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RESUMO v

RESUMO

O presente trabalho visa contribuir para o desenvolvimento de tecnologia para
reducdo da concentragdo de lipideos contidos em aguas residuarias da industria
avicola, importante setor industrial de Santa Catarina, por meio de agdo de enzimas,
particularmente lipases pancreaticas comerciais. Para tanto, foram caracterizadas as
lipases comerciais empregadas, LKM e LNU, utilizando dois substratos (azeite de oliva
e o efluente bruto), e a agua residuaria, proveniente da industria Macedo Koerich S/A -
SC. Os testes de biodegradabilidade, utilizando biomassa anaerébia de uma estagéo
de tratamento de esgotos domésticos, foram realizados simultaneamente com o
tratamento enzimatico, sendo que as concentragdes de enzimas variaram de 0,10% a
0,35% p/v. O efluente foi biodegradado por aproximadamente trinta dias em um banho-
maria a uma temperatura de 35°C com agitacdo de 100 rpm. A eficiéncia do tratamento
foi verificada através da remoc¢édo de DQO e da formagao de gas metano. A atividade
enzimatica foi influenciada pelo tipo de substrato uma vez que, quando se utilizou o
azeite de oliva como substrato a atividade maxima ficou acima de 3000 U.mg”,
enquanto que, utilizando o efluente bruto como substrato a atividade maxima das
enzimas diminuiu para valores abaixo de 700 U.mg™'. A temperatura que proporcionou
atividade maxima foi de 37°C para as enzimas estudadas em ambos os substratos,
com excegao da enzima LNU, cujo valor 6timo foi de 45°C quando o efluente bruto foi
utilizado como substrato. Verificou-se que o pH 6timo para a atividade hidrolitica de
ambas as enzimas, nos substratos avaliados, estava na faixa de 7.0 a 8.0. A realizagcéo
dos ensaios de biodegradabilidade e hidrélise simultaneos foi possivel, proporcionando
volumes de produgdo de metano superiores aos encontrados na literatura, nos quais
os testes foram realizados de forma sequencial. Houve uma remogéo de DQO de 2,3 a
2,86 vezes maiores do que a remocgao obtida no efluente bruto sem o tratamento
enzimatico. A concentragdo de enzima, dentro da faixa estudada, nao interferiu

consideravelmente na velocidade de remogéo da matéria orgéanica.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to contribute to the development of
technologies to reduce the lipids concentration in slaughterhouse wastewater,
important industrial sector of Santa Catarina, by using enzymes, specifically
commercial pancreatic lipases. Therefore, used the commercial lipases, LKM and LNU,
were characterized by two different substrates (olive oil and brut effluent) and the
wastewater was obtained from Macedo Koerich S/A - SC industry. The biodegradability
tests, using anaerobic biomass from a domestic sewerage treatment station, were
carried out simultaneously with the enzymatic treatment, with one enzyme
concentration varying from 0,10% to 0,35% wi/v. The effluent was biodegradated for
approximately 30 days in a bath at 35°C and 100 rpm stirring rate. The efficiency of the
treatment was verified by the CDO removal and the methane production. The enzyme
was influenced by the substrate, since the maximum activity decreased significantly.
Using the olive oil as substrate, the maximum activity was above 3000 U.mg” ,
whereas using the brut effluent the maximum activity was below 700 U.mg™. The
temperature that resulted in maximum activity was 37°C, except for the enzyme LNU
using brut effluent as substrate, which showed maximum activity at 45°C. The pH
values that maximized the lipase activity were between 7.0 and 8.0. The
biodegradability and hydrolysis experiments were made simultaneously, providing
volumes of methane yield above those found in the literature, which were obtained
from experiments carried out in sequence. The value CDO removal was 2,3 to 2,86
times higher than that obtained for the brut effluent without enzymatic treatment. The
enzyme concentration in the studied range did not interfere significantly in the velocity

of organic matter removal.
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1 Introducado

A atividade avicola no Brasil tem se desenvolvido satisfatoriamente nos
ultimos anos e isso pode ser comprovado pelos numeros do setor. Em setembro de
2005, as exportagdes brasileiras de carne de frango in natura totalizaram 247,725
mil toneladas, volume que representou aumento de cerca de 18% sobre o mesmo
més de 2004. No mesmo periodo, a avicultura disponibilizou para o mercado
interno 538,6 mil toneladas de carne de frango e a producéo total foi de 786 mil
toneladas. Estima-se que até o final de 2005 a producéo total alcance 6,3 milhdes
de toneladas, 5,5% a mais que o produzido no ano de 2004 (AVISITE, 2005). O
estado de Santa Catarina destaca-se no mercado de abate de aves no Brasil e até
o0 més de agosto de 2005 foram abatidos 454,10 milhdes de cabecas de aves,
segundo dados do ICEPA, 2005.

O processo de abate e industrializacdo de frangos gera subprodutos que,
se mal destinados ou processados, se constituem em potenciais poluentes
ambientais. O processamento e/ou tratamento dos residuos e efluentes do
abatedouro tem sido uma das grandes preocupag¢des da industria avicola,
principalmente em decorréncia das restricbes que o mercado consumidor vem
impondo as questbes de meio ambiente e da sua reutilizacdo (SROKA et al.,
2004).

Estes residuos liquidos sao ricos especialmente em proteinas e lipideos
(AMANTE et al., 1999), os quais sao os principais responsaveis pelas alteracdes
dos parametros de controle ambiental como pH, sdlidos totais, demanda
biogquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), entre outros
(PEREIRA, 2004). Os lipideos contidos nesses efluentes, além de representarem
uma perda industrial importante, interferem negativamente nos Sistemas de

Tratamento de Efluentes.
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Desta forma, processos alternativos tém sido utilizados na reducédo da
concentragao de lipideos contidos nesses efluentes, por meio de acdo de enzimas,
particularmente as lipases. Essas enzimas apresentam uma importancia particular,
pelo fato de hidrolisarem especificamente éleos e gorduras, o que pode ser de
grande interesse para o tratamento de efluentes com alto teor destes materiais.

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) compreendem um grupo
de enzimas hidroliticas que atuam na interface organico-aquosa, catalisando a
hidrélise de ligacbes éster - carboxilicas, presentes em acilgliceréis. A sua
utilizacdo reduz os niveis de solidos suspensos e lipideos, o que possibilita
melhores condi¢gdes de operagao no tratamento anaerébio e desobstrui filmes de
O0leos em tubulagbes, resultando no aumento da vida util dos equipamentos
(MENDES et al.,, 2005). Além disso, a alta especificidade permite controlar os
produtos, o que leva a um aumento dos rendimentos pela ndo geracdo de
subprodutos téxicos; condicbes moderadas de operagao, reducdo do custo em
termos de energia e de equipamentos. Estas sdo algumas vantagens que tornam
este processo atrativo sob o ponto de vista ambiental e econdémico.

A utilizacao de enzimas no tratamento de efluentes com elevados teores de
gordura tem sido estudada nos ultimos anos por grupos de pesquisa brasileiros,
entre os quais se destacam os trabalhos Pereira (2004) e Mendes (2004). Pereira
(2004) utilizou lipases para avaliar a hidrélise e a biodigestao de residuos gerados
pela industria de produtos avicolas, enquanto Mendes (2004) tratou efluentes da
industria de produtos lacteos. Uma caracteristica comum entre os trabalhos é que
as etapas de tratamento enzimatico e ensaios de biodegradabilidade foram
estudados separadamente, de maneira seqliencial.

Este trabalho pretende contribuir para o desenvolvimento de tecnologia de
tratamento de aguas residuarias da industria de abate de frangos, setor importante
para o Estado de Santa Catarina, contribuindo com a literatura existente através da
analise dos efeitos causados pela realizagdo das etapas de hidrélise e biodigestao
simultaneas no tratamento desses residuos, e analisando os efeitos do efluente na
alteracdo da atividade da enzima em relagdo a sua atividade quando utilizado

azeite de oliva.



OBJETIVO - 3

2 Objetivos

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar remocgéao de gorduras dos residuos gerados por industrias avicolas

utilizando lipases pancreaticas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Caracterizacao do efluente gerado em industrias avicolas;

= Caracterizagao das propriedades cataliticas das lipases pancreaticas
LKM e LNU, utilizando como substratos azeite de oliva e o efluente
bruto da industria avicola;

= Avaliacdo da influéncia da concentracdo das lipases pancreaticas na
remocao da matéria organica;

= Avaliacdo da influéncia da realizagao simultinea das etapas de hidrélise
e biodigestdo na degradacdo da matéria orgénica, expressa pela

formagéo de metano e redugéo da DQO.
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3 Revisdo Bibliografica

3.1 INTRODUCAO

Este capitulo tem como objetivo fundamentar conceitos tedricos utilizados
neste trabalho. Nesta revisdo bibliografica s&o citados varios trabalhos
desenvolvidos na caracterizagao e aplicagdo de enzimas no tratamento de aguas

residuarias, em especial as lipases.

3.2 EFLUENTES DA INDUSTRIA DE PRODUTOS AVICOLAS

A industria de abate de animais se destaca na regido sul do Brasil, onde os
locais de abate variam de simples pranchas de abate até matadouros muito
modernos. O processo de abate inicia com a morte do animal, em seguida, o
sangue, o couro ou pele, intestinos e o6rgaos internos séo retirados. A carcaga €
transformada em diferentes produtos carneos através de: corte, migagem, cura ou
enlatamento (CETESB, 2003).

Sao produzidas grandes quantidades de despojos comestiveis e nao
comestiveis. A maior parte destes produtos poderia sofrer processamento e ser
utilizada, mas isto nem sempre acontece. Os subprodutos sado freqlientemente
desperdicados e atirados ou descarregados nas aguas de superficie (CETESB,
2003).

No processo de abate os seguintes subprodutos e residuos ficam
disponiveis: 1) estrume, contetudos do riumen e intestinos; Il) produtos comestiveis
como o sangue e figado; Ill) produtos ndo comestiveis como pélo, ossos e penas;
IV) gordura retirada das aguas residuais; e V) aguas residuais. Do ponto de vista
econdmico e ambiental muito destes produtos residuais poderiam ser
transformados em subprodutos uUteis (para consumo humano, comida para

animais, industria de ragdes ou fertilizantes) (CETESB, 2003).
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Abate feito em mas condicoes, falta de equipamento para processamento
dos subprodutos e baixo valor final destes, contribui para a produgao de residuos
dos matadouros. O uso liberal da agua leva a grande quantidade de aguas
residuais. A descarga direta de aguas residuais nao tratadas nas aguas superficiais
ou no sistema publico de esgotos causa mau cheiro, agua pobre em oxigénio,
problemas sanitarios e ambientais (CETESB, 2003).

Os efluentes deste tipo de industria contém uma DBO elevada (variando de
800 a 32.000 mg.L"), grande presenca de dleos e graxas, material flotavel
(gordura), alta concentracdo de sélidos sedimentaveis (podem chegar até 15g.L™7)
e solidos suspensos, alta concentragao de nitrogénio organico, presenca de sélidos
grosseiros e microrganismos patogénicos (SCARASSATI et al., 2003).

Esses despejos sdo altamente putresciveis, entrando em decomposi¢cao
poucas horas depois de seu aparecimento, liberando odor caracteristico. O
aspecto do despejo possui cor avermelhada, pelancas, pedagos de gordura em
suspensdo; sdo praticamente opacas e em sua parte coloidal apresentam
microrganismos patogénicos. Isso ocorre sempre que 0s animais abatidos nao
estiverem em perfeito estado de saude (CETESB, 2003).

O elevado teor de lipideos presente nesses efluentes, além de representar
uma perda industrial importante, interfere negativamente nos Sistemas de
Tratamento de Efluentes. Quando bioldgicos, dificultam a sedimentagdo do lodo,
demandam maior tempo de retencdo e aeracdo, a operagao do reator de digestéao
anaerobia (UASB) apresenta diversos problemas operacionais devido a formagéao
de escuma, colmatacdo de camadas de lipideos, formacdo 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); e quando fisico-
quimicos, demanda maior quantidade de produtos floculantes com significativo
aumento na geragao do lodo (LIE & MOLIN, 1991).

Neste contexto, processos alternativos que tém por objetivo a recuperacao
ou diminuicdo da carga organica de efluentes sdo de extremo interesse para a
industria. A aplicagdo de um pré-tratamento visando a hidrélise dos sélidos
soluveis, especialmente gorduras, pode melhorar a digestdo anaerdbia de
efluentes gerados em industrias de processamento de aves e animais.

O processo alternativo de reducdo da carga de matéria orgénica e

aceleracao da biodegradagcédo de 6leos e gorduras em compostos mais simples
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consiste em utilizar lipases para promover a reacao de hidrélise por via sequencial
dos grupos acila no glicerideo (HARALDSSON, 1991 apud PEREIRA, 2004). A
aplicagdo desta técnica permite a redugdo do tempo de residéncia hidraulico e
consequentemente do volume do reator, pois acelera a velocidade de hidrélise de
gorduras, além de evitar problema de colmatacdo e entupimento do leito de lodo

em reatores anaeroébios do tipo de fluxo ascendente.

