 68,22 33,63
1440 2,06 7,99 69,81 35,22

Ensaio 4A: 100 g de soro de queijo, 3,009 de goma arébica (3% m/m), gjuste de pH=8,0 NaOH

1,0 M, 0 g de CaCl, € 0,30 g de enzima

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos

(min) emulsdo KOH livres formados

() (mL) (mM) (mM)
0 2,05 2,41 23,51 0

60 2,06 3,30 32,04 8,53
120 2,05 4,33 42,24 18,73
180 2,05 4,53 44,19 20,68
240 2,05 4,56 44,49 20,98
300 2,05 4,70 45,85 22,34
360 2,05 4,78 46,63 23,12
420 2,05 4,88 47,61 24,10
480 2,05 4,98 48,58 25,07
720 2,05 7,52 73,36 49,85
780 2,05 7,90 77,07 53,56
900 2,05 8,05 78,54 55,03
1020 2,04 8,58 84,12 60,61
1200 2,04 8,80 86,27 62,76
1320 2,05 9,02 88,00 64,49
1380 2,05 9,40 91,71 68,20
1440 2,04 9,48 92,94 69,43
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Ensaio 5A: 100 g de soro de queijo, 7,00 g de goma arédbica (7% m/m), sem gjuste de pH, 0 g

de CaCl, € 0,30 g de enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo KOH livres formados
@) (mL) (mM) (mM)
0 2,06 3,46 30,23 0
60 2,05 4,60 40,23 10,00
120 2,06 4,94 43,16 12,93
180 2,06 5,18 45,26 15,03
240 2,06 5,38 47,01 16,78
300 2,06 5,54 48,41 18,18
360 2,05 5,65 49,46 19,23
420 2,05 577 50,51 20,28
480 2,05 5,83 51,04 20,81
720 2,04 5,97 52,68 22,45
780 2,06 6,27 54,79 24,56
900 2,05 6,30 55,32 25,09
1020 2,05 6,84 60,06 29,83
1200 2,05 7,14 62,69 32,46
1320 2,05 8,26 72,38 42,15
1380 2,05 8,60 75,36 45,13
1440 2,05 8,58 75,19 44,96

Ensaio 6A: 100 g de soro de queijo, 7,00 g de goma ardbica (7% m/m), pH=8,0 NaOH 1,0 M, O

g de CaCl, € 0,30 g deenzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo KOH livres formados
(%) (mL) (mM) (mM)
0 2,05 1,99 17,47 0
60 2,06 3,53 30,93 13,46
120 2,07 3,73 32,67 15,20
180 2,06 3,86 33,81 16,34
240 2,04 4,42 38,91 21,44
300 2,06 4,89 42,81 25,34
360 2,05 517 45,39 27,92
420 2,06 5,21 45,63 28,16
480 2,05 5,68 49,87 32,40
720 2,06 5,93 51,82 34,35
780 2,05 6,19 54,35 36,88
900 2,04 6,32 55,76 38,29
1020 2,05 7,22 63,39 45,92
1200 2,05 8,47 74,37 56,90
1380 2,05 9,01 79,11 61,64
1440 2,05 9,24 81,92 64,45
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Ensaio 7A:100 g de soro de queijo, 3,00g de goma ardbica (3% m/m), sem gjuste de pH, 0,1
mM de CaCl, e 0,30 g de enzima

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos

(min) emulséo KOH livres formados

@) (mL) (mM) (mM)
0 2,04 3,08 27,18 0

60 2,04 3,95 34,86 7,68
120 2,04 4,59 40,50 13,32
180 2,05 4,91 43,25 16,07
240 2,05 5,01 44,13 16,95
300 2,05 5,08 44,74 17,56
360 2,05 517 45,53 18,35
420 2,06 5,61 49,29 22,11
480 2,05 5,68 49,87 22,69
720 2,05 6,69 58,74 31,56
780 2,06 6,94 60,64 33,46
900 2,05 7,23 63,48 36,30
1020 2,05 7,88 69,19 42,01
1200 2,07 8,43 73,30 46,12
1320 2,06 8,75 76,72 49,54
1380 2,05 8,90 78,28 51,10
1440 2,05 8,90 78,28 51,10

