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RESUMO

Efluentes com elevados teores de gorduras e proteinas, como os gerados em
frigorificos, abatedouros, laticinios e industrias de alimentos em geral, apresentam
demanda quimica e bioldgica de oxigénio elevada. A digestdo anaerdbia destes rejeitos €
um processo lento, tendo como etapa limitante a liberacdo de 4acidos graxos pelos
microrganismos especificos com atividade lipolitica. Além disso, as gorduras podem
solidificar-se a temperaturas mais baixas, causando prejuizos de ordem operacional tais
como, a formacdo de escuma pelas camadas de lipideos e de caminhos preferenciais no
leito de lodo e arraste da biomassa, levando a perda da eficiéncia e até mesmo ao colapso
do reator. Para contornar estes problemas, faz-se necessario o emprego de dispositivos para
retengdo de gorduras, como separadores agua-oleo e flotadores. Estas técnicas estdo
sujeitas as falhas constantes associadas a variagdo temporal da carga de gordura e outros
fatores de ordem operacional. Deste modo, para solucionar estes problemas e evitar os
inconvenientes anteriormente citados, um pré-tratamento destes efluentes por meio da
adicdo da enzima lipase vem sendo considerado como uma técnica bastante promissora
para reduzir o tempo de retencdo destes efluentes na digestdo anaerdbia com conseqiiente
reducdo dos impactos ambientais.

Objetivou-se neste trabalho, viabilizar tecnicamente a aplicagcdo de um pré-
tratamento enzimatico para a remocao de gorduras dos residuos gerados por industrias de
produtos avicolas. O enfoque foi baseado no uso de preparagdes de lipases disponiveis
comercialmente. O trabalho experimental foi realizado em trés etapas.

Numa primeira etapa, o rejeito foi caracterizado segundo normas técnicas
recomendadas, e os valores encontrados para os diversos componentes analisados, como
indice de saponificacdo (IS) igual 188,60 mg KOH/g; teor de 6leos e gorduras de 48,3 g/L
e de demanda quimica de oxigénio de 3930 ppm, indicam que a composi¢do quimica do
efluente esta dentro dos limites esperados.

Em seguida, o rejeito foi submetido a hidrolise enzimdtica empregando diferentes
preparacdes de lipases comerciais visando selecionar a enzima mais adequada
considerando-se os fatores custo e eficiéncia. Nessa etapa foram testadas cinco preparagdes
de lipases comerciais, duas de origem animal (pancreas de porco-LPP e pancreatina-LKM)
e trés de fonte microbiana (Candida rugosa - LCR, Lipolase e Lipozyme). Dentre as

lipases testadas, o desempenho mais eficiente foi demonstrado pela Lipozyme (Hidrdlise =
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20,4%), entretanto devido ao seu elevado custo o emprego desta preparacdo fica
comprometido para este tipo de tratamento. Desta forma, selecionou-se para testes
posteriores a lipase microbiana de Candida rugosa (LCR) e a preparagdo de lipase
pancreatica-LKM que apresentaram comportamentos satisfatorios atingindo porcentagem
de hidroélise de 13,2% e 18,8%, respectivamente.

Na segunda etapa, a metodologia de planejamento experimental foi utilizada para
determinar os efeitos das seguintes varidveis: concentracdo de enzima (x;), concentragao
de agente emulsificante (x,), concentracdo de ions calcio (x3) e ajuste do pH do efluente
(x4), na porcentagem de hidrdlise (Y) dos triglicerideos presentes no efluente. Para cada
preparacdo de lipase foi realizado um planejamento fatorial fracionario 2*', sendo obtidos
distintos comportamentos.

Para a lipase LCR foi verificada uma influéncia altamente significativa do ajuste do
pH do meio reacional no valor 6timo de atuagdo dessa preparagdo enzimatica (pH=7,0).
Com base nesses resultados, um novo planejamento fatorial completo 2°, foi realizado para
avaliar o efeito das variaveis X;, X € X3 na hidrélise do efluente em meio tamponado com
fosfato de sodio (0,1M; pH=7,00). A hidrélise foi maximizada (20,87%) empregando uma
concentragdo de 0,4% m/v de enzima e 3% m/v do agente emulsificante, de acordo com o
modelo matematico para a hidrolise dos lipideos: Y = 50,91 + 4,70x; — 9,89x, + 4,04 x| X,.
O ajuste do pH do efluente pela adicao de solu¢cdes de NaOH ou NaHCOj; em substitui¢do
a solugdo tampao e apds 12 h de tratamento elevou a porcentagem de hidrdlise dos lipideos
para 35%.

Para a lipase LKM foi utilizada a mesma matriz experimental e o ajuste do pH do
meio reacional, neste caso, foi efetuado com adi¢cdo de solucdo de bicarbonato de soédio. A
analise estatistica dos resultados revelou que as varidveis x; (concentragdo de enzima) e X4
(bicarbonato de soédio) foram significativas ao nivel de 95% de confianga. Enquanto o
efeito da concentracdo de enzima foi positivo (26,33), a adi¢do de solucao de bicarbonato
de sodio teve uma influéncia negativa (-17,77). Os valores preditos pelo modelo Y = 38,19
+13,54 x;- 7,38 x4 indicam que a porcentagem de hidrolise foi maximizada (Y = 72,08%),
no nivel alto de concentragdo de lipase (x;=1) e auséncia de bicarbonato de sddio (x4=-1).

A eficiéncia do pré-tratamento enzimatico nas condicdes estabelecidas pelos
planejamentos foi verificada por meio de testes de biodegradabilidade e revelou uma
reducdo no tempo de digestdo anaerdbia da ordem de 33%.

Entre as preparacdes testadas a LKM ofereceu a melhor relagdo custo/beneficio
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para ser utilizada no pré-tratamento de efluentes gerados em industrias avicolas, pois além
de promover uma hidrdlise eficiente dos lipideos presentes no efluente, apresenta um custo
estimado em US$ 275,87/ kg.

Para facilitar a difusdo do processo proposto no setor industrial, foi também
verificada a possibilidade de utilizar uma preparacao de lipase de menor custo, como a
lipase pancreatina comercializada pela empresa Nuclear que apresenta um custo quatro
vezes menor quando comparada com a LKM, ou seja, US$ 68,75/ kg. Nos testes efetuados
empregando essa preparagdo de enzima foram obtidos desempenhos similares ou até
mesmo superior aos obtidos com a lipase LKM, viabilizando desta forma, em termos
técnico € econdmico 0 processo proposto.

Finalmente deve ser destacado que embora o efeito do pré-tratamento enzimatico
tenha sido avaliado somente em termos de remoc¢do de matéria organica e producdo de
biogas, sabe-se que o mesmo melhora sensivelmente as condigdes operacionais dos
reatores anaerobios, bem como a qualidade do efluente tratado (menor teor de sélidos em
suspensdo e menor turbidez). Além disso, a porcentagem de metano no biogas indica que
este pode ser aproveitado como insumo energético e que a hidrdlise enzimatica pode
acelerar a formagdo do biogas, tendo em vista uma maior atividade das bactérias

metanogénicas.
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ABSTRACT

Effluents with high fat and protein contents such as those generated at
slaughterhouses, dairy and food industries in general, contain high chemical and biological
oxygen demand levels. Anaerobic digestion of these effluents is a slow process, and the
limiting step is the release of fatty acids by specific microorganisms with lipolytic activity.
In addition, fats may solidify at lower temperatures and cause operational damage such as
the formation of fat lipids scum layers at the surface of the reactor, sludge bed preferential
pathways as well as biomass wash out, leading to loss efficiency and even a reactor
collapse. To avoid these problems, different methods are employed to remove the oil and
grease, using devices such as grease boxes, oil/water separators and flotation systems.
However, dissolved and/ or emulsified oil and grease are not retained in these units and
enter into treatment system, bringing about considerable inconvenience. Alternatively, the
addition of lipases prior to the anaerobic digestion is considered to be a very promising
technique to minimize these problems.

The aim of this work was to turn feasible the application of an enzymatic pre-
treatment to degrade fats in poultry’s slaughterhouse wastewater. The focus was based on
the utilization of lipase preparations commercially available. The experimental work was
carried out in three steps.

In the first one, the wastewater was characterized according to standard procedures,
and values found for the several analyzed components like saponification index (SI) =
188.60mgKOH/g; fat and oil contents = 48.3g/L and chemical oxygen demand = 3930
mg/L, indicated that the chemical composition of the effluent was in the range of the
expected limits.

Next, the wastewater was subjected to enzymatic hydrolysis using different
commercial lipase preparations, aiming to select the most suitable enzyme preparation
considering both cost and efficiency. In this step, five commercial lipase preparations were
evaluated, two from animal sources (porcine pancreas - LPP and LKM) and three from
microbial sources (Candida rugosa - LCR, Humicola lanuginosa - Lipolase and Mucor
miehie - Lipozyme). As expected, the most efficient performance was found for Lipozyme
(Hydrolysis= 20.4%), however due to its high cost, its utilization is restricted for this type
of treatment. Lipase preparations from microbial source (Candida rugosa - LCR) and

porcine pancreas - LKM also showed satisfactory performance, attaining, respectively,
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13.2% and 18.8% of hydrolysis, and were, then, selected for further tests.

In the second step, the methodology of experimental design was employed to
determine the effect of the following variables: enzyme concentration (x;), emulsification
agent concentration (x;), calcium ion concentration (x3) and effluent pH adjustment (x4),
considering lipid hydrolysis percentage (Y%) as response variable. For both lipase
preparations a fractional factorial experiment design 2*' was carried out and distinct
behaviors obtained.

For Candida rugosa lipase, a high significant influence of the effluent pH
adjustment to the optimum value for this lipase preparation was verified (pH=7.0). Based
on the results obtained, a new full factorial experiment design 2° was carried out to
evaluate the effect of the variables x;, X, and x3 on the hydrolysis using effluent buffered
with sodium phosphate solution (0.1M; pH=7.0). According to the mathematical model: Y
=50.91 + 4.70 x; — 9.89 x, + 4.04 X x,, the hydrolysis was maximized (20.87%) at both
high levels of enzyme concentration (0.4% w/v) and emulsifier agent (3% w/v). Replacing
the pH adjustment with the addition of phosphate buffer by either NaOH or NaHCO;
solutions increased the hydrolysis percentage to 50% after 12h of treatment.

The same experimental matrix was used for the porcine pancreas lipase (LKM) but
this time, sodium bicarbonate solution was used to adjust the effluent pH to the optimum
for this lipase preparation (pH=8.0). Statistical analyses of the results showed that variables
x; (enzyme concentration) and x4 (sodium bicarbonate) were statistical significant at
confidence level of 95%. While the effect of enzyme concentration was positive (26.33),
the addition of sodium bicarbonate solution had a negative influence (-17.77). Values
predicted by the mathematical model Y = 38.19 + 13.54 x;- 7.38 x4 indicated that the
hydrolysis percentage was maximized (Y = 72.08%) at high level of lipase concentration
(x;=1) and in the absence of sodium bicarbonate (x4 = -1).

The efficiency of the enzymatic pre-treatment under the conditions previously
established for each enzyme preparation (LCR and LKM) was verified by running
comparative biodegradability tests (raw and treated effluents) and for the treated effluent
the formation of biogas (methane) was found to increase four fold.

Between the tested preparations, LKM showed the best cost/ benefit ratio to be
used in the pre-treatment of effluents generated by poultry industries, since it gave an
efficient hydrolysis of the lipids besides having an estimated cost of US$ 275.87/ kg.

To facilitate the diffusion of the proposed process at industrial level, the possibility
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of using a cheaper lipase preparation was also verified. In this way, tests were performed
using a lipase preparation manufactured by Nuclear company (pancreatic lipase-LNU),
which is four times cheaper than LKM (US$ 68.75/ kg). Hydrolysis and biodegradability
tests using such enzyme preparation showed similar or even better performance to that one
obtained with the lipase LKM, indicating the feasibility of the developed process at both
technical and economical levels.

It is also important to point out that, although the impact of enzymatic pre-
treatment has been only evaluated in terms of organic matter removal and biogas
production, it is recognized that such kind strategy can also considerably improve the
anaerobic reactors operational conditions and effluent quality (lower content of suspended
solids and less turbidity). Besides, the enzymatic hydrolysis can increase the biogas
formation due to a higher activity of the methanogenic bacteria leading to higher methane

level in the biogas, which can be utilized as a source of energy.
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1. INTRODUCAO

Nas duas ultimas décadas inimeros melhoramentos no processo anaerdbio de
tratamento de efluentes de industrias alimenticias tém sido realizados, principalmente para
tratamento de aguas residuarias da producdo de agucar, amido e cerveja (HU et al., 2002).
Entretanto, para alguns efluentes contendo elevado teor de 6leos e gorduras, como os
provenientes de frigorificos, abatedouros, laticinios, enlatados, entre outros, a operagdo do
reator de digestdo anaerobia (UASB) apresenta diversos problemas operacionais devido a
forma¢do de escuma, colmatagdo de camadas de lipideos, formagdo de caminhos
preferenciais no leito de lodo e arraste da biomassa, levando a perda da eficiéncia e até
mesmo ao colapso do reator (LEAL, 2000; HU et al., 2002).

Técnicas para melhorar essa eficiéncia, incluem geralmente a instalagdo de caixas
de gordura ou flotadores, cujo desempenho esta sujeito a falhas constantes associadas a
variagdo temporal da carga de gordura e outros fatores de ordem operacional. Desta forma,
os reatores anaerobios situados a jusante de unidades fabris permanecem suscetiveis a
alimenta¢do de efluentes com teores de gordura acima dos recomendaveis, prejudicando o
bom funcionamento dos mesmos. No caso especifico dos reatores UASB recomenda-se
que o teor de gordura no efluente nao ultrapasse valores da ordem de 150 mg/L (LEAL,
2000).

Constata-se na area ambiental, um crescente interesse pela utilizagdo de enzimas
como coadjuvantes do tratamento de efluentes industriais. A transformagdo de muitas
substancias poluentes, de dificil degradagdo, em produtos mais facilmente degradaveis
pode ser mediada pela acdo de enzimas. A difusdo da aplicagdo de enzimas no setor de
tecnologia ambiental encontra como entrave, o custo dos biocatalisadores relativamente
elevado. Entretanto, sabe-se que o custo de uma preparagdo enzimatica estd diretamente
associado ao seu grau de purificagdo e desse modo, preparados enzimaticos nao
purificados poderiam contribuir para viabilizar o seu uso em sistemas de tratamento de
residuos.

As lipases (glicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a
hidrolise de ligagdes éster carboxilicas presentes em acilglicerdis com conseqiiente
liberacdo de acidos graxos e glicerol. Essas enzimas apresentam uma importancia
particular, pelo fato de hidrolisarem especificamente os 6leos e gorduras, o que pode ser de

grande interesse para o tratamento de efluentes com alto teor de gordura. 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).

O desenvolvimento de tecnologias inovativas de tratamento de residuos industriais
ricos em gorduras, vem sendo investigada por vérios grupos de pesquisa no Brasil
(COPPE/RJ, URI/Erechim-RS e ESC-USP/ Sao Carlos-SP). No que se refere aos estudos
de hidrélise enzimatica de rejeitos de industria de abate de frangos, ndo foi encontrado
nenhum dado especifico deste tipo de aplicacdo na literatura especializada. Entretanto,
dados referentes a utilizacdo desse processo para tratamento de efluentes provenientes de
frigorificos de carnes suinas e bovinas revelam a viabilidade desta tecnologia para
solucionar problemas de descarte de residuos similares (MASSE et al., 2001).

Cabe notar, entretanto, que na Universidade Federal de Santa Catarina, pesquisas
iniciais nesta drea foram conduzidas no dmbito de uma dissertacdo de mestrado (GROSS,
1996), na qual foi verificado o desempenho da enzima lipase SP 398 (Novozymes) na
hidrolise enzimatica de gorduras animais (sebo de boi, banha de porco ¢ banha de frango).
O estudo desenvolvido por GROSS (1996), visava aplicar, num segundo momento, essa
concepgdo para efetuar pré-tratamento em aguas residudrias de industrias avicolas.

O presente trabalho de doutorado, portanto, d& seqiiéncia as pesquisas iniciadas
nessa Universidade, tendo como objetivo principal viabilizar tecnicamente a aplicacdo de
um tratamento enzimatico para remog¢do de gorduras dos residuos gerados por industrias
avicolas. O enfoque foi baseado no uso de preparagdes de lipases comerciais disponiveis
no mercado. Levando em consideracdo estes aspectos, o objetivo global do projeto foi
alcangado mediante a execu¢do das seguintes etapas: i) Caracterizagdo do efluente gerado
em industrias avicolas e selecao de preparacdes comerciais de lipases capazes de reduzir
com eficiéncia a carga lipolitica do efluente; ii) Otimizagdo das condig¢des de hidrolise
enzimdtica dos lipideos presentes no efluente empregando preparacdes de lipase
selecionadas com relagdo aos principais parametros (teor de gordura, concentragdo de
enzima, concentracdo de agente de emulsdo e pH) visando estabelecer um processo
tecnicamente vidvel e iii) Avaliacdo do impacto do tratamento enzimatico proposto por

meio de testes de biodegradabilidade dos efluentes bruto e hidrolisado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CRISE DA AGUA: UMA QUESTAO ATUAL

A 4gua doce, indispensavel a vida, ¢ um recurso renovavel, mas relativamente
escasso em algumas regides da Terra. A maior demanda (decorrente do crescimento
acelerado da populagdo humana), o desperdicio e o uso inadequado podem esgotar ou
degradar esse recurso. Problemas desse tipo ja ocorrem em certas areas ou regides, €
acredita-se que em médio prazo, mantidas as atuais formas de uso da agua, poderdo
abranger todo o planeta, gerando uma crise global da 4gua (BRANDIMARTE, 1999).

NOGUEIRA (1999) ressalta que 97,5% da agua, disponivel na terra ¢ salgada e esta
em oceanos e mares, 2,493% ¢ doce, mas se encontra em geleiras ou regides subterraneas
de dificil acesso e somente 0,007% ¢ doce encontrada em rios, lagos e na atmosfera, de
facil acesso para o consumo humano. Atualmente 29 paises ndo possuem agua doce para
toda a populacdo. Em 2025, segundo a ONU (Organizagdo das Na¢des Unidas), serdo 48
paises e 2050 cerca de 50 paises sem agua em quantidade suficiente para toda a populagdo
(VASCONCELLOS, 2002).

Mesmo nos paises que apresentam uma grande disponibilidade hidrica, como ¢ o
caso do Brasil, onde, de acordo com os dados apresentados pelo World Resources Institute
(1997, 1998), encontram-se aproximadamente 14% de todos os recursos hidricos mundiais,
comecam a surgir problemas relacionados ao uso indiscriminado dos recursos hidricos.
Esse problema ¢ detectado, principalmente, nas grandes regides urbanas do Brasil, onde ha
grande demanda no consumo de agua devido ao crescimento populacional e, onde os
recursos hidricos superficiais apresentam restrigdes de uso devido a poluicao, acarretada,
principalmente, pelo langcamento de esgotos domésticos e despejos industriais (MAIA
NETO, 1997).

Neste sentido, os mais variados segmentos, tais como, universidades, 6rgios de
controle ambiental, ONG’s e principalmente as industrias tém dirigido seus esforgos para
obtencdo de um ponto de equilibrio entre a atividade produtiva e o respeito ao meio
ambiente, o que se denomina desenvolvimento sustentavel (MACEDO, 2000). Grande parte
das pesquisas é direcionada para o tratamento de efluentes industriais, no sentido de
reduzir os impactos ambientais gerados sobre os recursos hidricos, considerados como uma

“commodity” ou seja, a agua ¢ uma mercadoria em funcao da sua disponibilidade atual.



2.2. A LEGISLACAO BRASILEIRA

No Brasil, além dos problemas de poluicdo dos reservatorios naturais e dos
processos desordenados de urbanizagdo e industrializacdo, a degradacdo da qualidade da
agua tem como causa o desperdicio provocado por escoamento defeituoso nas tubulagdes e
o desperdicio doméstico. Falta uma maior eficiéncia politica dos governos que estabeleca
acoes publicas e privadas para um melhor gerenciamento dos recursos hidricos. Baseado
nisso, o Banco Mundial adotou alguns procedimentos em nivel global para melhoria do

gerenciamento da dgua, como os citados a seguir (MACEDO, 2000):

= Incorporar as questdes relacionadas com a politica e o gerenciamento dos recursos
hidricos nas conversagdes periddicas que mantém com cada pais ¢ na formulagdo
estratégica de ajuda aos paises onde as questdes relacionadas com a &agua sdo
significativas;

= Apoiar as medidas para o uso mais eficiente da agua; dar prioridade a protecao,
melhoria e recuperacao da qualidade da agua e a redugdo da polui¢do das aguas por
meio de politicas "poluidor-pagador" (quem polui paga, na propor¢ao do dano);

= Apoiar os esfor¢os governamentais para descentralizar a administracdo da agua e
encorajar a participacdo do setor privado, a participagdo das corporagdes publicas
financeiramente autonomas e das associagdes comunitdrias no abastecimento de dgua
aos usuarios, além de apoiar programas de treinamento para introduzir reformas nos
sistemas de gerenciamento de agua.

A Politica Nacional de Recursos Hidricos, instituida pela Lei Federal n® 9.433, de 8
de janeiro de 1997, trata, entre outros pontos, da concessdo de direitos de uso de recursos
hidricos naturais para a realizacdo de atividades econOmicas que requeiram grandes
volumes de agua (MACEDO, 2000).

Uma questdo importante também prevista nessa politica € a cobranca pelo uso dos
corpos d’ dgua para o lancamento de efluentes (despejos liquidos). Para isso, a lei institui a
figura do usuario pagador (por exemplo, indistrias e municipios que lancem seus despejos
em rios ou lagos). O uso dos corpos d’agua seria pago de acordo com o tipo e volume do
efluente langado e, além disso, os responsaveis pelos despejos teriam que obedecer as
normas que garantem a preservacdo dos recursos hidricos nacionais. Tais normas estdo

associadas a classificacdo, estabelecida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente



(CONAMA) em 1986, das 4aguas doces, salobras e salinas do territdrio brasileiro em nove
classes, segundo seus usos preponderantes.

A instituicdo do usudrio pagador depende da regulamentacdo da lei, em especial no
que diz respeito ao dominio do curso da 4gua, para evitar divergéncias entre estados ou
entre um estado e o governo federal. Acredita-se que, a partir da entrada em vigor dessa
cobranga, as entidades que langam efluentes em corpos d’agua passem a investir mais no
tratamento de seus despejos e na reciclagem da agua, levando tanto a redugdo do
desperdicio quanto a preservacdo das 4guas naturais. Essa lei podera, sem duvida,
desempenhar papel importante no uso mais racional e responsdvel da dgua no Brasil
(FURTADO, 2002).

A estimativa com a cobranga hidrica ¢ que muitas industrias acelerem projetos de
reuso e reciclo de efluentes e de que as proprias companhias de saneamento e
municipalidades deixem de descartar esgoto ndo tratado nos rios. Isso significa
investimentos em equipamentos € sistemas para evitar ou minimizar a taxagdo incidente
sobre a captacao e o descarte (FURTADO, 2002).

Mesmo em industrias onde, nessa primeira fase, a cobranca ndo deve impactar de
forma preocupante suas finangas, os planos de racionalizagdo da agua e de reciclo de
efluentes fazem parte da agenda. Muitas delas sdo incentivadas pelas politicas corporativas
de suas matrizes estrangeiras ou movidas por aspectos circunstanciais, como a de
abastecimento insuficiente ou o proposito de recuperar produtos quimicos contidos em

seus efluentes.

2.3. TRATAMENTO DE EFLUENTES

O tratamento de efluentes ¢ um compromisso assumido com o meio ambiente e
com a vida. A poluicdo do meio ambiente tornou-se assunto de grande interesse mundial.
Nao apenas os paises desenvolvidos vém sendo afetados pelos problemas ambientais como
também as nagdes em desenvolvimento comegam a sofrer graves impactos da poluicao
(FREEDMAN, 1995). A prote¢ao do meio ambiente contra os agentes poluidores de origem
industrial ¢ um problema complexo para os paises em desenvolvimento. Existe um
aumento da preocupacdo e conscientizagdo das empresas em reduzir o impacto ambiental
provocado por poluentes especificos gerados em seus processos industriais, devido as
normas exigidas pelas institui¢des de prote¢ao ambiental e 6rgdos de fiscalizagdo. Algumas

saidas para que se torne possivel o controle da poluicdo, sdo: obtencdo de informacgdes
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técnicas referentes aos melhores meios de que se dispde para controlar a poluicao;
obtencdo e emprego de técnicas de combate a polui¢do ambiental e de pessoal
especializado na aplicagdo das mesmas.

A quantidade e concentracdo dos despejos de uma determinada induastria variam
dentro de amplos limites, dependendo dos processos de fabricacdo empregados e dos
métodos de controle dos despejos. Com isto, a caracterizacdo de efluentes ¢ uma tarefa
basica para o equacionamento adequado do problema de tratamento dos mesmos. E a etapa
de trabalho que gera informagdes quanto & composi¢ao e vazdo da agua residual, levando
em conta as suas variagdes ao longo do tempo, em funcdo das atividades responsaveis por
sua geracao. Com base nessas informacodes, podem ser adotados métodos fisicos, quimicos
ou biologicos de tratamento de efluentes (GLAZER E NIKAIDO, 1995).

Os métodos fisicos abrangem a remog¢do de sélidos flutuantes de dimensdes
relativamente grandes, de sdlidos em suspensdo, areias, 6leos e gorduras. Para essa
finalidade sao utilizadas grades, peneiras simples ou rotativas, caixas de areia ou tanques
de remocdo de 6leos e graxas, decantadores, filtros de areia. As grades destinam-se a reter
solidos grosseiros em suspensao e sdo utilizados para a protecdo de bombas, valvulas e
outros equipamentos contra obstru¢do. Peneiras sdo dispositivos destinados a retengdo de
particulas mais finas. As caixas de areia destinam-se a reten¢do de areia e outros detritos
pesados inertes, em suspensdo nas aguas residuais. Sao usadas a fim de proteger bombas e
tubulagdes contra abrasdo e entupimento. A flotagdo ¢ empregada no tratamento de alguns
despejos industriais como, por exemplo, na recuperagao de 6leos emulsionados. Os tanques
de decantagao sao empregados na separagao dos solidos sedimentdveis presentes em aguas
residuarias (VAZOLLER et al., 1989).

Os métodos quimicos podem ser utilizados para remover material coloidal, cor e
turbidez, odor, acidos, alcalis, metais pesados e Oleos. A neutralizagdo de despejos
industriais pode ser necessaria, ndo s6 para se evitar o lancamento de aguas acidas ou
alcalinas no corpo de dgua receptor, mas também, como medida necessaria para protecao.

Os processos biologicos dividem-se em aerdbios e anaerdbios (BRANCO E HESS,
1975).

Nos processos aerobios a estabilizacdo dos despejos ¢ realizada por
microrganismos aerdbios e facultativos; nos processos anaerdbios os microrganismos
atuantes sdo os facultativos e anaerdbios. Os processos aerobios podem ser: lodos ativados,

filtro bioldgico e lagoa de estabilizagdo aerdbia. Nos processos anaerobios de tratamento
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de despejos, a decomposi¢ao da matéria organica e/ou inorganica ¢ conseguida na auséncia
de oxigénio molecular. Esta degradacdo refere-se as reagdes que reduzem as dimensdes de
particulas, tornando-as soliveis ou, em nivel molecular, quebram cadeias ou ligagdes
triplas ou duplas existentes. Os produtos finais do processo sdo metano e compostos
inorganicos, incluindo o dioxido de carbono, acido sulfidrico ¢ aménia (MACCARTY,
1982).

Os principais microrganismos empregados no processo anaerdbio, comentados por
MALINA (1992), sdo as bactérias. A capacidade de uma bactéria anaerdébia decompor um
determinado substrato ¢ especifica, dependendo principalmente das enzimas que possui. As
enzimas, responsaveis pelas reagdes do processo de decomposicao, apresentam alto grau
de especificidade. A eficiéncia global de conversdo da matéria orgdnica em produtos
estabilizados depende da eficiéncia de cada reagdo e do equilibrio entre as diversas

espécies e entre os grupos de bactérias presentes no sistema anaerobio (LEMA et al., 1991).

2.4. BIOTRATAMENTO

A aplicagdo de tecnologias bioldgicas na prevengdo, deteccdo e tratamento dos
acidentes e alteracdes nefastas ao ambiente, tém sido ponto de agenda da OCDE desde
1991, quando o Comité Cientifico e de Orientagdo Tecnoldgica criou um grupo
governamental de técnicos em biotecnologia no campo da qualidade ambiental.

A medida que o tratamento de aguas residuarias e de residuos sélidos se torna uma
industria necessaria e mais proeminente, muitas organizagdes empresariais e publicas, tém
se dedicado a investigacao e ao desenvolvimento de tecnologias alternativas de tratamento
bioldgico dos mesmos. Das dguas residudrias aos residuos so6lidos, ha cada vez mais
instituigdes interessadas no tratamento, impulsionando a adogdo de tratamentos mais
naturais e menos dispendiosos e agressivos ao ecossistema, como o uso de microrganismos
e enzimas especializadas (WAKELIN E FORSTER, 1997).

Os sistemas biologicos de tratamento de residuos devem atender alguns
importantes aspectos: (1) - remo¢do da matéria organica, portanto reducdo da Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) do residuo a ser tratado; (2) - se possivel, degradacdo de
compostos quimicos organicos de dificil degradacao (recalcitrantes); (3) - fornecimento de
um efluente em condi¢des que ndo afete o equilibrio do sistema receptor final (rios, lagos,
etc.). A Tabela 2.1 fornece alguns exemplos de 4dguas residudrias potencialmente trataveis

por processos biologicos, bem como os valores de Demanda Bioquimica de Oxigénio dos
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rejeitos. Entre esses, exemplos graves em termos de agressao ambiental, estdo na industria
agro-pecudria, nomeadamente nas suinoculturas, aviarios, matadouros, vacarias, etc. A
produgdo de residuos liquidos e soélidos ¢ elevada, além da poluigdo atmosférica com
odores desagradaveis que prejudicam intrinsecamente e extrinsecamente as unidades
industriais. Além disso, esses residuos contém elevados teores de DBO e DQO (Demanda
Quimica de Oxigénio), tendo em vista que o contetido de gorduras aumenta a concentrag@o

de matéria orgénica (LIE E MOLIN, 1991).

Tabela 2.1. Valores médios de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) para diferentes
tipos de aguas residuarias

Aguas residuarias DBO (mg/L)
Esgotos sanitarios 200-600
Efluente de enlatados — alimentos 500-2.000
Efluente de cervejarias 500-2.000
Efluente de processamento de 6leo comestivel 15.000-20.000
Efluente de destilaria de 4lcool (vinhaga) 15.000- 20.000
Percolado de aterros sanitarios (chorume) 15.000- 20.000
Efluente de laticinios (sem recuperacao de soro de queijo) 30.000
Efluente de matadouros (sem recuperacao de residuos) 30.000

Fonte: GLAZER E NIKAIDO (1995).

A Tabela 2.2 mostra que existem varios sistemas biologicos a serem adotados com
a finalidade de estabiliza¢do da matéria poluente. O sucesso da aplicacdo de um deles esta
relacionado com o conhecimento prévio do efluente a ser tratado, e da eficiente operacao
dos reatores na manutencao da atividade microbiana e das reagdes de mineralizacao
desejadas.

Os sistemas bioldgicos de tratamento desenvolvidos sdo operados, portanto, sob
condi¢des aerobias ou anaerdbias, dependendo da natureza dos residuos organicos a serem
degradados, da dimensdo dos reatores, além de outros requerimentos especificos. Além
disso, nos processos bioldgicos que ocorrem dentro dos sistemas € possivel observar mais
de um metabolismo microbiano ativo, como pode ser observado nos Lodos Ativados, pela
existéncia da respiracdo aerdbia e nitrificacdo por diferentes espécies bacterianas (MALINA,
1992).

Em geral, os diferentes tipos de microrganismos nos processos biologicos de

tratamento atuam conjuntamente, formando uma verdadeira cadeia com interagdes
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nutricionais facultativas e obrigatorias. Os microrganismos podem ser empregados em
células livres, floculados, agregados ou formando biofilmes em materiais utilizados para
enchimento de certos tipos de reatores, como por exemplo, os filtros bioldgicos aerdbios e

anaerobios (GRIFFITHS, 1992).

Tabela 2.2. Sistemas biologicos e fungoes especificas

Sistemas biolégicos Funcoes

Lagoas de estabilizagao Fornecimento natural de oxigénio pelo
desenvolvimento de algas em lagoas construidas
para a degradacdo microbiana de compostos
organicos poluentes, ¢ conversdo a dioxido de
carbono e dgua.

Lodos ativados, filtros Degradagao microbiana de compostos organicos
biologicos, lagoas aeradas e poluentes por meio do metabolismo aerodbio,
valas de oxidagdo. facilitado pela disponibilidade artificial de

oxigénio em reatores ou lagoas e conversdo a
dioxido de carbono e dgua.

Sistemas de nitrificagdo Conversdo de compostos organicos nitrogenados
e amodnia a nitratos.

Sistemas de desnitrificagdo Conversao de nitratos a nitrogénio gasoso.

Sistema alternado andxico e Remocao de nutrientes, particularmente de

aerobio para remocdao de fosfatos.

nutrientes

Biodigestao anaerdbia Degradagdao microbiana de compostos organicos

a acidos organicos, alcoois, hidrogénio, didxido
de carbono e metano.

Fonte: COOKSON JR. (1995)

Os microrganismos € as enzimas existem na natureza, nas aguas residuais, nos
residuos solidos, logo nos Sistemas de Tratamento de Aguas Residurias, mas
normalmente, ou sdo em numero muito reduzido ou estdo ausentes determinadas estirpes
para que consigam efetivamente transformar efluentes muito carregados de complexos
residuos organicos e quimicos, num produto final aceitavel pela legislacdo ambiental para
diferentes setores como a industria, a agro-pecudria, 0s municipios, entre outros.