3.2.1 Agua no abatedouro: procedéncia e tratamento

O consumo de agua varia muito dentro de um matadouro, segundo dados
obtidos com fabricantes e técnicos do setor de equipamentos para matadouros e
frigorificos. Porém utiliza-se como base de calculo de 25 a 50 litros de agua por
cabeca de ave abatida (CETESB, 2003).

Esses residuos liquidos s&o ricos especialmente em proteinas e lipideos,
0S quais sao os principais responsaveis pelas alteracbes dos parametros de
controle ambientais como o pH, sdlidos totais, demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), entre outros (AMANTE et al., 1999).
Os tipos de dejetos e subprodutos produzidos nos diferentes estagios do
processamento sdo mostrados na Tabela 1, e incluem a manutengdo das aves
desde o0 momento em que elas chegam a plataforma de recepgéo até a obtencéo
do produto final.

Tabela 1. 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 pedacos de

Evisceracao . )
carne, agua de limpeza.

Resfriamento Sangue, gordura, pequenos pedacos de carne, agua.
Classificacdo e empacotamento Agua de limpeza.
Limpeza da planta Agua de limpeza.

Fonte: RIBEIRO, 1995 apud PEREIRA, 2004.

O tratamento da agua utilizada na planta tem o objetivo de possibilitar a
introducao dos efluentes tratados no ambiente sem levar a poluicdo do mesmo.

Considerando que este processo deve ser realizado a um custo que seja
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compativel e nao inviabilize a operacgao lucrativa da planta de processamento.

Os efluentes sao, normalmente, peneirados para remocédo de pedagos de
carne, penas e visceras que foram lavados no processo. Posteriormente, usam-se
retentores de gordura em tanques. Lagoas ou tanques de sedimentagdo auxiliam
na remocgao de soélidos, os quais ficam no fundo e devem ser removidos
periodicamente. Uma filtracao final para retirar particulas finas em suspensao e um
tratamento quimico e/ou bioldgico posterior visa reduzir a quantidade de elementos
indesejaveis, os niveis de DBO da agua 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 agua pela propria planta. Possiveis
tratamentos quimicos incluem a adi¢ao de cal, formalina, persulfato de aménia ou
acido férmico, entre outros. Ao final, uma cloragdo desta agua pode ser realizada

para eliminar os microrganismos patogénicos (NASCIMENTO et al., 2000).

3.2.2 Caracteristicas do efluente do abatedouro

A quantidade e concentracdo dos despejos de uma determinada industria
variam dentro de amplos limites, dependendo dos processos de fabricacio
empregados e dos métodos de controle dos despejos. Com isto, a caracterizagao
de efluentes é uma tarefa basica para o equacionamento adequado do problema
de tratamento dos mesmos. E a etapa de trabalho que gera informagdes quanto a
composigao e vazdo da agua residual, levando em conta as suas variacbes ao
longo do tempo, em fungéo das atividades responsaveis por sua geragdo. Com
base nessas informagdes, podem ser adotados métodos fisicos, quimicos ou
bioldgicos de tratamento (GLAZER & NIKAIDO, 1995 apud PEREIRA, 2004).

O Apéndice A apresenta uma composicdo tipica de aguas residuarias
proveniente do processo industrial de escaldagem e depenagem, da lavagem do
frango, das visceras, dos equipamentos, dos pisos e outros, da Industria Macedo
Koerich S/A — SC. No Apéndice B encontram-se os padrbes de emissdo de
efluentes liquidos previstos pela Legislacdo Ambiental do Estado de Santa

Catarina.

3.3 BIODEGRADABILIDADE

O objetivo principal da biodegradabilidade é avaliar o potencial de
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biodegradacao de um residuo ou substancia quimica em condigdes anaerdébias.

A caracterizacao dos efluentes, por meio de testes de biodegradabilidade, &
de fundamental importancia, uma vez que os efluentes apresentam grande
variabilidade quanto a qualidade, quantidade, demanda quimica de oxigénio (DQO)
e presenga de compostos organicos refratarios. Adiciona-se a isso, outras
caracteristicas importantes ao tratamento anaerdbio: pH, alcalinidade, nutrientes
inorganicos, temperatura e a eventual presenca de compostos potencialmente
toxicos (SOARES & HIRATA, 1999).

Os testes de biodegradabilidade consistem em colocar uma quantidade
adequada de lodo anaerodbio previamente estabilizado em um reator, alimentando-
0 com o residuo ou substancia que se quer testar. O processo é acompanhado por
medidas peridédicas de metano produzido, de AOV e de DQO solavel no meio
(SOARES & HIRATA, 1999).

Algumas recomendacdes importantes devem ser consideradas: a
concentragdo do lodo normalmente adequada é de 5 g.L™". Caso o lodo tenha uma
atividade metanogénica maior que 0,2 gDQO-CH,4.(gSSV.dia)", pode-se usar uma
concentragdo menor, porém no minimo 1,5 g.L™". Outro fator a ser avaliado é a
concentracao de substrato (DQO) que deve ser alta o suficiente para que as
medidas de metano e AOV possam ser feitas com precisao, porem nao alta demais
que possa causar inibicdo. Geralmente 5 gDQO.L™" é uma concentracdo adequada.
Se o residuo tiver algum inibidor da metanogénese, a concentracao deve ser
abaixada (2g.L") e deve-se utilizar um reator maior que dois litros (SOARES &
HIRATA, 1999).

Entre os parametros importantes da digestdo anaerdbia podemos citar:

= Temperatura: as bactérias metanogénicas sdo bastante sensiveis a
variagdes, especialmente a elevagdes de temperatura, as quais devem, portanto,
sempre ser evitadas. O processo pode ocorrer nas faixas mesofilica (15°C a 45°C)
ou termofilica (50°C a 65°C) de temperatura. Na faixa mesofilica a digestao
anaerobia se desenvolve bem em temperaturas desde 30°C até 40°C (temperatura
otima entre 35°C e 37°C). Muito mais importante, porém, do que operar na
temperatura 6tima é operar sem variagdes significativas na temperatura. Na faixa
termofilica, a temperatura 6tima esta entre 57°C e 62°C. A velocidade de digestao
€ maior a temperaturas termofilicas em relagdo as mesofilicas. A operagéo na faixa

termofilica resulta em lodos mais facilmente desidrataveis e em maior remocéo de
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patogénicos. Os custos relativos ao aquecimento, em geral ndo compensam a
utilizacdo de temperaturas termofilicas. As temperaturas mais distantes da
ambiente provocam variagdes muito grandes e afetam o processo. Para residuos
que ja sédo gerados a temperaturas relativamente elevadas, pode ser bastante
interessante a utilizacao do processo termofilico de digestdo anaerobia (CETESB,
2003).

» pH: de acordo com Viera e Souza (1981 apud CETESB, 2003), o pH é um
dos fatores mais importantes a ser mantido para se obter uma boa eficiéncia do
processo. Na digestdo anaerdbia, a faixa de pH 6timo é o resultado das diversas
reacgdes que ocorrem no processo. O pH no digestor é funcédo do conteddo de CO,
no gas, da concentragdo de acidos volateis, além da prépria alcalinidade da
matéria prima. As bactérias envolvidas no processo de fermentagao sao altamente
sensiveis as mudancas no pH do meio (pH na solu¢do do digestor). Sua queda
revela um acumulo de intermediarios acidos num nivel superior ao tolerado pela
capacidade tampao do meio, o que pode ser resultado de um desequilibrio entre a
producdo e o consumo dessas substancias, decorrente da falta de equilibrio entre
as populagdes. Segundo Batista (1981 apud CETESB, 2003) a faixa de operagao
dos digestores é em pH entre 6.0 e 8.0, tendo como ponto étimo pH 7.0 — 7.2. Fora
destes limites, a digestdo pode realizar-se, mas com menor eficiéncia. As possiveis
causas de variagdo do pH em um digestor e suas possiveis correcées se resumem

na Tabela 2.

Tabela 2. Razbes da variacdo do pH em um digestor anaerdbio e sua possivel

corregao.
Condicao Possiveis razbes Correcdes
Demasiado acido (pH: 6.0 Velocidade de alimentagao Zﬁggﬁ;agoeliﬂfc?gﬁa?e
ou menor). demasiadamente rapida. §ao.

amoniaco.

Flutuacdo ampla da temperatura.  Estabilizar a temperatura.
Formacao de espuma. Eliminar espuma.
Presenca de substancias téxicas.  Eliminar espuma.

Material demasiadamente Esperar (ndo acidificar o

Demasiado basico . !
alcalino. digestor).

Fonte: CETESB, 2003.

= Agitacdo: permite melhorar a produtividade assegurando boa
homogeneidade do contetdo do digestor e facilitando as trocas térmicas. Além

disso, ela permite assegurar, em parte, a degaseificacdo dos residuos. Essa
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agitacao pode ser feita mecanicamente ou por simples recirculagao do gas ou do
efluente (SCRIBAN, 1985).

Dentre os principais parametros de controle do processo de biodigestao estao:

= Acidos organicos volateis (AOV): é um dos pardmetros mais importantes
para o acompanhamento e controle da digestdo anaerdbia, pois este mede o
equilibrio entre as populagbes de microrganismos acidogénicos e metanogénios. O
acumulo dos mesmos indica desequilibrio do processo e conseqlentemente a
falha. Varios métodos estdo disponiveis para sua medida, das quais podemos
destacar a cromatografia em fase gasosa ou em fase liquida, por fornecer
informagdes mais detalhadas, rapidez no resultado podendo ser aplicada “em
linha” e de grande precisao analitica (HIRATA, 1999 apud SOARES & ZAIAT,
2005).

= Alcalinidade: a medida da alcalinidade mostra o nivel da capacidade
tampao, sendo por isso importante para a prevencao de quedas de pH. Existem
diversas espécies quimicas que conferem alcalinidade ao meio: bicarbonato, sais
de acidos volateis e outros (SOARES & ZAIAT, 2005).

» Relacdo AOV/Alcalinidade: é o pardmetro mais adequado para o
monitoramento do processo, pois permite prever e evitar a queda do pH, que
poderia provocar uma falha do sistema. Os valores recomendados ficam entre 0,1
e 0,35 M/M, que correspondem a 0,06 e 0,2 quando ambos os parametros estao
expressos em mg.L'. Com estes valores pode-se estimar a quantidade de
bicarbonato necessaria para neutralizar os possiveis acidos formados a partir de
determinada concentracdo de matéria organica da agua residuaria. (HIRATA, 1999
apud SOARES & ZAIAT, 2005).

= Volume total de gas e porcentagem de metano no biogas: os principais
produtos finais do processo anaerdbio de degradagdo da matéria organica sdo o
metano e o dioxido de carbono. Ambos sdo compostos que, nas condigbes
ambientais do processo, sdo produtos gasosos que podem ser separados e
quantificados facilmente. A medida do volume total de gas produzido e sua
composicao refletem a condigdo do processo, ambos indicando o equilibrio entre
as varias populagdes de microrganismos. Esta medida é rapida, simples e eficaz
para indicar a falha de um processo anaerébio. A quantidade de biogas e o seu
porcentual de metano, relativamente ao de dioxido de carbono, é dependente da

composicdo da matéria organica alimentada no sistema. Além da diferente
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estequiometria de degradagdo dos compostos orgénicos, a dissolugao dos gases
no meio liquido é diferenciada e varia conforme a composicdo do meio. O metano
é um gas muito pouco solivel em agua nas condicdes ambientais (2,86 mL.L™ a
20°C) enquanto que o didéxido de carbono é muito mais soluvel (1770 mL.L™" a
20°C). Além da maior solubilidade comparada ao metano, a solubilidade do CO,
varia com a alcalinidade e o pH do meio, tornando-se ainda mais soluvel. Portanto,
a medida da quantidade de metano produzido é mais consistente para ser utilizada
como parametro de controle do processo. (SOARES & ZAIAT, 2005).

= Qutros gases de interesse: além do metano e do diéxido de carbono, outros
gases sao gerados na degradagdo da matéria organica em ambientes anaerobios,
como o hidrogénio e o mondxido de carbono. No entanto, estes gases em
condicdes de equilibrio do sistema, se apresentam em concentragcbes muito
baixas, pois sdo compostos intermediarios em toda cadeia metabdlica da
biodigestdo. (SOARES & ZAIAT, 2005).

= Atividade metanogénica especifica: mede a relagdo entre a quantidade de
substrato consumido e a quantidade de biomassa, por unidade de tempo. Ela
mede exatamente a capacidade maxima do consorcio de microrganismos existente
em um biodigestor em degradar um substrato especifico, levando-o até metano e
diéxido de carbono. (SOARES & ZAIAT, 2005).

Ha uma série de outros parametros de controle de processo baseados na
resposta do sistema que estdo reportados na literatura, porém mostram-se pouco
eficazes ou dificeis de serem usados, ou ainda estido em fase de desenvolvimento
(SWITZENBAUM et al., 1991; SPEECE, 1996 apud SOARES e ZAIAT, 2005).

3.4 LIPIDEOS EM AGUAS RESIDUARIAS

A fracéo de lipideos é caracterizada por dleos, graxas, gorduras e acidos
graxos livres e que, juntamente com proteinas e carboidratos, compdéem os
principais compostos orgénicos de aguas residuarias de diversas industrias de
alimentos (MENDES et al., 2005).