Ensaio 8A: 100 g de soro de queijo, 7,00g de goma arébica (7% m/m), ajuste de pH NaOH 1,0

M, 0,1 mM de CaCl, € 0,30 g de enzima

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos

(min) emulséo KOH livres formados

) (mL) (mM) (mM)
0 2,05 1,93 16,95 0

60 2,06 2,93 25,73 8,78
120 2,07 3,51 30,89 13,94
180 2,06 3,76 32,94 15,99
240 2,04 4,02 35,21 18,26
300 2,06 4,38 38,36 21,41
360 2,05 4,73 41,42 24,47
420 2,06 5,15 45,11 28,16
480 2,05 5,82 50,78 33,83
720 2,05 6,14 53,91 36,96
780 2,05 6,46 56,72 39,77
900 2,05 7,00 61,46 44,51
1020 2,05 7,82 68,66 51,71
1200 2,05 8,16 71,65 54,70
1320 2,05 8,34 73,23 56,28
1380 2,05 8,73 76,95 60,00
1440 2,05 8,95 78,29 61,34
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B-Hidrdlise Enzimética do Soro de Queijo com a Lipase lipase LPP (Sigma)

Condic¢des Experimentais: Temperatura 40°C e Agitacdo Magnética: 200 rpm

Ensaio CB:100 g de soro de queijo, 3,00 g de goma arabica (3% m/m), ajuste de pH=8,0 (1,3 g
NaHCQOs), 0 g de CaCl, e 0 g de enzima

Tempo Massa de emulséo Volume de KOH Acidos graxos livres
(min) (9) (mL) (mM)
0 2,05 2,05 20,00
60 2,05 1,00 8,78
120 2,05 0,78 6,85
180 2,05 0,31 2,72
240 2,06 0 0

Ensaio 1B: 100 g de soro de queijo, 7,00 g de goma ardbica (7% m/m), gjuste de pH=8,0 (1,3 g
NaHCO;), 0 g de CaCl, e 0 g de enzima

Tempo Massa de emulséo Volume de KOH Acidos graxos livres
(min) @) (mL) (mM)
0 2,05 2,05 20,00
60 2,05 1,07 10,44
120 2,05 0,71 6,93
180 2,05 0,38 3,71
240 2,06 0 0

Ensaio 2B: 100 g de soro de queijo, 7,00 g de goma ardbica (7% m/m), gjuste de pH=8,0 (1,3 g

NaHCO;) e 0,30 g de enzima
Tempo Massa de emulséo VVolume de KOH Acidos graxos livres

(min) (9) (mL) (mM)
0 2,05 2,01 19,61
60 2,06 2,64 25,62
120 2,05 1,62 15,80
180 2,05 1,12 10,98
240 2,05 0,87 8,49
300 2,05 0,38 3,71
360 2,05 0,30 2,93
420 2,05 0,15 1,46
480 2,05 0,00 0,00
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Ensaio 3B: 100 g de soro de queijo, 3,00 g de goma ardbica (3% m/m), sem gjuste de pH € 0,30

g deenzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo KOH livres formados
) (mL) (mM) (mM)
0 2,06 3,30 32,04 0
60 2,05 3,49 34,05 2,01
120 2,06 4,86 47,18 15,14
180 2,06 5,38 52,23 20,19
240 2,05 5,49 53,56 21,52
300 2,04 5,61 55,00 22,96
360 2,04 5,85 57,35 25,31
420 2,05 6,09 59,41 27,37
480 2,05 6,21 60,58 28,54
720 2,05 6,79 66,24 34,20
780 2,05 6,92 67,51 35,47
900 2,05 7,77 75,80 43,76
1020 2,05 7,97 71,77 45,73
1200 2,06 8,43 81,84 49,80
1320 2,05 8,79 85,76 53,72
1380 2,05 9,32 90,93 58,89
1440 2,05 9,43 92,00 59,96

Ensaio 4B: 100 g de soro de queijo, 3,0g de goma arébica (3% m/m), gjuste de pH=8,0 com
NaOH 1,0M, 0 g de CaCl, € 0,30 g de enzima