Para minimizar a deficiéncia de microrganismos no efluente vem sendo utilizado a
bioaumentacdo que ¢ definida como a suplementacdo de microrganismos externos de
ocorréncia natural, tais como bolores, leveduras, bactérias e enzimas isoladas na ETE
(Estacdo de Tratamento de Efluentes) na unidade de tratamento bioldgico que permitira
adequar um efluente as exigéncias legais para seu lancamento em um recurso hidrico ou
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até mesmo permitir o reuso do efluente tratado (RosA, 1995). A baixa concentracao de
microrganismos (baixa atividade microbiana) ocasiona a exalacdo de odores desagradaveis,
provenientes da digestdo anaerdbia incompleta, elevada presenca de solidos ndo

degradados e a formagao de depositos de gorduras nas ETE's.

2.5. USO DE ENZIMAS NO MEIO AMBIENTE

A utilizacdo de biocatalisadores no controle ambiental ¢ uma area recente e
importante da tecnologia enzimatica e vem despertando grande interesse em muitos grupos
de pesquisa, em fun¢do das diversas constatagdes apresentadas, entre as quais podem ser

citadas (KARAM E NICELL, 1997):

= A introducdo no ambiente de poluentes organicos xenobiodticos e recalcitrantes tem
aumentado, o que diminui as possibilidades de se realizar um tratamento convencional

bioldégico ou quimico eficiente;

= Ha um crescente reconhecimento da capacidade das enzimas para atuar sobre poluentes

especificos no tratamento;

= Avangos recentes na biotecnologia permitiram a produgao de algumas enzimas, técnica
e economicamente viaveis devido ao desenvolvimento dos procedimentos de

isolamento e de purificagdo de enzimas microbianas.

As enzimas, conhecidas industrialmente como biocatalisadores, sdo proteinas e
estdo presentes em todas as células vivas, onde exercem as fungdes vitais de controle dos
processos de transformacao dos nutrientes em energia e em material celular. Além disto, as
enzimas participam dos processos de quebra de nutrientes complexos em substancias mais
simples (AITKEN, 1993).

Em contraste com os catalisadores inorganicos, como acidos, bases, metais pesados
e 0xidos metalicos, as enzimas tém alta especificidade. Esta caracteristica ¢ muito util nos
processos industriais, porque quantidades minimas de produtos secundérios sao
produzidas, o que representa beneficios econdmicos e ambientais com a elimina¢do da
necessidade de separagdo de subprodutos e com reducdo qualitativa e quantitativa de

efluentes industriais.
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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 (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Aplicagoes potenciais de enzimas em biotecnologia ambiental

Enzima e fonte

Residuos ou poluentes

Celulase
Trichoderma harzianum
Trichoderma viride

Polpa de suco de beterraba
Celulignina pré-tratada termoquimicamente

Cianadase (Alcaligenes xylosoxidans)
Cianidio hidratase (Fusarium lateritium)

Cianidio

Lacase
Trametes VeVSiCOZOI’

Geotrichum candidum
Rhizoctonia praticola

Bromofenois, clorofendis, clorometilfenois,
fendis, naftol, planta de branqueamento e
residuos da industria de algodao.
Clorofenois e metilfendis

Bromofenois, clorofendis e metilfenois

Nitrila hidratase (Klebsiella pneumoniae)

Acilonitrila

Peroxidases

Cloroperoxidase (Caldaromyces fumago)
Hemoglobina (bovina)

Peroxidase de rabanete

Lactoperoxidase

Lignina peroxidase (Phanerochaete
chrysosporium)

Manganés peroxidase

Aminas aromaticas, fenois.
Aminas aromaticas

Efluente da industria de algodao,
efluente de cacau.

Tintas, fenois.

Efluente de planta de branqueamento

Polifenol oxidase (Agarycus bisporus)

Efluente da industria de algodao

Fonte: AITKEN, 1993.

A indutstria do petroleo é responsavel pela geracdo de grandes quantidades de

borras oleosas, as quais representa um consideravel dano ambiental. Essas borras
consistem de um sistema multifasico contendo o6leo, agua e sélidos em suspensao, sendo,
portanto, de dificil degradacdo microbiana. A presenca de hidrocarbonetos poliaroméaticos
aumenta a recalcitrancia deste residuo. Existem varios tipos de tratamentos, tais como,
incineracdo, aterro, biotratamento, entre outros, mas em alguns casos, 0s microrganismos
ndo sao capazes de suportar a toxicidade presente no residuo, sendo necessario um

processo alternativo. Assim, a biodegradacdo dos hidrocarbonetos aromdticos pode ser
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realizada pelo uso de enzimas oxidativas, como as peroxidases e desidrogenases (BON E
PEREIRA, 1999).

Na induastria de corantes sintéticos e herbicidas ocorre disseminagao de
hidrocarbonetos aromaticos, compostos fendlicos, corantes sintéticos e pesticidas, no meio
ambiente provocando danos diretos a saide humana devido a contaminacao da agua, do
solo e indiretamente pela alteracdo dos ecossistemas (BON E PEREIRA, 1999).

Na indutstria de papel e derivados de celulose, vérios estudos estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de viabilizar a utilizacdo de microrganismos e enzimas
ligninoliticas (xilanases, lignina-peroxidases e lacases) no tratamento de efluentes gerados
na etapa de branqueamento, reduzindo consideravelmente o teor de compostos
organoclorados das dguas residuarias (D’ANNIBALE et al., 1999). Similarmente, diversas
propostas para tratamento de efluentes gerados na industria té€xtil empregando as enzimas
lacases e catalases estdo em fase avancada de estudos (COSTA, 2002).

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

Finalmente ressalta-se o emprego crescente da enzima lipase na prevenc¢ao ou
limpeza de filmes gordurosos, na biodegradacdo de plasticos (JAEGER ef al., 1994) e pré-
tratamento de efluentes contendo compostos gordurosos (CAMAROTA et al., 2001; JAEGER
E REETZ, 1998).

O uso de enzimas em biocatdlise ambiental vem ao encontro da forte tendéncia dos
governos atuais de intensificar as restrigdes a poluicdo ambiental. No caso brasileiro, o
controle ambiental ¢ ainda mais relevante por sermos responsaveis pela preservacdo dos
nossos ecossistemas que, em funcao da sua extensdo e biodiversidade, constitui em ativo
de valor incalculavel, além de garantir a representatividade brasileira no cenario mundial

(BON E PEREIRA, 1999).

2.6. INDUSTRIA DE PRODUTOS AVICOLAS

2.6.1. Importancia Econémica do Setor

O Brasil ¢ o segundo maior produtor de frangos de corte do mundo ocidental. Além
disso, o mercado de aves estd em ascensdo devido as exportacdes e ao grande aumento no

consumo interno. A producdo de aves no Brasil em 2002 foi de 7,2 milhdes de toneladas;
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nimeros 9% maiores que os de 2001. As exportacdes ficaram na marca de 1,4 milhdo de
toneladas. O mercado interno deve consumir as 5,8 milhdes de toneladas restantes (ICEPA,
2002).

A prova de que o mercado de aves esta em expansao no Brasil ¢ a possibilidade de,
pela primeira vez, a producao ficar acima de carne bovina. Em analise recente (2002), o
ICEPA, Instituto de Planejamento e Economia Agricola de Santa Catarina, destaca a
inovacdo tecnologica, o perfil gerencial da cadeia produtiva, a qualidade do produto, a
forte insercdo no mercado internacional e, principalmente, os pregos mais competitivos de
frango no varejo como os principais fatores para esta mudanga. O aumento do consumo de
carne de frango ¢ uma tendéncia mundial.

A cadeia de produgdo de aves movimenta anualmente cerca de R$ 2,0 bilhdes na
economia estadual (Santa Catarina), empregando diretamente em torno de 32 mil e
indiretamente mais de 35 mil pessoas (BARROS et al., 2000).

O desenvolvimento da industria avicola reflete-se também pelo surgimento de
mega-companhias, nacionais ou internacionais, as quais controlam a criagdo e o
processamento de varios milhdes de aves, quer seja diretamente como também por meio de
seus parceiros. Por suas peculiaridades regionais, ¢ comum constatar a existéncia de
variados graus de especializagdo, intensificacao e tecnologia ainda hoje convivendo, nem
sempre harmonicamente, dentro do universo da avicultura (BARROS et al., 2000).

O fato de movimentar a transforma¢do de animais vivos em alimentos em uma
escala gigantesca, o processamento de aves e seus subprodutos resultantes geram grandes
quantidades de dejetos liquidos, semi-solidos e sélidos altamente poluentes, os quais
devem ser adequadamente separados e tratados antes de serem despejados no meio-
ambiente. A quantidade de subprodutos gerados no processamento tem aumentado, devido
as exigéncias dos consumidores por partes de frango, ao invés das carcagas inteiras.
Sangue, penas, intestinos, cabegas, pés, pescogos, peles, gordura abdominal e coluna
vertebral, entre outros, representam 50 a 60% do peso vivo dos frangos, sendo que alguns
destes sdo destinados para produzir matéria-prima para a producdo de alimento para
animais de estimagdo, sendo, no entanto, a maioria processada para ser reciclada como
farinhas para ragdes para animais de interesse econOmico. O reaproveitamento destes
subprodutos ¢ de extrema importancia, contribuindo na redu¢do do volume de dejetos e
propiciando a produ¢do de materiais que possam ser usados na alimentacdo de animais ou

na fertilizagdo do solo (NUNES, 1998).
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O controle da poluicao ambiental gerada pelas plantas de processamento avicola
depende grandemente dos niveis estabelecidos como aceitdveis pelas legislagdes dos
diferentes paises. Nos paises mais desenvolvidos, especialmente nos grandes aglomerados
urbanos, os padrdes determinados podem ser bastante rigidos, com penaliza¢des severas e
crescentes sendo aplicadas em casos de descumprimento das exigéncias legais.
Normalmente, estes parametros de controle sdo baseados naqueles recomendados para o
tratamento de dejetos de origem humana, respeitadas as peculiaridades de cada tipo de
material. Ha inclusive a expectativa por parte de alguns autores de que o tratamento
bioldgico da agua utilizada no processamento venha a tornar-se o processo mais importante

dentro da industrializagao do produto avicola (NUNES, 1998).
2.6.2. Qualidade da Agua e sua utilizacio no Processamento Avicola

Diversas etapas do processo de abate e industrializa¢do realizados nas plantas de
processamento requerem o uso de agua, especialmente durante a escalda, o depenamento, a
evisceragdo, a lavagem e o resfriamento das carcacas. A legislagdo internacional, por sua
vez, exige o uso exclusivo de dgua potével nas industrias de alimentos. No entanto, em que
pese a realizagdo de controles de qualidade nas plantas de tratamento, as aguas liberadas
pelos abatedouros podem representar um risco em potencial, inclusive pela possibilidade
da presenga de bactérias lesionadas pelo processo, mas ainda assim viaveis e capazes de
causar danos a saude. Da mesma forma, o fendmeno da aderéncia de bactérias as
superficies (canos, torneiras, entre outros) causa a formac¢do de um biofilme, a partir do
qual estas mesmas bactérias sdo regularmente liberadas na agua que por ali passa,
conseqiientemente contaminando carcagas e outros produtos. Infelizmente, ndo sao
conhecidos todos os fatores envolvidos no processo de limpeza das carcagas de aves
(NASCIMENTO et al., 2000).

Fatores como for¢a necessaria para o desprendimento dos microrganismos da
superficie das carcagas, a temperatura e volume de agua ideal, bem como configuracao dos
equipamentos, sdo de vital importancia, ndo sendo possivel reduzir a questdo em
simplesmente avaliar a quantidade de agua utilizada no processo, na crenga de que quanto
mais agua, melhor serd o processo. A analise microbioldgica desta agua utilizada no
processamento deve constituir-se em um importante elemento para o controle da qualidade

microbioldgica dos produtos finais produzidos no local (NASCIMENTO et al., 2000).
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2.6.3. O Processamento como Fonte de Polui¢io da Agua

Os subprodutos da produgdo e do processamento animal podem conter materiais
sob a forma de carboidratos, gorduras e proteinas. Quando este tipo de material ingressa
em um curso d’agua, microrganismos presentes multiplicam-se rapidamente e, durante este
processo, utiliza oxigénio dissolvido nesta agua, o que pode ter como conseqiiéncia a
morte de peixes, além de outros efeitos indesejaveis. A Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) ¢ uma grandeza relacionada ao poder poluente potencial dos diferentes materiais
eliminados. A titulo de ilustragdo, a excreta animal comumente possui uma DBO de 20.000
mg/L, em compara¢dao com 350 mg/L para esgoto ndo-tratado e 5 mg/L para uma agua de
rio limpa (RIBEIRO, 1995).

Os tipos de dejetos e subprodutos produzidos nos diferentes estagios do
processamento sdo mostrados na Tabela 2.4, e incluem a manuten¢do das aves nos
caminhdes para que descansem até que chegue seu momento de seguir para o abate,
quando entdo ocorre a recepcdo dos animais na plataforma. A quantidade de dejetos e
volume de dgua gerados nestes momentos dependera da defecagdo e perda de penas que
estes animais produzirem no local. A lavagem destas areas, além das caixas de transporte e
dos proprios caminhdes, demanda normalmente uma grande quantidade de agua, a qual
contribuird com o volume total de efluentes a serem tratados na planta. Somente para a
limpeza das caixas de transporte dos frangos em um abatedouro de tamanho médio, hd um
dispéndio estimado de 12,7 m® de 4gua por dia, com uma concentracio de 900 mg/L de
DBO (RIBEIRO, 1995).

Em seguida, ocorre o sacrificio € o sangramento dos animais, operacao que envolve
a separacdo do sangue, pelo seu alto valor como subproduto. Seu volume ¢ estimado em 6-
8% do peso dos animais, sendo o sangue considerado como tendo o mais alto nivel de
DBO dentre todos os tipos de dejetos avicolas, com um valor maior que 90000 mg/L. Por
forga de ser o sangue um elemento altamente poluente, sua adequada remocao diminuira
grandemente o total de dejetos produzidos pela planta, sem, no entanto, ser possivel evitar
alguma perda de sangue nos processos posteriores, além de haver a necessidade de
lavagem dos locais e equipamentos periodicamente. Um bom procedimento de recuperagao
do sangue na planta pode representar até¢ 40% a menos de carga poluente nos efluentes

(RIBEIRO, 1995).
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Tabela 2.4. Tipos de dejetos e subprodutos produzidos nas diferentes etapas do
processamento avicola.

Etapa do processamento Tipo de dejeto ou subproduto

Recepcao Fezes, penas, agua de limpeza

Sacrificio , .
Sangue, agua de limpeza

Escalda/ Depenamento Penas, sangue/gordura, agua de limpeza

Visceras, sangue, gordura, pequenos pedagos de carne,

Evisceragao , )
agua de limpeza

Resfriamento .
Sangue, gordura, pequenos pedagos de carne, dgua

lassificaca . .
Classificacdo e empacotamento Agua de limpeza

Limpeza da planta Agua de limpeza

Na escalda e no depenamento, ha a necessidade de renovacdo em torno de 5-8 L de
agua por ave, enquanto seu conteido poluente varia em torno de 1000-1500 mg/L. DBO,
dependendo da qualidade dos processos anteriores. As penas, que representam 3-5% do
peso vivo dos frangos, sdo retiradas e lavadas pela dgua até os coletores, nos quais chegam
com quase 80% de agua no seu contetido, com uma DBO estimada entre 1000 e 1800
mg/L (RIBEIRO, 1995).

Posteriormente, hd a evisceracdo e a lavagem das carcagas, etapas nas quais o
coracdo, moela e figado sdo retirados e levados por corrente de dgua até depositos, para
serem posteriormente separados e processados. Paralelamente, os intestinos também
sofrem semelhante processo de separacdo, tendo outra destinacdo. Evidentemente, a
possibilidade sempre presente de rompimento de intestinos durante o processo pode
representar um significativo aumento na quantidade de microrganismos liberados nos
efluentes da planta. A evisceragdo € responsavel por cerca de 1/3 de toda a carga poluente
liberada, ja que mesmo apos a filtragem a agua podera conter pequenos pedagos de tecido,
gordura, areia e residuos de sangue. Isto equivaleria a uma DBO de 1700 a 2600 mg/L para
os efluentes gerados pelo processamento das visceras. Estima-se a necessidade de pelo
menos 2L de 4gua por ave, neste processo (RIBEIRO, 1995).

Finalmente, hé o resfriamento, o qual servira para retardar o crescimento bacteriano

no produto, tanto aquele responsavel pela diminuicdo do tempo de prateleira do produto
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quanto aquele referente a microrganismos patogénicos como a Salmonella sp. A legislacao
da Unido Européia exige a utilizacdo de uma quantidade de até 6L de dgua por ave nesta
etapa do processamento. Durante esta etapa, a qual pode facilitar a contaminacdo cruzada
entre as carcagas, quantidades de matéria organica, gordura e pequenos pedacos de pele
continuam a ser lavados e misturados a agua dos resfriadores (chillers), o que pode
representar até 8% da DBO total do abate, com valores que vao desde cerca de 1000 mg/L
no pré-resfriador a 750 mg/L no resfriador.

O processamento posterior dos produtos, com cozimento e preparagdo de alimentos
prontos para comer ¢ com maior valor agregado, significam uma maior demanda por agua,
tanto para sua preparagdo como para a limpeza dos utensilios e do equipamento, processos
que geram considerdveis quantidades de pedacos de carne e gordura bastante pequenos,
comprometendo ainda mais a carga dos efluentes a serem tratados (NUNES, 1998).

A limpeza da planta propriamente dita ¢ também de enorme importancia, podendo
haver grande variacdo devido a peculiaridades de cada abatedouro. Deve-se destacar a
importancia da utilizagdo de detergentes e produtos de limpeza que sejam biodegradaveis e
que ndo interfiram com o tratamento dos efluentes. Os hipocloritos e alguns derivados da
amoOnia quaternaria reagem com a matéria organica, formando substincias inativas.
Estima-se que a agua utilizada para a lavagem das instalagdes represente uma DBO de
cerca de 2500 mg/L. A quantidade total de 4gua utilizada no processamento industrial de
frangos de corte permite um elevado grau de variagdo entre as estimativas, em grande parte
pela ndo especificacdo da extensdo da reciclagem desta mesma agua dentro da planta
(NASCIMENTO et al., 2000).

Entretanto, ¢ possivel estabelecer valores que vao desde 10 até 55L de 4gua por
ave. No Brasil, segundo NASCIMENTO et al., 2000, os abatedouros de aves utilizam, em
média, cerca de 15L de agua por ave processada, sendo este valor quase a metade da
quantidade média utilizada, por exemplo, nos EUA (26 L/ave).

Em uma planta que abata cerca de 10.000 aves por dia, no Brasil, isto ainda assim
representaria a necessidade de um suprimento diario de 40.000 m’ de agua potavel. A
legislagdo brasileira (Regulamento Técnico de Inspecdo da Carne de Aves, do
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento - MAA, 1997) prevé o uso de 30 L/ave, permitindo, no

entanto, o uso de volumes inferiores, desde que aprovados pelo DIPOA.
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2.6.4. Tratamento da Agua utilizada no Abatedouro

Os métodos para tratamento da &gua utilizada no abate e também o projeto dos
equipamentos destinados ao uso industrial t€ém tido uma evolu¢do muito rapida, sendo que
muitos deles j& estdo em uso em plantas avicolas. O tratamento podera ser bastante simples
ou complexo, dependendo da consciéncia ambiental da empresa e também especialmente
da legislacdo existente. Problemas adicionais podem ser os periodos de pico de produgdo e
a diferenca na composicao da dgua produzida durante a producdo e durante os periodos de
limpeza da planta. Por outro lado, a possibilidade de uso adequado dos subprodutos (penas,
sangue e visceras) para alimentacdo animal por parte da industria pode tornar-se dificil no
futuro, ja que a opinido publica nos paises industrializados estd se voltando contra o uso
destes subprodutos para este fim, mesmo ap6s o tratamento por calor, até agora o principal
método utilizado para a reciclagem destes materiais. Esta pratica diminui
consideravelmente a quantidade de dejetos que seriam misturados aos efluentes, sendo hoje
um dos principais fatores que contribuem para manter limpo o meio-ambiente. Basta
lembrar que somente nos EUA, a industria recicla aproximadamente 20 milhdes de
toneladas de subprodutos do abate e processamento de animais (bovinos, suinos e aves)
(NASCIMENTO et al., 2000).

Uma estimativa do destino dos subprodutos do processamento avicola na Holanda ¢
mostrada na Tabela 2.5. Freqilientemente, o problema se coloca em termos de administrar a
necessidade de cumprir a lei e de evitar, por seu descumprimento, um possivel fechamento
da planta, a partir de agdes cada vez mais comuns por parte das comunidades locais, mas
nao descuidando da preservacao da competitividade econdmica da empresa, sem a qual a
mesma se vé limitada na sua capacidade de buscar ativamente solugdes tecnologicas para o
problema, além de restringir seus mercados (NASCIMENTO et al., 2000).

Quanto ao tratamento da dgua utilizada na planta, este tem o objetivo de possibilitar
a introducdo dos efluentes tratados no ambiente, sem levar a poluicdo do mesmo, sendo
este processo realizado a um custo que seja compativel e ndo inviabilize a operagdo
lucrativa da planta de processamento. Os efluentes deverdo ser, normalmente, peneirados
para remocao de pedacos de carne, penas e visceras que foram lavados no processo.
Posteriormente, usam-se retentores de gordura em tanques, onde a mesma sobe para a

superficie e ¢ entdo removida e reprocessada (NASCIMENTO et al., 2000).
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Tabela 2.5. Estimativa do destino proporcional dos subprodutos do processamento avicola

na Holanda.
Subproduto Consumo Alimentos para Desossa | Transformacio
humano animais (%) em farinhas
(%) (%) (%)
Sangue 0 0 0 100
Penas 0 0 0 100
Cabecas 0 60 0 40
Pés 0 60 0 40
Intestinos 0 40 0 60
Mocelas 30 50 0 20
Figados 80 20 0 0
Coragoes 40 40 0 20
Pescogos 20 0 80 0
Pele 80 0 0 20
Gordura animal 60 0 0 40
Coluna vertebral 30 0 70 0
Todos os subprodutos 28 20 14 38

Fonte: NASCIMENTO et al., 2000.

Finalmente, lagoas ou tanques de sedimentac¢do auxiliam na remog¢ao de so6lidos, os
quais ficam no fundo e devem ser removidos periodicamente. Uma filtracao final para
retirar particulas finas em suspensdo e um tratamento quimico e/ou bioldgico posterior
visam reduzir a quantidade de elementos indesejaveis, como os nitratos, e também reduzir
os niveis de DBO da 4gua e a presenga de microrganismos para dentro de limites aceitaveis
para a descarga no sistema de tratamento publico, ou mesmo para possibilitar o
reaproveitamento da dgua pela propria planta. Estes tratamentos incluem a aeragdo para
ativar as bactérias, na qual agitacio mecanica dos efluentes tem lugar em grandes
reservatorios, ou por filtragdo, onde as bactérias também agem sobre os dejetos. Possiveis
tratamentos quimicos incluem a adi¢do de cal, formalina, persulfato de amdnia ou acido
formico, entre outros. Ao final, uma cloracao desta dgua pode ser realizada para eliminar
0s microrganismos patogénicos como coliformes fecais e as espécies Salmonelas sp

(NASCIMENTO et al., 2000).

2.6.5 Tratamento de Aguas Residuarias

Conforme descrito anteriormente, o processo de abate e industrializagdo de frangos
gera subprodutos que podem se constituir em potenciais poluentes ambientais, se mal
destinados ou processados incorretamente. Do processo de abate de 10.000 frangos/dia
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resultam cerca de 40.000m’ de 4gua com restos alimentares, contetdo intestinal
acidentalmente exposto, sangue, gordura, visceras ndo comestiveis, penas, carcacas €
partes de carcagas descartadas na inspecdo sanitaria, bactérias, além de inumeros outros
possiveis contaminantes (FERNANDES, 2000).

Esses residuos liquidos sdo ricos, especialmente em proteinas e lipideos (AMANTE
et al., 1999), os quais sdo os principais responsaveis pelas alteragdes dos parametros de
controle ambientais como pH, solidos totais, demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
demanda quimica de oxigénio (DQO), entre outros.

A Tabela 2.6 apresenta a composi¢ao tipica do efluente proveniente do processo
industrial de escaldagem e depenagem, da lavagem do frango, das visceras, dos

equipamentos, dos pisos e outros.

Tabela 2.6. Caracteristicas fisico-quimicas do efluente da Macedo Koerich S/A

Analises Limite maximo permitido
ELG1 |ELG2 ELG3 SLG3

pH 6,66 6,51 7,16 7,03 Entre 6 ¢ 9

DBO (mg/L) 1206 301,8 150,9 261,3 No maximo 60 mg/L

DQO (mg/L) 2232 1071 464,3 428,5 No maximo 72 mg/L

Oleos e graxas 163 17,4 ND ND Oleos minerais até 20 mg/L

(mg/L) Oleos vegetais e gorduras
animais até 30 mg/L

Surfactantes ND 0,8 1,1 ND 2,0 mg/L

(mg/L)

Nitrogénio total 174,8 139,8 473 137,6 10,0 mg/L

(mg/L)

Foésforo total 0,31 0,28 0,29 0,16 1,0 mg/L

(mg/L)

Observagdes: Os limites maximos permitidos sdo segundo Legislagdo Ambiental Basica do Estado
de Santa Catarina de maio de 1995,

Lei N° 5.795, Decreto N° 14.250, que dispoe de padroes de emissdo de efluentes liquidos no Art.
19°.

ND: nao detectado.

ELG (1, 2, 3): Estacao de Lagoa de Tratamento — SLG: Lagoa de estabilizagdo anaerobia.

Dados fornecidos pela Industria Macedo Koerich, 2001.

O elevado teor de lipideos (gordura) presente nesses efluentes, além de representar
uma perda industrial importante, interfere negativamente nos Sistemas de Tratamento de
Efluentes. Quando bioldgicos, dificultam a sedimentagao do lodo ¢ demandam maior

tempo de retencdo e aeragdo e quando fisico-quimicos, demanda maior quantidade de
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produtos floculantes com significativo aumento na geragcdo do lodo (LIE E MOLIN, 1991).
Neste contexto, processos alternativos que visam a recuperacdo ou diminuicdo da carga
organica de efluentes sdo de extremo interesse para a industria. A aplicagdo de um pré-
tratamento visando a hidrélise dos solidos soluveis, especialmente gorduras, pode melhorar
a digestao aerobia de efluentes gerados em industrias de processamento de aves e animais.

SAYED et al. (1988 a, b) investigaram o efeito de concentragdes elevadas de solidos
no tratamento anaerobio de efluentes da industria pecudria. Os resultados obtidos
mostraram que o fator que controla esse processo ¢ a liquefagdo dos coldides adsorvidos na
bactéria e o curso da hidrélise de sélidos soluveis no leito de biomassa. Além disso, os
autores concluiram que os lipideos representam uma fragcdo limitante no tratamento dos
solidos soluveis.

RAJAN et al. (1989) efetuaram um pré-tratamento em um residuo do lodo ativado
(RLA) contendo 1% de so6lidos insoluveis com 10 + 40 meq NaOH/L. A razdo de soluveis
para DQO total aumentou para 13 + 4,2%. O pré-tratamento desse mesmo efluente com 20
meq NaOH/L por 24h aumentou significativamente o teor de solidos volateis durante a
digestdo anaerobia e permitiu a reducdo no tempo de residéncia de 20 para 7,5 dias (RAY et
al., 1990). Resultados similares foram descritos por KNEZEVIC et al. (1995), LIN et al.
(1997).

KARLSSON (1990) testou véarios agentes quimicos (NaOH, Ca(OH), e HCI) na
hidrolise de efluentes de matadouros. As condi¢des experimentais e procedimentos nao
foram especificados, sendo avaliada apenas a eficiéncia dos tratamentos pelo decréscimo
nas fragdes de carboidratos, proteina e lipideos na fase do lodo. O pré-tratamento com soda
decresceu o teor de carboidrato na fase do lodo em 26%. Os pré-tratamentos com acido
cloridrico e soda reduziram a concentra¢do de proteinas em 40% e 73%, respectivamente.
Para lipideos, os pré-tratamentos 4cido e alcalino reduziram em 28% o teor de gordura na
fase lodo. Este experimento também revelou que a porcao lipideo do efluente ¢ a fracao
organica mais dificil de hidrolisar usando agentes quimicos na etapa de pré-tratamento.

Portanto, existe a necessidade de pesquisa nos tratamentos de hidrélise de efluentes
contendo elevados teores de gorduras, como aqueles encontrados nas industrias de
alimentos, para promover a reducao do tamanho de particulas e solubilizacdao dos solidos.

O processo alternativo de redugdo da carga de matéria organica e aceleracdo da
biodegradacao de 6leos de gorduras em compostos mais simples consiste em utilizar

lipases para promover a reagdo de hidrélise por via seqiiencial dos grupos acila no
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glicerideo (HARALDSSON, 1991). A aplicagdo desta técnica permite a reducao do tempo de
residéncia hidraulico e conseqiientemente do volume do reator, pois acelera a velocidade
de hidroélise de gorduras, além de evitar problema de colmatagdo e entupimento do leito de

lodo em reatores anaerdbios do tipo de fluxo ascendente.

2.7. LIPASES NO TRATAMENTO DE EFLUENTES COM ELEVADO TEOR DE LIPIDEOS

A aplicagdo de lipases na degradacdo bioldgica e remoc¢do de carga lipolitica de
efluentes industriais gerados em frigorificos e abatedouros, laticinios e industrias de
alimentos em geral, pode ser considerada como uma tecnologia altamente promissora no
contexto atual, devido a maior exigéncia legal que instituiu a cobranga da taxa de agua.
Portanto, a gestdo financeira das empresas deverd interpretar as novas tecnologias para
tratamento e reuso de efluentes como componente do custo final da produg¢do e nunca
posteriormente como encargo suplementar, ou seja, o tratamento enzimadtico tende a se
tornar parte integrante do processo produtivo (LEAL et al., 2002).

Exemplos de tratamentos de efluentes ricos em gorduras provenientes de industrias
diversas sdo listados na Tabela 2.7, empregando lipases isoladas ou complexo enzimatico
constituido por lipases e outras hidrolases (amilases e proteases).

DHARMSTHITI E KUHASUNTISUK (1998) estudaram a aplicacdo da lipase no
tratamento de efluentes obtidos em restaurantes. A lipase foi produzida pelo cultivo de
Pseudomonas aeruginosa isolada de uma amostra desse mesmo efluente em meio sintético
a base de 1% p/v de glicose como fonte de carbono. A enzima foi adicionada, no efluente
contendo 98 mg lipideos/ L, e incubada em agitador com agitagdo numa temperatura de
37°C. O teor de lipideos foi reduzido em 70% nas primeiras 24h, ndo sendo detectados
lipideos apds 48h. Num experimento conduzido sob as mesmas condi¢des, mas sem adi¢do
da enzima (controle), apenas 4% de redugdo do teor de lipideos foi observado apods 48
horas.

Um pré-tratamento enzimatico de efluente de matadouro foi feito com a enzima
lipase de origem animal (lipase pancredtica — PL 250) para avaliar a redu¢ao da DQO e do

tamanho de particulas de gordura (MASSE et al., 2001).
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Tabela 2.7. Aplicagdo de lipases no tratamento de efluentes contendo elevados teores de lipideos

Efluente Lipase e fonte Condicoes experimentais Resultados Referéncias
Restaurante Pseudomonas aeruginosa Teor de lipideos de 98mg/L, Degradag@o total de lipideos DHARMSTHITI E
hidrélise realizada em shaker a 37°C |(100%) foi alcangada em 48 horas KUHASUNTISUK, 1998
por 48h.
Matadouro Lipase pancreatica — PL250 | Teor de lipideos de 2,5 g/L, num Redugdo do tamanho das particulas MASSE et al., 2001
tempo de 4h. de lipideos.
Extragdo de 6leo de oliva | Penicillium P4 Tempo de incubagdo 20 dias, a 60 % de reducdo da DQO ROBLES et al, 2000

28°C.

Laticinios

Penicillium restrictum

Teor de lipideos de 1,3g/L.

Remogdo de DQO 4 vezes superior

ao controle

LEAL, 2000

Gorduras de origem

animal (boi, porco e

Lipase SP 398 (Novo
Nordisk)

Processo em regime de batelada,
agitagdo de 200 rpm, temperatura de

A hidrolise das gorduras animais

atingiu percentuais superiores a

GRoOsS, 1996

frango). 40°C, pH 7,2, tempo de 3h. 90%, para um tempo de reagao
compativel com os processos
industriais (80 minutos).
Avicolas Lipase de Candida rugosa e | Hidrolise de lipideos, a 40°C, O percentual de hidrélise alcangado | PEREIRA et al., 2002

pancreatica

agitacdo 200 rpm, pH 7,0, 4 h.

foi maior que 70%, dependendo da
preparacdo de lipase usada.
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O tamanho médio das particulas no efluente de matadouro contendo 2,5g/L. de
gordura foi consistentemente reduzido apds o pré-tratamento com PL250 por 4 horas. O
diametro inicial das particulas da gordura variou de 0,71 com 25 mg/L de PL250, a 0,32
com 250 mg/L de PL 250. Entretanto, ndo foi observada uma reducdo significativa da
DQO em decorréncia do pré-tratamento, o que indicou que a DQO pode nao ser um bom
indicador da eficiéncia da hidrolise enzimatica. Os autores atribuiram esse fato a adsorc¢ao/
dessor¢do da lipase na superficie das particulas de gordura.