Lipideos s&o compostos que causam grandes danos ao meio ambiente,
como a formacgao de filmes de 6leo nas superficies aquaticas, impedindo a difusédo
de oxigénio do ar para esse meio e o mais importante, promovem a mortandade da
vida aquatica (MONGKOLTHANARUK & DHARMISTHITI, 2002). Os lipideos

encontram-se, preferencialmente, na forma de triacilgliceréis e uma pequena parte



REVISAO BIBLIOGRAFICA - 12

como acidos graxos de cadeia longa (AGCL).

As principais fontes de geracdo de lipideos sado industrias de 6leos
comestiveis, sorvetes, laticinios, curtumes, matadouros, os efluentes domésticos e
de restaurantes, principalmente de “fast food” (MENDES et al., 2005). Os valores

de concentracao de lipideos, nesses efluentes, sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Fontes de lipideos e suas concentracdes em aguas residuarias.

Tipos de efluentes Concentragdo de lipideos (mg.L™)
Doméstico 40-100
Matadouros e avicolas Acima de 500
Laticinios 4.680
Restaurantes 98
Azeite de oliva 16.000
Sorvetes 845

Fonte: MENDES et al., 2005.

Na Tabela 4 é apresentada a composicdo em acidos graxos de diferentes
6leos e gorduras. Observa-se que a gordura de frango possui uma composi¢cao em
acidos graxos similar a encontrada no azeite de oliva, possibilitando a utilizacéo
desse material como substrato referencial nas hidrélises de lipideos presentes no

efluente proveniente de industria avicola (PEREIRA, 2004).

Tabela 4. Composicéo de acidos graxos em diferentes 6leos e gorduras.

. Oleo Vegetal Gordura animal

Acido Graxo  (Qjiva Soja Mamona Aroz Boi Porco Frango
Octanoico 0 0 0 0 0 0 0
Decandico 0 0 0 0 0 0 0
L4urico 0 0 0 0 0 0 0
Miristico 0 0,1 0 0 3,7 3,1 0
Palmitico 16,9 10,5 1,2 175 251 29,1 25,2
Estearico 27 32 1,0 1,3 22,7 189 5,9
Oléico 61,9 223 3,3 39,9 398 44 40,5
Linoléico 14,8 54,5 3,6 39,1 2,6 0,3 18,4
Linolénico 06 83 0,2 0,3 0 0 0,7
Ricinoleico 0 0 89,2 0 0 0 0
Dihidroestearico 0 0 1,4 0 0 0 0
Eicosendico 04 0,2 0,3 1,8 1,4 0 0,5

Fonte: LEE & FOGLIA, 2000 apud PEREIRA, 2004.
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Nas estacdes de tratamento desses efluentes, a elevada concentragao de
triacilgliceréis necessita inicialmente ser hidrolisada para, em seguida, ser
transformada em fonte de carbono para as bactérias e, posteriormente, ser
convertido em biomassa (lodo ativado) (DUEHOLM, 2001).

A transformacao de lipideos em lodo ativado é necessaria por duas razdes:
os lipideos contribuem com 30 - 40% da matéria orgénica presente nos efluentes e
esses compostos estimulam o crescimento de microrganismos filamentosos,
importantes na remocgao de nutrientes como fosforo e nitrogénio, promovendo a
sustentacdo do lodo formado. Com baixa concentragdo desses microrganismos, a
probabilidade de formagcao de granulos maiores de lodo é reduzida, acarretando
sua flotagcdo (MENDES et al., 2005).

3.5 PROBLEMAS RELACIONADOS AOS ELEVADOS TEORES DE LIPIDEOS NO TRATAMENTO
ANAEROBIO DE AGUAS RESIDUARIAS

Os efluentes gerados pela industria de processamento de alimentos contém
freqientemente gorduras e proteinas em quantidades significativas. Parte da carga
organica pode ser removida pelo tratamento fisico—quimico, entretanto, o custo
destes reagentes é elevado e a eficiéncia da remocdao de DQO é baixa. As
gorduras e as proteinas presentes nestes efluentes tém um baixo coeficiente de
biodegradabilidade. Além disso, as gorduras podem solidificar em temperaturas
mais baixas e causar danos operacionais como obstruir e desenvolver odores
desagradaveis, representando um problema sério para os processos bioldgicos
anaerobios. Flotacdo e o desenvolvimento de lodos com caracteristicas fisicas
diferentes causam perda de atividade da biomassa, diminuindo sua quantidade
dentro do reator, interferindo na eficiéncia do tratamento. Além disso, o 6leo e a
graxa adsorvida na superficie do lodo anaerdbico podem limitar o transporte de
substrato soluvel para a biomassa e conseqlentemente reduzir a taxa da
conversao do substrato (CAMAROTA et al., 2001).

Segundo Chernicharo (1997 apud MORAES, 2000), as etapas da
biodegradacéo de lipideos e de outros compostos encontrados em efluentes, como
proteinas e carboidratos, sdo descritas e apresentadas na Figura 1. O esquema
ilustrativo (Figura 1) permite visualizar os diferentes estagios de interacao entre os
substratos e os grupos de bactérias, desde a sua entrada, como mateéria organica

composta, até sua decomposi¢cdo em metano, gas carbdnico, agua, gas sulfidrico,
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e amonia, além de novas células bacterianas.

Organicos Complexos
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Fonte: CHERNICHARO, 1997 apud MORAES, 2000.

Figura 1. Etapas da degradacdo anaerdbia dos componentes organicos presentes
nos efluentes e dos principais grupos de bactérias.

De acordo com Chernicharo (1997 apud MORAES, 2000) na hidrélise, a
matéria organica complexa afluente €& convertida em materiais mais simples,
dissolvidos através da acdo de exoenzimas produzidas pelas bactérias
fermentativas hidroliticas. Na acidogénese, os produtos sollveis oriundos da fase
anterior sdo metabolizados no interior das células das bactérias fermentativas,
sendo convertidos em diversos compostos mais simples, que sao excretados.
Como os acidos graxos volateis sdo os principais produtos das bactérias
fermentativas, estas sido designadas bactérias fermentativas acidogénicas. Na

acetogénese, bactérias acetogénicas oxidam os produtos gerados na fase
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acidogénica em substratos apropriados (acido acético) para as bactérias
metanogénicas, fazendo parte, assim, de um grupo metabdlico intermediario. A
etapa final do processo é efetuada pelas bactérias metanogénicas que séao
divididas em dois grupos principais, em fungdo de sua afinidade por diferentes
substratos: as acetoclasticas, que utilizam acido acético ou metanol na producéo
de metano e as hidrogenotroficas que utilizam hidrogénio e didxido de carbono na
formagdo de metano. Quando ha presenga de sulfato no afluente, muitos dos
compostos intermediarios passam a ser utilizados pelas bactérias redutoras de
sulfato (BRS), provocando uma alteracdo das rotas metabdlicas no reator
anaerobio. Dessa forma, as BRS passam a competir com as bactérias
fermentativas, acetogénicas e metanogénicas pelos substratos disponiveis.

Nos processos anaerdbios ou, nos sistemas de biodigestdo anaerdbia, a
degradacdo da matéria orgénica envolve a atuacdo de microrganismos
procarioticos anaerdbios facultativos e obrigatérios, cujas espécies pertencem ao
grupo de bactérias hidroliticas-fermentativas, acetogénicas produtoras de
hidrogénio e metanogénicas. A bioconversdo da matéria organica poluente com
producao de metano requer a cooperacao entre culturas bacterianas. Na atividade
microbiana anaerdbia em biodigestores, o que se observa é a ocorréncia da
oxidacao de compostos complexos, resultando nos precursores do metano, acetato
e hidrogénio (VAZOLLER, 1996).

A capacidade de uma bactéria anaerdbia decompor um determinado
substrato é especifica, dependendo principalmente das enzimas que possui. As
enzimas, responsaveis pelas reagdes do processo de decomposigdo, apresentam
alto grau de especificidade. A eficiéncia global de conversdo da matéria organica
em produtos estabilizados depende da eficiéncia de cada reacido e do equilibrio
entre as diversas espécies e entre os grupos de bactérias presentes no sistema
anaerobio (LEMA et al., 1991 apud PEREIRA, 2004).

A hidrdlise de lipideos é a etapa limitante na digestdo anaerdbia de soélidos

presentes em diversos tipos de efluentes, devido ao baixo consumo de acidos

graxos de cadeia longa pelas bactérias (KOMATSU et al., 1991; QUEMENUER &
MARTY, 1994 apud MENDES et al.,, 2005) e a necessidade de uma pequena
concentracao de hidrogénio, formado nas reagdes de encurtamento da cadeia
carbdénica dos AGCL. O acumulo deste gas pode afetar o equilibrio das reagdes de

decomposi¢cdo dos AGCL que sao termodinamicamente desfavoraveis. Desta
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forma, a acumulagdo de AGCL pode causar problemas na digestdo anaerdbia de
efluentes, como toxicidade a microrganismos acetogénicos e metanogénicos e a

formagao de espumas, devido ao acumulo de acidos graxos nao biodegradados

(SALMINEN & RINTALA, 2002; HANAKI et al., 1981 apud MENDES, 2005).

Os acidos graxos de cadeia longa (AGCL) dentro das células microbianas
sao incorporados a complexos lipidicos, como a membrana plasmatica ou
catabolizados para a formacao de compostos de baixa massa molar (CO,, CH, e
H.O) (WENG e JERIS, 1976 apud MENDES, 2005).

Os AGCL, em concentracées milimolares, podem se tornar inibidores dos
microrganismos anaerobios, pois impedem a adsorgdo de microrganismos
causando flotagdo da biomassa e impedindo a formacao de granulos de lodo em
reatores anaerobios de fluxo ascendente. A flotacdo do lodo é decorrente da
dificuldade de liberacdo de gases produzidos na digestdao anaerdbia (HWU et al;
1998, PETRUY & LETTINGA, 1997).

3.6 TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUARIAS UTILIZANDO ENZIMAS

O uso de enzimas no tratamento de despejos industriais foi proposto em
1930. Entretanto, s6 recentemente seu desenvolvimento como alternativa ao
tratamento convencional de efluentes tem despertado grande interesse de
pesquisa, em fungdo das vantagens apresentadas, entre as quais podem ser
citadas (MENDES et al., 2005):

= A taxa de introdug¢do no ambiente de poluentes orgénicos estranhos aos
microrganismos e recalcitrantes tém aumentado o que diminui as possibilidades de

se realizar um tratamento convencional biolégico ou quimico eficiente;

= Ha um crescente reconhecimento da capacidade das enzimas para atuar

sobre poluentes especificos no tratamento;

= Avangos recentes na biotecnologia permitiram a producdo de algumas
enzimas técnica e economicamente viavel, devido ao desenvolvimento dos
procedimentos de isolamento e de purificacdo de microrganismos.
Enzimas sao catalisadores bioldgicos e seu uso no tratamento de efluentes
apresenta varias vantagens potenciais, tais como:
= Simplicidade e facilidade no controle do processo;

= Na&o ha necessidade de aclimatacdo de biomassa;
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= Nao ha efeitos de choque por carga de poluentes;

= Podem ser aplicadas em processos com baixa ou alta concentragdo de
poluentes;

= Operam em amplas faixas de pH, temperatura e salinidade.

Entretanto, o uso de enzimas apresenta alguns problemas que muitas
vezes limitam a sua utilizacdo no tratamento de efluentes: instabilidade térmica,
suscetibilidade ao ataque por proteases, inibicdo da atividade, além do elevado
custo desses biocatalisadores (LEAL, 2000).

Em contraste com os catalisadores inorganicos, como acidos, bases, metais
pesados e Oxidos metalicos, as enzimas tém alta especificidade. Esta
caracteristica € muito util nos processos industriais, porque quantidades minimas
de produtos secundarios sdo produzidas, o que representa beneficios econémicos
e ambientais com a eliminagcdo da necessidade de separacdo de subprodutos e
com reducao qualitativa e quantitativa de efluentes industriais (AITKEN, 1993 apud
PEREIRA, 2004).

Entre varias possibilidades, os biocatalisadores podem ser usados no
tratamento de efluentes gerados nas industrias petrolifera, téxtil, papel, derivados
de celulose e alimenticias em geral, como mostra a Tabela 5.

Na industria de abate de frango, um dos principais problemas ¢é a
degradacado das penas de aves, subproduto do abate de frangos e de dificil
biodegradacdo anaerébia. As penas sdo constituidas de queratina, proteina com
alto grau de ligagbes cruzadas entre grupamentos dissulfito, presentes na cisteina
(aminoacido) que confere rigidez a cadeia polipeptidica. Estudos tém sido
realizados para a obtencdo de linhagens capazes de biodegradar essa
macromolécula por meio de enzimas proteoliticas, como endopeptidases, obtidas,
principalmente, das espécies bacterianas Fervidobacterium pennavorans e Bacillus
licheniformis (SALMINEN & RINTALA, 2002). Uma outra aplicagdo promissora de

enzimas proteoliticas € a hidrélise de proteinas contidas em aguas residuarias

provenientes, principalmente, das industrias de laticinios (JUNG et al., 2002).
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Tabela 5. Enzimas com potenciais aplicacdes em tratamento de efluentes.