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos

(min) emulséo KOH livres formados

() (mL) (mM) (mM)
0 2,05 2,10 20,49 0

60 2,05 3,74 36,49 16,00
120 2,05 3,92 38,24 17,75
180 2,05 4,24 41,36 20,87
240 2,06 4,42 42,91 22,42
300 2,05 4,76 46,44 25,95
360 2,05 4,88 47,61 27,12
420 2,04 4,92 48,24 27,75
480 2,05 5,33 52,00 29,51
720 2,05 6,62 64,58 44,09
780 2,05 7,30 71,22 50,73
900 2,05 7,75 75,61 55,12
1020 2,05 8,37 81,66 61,17
1200 2,05 8,59 83,80 63,31
1320 2,05 8,88 86,63 66,14
1380 2,05 9,17 89,46 68,97
1440 2,04 9,37 91,86 71,37
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Ensaio 5B: 100 g de soro de queijo, 7,00 g de goma arébica (7% m/m), sem gjuste de pH, 0 g de

CaCl, €0,30 g de enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo KOH livres formados
)] (mL) (mM) (mM)
0 2,05 3,34 32,58 0
60 2,04 3,94 38,63 6,05
120 2,05 4,20 40,97 8,39
180 2,04 4,31 42,25 9,67
240 2,05 4,70 45,85 13,27
300 2,05 5,49 53,56 20,98
360 2,04 5,64 55,29 22,71
420 2,05 5,82 56,78 24,20
480 2,05 6,07 59,22 26,64
720 2,05 6,18 60,29 27,71
780 2,06 6,23 60,78 28,20
900 2,05 6,26 61,07 28,49
1020 2,05 6,85 66,83 34,25
1200 2,05 7,19 70,15 37,57
1320 2,05 8,47 82,63 50,05
1380 2,05 8,96 87,41 54,83
1440 2,06 9,43 91,55 58,97

Ensaio 6B: 100 g de soro de queijo, 7,00 g de goma ardbica (7% m/m), pH=8,0 NaOH 1,0 M, 0

g de CaCl, € 0,30 g deenzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo KOH livres formados
() (mL) (mM) (mM)
0 2,04 1,73 16,96 0
60 2,06 3,22 31,26 14,30
120 2,06 3,89 37,77 20,81
180 2,05 3,98 38,83 21,87
240 2,06 4,31 41,84 24,88
300 2,06 4,75 46,12 29,16
360 2,05 4,93 48,10 31,14
420 2,05 5,03 49,07 32,11
480 2,05 5,38 52,49 35,53
720 2,05 5,80 56,58 39,62
780 2,05 5,96 58,15 41,19
900 2,05 6,16 60,10 43,14
1020 2,05 6,52 63,61 46,65
1200 2,05 7,23 70,54 53,58
1320 2,05 7,51 73,27 56,31
1380 2,05 8,06 78,64 61,68
1440 2,05 8,32 81,17 64,21
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Ensaio 7B: 100 g de soro de queijo, 3,00g de goma aradbica (3% m/m), sem gjuste de pH, 0,22 g

de CaCl, € 0,30 g de enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulsdo KOH livres formados
)] (mL) (mM) (mM)
0 2,05 3,22 31,41 0
60 2,05 3,95 38,54 7,13
120 2,05 4,38 42,73 11,32
180 2,06 4,45 43,21 11,80
240 2,06 4,59 44,56 13,15
300 2,04 4,61 45,20 13,79
360 2,06 4,81 46,70 15,29
420 2,05 4,99 48,68 17,27
480 2,05 5,25 51,22 19,81
720 2,05 6,44 62,83 31,42
780 2,06 6,58 63,88 32,47
900 2,05 6,75 65,85 34,44
1020 2,06 7,03 68,58 37,17
1200 2,06 7,29 70,78 39,37
1320 2,05 7,84 76,49 45,08
1380 2,05 8,05 78,54 47,13
1440 2,05 8,11 78,74 47,33