Uma linhagem da espécie Penicillium P4, isolada do efluente gerado na extracdo de
azeite de oliva, foi usada na biodegradagdo desse mesmo efluente contendo 114,0 g/L de
DQO (ROBLES et al., 2000). Apos 20 dias de incubagao a 28°C, foi observada uma reducao
de 61% na DQO inicial do efluente. DE FELICE et al., 1997 descreveram um processo
altamente eficiente para a degradacdo de efluentes provenientes do processamento de
azeite de oliva contendo 146,0g/L de DQO e 16g/L de gorduras empregando células de
Yarrowia lipolytica. Apos 24 horas de cultivo, foi verificada uma redugdo no valor da
DQO de 80%, bem como obtido um meio fermentado rico em atividade lipolitica e
produzidos 22,5 g/L de biomassa celular (Single Cell Protein).

LEAL (2000) estudou a utilizagdo de hidrolases produzidas pelo fungo Penicillium
restrictum em efluentes ricos em gorduras provenientes da industria de produtos lacteos,
obtendo um aumento entre 1,3 a 4,2 vezes na remoc¢ao de DQO num tratamento anaerobio
de um efluente com 1,3 g/L de gordura.

Desta forma, pode-se afirmar que a enzima lipase tem uma grande potencialidade
para o tratamento de efluentes gordurosos tendo em vista a sua capacidade de hidrolisar as
gorduras presentes nestes efluentes.

Para viabilizar economicamente este tipo de tratamento, alguns pontos de natureza
técnica devem ser considerados. E necessario conhecer detalhadamente os processos
industriais responsaveis pela producdo dos efluentes (variagdes ao longo do dia, semana,
etc, os insumos empregados, regime de descarga dos efluentes, procedimento para a
limpeza das instalagdes, freqiiéncia e produtos utilizados para esse fim, entre outros),
enfim os parAmetros operacionais que influem na qualidade dos efluentes. E necessario
também fazer uso de preparagdes enzimaticas ativas e otimizar as condi¢cdes adequadas de

hidroélise (LEAL, 2000).
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2.8. LIPASES

2.8.1. Caracteristicas e Propriedades

As lipases (EC 3.1.1.3) catalisam ambas as reagdes: hidrolise e sintese de éster a
partir de glicerol e acidos graxos de cadeias longas (Figura 2.1). Essas rea¢des usualmente
sdo processadas com alta regio e/ou enantiosseletividade, tornando as lipases um
importante grupo de biocatalisadores no setor 6leoquimico. As razdes para o enorme
potencial das lipases incluem fatos relacionados com: 1) ndo requererem a presenca de co-

fatores e 2) possuirem uma larga especificidade pelo substrato (JAEGER E REETZ, 1998).

T 9 ! 0
11
H-C—O—C—R _ H-C—O—H + R4—C—OH
0 + 2H—O—H lipase | 0
H-C—O0—C—R; H'?—O—C—R1 0
H-C—0—C—Ry agua H-C—0—H + R;—C—OH
H H

Triacil glicerol
(6leo ou gordura)

Figura 2.1. A agdo catalitica de lipases. Um triglicerideo pode ser hidrolisado para formar
glicerol e dacidos graxos, ou a reagdo reversa (sintese) glicerol e dcidos graxos podem reagir para
formar o triglicerideo (JAEGER E REETZ, 1998).

Um grande numero de lipases tem sido produzido comercialmente, sendo a maioria
de origem de fungos e bactérias. Uma publicagdo recente sobre a disponibilidade comercial
de lipases triacilglicerois listou enzimas de 34 diferentes fontes, incluindo 18 a partir de
fungos e 7 de bactérias (JAEGER E REETZ, 1998); a Tabela 2.8, apresenta as lipases que
parecem ser as mais usadas em biotecnologia. Nota-se que existe uma confusio
consideravel sobre a origem de algumas lipases em particular, resultando em mudangas nos
nomes sistematicos de cepas fungicas e bacterianas que produzem estas enzimas: Candida
rugosa era formalmente denominada de Candida cylindracea; Thermomyces lanuginosus
era denominada de Humicola lanuginosa; Pseudomonas glumae € Pseudomonas cepacia
foram renomeadas como Burkholderia glumae ¢ Burkholderia cepacia, respectivamente.
Além disso, a lipase B. glumae ¢ idéntica a Chromobacterium viscosum. O interesse

crescente em lipases pode ser constatado pelo aumento no nimero de excelentes
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monografias e artigos de revisao cobrindo aspectos referentes a biologia molecular,
propriedades bioquimicas e em particular, as aplicacdes biotecnoldgicas destas enzimas
(CASTRO E ANDERSON, 1995; BALCAO et al., 1996; GANDHI, 1997; YAHYA et al., 1998).
Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular entre 20 a 75 kDa e
serem ativas na faixa de pH 4 a 9. Sdo usualmente estaveis em solu¢des aquosas neutras a
temperatura ambiente sendo que, a maioria apresenta uma atividade 6tima na faixa de
temperatura entre 30 a 40°C. Contudo, sua termoestabilidade varia consideravelmente em
funcdo de sua origem, sendo as microbianas as que possuem maior estabilidade térmica

(MACRAE E HAMMOND, 1985).

Tabela 2.8. Exemplos de lipases disponiveis comercialmente

Organismo produtor Aplicac¢do principal | Firmas que comercializam

Candida rugosa Sintese organica Amano, Biocatalysts, Fluka,
Genzyme, Sigma

Candida antarctica A/B Novozymes, Boehringer Mannheim

Chromobacterium viscosum Asahi, Biocatalysts

Burkholderia cepacia Boehringer Mannheim, Fluka,
Amano.

Rhizomucor mieihei Processamento de | Biocatalysts, Amano, Novozymes.

alimentos
Thermomyces  lanuginosus Aditivo Novozymes, Boehringer Mannheim
(Lipolase™) para detergentes

Pseudomonas  alcaligenes Genencor
Pseudomonas mendocina

2.8.2. Reacoes Catalisadas pelas Lipases

As lipases catalisam uma série de diferentes reagdes. De fato, embora sua fungao
natural seja a quebra das ligacoes de éster de triacilglicerdis com o consumo de moléculas
de agua (hidrolise), as lipases sdo também capazes de catalisar a reacdo reversa sob
condi¢des microaquosas, como por exemplo, a formacgdo de ligagdes éster a partir de alcool
e acido carboxilico (sintese de éster). Estes dois processos basicos podem ser combinados
numa seqiiéncia ldgica para resultar em reagdes de interesterificagdo (acidolise, alcoolise e
transesterificacao), dependendo dos reagentes de partida empregados (Figura 2.2, BALCAO
et al., 1996; VULFSON, 1994).
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Figura 2.2. Representa¢do esquematica das reagoes catalisadas por lipases (BALCAO et al., 1996;
VULFSON, 1994).
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2.8.3. Especificidade e Regiosseletividade

Quatro classes de especificidade podem ser definidas. A primeira refere-se a classe
de lipideos. A enzima pode ser especifica em relagdo ao tipo de éster, como por exemplo,
tri-, di- ou monoglicerideos, éster de glicerol, metiléster, entre outros.

A segunda ¢ a regioespecificidade que promove a seletividade da enzima pela
posicao da ligagdo éster numa molécula, e classifica as lipases em dois grandes grupos
(MACRAE, 1983). Lipases ndo especificas: catalisam a hidrolise completa do triglicerideo
em acidos graxos e glicerol, apresentando mono e diglicerideos como intermediérios,
atuando de modo aleatorio. As lipases de Candida rugosa, Propioniobacterium acnes,
Staphylococus aureus e Pseudomonas fluorescens pertencem a esse grupo. Entre essas, a
lipase de Candida rugosa é a priori uma das mais atraentes preparagdes disponiveis
comercialmente para efetuar uma completa hidrélise de triglicerideos devido sua
habilidade para liberar todos os tipos de cadeias do grupo acila, independente de sua
posi¢do no triglicerideo.

Na presenca de lipases 1,3 especificas, os triglicerideos sdo hidrolisados nas
ligacdes dos C; e Cs do glicerol produzindo acidos graxos, 2 monoglicerideos e 1,2 ou 2,3
diglicerideos, ambos quimicamente instaveis, ocorrendo migracdo do grupo acil para
produzir 1,3 diglicerideos e 1 ou 3 monoglicerideos. Pertencem a este grupo as lipases
Aspergillus niger, Mucor miehei, Rhizopus delemar, entre outras. Esta habilidade de
produzir novos tipos de misturas de triglicerideos, utilizando lipases regiosseletivas, ¢ uma
das caracteristicas mais interessantes da lipase para sua aplicagdo no setor industrial.
Lipases com especificidade 1,3 sdo particularmente uteis para alcodlise de oleo de figado
de bacalhau (Zuyl E WARD, 1993) e acidolise de 6leo de sardinha (ADACHI ef al., 1993). A
especificidade das lipases pode ser explorada para produzir misturas especificas dos
triglicerideos como, por exemplo, na producao de substitutos da manteiga de cacau a partir
de 6leos vegetais de menor valor comercial (CHANG et al., 1994).

O terceiro tipo ¢ a especificidade em relagdo ao residuo de acido graxo, na qual a
lipase ¢ especifica ao comprimento da cadeia ou a presenca da dupla ligagdo na cadeia do
residuo de acido graxo (JENSEN et al., 1990). Este tipo de especificidade ndo é comum
entre as lipases e o exemplo mais estudado até hoje € a lipase de Geotrichum candidum
usada na alcoodlise de oleos selecionados para produtos especificos.

Finalmente merece referéncia a estereoespecificidade, ou seja, a propriedade que

algumas lipases possuem em discriminar os enantioméros de uma mistura racémica. A
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especificidade estrutural ou regiosseletividade ¢ decorrente da orientacdo imposta pelas
dimensdes e pela estrutura do centro ativo a ligagcdo do substrato. Estas restri¢gdes levam a
distingdo e a transformacdo seletiva de fungdes quimicamente similares na mesma
molécula. Um exemplo de aplicagdo ¢ a separagdo do R-isdbmero do aspartame de gosto
doce enquanto o S-isomero tem gosto amargo. A enantioespecificidade das lipases pode

mudar com o substrato (CASTRO E ANDERSON, 1995).

2.8.4. Aplicacoes Potenciais das Lipases

A versatilidade das lipases tem sido explorada tanto para substituir processos
existentes ou para produzir uma série de produtos originalmente considerados como
praticamente inviaveis de serem obtidos por via quimica convencional. Esta habilidade
catalitica proporciona a estas enzimas uma aplicagdo de fronteiras. Elas podem ser
empregadas tanto em meio aquoso como organico na producdo de fairmacos, cosméticos,
detergentes, alimentos, perfumaria, diagndsticos médicos, sintese de compostos
opticamente ativos, produ¢do de aromas e fragrincias, modificagdes de gorduras e
tratamento de couros, conforme ilustrado na Tabela 2.9.

A reagdo tipica catalisada pelas lipases em meio aquoso ¢ a hidrdlise de éster. Esta
conversao enzimatica tem sido usada, por exemplo, na sintese de triglicerideos de cadeia
média, a partir da hidrdlise de 6leos vegetais. Lipases podem ser também empregadas
como biossensores para a deteccdo de triacilglicerdis na industria oleoquimica, na
tecnologia de alimentos e em analises clinicas (PANDEY et al., 1999). Na industria de
couro, lipases podem ser empregadas em conjunto com outras hidrolases para a remog¢ao
de gordura subcutinea e pelos (PANDEY ef al., 1999). Na industria de polpa e papel,
triglicerideos e ceras contidas na madeira, que dificultam o processo de producdo de papel
podem ser removidos por meio do emprego de lipases.

Em meio organico, as lipases catalisam a transferéncia de grupos acila de
compostos doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores diferentes da dgua. A
industria de cosméticos e de perfumes pode empregar lipases para a produgdo de aromas e
de surfactantes, ou de emolientes usados em cremes para a pele e cremes bronzeadores
(SAXENA et al., 1999). A utilizacao de lipases em meio organico nao serd abordada nessa
revisdo. Revisdes amplas sobre este especifico tema podem ser encontradas nos trabalhos

publicados por CASTRO E ANDERSON, 1995; YAHYA et al., 1998; GANDHI, 1997.
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Tabela 2.9. Aplicagoes potenciais das lipases

Aplicac¢io

Comentarios

Referéncia

Meio aquoso

- Hidrolise de triacilglicer6is

Métodos convencionais empregam temperatura e pressdo elevadas para obtengdo de acidos graxos como emulsificantes. O processo
enzimatico ndo somente reduz os requerimentos energéticos como também previne a decomposicio de alguns acidos.

GANDH]I, 1997.

- Maturagdo e fermentacdo

Responsavel pelo aroma distinto de produtos, como por exemplo, os obtidos na hidrolise seletiva de lipideos do leite durante a
manufatura de queijos. Hidrolise enzimatica da gordura do leite tem sido também usada na industria de laticinios para produzir
substitutos da manteiga de cacau, aromas de queijo e outros aditivos usados na manufatura de cereais, balas, aperitivos e bolos.

BALCAO E MALCATA,
1998.

- Controle enzimatico do “pitch”

Problemas com “pitch” sdo comuns em fabricas de papel. Os motivos sdo os extrativos que estdo presentes na remogao mecanica de
celulose assim que ela entra na maquina de papel. Globulos de “pitch” tendem a perfurar os equipamentos em diversas partes tais
como as caixas de valvulas, filtros e cilindros. As partes perfuradas podem resultar em buracos no papel, que tera entdo de ser
reciclado ou terd uma qualidade inferior. Na pior das hipdteses, o rolo de papel pode se romper causando dispendiosas paradas na
producdo. Lipase tem demonstrado ser capaz de reduzir significativamente os depoésitos de pitch sobre os cilindros e outros
equipamentos.

NOVO NORDISK,
1995.

- Curtumes

Couros crus ¢ peles contém proteinas ¢ gorduras entre as fibras de colageno. Antes dos couros e peles serem curtidos, estas
substancias devem ser parcialmente ou totalmente removidas. O uso de lipases para dissolver e remover a gordura (desengraxe) esta
em fase de desenvolvimento como alternativa aos tensoativos solventes. As lipases hidrolisam ndo apenas a gordura de superficie dos
couros crus e peles, mas também a gordura interna da estrutura do couro. O processo baseado em lipases é também muito mais
aceitavel do ponto de vista ambiental em compara¢do com os métodos tradicionais.

GANDHI, 1997.

- Tratamento de efluentes

Usada no tratamento de efluentes de industrias alimenticias. Exemplo tipico ¢ o tratamento de efluentes ricos em gorduras
provenientes da industria de sorvete. Lipase tem sido usada juntamente com outras enzimas (coquetel microbiano) designado como
Combize-Biocatalyst na Windsor Creameriers, com desempenho bastante satisfatorio.

GILBERT et al., 1993

- Formulagdo de detergentes

Usada geralmente em combinagdo com outras enzimas (proteases e celulases) ¢ responsavel pela remocdo de manchas de gordura
tais como batom, frituras, manteiga, azeite, molhos e as dificeis manchas em colarinhos e punhos. Lipolase (Humicola lanuginosa
lipase-Novo Nordisk) ¢ empregada na formulagdo de um grande numero de marcas importantes de detergentes em todo mundo, ha
mais de dez anos. Uma Lipolase de segunda geracdo denominada LIPOLASE ULTRA, com melhor desempenho de lavagem foi
langada em 1994.

NOVO NORDISK,
1995.

Meio Orgéanico

- Sintese de ésteres

Usado para produzir ésteres como uma alternativa para sintese quimica. Além de serem utilizados na produgdo de esséncias e
fragrancias, os ésteres também sdo usados como surfactantes em produtos cosméticos, tais como umectantes ¢ xampus. No caso
destes produtos finais, a pureza ¢ de vital importancia. A especificidade da reacdo enzimatica da lipase produz ésteres com
praticamente nenhum subproduto ndo desejado.

VULFSON, 1994.

- Modificag@o da composicédo
trigliceridica de 6leos e gorduras

Usado predominantemente para valorizar 6leos de baixo custo, pela substituicdo regiosseletiva de residuos de acidos graxos em meio
aquoso, visando a obteng@o de equivalentes de manteiga de cacau. Estudos estdo sendo realizados, principalmente, com a fracéo
intermedidria do 6leo de palma e com gorduras de frutos exdticos da India (sal, mahua, Kakum) e do Brasil (piqui, dend€, babagu).

FACIOLLI E GONCALVES,
1998

- Especialidades quimicas/
separagdo enantiosseletivas

Explora as propriedades de esterosseletividade de muitas lipases em meio aquoso ou organico para obter compostos oticamente
puros. Exemplos incluem: antiinflamatérios (Naproxen, Isobufurin), B-bloqueadores (propanolol).

JESUS et al.,1997.
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2.8.5. Hidroélise de Oleos e Gorduras por Lipases

O procedimento usual de hidrolise ¢ realizado em reatores agitados, contendo
gordura na fase liquida e solugdo aquosa da enzima. A duracdo global do processo ¢ de
aproximadamente 72h, sendo alcancadas taxas de conversdo variando entre 90-95% e
concentragdes finais de glicerol na fase aquosa entre 10-20%. Este grau de hidrolise, s6 ¢
aceitavel para utilizacdo dos 4cidos graxos na manufatura de sabdes, tendo em vista que,
para esse tipo particular de produto, baixos teores de glicerideos sdo tolerados (BRADY et
al., 1986). A empresa japonesa Miyoshi Oil and Fat Co adota esse processo em escala
industrial para producao de sabao, utilizando lipase microbiana de Candida rugosa.

Do ponto de vista comercial, a reacdo de hidrélise de gordura catalisada por lipase,
¢ aparentemente menos econdmica que a técnica convencional. Entretanto, considerando a
possibilidade da obtengdo de produtos especificos de alto valor agregado, como por
exemplo, acidos graxos polinsaturados do tipo dmega-3 ¢ dmega-6, a partir da hidrolise de
0leos marinhos por lipases ndo especificas, este tipo de processo pode tornar-se viavel
economicamente. Os mais importantes acidos, contidos nos 6leos marinhos, sdo os 4cidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), que apresentam aplicagdes
terapéuticas no tratamento de enfermidades inflamatorias auto-imunes e doengas
cardiovasculares, e ndo podem ser obtidos por métodos convencionais de aquecimento,
sem sofrer uma decomposicdo substancial. Da mesma forma, o &cido y-linoléico, um
importante produto nutricional encontrado em sementes oleaginosas, pode ser obtido pela
hidrélise catalisada por lipases sob condigdes moderadas de temperatura (SYED
RAHMATULLAH ef al., 1994 a,b).

A hidrolise seletiva da gordura do leite ¢ um outro exemplo de aplicagdo potencial
de lipases. Segundo BALCAO E MALCATA (1998) o declinio do consumo per capita de
gordura de leite em diversos paises e a demanda por leite e derivados com menor teor de
gordura tem aumentado a necessidade e o interesse do setor industrial em encontrar
alternativas para o uso desta gordura. Neste caso, a lipase ¢ responsavel pela formacao do
aroma distinto no preparo de queijos do tipo Cheddar e para produzir substitutos de
manteiga, aroma de queijo e outros aditivos usados na manufatura de cereais, balas,
aperitivos e bolos.

A hidroélise de 6leos vegetais tem sido também amplamente investigada. BILYK et

al. (1991) estudaram a hidrélise de diferentes Oleos vegetais e animais por lipases de
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Candida rugosa, de Rhizomucor michei, ¢ de pancreas suino, em sistemas contendo
hexano como solvente. O sistema adotado permitiu a recuperagdo da enzima por filtracdo e
sua reutilizagdo no processo hidrolitico, ndo sendo verificado perda significativa de
atividade nos reciclos consecutivos.

FU et al. (1995) estudaram a hidrélise do oleo de oliva, 6leo de soja, 6leo de palma,
6leo de coco e 6leos hidrogenados com lipase de Aspergillus sp. A lipase tinha alta
atividade especifica (60000 U/g) e ndo mostrava especificidade por posi¢cao dos éacidos
graxos. A lipase provou ser mais efetiva na catalise que a Lipolase de Aspergillus oryzae,
com oOtima atividade a 37°C e pH 6,5 a 7,0. A enzima foi ativada por ions calcio, mas
inativada por solventes organicos como o isopropanol e propanona.

GHOSH E BHATTACHARYYA (1995) estudaram a hidrélise enzimdtica de oleos
comerciais de alta acidez como de coco, soja, mostarda, girassol e arroz com a intengao de
produzir acidos graxos. Acilglicerois neutros de 6leos de alta acidez foram hidrolisados por
lipase de Candida rugosa quase completamente num periodo maximo de 48h. O 6leo de
coco (com acidez inicial de 69,2% em acido laurico) foi hidrolisado numa temperatura de
35°C por 48 h, atingindo acidez final de 80%.

A hidrélise do o6leo de soja com diferentes lipases foi estudada por PARK et al.
(1988) tendo como principal objetivo a comparagdo das atividades dessas enzimas em
sistemas isolados e combinados. Apds 10h de reacdo, foi verificado que os sistemas
combinados de lipases microbianas, tais como Penicillium sp e Rhizopus niveous ou
Penicillium sp e Rhizopus delemar forneceram rendimentos mais elevados (98,0 ¢ 99,5%
de hidrolise) que os obtidos em sistemas contendo apenas uma lipase (7,2 e 44,4% de

hidrolise).

2.8.6. Fatores que interferem no Processo de Hidrdlise

A hidrdlise de ésteres de triglicerideos ocorre por clivagem seqiiencial dos grupos
acila no glicerideo, de tal forma, que num dado momento, a mistura reacional contem nao
somente triglicerideo, agua, glicerol e 4cidos graxos, como também diacilglicerdis e
monoacilglicerdis (HARALDSSON, 1991), conforme mostrado na Figura 2.3. Todas essas

reagcdes sao reversiveis.
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Figura 2.3. Reagoes envolvidas na hidrdlise de oleos e gorduras por lipases (HARALDSSON, 1991).

As lipases requerem uma ativacao interfacial para sua total atividade catalitica,
mecanismo este, originalmente estabelecido por SARDA E DESNUELLE (1958). A interface ¢
considerada como uma superficie imaginaria que separa duas fases fisicamente distintas, a
qual corresponde em nivel molecular a um grupo de duas camadas adjacentes de moléculas
ordenadas: uma de natureza mais hidrofobica e outra mais hidrofilica.

Viarias hipoteses tém sido propostas para explicar a ativagdo nas interfaces,
incluindo: 1) uma mudanga conformacional induzida interfacialmente gerando uma enzima
mais ativa (isso € explicado pelo fato de que nos sitios ativos de adsor¢do na interface, a
lipase assume uma nova conformagdo espacial); ii) uma maior concentragao do substrato
local; iii) uma orientagdo mais favoravel do substrato; iv) um menor grau de hidratagdo do
substrato, tendo em vista que a hidratacdo das moléculas de lipideos representa uma
protecdo as ligacdes éster.

O requerimento de uma interface (independente de sua natureza) ¢ critico, mesmo
em presenc¢a de solventes hidrofébicos existe uma pequena quantidade de agua ao redor da
estrutura da enzima e essa camada de hidratacdo no sitio ativo fornece a interface
necessaria local para a ativagio da lipase. E importante ressaltar que, a atividade catalitica

das lipases ¢ sensivelmente reduzida na auséncia de uma interface, o que ¢ evidenciado

34



pela baixa conversao na hidrolise de ésteres soluveis em agua por elas catalisadas.

Portanto, uma das principais dificuldades na compreensdo do mecanismo da
lipolise ¢ devido ao fato da atividade das lipases depender fortemente de como os
substratos lipofilicos s3o apresentados a enzima, isto €, das propriedades fisicas da emulsdo
que ¢ necessario estabelecer (BROCKMAN, 1984).

Geralmente, a rea¢do de hidrolise de triglicerideos, € a reagdo padrdo comumente
usada na determinac¢do da atividade lipolitica por meio da quantificagdo dos acidos graxos
livres liberados. Os métodos mais usados para monitorar esta reagdo so a titulagdo (PELED
E KRENZ, 1981) e a colorimetria com sais de cobre (LOWRY E TINSLEY, 1976). Esta tltima
metodologia pode também ser usada com sistemas micelares, embora uma especial atengao
deva ser dada ao efeito do tensoativo (caso do AOT) no estabelecimento das curvas de
calibracdo (ROCHA E GARCIA, 1992).

Quando ndo ¢ utilizado um agente tensoativo, a determinacao da atividade lipolitica
¢ muito demorada. O uso de substratos soltiveis em agua, tais como o p-nitrofenil palmitato
(pNPP), cuja hidrolise ¢ rapida e pode ser acompanhada espectrofotometricamente, nao ¢&,
contudo, o mais adequado para a determinacdo da verdadeira atividade da lipase, porque
eles também sdo hidrolisados pelas esterases (ERDMANN et al., 1990). Tendo em conta esta
limitagdao, o método mais usado para determinar a atividade das lipases ¢ o que envolve a
titulacdo dos 4cidos graxos livres liberados a partir de um triglicerideo (em geral, a
trioleina), produzido numa emulsdo estabilizada com um agente tensoativo.

Desta forma, o processo de hidrélise enzimatica necessita de dois requisitos para a
operagdo: a formacao de uma interface lipideo/agua e a absor¢do da enzima nesta interface.
Assim, quanto maior a interface, maior sera a quantidade de enzima adsorvida, acarretando
velocidades de hidrolise mais elevadas.

Diferentes parametros podem influenciar o desempenho da hidrolise de oleos e
gorduras e, conseqiientemente diversas técnicas tém sido utilizadas para aumentar a taxa de
hidrolise de Oleos e gorduras usando lipases como catalisadores. Alguns aspectos
estudados sdo (BUHLER E WANDREY, 1987):

= Relagdo fase aquosa/ fase oleosa,

= Eventual acdo inibitdria dos produtos formados,

= Efeito do ion calcio nas velocidades de reagao,

= Influéncia do tipo de agente emulsificante na cinética do processo,

= Efeito da agita¢do na velocidade de reacao.
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A concentracdo inicial de reagentes determina a extensdo de uma reagdo. Com
relacdo a dependéncia da velocidade de hidrolise na quantidade de dgua os resultados
descritos por ROONEY E WEATHERLEY (2001) indicam que o equilibrio da conversdo de
emulsdes de 6leo: agua nas proporgdes de 3:1 e 8:1 foram 90 e 72%, respectivamente.
Portanto, quanto menor a razao 6leo: agua, maior sera a extensao da hidrolise. Uma outra
forma de aumentar o grau de hidrdlise ¢ a remocdao do glicerol formado no processo
(ROONEY E WEATHERLEY, 2001).

Com relagdo a influéncia dos ions cdlcio, nos trabalhos pioneiros, BENZONANA E
DESNUELLE (1958), relativos a hidrélise enzimatica de 6leos, estudaram o efeito de ions
sobre a velocidade de reacdo. Em pesquisas mais recentes (JAEGER et al., 1998) alguns
aspectos importantes sobre esse tema foram elucidados, comprovando a importancia do
papel de ions como o calcio sobre a atuagdo no centro catalitico de alguns tipos de lipases
(WANG et al., 1988). O ion célcio pode estimular a catdlise hidrolitica por lipases pelos
seguintes mecanismos: 1) pela ativagdo da lipase por meio da alteragdo da conformacao da
enzima; i1) pelo aumento da adsor¢do da lipase na interface 6leo/ agua, iii) pela remocao de
acidos graxos da interface 6leo/ dgua de tal forma que a lipase pode agir em outras
moléculas de agua. Entretanto, dados descritos na literatura sdo contraditorios. Enquanto
alguns trabalhos descrevem o ion céalcio como agente estimulante outros relatam sua acao
inibitdria. Essa inconsisténcia pode resultar das diferentes condicdes testadas como pH e
teor de calcio, principalmente quando goma arabica ¢ usada como agente tensoativo (calcio
¢ um possivel contaminante de algumas preparagdes comerciais de goma arabica). Para
concentragdes de ions calcio entre 0 e SmM, o efeito estimulante do ion calcio foi mais
significativo para reagdes conduzidas em pH 7 quando comparadas com reagdes realizadas
em pH 5 (WANG et al., 1988).

Quanto ao efeito dos emulsificantes nas lipases deve se ter em conta que a atividade
da lipase varia tanto em fun¢do do tipo de tensoativo, como da sua concentracao
(MOZAFFAR et al., 1994). Entre os tensoativos, a goma arabica e o Triton X-100 sdo os
emulsificantes mais usados nas analises da acdo lipolitica sobre triglicerideos (GRAY et al.,
1990; RoCHA, 2000). Os tensoativos i6nicos nao sdo convenientes porque podem deslocar
o equilibrio i6nico. Entre os tensoativos nao idnicos, alguns deles como ¢ o caso do
"Tween" e do "Span", também nao sdo adequados a determinacdo de atividades lipolitica
porque, em virtude de possuirem ligagdes éster nas suas moléculas, podem sofrer ataque

por parte da lipase.
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Desta forma, as atividades enzimaticas s6 sdo comparaveis quando se usa 0 mesmo
tensoativo, na mesma concentragdo, em todos os ensaios (ROCHA, 2000). O efeito (ativacao
ou inibicdo) dos tensoativos sobre a atividade hidrolitica das lipases ¢ particularmente
importante na industria dos detergentes, onde as lipases s3o usadas para facilitar a remogao
de gorduras, principalmente em baixas temperaturas (XIA et al., 1996).

O uso de solventes no meio reacional também tem sido descrito como um fator
responsdvel no aumento das taxas de hidrolise dos triacilglicerois. MUKATAKA et al.
(1985) testaram diferentes solventes no processo de hidrolise de 6leos em sistema
emulsificados, verificando que o isoctano foi o mais adequado.

WANG et al. (1988) analisaram a hidrélise do dleo de oliva catalisada pela lipase de
Candida rugosa em um sistema emulsificado apenas por agitagdo mecanica, tendo sido
verificado taxas de hidrélise similares nos sistemas reacionais na presenca e auséncia de
emulsificante.

O tipo de triglicerideo também pode interferir na atividade de uma preparacao de
lipase, de acordo com sua especificidade e definido por JENSEN ef al,, 1983, como uma
diferenga comparativa nas taxas de catdlises de certas reagdes. Por exemplo, se um
substrato contém trés diferentes acidos graxos A, B e C, eles podem ser hidrolisados em
trés diferentes taxas. O monitoramento da taxa de desaparecimento de A, B e C, permite
determinar a taxa aparente de A, B e C, tendo como vantagem verificar a habilidade da
enzima em discriminar entre os diferentes acidos graxos. Se A ¢ hidrolisado mais rapido do
que B, e B ¢ hidrolisado mais rapido do que C, entdo o produto da reacdo de hidrolise sera
uma mistura de fracdo de acidos graxos, contendo principalmente A e B, uma quantidade
minima de C e uma fracdo de glicerideos enriquecido em C. Um destes acidos pode ser
separado em duas fragdes com o objetivo de produzir o 4cido graxo C, quando este for de
interesse.

Na Tabela 2.10 apresenta-se a composi¢ao em acidos graxos de diferentes 6leos e
gorduras. Observa-se que, a gordura de frango possui uma composi¢do em acidos graxos
similar a encontrada no azeite de oliva, possibilitando a utilizagdo desse material como
substrato referencial nas hidrdlises de lipideos presentes no efluente proveniente de

industria avicolas.
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Tabela 2.10. Composigdo de acidos graxos em diferentes oleos e gorduras

Acido Graxo Oleo Vegetal Gordura animal
Oliva | Soja | Babacu | Mamona | Palma | Arroz| Boi | Porco | Frango*
Octanoico 0 0 3,5 0 0 0 0 0 0
Decandico 0 0 4,5 0 0 0 0 0 0
Laurico 0 0 44,7 0 0,1 0 0 0 0
Miristico 0 0,1 17,5 0 1,2 0 3,7 3,1 0
Palmitico 16,9 | 10,5 9,7 1,2 46,8 17,5 | 25,1 | 29,1 25,2
Estearico 2,7 32 3,1 1,0 3,8 1,3 | 22,7 | 18,9 5,9
Oléico 61,9 | 223 15,2 3,3 37,6 39,9 | 39,8 44 40,5
Linoléico 14,8 | 54,5 1,8 3,6 10,0 39,1 2,6 0,3 18,4
Linolénico 0,6 8,3 0 0,2 0 0,3 0 0 0,7
Ricinoleico 0 0 0 89,2 0 0 0 0 0
Dihidroestearico| 0 0 0 1,4 0 0 0 0 0
Eicosenoico 0,4 0,2 0 0,3 0,5 1,8 1,4 0 0,5

*Fonte: LEE E FOGLIA, 2000.

2.8.7. Cinética Enzimatica das Reacées Lipoliticas

Em termos cinéticos, SARDA E DESNUELLE (1958) definiram lipases como
carboxilesterases que especificamente hidrolisam triacilgliceréis, baseado no fendmeno de
“ativacao interfacial”. Esta caracteristica ndo ¢é verificada entre as enzimas classificadas
como esterases, que agem somente nas moléculas de ésteres carboxilicos soluveis em agua.
O fenomeno “ativacdo interfacial” relaciona o aumento da atividade da lipase em fungao
de substratos insoluveis que formam uma emulsao. Lipases, diferentemente das esterases,
sdao entdo definidas como carboxilesterases que atuam em substratos emulsificados. Esta
caracteristica foi usada por um longo tempo para distinguir as lipases de esterases.

Uma mudanga conceitual foi proposta, entretanto, relacionando o significado da
“ativacdo interfacial” com uma mudanga conformacional hipotética, que ocorre em fungao
da adsorcao interfacial (GAN et al., 2000). Algumas vezes, a ativacao interfacial tem sido,
erroneamente, relacionada como causa do aumento da atividade catalitica de uma enzima

no substrato triacilglicerol na presenca de um agente tensoativo.
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Os resultados de pesquisas recentes sobre lipases, todavia t€ém mostrado que ¢

necessario ter prudéncia na extrapolacdo de algumas caracteristicas cinéticas e estruturas

observadas para todas as lipases em geral. A atividade catalitica de muitas enzimas

lipoliticas medida em ésteres carboxilicos, os quais sdo parcialmente soltiveis em agua,

apresenta diferentes perfis cinéticos, conforme pode ser observado na Figura 2.4.
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Figura 2.4. Perfis de curvas cinéticas de lipases (MALCATA, 1995).