Enzimas e Fontes

Poluentes e efluentes

Azorredutase (Pseudomonas luteola)
Celulase - ( 7richoderma harzianum)

( Trichoderma viride)
Cianidase (Fusaruium solani)
Cianidase hidratase ( 7Trichoderma sp.)

Monooxigenase e Iminodiacetato deidrogenase (géneros
Chelatobactere Chelatococcus)

Oxirredutases e NTA Deidrogenase (géneros Chelatobactere
Chelatococcus)

Polifosfatase e Fosfotransferase
Nitrogenase (Klebsiella oxytoca)
Protease

Protease pronase (Pseudomonas aeruginosa)
Enzimas Oxirredutases (Pseudomonas syringae)
Acetilcolinesterase e enzimas antioxidantes
Carbaril Hidrolase (Arthrobactersp. RC100)
Naftaleno-dioxigenase
Catalase (Bacillus sp.)

B-Glicosidase e Manganés peroxidase (Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus sajorcaju

Lipase - (Pseudomonas aeruginosa)

Industrias de tintas.

Polpa de acgucar de beterraba.

Pré-tratamento termoquimico de celulignina.

Cianidio.

Cianidio.

Remocao de compostos derivados de acidos aminopolicarboxilicos, por ex. EDTA, em
efluentes municipais.

Remocao de compostos derivados de acidos aminopolicarboxilicos, por ex. EDTA, em
efluentes municipais.

Remocéao de fosfato bioldgico de efluentes.

Remocéao de excesso de lodo e proteinas em estagdes de tratamento de efluentes.
Cianidio.

Inativagao de virus bacteriofago Cox A9 de efluentes, para reutilizagdo da agua.
Remocao de compostos fendlicos e catecol.

Degradacao de pesticidas de ambientes marinhos.

Degradacao de inseticidas a base de N-metilcarbamato.

Remocéao de naftaleno.

Remocéao de H,0, presente em efluentes de branqueamento de tecidos.
Remocéo de corantes azo da industria de alimentos e da industria téxtil.

Reducéo do teor de lipideos em efluentes de restaurantes.
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(Pancreatica - PL250)
(Peniciflium P4)
(Penicifllium restrictum)
(Yarrowia ljpolytica)

(Pseudomonas aeruginosa LP602 e Anicetobacter
calcoaceticus LP609)

(Anicetobactersp.)

(Candida rugosa)
(péncreas de porco)

Lacase - (Coriolus versicolore Funalia trogii)
(Chalara (syn. Thielaviopsis) paradoxa)
(7rametes versicolor)
Lacase e Manganés peroxidase ( 7rametes versicolor)
(Panus triginus)
(Geotrichum sp. CCMI 1019)
(Phanerochaete flavido-alba)
Peroxidase - Lignina peroxidase (Phanerochaete
chrysosporium)
Manganés peroxidase (Phanerochaete flavido-alba)
Peroxidase de soja

Tirosinase (Agaricus bisporus)

Reduc¢ao do tamanho das particulas de lipideos, de efluente de matadouros, em até 60%.
Reducao do teor de DQO de efluente da industria de 6leo de oliva, em 60%.
Remoc¢éo de DQO, em termos de lipideos, de efluente da industria de derivados lacteos.

Reducdo de DQO, em até 80%, de efluente da industria de extracao de dleo de oliva.
Reducao do teor de lipideos e DBO de efluente.

Reducéo do teor de lipideos de efluentes de restaurantes.
Reducéo do teor de lipideos e DQO de efluentes de abatedouros de frango.

Reducao do teor de lipideos e de solidos suspensos de efluentes da industria de derivados
lacteos.

Tratamento de efluentes da industria téxtil.

Remocao de compostos fendlicos da industria de extragao de 6leo de oliva.

Remocao de pesticidas a base de uréia, N’, N’-(dimetil)-N-(2-hidroxifenil) uréia (2-HF).
Remocao de hidrocarbonetos aromaticos.

Remocao de compostos fenodlicos da industria de extragao de 6leo de oliva.

Remocéao de compostos azo, tintas, presentes em efluentes da industria téxtil.
Remoc¢éo de compostos fendlicos e cor.

Tintas, clorofendis, dibenzo[p]dioxinas, metoxifendis, metilfendis, 2-nitrofenol, fenol,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e licor de madeira pinus obtido por explosao a
vapor.

Efluentes de industrias de extracédo de dleo de oliva, ricos em compostos fenolicos.
Remocéao de compostos fendlicos da industria de extragcéo de éleo de soja.

Degradacédo de compostos fendlicos.

Fonte: MENDES et al., 2005.
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A utilizacdo de enzimas em biocatélise ambiental vem ao encontro da forte
tendéncia dos governos atuais de intensificar as restrigdes a poluicdo ambiental.
No caso brasileiro, o controle ambiental é ainda mais relevante por sermos
responsaveis pela preservacdo dos nossos ecossistemas que, em fungédo da sua
extensao e biodiversidade, constitui em ativo de valor incalculavel, além de garantir
a representatividade brasileira no cenario mundial (BON e PEREIRA, 1999 apud
MENDES et al., 2005).

3.7 ENzIMAS

As enzimas, conhecidas industrialmente como biocatalisadores, sdo em sua
maioria proteinas, formadas por longas cadeias de aminoacidos com ligagdes
peptidicas, com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA com
propriedades cataliticas. A maioria das enzimas sintetizadas por células sao retidas
para funcbes intracelulares. As enzimas extracelulares sao subseqlentemente
secretadas para fora dos limites da membrana celular. Enzimas estdo presentes
em todas as células vivas, onde exercem as funcbes vitais de controle dos
processos de transformagéo dos nutrientes em energia e em material celular. Além
disto, participam dos processos de quebra de nutrientes complexos em
substancias mais simples. (ZANOTTO, 2003).

De acordo com Sharma et al. (2001) quase 4000 enzimas sédo conhecidas,
e destas, aproximadamente 200 s&o utilizadas comercialmente, sendo que a
maioria é de origem microbiana. A demanda mundial de enzimas é satisfeita por 12
produtores principais e por 400 fornecedores menores. Ao redor de 60% da fonte
total de enzimas industriais sdo produzidas na Europa. Em torno de 75% de todas
as enzimas industriais (incluindo as lipases) sao de acgao hidrolitica. Segundo a
Novozymes (2005) o mercado mundial de enzimas gira em torno de US$ 2,4
bilhdes, com um crescimento médio anual entre 4 e 5%.

A classificagdo da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(lUBMB) divide as reacgdes catalisadas por enzimas em seis grupos principais, nas
quais estdo inclusas subclasses de acordo com o tipo de reacido catalisada. A

Tabela 6 apresenta esta classificagao.
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Tabela 6. Classificagdo das enzimas segundo IUBMB.

Classes

Funcao catalitica

Subclasses

1 - Oxidorredutases

2 - Transferases

3 - Hidrolases

4 - Liases

Catalisam reagdes de oxidagao-redugao
envolvendo oxigenagdes e remogao ou
adicéo de atomos de hidrogénio.

Enzimas que mediam a transferéncia de
grupos tais como aldeidos, cetonas, etc.

Catalisam reagdes de hidrélise e
formacgao de glicosideos, anidridos e
ésteres, bem como amidas, peptideos e
outras fungdes contendo a ligagao C-N.

Catalisam reacdes de adicéo,
usualmente de HX, a duplas ligacées
como: C=C, C=N e C=0, e também os

Desidrogenases
Oxidases
Hidrogenases
Peroxidases
Metiltransferases
Transaminases
Carboidrases
Esterases
Lipases
Fosfatases
Proteases
Descarboxilases

Cetoacidolises

processos reversos. Hidratases
Racemases
Catalisam processos de isomerizagao,
5 - Isomerases ; oo Isomerases
tais como racemizagéo.
Mutases
Mediam a formacgao ou clivagem de
6 - Ligases ligagbes C-C, C-O, C-S, C-N e ésteres Sintetases

de fosfato.

Fonte: FABER, 2000 apud SANTOS, 2003.

Na classe das Hidrolases destacam-se as Lipases, que sdo glicoproteinas
nas quais a parte glicosilada hidrofébica circunda o sitio ativo. Elas tém sido
isoladas de uma variedade de tecidos de animais e plantas, e podem ser também
produzidas por processos de fermentacdo usando varias espécies de

microrganismos (fungos e bactérias) (SANTOS, 2003).

3.8 LIPASES

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo
de enzimas hidroliticas que atuam geralmente na interface orgéanica — aquosa,
catalisando a hidrélise de ligagcbes éster - carboxilicas presentes em acilgliceroéis
para liberar acidos orgénicos e glicerol (JAEGER et al., 1994 apud LEAL, 2000).
Esta definicdo exclui as enzimas que agem em ésteres solUveis em agua

(esterases) ou que hidrolisam outros lipideos (acilidrolases, colesterolesterase,
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tioesterases e outras) (CARVALHO et al., 2003).

As lipases catalisam a reagdo de hidrélise de triacilglicerideos (TG)
resultando na formacdo de diacilglicerideos (DG), monoacilglicerideos (MG),
acidos graxos (AG) e glicerol. Entretanto, dependendo das condigbes reacionais,
as lipases podem também catalisar a sintese reversa, ou seja, pode ocorrer a
sintese do MG, DG ou TG a partir de acidos graxos e glicerol (SAXENA et al.,
1999).

A maioria das pesquisas sobre lipases esta focalizada na caracterizagdo
estrutural, elucidacido do mecanismo de acgéo, cinética, sequenciamento e clone de
genes das lipases e caracteristicas gerais do seu desempenho (SHARMA et al.,
2001).

As razbes do enorme potencial biotecnoldgico dessa enzima incluem fatos
relacionados com: |) sua alta estabilidade em solventes organicos; Il) ndo requerem a
presenca de co-fatores; Ill) possuem uma larga especificidade pelo substrato e, 1V)
exibem uma alta enantiosseletividade (CASTRO et al., 2004).

3.8.1 Fontes

As lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a
partir de fontes animais, vegetais e microbianas. Suas caracteristicas diferem em
funcdo de sua origem e das formas empregadas para a sua obtencao (LEAL,
2000). Do ponto de vista econdmico e industrial, os microrganismos sao preferiveis
a as lipases de fontes animais e plantas, devido ao alto custo do seu isolamento
(NASCIMENTO et al., 2004).

Na Tabela 7 apresenta as fontes, principais origens e métodos de obtencgao

de enzimas.

Tabela 7. Obtencéo industrial de enzimas.

Fonte Origens Método de obtencéo

Sementes, Sucos, Polpas,

Vegetais Raizes.

Triturac&o de tecidos
Mucosas, Pancreas, Figado,

Animais Sangue.

Trituragdo de tecidos

Microrganismos Bactérias, Fungos, Leveduras.  Cultura submersa ou semi - sélida.

Fonte: VICENZI, 2004.
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3.8.2 Caracteristicas e propriedades

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando
entre 20 a 75 kDa, atividade em pH na faixa entre 4.0 a 9.0 e em temperaturas
variando desde a ambiente até 70°C. Sdo enzimas usualmente estaveis em
solucdes aquosas neutras a temperatura ambiente, apresentando, em sua maioria,
uma atividade 6tima na faixa de temperatura entre 30 e 40°C (VULFSON, 1994
apud MENDES, 2004). Sua termoestabilidade varia consideravelmente em funcéo
de sua origem, sendo as microbianas as que possuem maior estabilidade térmica
(MACRAE & HAMMOND, 1985 apud PEREIRA, 2004).

A estrutura tridimensional da lipase fungica de Rhizomucor miehei e da
lipase pancreatica foram determinadas em 1990. Desde entdo, mais de onze
estruturas de lipases ja foram determinadas, das quais, com excecdo da lipase
pancreatica, todas sdo de origem microbiana. Estas enzimas mostram uma
caracteristica padrdo conhecida como o entrelagado de o/p hidrolase (CASTRO et
al., 2004).

Segundo Faber (2000 apud PAQUES & MACEDO, 2006) as lipases sao
divididas da seguinte forma:

= Regiosseletivas - subdivididas em:
= Lipases nao-especificas - hidrolisam ésteres de acidos graxos
primarios ou secundarios, liberando acidos graxos na posigcéao 1(3) ou 2;
= Lipases 1,3-especificas - hidrolisam apenas ésteres de acidos
graxos primarios, isto €, na posi¢ao 1 ou 3.
= Tipo-seletivas - com relagdo ao tamanho da cadeia carbbdnica e/ou ao
numero de insaturagéo do grupo acila.

= Epantiosseletivas.