Ensaio 8B: 100 g de soro de queijo, 7,00g de goma arabica (7% m/m), gjuste de pH=8,0 NaOH
1,0 M, 0,22 g de CaCl, € 0,30 g de enzima

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos

(min) emulséo KOH livres formados

(9) (mL) (mM) (mM)
0 2,06 2,06 20,00 0

60 2,06 3,61 35,05 15,05
120 2,06 4,16 40,39 20,39
180 2,06 4,26 41,36 21,36
240 2,06 4,43 43,00 23,00
300 2,05 4,56 44,49 24,49
360 2,04 4,66 45,69 25,69
420 2,05 4,81 46,93 26,93
480 2,05 519 50,63 30,63
720 2,05 6,56 64,00 44,00
780 2,05 6,73 65,66 45,66
900 2,05 7,00 68,29 48,29
1020 2,05 7,78 75,90 55,90
1200 2,05 8,26 80,59 60,59
1320 2,05 8,49 82,83 62,83
1380 2,07 9,14 88,31 68,31
1440 2,05 9,20 89,76 69,76
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Apéndice 8.4. Hidrdlise enzimética do efluente de laticinios

A-Hidrdlise enzimatica do efluente de laticinios, na condicdo de maior formacéo de
acidos graxos obtidos para o soro de queijo

Condic¢des Experimentais; Temperatura 40°C e Agitacdo magnética: 200 rpm

Ensaios 1 e 2: 100 g de efluente, 3,00g de goma ardbica (3% m/m), gjuste de pH=8,0 NaOH
1,0M e0,30 g deenzimaLKM

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulsao (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,00+ 0 0,87 + 0,01 7,66 + 0,26 0

60 2,00+ 0 1,92+ 0,49 16,97 + 4,73 9,30+ 4,47
120 2,01+0 2,25+0,31 19,66 * 3,26 12,00 + 2,99
240 2,00+ 0 2,43+ 0,24 21,28+ 3,35 13,62 + 3,09
300 2,00+ 0 2,52+ 0,24 22,06 + 2,78 14,40 + 2,52
480 2,00+ 0 2,79+ 0,02 24,42 + 0,87 16,76 + 0,61
600 2,00+ 0 2,74+ 0,03 24,01+ 0,47 16,35+ 0,20
720 2,00+ 0 2,81+0,01 24,63+ 0,75 16,97 + 0,49
1440 2,00+0 2,93+ 0,01 25,53+ 0,93 17,87+ 0,67

Ensaios 3 e 4: 100 g de efluente, 3,00g de goma arabica (3% m/m), gjuste de pH=8,0 NaOH
1,0M e0,30 g deenzimaLNU

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulsao (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,00+ 0 0,33+ 0,07 3,25+ 0,55 0

60 2,01+0 1,50 + 0,20 14,51 + 1,59 11,26+ 1,04
120 201+0 1,71+ 0,15 16,55+ 1,03 13,30+ 0,48
240 2,00+ 0 1,88 + 0,22 18,30+ 1,70 15,05+ 1,15
300 2,00+ 0 1,98 + 0,20 19,26 + 1,45 16,01 + 0,90
480 2,01+0 2,43+ 0,02 23,57 + 0,53 20,32+ 1,08
600 2,00+ 0 2,68 + 0,03 26,07 + 0,43 22,82+ 0,98
720 2,00+ 0 3,44+ 0,23 33,60+ 3,10 30,35+ 3,65
1440 2,00+0 4,26 + 0,07 41,52+ 0,38 38,26 £ 0,94
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B-Hidrolise de acordo com o Planejamento Fatorial 22

CondicOes Experimentais. Temperatura 37 e 40°C, Agitagdo Magnética 200 rpm, Ajuste de pH

com solucéo alcalinizante NaOH 1M.