39




Apesar da descrigdo teodrica desse processo ter sido desenvolvido ha mais de quatro
décadas (SARDA E DESNUELLE, 1958), este ainda permanece incompleto (GAN et al., 2000).
No entanto, varios mecanismos cinéticos de adsor¢ao e catdlise da lipase em sistema de
emulsdo heterogéneo 6leo/ agua tém sido propostos, relacionando a atividade da lipase
tanto em medidas interfaciais qualitativa (area interfacial por unidade de volume) como
quantitativa (caracteristicas fisico-quimicas da interface).

O modelo cinético mais simples ¢ baseado no cldssico mecanismo de Michaelis-
Menten aplicado a sistemas emulsificados dleo/agua (GAN et al., 2000; MALCATA et al.,

1990). As etapas cinéticas podem ser representadas esquematicamente como:

Kk

E+S < ES*=s E+P
k.

Em que:
E representa a enzima,

S o substrato (triglicerideo),

ES o complexo enzima glicerideo,

P os produtos (&cidos graxos e glicerol), e

ki, k1, Keat sdo as constantes das velocidades de reagao.

A velocidade de formagao de produto por unidade de volume do fluido reagente r,

pode ser representada em termos deste mecanismo, como:

w= (8] Vmax

Km+([S]

kcat[E]total = Vmax

Koe [E]LS] _ k-1+keat
[ES] ki

em que: Viax € a taxa observada quando a lipase € saturada com o substrato (mM/g.min) e
K € a constante de Michaelis-Menten, definida como indicacdo da afinidade da enzima

pelo substrato (mM).
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A atribui¢do de um valor numérico para K, para um substrato emulsificado ¢
sujeito, entretanto, a questionamentos de seu significado fisico. Por meio de certos
parametros fisicos da emulsdo, tais como o tamanho da gota de emulsdo, verifica a forte
influéncia no valor de K;,, BENZONANA E DESNUELLE (1958) compararam as taxas de
lipolise de emulsdes mais densas e menos densas e verificaram que as constantes de
Michaelis-Menten diferem e ndo se relacionam com as propor¢des massa/volume do
substrato. No entanto, quando a concentracdo do substrato foi expressa em area/volume, as
curvas de Lineweaver-Burk para as diferentes emulsdes do mesmo substrato coincidiram, e
um simples valor de K, foi obtido independente do grau de dispersdo do substrato.

A importancia da determinacdo de um K,, interfacial tendo como dimensdes area/
volume ao invés de massa/volume foi, por outro lado, questionada por GAN et al. (2000),
argumentando que a orientacdo da molécula éster na interface 6leo/agua e a especificidade
da enzima para o substrato sdo os fatores principais na determinagdo da velocidade de
hidrdlise. Isto torna claro para ambos os argumentos que o valor interfacial de K;, ndo tem
significado se a interface lipideo/dgua comportar-se como uma superficie ndo especifica.
Essa situacdo ¢ muito mais complexa se for considerado que a quantidade de enzima
lipolitica absorvida varia com as diferentes interfaces lipideo/agua.

NURRY et al. (1987) investigaram a dependéncia do tempo na tensdo interfacial
0leo/ 4gua durante a hidrdlise enzimatica utilizando o método gota de 6leo e Teflon-
Plunger. Pelo significado destas técnicas qualitativas, valiosas informag¢des foram obtidas
sobre a influéncia na densidade do substrato na adsor¢do da lipase, na catalise ¢ na
estereosseletividade.

MUKATAKA et al. (1985) propuseram um modelo cinético para reagdes lipoliticas
em um sistema de duas fases considerando os valores da area interfacial e a fracao da fase
lipidea. WANG et al. (1988) estudaram a cinética da hidrolise de dleo pela lipase de
Candida rugosa, usando uma célula de Lewis que fornece uma area interfacial constante.

Complicagdes adicionais ocorrem a partir da mudanga dindmica da area interfacial
e durante o curso da reacdo lipolitica, devido, por exemplo, a formagao de acidos graxos.
Conseqiientemente, as caracteristicas fisico-quimicas do sistema emulsificado variam em
fun¢do do tempo resultando numa mudanca da disponibilidade da interface pela enzima e
os novos substratos. Devido a estas complexidades mencionadas, a verdadeira cinética da
lipase num sistema bifasico dindmico ainda ndo estd completamente entendida.

Mesmo com as limitagdes apontadas e considerando que o meio reacional ¢
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heterogéneo, e que em alguns casos a interface dgua lipideo pode impedir que as cinéticas
de reagdes lipoliticas sejam descritas pelas equagdes do tipo Michaelis-Menten, esse
modelo cinético ¢ o mais adotado para descrever tais reacdes. A metodologia utilizada ¢
baseada na velocidade de reagdo, expressa em velocidade de formagao de acido graxo por
unidade de volume do fluido reagente medida em diferentes razdes de 6leo/agua. A forma
de graficar a relacdo entre a velocidade de reacdo no inicio de cada reagdo e razdo molar
Oleo/dgua ¢ usando a curva linearizada de Lineaweaver-Burk e os dados sdo analisados
para obter valores de K€ Viax.

Entretanto, um cuidado rigoroso deve ser tomado na aquisicdo desses dados
cinéticos, tendo em vista que a adicdo de qualquer componente no sistema emulsificado ¢
responsavel, por efeitos qualitativos e quantitativos na interface. Por exemplo, alguns
¢ésteres parcialmente soluveis em dgua, formam algumas vezes adsor¢do monomolecular
em filmes na superficie das bolhas de ar que podem ser formadas pela agitagdo da mistura
reacional. Este fenoOmeno ¢ responsavel pela grande discrepancia nas medidas de
velocidades iniciais, dependendo do tipo de agitacdo usada (mecanica ou magnética). Em
termos de tensdo na superficie, este ¢ um dos pardmetros mais decisivos em trabalhos com
enzimas lipoliticas. Isto significa que uma comparagao valida s6 pode ser feita entre dados
obtidos sob condi¢des experimentais idénticas e preferencialmente no mesmo laboratdrio.
Para ilustrar esse fato, valores para V. € Ky, reportados na literatura para lipase de

Candida rugosa sao mostrados na Tabela 2.11.

Tabela 2.11. Parametros cinéticos da lipase de Candida rugosa em diferentes substratos

Substrato Kn V max Referéncias

Oleo vegetal

11,9 mg gordura/mL 24 U/mg VIRTO et al., 1995
Azeite de oliva 0,42 mM 38,5 MM/mg_min PEREIRA ef al., 2001

41 mM 99,5 umol/mg.h | TANTRAKULSIRI ef al., 1997

Oleo de dendé 8,2 mM 1,3 U/mg.min | KNEZEVICK et al, 1998
Oleo de girassol 0,00 46 g/L 1,11 g/L.h GAN et al., 2000
Gordura animal
Sebo de boi 6,9 mg gordura/mL 146 U/mg VIRTO et al., 1995
Sebo de porco 7,7 mg gordura/mL 174 U/mg VIRTO et al., 1995
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2.9. Tipos de Reatores Anaerobios para Tratamento de Efluentes

De acordo com VAZOLLER (1989), a concep¢ao dos reatores anaerobios avangados
iniciou como uma resposta a necessidade de tratamento das aguas residudrias com elevada
DQO. Na Europa, durante o inicio dos anos 80, a biodigestdo anaerdbia tornou-se entao
atraente, pois possibilitou o tratamento de diferentes tipos de dguas residudrias de origem
industrial. Particularmente no Brasil, as pesquisas realizadas com biorreatores como os
filtros anaerobios e o reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo, permitiram a
adocdo com sucesso desses sistemas ndo somente para as aguas residuarias de origem
industrial, como para os esgotos sanitarios.

Diversos digestores de alto desempenho, para tratamento de aguas residuarias t€ém
sido propostos. Serd feita uma breve discussdo sobre os tipos de biodigestores mais

utilizados atualmente, sendo apresentado na Figura 2.6, as configuragdes destes reatores.

2.9.1. Reator Anaerobio de Contato

Este tipo de reator ¢ constituido de dois tanques, no qual no primeiro, que requer a
agitacdo por meio externo, ocorre a formacdo de um lodo floculante e a producdo de
metano (reator anaerdbio) e no segundo, a separacdo dos so6lidos em suspensdo (Figura
2.5a).

No caso de tratamento de esgoto bruto este ¢ misturado com o lodo anaerobio ativo
de retorno no reator de mistura completa. Apos a decomposicdo anaerdbia da matéria
organica, a mistura ¢ separada no decantador ou flotador, onde ocorre a separacdo dos
solidos, sendo o efluente, ainda com alta carga poluidora, encaminhado para tratamento
posterior (FLORENCIO, 1999).

Segundo SOARES (1990), uma das principais desvantagens desse tipo de reator ¢
referente a sedimentabilidade dos solidos do efluente no decantador secundario, devido as
bolhas de gas que ficam aderidas as particulas. Outra desvantagem ¢ quanto a energia
necessaria para promover a agitagao nesses sistemas.

Em relacdo a outros reatores de alta eficiéncia, o sistema de contato tem como
vantagem, a possibilidade de tratar dguas residudrias contendo concentragdes relativamente

elevadas de s6lidos em suspensdao (CRAVEIRO, 1994).
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2.9.2. Filtro Anaerobio

Os filtros anaerdbios consistem de tanques preenchidos com materiais inertes
(pedra, plastico, entre outros), também denominados leitos, que permanecem estacionarios,
nos quais 0s microrganismos crescem tanto nos espagos vazios quanto aderidos ao meio
fixo, formando uma pelicula de biofilme na sua superficie e propiciando, desta forma uma
alta retengdio de biomassa no reator (Figura 2.5b). E desejavel que o material inerte tenha
uma grande area superficial por unidade de volume, favorecendo uma maior quantidade de
biomassa aderida e que resulte, conseqilientemente, numa maior capacidade de tratamento
(FLORENCIO, 1999). Além disso, o material de enchimento deve ter baixa densidade e custo

reduzido (SOARES, 1990).

2.9.3. Reator Tubular de Leito Fixo

Este tipo de reator utiliza como suporte tubos ou placas dispostas de tal modo que
se criam canais verticais (CRAVEIRO, 1994). O material pode ser ceramica, PVC, mantas de
poliéster, entre outros. O reator normalmente ¢ de fluxo ascendente e parte do mesmo
principio do filtro anaerdbio, no qual os microrganismos crescem aderidos ao suporte,

formando uma pelicula de biofilme na sua superficie (Figura 2.5¢).

2.9.4. Reator de Leito Fluidizado

Consiste de um tanque vertical, em geral cilindrico e de fluxo ascendente, no qual
os microrganismos crescem aderidos a um fino material inerte de suporte, com area
superficial muito grande, que permanece suspenso no reator. Para promover a expansao do
leito pode ser necessdria a recirculacdo do efluente tratado (Figura 2.5d). Dependendo do
grau de expansdo do leito o reator ¢ denominado de leito expandido ou fluidizado
(FLORENCIO, 1999). A diferenca entre estes sistemas e os filtros anaerdbios ¢ o tipo de
material utilizado como suporte dos microrganismos e a aplicagao de elevadas taxas de
recirculagdo do efluente tratado para fluidizar o material nele contido. Geralmente, usa-se
areia como suporte ou materiais de dimensdes semelhantes, que sejam menos densos, para
que a energia necessaria para fluidificar este material seja minimizada (SOARES, 1990).

Segundo Craveiro (1994), as desvantagens desses reatores sao referentes ao custo
de energia para promover a fluidificacdo, a necessidade de grande homogeneidade das

dimensdes das particulas do leito e a dificuldade de controle da espessura do biofilme.
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2.9.5. Reator de Fluxo Ascendente e Leito de Lodo (UASB)

As diversas caracteristicas favoraveis dos processos anaerobios, como o baixo
custo, simplicidade operacional e baixa producdo de soélidos, aliadas as condigdes
ambientais do Brasil, onde hd predominancia de elevadas temperaturas, tem contribuido
para a colocagdo dos sistemas anaerdbios em posicao de destaque. Praticamente todas as
andlises de alternativas de tratamento incluem esses reatores como uma das principais
opcdes. A aceitacdo e disseminagdo da tecnologia anaerdbia para o tratamento de efluentes,
notadamente dos reatores do tipo UASB ou de fluxo ascendente ¢ manta de lodo, vem
crescendo a cada dia (CHERNICHARO, 1997).

O reator UASB ¢ considerado um dos sistemas de tratamento mais promissores
devido a sua baixa exigéncia de terreno, a sua simples operacdo e aos baixos custos de
construgio, operagio ¢ manuten¢io (LEAL, 2000). E um sistema no qual a biomassa tem
um crescimento disperso, consistindo de um fluxo ascendente de agua residuaria por meio
de um leito de lodo denso e de elevada atividade microbiana.

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 decantacdo e separagdo do gas
(SAYED et al., 1988). O efluente a ser tratado ¢ uniformemente distribuido na base do
reator € passa por meio da camada de lodo biologico, a qual transforma a matéria organica

presente no efluente, principalmente em metano e gas carbonico.

Nos reatores de leito de lodo anaerébio de fluxo ascendente, ¢ importante a
agregacao de bactérias. A formacdo de agregados pode ser realizada por floculagdo
microbiana e/ou granulagdo (LIU et al., 2003). A floculagdo tem sido a mais estudada,

porque ¢ o fendmeno mais comum nos reatores bioldgicos em geral.

2.9.6. Reator Hibrido

Um reator hibrido ¢ qualquer reator resultante da combinacdo de duas ou mais
concepgdes de reatores, todavia esta designagdo acabou ficando particularizada para ao
tipo de reator que combina UASB e o filtro anaerébio (Figura 2.5f).

O reator hibrido possui entre 20-30% de seu volume preenchido com materiais
estacionarios ou em movimento, como espuma de poliuretano, esferas de polimero, anéis

plasticos dispostos ao acaso, etc., para reter particulas finas de biomassa eventualmente
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dispersas. Assim, o reator hibrido ¢ uma combinagao do UASB na parte inferior e filtro
anaerobio na parte superior. Este tipo de reator aplica-se em particular a situacdo quando a
taxa de lodo granulado ¢ baixa e hd uma necessidade de acelerar a partida do reator (TUR E
HUANG, 1997).

Enquanto o reator UASB depende da disponibilidade (ou cultivo) e manutengao de
lodo granulado no reator e permite trabalhar-se com elevadas cargas organicas, o filtro
anaerobio opera com cargas menores, tendo como 6nus o custo do enchimento, todavia ¢
mais seguro operacionalmente, pois ndo depende de granulos e da taxa de sedimentagdo
do lodo. Dessa maneira, esse reator ¢ capaz de acumular na camara inferior elevadas
concentragdes de lodo, eventualmente granulado, que permanece no reator pela existéncia
de uma camada de enchimento colocada na parte superior do mesmo. A zona empacotada
na parte superior atua como separador gas-solido-liquido e além de ajudar na retencdo do
lodo proporciona uma zona de polimento do efluente, aumentando a estabilidade do
processo sob condi¢des de operagdo transiente.

Segundo CRAVEIRO (1994), a concepg¢do do reator hibrido procura combinar as
vantagens e minimizar as desvantagens do UASB e FA. Uma desvantagem ¢ referente a
localiza¢do do enchimento no reator na parte superior resultando na passagem de todo gas
através do enchimento e gerando turbuléncia, conduzindo a uma captura de biomassa

menos eficiente.

2.10. APLICACAO DO REATOR UASB NO TRATAMENTO DE EFLUENTES COM ELEVADOS

TEORES DE LIPIDEOS

O emprego dos reatores USAB no tratamento de efluentes com elevados teores de
gordura, como os provenientes das industrias alimenticias, ¢ ainda incipiente devido aos
problemas operacionais decorrentes da presenca de gorduras, apresentando também efeitos
inibitorios dos acidos graxos superiores na acao dos microrganismos anaerobios (HWU et
al., 1997). Para uma operagdo satisfatoria dos reatores UASB, a carga de Oleos e graxas
deve ser reduzida na industria por meio de gerenciamento apropriado, de modo que os
niveis desses poluentes sejam reduzidos convenientemente para alimentar os sistemas de
pré-tratamento, tais como, tanques de separagio de gordura ou flotadores. E recomendada
a reducdo da concentragdo de 6leos e graxas para valores inferiores a 150 mg/L, para evitar
problemas de colmatacdo da manta de lodo e inibi¢do da atividade metanogénica, com

conseqiiente redu¢do da eficiéncia do reator (SPEECE, 1996; PERLE et al., 1995).
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2.11. TRATAMENTO DE EFLUENTES POR PROCESSOS ANAEROBIOS

2.11.1. Digestao anaerobia

No processo de conversao da matéria organica na auséncia de oxigé€nio, sdo
utilizados aceptores de elétrons inorganicos como NOs (redugdo de nitrato), SO4 (reducao
de sulfato), ou CH4 (formagdo de metano). A formacdo de metano ndo ocorre em
ambientes, nos quais o oxigénio, nitrato ou sulfato encontram-se prontamente disponiveis
como aceptores de elétrons. A producdo de metano ocorre em diferentes ambientes
naturais tais como pantanos, solos, sedimentos de rios, lagos e mares, assim como nos
orgdos digestivos de animais ruminantes. Estima-se que a digestdo anaerébia com
formacdo de metano seja responsavel pela completa mineralizagdao de 5 a 10% de toda a
matéria organica disponivel na terra. A digestdo anerdbia representa um sistema ecoldgico
delicadamente balanceado, no qual cada microrganismo tem uma funcao essencial.

As bactérias metanogénicas desempenham duas fungdes primordiais: producdo de
gas insoluvel (metano) possibilitando a remoc¢do do carbono organico do ambiente
anaerobio, além de utilizarem o hidrogénio, favorecendo o ambiente para que as bactérias
acidogénicas fermentem compostos organicos com a producdo de acido acético, o qual ¢
convertido em metano.

A digestdo anaerdbia de compostos organicos ¢ normalmente considerada um
processo de dois estagios. No primeiro estdgio, um grupo de bactérias facultativas e
anaerobias, denominadas formadoras de acidos ou fermentativas, converte os organicos
complexos em outros compostos. Compostos organicos complexos como carboidratos,
proteinas e lipideos sdao hidrolisados, fermentados e biologicamente convertidos em
materiais organicos mais simples, principalmente 4cidos volateis.

No segundo estagio ocorre a conversdo dos acidos orgénicos, gas carbdnico e
hidrogénio em produtos finais gasosos, o metano e o géas carbonico. Esta conversdo ¢
efetuada por um grupo especial de bactérias, denominadas formadoras de metano, as quais
sdo estritamente anaerdbias. As bactérias metanogénicas dependem do substrato fornecido
pelas acidogénicas, configurando, portanto uma interacdo comensal. Considerando que as
bactérias metanogénicas sdo responsaveis por grande parte da degradacao do residuo, a sua
baixa taxa de crescimento e de utilizacdo dos acidos organicos normalmente representa o

fator limitante do processo de digestdo como um todo.
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2.11.2. Microbiologia do Processo Anaerobio

O processo anaerobio baseia-se na utilizacdo de microrganismos na auséncia de
oxigenio livre, para a degradagdo de matéria organica. Esta degradacao refere-se as reagdes
que reduzem as dimensdes de particulas, tornando-as soliveis ou, ao nivel molecular,
clivam cadeias ou ligacdes triplas ou duplas existentes. Os produtos finais do processo
anaerobio sdo metano e compostos inorgénicos, incluindo o didxido de carbono e amodnia
(MCCARTY, 1982).

O numero de espécies de microrganismos que coexistem em sistemas anaerobios ¢
bem elevado. SOUBES (1994) cita que, em um biodigestor alimentado com polimeros
naturais, mais de 130 espécies microbianas diferentes foram identificadas, entre bactérias e
fungos.

A capacidade de uma bactéria anaerdbia decompor um determinado substrato ¢
especifica, dependendo principalmente das enzimas que possui. As enzimas, responsaveis
pelas reagdes do processo de decomposi¢do, apresentam alto grau de especificidade
(MALINA, 1992).

A eficiéncia global de conversdo da matéria organica em produtos estabilizados
depende da eficiéncia de cada reagdo e do equilibrio entre as diversas espécies e entre os
grupos de bactérias presentes no sistema anaerobio (LEMA et al., 1991). A velocidade de
cada reacao influi na velocidade do processo, e as reagdes mais lentas, denominadas etapas
limitantes, irdo determinar a velocidade da reacdo global (PAVLOSTATHIS E GIRALDO-
GOMEZ, 1991).

A seqiiéncia de reacdes do processo anaerdbio sugere sua divisdo em etapas que,
segundo SOUBES (1994), ¢ conveniente para a sua compreensdo, mas a realidade biologica
¢ mais complexa. Entre os microrganismos existem interagdes tdo estreitas que, por
exemplo, a atividade dos microrganismos metanogénicos influi decididamente nos os
produtos de outras etapas, inclusive sobre a hidrolise.

ZEIKUS (1982) e VAZOLLER (1996) citam a digestdo anaerdbia ocorrendo a partir de

quatro grupos de bactérias:

a) Grupo I: bactérias hidroliticas, as quais convertem uma variedade de moléculas
organicas complexas (polissacarideos, lipideos e proteinas) num amplo espectro de
produtos finais (4cido acético, H, e CO,, compostos de um tnico carbono, acidos
organicos maior que acido acético e compostos neutros maiores que metanol);
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b) Grupo II: bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio. Estes grupos de
bactérias podem converter acidos organicos maiores que acido acético (butirato,
propionato, etc) e compostos neutros maiores que o metanol (etanol, propanol,
entre outros) a hidrogénio e acetato;

c) Grupo III: bactérias homoacetogénicas, as quais podem converter um espectro
muito amplo de compostos organicos de varios ou mesmo de um unico carbono a
acido acético;

d) Grupo IV: bactérias metanogénicas, as quais convertem H, e CO,, compostos de
um carbono (metano, CO,, metilaminas) e acetato em metano.

Segundo CHERNICHARO (1997), os microrganismos responsaveis pelo processo
anaerobio podem ser divididos em trés importantes grupos de bactérias, com
comportamentos fisiologicos distintos: bactérias fermentativas, bactérias acetogénicas e
bactérias metanogénicas. Uma representagdo esquematica das fases e dos grupos
bacterianos envolvidos na digestdo anaerdbia ¢ mostrada na Figura 2.7. As vantagens e

desvantagens do processo anaerdbio sao apresentadas na Tabela 2.12.

Carboidratos Proteinas | Lipideos
Hidrolise I i l
Agucares Amino Acidos Ac. Graxos de
cadeia longa
Fermentagdo _
Acidogénica Ambnia
- r B3 Oxidagio
Ac. Graxos Volateis
exceto acido acético
Oxidagfio
Acetogénica !
Acido Acético . » Hidrogénio
Homoacetogénese
Metanogénese Metanogénese
Acetotrofica Hidrogenotréfica
Metano

Figura 2.7. Seqiiéncia metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerobia
(Salminem e Runtala, 2000).
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Tabela 2.12. Vantagens e desvantagens dos processos anaerobios

Vantagens

Desvantagens

Baixa produgdo de solidos, cerca de 5a 10
vezes inferior & que ocorre nos processos
aerobios.

As bactérias anaerdbias sdo susceptiveis
a inibicdo por um grande numero de
compostos

Baixa demanda de area

A partida do processo pode ser lenta na
auséncia de lodo adaptado

Produgdao de metano, um gas combustivel
de elevado teor calorifico.

Alguma forma de pos-tratamento ¢€
usualmente necessaria

Possibilidade de preservacao da biomassa,
sem alimentacdo do reator, por varios
meses.

A bioquimica e a microbiologia da
digestdo anaerdbia sdo complexas e
ainda precisam ser estudadas

Tolerancia a elevadas cargas organicas

Possibilidade de geragcdo de maus odores,
porém controlaveis.

Aplicabilidade em pequena e grande escala

Possibilidade de geracao de efluente com
aspecto desagradavel.

Baixo consumo de nutrientes

Remogao de nitrogénio, fosforo e
patogénicos insatisfatorios.

Fonte: CHERNICHARO (1997); STARKENBURG (1997).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS

3.1.1. Enzimas

Foram utilizadas preparagdes de lipases comerciais de origem animal (pancreas de
porco adquirida da empresa Sigma Co (EUA) e pancreatina gentilmente fornecida pela
empresa Kin Master/ RS) e microbiana (Candida rugosa - tipo VII, adquirida da empresa
Sigma Co, EUA; Lipozyme (Mucor michei) e Lipolase'™ (Humicola lanuginosa)
gentilmente doadas pela Novozymes (Parand). Foi ainda testada a preparacdo de lipase
pancreatina adquirida da empresa Nuclear (Sao Paulo).

Lipozyme e Lipolase fabricadas pela Novozymes sdo enzimas microbianas
produzidas pelos fungos Mucor miehei € Humicola lanuginosa, respectivamente (NOVO
NORDISK, 1990; NovOozYyMES, 2001). As principais caracteristicas dessas preparagdes
enzimaticas sdo apresentadas no Apéndice 8.1.

Amostras comerciais de lipase de Candida rugosa (LCR) contém cerca de 2-11%
de proteina e o restante em agucares e aditivos inertes. A LCR ¢ classificada como
regioinespecifica e tem habilidade de liberar todos os tipos de acidos graxos (tanto de
cadeias médias e quanto longas) independente da sua posi¢cdo no triglicerideo (FABER,
1997). A técnica de eletroforese em gel mostra uma proteina inica com uma massa de
63KDa para LCR fornecida pela Sigma (RKAZLAUKAS E BORNSCHEUER, 1998).

Lipases pancreaticas tém uma massa molecular de aproximadamente 50 KDa e sdo
normalmente isoladas de pancreas ou biles de animais (porco). Por esta razdo, sdo
preparagdes geralmente impuras, contendo diversas outras hidrolases, como esterases,
tripsina, proteases, entre outras. A lipase pancredtica comercializada pela Sigma (LPP)
contem cerca de 8-20% de proteina e de acordo com informacdes de literatura
(RKAZLAUKAS E BORNSCHEUER, 1998) apresenta como proteinas contaminantes ol-
quimotripsina, carboxipeptidase B, proteases, fosfolipases e colesterol esterases. Entre as
hidrolases contaminantes, apenas a a-quimotripsina e a colesterol esterase sdo
consideradas como inibidores potenciais da reacdo de hidrolise de ésteres (FABER, 1997).
Portanto, resultados obtidos com a LPP devem ser analisados com cautela. Por outro lado,
a lipase pancreatica fornecida pela empresa Kin Master (LKM), segundo informagdes do
fabricante ¢ um complexo enzimatico contendo carboxihidrolases e proteases como

proteinas contaminantes (BOLETIM INFORMATIVO KIN MASTER, 2000).
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3.1.2. Substrato

Foram usados como substratos o azeite de oliva (controle) e efluente da industria
frigorifica de abate de frangos (Industria Macedo Koerich, Floriandpolis-SC). O efluente
foi coletado em um tUnico ponto antes de ser conduzido a Estacdo de Tratamento (entrada
do flotador), ou seja, proveniente do processo industrial de escaldagem e depenagem, da
lavagem do frango, das visceras, dos equipamentos, dos pisos e outros. O efluente foi
guardado em recipientes plasticos de 5L limpos ndo esterilizados e armazenados em

freezer a 0°C, para conservagao das suas caracteristicas.

3.1.3. Reagentes

Outros reagentes utilizados foram: solventes (acetona, alcool etilico); sais (cloreto
de célcio dihidratado, cloreto de sodio, fosfato dibésico de potassio, fosfato monobasico de
potassio); emulsificante (goma arabica); bases (hidroxido de sédio, hidroxido de potéssio);
reagentes especificos (albumina sérica bovina e Coomassie Brilliant Blue G-250, ambos
adquiridos da Sigma Co - EUA). Os reagentes utilizados foram de grau analitico,

adquiridos da Synth ou Reagen.

3.2. EQUIPAMENTOS

Foram utilizados: para medida de pH — pHmetro modelo TEC2 (Tecnal); para
ensaios colorimétricos — Espectofotometro modelo B295II (Micronal); as dosagens de
atividade enzimatica foram efetuadas em banho termostatizado com agitacdo, modelo 145
(Marconi); as reagdes de hidrolise foram realizadas em baldes de fundo redondo com

agitacdo magnética.

3.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1. Caracterizacao do Efluente

Aliquotas foram separadas e caracterizadas quanto aos parametros de interesse para
o processo: pH, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), alcalinidade total, 6leos e graxas,

segundo normas recomendadas por métodos oficiais (APHA, 1995).
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3.3.2. Testes de Sele¢ido da Preparacao de Lipase

O método consistiu no monitoramento da reagdo de hidrolise empregando as
diversas preparacdes de lipase, medindo-se a producdo de acidos graxos, em intervalos de
tempo definidos. O substrato foi preparado pela adicdo direta do agente emulsificante
(goma arabica) ao efluente (3% m/v). Em baldes de fundo redondo de 125mL foram
adicionados 50g do efluente e relacdo fixa das diversas preparagdes de lipase (atividade da
enzima/g de efluente), baseadas nas atividades medidas (3.7.2). Os baldes foram incubados
por um periodo maximo de 4h numa temperatura de 40°C, com agitagdo magnética (200
rpm). Periodicamente foram retiradas amostras de 2mL do meio reacional e o teor de acido
graxo quantificado por titulagdo com KOH 0,02 N.

A conversdao foi calculada pela determinagdo da concentracdo de acidos graxos
formados durante a reagdo de hidrdlise dos triglicerideos presentes no substrato, de acordo

com a equac¢ao 3.1 (ROONEY et al., 2001).

(Va—Vb)* N*107 *M
m* f

% Hidrolise=

*100 (3.1)

em que: Va = volume de KOH da amostra (mL);
Vb = volume de KOH do controle (mL);
N=normalidade do KOH;
M= massa molecular média dos acidos graxos no efluente (MMm = 318,3);
m= massa da amostra;

f = fracdo de 6leo usada

3.3.3. Planejamento Estatistico

Com base nos resultados obtidos, foi proposto um estudo detalhado do efeito das
variaveis principais do processo, tais como: concentragdo da enzima, concentragdo do
agente emulsificante, concentracdo de ions célcio e ajuste do pH do meio reacional. O
objetivo deste conjunto de testes foi determinar a melhor combinagao das varidveis para a
obten¢dao maxima de acidos graxos livres (AGL). Um planejamento fatorial fraciondrio foi
utilizado para melhor entendimento da influéncia individual dessas varidveis e de suas

interacdes na porcentagem de hidrélise enzimatica do efluente. Na Tabela 3.1 estdo
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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 reacdes de hidrolise foram realizadas em um baldo de 2 bocas de 100mL
contendo quantidades apropriadas de gordura, agente emulsificante, CaCl, e solugdo para o
ajuste do pH do meio (solugao tampao fosfato (0,IM; pH 7,0), bicarbonato de sédio
(30 g/L) ou hidréxido de sdédio (1M). As misturas foram incubadas sob agitacdo de 200
rpm e a temperatura do sistema foi mantida constante em 40°C por aquecimento em banho
de silicone. A enzima foi adicionada ao meio e em tempos pré-determinados, foram
retiradas amostras para acompanhamento da evolugdo da rea¢do. Como variavel resposta
foi considerado o porcentual maximo de hidrélise dos triglicerideos presentes no efluente.
A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa Statgraphics

versao 6.0.

Tabela 3.1. Niveis das variaveis utilizados nos ensaios de hidrolise do efluente

Variaveis Niveis
Minimo | Ponto central | Maximo
) 0 )
Concentracdo de lipase [E] (% m/v) 0,1 0,25 0,40
Concentracdo de agente emulsificante [AE] (%) 0 1,5 3
Concentrag¢do de CaCl, (M) 0 0,01 0,02
Ajuste do pH Ausente - Presente

3.4. HIDROLISE DO EFLUENTE

As reagdes de hidrolise do efluente bruto empregando as preparacdes de lipase
selecionadas nas condigdes preditas pelos testes estatisticos foram realizadas em reatores
de bancada (capacidade de 350mL), visando a obten¢ao de maiores volumes de hidrolisado
enzimadtico para posterior avaliacdo do grau de biodegradabilidade do efluente tratado em
relagdo ao efluente bruto. Em tempos pré-determinados, foram retiradas amostras, para
acompanhamento da evolucdo da reagdo. A temperatura do sistema foi mantida por
aquecimento em banho de silicone. Foi determinada a porcentagem de hidrolise (%H), os

teores de glicerol e de 4cidos graxos livres (mM) e a DQO.
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3.5. BIODIGESTAO DO EFLUENTE PRE-TRATADO

Com a finalidade de avaliar a eficiéncia do pré-tratamento enzimatico, foi efetuado
o ensaio de atividade de biodegradabilidade anaerébia do efluente bruto e tratado
enzimaticamente, adotando a metodologia proposta por SOARES E HIRATA (1997). As
concentragoes de biomassa e substrato foram de acordo com as recomendadas por
MONTEGGIA E BEAL (1994).

Os experimentos foram conduzidos em frascos vedados de vidro tipo soro, com
volume 1til de 500mL, aos quais foram adicionados o lodo anaerdbio (50mL) e o efluente
bruto ou pré-tratado enzimaticamente (250mL). Cada frasco foi conectado por meio de
tubo plastico a um frasco Duran (500mL) invertido contendo solugdo alcalina (5% NaOH)
que permitia medir a producdo de metano pelo deslocamento do liquido.