3.8.3 Reacdes catalisadas pelas Lipases

As lipases catalisam uma série de diferentes reagbes, podem ser
empregadas tanto em meio aquoso como em meio organico proporcionando assim
diversas aplicagdes. De fato, embora sua fungcdo natural seja a quebra das
ligacbes de éster de triacilglicerdis com o consumo de moléculas de agua
(hidrélise), as lipases sao também capazes de catalisar a reagcado reversa sob

condigbes microaquosas, como por exemplo, a formagao de ligagdes éster a partir
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de alcool e acido carboxilico (sintese de éster) (PEREIRA, 1999). O deslocamento
do equilibrio na reacdo, no sentido direto (hidrdlise) ou inverso (sintese), é
controlado pela quantidade de agua presente na mistura reacional (NASCIMENTO,
2004). A Figura 2 mostra que além da hidrdlise, as lipases também sao capazes de
catalisar reagbes como a esterificacdo, transesterificacdo (interesterificagao,
alcoolises e acidodlises), amindlise (sintese de amidas) e lactonizacao (esterificagdo
intramolecular), sendo que a atividade de agua do meio reacional € um dos fatores
determinantes para cada classe de reacdao (PAQUES & MACEDO, 2006).
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Fonte: PAQUES & MACEDO, 2006.
Figura 2. Representacado esquematica das reacdes catalisadas por lipases.

3.8.4 Fatores que interferem no processo de hidrolise

A hidrdlise de ésteres de triacilglicerdis ocorre por clivagem sequencial dos

grupos acila no glicerideo, de tal forma, que num dado momento, a mistura



REVISAO BIBLIOGRAFICA - 25

reacional contém nao somente triacilglicerdis, agua, glicerol e acidos graxos, como
também diacilgliceréis e monoacilgliceréis (HARALDSSON, 1991), conforme
mostrado na Figura 3.

O processo de hidrélise enzimatica necessita de dois requisitos para a
operacao: a formagao de uma interface lipideo/agua e a adsorg¢ao da enzima nesta
interface. Assim, quanto maior a interface, maior sera a quantidade de enzima

adsorvida, acarretando velocidades de hidrélise mais elevadas (PEREIRA, 2004).
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Figura 3. Etapas envolvidas na reagéo de hidrélise de 6leos e gorduras.

Diferentes parametros podem influenciar o desempenho da hidrélise de
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Oleos e gorduras e, consequentemente diversas técnicas tém sido utilizadas para
aumentar a taxa de hidrélise de oleos e gorduras usando lipases como
catalisadores. Dentre esses parametros podemos citar:

» Relagao fase aquosa / fase oleosa,;

» Eventual agao inibitéria dos produtos formados;

» Influéncia do tipo de agente emulsificante: apesar do efeito dos agentes
emulsificantes em lipases nao ter sido extensivamente estudado, a goma arabica é
0 agente tensoativo mais utilizado, conduzindo elevada atividade lipolitica
(VEERARAGAVAN, 1990). O uso de tensoativo para estabilizar emulsbes na
determinagao de atividade lipolitica, deve ter em conta que a atividade da lipase
varia tanto em funcdo do tipo de tensoativo, como da sua concentracido
(MOZAFFAR et al., 1994).

» Efeito da agitagdo na velocidade de reacdo: para o caso da lipase situada
na interface 6leo-agua, a agitacdo mostra-se um fator essencial para aumentar a
frequéncia das colisdes entre a enzima e o substrato, de modo a acelerar o
desenvolvimento da reagdo enzimatica (GROSS, 1996).

= Concentragcdo de substrato: a velocidade de uma reacao catalisada por
enzimas aumenta conforme a concentragdo de substrato, até atingir uma
velocidade maxima. A obtencdo de um platd na velocidade de reacdo em altas
concentragoes de substrato reflete a saturacao pelo substrato de todos os sitios de
ligacao disponiveis na enzima (CHAMPE & HARVEY, 1997).

» pH: a maioria das enzimas apresenta um pH caracteristico em que sua
atividade é maxima, chamado pH 6timo da enzima, acima ou abaixo do qual a
atividade decresce. O pH 6timo esta associado ao tipo de substrato, estado de
pureza da lipase, tamp&do e métodos de ensaio. Entretanto, grande parte das
lipases tem uma atividade 6tima em pH alcalino (CHAMPE & HARVEY, 1997). A
lipase de pancreas de porco tem uma atividade 6tima em pH entre 8.0 e 9.0, mas
dependendo do substrato e do tipo de agente emulsificante, pode desenvolver
atividade em pH entre 6.0 e 7.0 (SHAHANI, 1975).

» Temperatura: o aumento na temperatura imprime maior energia cinética as
moléculas de enzima e substrato, ocasionando um maior numero de colisdes
produtivas por unidade de tempo. Uma elevacio adicional da temperatura resulta
em uma reducido na velocidade de reagdo, como resultado da desnaturagado da
enzima induzida pela temperatura (CHAMPE & HARVEY, 1997). A temperatura
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6tima das lipases microbianas e pancreaticas se encontra normalmente entre 30°C
- 40°C (SHAHANI, 1975).

3.8.5 AplicacBes das Lipases

3.8.5.1 Detergentes

Os detergentes sao caracterizados por serem compostos que possuem em
sua estrutura uma porgao hidrofilica e uma hidrofébica. Os sais dos acidos graxos
tém na cadeia hidrocarbonada a porgdo hidrofébica e na carboxila dissociada
(carga negativa neutralizada por sédio ou potassio), a porgao hidrofilica (SANTOS,
2005). A acao de limpar e a habilidade de emulsificar de um detergente dependem
de sua capacidade de formar particulas de o6leo “estaveis” e reduzir a tensao
interfacial, facilitando a penetracéo da agua.

As lipases utilizadas em detergentes sédo selecionadas a fim de satisfazer
as seguintes exigéncias: ter uma baixa especificidade em relagdo ao substrato, isto
€, uma habilidade de hidrolisar gorduras de varias composi¢des, habilidade de
suportar as condigdes de lavagem relativamente severas (pH 10-11, 30-60 °C),
habilidade de resistir a surfactantes e enzimas que sao ingredientes importantes na
formulagao de detergentes (SHARMA et al., 2001).

As principais razdes do interesse crescente do uso de enzimas, utilizadas
como aditivo nas formulagdes de novos detergentes, situa-se basicamente na
possibilidade e eliminar manchas de gorduras nas baixas temperaturas de lavagem
e conseguir a redugdo do consumo de surfactantes por razbes ambientais
(TATARA et al., 1985 apud LEAL, 2000).

As projec¢des indicam que combinagdes variadas de misturas de enzimas
venham a substituir, cada vez mais, os ingredientes menos aceitaveis do ponto de
vista ambiental, nas formulacdes de detergentes. Um exemplo esta na fabricacéo
de detergentes de maquinas de lavar lougas automaticas, no mercado europeu. A
substituicdo de muitos dos ingredientes que agrediam o meio ambiente por
enzimas tornou possivel 8 manutengdo do mesmo desempenho (OLIVEIRA, et al.,
2004).
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3.8.5.2 IndUstria alimenticia

As lipases sdo empregadas em diversos campos da manufatura de
alimentos. Estas sao utilizadas com a finalidade de aprimorar o aroma e a textura
dos mesmos.

Na industria de laticinios, as lipases sdo largamente utilizadas na hidrolise
da gordura do leite (SAXENA et al., 1999), na aceleracdo dos processos de
maturagao de queijos e no desenvolvimento de aromas e sabores. A adigao de
lipases ao leite de vaca gera um sabor similar ao do leite de cabra, e com este leite
sao fabricados os chamados queijos modificados enzimaticamente.

Gorduras e 6leos sao componentes importantes da alimentagdo. O valor
nutricional e as propriedades fisicas de um triglicerideo sdo muito influenciados por
fatores como a posi¢cdo do acido graxo na estrutura principal do glicerol, o
comprimento de cadeia do acido graxo e seu grau de instauragcdo. As lipases
permitem modificar as propriedades de lipideos alterando a posi¢ao do acido graxo
na estrutura do glicerideo e substituindo um ou mais dos acidos graxos por novos
(SHARMA et al., 2001).

3.8.5.3 Industria farmacéutica e quimica fina

Este tipo de industria vem utilizando intensivamente lipases em seus
processos produtivos. As caracteristicas de enancio estéreo seletividade das
lipases permitem a sua utilizacdo na resolugcdo de misturas racémicas e na
remocgao seletiva de certos compostos. Além disto, estas enzimas, em geral,
apresentam excelente estabilidade em presenca de solventes organicos, nos quais

os substratos destas reagdes sao soluveis (KATZ et al., 1993 apud LEAL, 2000).

3.8.5.4 Hidrdlise de 6leos e graxas

A gama de aplicagdes de lipases na industria oleoquimica é enorme, € o
emprego dos biocatalisadores proporciona diminuicdo de gastos com energia e
minimiza a degradacdo térmica dos compostos, quando comparados as vias
quimicas tradicionais (LEAL, 2000).

O procedimento usual para a hidrolise de dleos e graxas, catalisada pela
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lipase, consiste em misturar a gordura com a lipase solubilizada em agua. O

processo enzimatico para a hidrélise de 6leos e graxo tem um custo elevado, por

isso € grande a busca por processos de produgdo de enzimas a custo reduzido

(LEAL, 2000).

A Tabela 8 apresenta um resumo das principais aplicagdes no setor de

Oleos e gorduras.

Tabela 8. Aplicacdo industrial das lipases no setor de 6leos e gorduras.

Setor Efeito utilizado Produto
Alimenticio
Agente aromatizante para
Laticinio Hidrdlise da gordura do leite manufatura de produtos
lacteos.
Melhoramento do sabor /
Panificacéo qualidade, prolongamento do Confeitos e bolos.
tempo de prateleira.
Melhoramento do aroma e
Bebidas aceleracgao da fermentacao, Bebidas alcodlicas

Processamento de
derivados do ovo

Processamento de carne e
peixe

Processamento de 6leos

por remocao de lipideos.

Melhoramento da qualidade do
ovo por hidrélise dos lipideos

Desenvolvimento de aroma e
remogao de excesso de
gorduras

Transesterificagdo de 6leos
naturais. Hidrolise de 6leos
(acidos graxos, DG e MQG).

Maionese, molhos e
cremes.

Produtos embutidos

Oleos e gorduras
modificadas (substitutos da
manteiga de cacau)

Quimico
Quimica fina Sintese de ésteres Esteres
Detergentes Remocgéao de manchas de 6leo Detergentes
e gordura
Farmacéutico Dlge_stao de oleos e gorduras Digestivos
de alimentos
Analitico Analise de triglicerideos no Diagnéstico
sangue
Cosmeético Remocéo de lipideos Cosmeéticos em geral
Curtume Remocao de_gor_duras das Produtos de couro
peles dos animais
Diversos Decomposicéo e remocéo de Limpeza de tubulacao,

substancias oleosas

tratamento de efluentes.

Fonte: (CASTRO et al., 2004).
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3.8.5.5 Outras aplicacfes

A versatilidade catalitica das lipases proporciona a estas enzimas uma
diversidade de aplicagbes. As lipases podem ser empregadas na producdo de
cosmeéticos, perfumaria, diagndsticos médicos, sintese de compostos opticamente
ativos, resolugdo de racematos, producao de aromas e fragrancias e modificacdes
de lipideos (GHANDI, 1997; SHARMA et al., 2001). A industria de cosmeéticos e de
perfumes pode empregar lipases para a producao de aromas e de surfactantes, ou
de emolientes usados em cremes para a pele e cremes bronzeadores (SAXENA et
al., 1999). Na industria de couro, lipases podem ser empregadas em conjunto com
outras hidrolases para a remogao de gordura subcutanea e pelos.

Na industria de polpa e papel, triglicerideos e ceras contidas na madeira na
remocao do “pitch” que dificultam o processo de producido de papel podem ser
removidos pelo emprego de lipases (JAEGER & REETZ, 1998).

Atualmente, o tratamento de residuos também representa um campo de
vasta aplicagcdo para estas enzimas, seja na prevengao ou limpeza de filmes
gordurosos, seja na biodegradagdo de plasticos, ou seja, no pré-tratamento de
efluentes contendo compostos gordurosos como os gerados em atividades
zootécnicas (LIE & MOLIN, 1991; GROSS, 1996; TEIXEIRA, 2001; MASSE et al.,
2001; LEAL et al., 2002; MENDES, 2004; PEREIRA, 2004).

3.9 TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUARIAS COM ELEVADOS TEORES DE LIPIDEOS
UTILIZANDO LIPASES

Os microrganismos hidrolisam os triacilglicerideos em meio extracelular, por
acao de lipases, produzindo acidos graxos e glicerol. As lipases (glicerol éster
hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas hidroliticas que
atuam na interface organica - aquosa, catalisando a hidrélise de ligacbes éster -
carboxilicas, presentes em acilglicerdis (SAXENA et al., 2003).

Essas enzimas clivam triacilgliceroéis especificos, entretanto, podem nao ser
totalmente especificas e catalisar as reagdes de hidrolise de triacilglicerideos que
contém, em sua composicao, diferentes acidos graxos, o que pode ser de grande
interesse para o tratamento de efluentes com alto teor de gordura (SAXENA et al.,
2003).