Ensaio 1: 100 g de efluente, 0,30 g de enzima LKM e 0 mM de NaCl

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulsao (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,00 0,40 3,40 0
60 2,01 1,85 15,65 12,25
120 2,01 1,99 16,83 13,43
180 2,05 2,22 18,41 15,01
240 2,00 2,21 18,80 15,40
300 2,01 2,22 18,78 15,38
360 2,01 2,25 19,03 15,63

Ensaio 2: 100 g de efluente, 0,30 g de enzima LKM e 7,0 mM de NaCl

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulsao (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,02 0,41 341 0
60 2,00 1,84 15,64 12,23
120 2,02 2,10 17,67 14,26
180 2,00 2,20 18,70 15,29
240 2,00 2,30 19,55 16,14
300 2,02 2,38 20,03 16,62
360 2,00 2,42 20,56 17,15

Ensaio 3: 100 g de efluente, 0,30 g de enzima LKM e 3,50 mM de NaCl

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,00 0,40 3,40 0
60 2,00 1,70 14,45 11,05
120 2,00 2,07 17,60 14,2
180 2,01 2,12 17,93 14,53
240 2,02 2,36 19,86 16,46
300 2,00 2,41 20,49 17,09
360 2,01 2,43 20,55 17,15
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Ensaio 4: 100 g de efluente, 0,30 g de enzima LNU e 7,00 mM de NaCl

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,02 0,34 2,86 0
60 2,00 1,53 13,00 10,14
120 2,00 1,69 14,37 11,51
180 2,00 1,90 16,15 13,29
240 2,00 2,03 17,26 14,40
300 2,00 2,28 19,38 16,52
360 2,00 2,45 20,83 17,97

Ensaio 5: 100 g de efluente, 0,30 g de enzima LNU e 0 mM de NaCl

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulsao (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,00 0,32 2,72 0
60 2,01 1,50 12,69 9,97
120 2,00 1,77 15,05 12,33
180 2,00 1,89 16,07 13,35
240 2,00 1,99 16,91 14,19
300 2,00 2,19 18,61 15,89
360 2,00 2,18 18,53 15,81

Ensaio 6: 100 g de efluente, 0,30 g de enzima LNU e 3,50 mM de NaCl

Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,00 0,36 3,06 0
60 2,00 1,50 12,75 9,69
120 2,00 1,73 14,70 11,64
180 2,00 1,87 15,89 12,83
240 2,00 1,94 16,49 13,43
300 2,00 2,12 18,02 14,96
360 2,00 2,38 20,23 17,17
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C-Hidrolise Enzimatica do Efluente empregando a lipase selecionada LNU

Condi¢des Experimentais: Temperatura 37° C, Agitacdo magnética: 200 rpm.

Ensaio 1: 100 g de efluente, gjuste de pH=8,0 com NaHCO; 1,0 M, 0 mM de CaCl, € 0,30 g de

enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulsao (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,01 0,28 2,92 0

60 2,00 1,98 20,79 17,87

120 2,00 2,26 23,73 20,81

180 2,00 2,47 25,94 23,02

240 2,03 2,24 23,17 20,25

300 2,00 2,20 23,10 20,18
360 2,00 2,20 23,10 20,18
480 2,01 2,17 22,67 19,75
720 2,00 2,14 22,47 19,55
900 2,02 2,07 21,52 18,60
1080 2,00 2,11 22,15 19,23
1200 2,01 2,10 21,94 19,02
1440 2,00 2,11 22,15 19,23

Ensaio 2: 100 g de efluente, guste de pH=8,0 com NaHCO5 1,0 M, 0 mM de CaCl, e 0,50 g de

enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,01 0,27 2,92 0

60 2,01 2,64 27,58 24,66

120 2,00 3,11 32,66 29,74

180 2,00 3,21 33,71 30,79

240 2,04 3,17 32,63 29,71

300 2,00 3,28 34,44 31,52

360 2,00 341 35,81 32,89

480 2,01 3,66 38,24 35,32

720 2,00 381 40,00 37,08

900 2,01 4,08 42,63 39,71
1080 2,00 4,17 43,79 40,87
1200 2,00 4,20 44,10 41,18
1440 2,00 4,20 44,10 41,18
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Ensaio 3: 100 g de efluente, gjuste de pH=8,0 com NaOH 1,0 M, 0 mM de CaCl, € 0,30 g de

enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,00 0,40 3,60 0

60 2,04 2,25 19,85 16,25

120 2,03 2,66 23,57 19,97

180 2,00 2,72 24,48 20,88

240 1,99 2,85 25,78 22,18

300 1,99 2,92 26,41 22,81

360 2,00 3,00 27,00 234

480 2,01 3,13 28,03 24,43
720 2,00 3,31 29,79 26,19

900 2,01 344 30,81 27,21
1080 2,00 3,59 32,31 28,71
1200 2,00 3,64 32,76 29,16
1440 2,03 3,86 34,23 30,63