O frasco controle foi alimentado com efluente bruto, permitindo desta forma uma
comparagdo da eficiéncia de remog¢@o nos dois reatores, avaliando-se somente o efeito do
pré-tratamento enzimatico (hidrdlise das gorduras no efluente). Este ensaio foi também
realizado para descontar eventuais interferéncias, pois permite conhecer a contribui¢do da
produgdo de gas do proprio lodo. Antes do inicio dos ensaios, foi aplicado nitrogénio
durante 15min para garantir condi¢des de anaerobiose.

Os frascos foram colocados imediatamente em um shaker numa temperatura de 35° C
e agitacdo ajustada em 150rpm. O metano foi medido por deslocamento de liquido,

usando-se NaOH a 5% para remog¢ao do CO,, como mostrado na Figura 3.1.

a

Figura 3.1. Montagem experimental utilizada nos testes de biodegradabilidade.
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Nos tempos inicial e final de cada ensaio foram quantificados os seguintes
parametros: demanda quimica de oxigénio (DQO), pH e o teor de proteina. A comparagado
do perfil cinético de remo¢ao da matéria organica (quantificada como DQO) permitiu
avaliar o efeito do pré-tratamento enzimatico ao efluente, comparando com o efluente
bruto. A biodegradabilidade ¢ a porcentagem de DQO biodegradada calculada pela reagcdo
entre a DQO soluvel final e a DQO soluvel inicial. A DQO biodegradada (DQO-BD) ¢ a

diferencga entre a DQO soluvel inicial e final.

C,,.—C :
DQO — BD =| —222L__~P0%J 1100 (3.2)
DQO.i
Em que: Cpqo.i = Concentragdo DQO no inicio do teste (mg.L™)

Cpqo.r = Concentra¢do DQO no final do teste (mg.L'l)
DQO - BD =% de DQO biodegradada

Cada bateria de testes possuia 6 frascos em duplicata, e foi estabelecida a partir de
combinagdes de lodo e efluente. O esquema dos ensaios ¢ apresentado na Figura 3.2 e na

Tabela 3.2 sao listadas as condi¢des utilizadas em cada ensaio.

Efluente Bruto
(Controle)

Lodo

Efluente Pré-Tratado

Enzimaticamente

de Indculo

Testes de Biodegradabilidade

: 3
-— -— Y | e Yo

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6

Figura 3.2. Fluxograma dos ensaios de biodegradabilidade.
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Tabela 3.2. Ensaios de biodegradabilidade (lodo anaerobio)

Ensaio Condicoes
1 Efluente bruto (pH 5-6) + lodo
2 Efluente emulsificado com goma ardbica + lodo
3 Efluente tratado com LCR (pH= 7,0; com NaOH) + lodo
4 Efluente emulsificado tratado com LCR + lodo
5 Efluente tratado com LKM (pH = 8,0; com NaOH) + lodo
6 Efluente emulsificado tratado com LKM +lodo

LCR = Candida rugosa, LKM = Pancreatina Kin Master

3.6. ANALISES

3.6.1. Determinacio da Concentracao de Oleos e Graxas

O teor de 6leos e graxas no efluente foi determinado por extragdo em Sohxlet com
hexano como solvente segundo procedimento padrio (APHA, 1995). Um determinado
volume de amostra (50-300mL) foi acidificado com HCI concentrado (5SmL/L) e filtrado
em um disco de tecido sobre o qual se colocava um disco de papel de filtro Whatman n° 4 e
uma camada de diatomita, obtida pela filtracio de uma suspensdo aquosa de terra
diatomacea a 5% p/v. O papel de filtro e a torta de diatomita contendo as gorduras retidas
foram introduzidos em cartucho de extracdo previamente descontaminado pela extragdo
com hexano por, no minimo, 2h, e todo o conjunto foi seco em estufa a 105°C, por 30min.
Ap0s resfriar, o cartucho era colocado no extrator e iniciava-se a extracdo com hexano, a
uma velocidade de 20 ciclos por minuto durante 4h. Em seguida, o solvente foi evaporado
em rotoevaporador e o baldo de destilacdo contendo o residuo gorduroso foi seco em estufa
a 105°C até peso constante e entdo novamente pesado. A diferenca de peso obtida (baldo
vazio e baldo contendo gorduras) foi dividida pelo volume amostrado, obtendo-se a
concentragdo de O0leos e graxas presentes na amostra. O teor de 6leos e graxas foi calculado

pela equagdo 3.3.

(P--P)

Oleos e graxas (mg/mL) = (3.3)

em que: P, = massa do baldo vazio (mg);
P, = massa do balao e residuo gorduroso (mg);

Va = volume da amostra filtrada (mL)
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3.6.2. Determinacio da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A Demanda Quimica de Oxigénio do efluente foi medida pelo Método Padrdo
Colorimétrico de Refluxo Fechado, com K,Cr,O7 em meio acido, contendo Ag,SO4 como
catalisador ¢ HgSO4 para eliminar a interferéncia de cloretos presentes na amostra. As
amostras foram diluidas adequadamente, preparadas e digeridas a 150°C por 2h.
Resfriavam-se os tubos e a leitura foi feita diretamente em espectrofotdmetro. Uma curva
de calibracdo foi preparada utilizando biftalato de potassio como substancia padrao (APHA,

1995).

3.6.3. Determinacio da Alcalinidade Total

A alcalinidade do efluente foi medida por titulagdo potenciométrica (pH). Uma
amostra de efluente foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min, 10 mL do sobrenadante foram
medidos e introduzidos em becker de 400 mL. Adicionavam-se 190 mL de dgua destilada
e, entdo, sob agitacao, os 200 mL foram titulados com H,SO4 0,02 N até pH 3,7. Para o
branco utilizava-se somente 200mL de 4gua destilada. A alcalinidade total (AT) do

efluente foi calculada pela equacao 3.4.
A.T. (mg CaCO./mL) = [(A*100)— (B*5)Jf (3.4)

em que: A = volume de H,S040,02 N gastos na amostra (mL);
B = volume de H,SO,4 0,02 N gastos no branco (mL);

f = fator de corre¢do da normalidade do H,SO4

3.6.4. Determinacio do Teor de Acidos Graxo Livre

A concentracao de acido graxo livre foi determinada por titulagdo de aliquotas

dissolvidas em 10 mL de etanol p.a., empregando-se solucdo alcodlica de KOH 0,02M.

3.6.5. Determinacio do Indice de Acidez Total

A acidez foi determinada por via titulométrica, utilizando-se solu¢do de KOH 0,1N,
necessarios para neutralizar os acidos livres de uma grama da amostra. O indice de acidez

foi calculado pela equacgdo 3.5.
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- % *
IAT:(Vt Vb)*N*56,11 (35)
P
em que: Vt = volume de KOH gastos na amostra (mL);

Vb = volume de KOH gastos no branco (mL);
N = concentra¢ao normal da solucdo alcoodlica de KOH 0,1 N;

P = massa do substrato (g);

3.6.6. Determinacio do Indice de Saponificacio

O indice de saponificacdo foi calculado a partir da composi¢do em 4cidos graxos,
que corresponde ao numero de miligramas de hidroxido de potdssio necessario para
neutralizar os acidos graxos resultantes da hidrolise de 1g da amostra, e ¢ inversamente
proporcional ao peso molecular dos acidos graxos dos glicerideos presentes (MORETTO,

1998), utilizando a equagdo 3.6.

S:Lm+12,67 (3.6)
MMmédio

em que: MMgi, = massa molar média dos acidos graxos

3.6.7. Determinacido da Concentracio de Glicerol

A determinagdo da concentragdo de glicerol consistiu da reacao do glicerol presente
na amostra com periodato de sédio (NalO4) em solucdo aquosa acida para produzir
formaldeido e acido férmico, este ultimo foi utilizado como medida do glicerol (COCKS E
VAN REDE, 1966). A amostra contendo entre 1 a 2g de massa era previamente diluida em
50mL de agua destilada, sendo a mesma acidificada com acido sulfurico 0,2N, utilizando
bromotimol como indicador. A soluc¢do era, entdo, neutralizada com NaOH 0,05N até
coloragdo azul. Paralelamente, uma solu¢do em branco era preparada contendo 50mL de
agua destilada, sem a presenga de glicerol e o mesmo procedimento adotado para a amostra
a ser analisada deve ser aplicado ao branco. Em seguida, 100mL de solu¢ao de periodato
de sédio (60g/L) eram adicionados a amostra e ao branco e mantidas no escuro por 30 min.

Apos este periodo, 10mL de solucdo de etileno glicol (1:1) eram adicionados a mistura, a
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qual era deixada a temperatura ambiente, no escuro, por mais 20 min. As amostras eram,
entdo, diluidas a 300mL com 4gua destilada e tituladas com solucdo de NaOH 0,125N,
usando pHmetro para determinar o ponto final, pH de 6,5 para o branco e 8,1 para a

amostra. A percentagem de glicerol contida na amostra era determinada pela equagdo 3.7.

9,209 * N * (V1-V2)

Glicerol (% p/p) =
(% p/p) MA

(3.7)

em que: N = normalidade da solu¢dao de NaOH;
V| = volume da solu¢do de NaOH gasto na amostra (mL);
V; = volume da solu¢do de NaOH gasto no branco (mL);

MA = massa de amostra utilizada (g).

Em alguns experimentos a porcentagem de hidrélise dos triglicerideos foi baseada
na concentragdo de glicerol, calculada pela razdo entre a concentragdo inicial (C) e a

concentragdo no intervalo de tempo estabelecido (Ct), como descrito na equagao 3.8.

H(%) = C/Ct (3.8)

3.6.8. Amonia

A determinacdo de amonia foi realizada segundo o método de Nessler, descrito por
VOGEL (1981). Este método consiste da adi¢do do reagente de Nessler na solu¢do problema
numa propor¢ao de ImL do reagente para 50mL de amostra. Apos 10min, efetua-se a
leitura em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 525nm. Com o valor de
absorbancia, a concentragdo de amdnia foi calculada por meio de uma curva de calibragao
previamente construida empregando uma solugdo de cloreto de amdnio. Foi utilizado o
espectrofotometro da marca CELM modelo E-225D para a determinacdo da absorbancia

das amostras.

3.6.9. Fosforo e Fosfato Total

A determinacdo do foésforo e do fosfato foi efetuada pelo método de
fotocolorimetria no espectrofotdmetro da CELM modelo E-225 D, cuja absorbancia foi

medida em 650nm e 660nm, respectivamente.
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3.6.10. Composi¢io em Acidos Graxos

As andlises de composicdo e quantificagdo dos 4acidos graxos presentes nos
efluentes bruto e tratado enzimaticamente foram feitas na Central de Anélises do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), utilizando
um cromatografo da marca SHIMADZU, Modelo CG 17A com detector de ionizagao de
chama, nas seguintes condi¢des de operagao:

- Coluna: DB-1 (30m x 0,25mm de didmetro interno versus 0,25um de espessura).
- Temperatura do Injetor e Detector: 280°C

- @Gas de arraste: nitrogénio com fluxo de 2mL/min

As amostras do efluente bruto e do pré-tratado enzimaticamente foram previamente
metiladas utilizando o método descrito por METCALEFE ef al. (1966) e em seguida levadas
para o desenvolvimento da andlise cromatografica. A metilacdo dos éacidos graxos foi
realizada pelo Laboratério de Analises — LABCAL, Departamento de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos (CAL), localizado no Centro de Ciéncias Agrarias, na Universidade Federal

de Santa Catarina (UFSC).

3.7. PREPARACOES ENZIMATICAS

As preparagdes das lipases foram caracterizadas de acordo com metodologia

descrita por PEREIRA (1999).

3.7.1. Determinacao do Teor de Proteina

O teor de proteina das amostras de preparagdes enzimaticas 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 funcdo de ndo sofrer
interferéncias significativas de cations e carboidratos presentes em algumas das amostras
de enzimas. Albumina bovina cristalina (BSA) foi usada como padrdo para preparar uma

curva de calibragdo na faixa de 0 a 0,1 mg/mL, como apresentado no Apéndice 8.2.
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3.7.2. Determinacio da Atividade Hidrolitica

A atividade enzimdtica foi determinada pelo método de hidrdlise, conforme
metodologia adotada por PEREIRA (1999). O substrato foi preparado pela emulsdo de SOmL
de azeite de oliva e SO0mL de goma arabica a 7% (p/v). Em frascos Erlenmeyer de 125mL
foram adicionados: SmL de substrato, 4mL de solugdo tampao fosfato de sodio (0,1M, pH
7,0) e ImL da solucdo enzimatica (5 mg/mL). Os frascos foram incubados a 37°C por 5
min, em banho termostatizado com agitacdo. Apos o periodo de incubagdo, a reagdo foi
paralisada pela adi¢do de 15mL de uma mistura de acetona e etanol (1:1). Os acidos graxos
liberados foram titulados com solucdo de KOH 0,02M, utilizando fenolftaleina como
indicador. Os calculos foram realizados pela equacdo 3.9 e uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de acido graxo por minuto de
reagdo, nas condigdes do ensaio. Para cada analise de atividade, foi realizado um branco

utilizando 4gua destilada. As atividades foram expressas em pmoles/mg.min (U).

(v, v,)xMxDx710°
txm

u (ymoles/ mg. min)= (3.9)

em que: D = diluigdo da amostra;
m = massa de enzima (mg);
M = concentracdo da solucdo de KOH (M);
t = tempo de reagdo (minutos);

V,= volume de KOH gasto na titulagdo da amostra;

Vp = volume do KOH gasto na titulagéo do branco

3.8. PROPRIEDADES CATALITICAS DAS PREPARACOES ENZIMATICAS

As lipases Candida rugosa (LCR), pancreatica (LPP) e pancreatina (LKM) foram
caracterizadas quanto a sua atividade especifica em fun¢do do pH e da temperatura, bem
como a sua estabilidade térmica quando incubada em presenca de solugdo-tampao.
Também foram realizados ensaios para verificar a influéncia da concentragdo da enzima e

de substrato sobre a velocidade de reacao.
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3.8.1. Influéncia do pH na Atividade da Enzima

As atividades das lipases foram estudadas utilizando-se a rea¢do de hidrodlise do
azeite de oliva na faixa de pH entre 5,0 a 9,0 com incremento de 0,5. Para este estudo foi
empregada a mesma metodologia descrita no item 3.7.2 variando o pH do tampao fosfato

de sodio (0,1M) utilizado na temperatura de 37°C (PEREIRA, 1999).
3.8.2. Influéncia da Temperatura na Atividade da Enzima

Foi verificada a influéncia da temperatura na atividade enzimatica das lipases
empregando-se a reacdo de hidrolise do azeite de oliva, conforme metodologia descrita no
item 3.7.2, nas temperaturas de 30 a 60°C, no pH o6timo de cada preparagdao de lipase

(PEREIRA, 1999).
3.8.3. Estabilidade Térmica

O efeito da temperatura na estabilidade da lipase foi determinado por meio da
incubacdo de diversas amostras das preparagdes de lipase (1 mL, 5 mg/mL) numa faixa de
temperatura de 37-60°C em 2mL de solucdo tampao fosfato 0,1M durante 120 min. Em
intervalos de 60 minutos, as amostras foram retiradas do shaker e imediatamente resfriadas
em banho de gelo para interromper a reacdo de inativagdo. Em seguida, a atividade residual
foi determinada a 37°C, pela adigdo de 5 mL de substrato preparado como descrito na

secdo 3.7.2. As constantes de desativacdo (kd, h™"), foram calculadas pela equacio 3.10.

In A =1In Ao — Kd *t (3.10)
em que:
Ay = atividade enzimatica inicial

A = atividade residual ap6s tratamento térmico durante um periodo de incubagdo (t).

3.8.4. Influéncia da Concentrac¢ao Inicial de Substrato

A influéncia da concentra¢do inicial do substrato na velocidade de reacdo e a
ocorréncia de algum tipo de inibicdo da enzima foram estudadas de acordo com a
metodologia descrita nos itens 3.7.2 e 3.8, utilizando as enzimas LPP, LCR ¢ LKM e
variando a porcentagem do azeite de oliva na emulsdo dleo: dgua entre 10% a 70% (v/v).
Os ensaios foram conduzidos em pH 7,0 para a LCR, pH 7,5 para a LPP e pH 8,0 para a
LKM.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PROPRIEDADES CATALITICAS DAS PREPARACOES DE LIPASE

Neste trabalho foram utilizadas 6 diferentes amostras de lipases comerciais
fornecidas por quatro produtoras, duas estrangeiras (Novozymes e Sigma) e duas
brasileiras (Kin Master e Nuclear). A caracterizagdo das propriedades cataliticas dessas
preparacdes enzimaticas foi uma etapa preliminar necessaria tendo em vista que os valores
de atividade fornecidos pelos diversos fabricantes foram determinados por diferentes
metodologias.

Na Tabela 4.1 sdo apresentadas as atividades lipoliticas dessas preparagdes
empregando o método de hidrélise do azeite de oliva, conforme procedimento descrito na
secdo 3.7.2. A Tabela 4.1, também inclui os teores de proteina e atividade especifica dessas
preparacdes. Nesta se¢do sdo ainda apresentados e discutidos os resultados obtidos quanto
a influéncia do pH e temperatura na atividade das lipases de Candida rugosa (LCR),
pancreatica (LPP), pancreatina Kin Master (LKM) e pancreatina Nuclear (LNU) bem como

os valores determinados para as constantes de inativa¢do térmica e parametros cinéticos.

Tabela 4.1. Propriedades cataliticas das preparagoes de lipase testadas

Lipase Atividade Proteina Atividade
(U/mg de amostra) | (mg/g de amostra) especifica
(U/ mg proteina)
Lipozyme (Novozymes) 210 - -
Lipolase (Novozymes) 3519 29,8 11780
Candida rugosa (Sigma) - LCR 3400 58,9 41500
Pancreas de porco (Sigma) - LPP 3573 130,8 27400
Pancreatina (Kin Master) - LKM 3357 c 23500
Pancreatina (Nuclear) - LNU 1771 127,3 13900

4.1.1. Influéncia do pH na Atividade das Lipases

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH caracteristico em que sua
atividade ¢ maxima. A inter-relacdo da atividade enzimatica com o pH, para qualquer
enzima, depende do comportamento 4cido-basico e do substrato, bem como de muitos
outros fatores que sdo, em geral, dificeis de analisar quantitativamente.

Lipases de diversas fontes apresentam valores diferentes de pH o6timo. Para
investigar a influéncia do pH no desempenho catalitico das prepara¢des comerciais de

lipases (LCR, LPP, LKM e LNU) na reagao de hidrolise do 6leo de oliva, variou-se o pH
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de incubacao na faixa de 5,0 a 9,0, numa temperatura fixa de 37°C.

Os resultados mostrados na Figura 4.1, cujo detalhamento ¢ apresentado no
Apéndice 8.3, mostram que a lipase LCR atingiu a atividade méxima de 3400 U/mg em pH
igual a 7,0. As lipases pancreaticas apresentaram valores de pH 6timos em faixas mais
alcalinas, a LPP, LKM e LNU alcancaram atividades maximas de 5286 U/mg, 4606 U/mg
€ 3992 U/mg em pH 8,0.
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Figura 4.1. Influéncia do pH na atividade hidrolitica das lipases LCR, LPP e LKM, tomando
como pardmetro referencial de 100% a atividade de 3400 U/mg para LCR, 5286 U/mg para a

LPP, 4606 U/mg para a LKM e 3992 U/mg para a LNU. Ensaio realizado a 37 °C.

4.1.2. Influéncia da Temperatura

Para a determinagdo da temperatura 6tima das preparagdes enzimaticas das lipases
(LCR, LPP, LKM e LNU) variou-se a temperatura de incubacao entre 40 a 60°C em seus
respectivos valores de pH otimos de atuagdo, empregando a metodologia descrita por
PEREIRA, 1999. As atividades relativas das enzimas sdo mostradas na Figura 4.2 (Apéndice
8.3).

Na faixa estudada observa-se que a lipase LCR e LNU apresentaram uma atividade
maxima na temperatura 37°C, pH 7,0, enquanto as preparacdes LPP e LKM apresentaram

uma temperatura 6tima a 45°C, pH 8,0 e 40°C, pH 8,0 , respectivamente.
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Figura 4.2. Influéncia da temperatura na atividade hidrolitica da lipase LCR, LPP,
LKM e LNU, tomando como parametro referencial de 100% as atividades de 3400 U/mg,
5286 U/mg, 4606 U/mg e 3992 U/mg, respectivamente.

4.1.3. Estabilidade Térmica da Enzima

Um aumento de temperatura, geralmente corresponde a um aumento na velocidade
de reacdo por unidade de enzima. Entretanto, um aumento de temperatura também pode
promover aumento na velocidade de desnaturagao térmica da lipase, reduzindo, portanto, a
velocidade de formagdo de produto. A estabilidade térmica foi verificada por meio da
determinagdo das atividades residuais apos a incubag¢do numa faixa de temperatura entre
37-60°C em meio aquoso (tampao fosfato de sédio 0,1M) no pH 6timo de cada preparagdo
enzimatica por um periodo de 1h. As atividades residuais foram determinadas a 37°C por 5
min, de acordo com a metodologia descrita por PEREIRA (1999) e os resultados obtidos sao
apresentados no Apéndice 8.4.

As atividades residuais das enzimas LCR, LPP, LKM e LNU, apos tratamento
térmico por lh, mostradas na Figura 4.3 indicam que todas as preparagdes de lipases
testadas sdo termicamente instdveis acima de 40°C.

A partir desses resultados, calculou-se a constante de inativagdo térmica (kq) € o
tempo de meia-vida (t12). O tempo de meia-vida ¢ definido como o tempo necessario para

que ocorra uma reducao de 50% da atividade inicial da enzima.
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Figura 4.3. Influéncia da temperatura de incubagdo na atividade residual da LCR (pH 7,0),

LPP (pH 7,5), LKM (pH 8,0) e LNU (pH 8,0). Ensaios realizados a 37 °C, substrato azeite de
oliva 50% (1 h).

A constante de inativagdo (kg) foi calculada pela equacdo 4.1 e o tempo de meia-

vida pela equagdo 4.2. Estes resultados sdo mostrados na Tabela 4.2.

A=A, e (4.1)
In 0,5
t. = K 4.2)

d

Em que: Ain = Atividade enzimatica residual no periodo de incubagdo; Ain,= Atividade enzimatica inicial.

Entre as trés preparagdes uma menor velocidade de desnaturacdo térmica foi
observada para a lipase LCR, que manteve 80% de sua atividade original apds 1h de
tratamento a 50°C, revelando um tempo de meia-vida 0,71 h (kg = 0,98 h™). Com relagio
as preparagdes de origem animal, o tratamento na T = 45°C por 1 h de incubagao, provocou
uma desativacdo bem acentuada para ambas preparacdes enzimaticas evidenciada pelos
valores de kg igual a 2,23, 0,81 e 1,10h'1, para LPP,LKM e LNU, respectivamente. Esses

valores demonstram que a LCR apresenta comparativamente a maior estabilidade térmica.
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Tabela 4.2. Constantes de inativagdo térmica das preparag¢oes LCR, LPP, LKM e LNU em
meio aquoso (tampado fosfato 0,IM, pH 7,0; 7,5 e 8,0), apos 1h de incubagado
em diferentes temperaturas.

T (°C) Constante de inativacao (kq) Tempo de meia vida (t;/2)
(™ (h)

LCR | LPP | LKM LNU LCR LPP LKM LNU
40 0 0,17 0,67 1,18 Estavel 0,38 1,03 0,59
45 0,52 2,23 0,81 1,10 1,33 0,31 0,86 0,63
50 0,98 CD 1,81 2,38 0,71 0 0,39 0,29
55 1,69 CD 2,02 4,76 0,41 0 0,34 0,14
60 2,45 CD 2,72 5,80 0,28 0 0,25 0,12

CD: completamente desnaturada

4.1.4. Determinacao dos Parametros Cinéticos

Para verificar o efeito da concentracdo do substrato sobre a velocidade inicial de
reacdo hidrolitica das lipases LCR, LPP, LKM e a LNU, a porcentagem do azeite de oliva
na emulsdo foi variada na faixa de 10% a 50% (v/v). Os ensaios foram conduzidos no valor
de pH otimo para cada preparacdo de lipase e na temperatura de 37°C, conforme descrito
anteriormente (3.7.2).

Por meio desses ensaios, foi possivel deduzir um mecanismo cinético da reacao,
isto ¢, a ordem na qual os substratos se ligam e os produtos se liberam da enzima e se esta
ordem ¢ obrigatoria. Na Figura 4.4 sdo apresentadas as atividades enzimaticas em fungao
da concentragao do substrato preparado nas proporg¢des apresentadas no Apéndice 8.5.

Os resultados mostrados na Figura 4.4 sugerem que as atividades das preparagdes
de lipases (LCR, LPP, LKM e LNU) em funcao da concentragdo de acidos graxos seguem
uma cinética do tipo Michaelis-Menten, indicando que na faixa de concentracdo estudada,
e no tempo de reagdo hidrolitica (5 min), ndo se detectou uma possivel inibicdo por
produtos de reacdo ou pela auséncia de agua.

Utilizando o Programa Enzfitter foram calculadas as constantes de afinidade (Kap)
e as velocidades maximas de reacdo (Vmaxap). O ajuste das curvas experimentais pelo

modelo proposto levou aos seguintes resultados apresentados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Parametros cinéticos para as preparagoes de lipases LCR, LPP, LKM e LNU.

Lipases Kmap Vmax ap
(mM) U)
Candida rugosa (Sigma) - LCR 594,3 4052,1
Pancreas de porco (Sigma) - LPP 714,0 8310,0
Pancreatina (Kin Master) - LKM 532,1 5985.,4
Pancreatina (Nuclear) - LNU 1150,5 5864,2
(Equacdes ajustadas pelo Programa Enzfitter)
3500 —- - -O- Valores experimentais 1 --o--valores experimentais 0.
. {1 —®—Valores calculados 0l 6000 | —@— Valores calculados T
S 3000 - : - 9
£ 1 o 1
2 25004 0000 et S 4500
3 1 Y
£ 2000 3 1 K
= 1 o _ y
Z 1500 g 00 .0
1000 -] LCR 1 LPP
Vv, =4052,1 Uimg 1500 V__ =8310,0 Uimg
500 K,= 594,4 mM | K,=714,0mM
0 ——TT 0 —— T
0 372 744 1116 1488 1860 0 372 744 1116 1488 1860
Concentragdo de acidos graxos (mM) Concentragao de acidos graxos (mM)
4 --A--Valores experimentais 4500
_ A Val Iculad 1 - -V- Valores experimentais
R 5000 alores caloulados - A 3750 4 —W— Valores calculados . Y
S |
£ _ S 1
S 4000 A £ 3000
3 ] ' e ] o
g 3000 N 8 2250 o '
s 1 - 3 ]
< 2000 LKM 2 415004 v
1 . V__=5985 Ulmg ] i
10004 7 K =532,1 mM 750 - K'Z 1150 mi
0 ——T 0 —
0 372 744 1116 1488 1860 0 372 744 1116 1488 1860
Concentragado de acidos graxos (mM) Concentrag&o de &cidos graxos (mM)
Figura 4.4. Atividade hidrolitica das lipases em fungdo da concentragdo de acidos graxos nas
emulsoes oleo/agua (37°C).

Os valores de K, determinados mostram que a lipase LKM ¢é a preparagdo

enzimatica que apresenta maior afinidade pelo substrato (emulsdao de azeite de oliva). A

lipase LPP foi a preparacdo que demonstrou menor afinidade pelo substrato.

As principais caracteristicas das lipases descritas nas se¢des anteriores sao

sumarizadas na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Caracterizagdo das preparagoes das lipases LCR, LPP, LKM e LNU

Lipases

Propriedades cataliticas LCR LPP LKM LNU
pH 6timo 7,0 7,5 8,0 8,0
Temperatura 6tima ( °C) 40 45 40 37
kd (45°C) (h™") 0,52 2,23 0,83 1,18
Tempo de meia-vida 45°C (h) 1,33 0,38 0,90 0,58
Kinap (mM) 594,3 714,0 532,1 1150,5
Vinax (U) 4052,1 8310,0 5985,4 5864,2

4.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EFLUENTE

Os abatedouros de frangos utilizam grande quantidade de agua no processo
industrial, gerando aguas residudrias caracterizadas por elevadas cargas organicas e
concentragdo de solidos em suspensdo, provenientes do processo de abate e dos processos
de lavagem de pisos e equipamentos. Entretanto, as caracteristicas desses efluentes variam
dependendo do tipo do processo adotado industrialmente, incluindo o consumo de 4gua por
frango abatido.

A caracterizagdo do efluente proveniente do frigorifico Macedo-Koerich foi
realizada de acordo com metodologia descrita no item 3.6. Os valores encontrados para os
diversos componentes analisados, indicam que a composi¢do quimica do efluente (Tabela
4.5), estd dentro dos limites esperados, conforme anteriormente descrito (Tabela 2.6), com
exce¢do da concentracdo de amodnia, cujo baixo valor pode ser atribuido a presenca de
proteina degradada.

O valor encontrado para o indice de saponificagdo (IS = 188,60mg KOH/g) ¢
similar aos valores normalmente encontrados nos 6leos de origem animal (160-193). O
indice de saponificagdo comprova a presenca de composto insaturado sendo de extrema
importancia no calculo da massa molecular média dos &cidos graxos presentes no efluente.
A massa molecular do efluente determinada foi de MM=318.3 g/mol.

O indice de acidez de 3% esta acima do valor esperado dos 6leos em geral, os quais
devem apresentar valores maximos de acidez de 1,5%. Observa-se ainda que o efluente
apresenta uma alta carga organica expressa em termos de demanda quimica de oxigénio
(3930 mg/L), fato normalmente verificado em efluentes com elevados teores de gorduras.

A andlise dos 4cidos graxos presentes no efluente bruto mostra uma concentragao
elevada de acido palmitico (0,56g/L ou 46,5%) e de acido oléico (0,35g/L ou 29,5%), de

acordo com a Tabela 4.6. Estes dados sdo bastante similares aos descritos por LEE E
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FOGLIA (2000) para gordura de frango (4cido palmitico = 40,5% e acido ol¢ico = 25%). O
cromatograma desta analise ¢ representado na Figura 4.5. Essa composi¢do em 4cidos
graxos ¢ também bastante similar a encontrada no azeite de oliva, conforme mencionado

anteriormente (item 2.8.6).

Tabela 4.5. Caracterizagdo do efluente proveniente da Industria Macedo Koerich

Analise Resultado
pH 6,2
Acidez (%) 3,0
Alcalinidade (mg CaCOs/L) 75,1
DQO (mg/L) 3.930
Amonia (mg/L) 17,4
Fosforo total (mg/L) 7,30
Fosfato total (mg/L) 80,70
Indice de saponifica¢io (mg KOH/g) 188,6
Massa molecular (aproximada) (g/mol) 318,3
Oleos e graxas (g/L) 48,3
Densidade (g/mL) 0,92
Acidos graxos livres (%) 53,6
Acido oléico (%) 14,4

coletado antes do flotador

Tabela 4.6. Composicdo de acidos graxos presentes no efluente

Acido graxo Composiciao
g/L %
Acido Palmitico 0,56 46,5
Acido Palmitoléico 0,035 2,90
Acido Estearico 0,138 11,5
Acido Oléico 0,354 29,5
Acido Linoléico 0,024 1,99
Colesterol 0,019 7,6
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Figura 4.5. Cromatograma da composi¢do em dcidos graxos presentes no efluente bruto
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4.3. SELECAO DA PREPARACAO DE LIPASE

Baseado na caracterizacdo das preparagdes de lipase e do efluente foram realizados
testes com o objetivo de verificar o desempenho das diferentes preparacdes de lipases
comerciais na hidrélise dos triglicerideos presentes no efluente, possibilitando uma
comparacdo do desempenho das enzimas entre si para a selecdo de um nimero menor de
preparados, para estudos posteriores mais criteriosos.

Para realizacdo desses ensaios, o efluente bruto foi emulsificado com goma ardbica
(3% m/v) e incubado com as diversas preparagdes de lipase numa concentracdo fixa de
6000 unidades de atividade por grama de efluente, tomando por base a atividade lipolitica
anteriormente medida (Tabela 4.1). A preparacdo de lipase LNU por ter sido adquirida
posteriormente ndo foi incluida nesta série de experimentos. Os ensaios foram realizados
em duplicata sem ajuste de pH numa temperatura de 40°C e agitagdo de 200 rpm. Os
resultados médios obtidos sdo mostrados na Figura 4.6 (a-f) e Tabela 4.7. O detalhamento

desta série de experimentos ¢ mostrado no Apéndice 8.6.

Tabela 4.7. Desempenho das preparacoes de lipase na hidrolise do efluente de abate de

frango.
Enzima Tempo Acidos Graxos Hidrodlise

(min) (mM) (%)
Lipozymne (Novozyme) 120 30,7 20,4
Lipolase (Novozyme) 120 1,0 0,7
Candida rugosa (Sigma) 90 19,7 13,2
Pancreas de porco (Sigma) 150 19,5 13,0
Pancreatina (Kin Master) 150 28,1 18,8

Condicoes Fixas: 6000 Unidades de atividade por grama de efluente, 3% (m/v) de agente emulsificante, sem
ajuste de pH (5-6), 40°C).

Dentre as lipases testadas, o melhor desempenho foi demonstrado pela lipase
Lipozyme, atingindo em 2h um percentual de hidrolise de 20,4% (Figura 4.6a). Apesar
desse bom desempenho, o emprego da Lipozyme fica comprometido para este tipo de
tratamento devido ao seu elevado custo (US 1400/kg).

Lipolase foi a preparacdo enzimatica menos eficaz atingindo uma porcentagem
maxima de hidrdlise de apenas 0,7% num periodo de tempo de 2h (Figura 4.6b).