As lipases tém sido usadas na remocgdo de gorduras de aeradores de
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estacdoes de tratamento que empregam lodo ativado. Esta camada de gordura
impede a transferéncia de oxigénio, comprometendo a reposi¢cdo de oxigénio
necessario a biomassa na degradacdo da matéria organica. A empresa japonesa
Meito Sangyo Co. vem produzindo lipase de Candida rugosa (Lipase - MY), que é
empregada em estacdes de tratamento de efluentes nos Estados Unidos, para a
remocao de gorduras em equipamentos. O tempo de vida util de equipamentos
industriais e de estagcbes de tratamento de efluentes eleva-se com a remogao de
soélidos, como gorduras (MENDES et al., 2005).

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

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

A hidrélise de lipideos de efluentes gerados em frigorificos avicolas,
empregando lipase microbiana de Candida rugosa foi realizada por Pereira et al.
(2003). As porcentagens de hidrélise mais elevadas foram alcancadas em
efluentes tamponados no pH 6timo de atuacédo dessa preparagdo enzimatica (pH
7.0). Verificou-se a influéncia das concentragdes de enzima, agente emulsificante e
ions calcio no desempenho da hidrélise dos lipideos, por um periodo de 3 horas. A
porcentagem de hidrélise maxima obtida foi de 20,9%, com influéncia significativa,
em niveis maximos, das concentragbes de enzima (0,4%) e agente emulsificante
(3%). O ajuste do pH do efluente com solugdes de NaOH ou NaHCO; em
substituicdo a solugdo tampdo e apds 12 horas de tratamento, elevou a
porcentagem de hidrélise dos lipideos para 35%. A eficiéncia do pré-tratamento
enzimatico, verificada por meio de testes de atividade metanogénica, revelou uma
reducao no tempo de digestdo anaerdbia da ordem de 33%.

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

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

otimizar as condicbes adequadas de hidrélise (MENDES et al., 2005).
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4 Material e Métodos

4.1 INTRODUCAO

Neste capitulo estdo apresentados o material e os métodos utilizados, bem
como a descrigdo dos procedimentos laboratoriais realizados durante a fase
experimental deste trabalho. Os procedimentos experimentais relacionados a este
trabalho foram desenvolvidos no Laboratério de Engenharia Bioquimica
(ENGEBIO) do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.2 MATERIAL

4.2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico, adquirido das empresas
Nuclear, Synth, Quimex, Colleman e Vetec. Dentre esses, podem ser citados:
= Solventes (acetona, alcool etilico, hexano);
= Sais (fosfato dibasico de potassio, fosfato monobasico de potassio);
= Emulsificante (goma arabica);
= Bases (hidroxido de sddio, hidréxido de potassio);

»  Acido (acido sulfurico, acido cloridrico).

4.2.2 Enzimas

Foram utilizadas preparag¢des enzimaticas comerciais de origem animal:
= Lipase pancreatina (LKM) — fornecida pela empresa Kin Master / RS. Os

dados desta enzima estao no Apéndice C.
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= Lipase pancreatina (LNU) - fornecida pela empresa Nuclear / SP.

4.2.3 Substrato

Como substratos foram usados:
= Azeite de Oliva — controle;
= Efluente da industria de abate de frango — Industria Macedo Koerich / SC.

O efluente foi coletado no tanque de equalizacdo, proveniente do processo
industrial de escaldagem e depenagem, da lavagem do frango, das viceras, dos
equipamentos, dos pisos e outros. O efluente foi guardado em recipientes de
plasticos nao esterilizados e armazenado em freezer a 0°C, para conservagao das

suas caracteristicas.

4.2.4 In6culo

O ino6culo utilizado foi obtido de reatores de manta de lodo com fluxo
ascendente (UASB), utilizado para o tratamento de esgoto domeéstico, pela
Companhia de Saneamento basico do Estado de Santa Catarina (CASAN), na
cidade de Florianopolis, e posteriormente foi estocado em recipientes plasticos

armazenados a 20°C.

4.3 EQUIPAMENTOS

Dentre os equipamentos utilizados podemos citar:

=  pHmetro modelo WTW pH 330i, fabricado por Wissenschaftlich Technische
Werkstatten GmbH & Co.KG — para medidas de pH;

= Espectofotdbmetro modelo E-225D, fabricado por CELM — para analises de
DQO;

= Banho Maria modelo Dubnoff digital NT 232, fabricado por Nova Técnica —

para dosagens de atividade enzimatica e testes de biodegradabilidade.

4.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.4.1 Caracterizagao fisico-quimica do efluente

Aliquotas foram separadas e caracterizadas quanto aos parametros de
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interesse para o processo: pH, demanda quimica de oxigénio (DQO), alcalinidade
total, 6leos e graxas, acidez, acidos graxos livres, massa especifica, ambnia, indice
de saponificagdo, segundo normas recomendadas por métodos oficiais (APHA,
1995).

4.4.2 Caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas das preparacdes

enzimaticas

As lipases pancreaticas LKM e LNU foram caracterizadas quanto a sua
atividade especifica em funcdo do pH e da temperatura, realizada frente a dois

substratos, o azeite de oliva e o efluente bruto.

4.4.2.1 Determinagao da atividade hidrolitica

A atividade enzimatica foi determinada pelo método de hidrdlise, conforme
metodologia adotada por Pereira (2004). O substrato foi preparado pela emulsao
de 50 mL de azeite de oliva ou efluente e 50 mL de goma arabica a 7% (p/v)
quando o azeite de oliva era utilizado e 3% (p/v) quando se utilizava o efluente. Em
frascos erlenmeyer de 125 mL foram adicionados: 5 mL de substrato,
anteriormente preparado, 4 mL de solugdo tampéao fosfato de sédio (0,1M, pH 7.0)
e 1 mL da solugdo enzimatica (5 mg.mL™"). Os frascos foram incubados a 37°C por
10 minutos, em banho termostatizado com agitacao. Apés o periodo de incubagéo,
a reacgao foi paralisada pela adi¢gdo de 15 mL de uma mistura de acetona e etanol
(1:1). Os acidos graxos liberados foram titulados com solugao de KOH 0,02M,
utilizando fenolftaleina como indicador. Para cada analise de atividade, foi
realizado um branco utilizando agua destilada. Os ensaios foram realizados em
triplicata e os valores de atividade especifica foram obtidos através da Equacéao
4.1. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera

1umol de acido graxo por minuto de reagdo, nas condi¢cdes do ensaio.

6

(V -V )C,,.10
AE. (umolesmin™!)=—2 b (4.1)

V. Ct

Onde: Cyon = concentracao da solugcado de KOH (M);
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t = tempo de reagdo (minutos);

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

Vy, = volume do KOH gasto na titulagdo do branco (mL);

Ve = volume da solugéo enzimatica (mL);

Ce = concentragdo de proteinas na solugdo enzimatica (mg.mL™).

A.E. = atividade especifica (umoles.(mg.min)™ ou U.mg™).

4.4.2.2 Influéncia do pH na atividade da enzima

As atividades das lipases foram estudadas utilizando-se a reacédo de
hidrdlise dos substratos (azeite de oliva e o efluente) na faixa de pH entre 5.8 a 10.

Para este estudo foi empregada a mesma metodologia descrita no item 4.4.2.1.

variando o pH do tampé&o fosfato de sédio (0,1M), a temperatura de 37°C.

4.4.2.3 Influéncia da temperatura na atividade da enzima

Foi verificada a influéncia da temperatura na atividade enzimatica das
lipases empregando-se a reagao de hidrélise dos substratos (azeite de oliva e o
efluente), conforme metodologia descrita no item 4.4.2.1, nas temperaturas de

30°C a 60°C, no pH 6timo de cada preparacao de lipase.

4.4.3 Hidrolise e biodigestéo do efluente

As etapas de hidrélise e digestao anaerobia do efluente bruto e tratado
enzimaticamente foram realizadas simultaneamente.

As concentracdes de biomassa e substrato foram de acordo com as
recomendadas por Soares e Hiriata (1999) e a concentracao de enzima foi variada
de 0,10% a 0,35% (p/v).

Os experimentos foram conduzidos em frascos vedados de vidro tipo soro,
com volume util de 500 mL, aos quais foram adicionados o lodo anaerdbio (50 mL),
o efluente (250 mL) e a enzima em diferentes concentracgdes.

A Figura 4 mostra como foram feitas as medidas do volume de metano. O
biogas produzido no reator entra no sistema pelo ponto 1, passando por frasco de

seguranga, ponto 2, que tem o objetivo de proteger o reator de possiveis
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vazamentos de soda caustica que esta presente no frasco Duran invertido, ponto 3.
Apébs passar pelo frasco de seguranga o biogas é borbulhado no frasco Duran, que
contém uma solugédo de NaOH 5%, fazendo com que o CO; que esta presente no
biogas reaja com a soda caustica. Desta maneira o CO, é eliminado do biogas
restando apenas o CH,, que fica retido na parte superior do frasco Duran invertido.
A medida que o metano vai sendo acumulado no sistema a soda caustica vai
sendo deslocada para o frasco de coleta, ponto 4. Com auxilio de uma proveta, em
determinados periodos de tempo este volume era quantificado, representando a

producédo de metano.

Fonte: SANTANA, 2002.
Figura 4. Gasémetro tipo frasco invertido 1 - Entrada de Biogés; 2 - Frasco de
seguranca; 3 - Frasco Duran; 4 - Coletor de NaOH.

O frasco controle foi alimentado com efluente bruto, permitindo desta forma
uma comparagcao da eficiéncia de remocao avaliando-se somente o efeito do
tratamento enzimatico (hidrélise das gorduras no efluente). Para descontar
eventuais interferéncias, um segundo frasco controle foi alimentado somente com
lodo, que permitiu conhecer a contribuicdo da produgao de gas do lodo utilizado.
Antes do inicio dos ensaios, foi aplicado nitrogénio durante 10 minutos para
garantir condigbes de anaerobiose. Os frascos foram colocados imediatamente em
um banho-maria com a temperatura e agitacdo ajustadas a 35° C e 100 rpm,
respectivamente.

Nos tempos inicial e final de cada ensaio foram quantificados os seguintes
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parametros: DQO, pH, acidos graxos e glicerol.
Podemos avaliar a biodegradabilidade como a porcentagem de DQO
biodegradada, calculada pela reagdo entre a DQO soluvel final e a DQO soluvel

inicial.

(4.3)

Cpooi —C
Eficiéncia de remocéo =( DQOi — ~DQOf ]

Cbooi

Onde: Cpgo.i = Concentragdo DQO no inicio do teste (mg.L'1);

Cboo = Concentracdo DQO no final do teste (mg.L™");

A velocidade média de producdo de metano foi avaliada em todos os
ensaios de biodegradabilidade. Para o calculo da derivada do volume calculou-se a

média da inclinag&o entre dois pontos adjacentes de acordo com a Equacgao 4.4:

— == (4.4)
dt 2\t -t ot -t

i+1 i !

av. 1 Vi+1_Vi {Vi _VilJ

Onde: V; = Volume no instante i (mL™);

ti = Tempo no instante i (h).

Foram realizadas cinco baterias de ensaios. Cada bateria possuia trés
frascos, em duplicata. Estas foram estabelecidas a partir de combinagdes de lodo,
concentracoes diferentes das enzimas LKM e LNU e o efluente. A Figura 5

apresenta o fluxograma dos ensaios.

EFLUENTE

ENZIMA

LODO ANAEROBIO

TESTES DE
BIODEGRADABILIDADE

I
vy b v

Lode +

Lodo

Lode +

Efl 3

Lode +

Efll

Lode +

Lode + Lodo +
+ Efl [ 1, [ 3.

Efluente

+
Enzima
0.35%1

+
Enzima
10,710 %]

+
Enzima
10,15%]

+
Enzima
10,20 %]

+
Enzima
[0.25%]

+
Enzima
10,30 %1

Figura 5. Fluxograma dos ensaios de Biodegradabilidade.
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Figura 6. Aparato experimental utilizado nos ensaios de biodegradabilidade.

4.5 ANALISES

4.5.1 Determinacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A DQO do efluente foi medida pelo Método Padrao Colorimétrico de Refluxo
Fechado, segundo procedimento do Standard methods for the examination of water
and wastewater (APHA, 1995). A DQO se baseia no fato de alguns compostos
organicos, sao oxidados por agentes quimicos oxidantes considerados fortes,
como o KyCr,O7 (bicromato de potassio) em meio acido, sendo o resultado final
desta oxidagdo o didxido de carbono e agua. A DQO é quantidade de O,
necessaria para a oxidacdo da matéria orgénica através de um agente quimico.
Para oxidagdo de compostos organicos de baixo peso molecular e os acidos
graxos utiliza-se o sulfato de prata (Ag.SO,4) como catalisador.

Para o preparo da curva de calibragao, foi necessario o preparo de pelo
menos cinco padroes de biftalato de potassio com DQO equivalentes entre as
concentragdes de 20 a 500 mg de O,.L™", como apresentado no Apéndice D.1. Para
os testes colocou-se 2,5 mL da amostra num tubo ou ampola, adicionou-se 1,5 mL

da solugcado digestora e em seguida 3,5 mL do acido sulfurico reagente,
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cuidadosamente. As amostras foram diluidas adequadamente e digeridas em
estufa ou bloco digestor a 150 °C por 2 horas. Resfriavam-se os tubos e a leitura

foi feita diretamente em espectrofotémetro a 600 nm.