Ensaio 4: 100 g de efluente, gjuste de pH=8,0 com NaOH 1,0 M, 10 mM de CaCl, € 0,50 g de

enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,00 0,62 5,58 0

60 2,00 3,65 32,85 27,27

120 2,00 4,05 36,45 30,87

180 2,00 4,31 38,79 33,21

240 2,05 4,40 38,63 33,05
300 2,00 4,80 43,20 37,62

360 2,01 4,91 43,97 38,39
480 2,00 511 45,99 40,41

720 2,01 5,47 48,99 43,41

900 2,01 5,73 51,31 45,73
1080 2,02 6,11 54,41 48,83
1200 2,12 6,43 54,59 49,01
1440 2,00 6,66 59,94 54,36
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Ensaio 5: 100 g de efluente, gjuste de pH=8,0 com NaOH 1,0 M, 0 mM de CaCl, € 0,50 g de

enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,00 0,34 3,06 0

60 2,01 2,68 24,00 20,94

120 2,01 2,96 26,51 23,45

180 2,27 4,35 34,49 31,43

240 2,00 3,55 31,95 28,89

300 2,00 3,65 32,85 29,79

360 2,00 3,75 33,75 30,69
480 2,00 3,93 35,37 32,31

720 2,00 4,16 37,44 34,38
900 2,01 4,22 37,79 34,73
1080 2,00 4,34 39,09 36,03
1200 2,02 4,48 40,32 37,26
1440 2,00 4,52 40,28 37,22

Ensaio 6: 100 g de efluente, gjuste de pH=8,0 com NaHCO; 1,0 M, 10 mM de CaCl, € 0,50 g

de enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulsao (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 1,99 0,42 3,80 0

60 2,00 2,41 21,69 17,89

120 2,00 2,50 22,50 18,7

180 2,00 2,55 22,95 19,15

240 2,00 241 21,69 17,89

300 2,02 2,28 20,32 16,52

360 2,02 2,83 25,22 21,42

480 2,00 2,92 26,28 22,48

720 2,00 3,49 31,41 27,61

900 2,01 3,89 34,83 31,03
1080 2,00 3,97 35,73 31,93
1200 2,00 411 36,99 33,19
1440 2,02 4,43 39,48 35,68
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Ensaio 7: 100 g de efluente, guste de pH=8,0 com NaHCO; 1,0 M, 10 mM de CaCl, e0,30 g

de enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulséo (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 1,99 0,42 3,80 0

60 2,02 2,22 19,78 15,98

120 2,02 2,83 25,22 21,42

180 2,00 3,10 27,90 24,10

240 2,04 2,97 26,51 22,71

300 2,06 2,60 22,72 18,92

360 2,00 2,10 18,90 15,10
480 2,01 1,93 17,28 13,48

720 2,00 2,15 19,35 15,55

900 2,01 2,38 21,31 17,51
1080 2,00 2,61 23,49 19,69
1200 2,00 2,74 24,66 20,86
1440 2,01 3,08 27,58 23,78

Ensaio 8: 100 g de efluente, gjuste de pH=8,0 com NaOH 1,0 M, 10 mM de CaCl, € 0,30 g de

enzima
Tempo Massa de Volume de Acidos graxos Acidos graxos
(min) emulsao (g) KOH (mL) livres (mM) formados (mM)
0 2,05 0,38 3,34 0

60 2,00 2,47 22,23 18,89

120 2,02 3,01 26,81 23,47

180 2,01 3,17 28,39 25,05

240 2,00 3,27 29,43 26,09

300 2,01 3,36 30,09 26,75
360 2,00 3,55 31,95 28,61
480 2,07 3,72 32,35 29,01

720 2,01 4,01 35,91 32,57

900 2,00 4,29 38,61 35,27
1080 2,01 4,58 41,01 37,67
1200 2,00 4,62 41,58 38,24
1440 2,05 4,88 42,85 39,51
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Apéndice 8.5. Testes de Atividade metanogénica

A-Atividade metanogénica do efluente bruto e pré-tratado enzimaticamente por um

periodo de 24 h.