O desempenho insatisfatorio alcancado pela Lipolase pode ser associado a faixa de
atuacdo otima de pH desta preparagdo de lipase, a qual apresenta segundo informagdes do

fabricante maior atividade e estabilidade em pH alcalino (=11). Considerando que o pH do
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meio reacional estava na faixa entre 5 a 6, ¢ provavel que um melhor desempenho dessa
enzima possa ser alcangado em meios com valores de pH mais alcalinos.

A lipase microbiana de Candida rugosa (Figura 4.6c) apresentou um
comportamento satisfatorio atingindo uma porcentagem maxima de hidrélise de 13,2% em
um periodo de tempo relativamente curto (90 min).

As preparagdes de lipase de origem animal (LPP e LKM) mostraram
comportamentos diferenciados para o0 mesmo periodo de tempo de incubagdo (150 min),
sendo que a LPP alcangou uma porcentagem maxima de hidrdlise de 13% (Figura 4.6d),
enquanto a LKM atingiu um valor maximo de hidrolise de 18,6% (Figura 4.6e). Esse
comportamento distinto se justifica em funcdo das proteinas contaminantes presentes na
LPP, que podem ter interferido negativamente a hidrolise dos lipideos presentes no
efluente (FABER, 1997).

Entre as preparagdes testadas, a lipase LKM foi a tnica que apresentou um
desempenho bastante similar ao alcangado pela Lipozyme (Figura 4.6f). Esta preparacao,
conforme j& mencionado, composta por diversas hidrolases, ¢ produzida por industria
nacional, o que poderia ser mais atrativo para uma aplica¢do industrial do processo
proposto. Entretanto, essa preparacdo enzimatica apresenta uma baixa estabilidade térmica
para temperaturas superiores a 40 °C (tempo de meia-vida = 0,90 h a 45 °C).

Nesse sentido, a lipase LCR apresenta-se como uma segunda alternativa, pois além
de ser uma preparagdo comparativamente mais estavel termicamente proporcionou também
um desempenho bastante satisfatorio na hidroélise dos lipideos contidos no efluente. Além
disso, essa enzima ¢ capaz de hidrolisar completamente os triglicerideos devido a sua
habilidade em liberar todos os tipos de cadeias acila, independente de sua posi¢cdo no
triacilglicerol, ou seja, possui uma caracteristica desejada de ndo oferecer restri¢des
informadas quanto a regioespecificidade.

Tomando por base esses resultados foram selecionadas as lipases LCR e LKM para
testes posteriores visando determinar as condigdes que maximizam a hidrolise de
triglicerideos presentes no efluente. Um tratamento estatistico foi empregado, visando
economia de materiais e tempo, por meio da reducdo do nimero de experimentos, uma vez

que a faixa de amostragem escolhida poderia ter sido excessivamente ampla.
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Figura 4.6. Desempenho das preparagoes de lipases na hidrolise dos lipideos contidos no efluente
40 °C e agitagdo (200 rpm).
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4.4. ESTUDOS DA OTIMIZACAO NA REACAO DE HIDROLISE DO EFLUENTE POR

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Nessa etapa de desenvolvimento do presente trabalho, foram realizados ensaios
referentes ao planejamento e otimizacdo dos parametros de hidrolise dos triglicerideos

presentes no efluente catalisada pelas preparagdes enzimaticas LCR e LKM.

4.4.1. Avaliaciao dos Efeitos da Concentraciao de Enzima, Agente Emulsificante,

fons Calcio e pH para a Enzima LCR

Preliminarmente foi efetuado um planejamento fatorial fracionario 2*'. Este
fatorial possui uma caracteristica importante: os seus contrastes nao misturam os efeitos
principais com interagdes de dois fatores, e sim com interacdes de trés fatores, que em
principio devem ser menos significativas, e por isso despreziveis (BoX et al., 1978).

Na Tabela 4.8 encontram-se os resultados obtidos nos ensaios realizados com base
no planejamento fatorial 2*"', para avaliacdo da influéncia da concentracdo da enzima LCR
(x1), da concentragdo do agente emulsificante (x,), da adi¢do dos ions calcio (x3) e do
controle do pH (x4). As condi¢des operacionais foram mantidas constantes com relacdo a
temperatura (40°C) e agitacdo (200 rpm). Para estimativa do erro experimental foram
realizados ensaios adicionais no ponto central (3 repeticdes). Como variavel resposta foi
considerada a porcentagem de hidrolise alcangada apds 3h da agdo enzimatica. Na Figura
4.7 sdo mostradas as concentracdes finais de 4cidos graxos (mM) para esses mesmos
ensaios. O detalhamento dos resultados obtidos nos experimentos ¢ mostrado no Apéndice
8.7.

Os resultados obtidos indicam que a lipase LCR foi capaz de hidrolisar os
triglicerideos presentes no efluente em todas as condigdes ensaiadas. Os teores de acidos
graxos livres variaram entre 8 a 28 mM ap6s 3h de reagdo, correspondendo a porcentagens
de hidrolise de 6,45 a 22,57%, respectivamente. As porcentagens mais elevadas foram
verificadas nas reagdes realizadas com ajuste do pH inicial em 7,0, pela adi¢cao de tampao
fosfato 0,1M. Tal fato pode ser explicado, principalmente, devido ao pH oOtimo de
atividade catalitica da lipase LCR se encontrar em pH 7,0. Provavelmente nesta condigao,
a adi¢do de tampao no meio reacional tenha favorecido a maior liberagdo de acidos graxos.
Verifica-se, portanto, que o ajuste do pH do meio reacional foi um fator extremamente

significativo e positivo na resposta analisada.
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Tabela 4.8. Matriz do planejamento fatorial fraciondrio (2*') para a lipase Candida
rugosa empregando como substrato efluente da industria de abate de frango

Ensaio Valores reais Resposta
[E] Goma Ca(Cl, Tampao AGL Hidrdlise
% (%) ™M) (mM) (%)
1 0,1 0 0 Ausente 8,10 6,45
2 0,4 0 0 Presente 20,0 16,12
3 0,1 3 0 Presente 17,0 13,70
4 0,4 3 0 Ausente 24,0 19,35
5 0,1 0 0,02 Presente 9,0 7,25
6 0,4 0 0,02 Ausente 8,0 6,44
7 0,1 3 0,02 Ausente 14,0 11,28
8 0,4 3 0,02 Presente 28,0 22,57
9 0,25 1,5 0,01 Presente 16,0 12,89
10 0,25 1,5 0,01 Presente 18,0 14,51
11 0,25 1,5 0,01 Presente 14,0 11,29
12 0,25 1,5 0,01 Ausente 13,0 10,47
13 0,25 1,5 0,01 Ausente 14,0 11,28
14 0,25 1,5 0,01 Ausente 14,0 11,28

*Tempo de hidrolise: 180 min
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Figura 4.7. Concentragdo de dcidos graxos formados na reagdo de hidrolise do efluente
catalisada pela lipase Candida rugosa sob diferentes condigdes.
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No entanto, pela analise direta da Tabela 4.8 nao foi possivel analisar o efeito dos
outros fatores, como a concentracdo de enzima, suplementacdo do meio reacional com
CaCl, e agente emulsificante. Isto foi feito pela andlise estatistica dos dados, utilizando o
programa Statistica (versdo 6.0). As estimativas dos efeitos, erros-padrao e do teste t de

Student’s para a resposta analisada sdo apresentadas nas Tabelas 4.9 ¢ 4.10.

Tabela 4.9. Estimativas dos efeitos, erros padrdo e teste t de Student’s para a porcentagem
de hidrélise do efluente, de acordo com o planejamento fatorial 2*"

Variaveis Efeitos Erros-padrao Valores de t p

Média 12,49 +0,53

Enzima (x;) 6,45 +1,40 4,60 0,0013*

Goma (x7) 7,66 +1,40 5,46 0,004"

CaCl, (x3) -2,02 +1,40 -1,44 0,184

Tampio (x4) 3,11 +1,40 2,99 0,017°

ap<0,01; b p<0,05

Tabela 4.10. Andlise de Varidncia do planejamento fatorial 2*” proposto

Efeitos Soma Graus de Média F p
quadratica liberdade quadratica

Enzima (x;) 83,20 1 83,20 59,20 0,015

Goma (Xy) 117,35 1 117,35 83,49 0,008

CaCl, (x3) 8,16 1 8,16 5,81 0,074

Tampao (X4) 33,88 1 33,88 24,10 0,093

Falta de ajuste 29,78 5 5,96 4,23

Erro total 5,62 4 1,40

Total corrigido 278,00 13

R’=0,883

Os resultados da andlise estatistica confirmam o efeito sugerido pela analise direta
dos dados com relagdo ao ajuste do pH. Verifica-se de acordo com o teste t de Student’s
(Tabela 4.9) que além do efeito do pH (x4), a concentragdo de enzima (X;) € a concentragdo
de goma (x;) apresentaram uma influéncia altamente significativa, enquanto a
concentragdo dos ions célcio ndo foi significativa estatisticamente a um nivel de 95% de

confianca.
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4.4.2. Avaliacio da Influéncia Individual do ajuste do pH do Efluente com

Solu¢do Tampao sobre a Porcentagem de Hidroélise

Uma vez que, por meio do planejamento estatistico efetuado, o efeito da adigdo de
tampao no meio reacional foi positivo e altamente significativo, apontando para a sua
importancia para alcangar taxas elevadas de hidrdlise, foi realizado um planejamento
fatorial 2° completo, de forma a investigar o efeito separado do tampdo fosfato na reagdo
de hidrolise do efluente, conforme a matriz mostrada na Tabela 4.11.

Na Tabela 4.11 encontram-se os resultados obtidos nos ensaios realizados com base
no planejamento fatorial 2°, para avaliagdo das varidveis: concentragdo de lipase (x),
agente emulsificante (x;) e ions cdalcio (x3) na formacdo de 4cidos graxos (mM) e
porcentagem de hidrolise alcangada apds 3h de tratamento enzimatico. O detalhamento dos

resultados obtidos nos experimentos para a resposta avaliada ¢ mostrado no Apéndice 8.8.

Tabela 4.11. Matriz do planejamento fatorial completo 2° para a lipase Candida rugosa
em presencga de tampdo

Ensaio Valores reais Variaveis Respostas
[E] [AE] CaCl, Hidrélise Acidos graxos
(%) (%) (M) (%) formados (mM)
1 0,1 0 0 8,10 10,0
2 0,4 0 0 16,10 20,0
3 0,1 3 0 13,70 17,0
4 0,4 3 0 19,40 21,0
5 0,1 0 0,02 7,30 9,0
6 0,4 0 0,02 10,50 13,0
7 0,1 3 0,02 16,10 15,0
8 0,4 3 0,02 22,60 28,0
9 0,25 1,5 0,01 12,90 16,0
10 0,25 1,5 0,01 14,50 18,0
11 0,25 1,5 0,01 11,30 14,0

A liberagdo de acidos graxos variou entre 10 mM a 28 mM, correspondendo a
porcentagens de hidrolise entre 8,10 a 22,60%. Verifica-se que a formacdo de acidos
graxos foi dependente da concentragdo de lipase e do agente emulsificante. A
suplementagdo de ions calcio no meio reacional ndo apresentou efeito significativo,
provavelmente devido a presenca de ions calcio na goma ardbica, tornando desnecessario o
uso de CaCl,. De uma maneira geral, a reagdo de hidrolise foi favorecida para meios

reacionais emulsificados com goma ardbica e concentracdo de lipase no nivel maximo
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(0,4%). Na Figura 4.8 estdo apresentadas as concentragdes finais de acidos graxos (mM)
para os ensaios realizados. A resposta analisada foi a porcentagem de hidrélise alcancada

apods 3h da agdo enzimatica.
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Figura 4.8. Concentragdo de acidos graxos formados na reagdo de hidrolise do efluente
catalisada pela lipase Candida rugosa sob diferentes condigdes.

A Tabela 4.12 retne os dados da andlise dos efeitos, erros-padrao e do teste t de
Student’s. Verifica-se que apenas a varidvel concentragdo de ions calcio (x3) ndo foi
estatisticamente significativa num nivel de 95% de confianga (p = 0,88). Tanto o efeito da
variavel X; como X, apresentaram valores similares (5,85 e 7,45) e significativos ao nivel
de 99% de confianca, sendo selecionados para estimativa do modelo matematico que
descreve o processo de hidrélise na regido experimental estudada.

Os efeitos principais foram ajustados por analise de regressdo multipla para um

modelo linear e a melhor funcao linearizada pode ser demonstrada pela equacao 4.3.

Y =1422+292x;+3,73 x» (4.3)

em que: Y ¢ a variavel resposta, x; e X, representam os valores codificados para

concentragdo de enzima e concentrag¢do de agente emulsificante.
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Tabela 4.12. Estimativas dos efeitos, erros padrdo e teste t de Student’s para a
porcentagem de hidrolise do efluente, obtida nos ensaios realizados, de
acordo com o planejamento fatorial completo 2° proposto

Varidveis Efeitos Erro-padrao Valores de t p
Média 13,86 + 0,54 25,63

Enzima (x;) 5,85 + 1,27* 4,61% 0,001*
Goma (x7) 7,45 +1,27* 5,87* 0,004*
CaCl;, (x3) -0,20 + 1,27 -0,16 0,88
X1X2 0,25 +1,27 0,19 0,85
X1X3 -1,00 + 1,27 -0,79 0,47
X2X3 3,00 + 1,27 2,36 0,08

A significancia estatistica do modelo foi avaliada pelo teste F (Tabela 4.13),

demonstrando que a regressdo ¢ altamente significativa a 99% de nivel de confianga e

apresenta um bom coeficiente de determinagio (R*=0,94), deste modo, justificando 94% a

variagdo total da resposta. Segundo BARROS NETO et al. (1995), para que a regressdo nao

seja apenas estatisticamente significativa, mas também util para fins preditivos, o valor de

F calculado deve ser no minimo 4 vezes maior que o F tabelado. Desta forma, o modelo

estatistico determinado para a porcentagem de hidrdlise foi também preditivo.

Tabela 4.13. Andlise de Varidncia do planejamento fatorial completo 2° proposto

Efeitos Soma Graus de Média F P
quadratica liberdade | quadratica

Modelo 179,45 2 89,73 21,48 0,0010
Curvatura 3,83 1 3,83 0,92 0,37
Residuos 29,25 7 4,18
Falta de ajuste 24,13 5 4,83 1,88 0,38
Erro Puro 5,12 2 2,56
Total 212,53 10

Os valores preditos pelo modelo representado na superficie de resposta (Figura 4.9)

indicam que a hidrdlise maxima pode ser obtida numa concentragdo de enzima de 0,4%

(m/v) na presenca de agente emulsificante (3%).
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Figura 4.9. Superficie de resposta para a porcentagem de hidrolise do efluente catalisada

pela lipase LCR, descrita pela equagdo 4.3.

4.4.3. Ajuste do pH do Efluente com Bicarbonato de Sodio ou Hidréxido de Sodio

Empregando as condicdes estabelecidas anteriormente foi verificado a influencia da

substitui¢do da solugdo tampao de fosfato de sddio por solugdes de bicarbonato de s6dio ou

hidréxido de sodio para ajustar o pH do meio para 7,0 (pH 6timo de atuagdo da LCR). Na

presenga de bicarbonato de sédio (30g/L) ou de hidréxido de s6dio (1M) observou-se um

aumento na porcentagem de hidrélise estimado em 50%, caracterizado pela formagdo de

acidos graxos e glicerol, como mostrado na Tabela 4.14 e Figura 4.10.

Tabela 4.14. Parametros de caracterizagdo do efluente tratado com Candida rugosa

Ajuste de pH Glicerol Acidos Graxos DQO
(%) (mM/mL) (mg/L)
0h 12 h 0h 12h
Tampao 0,34 0,50 0,25 0,45 nd
NaHCO; 0,18 0,28 0,44 0,94 21857
NaOH 0,25 0,35 0,44 1,07 22557

nd: nao determinado
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Figura 4.10. Perfil da formagdo de acidos graxos na hidrolise de efluente com ajuste de pH
inicial empregando diferentes solugoes: (a) tampdo fosfato, (b) bicarbonato de sodio ou (c)
hidroxido de sodio.

Nao foi verificada uma redugdo da matéria organica em termos de demanda
quimica de oxigénio (DQO), porém o tratamento enzimatico foi bastante satisfatorio,
promovendo a hidrélise dos lipideos presentes no efluente bruto. Esses resultados sdo
similares aos descritos por JUNG et al (2002), nos tratamentos efetuados em efluentes
contendo teores de gorduras da ordem de 800 mg/L.

Testes de biodegradabilidade foram realizados para avaliar o possivel impacto do
tratamento enzimatico na biodigestdo anaerdbia, sendo monitorados pelo volume de

metano gerado e demanda quimica de oxigénio (DQO).
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4.4.4. Avaliaciao dos Efeitos da Concentracio de Enzima, Agente Emulsificante,

fons Cilcio na Hidrolise do Efluente pela Enzima LKM

A técnica de planejamento de experimentos foi também utilizada para avaliar a
influéncia dos parametros mais significativos na porcentagem de hidrélise dos lipideos
presentes no efluente, utilizando a preparagao enzimatica LKM. As porcentagens de
hidrolise alcangadas nos ensaios realizados sdo apresentadas na Tabela 4.15, com base no
planejamento fatorial fracionario (2*) avaliando o efeito da concentragdo da enzima LKM
(x1), do agente emulsificante (x,), dos ions calcio (x3) e controle do pH com solugdo de
bicarbonato de sdédio (x4). Foram mantidas constantes as condigdes operacionais:
temperatura (40°C) e agitagdo (200 rpm). A Figura 4.11 mostra os perfis de acidos graxos

formados em fun¢do do tempo total do tratamento enzimatico (6h).

Tabela 4.15. Matriz do planejamento fatorial fraciondrio (2*') para a lipase LKM
empregando efluente da industria de abate de frango

Ensaio Valores reais Respostas

[E] Goma CaCl, Bicarbonato | AG Formados Hidroélise

% (%) (M) de sodio (mM) (%)
1 0,1 0 0 Ausente 23,61 24,33
2 0,4 0 0 Presente 38,88 40,04
3 0,1 3 0 Presente 21,13 20,33
4 0,4 3 0 Ausente 68,83 72,08
5 0,1 0 0,02 Presente 19,84 20,26
6 0,4 0 0,02 Ausente 65,87 66,91
7 0,1 3 0,02 Ausente 35,03 33,67
8 0,4 3 0,02 Presente 31,75 27,52
9 0,25 1,5 0,01 Presente 14,74 14,08
10 0,25 1,5 0,01 Presente 20,14 16,16
11 0,25 1,5 0,01 Presente 46,93 15,70
12 0,25 1,5 0,01 Ausente 25,55 25,31
13 0,25 1,5 0,01 Ausente 33,09 32,46
14 0,25 1,5 0,01 Ausente 22,22 21,22

t=tempo de hidrolise 6h

85



Acidos graxos formados (mM)

7
_
% £

"1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ensaio

.
-
_

14

Figura 4.11. Concentragdo de dacidos graxos formados na reagdo de hidrolise do efluente
catalisada pela lipase pancreatina (LKM) sob diferentes condi¢oes

O efeito individual dos fatores experimentais e de suas interagdes sobre a
porcentagem de hidrolise foi avaliado estatisticamente pelo Programa Statistica versao 6.0
(Tabelas 4.16 e 4.17). Os resultados obtidos indicam um comportamento bastante distinto
entre as preparagdes LCR e LKM, sendo que a LKM forneceu valores superiores de
porcentagem de hidrélise (14,08 a 72,08%) ap6s 6h de tratamento enzimatico.

Os teores de acidos graxos variaram entre 14 a 68 mM apos 6h de tratamento. Pela
analise direta da Tabela 4.15, verifica-se que as porcentagens mais elevadas de hidrolise
foram obtidas nas reagdes realizadas com efluente sem o ajuste de pH e concentragdo de
enzima no nivel maximo (0,4%), ou seja, o aumento da concentragdo de lipase (x;) de 0,1
para 0,4%, provocou um aumento significativo no grau de hidrdlise, enquanto a adi¢do de
bicarbonato de sddio no meio reacional reduziu a formacao de acidos graxos, sugerindo
uma inibicdo da agdo enzimdtica em efluentes com pH ajustado com esse composto.
Observa-se também que tanto a adi¢ao do agente emulsificante, quanto de ions célcio no
efluente ndo foram relevantes para que ocorresse uma maior liberacao de 4cidos graxos.

Este comportamento foi confirmado por meio da analise estatistica (Tabela 4.16),
indicando que as variaveis X; (concentracdo de enzima) ¢ x4 (bicarbonato de sédio) foram
significativas ao nivel de 95% de confianca. Enquanto o efeito da concentracdo de enzima
foi positivo (26,33), a adi¢do de solucdo de bicarbonato de sodio teve uma influéncia negativa (-
17,77). As outras duas varidveis (x; € X3) ndo apresentaram efeitos significativos, isto ¢, p >0,05.
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Um comportamento similar foi constatado por MENDES E CASTRO (2003) nas
reacdes de hidrolise de soro de queijo com pH inicial ajustado com bicarbonato de sodio e
empregando a lipase pancredtica (LKM). Esses autores atribuiram esse comportamento a
algum tipo de composto presente no soro de queijo que possa ter reagido com bicarbonato
de sodio, influenciando negativamente a atividade lipolitica da lipase, tendo ainda
verificado uma elevagdo no pH do meio reacional.

Entretanto, tal explicacdo ndo se aplica aos testes descritos nesse trabalho, tendo em
vista que nos ensaios realizados com a LCR (item 4.4.3) esse comportamento ndo foi
verificado. Mesmo considerando que o pH do meio reacional tenha sido alterado durante o
progresso da hidrolise para valores mais alcalinos entre 8,5 a 9,0 (Apéndice 8.9), estudos
adicionais sdo necessarios para explicar esse mecanismo de inibi¢do da LKM em meios
com adicdo de bicarbonato de sodio, principalmente se for considerado que essa
preparacdo enzimatica apresenta valores de pH 6timos em faixas mais alcalinas (item 4.1,
Figura 4.1). Portanto, testes posteriores (item 4.5) foram realizados para verificar se a
substitui¢do do bicarbonato de sodio por hidréoxido de sédio modificaria o perfil de

hidrolise.

Tabela 4.16. Estimativa dos efeitos, erros padrdo, teste t de Student’s para a porcentagem

de hidrolise
Variaveis Efeitos Erro padrao Valores de t P
Média 32,35 +3,31 9,7778 0,00004
Enzima (x;) 26,33 + 8,75 3,0075 0,0148*
Goma arabica (x3) 1,18 + 8,75 0,1342 0,8962
Célcio (x3) -1,45 + 8,75 -0,1651 0,8726
NaHCO; (x4) -17,77 + 6,62 -2,6853 0,0250*

Baseado nos efeitos avaliados (Tabela 4.16) foi desenvolvido um modelo
matematico ajustando a func¢do resposta com os dados experimentais (Tabela 4.17). A
equacdo 4.4 expressa o modelo, no qual as variaveis apresentam os valores codificados,
representando o rendimento de hidrdlise (Y) como fun¢do da concentragdo de enzima (x;)

e presenca de bicarbonato de sodio (x4).
Y =38,19+ 13,54 x,—7,38 x4 (4.4)

A validade do modelo proposto foi estatisticamente significativa (p=0,02) ao nivel
de 95% de confianga. O modelo n3o apresentou falta de ajuste e a determinacdo do
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coeficiente de correlagio (R’=0,70), indica que 70% da variabilidade na resposta, em

relacdo aos resultados obtidos, pode ser explicada pelo modelo.

Tabela 4.17. Andlise de Varidncia para a porcentagem de hidrolise

Efeitos Soma Graus de Média F p
quadratica | liberdade quadratica

Modelo 2228,56 2 1114,28 11,73 0,0024*
Curvatura 682,68 1 682,68 7,19 0,0230*
Residuos 949,70 10 94,97

Falta de ajuste 753,04 6 125,51 2,55 0,1918
Erro Puro 196,66 4 49,17

Total 3860,95 13

Os valores preditos pelo modelo (Figura 4.12) indica que a porcentagem de

hidrolise foi maximizada no nivel alto de concentragdo de lipase (x;=1) e na auséncia de

bicarbonato de sédio (xys=-1).

Bicarbonato de sédio

-1.0 4

0,1

0,25
Lipase (%)

Figura 4.12. Curva de nivel para a porcentagem de hidrolise do efluente catalisada pela lipase

LKM, descrita pela equagdo 4.4.
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4.4.5. Influéncia do Ajuste do pH do Efluente com diferentes Solucdes

Alcalinizantes na Hidrolise empregando a Enzima LKM

Nesta série de experimentos foi testada a substituicdo da solugdo de NaHCOs; por
NaOH para o ajuste do pH do meio reacional, empregando duas concentragdes de lipase
(0,1 e 0,4%) na presenga e auséncia de goma ardbica, como descrito na Tabela 4.18. Todos

os ensaios foram realizados na temperatura de 40°C, agitacdo de 200 rpm e tempo de

hidrolise de 6h.

Tabela 4.18. Ensaios complementares de hidrolise do efluente com pH ajustado por
adi¢do de diferentes solugoes alcalizantes (NaHCOj3; ou NaOH)

Ensaio Enzima Agente emulsificante Solucio alcalizante
(%) (%)
1 0,1 0 NaHCOs3
2 0,1 0 NaOH
3 0,1 3 NaHCO;3
4 0,1 3 NaOH
5 0,4 0 NaHCO;
6 0,4 0 NaOH
7 0,4 3 NaHCO;
8 0,4 3 NaOH

A comparacao das diferentes condigdes testadas na hidrolise dos lipideos presentes
no efluente neutralizado com NaHCO; ou NaOH em termos de 4cidos graxos formados
(mM) em fun¢do do tempo de reacdo ¢ mostrada na Figuras 4.13, tomando por base os
dados detalhados no Apéndice 8.10.

Verifica-se que a solucao alcalinizante utilizada no ajuste do pH do meio reacional
influenciou de maneira acentuada na liberacdo de acidos graxos. Quando se utilizou a
solugdo de bicarbonato de sodio (Ensaios 1, 3, 5 e 7) a concentragdo maxima de acidos
graxos formados foi de 38,88 mM (ensaio 5), a substituicdo do bicarbonato por hidréxido
de sodio elevou essa concentragao para 66,09 mM (ensaio 6). O efeito das outras variaveis
(concentracdo de lipase e agente emulsificante) foi similar ao anteriormente descrito (item
4.4.3).

De fato verifica-se que a Unica varidvel significativa no processo foi a concentragao
de enzima. Observa-se ainda que o ajuste do pH do meio reacional s6 ¢ relevante, quando a

solugdo alcalinizante de bicarbonato ¢ utilizada, sendo esse efeito negativo.
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Figura 4.13. Perfil de formagdo de dacidos graxos na hidrélise enzimdtica do efluente tratado com a
lipase pancreatina (LKM) de acordo com o planejamento fatorial (40 °C, 200 rpm).

AE = Agente Emulsificante; E = Enzima
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Tomando por base os experimentos do planejamento fatorial (Tabela 4.15, ensaios
4, 6, 8) e os ensaios descritos na Tabela 4.18 (2, 4, 6 e 8), verifica-se que 0 mesmo tipo de
comportamento de hidrolise ¢ obtido em meios reacionais com ajuste ou sem ajuste de pH.
Entretanto, considerando que geralmente os valores de pH de efluentes sdo muito
variaveis, recomenda-se, neste caso particular, um ajuste do pH do meio reacional com
hidroxido de soédio.

Com o objetivo de determinar a eficiéncia do tratamento enzimatico pela enzima
LKM, foram também quantificados a concentra¢do de glicerol e acidos formados bem
como a carga organica do efluente antes e depois do tratamento adotando as seguintes
condicdes: concentragdo de enzima (0,4%), ajuste do pH com NaOH na presenga ou
auséncia de agente emulsificante (3% m/v). Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela
4.19. Por outro lado, o agente emulsificante ndo apresentou nenhum tipo de inibi¢do na
hidrolise.

A eficiéncia do tratamento enzimatico com LKM foi também avaliada por meio de
testes de biodegradabilidade empregando lodo anaerdbio, neste caso, em todos os ensaios

de hidrdlise o pH do meio foi ajustado com hidréoxido de sodio.

Tabela 4.19. Caracterizagdo da hidrolise de efluentes pela enzima LKM na presenga e
auséncia de agente emulsificante

Emulsificante Glicerol Acidos Graxos Hidrolise
(%) (mM/mL) (%)
Oh 12h Oh 12h
Presenca 0,51 0,68 0,31 1,03 48,67
Auséncia 0,21 0,45 0,29 1,13 55,33

4.5. COMPOSICAO EM AcIpDOs GRAXOS DO EFLUENTE HIDROLISADO PELAS ENZIMAS
LCRE LKM

A composicao dos acidos graxos presentes no efluente antes e apos tratamento
enzimatico com as enzimas LCR e LKM nas mesmas condi¢des operacionais estd
relacionada na Tabela 4.20, tomando por base os cromatogramas apresentados nas Figuras
4.14a4.17.

Sabe-se da literatura (FABER, 1997) que a enzima C. rugosa (LCR) ¢ uma lipase

inespecifica, ou seja, catalisa a hidrolise de triglicerideos para acidos graxos livres e
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glicerol, de modo aleatorio. Nao mostra especificidade em relagdo a natureza do grupo
acila ou a posi¢do em que este esta esterificado no glicerol.

De acordo com os resultados obtidos, a atuagao da C. rugosa (LCR) aumentou a
concentragdo inicial de acido estedrico em 70% e do acido oléico em 100%, apoés 12h de
tratamento com uma porcentagem de hidrolise de 58,70%, resultando num acumulo desses
acidos no meio reacional. Por outro lado, observa-se que houve um acréscimo de 49% na
concentragdo do acido palmitoléico e de 24% de 4cido linoléico. Esse aumento pode ser

interpretado como um desprendimento preferencial desses acidos do triglicerideo.

Tabela 4.20. Composi¢do dos acidos graxos liberados na hidrolise do efluente com as

enzimas LCR e LKM
Composicao Efluente tratado com LCR | Efluente tratado com LKM
(g/L) (g/L)

Oh 12h Oh 12h
Acido Pentadecanoico 3,0 0 3,0 0
Acido Palmitico 0,87 0,80 1,01 0,35
Acido Palmitoléico 0,18 0,09 0,08 0
Acido Estearico 0,23 0,33 0,44 0,07
Acido Oléico 1,32 1,58 1,74 0,18
Acido Linoléico 0,37 0,09 0,35 0,47
Acido Araquidico 0 0 0 0,40
Colesterol 0,11 0 0,40 0
Total 310 290 420 240

A analise da composi¢do em acidos graxos liberados na hidrélise do efluente com a
enzima LKM foi completamente diferente daquele constatado pela acdo da enzima LCR.
Fato esse verificado pela redugdo significativa de 57,14% do teor total de gordura no
efluente, refletindo no enriquecimento da fragdo com os acidos linoléico (100%), palmitico
(34,80%) e estearico (15,3%). Outros acidos como pentadecandico, palmitoléico e
colesterol ndo foram liberados para o meio reacional, demonstrando com isto uma
resisténcia a hidrdlise pela enzima LKM. A composi¢cdo dos 4cidos graxos identificados
por cromatografia fase gasosa ¢ mostrada nas Figuras 4.16 ¢ 4.17.

Paralelamente foram realizados mais dois tratamentos do efluente com a enzima
LKM alterando as condi¢des experimentais citadas anteriormente, basicamente foi
verificada a influéncia do agente emulsificante e do ion célcio em meio alcalinizado, na
liberagdo de acidos graxos livres. A composi¢do dos acidos graxos liberados nesses testes

estd mostrada na Tabela 4.21 e nas Figuras 4.18 a 4.21.
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Tabela 4.21. Composicdo dos dcidos graxos livres liberados na hidrolise do efluente com
a LKM com ajuste de pH: Influéncia do agente emulsificante e do ion cdlcio

Composicao Presenca de calcio e auséncia do | Auséncia de calcio e presenca
agente emulsificante (g/L) de agente emulsificante (g/L)
Oh 12 h Oh 12 h
Acido Palmitico 2,83 2,10 2,52 2,73
Acido Palmitoléico 0,37 0,12 0,37 0,31
Acido Estearico 0,80 0,90 1,21 0,62
Acido Oléico 3,33 1,62 3,90 2,64
Acido Linoléico 0,24 0,25 0,71 0
Colesterol 0,13 0 1,09 0
Total 770 500 940 630

No teste efetuado na presenca de calcio e auséncia de agente emulsificante, o perfil

de formacdo de éacidos graxos foi alterado promovendo um melhor enriquecimento da

fragdo com os acidos: oleico (51,35%), palmitico (74,20%), palmitoléico (57%) e 100%

dos acidos estearico e linoleico. Entretanto, nessas condi¢des experimentais foi constatada

uma menor reduc¢do do teor de gorduras de 27%, quando comparado com o resultado

apresentado na Tabela 4.20 da ordem de 57%. Esse perfil pode ser verificado nos

cromatogramas apresentados nas Figuras 4.18 e 4.19.
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Figura 4.14. Composigdo de acidos graxos
presentes no efluente tratado com LCR (t = 0 h).

Figura 4.15. Composi¢do de acidos graxos
presentes no efluente tratado enzimaticamente
com a lipase LCR (t = 12 h).
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Figura 4.16. Composicdo de acidos graxos Figura 4.17. Composic¢do de acidos graxos
presentes no efluente, utilizando LKM (t = 0h).. presentes no efluente tratado enzimaticamente
com a lipase LKM (t =12 h).

No teste efetuado na auséncia de célcio e presenca de agente emulsificante, a
enzima LKM demonstrou um desempenho bastante similar, com exce¢do do acido
linoléico que ndo foi liberado para o meio reacional. Os cromatogramas referentes a esse
teste sao mostrados nas Figuras 4.20 ¢ 4.21.