4.5.2 Determinacao do teor de acidos graxos livres

A concentragdo de acido graxo livre foi determinada por titulagdo de
aliquotas dissolvidas em 10 mL de etanol P.A., empregando-se solucéo alcodlica
de KOH 0,02N e fenolftaleina como indicador (MACEDO, 1997). A concentracio

de acidos graxos foi calculada pela Equacgéao 4.5.

VC MM
Acidos graxos livres (g acido graxo.g™!) = —— ot 28 oraxes (4.5)
m

a

Onde: V = volume da solugcdo de KOH gastos na titulagao (L);
Ckon = concentragdao de KOH (M);
MM 4cidos graxos = Massa molecular dos acidos graxos titulados (g.mol™);

m, = massa da amostra (g).

4.5.3 Determinacao do indice de acidez total

Definido como o numero de miligramas de hidroxido de potassio necessario
para neutralizar os acidos livres de uma grama da amostra, o indice de acidez
revela o estado de conversdo do 6leo. Pesou-se 2 g da amostra em um frasco
erlenmeyer de 125 mL. Adicionou-se 25 mL de solugdo de éter e alcool (2:1)
neutra. Agitou-se e adicionou-se 2 gotas de indicador fenolftaleina. Titulou-se com
solugdo de hidroxido de sédio 0,1N até coloragdo rosea (MORETTO & FETT,
1998). A acidez foi obtida através da Equacao 4.6.

.10

) VC .MM
indice de Acidez (mg KOH.g ') = —RaoH KOH (4.6)
m

a

Onde: V = volume da solugdo de NaOH gastos na titulagao (L);
Cnaon = concentracao de NaOH (M);
m, = massa da amostra (g);

MMyon = massa molecular do KOH (g.mol™).
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4.5.4 Determinacao do indice de saponificacéo

O indice de saponificacdo é definido como a massa, em miligramas, de
hidréxido de potassio necessario para neutralizar os acidos graxos, resultantes da
hidrélise de um grama de amostra e € inversamente proporcional a massa
molecular média dos acidos graxos dos glicerideos presentes. O procedimento
consistiu em pesar 2 g da amostra em um frasco erlenmeyer de 250 mL. Adicionar,
com o auxilio de uma bureta, 20 mL de solugao alcodlica de hidréxido de potassio
4%. Ao erlenmeyer foi adaptado um refrigerante de fluxo. Aqueceu-se até ebuligdo
branda, durante 30 minutos e resfriou-se. Em seguida foram adicionadas duas
gotas do indicador fenolftaleina e titulou-se com acido cloridrico 0,5N até que a
coloragao rosea desaparecesse. Para a prova em branco procedeu-se da mesma
forma, exceto a adicdo da amostra. A diferenca entre os volumes do branco e da
amostra gastos nas titulagdes é equivalente a quantidade de hidréxido de potassio
gasto na saponificagdo (MORETTO & FETT, 1998). O indice de saponificagao foi

calculado através da Equacéo 4.7.

) VC MM 108
Indice de Saponificacdo (mg KOH.g™ ') = —C KOH 4.7)
m

a

Onde: V = diferenga entre os volumes do HCI gastos nas duas titulagdes (L);
Cua = concentracéo de HCI (M);
m, = massa da amostra (g);

MMkon = massa molecular do KOH (g.mol™).

Para o calculo da massa molecular dos acidos graxos utilizou-se a Equacao
4.8 (HORTWIZ, 1980 apud SINGHAL & KULKARNI, 1990):

56000

MM g.mol ™) = o 1267 (4.8)

&cido graxo(

Onde: IS = indice de saponificagdo (mg.g™);

MMacido graxo = Massa molecular dos acidos graxos (g.mol'1);

4.5.5 Determinacdo de amdnia

A determinacdo de amoénio foi realizada segundo o método de Nessler,

descrito por Vogel (1981). Inicialmente foi preparado o reagente de Nessler
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dissolvendo 100g de iodeto de mercurio (lI) e 70g de iodeto de potassio em 100 mL
de agua, adicionando a seguir uma solugao fria de 160g de NaOH em 700 mL de
agua destilada, completando o volume final da solugédo para 1L. O precipitado foi
deixado decantar por alguns dias antes de utilizar o reagente, o qual deve ser
submetido a uma padronizagéao, utilizando uma solugéo de cloreto de aménio.

Para determinacao da concentragdo de amdnio, foram adicionados 100uL
do reagente de Nessler para 5 mL de amostra e, apos aguardou-se 10 minutos de
reacao e foi efetuada a leitura da absorbancia em espectrofotdbmetro a 525nm.
Com o valor da absorbancia, foi obtida a concentracdo de amoénio a partir da curva

padrao apresentada no Apéndice D.2.

4.5.6 Determinacado da concentracdo de 6leos e graxas

A analise de Oleos e Graxas foi realizada pelo Laboratério de Saneamento
Basico, localizado junto ao Centro Federal de Educacdo Tecnholdgica de Santa
Catarina (CEFET — SC), situado em Floriandpolis, SC. O teor de 6leos e graxas no
efluente foi determinado pelo método gravimétrico segundo procedimento padrao
(APHA, 1995).

4.5.7 Determinacao da alcalinidade total

A alcalinidade do efluente foi medida através do seguinte procedimento:
mediu-se 50 mL da amostra e adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina. Caso a
amostra tornasse rosea, titulavasse com acido sulfurico 0,02 N, até o
descoramento do indicador. Como a amostra nao ficou rosea, e isto significa que a
alcalinidade a fenolftaleina é igual a zero, entdo se adicionou 2 gotas de
metilorange na mesma amostra e titulou-se com acido sulfdrico 0,02 N, até que a
coloracdao mude de amarelo para laranja — réseo. (APHA, 1995). A alcalinidade

total (A.T.) do efluente foi calculada pela Equacgao 4.9.

VC MM 108
AT. (mgCaCQ,.L" ") = HZSO{‘/ Cacos (4.9)

amostra

Onde: V = volume de H,SO,4 gastos na amostra (L);

Ch2so4 = concentracao de H,SO4 (M);
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MMcacos = massa molecular do CaCOj; (g.mol™);

Vamostra = VOlume da amostra (L).

4.5.8 Determinacdo da concentracéo de glicerol

A determinacdo da concentragao de glicerol consistiu da reagdo do glicerol
presente na amostra com periodato de sédio (NalO4) em solugao aquosa acida
para produzir formaldeido e acido férmico, este ultimo foi utilizado como medida do
glicerol (COCKS E VAN REDE, 1966 apud PEREIRA, 2004). A amostra contendo
entre 1 a 2g de massa era previamente diluida em 50 mL de agua destilada, sendo
a mesma acidificada com acido sulfurico 0,2N, utilizando bromotimol como
indicador. A solugao era, entdo, neutralizada com NaOH 0,05N até coloragéo azul.
Paralelamente, uma solugdo em branco era preparada contendo 50 mL de agua
destilada, sem a presencga de glicerol, sendo que o0 mesmo procedimento adotado
para a amostra a ser analisada foi aplicado ao branco. Em seguida, 100 mL de
solugdo de periodato de sodio (60g.L™") eram adicionados & amostra e ao branco e
mantidas no escuro por 30 min. Apds este periodo, 10 mL de solugdo de
etilenoglicol (1:1) eram adicionados a mistura, a qual era deixada a temperatura
ambiente, no escuro, por mais 20 min. As amostras eram, entao, diluidas a 300 mL
com agua destilada e tituladas com solugao 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 equagéo 4.10.

vV, -V,)

- C .
Glicerol NaOH

m
a

% Glicerol (g glicerol.g™*) = (4.10)

Onde: Cnaon = concentracdo de NaOH (M);
m, = massa da amostra (g);
V; = volume da solugdo de NaOH gasto na amostra (L);
V, = volume da solugdo de NaOH gasto no branco (L);

MMegiicerot = massa molecular do Glicerol (g.mol'1).

4.5.9 Determinacao dos sélidos suspensos totais

Para estimar a concentracao celular do lodo, foi determinada a massa de

soélidos suspensos totais (gSST) presente em determinado volume de amostra (L).
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Primeiramente, foram recortados papéis de filtro comum de forma circular com
aproximadamente 5 cm de didmetro, enumerados e secos em microondas por 15
minutos, a 20% da poténcia. Terminado este tempo, os papéis foram
imediatamente pesados.

A seguir, foram filtrados 20 mL de suspensao de lodo em filtro a vacuo,
efetuando a amostragem em ftriplicata. Os papéis contendo o lodo foram
novamente levados ao aparelho de microondas, permanecendo por 15 minutos a
20% da poténcia para retirada da umidade. Apds nova pesagem foi obtida a massa
de sélidos, por diferenga de peso, presente nos 20 mL de amostra. Através de uma
simples relagdo para 1000 mL, foi obtida a concentracdo de sodlidos do lodo em
gSST/L (KIELING, 2004).
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5 Resultados e Discussado

5.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EFLUENTE

Abatedouros e industrias de processamento de carnes sao processos
realizados em varios estagios onde cada etapa gera residuos com diferentes
caracteristicas. Os efluentes deste tipo de industria contém uma grande variedade
e quantidade de contaminantes, caracterizadas principalmente por uma mistura
complexa de lipideos, substancias protéicas, elevadas cargas organicas e alta
concentracao de sdlidos em suspensao. As caracteristicas de todo efluente do
abatedouro variam consideravelmente com o tempo por causa da descontinuidade
do processo e sao provenientes do processo de abate e dos processos de lavagem
de pisos e equipamentos.

A caracterizagao do efluente proveniente do frigorifico Macedo Koerich foi
realizada de acordo com as metodologias descritas no item 4.5, cujos resultados
encontram-se descritos na Tabela 9. O efluente utilizado foi coletado no tanque de
equalizagao da Estagao de Tratamento de Efluentes da industria.

O valor encontrado para o indice de saponificacdo (125,24 mg KOH.g™) se
encontra abaixo do valor obtido por Pereira (2004) (188,60 mg KOH.g™"), que
utilizou efluente da mesma industria. Segundo Pereira (2004) o indice de
saponificacdo comprova a presenca de composto insaturado que é de extrema
importancia no calculo da massa molecular média dos acidos graxos presentes no
efluente. Desta forma através da Equacdo 4.8 calculou-se a massa molecular
média, obtendo um valor de 434,47 g.mol™.

A alcalinidade total representa a soma da alcalinidade advinda dos acidos
graxos volateis e dos bicarbonatos. Para residuos com pH em torno de 5.0, a
alcalinidade total é constituida basicamente por sais derivados de acidos graxos

volateis (LEITE, et al., 2004), neste caso a alcalinidade foi de 73 mgCaCog.L'1 em
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pH entre 6.3 - 6.7.

Tabela 9. Caracterizacdo do efluente.

Parametros Resultados Pereira, 2004
pH 6.5 6.2
Incide de acidez (mg KOH .g™) 40,4 30
Alcalinidade Total (mg CaC03.L'1) 73,0 75,1
DQO (mg O,.L™" 6720* 3930
Aménia (mg NH4L™) 7,1 17,4
indice de saponificacdo (mg KOH.g™) 125,24 188,6
Massa molecular acidos graxos (g.mol™”) 434,47 318,3
Oleos e graxas (mg.L™ 2005* 4830
Massa especifica (g.mL™) 1,01 0,92
Acidos graxos livres (mg &cido graxo.g™) 3,1 5,4

*Dado fornecido por Macedo Koerich S/A.

O ponto positivo de ter-se o tanque de equalizagcdo em um processo de
tratamento de efluentes de industrias deste tipo, esta no fato de que este tanque
provoca uma homogeneizacao e diluicdo do efluente. Mesmo assim, a instabilidade
do processo de industrializagdo modifica as caracteristicas do efluente diariamente.
Comparando os resultados obtidos com os valores encontrados por Pereira (2004)
percebe-se esta variagdo em alguns dos parametros analisados. Outro fator a ser
considerado é que podem ter ocorrido mudangas nos processos produtivos e isso

interfere diretamente nos residuos gerados.

5.2. CARACTERIZAGCAO DAS PROPRIEDADES CATALITICAS E FiSICO-QUIMICAS DAS
LIPASES

Para a concretizacdo deste trabalho foram utilizadas duas diferentes
amostras de lipases comerciais fornecidas por duas produtoras brasileiras, Kin
Master/RS e Nuclear/SP. Neste item foram discutidos os resultados da influéncia
do pH e temperatura na atividade das lipases, frente a dois substratos (azeite de

oliva e o efluente).

5.2.1. Influéncia do pH na atividade das lipases
Geralmente as enzimas sao ativas numa faixa restrita de pH e na maioria

dos casos ha um pH 6timo definido na qual sua atividade € maxima. A inter-relagcao
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da atividade enzimatica com o pH, para qualquer enzima, depende do
comportamento acido-basico e do substrato, principalmente. Mas outros fatores
que sao, em geral, dificeis de analisar quantitativamente também interferem nesta
relagdo, como por exemplo: concentracdo de ions metalicos contaminantes,
concentracao de cofatores da enzima e natureza quimica do tampao (PEREIRA &
FURIGO, 2001).