Condigdes experimentais: 300 mL de efluente, 50 mL de lodo anaerdébio, Temperatura 35°C e

Agitacdo mecanica 200 rpm.

Tempo de Biodigestao

Volume Acumulado de CH4 (mL)

(dia) Efluente Bruto Efluente Hidrolisado (24 h)

0 0+0 0+0

1 23+11,1 103,8 + 4,60
2 376+11,4 150,6 + 7,81
3 51,8+ 13,38 162,4 + 4,22
4 67,6 + 16,7 172,8+ 4,76
5 81,4+ 20,2 183,4+ 5,33
6 97,6+ 24,1 192,0 + 6,65
7 107,2 + 26,1 195,6 + 6,06
8 114,0+ 27,8 200,0 + 5,64
9 1258+ 31,0 207,8+ 6,28
10 1340+ 32,4 215,2 + 6,44
11 143,6 + 34,8 2258+ 6,64
12 1450+ 34,9 231,8+ 6,46
13 197,0+0 2345+ 19,5
14 199,0+0 239,0+ 21,0
15 199,0+0 243,0+ 25,0
16 199,0+0 243,0+ 25,0
17 199,0+0 243,0+ 25,0
18 199,0+0 243,0+ 25,0
19 199,0+0 243,0+ 25,0
20 2030+0 2455+ 26,5
21 2030+0 2455+ 26,5
22 2040+0 251,5+ 30,5
23 2170+0 263,0+ 33,0
24 2170+0 263,0+ 33,0
25 217,00 263,0+ 33,0
26 2180+0 268,0+ 31,0
27 2190+0 272,0+ 31,0
28 220,0+0 276,5+ 28,5
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B-Atividade metanogénica do efluente bruto e pré-tratado enzimaticamente por por 4-
24 h e o controle suplementado com enzima.

Condic¢des experimentais: 300 mL de efluente, 50 mL de lodo anaerdbio, Temperatura 35°C e

Agitacdo 200 rpm.
Tempo de Volume Acumulado de CH, formado (mL)
biodigestao C, Tratado enzimaticamente
(dia) C, 4h 8 h 12 h 24 h

1 108 + 8 223+ 38 181+18 | 157+15 | 246+21 | 280+ 16
2 113+ 12 300+ 30 312+ 4 308+15 | 360+ 21 | 349+ 43
3 122+ 21 315+ 39 331+ 6 326+16 | 369+28 | 359+ 44
4 137+ 27 322+ 39 346+ 8 340+ 8 382+19 | 367+40
S 149 + 35 327+ 37 358+ 6 353+3 401+20 | 371+ 39
6 163 + 43 334+ 33 367+0 | 3575+2 | 414+23 | 374+ 36
7 176 + 50 337+ 32 376+ 2 361+1 425+29 | 379+ 34
8 185+ 51 338+ 33 383+ 3 364+1 432+ 37 | 389+ 27
9 193+ 53 343+ 31 388+ 2 370+ 3 435+ 36 | 392+ 28
10 199+ 51 348 + 33 394+ 4 374+ 3 437+35 | 395+ 29
11 203+ 50 351+ 35 3974 3719t1 440+ 33 | 399+ 29
12 205 + 48 352+ 35 398+4 381+t1 442 + 32 | 401+ 30
13 207 + 47 352+ 36 400+ 4 382+1 443+ 31 | 403+ 30
14 208 + 47 352+ 35 401+4 383+0 | 444+30 | 435+0
15 209 + 47 353+ 34 403+ 4 383+2 445+29 | 437+0

C1: Efluente Bruto
C2: Efluente hidrolisado e biodegradado simultaneamente.
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