De uma maneira geral, a lipase de C. rugosa (LCR) liberou preferencialmente o
acido oléico (18:1) seguido dos acidos estedrico (18:0) e palmitoléico (16:1). Resultados
similares foram descritos por LEE E FOGLIA (2000).

Por outro lado, os acidos linoléico (18:2), estearico (18:0), oléico (18:1) e palmitico
(16:0) foram liberados preferencialmente pela enzima LKM seguido por outros 4cidos em

menor proporgao.
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Figura 4.18. Composi¢do de dcidos graxos presentes no efluente tratado enzimaticamente com a
lipase LKM na presencga de cdlcio e auséncia de agente emulsificante (t= 0 h).
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Figura 4.19. Composigdo de acidos graxos presentes no efluente tratado enzimaticamente com a
lipase LKM na presenca de calcio e auséncia de agente emulsificante (t=12 h).
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Figura 4.20. Composi¢do de dacidos graxos presentes no efluente tratado enzimaticamente com a
lipase LKM na auséncia de calcio e presenca de agente emulsificante (1= 0 h).
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Figura 4.21. Composi¢do de acidos graxos presentes no efluente tratado enzimaticamente com a
lipase LKM na auséncia de calcio e presenga de agente emulsificante (t=12h).
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4.6. TRATAMENTO ANAEROBIO DO EFLUENTE

O lodo utilizado como indculo foi proveniente de fossa séptica (cedido pela
SANEPAR) e apresentou as seguintes caracteristicas: valores médios de solidos volateis de

32,1 g/L, solidos totais de 75,7 g/ e demanda quimica de oxigénio de 864 mg de O,/L.

4.6.1. Operacao com Efluente Bruto

O efluente bruto caracterizado no item 4.2 apresentou uma carga organica na faixa
de 2,0 a 5,0 g de O,/ L de DQO, seguindo as normas recomendadas por SOARES e HIRATA
(1997).

O tempo de duracao dos testes de biodegradabilidade foi de 30 dias e neste periodo
foi medida a produc¢do de metano pelo deslocamento de hidroxido de sodio 5%. Para
minimizar os erros experimentais todos os testes foram realizados em duplicata, com
excecao do teste realizado somente com o efluente bruto.

Os dados obtidos da quantidade de metano produzido em fungao do tempo para o
efluente sem tratamento enzimatico sdo apresentados na Figura 4.22, sendo verificado um
acimulo maximo de metano de aproximadamente 107mL. Os dados experimentais sdo
detalhados no Apéndice 8.11. Nota-se uma redugdo da velocidade de produgdo de metano
durante a realizacdo do experimento sendo que, apds aproximadamente 400h, ndo ha mais
producdo de metano, mesmo havendo DQO residual. Esta parada de producdo de metano
pode estar relacionada com a falta de algum nutriente, algum tipo de inibi¢do ou a
incapacidade dos microrganismos em hidrolisar as gorduras presentes no efluente.

Paralelamente, foi ainda realizado um teste de biodegradabilidade do efluente
emulsificado com objetivo de verificar se a goma ardbica poderia exercer algum tipo de
inibi¢do ou interferéncia na biodigestdo, uma vez que agentes emulsificantes foram usados
na etapa de hidrdlise.

Como pode ser observada na Figura 4.23, a goma arabica beneficiou a produgdo de
metano durante os 30 dias de teste, gerando um volume de biogas acumulado de 247 + 16mL.
Constata-se uma velocidade constante de degradagdo da matéria organica até
aproximadamente 180h quando o processo ¢ inibido, uma vez que foi detectada ainda a
presenca de DQO residual. Porém, esta quantidade de metano pode ser devido a carga
organica prontamente assimilavel introduzida com a goma arabica, pois hd em sua

composi¢do agucares e proteinas.
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Figura 4.22. Cinética de produgdo de metano do efluente bruto em fungdo do tempo (Lodo
anaerobio, 35 °C, 30 dias, agitacdo 50 rpm)
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Figura 4.23. Cinética de producdo de metano do efluente bruto emulsificado e lodo anaerobio em
fungdo do tempo (35 °C, 30 dias, agita¢do 50 rpm).
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Foi também calculado o parametro cinético da curva de biodegradagao, medindo-se
a velocidade inicial de producdo de metano. A biodegradabilidade do efluente pode ser
relacionada aos valores dos pardmetros cinéticos, desde que as mesmas condigdes
experimentais sejam mantidas. Assim, quanto maior for o valor da velocidade inicial de
producao de metano, mais biodegradavel sera o substrato.

Na Figura 4.24 as curvas ajustadas para a biodegradacdo do efluente bruto e
emulsificado em funcdo do tempo sdo mostradas, das quais foram determinadas as
velocidades iniciais de producdo de metano, sendo 1,40mL/h para o efluente bruto e
1,16mL/h para efluente emulsificado. Observa-se que houve um decréscimo de 17,1% na

velocidade inicial de produgdo de metano, quando se utilizou efluente emulsificado.
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Figura 4.24. Comportamento cinético dos testes de biodegradabilidade (a) efluente bruto, (b)
efluente emulsificado (Lodo anaerobio, 35 °C, 30 dias, agitagdo 50 rpm).

Em funcdo dos erros experimentais foram obtidos valores de velocidades iniciais
tanto para os ensaios com efluente bruto como para o efluente emulsificado, indicando que
os resultado de remog¢do de substrato ao longo do tempo para os dois ensaios foram
semelhantes, apesar de apresentarem diferentes DQO, fato este devido a presenca do

agente emulsificante no efluente.

4.6.2. Testes de Biodegradabilidade do Efluente Hidrolisado com a Enzima LCR

A eficiéncia do pré-tratamento com a enzima LCR em termos de
biodegradabilidade foi verificada em efluentes hidrolisados nas condi¢des otimizadas por

meio do planejamento fatorial completo (0,4% de lipase, 3% de agente emulsificante e pH
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= 7,0). Considerando, entretanto, que a presenca de goma ardbica no meio reacional pode
interferir na velocidade de biodegradagdo, foram também efetuados testes de
biodegradacao dos efluentes hidrolisados nas mesmas condi¢des Otimas, entretanto, sem a
adicao do agente emulsificante. O volume de metano produzido em fun¢do do tempo esta

representado na Figura 4.25 (a, b).
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Figura 4.25. Cinética de produgdo de metano do efluente ndo emulsificado (a) e emulsificado (b)
tratado com LCR em fungdo do tempo (35 °C, 30 dias, agitagdo 50 rpm).
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Para o efluente emulsificado tratado com LCR a quantidade de metano produzido
foi de 428 + 8,5mL (Figura 4.25a), o que representa um aumento de 4 vezes do volume de
biogds gerado em relagdo ao teste de biodegradabilidade do efluente bruto (sem
tratamento, Figura 4.22). No efluente ndo emulsificado e tratado enzimaticamente (Figura
4.25b), a quantidade maxima de metano atingiu 500+29,5mL, correspondendo a um
aumento de 4,7 vezes em relacao ao efluente sem tratamento.

Estes resultados foram também avaliados, correlacionando com o perfil cinético da
quantidade de metano produzido em fungao do tempo, como mostrado na Figura 4.26.

Foram determinadas duas velocidades de producdo de metano, sendo que nas
primeiras horas obteve-se o valor de 2,5mL/h, porém no decorrer do ensaio at¢ 600h o
valor da velocidade foi de 0,44mL/h.

Esse comportamento ndo foi verificado no testes de biodegradabilidade do efluente
tratado na auséncia de goma arabica, sendo determinado um valor da velocidade inicial de

1,01mL/h.
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Figura 4.26. Comportamento cinético dos testes de biodegradabilidade do efluente emulsificado
(a) e ndo emulsificado (b) tratado com LCR.(35 °C, 30 dias, agitagdo 50 rpm)

Nos dois casos, a utilizagdo do pré-tratamento enzimatico aumentou a
biodegradabilidade do efluente em aproximadamente 4 vezes. Pode-se concluir, também,
que a parada da biodegradagdo, observada nos testes anteriores (Figuras 4.22 e 4.23) nao ¢
devido a falta de nutrientes, nem a inibicdo, mas estd relacionada a matéria orginica

prontamente assimilavel pelo microrganismo, que foi gerada no pré-tratamento enzimatico.
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4.6.3. Testes de Biodegradabilidade do Efluente Hidrolisado com a Enzima LKM

Testes de biodegradabilidade foram também conduzidos com o efluente tratado
com a lipase LKM. O perfil de quantidade de metano produzido ao longo do tempo ¢
representado na Figura 4.27, sendo que os dados experimentais detalhados sdo mostrados
no Apéndice 8.12. Os experimentos foram conduzidos na auséncia de calcio e de goma
arabica, e o ajuste do pH em 8,0 do hidrolisado foi feito com hidroxido de sédio.

A cinética de produg¢do de metano foi distinta nos dois experimentos, porém a
quantidade de metano acumulada foi de aproximadamente 500mL para os dois
experimentos.

Em ambos os casos hd uma inibi¢do que impede a degradagdo de matéria organica
depois de aproximadamente 600h, onde ainda ha DQO residual. A adi¢do de emulsificante
aumenta a velocidade inicial de degradagdo anaerdbia, porém no contexto geral a
quantidade degradada, bem como o tempo de degradagdo é semelhante.

A analise da cinética de producdo de metano mostrada na Figura 4.28 indica que a
velocidade inicial de produg¢do de metano determinada na biodegradacdo do efluente
emulsificado e tratado com LKM foram de 2,ImL/h nas primeiras 150h, caindo para 0,42
mL/h apos 150h. Por outro lado, a velocidade de producdo de metano determinada na
biodigestao do efluente ndo emulsificado foi de 0,52mL/h para as primeiras 250h passando
para 0,88mL/h apos esse tempo, sugerindo que a velocidade de biodegradacdo ocorreu
inicialmente de uma forma mais lenta em relagdo ao efluente emulsificado, porém em uma
segunda etapa a velocidade de biodegradagdo ocorreu de forma mais rapida em relagdo ao

efluente ndo emulsificado.
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Figura 4.28. Comportamento cinético dos testes de biodegradabilidade do efluente nao
emulsificado (a) e emulsificado (b) tratado com LKM (35 °C, 30 dias, agitac¢do de 50 rpm).

4.7. COMPARACAO DA EFICIENCIA DAS PREPARACOES DE LIPASES TESTADAS

Sumarizando os resultados obtidos no pré-tratamento com as enzimas LCR e LKM
como mostrado na Tabela 4.22, verifica-se um beneficio advindo da hidrélise enzimatica

para posterior tratamento anaerdbio.

Tabela 4.22. Volume de metano produzido no teste de biodegradabilidade do efluente
bruto e tratado enzimaticamente

Efluente Tratamento CH, produzido Varia¢io do pH
(mL)
0 30 dias
Bruto Sem tratamento 107 6,60 7,13
Emulsificado Sem tratamento 231 6,95 4,66
Nao emulsificado | Hidrolisado LCR 500 £ 29 6,99 7,8
Emulsificado Hidrolisado LCR 428 £ 8 7,15 4,92
Nao emulsificado | Hidrolisado LKM 523 +7 8,12 8,30
Emulsificado Hidrolisado LKM 478 + 20 8,15 4,88

O tratamento enzimatico foi bastante satisfatorio para as lipases LCR e LKM,
promovendo a hidrolise parcial dos lipideos presentes no efluente bruto. A aplicagdo da
lipase LKM na auséncia de agente emulsificante resultou em uma produ¢do de metano de
523mL e a aplicacao da lipase LCR resultou na producao de metano de S00mL que podem
ser considerados proporcional a DQO removida.

A goma arabica, apesar de ser eficaz na etapa de hidrolise e conter em sua
composicdo acucares € proteinas, em menor concentragcdo, resulta numa pequena
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diminui¢do na produgdo de metano. Nota-se que isto ndo aconteceu quando o efluente sem
tratamento enzimdtico foi utilizado, onde a presenga de goma beneficiou a producdo de
metano.

Em termos de eficiéncias ambas as preparagdes de lipase (LCR e LKM)
demonstraram desempenho similar para emprego na etapa de pré-tratamento, entretanto em
termos econdmicos, a LKM oferece melhor custo/ beneficio.

Em uma cotacdo realizada em dezembro 2003, a empresa Kin Master (RS)
forneceu o valor de US$ 275,87/ kg para a lipase pancreatina LKM o que corresponde a
um valor 30 vezes inferior ao preco praticado pela distribuidora da lipase LCR
(US$ 3800,00/kg).

Mesmo assim, nas condigdes estabelecidas o uso da lipase LKM implicaria num
alto custo por litro de efluente processado, e, portanto, uma redu¢do do custo da enzima
poderia facilitar a difusdo do processo proposto no setor industrial. Desse modo, foram
feitas pesquisas no mercado nacional com o objetivo de encontrar uma outra preparacao
enzimdtica que oferecesse uma melhor relagdo custo/beneficio para sua aplicagdo no

tratamento enzimatico.

4.8. DESEMPENHO DA LIPASE PANCREATINA LNU NA HIDROLISE E NA

BIODEGRADABILIDADE DE EFLUENTES PROVENIENTES DE INDUSTRIAS AVICOLAS

Na busca efetuada foi verificada que a empresa Nuclear, uma industria brasileira de
distribuicdo de material de consumo, também comercializa uma preparagao de lipase
pancreatica num custo quatro vezes inferior ao praticado pela empresa Kin Master, ou seja,
USS$ 68,75/kg, tornando atraente sua aplicagdo no tratamento enzimatico do efluente.

Desta forma, foram realizados experimentos de hidrolise nas mesmas condig¢des
utilizadas para a enzima LKM e em seguida avaliado o impacto do tratamento enzimatico
no efluente, por meio dos testes de biodegradabilidade.

Uma etapa de caracterizagao preliminar desta preparacdo comercial foi necessaria,
tendo em vista que ndo foram fornecidos valores de atividade pelo fabricante. Desta forma,
as propriedades bioquimicas e cinéticas dessa preparacdo foram determinadas de acordo

com a metodologia previamente descrita no item 3.7 (Tabela 4.4, Apéndice 8.3 a 8.5).
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Para efetuar a hidrélise enzimatica do efluente foram adotadas as seguintes condigdes:
concentragdo de lipase (0,4% m/v), agente emulsificante (presenga e auséncia) e ajuste de

pH em 8,0 com NaOH 1M, cujos resultados obtidos sao mostrados na Tabela 4.23.

Tabela 4.23. Caracteriza¢do do efluente hidrolisado pela enzima LNU na presenca e
auséncia de agente emulsificante

Emulsificante Glicerol Acidos Graxos Hidrolise
(%) (mM) (%)
Oh 12h Oh 12h
Presenca 0,34 0,89 34,50 72,64 25,18
Auséncia 0,41 0,78 30,47 97,34 44,16

A digestdo anaerdbia foi conduzida de acordo com o item 3.5. O processo de
digestdo foi avaliado pela quantidade de metano produzido na biodigestdo (30 dias) e
matéria organica (DQO). Na Tabela 4.24 ¢ Figura 4.29 sdo mostrados os resultados obtidos

na biodigestao em fun¢ao do tempo de biodegradacao.

Tabela 4.24. Tratamento anaerobio do efluente pre-tratado enzimaticamente com a lipase

LNU.
Efluente CH, produzido DQO Variacao do pH
(mL) (mg/L)
30 dias 0 30 dias
Nao emulsificado e hidrolisado 510£22.0 1950,00 8,10 8,47
Emulsificado e hidrolisado 454+ 10,9 15328,6 8,05 4,80

Os resultados obtidos foram bastante similares aos obtidos pela acao da preparagao
enzimdtica LKM, tanto em termos de formacdo de dacidos graxos livres como na
biodigestao dos efluentes hidrolisados.

Observa-se que para o efluente ndo emulsificado foi obtido um volume méaximo de
metano acumulado de 510 £ 22mL, valor bem similar ao alcangado pela enzima LKM
(523 £ 7TmL). A exemplo dos ensaios realizados anteriormente com as enzimas LCR e
LKM, foi verificado que em meios emulsificados a quantidade de metano produzida foi

reduzida em aproximadamente 10,9% (454 £ 10,9mL).
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Figura 4.29. Cinética de produgdo de metano do efluente hidrolisado com a lipase LNU (a)
efluente ndao emulsificado e (b) emulsificado em fungdo do tempo (35 °C, 30 dias, agita¢do 50 rpm).

106



Os resultados indicam que a preparacao de lipase LKM pode ser substituida com
vantagens pela enzima LNU, tendo em vista que o custo de aplicagdo dessa enzima por
litro de efluente tratado pode ser reduzida em 75%, tornando desta forma bem atraente
tanto em termos técnicos, como econdmico a ado¢do da metodologia proposta em escala
industrial.

Para verificar se uma redu¢do adicional no custo poderia ser efetuada, foram ainda
realizados testes comparativos empregando menores concentracdes das preparagdes LKM
e LNU na etapa de hidrdlise. Para tanto a concentracao das preparacdes de enzimas foram
reduzidas pela metade (0,4 para 0,2%). O objetivo deste teste foi verificar se uma menor
concentracdo de lipase apresentaria o mesmo comportamento na hidrélise e na biodigestao.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.25 e Figura 4.30.

Tabela 4.25. Comparagdo do desempenho das lipases LKM e LNU (0,2%) na hidrdlise e
biodigestdo do efluente de industria avicola.

Lipases Glicerol Acidos Graxos Hidrolise CH, produzido
(%) (mM) (%o) (mL)
0h 12h 0h 12h 30 dias
LKM 0,11 0,63 30,9 64,0 17,46 384,5
LNU 0,05 1,12 28,2 68,8 31,57 320,6

Conforme era esperado a reducdo da concentragdo de enzima na etapa de hidrolise
afetou negativamente tanto a producdo de acidos graxos livres como a produgdo de gas
metano, para ambas as preparacdes de enzima. Observa-se ainda que nos testes de
biodegradabilidade, a produ¢do de metano a partir do efluente tratado com LNU (320 £+ 6,3mL)
foi menor que a obtida para o efluente tratado com LKM (384 £ 6,3mL). Estudos
adicionais sdo ainda necessarios para estabelecer as condigdes otimizadas da agdo da lipase
LNU na hidrolise de efluentes contendo elevados teores de lipideos. Conforme
mencionado anteriormente, esta preparacao de enzima s6 foi incorporada no ambito deste
trabalho na sua etapa final, ndo havendo disponibilidade de tempo para realizar um estudo
detalhado de aplicagdo dessa preparagao enzimatica.

Por outro lado, os resultados obtidos indicam a potencialidade do uso da lipase
comercializada pela empresa Nuclear para tratamento enzimatico de efluentes de industria
avicolas.
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Figura 4.30. Testes comparativos de biodegradabilidade utilizando as lipases LKM e LNU, numa
concentragdo de 0,2% em fungdo do tempo (Lodo anaerobio, 35 °C, 30 dias, agitagdo 50 rpm).

4.9. AVALIACAO ECONOMICA

Em termos de custo, a empresa Kin Master (RS) forneceu o valor de US$ 276/ kg
para a lipase pancreatina (LKM), o que corresponde a um valor de 15 vezes inferior ao
preco praticado pela distribuidora da lipase LCR importada (Sigma). A empresa Nuclear
forneceu o valor de USS$ 68/ kg para a pancreatina (LNU), correspondendo a um valor de 4
vezes inferior comparado com a LKM e 34 vezes inferior a LCR.

As preparacoes enzimaticas LKM e LNU fornecidas pelas empresas nacionais (Kin
Master/RS e Nuclear/SP) apresentam limitado grau de pureza, o que diminui seu custo e
ndo interfere no processo. Além disso, a presenga de enzimas contaminantes (proteases e
amilases) mostrou ser benéfica ao processo, tendo em vista que o efluente de industria
avicola contém elevada concentragao de lipideos e proteinas.

De acordo com os resultados obtidos, a lipase pancreatina comercializada pela
empresa Nuclear ofereceu a melhor relagdo custo/beneficio, perfazendo um custo de US$
0,27 por litro de efluente tratado e num aumento de 4,2 vezes na remo¢ao de matéria
organica, em termos de demanda quimica de oxigénio (DQO), em relagdo ao efluente bruto

(Tabela 6.26).
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Tabela 6.26 Remogdo de DQO no tratamento anaerobio do efluente bruto e pré-

tratamento enzimaticamente, por um periodo de 30 dias.

Enzima Remoc¢ao DQO Biogas formado Custo
(%) (mL) (US$/L)*
Sem adi¢ao 15,1 107 Nao se aplica
LCR 28,0 500 £29 16,2
LKM 47,7 523+7 1,08
LNU 62,0 510£22,0 0,27

*Custo da enzima por litro de efluente tratado

Cabe ressaltar que o efeito do pré-tratamento enzimatico nos testes de

biodegradabilidade pode também melhorar sensivelmente as condi¢des operacionais dos

reatores anaerobios, bem como a qualidade do efluente tratado (menor teor de solidos

suspenso, menor turbidez). Além disso, a porcentagem de metano no biogas indica que este

pode ser aproveitado como insumo energético e a hidrolise enzimatica pode alterar a

composicao do biogas, tendo em vista uma maior atividade das bactérias metanogénicas.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo principal viabilizar tecnicamente a

aplicacdo de um tratamento enzimatico para a remog¢ao de gorduras dos efluentes gerados

por industrias avicolas. O enfoque foi baseado no uso de preparagdes de lipases disponiveis

comercialmente. Os resultados obtidos foram bastante satisfatorios, € nesse conjunto de

dados pode-se concluir que:

1.

Dentre as preparacdes de lipases disponiveis comercialmente e inicialmente
testadas na hidrélise dos lipideos presentes no efluente, a lipase pancreatina (LKM)
fornecida pela empresa Kin Master (%H=18,8) de custo estimado em US$ 275,87/
kg foi a unica que apresentou um desempenho bastante similar ao alcancado por
uma preparacdo de lipase imobilizada comercializada pela Novozymes, sob a
denominacdo de Lipozyme (%H=20,84). A lipase microbiana de Candida rugosa
(LCR) comercializada pela Sigma apesar de seu custo (US$ 3800,00/kg)
apresentou-se como uma segunda alternativa, em fun¢do do desempenho

satisfatorio alcangado na hidrolise (13,20%).

As preparagdes de lipase selecionadas Candida rugosa (LCR) e lipase pancreatina
(LKM) foram testadas na hidrolise do efluente (teor de gordura= 48,30 g/L) em
regime de batelada simples, e a metodologia de planejamento experimental foi
utilizada para otimizar as condi¢des de hidrolise do efluente, considerando como
variavel resposta a porcentagem de hidrolise. Para cada preparagdo enzimatica foi
proposto um modelo matematico que representa a porcentagem maxima de

hidrolise na regido avaliada.

Para a Candida rugosa (LCR), o modelo mateméatico proposto, indicou que
porcentagens de hidrolises mais elevadas (20,9%) podem ser obtidas em efluentes
tamponados com fosfato de sodio (pH= 7; 0,1M) e empregando uma concentragao
de enzima de 0,4% (m/v) na presenca de agente emulsificante (3% m/v). A
substituicdo da solugdo de tampdo fosfato para ajuste do pH 6timo de atuacdo da
lipase por solucdes alcalinizantes NaHCO; ou NaOH, resultaram em um aumento
na porcentagem de hidrdlise estimado em 50%, caracterizado pela formacdo de

acidos graxos e glicerol. Em termos de composi¢do de 4cidos graxos, a atuagao da
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lipase Candida rugosa (LCR) na hidrélise do efluente por 12h (%H=58,70)
aumentou a concentracao inicial de acido estearico em 70% e do acido oléico em
100%. Houve também um acréscimo de 49% na concentracao de acido palmitoleico
e de 24% de acido linoleico, indicando um desprendimento preferencial desses

acidos do triglicerideo.

Para a lipase pancreatina (LKM) o conjunto de dados obtidos indicou um
comportamento distinto daquele obtido com a LCR, sendo que a preparagdo LKM
forneceu valores superiores de porcentagem de hidrolise (72,08%) apds 6h de
tratamento. A andlise estatistica revelou que a varidavel concentracdo de enzima
apresentou um efeito positivo enquanto a variavel, ajuste do pH do meio por meio
da adicao de bicarbonato de sodio teve um efeito negativo. Fato esse ndo verificado
quando foi efetuada a substituicao da solucao de bicarbonato de so6dio por hidroxido
de sddio, sugerindo uma influéncia marcante na hidrolise do efluente pela acao da
LKM do tipo de solugdo alcalinizante usada para ajuste do pH do meio reacional.
Neste caso especifico ¢ recomendado o ajuste do pH do efluente somente com
solucdo de hidroxido de sdédio. Nessas condigdes, o tratamento enzimatico do
efluente com LKM promoveu uma reducdo marcante do teor total de gorduras da
ordem de 57,14% e resultou no enriquecimento da fracdo dos acidos linoléico
(100%), palmitico (34,80%) e estearico (15,30%) no hidrolisado. O comportamento
da concentragdo dos acidos graxos no efluente hidrolisado foi também dependente
da utilizacdo de estabilizantes e ativadores da enzima, como por exemplo, goma
arabica e ions calcio, respectivamente. Na presenca de calcio e auséncia de goma, o
hidrolisado foi enriquecido pelos &4cidos oléico (51,35%), palmitico (74,20%),
palmitoleico (57%) e 100% dos 4cidos estearico e linoléico. Na auséncia de célcio e
presenca de goma, foi obtido um desempenho bastante similar, com exce¢do do

acido linoleico que nao foi liberado para o meio reacional.

Uma terceira alternativa de preparacdo enzimatica de custo extremamente reduzido
(US$ 68,96/kg), lipase pancreatica comercializada pela empresa Nuclear, foi
também testada para efetuar a hidrélise do efluente. Adotando as mesmas condigdes
estabelecidas para a utilizagdo da lipase pancreatina (LKM), foram obtidas

porcentagens de hidrolise de 44,2%.
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6. A eficiéncia do pré-tratamento enzimatico do efluente pela acao das enzimas LCR,
LKM e LNU foi avaliada por meio de testes de biodegradabilidade e revelou que
independente da preparacdo enzimatica utilizada, foi obtido um aumento de
aproximadamente 4 vezes do volume de gds metano produzido a partir dos
efluentes tratados enzimaticamente em relagdo ao efluente bruto. Esses dados
indicam que a estratégia proposta foi eficiente e pode conduzir a uma reducao de
matéria orginica de aproximadamente 45% na digestdo anaerdbia de aguas

residudrias geradas em industrias avicolas.

7. A andlise do comportamento cinético da biodegradagdo utilizando as preparagdes
de lipases LCR, LKM e LNU indicou uma reducao da velocidade de produgao de
metano, sendo que apo6s o tempo de 400h a geracdo de metano foi cessada, mesmo
havendo matéria organica residual (DQO). Tal fato pode estar relacionado a falta de
algum nutriente ou presenca de tipo de inibidor ou ainda a incapacidade dos

microrganismos em hidrolisar as gorduras presentes no efluente.

8. A utilizagdo de goma arabica na etapa de hidrolise enzimatica, apesar de aumentar
a liberacdo de 4cidos graxos livres resultou numa pequena reducdo na produgdo de
metano. Por outro lado, isto ndo foi observado quando o teste de biodegradabilidade
foi efetuado com efluente emulsificado sem tratamento enzimatico (controle), no
qual a presenca de goma arabica beneficiou a produ¢do de metano, aumentando 2

vezes 0 volume de metano gerado em relag@o ao efluente bruto.

9. Entre as trés preparacdes enzimaticas testadas, a lipase pancreatina comercializada
pela empresa Nuclear ofereceu a melhor relagdo custo/beneficio, perfazendo um
custo operacional de US$ 0,27 por litro de efluente tratado e num aumento da

produgdo acumulativa de gés metano de 107 mL (efluente bruto) para 510 + 22 mL.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Para dar continuidade ao estudo realizado, recomendam-se as seguintes etapas:

1. Verificar as condi¢des que maximizam a hidrolise do efluente de industrias
avicolas empregando a lipase pancreatica comercializada pela empresa Nuclear,
adotando a metodologia de planejamento fatorial, determinando a influéncia da
utilizacdo do cloreto de so6dio como estabilizante da enzima e de baixas

concentragdes de enzima (<0,4 %) no grau de hidrélise alcancado.

2. Realizar ensaios de estabilidade térmica das enzimas em presenca do efluente

bruto.

3. Testar a possibilidade de conduzir as etapas de hidrolise e biodigestao

simultaneamente.

4. Verificar a possibilidade de aplica¢do dessa preparacdo enzimadtica na redugdo dos
teores de lipideos presentes em outros tipos de aguas residuarias, como as geradas

em industrias de produtos lacteos, matadouros entre outras.

5. Testar industrialmente a eficiéncia do processo proposto.
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8. APENDICES

APENDICE 8.1. PROPRIEDADES E CARACTERISTICAS DAS PREPARACOES ENZIMATICAS:

LIPOZYME E LIPOLASE
Microrganismo Lipozyme Lipolase
(Mucor miehei) (Humicola lanuginosa)
Forma Solido, enzima imobilizada Solido, enzima livre
Suporte Resina de troca idnica -
Tamanho da particula 300 — 600 mm -
Porosidade 50300 °A Granulado branco
Area superfical 200 m*/g -
Concentragdo de agua 10% (w/w) -
Massa molecular 32.000 Da (SDS — PAGE) NI
Ponto isoelétrico 4 NI
Especificidade para: Acido graxo Ampla Mono e diglicerideos,
Glicerideos Posigdo 1,3 glicerol e 4acidos graxos
Alcool Primario — OH livres
pH 6timo 6-8 10-11
Temperatura de atuagao 60-70°C 30-35
Atividade 24 BIU 100 KLU/g
Referéncia CASTRO E ANDERSON, 1995 [NOVOZYMES, 2001

Um (BIU) Batch Interesterification Unit (1 BIU) ¢ definido como a incorporagdo de 1 mmol de
acido palmitico em trioleina por minuto sob condi¢des padrdes.

NI: ndo informado
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APENDICE 8.2: CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO DE PROTEINA PELO
METODO DE BRADFORD

BSA.

A seguir apresenta-se um exemplo de obten¢do da curva de calibragdo para a
determinagdo de proteina pelo Método de Bradford (1976), empregando-se como padrao a

Curva de Calibragao para Determinacdo de Proteina pelo Método de Bradford (1976)

Concentragéo de proteina ( mg/ml)

A equacao de ajuste para o calculo do teor de proteina é:
Abs =0,01332 + 3,6463 Cp (mg/mL), r=0,9955, desvio padrao =0,01208, n =11

Tubo | Solugio Proteina | Agua | Conc. Proteina | Abs. Abs. Abs. Abs.
n° (mL) (mL) (mg/mL) (1) (2) (3) | (média)
1 0 4,0 0,00 0 0 0 0
2 0,4 3,6 0,01 0,033 0,054 | 0,046 0,044
3 0,8 3,2 0,02 0,074 0,08 0,068 0,080
4 1,2 2,8 0,03 0,14 0,131 0,131 0,131
5 1,6 2,4 0,04 0,173 0,164 | 0,174 0,174
6 2,0 2,0 0,05 0,211 0,21 0,214 0,212
7 2,4 1,6 0,06 0,223 0,247 0,244 0,238
8 2,8 1,2 0,07 0,242 | 0,277 0,284 0,268
9 3,2 0,8 0,08 0,308 0,311 0,299 0,308
10 3,6 0,4 0,09 0,307 0,32 0,32 0,320
11 4,0 0,0 0,1 0,354 | 0,377 | 0,341 0,377
0,5
0,4+
& 034
2
S
S 02- =
2 n
0,14
0,0 T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
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APENDICE 8.3. INFLUENCIA DO PH E TEMPERATURA NAS ATIVIDADES DAS LIPASES

Influéncia do pH
Substrato: Emulsao de azeite de oliva em goma arabica 7% (m/v)
Tempo de incubagdo: 5 min
Temperatura: 37°C

pH Atividade (U/mg)

Candida rugosa | Lipase Pancreatica Pancreatina Pancreatina

(LCR)* (LPP) (LKM) (LNU)

5,0 20,4 841+ 127 1109 +227 436 £ 100
5,5 23,8 1033 £ 49 1240 + 288 723 + 68
6,0 732 1391 + 46 2066 + 302 987 + 4
6,5 1098 2591 +248 2532 +292 1300 + 40
7,0 1830 3574 + 306 3357 £ 157 1771 £33
7,5 1573 4029 + 450 3686 + 150 2277+ 159
8,0 1024 5286 + 383 4606 + 238 3992 +3
8,5 951 3505 + 288 3762 + 18 2427+ 110
9,0 805 3379+0 2942 + 166 2200 + 0

*Dados PEREIRA, 1999.

Influéncia da Temperatura
Substrato: Emulsao de azeite de oliva em goma arabica 7% (m/v)
LCR: pH 7,0; LPP; 8,0; LKM: pH 8,0; LNU: pH 8,0 (tampao fosfato 0,1M).
Tempo de incubagdo: 5 min
Temperatura 37- 60 °C

Temperatura Atividade (U/mg)
°O) Candida rugosa | Lipase Pancreatica Pancreatina Pancreatina
(LCR)* (LPP) (LKM) (LNU)

30 1768 3506 + 322 24110 2543 +316
37 3400 5434 + 256 4209 + 159 3993 +3
40 27838 5649 + 97 4570 + 130 3241 + 133
45 2244 6175+ 133 3884 + 59 2794 + 70
50 1475 3605 + 132 3445 £ 202 2041 + 53
55 1428 2777 + 156 2839 + 433 1869 + 67
60 14438 1600 + 240 1698 + 229 1596 £ 106

*Dados PEREIRA, 1999.
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APENDICE 8.4. ESTABILIDADE TERMICA DAS LIPASES

Substrato: Emulsao de azeite de oliva em goma arabica 7% (m/v)
LCR: pH 7,0; LPP;8,0; LKM: pH 8,0; LNU: pH 8,0 (tampao fosfato 0,1M).
Tempo de incubagdo: 5 min, Temperatura 37°C

Lipase Candida rugosa (LCR)

Temperatura 1 hora 2 horas
°O) Atividade Atividade Relativa Atividade Atividade Relativa
(U/mg) (%) (U/mg) (%)
37 3400 100 3400 100
40 3400 100 3400 100
45 2021 59,44 1770 52,06
50 1279 37,62 1082 31,82
55 623 18,32 459 13,50
60 294 8,65 197 5,79
Lipase Pancreatica (LPP)
Temperatura 1 hora 2 horas
°O) Atividade Atividade Relativa Atividade Atividade Relativa
(U/mg) (%) (U/mg) (%)
37 5434 100 5434 100
40 4577 84,20 316 5,80
45 586 10,80 472 8,70
50 0 0 0 0
Lipase Pancreatina Kin Master (LKM)
Temperatura 1 hora 2 horas
°O) Atividade Atividade Relativa Atividade Atividade Relativa
(U/mg) (%) (U/mg) (%)
37 4209 + 158 100 4209 + 158 100
40 2141+ 51 50,86 1520+ 0 36,10
45 1862 + 336 44,24 996 + 336 23,56
S0 692 + 36 16,44 561+ 15 13,30
55 560+ 0 13,30 488 + 16 11,56
60 277 + 101 6,58 109+ 11 2,58
Lipase Pancreatina Nuclear (LNU)
Temperatura 1 hora 2 horas
°O) Atividade Atividade Relativa Atividade Atividade Relativa
(U/mg) (%) (U/mg) (%)
37 3992 +3 100 3992 +3 100
40 1218 +28 30,50 948 + 51 23,70
45 1336 + 113 33,50 461 £ 96 11,50
50 368 + 4 9,20 11+11 0,30
55 34 + 34 0,80 0 0
60 12+3 0,30 0 0
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APENDICE 8.5. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NA ATIVIDADE
HIDROLITICA

Variacdo da concentracdo do substrato na atividade hidrolitica da LCR, LPP, LKM e LNU
Substrato: Emulsao de azeite de oliva (10- 50%) em goma arabica 7% (m/v)
LCR: pH 7,0; LPP: pH 8,0; LKM: pH 8,0; LNU: pH 8,0 (tampao fosfato 0,1M).

Tempo de incubagdo: 5 min

Temperatura 37°C

Emulsio |Acidos Valores obtidos Valores calculados*
(viv) N Atividade Atividade
(%) |graxos (U/mg) (U/mg)
(mM) LCR | LPP LKM LNU | LCR | LPP | LKM | LNU
10 372 1574 | 2246 | 2784 | 1628 | 1610 | 2187 | 2426 | 1303
20 744 2427 | 3045 | 3217 | 2151 | 2271 | 3696 | 3445 | 2187
30 1116 2558 | 5091 | 3674 | 2532 | 2632 | 4799 | 4006 | 2828
40 1488 2624 | 6636 | 4258 | 3199 | 2859 | 5642 | 4361 | 3312
50 1860 3193 | 5680 | 5005 | 3933 | 3014 | 6306 | 4605 | 3692

*MM (azeite de oliva) = 848,80 g/mol
*modelo ajustado pelo programa enzfitter
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APENDICE 8.6. TESTES DE SELECAO DAS PREPARACOES ENZIMATICAS

Condicdes experimentais

50 mL do efluente bruto +1,5 g de goma aréabica (3% p/v) diluida no efluente
Adicdo de 200 mg de enzima (Concentragdo de enzima= 0,4%)

Temperatura = 40° C/ 260 rpm (agitacdo magnética)
Amostra retirada: 2 mL
Tempo = 4 horas

KOH 0,021 N

Enzima: Lipozyme

Tempo | Volume gasto Acidos AG formados | Conversao de AG | Hidrélise
(min) (mL) graxos (mM) (mM) (%) (%)
0 1,66 34,86 0 0
30 1,90 39,90 - 16,4
60 2,12 44,52 9,66 31,5
90 2,95 61,95 27,09 88,4
120 3,12 65,52 30,66 100 20,4
180 3,12 65,52 30,66 100
240 3,12 65,52 30,66 100
ENZIMA: LIPOLASE
Tempo | Volume gasto Acidos AG formados | Conversao de AG| Hidroélise
(min) (mL) graxos (mM) (mM) (%) (%)
0 1,62 34,02 0 0
30 1,63 34,23 - 20
60 1,66 34,86 0,84 80
90 1,67 35,07 - 100
120 1,67 35,07 1,05 100 0,70
180 1,67 35,07 1,05 100
240 1,67 35,07 1,05 100
Enzima: Candida rugosa (LCR)
Tempo | Volume gasto | Acidos graxos | AG formados | Conversio de AG | Hidrélise
(min) (mL) (mM) (mM) (%) (Y0)
0 1,62 34,02 0 0
30 2,21 46,41 - 62,7
60 2,47 51,87 17,85 90,4
90 2,56 53,76 - 100
120 2,56 53,76 19,74 100 13,2
180 2,56 53,76 19,74 100
240 2,56 53,76 19,74 100
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Enzima: Piancreas de porco (pancreatica) LPP

Tempo | Volume gasto | Acidos graxos | AG formados Conversao de Hidrolise
(min) (mL) (mM) (mM) AG (%) (%)
0 1,56 32,76 0 0
30 2,02 42,24 - 48,5
60 2,29 48,09 15,33 78,4
90 2,49 52,29 - 100
120 2,49 52,29 19,53 100 13,0
180 2,49 52,29 19,53 100
240 2,49 52,29 19,53 100
Enzima: Pancreatina (Kin Master) LKM
Tempo | Volume gasto Acidos AG formados | Conversao de AG Hidrdlise
(min) (mL) graxos (mM) (mM) (%) (%)
0 1,56 32,76 0 0
30 2,41 50,61 - 63,4
60 2,60 54,60 21,84 77,6
90 2,48 52,08 - 68,6
120 2,75 57,75 24,99 88,8 18,8
180 2,65 60,90 28,14 100
240 2,49 60,90 28,14 100
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APENDICE 8.7. PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO

Lipase de Candida rugosa
Condigdes Experimentais:
Temperatura = 40° C
Agitagdo: 200 rpm
Atividade: 3400 U/mg
Protéina: 58,9 mg/g

KOH =0,02 N
Ensaio 1: 50 g de efluente
0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
0,05 g de enzima
Tempo | Volume de Acidos graxos AG formados | Conversao Hidrdlise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) de AG (%)
(%)
0 2,50 50 0 0
30 2,75 55 5,0 62,5
60 2,80 56 6,0 75 6,45
90 2,90 58 8,0 100
120 2,90 58 8,0 100
240 2,90 58 8,0 100
Ensaio 2: 50 g de efluente
0 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0 g de CaCl,
0,20 g de enzima
Tempo Volume de | Acidos graxos | AG formados | Conversio Hidrdlise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 2,40 48 0 0
30 2,55 51 3,0 15
60 2,60 52 4,0 20
90 3,10 62 14,0 70
120 3,05 61 13,0 65 16,12
180 3,40 68 20,0 100
240 3,40 68 20,0 100

133



Ensaio 3: 50 g de efluente
1,50 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0 g de CaCl,
0,05 g de enzima
Tempo Volume de Acidos AG formados | Conversao de Hidrolise
(min) KOH (mL) graxos (mM) (mM) AG (%) (%)
0 0,80 16 0 0
30 0,90 18 2,0 11
60 0,95 19 3,0 17,6
90 0,95 19 3,0 23,5
120 1,00 20 4,0 64,7 13,70
180 1,65 33 17,0 100
240 1,65 33 17,0 100
Ensaio 4: 50 g de efluente
1,50 g de goma arabica
0 mL de tampao pH 7,0
0 g de CaCl,
0,2 g de enzima
Tempo Volume de Acidos AG formados | Conversio de Hidrélise
(min) KOH (mL) [ graxos (mM) (mM) AG (%) (%)
0 1,62 32 0 0
30 2,21 44 12,0 61,4
60 2,47 49 17,0 88,5
90 2,56 51 19,0 97,9 19,35
120 2,58 52 24,0 100
240 2,58 52 24,0 100
Ensaio 5: 50 g de efluente
0 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,11 g de CacCl,
0,05 g de enzima
Tempo | Volume de KOH | Acidos graxos | AG formados Conversao Hidrélise
(min) (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 2,20 44 0 0
30 2,60 52 8,0 88,8
60 2,65 53 9,0 100
90 2,65 53 9,0 100 7,25
120 2,65 53 9,0 100
240 2,65 53 9,0 100
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Ensaio 6: 50 g de efluente
0 g de goma arabica
0 mL de tampao pH 7,0
0,11 g de CaCl,
0,2 g de enzima
Tempo | Volume de KOH | Acidos graxos | AG formados | Conversio Hidrolise
(min) (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 1,70 34 0 0
30 1,80 36 2,0 25
60 2,00 40 6,0 75 6,44
90 2,10 42 8,0 100
120 2,10 42 8,0 100
240 2,10 42 8,0 100
Ensaio 7: 50 g de efluente
1,5 g de goma arabica
0 mL de tampao pH 7,0
0,11 g de CaCl,
0,05 g de enzima
Tempo Volume de Acidos AG formados Conversao de Hidrdlise
(min) KOH graxos (mM) AG (%) (%)
(mL) (mM)
0 1,80 36 0 0
30 1,90 38 2,0 14,2
60 2,30 46 10,0 71,4
90 2,50 50 14,0 100 11,28
120 2,50 50 14,0 100
180 2,50 50 14,0 100
240 2,50 50 14,0 100
Ensaio 8: 50 g de efluente
1,50 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,11 g de CaCl,
0,2 g de enzima
Tempo Volume de Acidos graxos | AG formados | Conversiode | Hidrélise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) AG (%) (%)
0 2,40 48 0 0
30 2,60 52 4,0 16,6
60 2,70 54 6,0 25 22,57
90 3,50 70 26,0 100
120 3,60 72 28,0 100
240 3,80 72 28,0 100
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Ensaio 9: 50 g de efluente
0,75 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,05 g de CaCl,
0,125 g de enzima
Tempo | Volume de KOH | Acidos graxos | AG formados | Conversio de | Hidrolise
(min) (mL) (mM) (mM) AG (%) (%)
0 2,40 48 0 0
30 2,60 52 4,0 25
60 2,85 57 9,0 56,2
90 2,85 57 9,0 56,2 12,89
120 2,90 58 10,0 62,5
150 3,20 64 16,0 100
240 3,20 64 16,0 100
Ensaio 10: 50 g de efluente
0,75 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,05 g de CaCl,
0,125 g de enzima
Tempo Volume de Acidos AG formados Conversio de Hidrolise
(min) KOH graxos (mM) AG (%) (%)
(mL) (mM)
0 2,40 48 0 0
30 2,50 50 2,0 11,1
60 2,60 52 4,0 22,2
90 2,80 56 8,0 44,4
120 2,90 58 10,0 55,5 14,51
150 2,95 59 11,0 61,1
180 3,30 66 18,0 100
240 3,30 66 18,0 100
Ensaio 11: 50 g de efluente
0,75 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,05 g de CaCl,
0,125 g de enzima
Tempo | Volume de KOH | Acidos graxos | AG formados | Conversio Hidrélise
(min) (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 2,60 52 0 0
30 2,80 56 4,0 44.4
60 2,90 58 6,0 55,5
90 3,20 64 12,0 85,7 11,29
120 3,20 64 12,0 85,7
150 3,30 66 14,0 100
240 3,30 66 14,0 100

136




Ensaio 12: 50 g de efluente
0,75 g de goma arabica
0 mL de tampao pH 7,0
0,05 g de CaCl,
0,125 g de enzima
Tempo | Volume de KOH | Acidos graxos | AG formados Conversao Hidrolise
(min) (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 2,50 50 0 0
30 2,90 58 8,0 61,5
60 2,90 58 8,0 61,5
90 3,00 60 10,0 76,9 10,47
120 3,10 62 12,0 92,3
150 3,15 63 13,0 100
240 3,15 63 13,0 100
Ensaio 13: 50 g de efluente
0,75 g de goma arabica
0 mL de tampao pH 7,0
0,05 g de CaCl,
0,125 g de enzima
Tempo | Volume de KOH | Acidos graxos | AG formados Conversao Hidrdlise
(min) (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 2,70 54 0 0
30 2,80 56 2,0 14,3
60 2,80 56 2,0 14,3
90 3,10 62 8,0 57,1
120 3,35 67 13,0 92,8 11,28
150 3,35 67 13,0 92,8
180 3,40 68 14,0 100
240 3,40 68 14,0 100
Ensaio 14: 50 g de efluente
0,75 g de goma arabica
0 mL de tampao pH 7,0
0,05 g de CaCl,
0,125 g de enzima
Tempo Volume de Acidos graxos | AG formados | Conversio de Hidrélise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) AG (%) (%)
0 2,80 56 0 0
60 2,85 57 1,0 25
90 2,90 58 2,0 50
120 2,95 59 3,0 75 11,30
150 3,00 68 14,0 100
240 3,00 68 14,0 100
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APENDICE 8.8. PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO (LCR)

Ensaio 1: 50 g de efluente
40 mL de tampao fosfato pH 7,0
0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
0,05 g de enzima
KOH 0,02 N
Tempo Volume de | Acidos graxos AG Conversao Hidrélise
(min) KOH (mL) (mM) formados de AG (%)
(mM) (Y0)
0 2,70 54 0 0
30 3,00 60 6,0 60
60 3,10 62 8,0 80
90 3,10 62 8,0 80
120 3,10 62 8,0 80 8,10
150 3,20 64 10,0 100
240 3,20 64 10,0 100
Ensaio 2: 50 g de efluente
0 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0 g de CaCl,
0,20 g de enzima
Tempo | Volumede | Acidos graxos | AG formados Conversao Hidrélise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 2,40 48 0 0
30 2,55 51 3,0 15
60 2,60 52 4,0 40
90 3,10 62 14,0 70
120 3,05 61 13,0 65 16,10
150 3,10 62 14,0 70
240 3,40 68 20,0 100
Ensaio 3: 50 g de efluente
1,50 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0 g de CaCl,
0,05 g de enzima
Tempo | Volume de | Acidos graxos | AG formados Conversao Hidrolise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 0,80 16 0 0
30 0,90 18 2,0 11,7
90 0,95 19 3,0 17,6
120 1,00 20 4,0 23,5 13,70
150 1,35 27 7,0 64,7
180 1,65 33 17,0 100
240 1,65 33 17,0 100
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Ensaio 4: 50 g de efluente
0 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,11 g de CaCl,
0,05 g de enzima
Tempo | Volume de | Acidos graxos | AG formados | Conversio de Hidrolise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) AG (%) (%)
0 2,5 50 0 0
30 2,8 56 6,0 25
90 2,9 58 8,0 33,3
120 2,9 58 8,0 33,3 19,40
150 3,6 72 20,0 91,6
180 3,7 74 22,0 100
240 3,7 74 22,0 100
Ensaio 5: 50 g de efluente
0 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,11 g de CaCl,
0,05 g de enzima
Tempo Volume de | Acidos graxos | AG formados | Conversio de Hidrélise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) AG (%) (%)
0 2,20 44 0 0
30 2,60 52 8,0 88,8
60 2,65 53 9,0 100
90 2,65 53 9,0 100 7,30
120 2,65 53 9,0 100
240 2,65 53 9,0 100
Ensaio 6: 50 g de efluente
0 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,11 g de CaCl,
0,2 g de enzima
Tempo | Volume de | Acidos graxos | AG formados | Conversio de Hidrolise
(min) | KOH (mL) (mM) (mM) AG (%) (%)
0 3,00 60 0 0
30 3,10 62 2.0 15,4
60 3,10 62 2,0 15,4
90 3,30 66 6,0 46,1
120 3,50 70 10,0 76,9 10,50
150 3,50 70 10,0 76,9
180 3,60 72 12,0 92
210 3,65 73 13,0 100
240 3,65 73 13,0 100
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Ensaio 7: 50 g de efluente
1,5 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,11 g de CaCl,
0,05 g de enzima
Tempo Volume de | Acidos graxos | AG formados Conversao Hidrolise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 1,60 32 0 0
30 1,90 38 6,0 40
60 2,00 40 8,0 53,3
90 2,20 44 12,0 80 16,10
120 2,35 47 15,0 100
240 2,35 47 15,0 100
Ensaio 8: 50 g de efluente
1,50 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,11 g de CaCl,
0,2 g de enzima
Tempo Volume de Acidos graxos | AG formados Conversao Hidrdlise
(min) KOH (mM) (mM) de AG (%) (%)
(mL)
0 2,40 48 0 0
30 2,60 52 4,0 14,3
60 2,70 54 6,0 21,4
90 3,50 70 22,0 78,6
120 3,60 72 24,0 85,7 22,60
150 3,80 76 28,0 100
240 3,80 76 28,0 100
Ensaio 9: 50 g de efluente
0,75 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,05 g de CaCl,
0,125 g de enzima
Tempo Volume de Acidos graxos | AG formados Conversao Hidrdlise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) de AG (%) (%)
0 2,40 48 0 0
30 2,60 52 4,0 25
60 2,85 57 9,0 56,2
90 2,85 57 9,0 56,2
120 2,90 58 10,0 62,5
150 3,20 64 16,0 100 12,90
240 3,20 64 16,0 100
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Ensaio 10: 50 g de efluente
0,75 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,05 g de CaCl,
0,125 g de enzima
Tempo | Volume de | Acidos graxos | AG formados | Conversio de Hidrolise
(min) KOH (mL) (mM) (mM) AG (%) (%)
0 2,40 48 0 0
30 2,50 50 2,0 11,1
60 2,60 52 4,0 22,2
90 2,80 56 8,0 44,4
120 2,90 58 10,0 55,5 14,50
150 2,95 59 11,0 61,1
180 3,30 66 18,0 100
240 3,30 66 18,0 100
Ensaio 11: 50 g de efluente
0,75 g de goma arabica
40 mL de tampao pH 7,0
0,05 g de CaCl,
0,125 g de enzima
Tempo | Volume de | Acidos graxos AG Conversao de Hidrdlise
(min) KOH (mM) formados AG (%) (%)
(mL) (mM)
0 2,60 52 0 0
30 2,80 56 4,0 28,6
60 2,90 58 6,0 42,8
90 3,20 64 12,0 85,7 11,30
120 3,20 64 12,0 85,7
150 3,30 66 14,0 100
240 3,30 66 14,0 100
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APENDICE 8.9. PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO PANCREATINA (LKM)

Condi¢coes Experimentais:

Temperatura = 40° C
Agitagdo: 200 rpm
KOH = 0,0205 N/ 0,026 N

Ensaio 1: 100 g de efluente
0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
0 g de NaHCO;
0,10 g de enzima
KOH 0,0205 N
Tempo Massa Volume gasto | Acidos graxos | Acidos graxos Hidrdlise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
2 (mM) (mM)
0 2,030 3,70 30,47 0
1 2,010 3,90 39,78 9,31
2 2,079 4,40 43,39 12,92
3 2,014 4,85 49,37 18,9 24,33
4 2,007 5,00 51,07 20,6
5 2,054 5,20 51,89 21,42
6 2,009 5,30 54,08 23,61
Ensaio 2: 100 g de efluente
0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaHCO; pH 8,0
0,40 g de enzima
KOH 0,0205 N
Tempo Massa Volume gasto | Acidos graxos | Acidos graxos Hidrolise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
(4] (mM) (mM)
0 2,201 3,70 34,46 0
1 2,012 5,00 50,94 20,47
2 2,205 5,80 53,92 23,45
3 1,916 5,60 59,92 29,45 40,04
4 1,775 5,50 63,52 33,05
5 1,992 6,30 64,83 34,36
6 2,010 6,80 69,35 38,88
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Ensaio 3: 100 g de efluente
3,0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaHCOs; pH 8,0
0,10 g de enzima
KOH 0,026 N
Tempo Massa Volume gasto| Acidos graxos | Acidos graxos | Hidrélise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
(4] (mM) (mM)
0 2,198 2,50 29,57 0
1 2,161 3,00 36,09 6,57
2 2,219 3,90 45,89 16,32
3 2,188 3,80 45,16 15,59
4 2,039 3,65 46,54 16,97 20,33
5 2,143 4,20 50,96 21,39
6 12,154 4,20 50,69 21,13
Ensaio 4: 100 g de efluente
3,0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
0 g de NaHCO; pH 8,0
0,40 g de enzima
KOH 0,0205N
Tempo Massa Volume gasto| Acidos graxos | Acidos graxos | Hidrélise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
(® (mM) (mM)
0 2,052 2,50 29,57 0
1 2,059 6,00 59,79 30,22
2 2,044 6,85 68,70 39,13
3 2,047 7,10 71,10 41,53 72,08
4 1,957 7,20 75,42 45,85
5 1,967 8,80 91,71 62,14
6 1,979 9,50 98,40 68,83
Ensaio 5: 100 g de efluente
0 g de goma arabica
0,22 g de CaCl,
NaHCO; pH 8,0
0,10 g de enzima
KOH 0,0205N
Tempo Massa Volume gasto | Acidos graxos | Acidos graxos | Hidrélise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
® (mM) (mM)
0 2,193 2,85 26,67 0
1 1,751 3,00 35,14 8,47
2 1,868 3,20 35,12 8,45
3 2,154 4,90 46,63 19,96 20,26
4 2,182 4,65 43,86 17,19
6 2,027 4,60 46,51 19,84
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Ensaio 6: 100 g de efluente
0 g de goma arabica
0,22 g de CaCl,
0 g de NaHCO; pH 8,0
0,40 g de enzima
KOH 0,0205N
Tempo | Massa |Volume gasto | Acidos graxos | Acidos graxos Hidrdlise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
(4] (mM) (mM)
0 2,005 2,50 26,67 0
1 1,996 6,70 68,81 42,14
2 2,009 6,90 70,41 43,74
3 2,006 8,30 84,82 58,15
4 2,040 8,50 85,42 58,75
5 2,024 8,60 87,10 60,43 66,91
6 2,038 9,20 92,54 65,87
Ensaio 7: 100 g de efluente
3,0 g de goma arabica
0,22 g de CaCl,
0 g de NaHCO; pH 8,0
0,10 g de enzima
KOH 0,0205N
Tempo | Massa |Volume gasto| Acidos graxos | Acidos graxos Hidrdlise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
2 (mM) (mM)
0 2,120 6,00 41,74 0
1 1,997 6,20 63,61 21,87
2 2,059 6,50 64,71 22,97
3 2,065 7,00 69,49 27,75 33,67
4 2,176 7,45 70,18 28,44
5 2,025 5,80 74,47 32,73
6 2,066 6,10 76,77 35,03
Ensaio 8: 100 g de efluente
3,0 g de goma arabica
0,22 g de CaCl,
NaHCO; pH 8,0
0,40 g de enzima
KOH 0,026N
Tempo | Massa | Volume gasto| Acidos graxos Acidos graxos Hidrélise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
(2 (mM) (mM)
0 2,041 5,30 41,74 0
1 2,022 5,25 67,51 25,77
3 2,066 5,85 73,62 31,88
4 2,116 6,10 74,95 33,21 27,52
5 2,112 6,00 73,86 32,12
6 2,388 6,75 73,49 31,75
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Ensaio 9: 100 g de efluente
1,50 g de goma arabica
0,10 g de CaCl,
NaHCO; pH 8,0
0,25 g de enzima
KOH 0,026N
Tempo | Massa | Volume gasto Acidos graxos | Acidos graxos | Hidrélise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
(4] (mM) (mM)
0 2,087 3,00 34,45 0
1 2,085 3,60 44,89 10,44
3 2,124 4,10 50,19 15,74
4 2,002 3,90 50,65 16,2 14,08
5 2,080 4,00 50,00 15,55
6 2,167 4,10 49,19 14,74
Ensaio 10: 100 g de efluente
1,5 g de goma arabica
0,10 g de CaCl,
NaHCO; pH 8,0
0,25 g de enzima
KOH 0,0205N
Tempo Massa | Volume gasto| Acidos graxos | Acidos graxos | Hidrolise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
(4] (mM) (mM)
0 2,260 3,60 32,65 0
1 2,012 3,70 37,69 5,04
2 2,091 3,70 36,27 3,62
3 2,037 4,00 40,26 7,61 16,16
4 1,944 4,20 44,29 11,65
5 1,974 4,45 46,21 13,56
6 2,058 5,30 52,79 20,14
Ensaio 11: 100 g de efluente
1,50 g de goma arabica
0,10 g de CaCl,
NaHCO; pH 8,0
0,25 g de enzima
KOH 0,0205N
Tempo Massa | Volume gasto| Acidos graxos | Acidos graxos | Hidrélise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
63 (mM) (mM)
0 2,182 3,55 33,35 0
1 2,030 3,80 38,37 5,02
2 2,146 5,10 48,72 15,37
3 2,057 6,00 59,79 26,44 15,70
4 1,756 4,95 57,79 24,44
5 1,919 5,20 55,55 22,20
6 1,881 5,80 63,21 46,93
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Ensaio 12: 100 g de efluente
1,50 g de goma arabica
0,10 g de CaCl,
0 g de NaHCO; pH 8,0
0,25 g de enzima
KOH 0,0205N/ 0,026N
Massa | Volume gasto| Acidos graxos | Acidos graxos | Hidrélise
Tempo | pesada (mL) livres formados (%)
(h) e (mM) (mM)
0 1,980 5,50 55,01 0
1 2,014 6,10 62,09 7,08
2 2,157 6,70 63,67 8,66 25,31
3 1,998 7,00 71,82 16,81
5 2,130 6,60 80,56 25,55
6 2,009 6,10 80,56 25,55
Ensaio 13: 100 g de efluente
1,50 g de goma arabica
0,10 g de CaCl,
0 g de NaHCO; pH 8,0
0,25 g de enzima
KOH 0,026N
Massa | Volume gasto| Acidos graxos | Acidos graxos | Hidrélise
Tempo | pesada (mL) livres formados (%)
(h) @ (mM) (mM)
0 2,120 5,50 55,01 0
1 1,993 5,60 73,06 18,05
2 2,141 6,25 75,89 20,88
3 2,044 7,00 89,04 34,03 32,46
4 2,138 6,75 82,48 27,47
5 2,123 6,85 84,00 28,99
6 2,110 7,15 88,10 33,09
Ensaio 14: 100 g de efluente
1,50 g de goma arabica
0,10 g de CaCl,
0 g de NaHCO; pH 8,0
0,25 g de enzima
KOH 0,0205N
Tempo Massa | Volume gasto| Acidos graxos | Acidos graxos | Hidrélise
(h) pesada (mL) livres formados (%)
() (mM) (mM)
0 2,130 4,40 55,01 0
1 1,829 5,00 56,04 1,03
2 2,070 6,15 60,91 5,9
3 2,046 7,70 77,15 22,14 21,22
4 2,100 8,00 78,09 23,08
5 2,024 7,70 77,99 22,98
6 2,243 8,45 77,23 22,22
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APENDICE 8.10. HIDROLISE DO EFLUENTE COM AJUSTE DO PH POR ADICAO DE

DIFERENTES SOLUCOES ALCALINIZANTES (NAHCO3; oU NAOH) EMPREGANDO A LKM

Ensaio 1: 100 g de efluente
0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaHCO; pH 8,0
0,10 g de enzima
Tempo Acidos graxos livres | Acidos graxos formados
(h) (mM) (mM)
0 35,51 0
1 46,75 11,24
2 46,37 10,89
3 47,49 11,98
4 49,49 13,98
5 49,49 13,98
6 53,87 18,36
Ensaio 2: 100 g de efluente
0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaOH pH 8,0
0,10 g de enzima
Tempo Acidos graxos livres | Acidos graxos formados
(h) (mM) (mM)
0 15,31 0
1 33,68 18,38
2 35,64 20,33
3 37,94 22,63
4 44,12 28,81
5 46,65 31,34
6 55,21 39,90
Ensaio 3: 100 g de efluente
3,0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaHCO; pH 8,0
0,10 g de enzima
Tempo Acidos graxos livres | Acidos graxos formados
(h) (mM) (mM)
0 29,57 0
1 36,09 6,57
2 45,69 16,32
3 45,16 15,59
4 46,54 16,97
5 50,96 21,39
6 50,96 21,39
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Ensaio 4: 100 g de efluente
3,0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaOH pH 8,0
0,10 g de enzima
Tempo Acidos graxos livres | Acidos graxos formados
(h) (mM) (mM)
0 38,02 0
1 40,18 2,16
2 43,92 5,90
3 44,76 6,74
4 52,97 14,55
5 68,60 30,58
6 69,40 31,38
Ensaio 5: 100 g de efluente
0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaHCO;H pH 8,0
0,40 g de enzima
Tempo Acidos graxos livres | Acidos graxos formados
(h) (mM) (mM)
0 30,46 0
1 50,94 20,48
2 53,92 23,46
3 59,92 29,46
4 63,52 33,06
5 64,83 34,37
6 69,35 38,89
Ensaio 6: 100 g de efluente
0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaOH pH 8,0
0,40 g de enzima
Tempo Acidos graxos livres | Acidos graxos formados
(h) (mM) (mM)
0 30,47 0
1 74,95 44,48
2 86,23 55,76
3 92,72 62,25
4 91,99 61,52
5 94,98 64,51
6 96,56 66,09
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Ensaio 7: 100 g de efluente
3,0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaHCO; pH 8,0
0,40 g de enzima
Tempo Acidos graxos livres | Acidos graxos formados
(h) (mM) (mM)
0 30,47 0
1 56,69 26,22
2 57,80 27,33
3 58,38 27,91
4 59,20 28,73
5 59,97 29,50
6 60,49 30,02
Ensaio 8: 100 g de efluente
3,0 g de goma arabica
0 g de CaCl,
NaOH pH 8,0
0,4 g de enzima
Tempo Acidos graxos livres | Acidos graxos formados
(h) (mM) (mM)
0 43,36 0
1 73,34 29,98
2 81,69 38,33
3 86,84 43,48
4 89,98 46,62
5 95,11 51,75
6 97,93 54,57
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APENDICE 8.11. CINETICA DE BIODEGRADACAO DO EFLUENTE BRUTO

TEMPO (H) QUANTIDADE DE METANO
PRODUZIDO (ML)
0 0
3,5 0
24 34
36 52
48 61
54 66
76 73
95 81
102 82
120 82
127,5 82
144 83
151 85
168 89
174 90
203 94
221 95
266 95
289 96
294 96
313 101
320 101
335 102
368 102
392 102
432 103
461 106
484,5 106
508 106
528,5 106
559,5 106
576 107
607 107
627 107
675,5 107
699,5 107
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APENDICE 8.12. CINETICA DE BIODEGRADACAO DO EFLUENTE TRATADO COM LKM

Tempo (h) | Volume de CH; (mL)' | Volume de CH, (mL)’ Média
0 0 0 0
1 3 0 1,5
3 7 3 5
22 57 47 52
42,5 67 50 58,5
48 72 58 65
66,5 72 58 65
72,5 79 80 79,5
90,5 82 86 84
96,5 90 100 95
112,5 90 100 95
122,5 98 109 103,5
137,5 98 109 103,5
144 106 117 111,5
162,5 106 117 111,5
187,5 108 125 116,5
208,5 118 127 122,5
232,5 123 140 131,5
239 142 158 150
257 142 158 150
261,5 159 169 164
281,5 169 175 172
288 179 193 186
308,5 199 209 204
335 236 242 239
356 253 255 254
377 269 276 272,5
410 299 306 302,5
424 307 318 312,5
456 337 342 339,5
502 369 377 373
549 409 417 413
573 446 452 449
597 486 501 493,5
621 494 510 502
645 497 510 503,5
693 505 516 510,5
717 513 523 518
741 516 526 521
763 516 530 523
786 516 530 523
813 516 530 523
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APENDICE 8.12 (CONTINUACAO)

Tempo (h) Volume de CH, (mL)" Volume de CH, (mL)* Média
0 0 0 0
1 4 5 4,5
10 45 35 40
13 60 49 54,5
18 84 73 78,5
22 91 78 84,5
34 102 85 93,5
39 118 101 109,5
44 139 111 125
59 183 158 170,5
73 213 198 205,5
84 216 214 215
90 236 232 234
92 236 234 235
113 275 265 270
133 299 288 293.5
139 326 315 320,5
157 327 316 321,5
164 330 320 325
182 330 320 325
188 338 328 333
210 338 328 333
232 346 332 339
244 366 349 357,5
250 376 357 366,5
273 376 357 366,5
294 380 357 368,5
303 394 371 382,5
317 397 371 384
341 397 371 384
350 413 381 397
365 414 384 399
374 427 396 411,5
390 427 396 411,5
401 433 402 417,5
426 435 404 419,5
449 448 414 431
458 460 429 444.5
473 463 429 446
482 481 446 463,5
497 484 446 465
506 487 447 467
521 487 447 467
530 487 455 471
689 498 458 478
698 498 458 478
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APENDICE 8.13. LISTA DE DIVULGACAO DOS RESULTADOS

Esta tese de doutorado foi baseada em dados experimentais obtidos ao longo de 48
meses de estudo, os quais deram origem a publicacdes em diferentes meios de divulgagao,

como a seguir listadas:

CASTRO, Heizir Ferreira de; MENDES, Adriano Aguiar; PEREIRA, Ernandes Benedito;
FURIGO JR, Agenor. Biodegradabilidade anaerdbia de aguas residuarias de industrias de
produtos avicolas e lacteos previamente tratadas com enzimas hidroliticas. 2004. Patente:
Privilégio e Inovagdo. n. 000933 (PI 0402587-3), "Biodegradabilidade anaerdbia de
aguas". 30 de jan. de 2004 (Deposito).

MENDES, Adriano Aguiar; CASTRO, Heizir Ferreira de; PEREIRA, Ernandes Benedito;
FURIGO JR, Agenor. Aplicagdo de enzimas hidroliticas no pré-tratamento de aguas
residudrias com elevado teor de lipideos, Quimica Nova 325/03 (no prelo).
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