A fim de se avaliar a influéncia do pH no desempenho catalitico das lipases
(LKM e LNU) na reagao de hidrélise dos substratos (azeite de oliva e o efluente),
variou-se o pH de incubacao na faixa de 5.8 a 10, numa temperatura fixa de 37°C,
empregando a metodologia descrita no item 4.4.2.2.

Através da Figura 7, pode-se observar que a lipase LNU atingiu a atividade
maxima de 3913,33 U.mg™ em pH igual a 7.0 e a LKM apresentou um valor de pH
6timo em faixas mais alcalinas, alcancando atividade maxima de 3320 U.mg™ em

pH 8.0; utilizando como substrato o azeite de oliva.

5000 - 5000 -
—— i iva - 1 —=— Azeite de oliva - LNU
4500 Azeite de oliva - LKM 4500 zel [\%

4000 4000
-~ 3500 -~ 3500
2 3000 I 1 /I £ 3000+
. T O o4
2 2500 - \ =2 25004
g S
3 2000 3 20001
S 1500 S 1500
< 10004 < 4000
500 - 500 -

0 T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T

6 7 8 9 10 6 7 8 9 10

pH pH
(a) Lipase LKM (b) Lipase LNU

Figura 7. Influéncia do pH na atividade hidrolitica das lipases (a) LKM e (b) LNU
(Substrato - azeite de oliva, 37°C, Agitacdo - 100 rpm).

Pereira (2004) trabalhou com as mesmas enzimas e alcangou atividades
maximas de 4606 U.mg'1 e 3992 U.mg'1, para a LKM e LNU, respectivamente, em
pH 8.0 para ambas. E importante salientar que este autor utilizou sé um tipo de
substrato, o azeite de oliva.

Na Figura 8, podemos observar o comportamento das preparagdes
enzimaticas, em relagdo ao pH, utilizando como substrato o efluente bruto. A
enzima LNU atingiu uma atividade maxima de 220 U.mg™" em pH igual a 7.5 e a

LKM apresentou uma atividade maxima de 580 U.mg™ em pH 7.0.
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Figura 8. Influéncia do pH na atividade hidrolitica das lipases (a) LKM e (b) LNU
(Substrato - efluente bruto, 37°C, Agitacdo - 100 rpm).

Analisando a influéncia de diferentes substratos sobre a atividade das
enzimas podemos verificar através das Figuras 7 e 8 que a enzima LNU
apresentou comportamento semelhante para os dois substratos, enquanto que a
enzima LKM apresentou um patamar entre o pH 6.5 e 8.0 quando se utilizou o
azeite de oliva como substrato. Quanto a atividade, para os ensaios realizados com
0 azeite de oliva como substrato, obtiveram-se valores bem superiores quando
comparados com os resultados alcangados utilizando-se o efluente como

substrato. O detalhamento dos resultados esta apresentado no Apéndice E.1.

5.2.2. Influéncia da temperatura na atividade das lipases

A atividade catalitica das enzimas ¢é altamente dependente da temperatura,
a medida que se eleva a temperatura dois efeitos ocorrem simultaneamente: a taxa
de reagdo aumenta e a estabilidade da proteina decresce devido a desativacao
térmica. O efeito da temperatura sobre a atividade de uma enzima depende de
alguns fatores que incluem o pH, forga idbnica do meio e a presenga ou auséncia de
ligantes. Geralmente os substratos protegem a enzima da desnaturacao pelo calor,
processo na qual ocorre a perda da atividade biolégica da enzima (PEREIRA &
FURIGO, 2001). A determinagdo da temperatura 6tima das lipases foi realizada
variando-se a temperatura de incubacéo de 30 a 60°C em seus respectivos valores
de pH 6timos de atuacéo, empregando a metodologia descrita no item 4.4.2.3.

Na faixa estudada observa-se que as lipases LNU e LKM apresentaram

uma atividade maxima de 3913 U.mg’' e 3320 U.mg”’, respectivamente, na
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temperatura de 37°C, utilizando como substrato o azeite de oliva, como pode ser
visto na Figura 9. (Apéndice E.2). Pereira (2004) observou uma temperatura étima

de 45°C para LKM e 37°C para a LNU, com atividades maximas de 4606 U.mg™” e

3992 U.mg”, respectivamente.
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Figura 9. Influéncia da temperatura na atividade hidrolitica das lipases (a) LKM e (b)
LNU (Substrato - azeite de oliva, 37°C, Agitacédo - 100 rpm).
Ja na Figura 10, onde temos o comportamento das lipases em relagdo a
temperatura utilizando como substrato o efluente bruto, nota-se que a LKM
apresenta uma atividade maxima de 580 U.mg™ em um intervalo de temperatura de

37°C a 40 °C; enquanto que a LNU a 45 °C atingiu uma atividade maxima de 680
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Figura 10. Influéncia da temperatura na atividade hidrolitica das lipases (a) LKM e (b)
LNU. (Substrato - efluente bruto, 37°C, Agitacdo - 100 rpm).
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Verificamos através das Figuras 9 e 10 que a enzima LNU apresentou picos
na atividade hidrolitica nos dois substratos, enquanto que a enzima LKM
apresentou um patamar na atividade dentro de uma faixa de temperatura de 37°C
a 40°C quando se utilizou o efluente como substrato. Os valores de atividade mais
uma vez foram superiores utilizando o azeite de oliva como substrato.

Na Tabela 10 é apresentado um resumo da caracterizagao das lipases LKM
e LNU. E importante destacar que a utilizacdo de diferentes substratos interfere
sensivelmente na atividade das enzimas, assim como nos valores de pH e

temperatura 6timos.

Tabela 10. Caracterizac&o das preparacdes de lipases LKM e LNU.

. " Lipases
Propriedades cataliticas LKM LNU
L Azeite de oliva 8.0 7.0
pH 6timo
Efluente 7.0 7.5
_ Azeite de oliva 37 37
Temperatura 6tima ( °C)
Efluente 37-40 45

5.3. TRATAMENTO ANAEROBIO E ENZIMATICO DO EFLUENTE

Conforme descrito no item 4.4.3 os ensaios de hidrélise e biodigestao foram
realizados simultaneamente com a variagcdo da concentracdo de enzima. Nos
tempos finais e iniciais foram retiradas amostras e quantificados: DQO, pH, acidos
graxos e glicerol.

O lodo utilizado como inéculo nos ensaios de biodegradabilidade do
efluente bruto, do lodo e das concentragdes 0,10% - 0,20% (p/v) da enzima LKM,
apresentou uma DQO de 4439,09 mg de 0O,.L™" e um valor de 59,2 g.L'1 de sélidos
suspensos totais.

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

E importante salientar que nos ensaios de biodegradabilidade deste
trabalho, ndo foram utilizados agentes emulsificantes e/ou compostos iénicos, ou

seja, nenhum tipo de suplementacao foi empregado para o incremento da atividade
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das lipases. Os resultados graficados nas curvas dos ensaios de

biodegradabilidade representam a média dos valores obtidos das duplicatas.

5.3.1. Hidrélise e biodigestao do lodo e do efluente bruto

Os ensaios realizados com o lodo e com o efluente bruto foram tomados
como controle, a fim de verificar contribuicdo destes na producao de metano. Os
resultados obtidos sao apresentados nas Figuras 11 e 12.

A producao de metano do lodo, apresentada na Figura 11, foi de 502,8 mL.
Na Figura 12 é possivel observar o comportamento do efluente bruto, que teve
uma produgdo de 538,4 mL de metano. A reducdo na produgdo de metano
aconteceu a partir de 650 horas. Os ensaios com o lodo e o efluente bruto foram
encerrados em 823 horas, com uma producido quase nula de metano, mas ainda
com DOQ residual.
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Figura 12. Producdo de metano do efluente
bruto (Volume de lodo - 50 mL, Volume de
efluente bruto - 250 mL, Agitacdo - 100 rpm,
35°C, 33 dias).

Figura 11. Producdo de metano do lodo
(Volume de lodo - 50 mL, Agitac&o - 100 rpm,
35°C, 33 dias).

A DQO do lodo e do efluente bruto no inicio dos ensaios de
biodegradabilidade foi de 896,69 mg 0,.L" e 581,81 mg 0,.L™, respectivamente.
Ao final dos testes o valor da DQO para o lodo foi de 555,57 mg 0,.L" e de 398,13
mg O,.L" para o efluente bruto. Em termos de remogdo de matéria organica

atingiram-se valores de 38,04% para o lodo e 31,57% para o efluente bruto.

5.3.2. Hidrélise e biodigestdo do efluente tratado com a enzima LKM
Foram testadas as concentragbes de 0,10% - 0,35% (p/v) de enzima. Os

testes ocorreram a uma temperatura de 35°C e sob uma agitagdo de 100 rpm.
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Figura 14. Producdo de metano do efluente

tratado com 0,10%

(p/v) de enzima LKM

(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 32 dias).
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Figura 16. Producdo de metano do efluente

tratado com 0,20%

(p/v) de enzima LKM

(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 32 dias).
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Figura 15. Producdo de metano do efluente
tratado com 0,15% (p/v) de enzima LKM
(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 32 dias).

1000+
800+ ___-""-J
= 1 -
c ~
< 6004
< ,f"-‘.
I 4
(@] _j"
o 400 -
© Fa
g 1 H
5 200- !
S I
I
04 i
T T T T T T
0 200 400 600 800
Tempo (h)

Figura 17. Producdo de metano do efluente
tratado com 0,25% (p/v) de enzima LKM
(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 31 dias).
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Figura 18. Produgdo de metano do efluente Figura 19. Producéo de metano do efluente

tratado com 0,30%

(p/v) de enzima LKM

(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 31 dias).

tratado com 0,35% (p/v) de enzima LKM
(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 31 dias).
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Para a concentragdo de enzima de 0,10% (p/v), o volume de metano
produzido em fungdo do tempo esta representado na Figura 14. Verifica-se uma
producao de 728,45 mL de CH,.

Ja a concentracdo de enzima 0,15% (p/v) resultou na produ¢do de um
volume de 589,2 mL de metano. Observamos, na Figura 15, que a partir de 500
horas comegamos a ter uma diminuicdo na producdo de metano e
consequentemente reducéo na velocidade de biodegradacéo.

Na Figura 16, observa-se que com a concentragdo de enzima de 0,20%
(p/v), obteve-se uma producgado de 732,6 mL de metano. Esta produ¢do comeca a
diminui a partir de 640 horas, como pode ser observado na. Os ensaios com as
concentragoes de 0,10%; 0,15%; 0,20% (p/v) duraram 32 dias.

A Figura 17 representa o ensaio de biodegradabilidade do efluente tratado
com uma concentracdo de 0,25% (p/v) de enzima, que teve uma producdo de
877,65 mL de metano, representando um aumento de 1,32 vezes do volume de
metano gerado quando comparamos com o volume produzido pelo efluente bruto
sem tratamento enzimatico.

Com a concentracao de 0,30% (p/v) de enzima foram produzidos 975,65
mL de metano, como pode se visto na Figura 18, representando um aumento de
1,47 vezes quando comparado como o volume produzido pelo efluente bruto sem
tratamento enzimatico.

Um volume de 1137,75 mL de metano foi obtido utilizando a concentracao
de enzima de 0,35% (p/v), a maior producao de todas as concentracdes testadas,
como podemos observar na Figura 19, representando um aumento de 1,72 vezes
em relagdo ao volume de metano produzido pelo efluente bruto sem tratamento
enzimatico.

Podemos observar nas Figuras 17, 18 e 19 que uma pequena reducéo na
producdo de metano ocorreu entre 520 horas e 620 horas. O tempo de ensaio,
utilizando as concentragdes de 0,25%; 0,30% e 0,35% (p/v) de enzima foi de 31
dias.

A partir do ensaio com a concentracdo de 0,25% (p/v) de enzima, o lodo
utilizado como inéculo foi substituido por uma nova amostra, que apresentou uma
DQO de 660,53 mg de O,.L™ e um valor de 69,78 g.L" de sélidos suspensos totais.
Outro fator importante a ser considerado € que a partir deste mesmo ensaio, o

aparato experimental utilizado foi substituido. No inicio dos testes, ou seja, até o
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ensaio com a concentragdo de 0,20% (p/v) da enzima LKM eram utilizadas
mangueiras de latex, que tinham um sério problema de vazamentos, estas entao
foram substituidas por mangueiras de silicone. Estas alteragdes refletiram

diretamente no volume de metano produzido.

5.3.3. Hidrélise e biodigestdo do efluente tratado com a enzima LNU

Da mesma forma que para a enzima LKM, para a LNU foram testadas as
concentragdes de 0,10% a 0,35% (p/v) de enzima. Os testes também ocorreram a
uma temperatura de 35°C e sob 100 rpm de agitacao.

As Figuras 20, 21 e 22 representam 0s ensaios de biodegradabilidade
utilizando concentragées da enzima LNU de 0,10%; 0,15% e 0,20% (p/v),
respectivamente.

No ensaio com a concentracdo de 0,10% (p/v) o volume de metano
produzido foi de 904 mL, como mostra a Figura 20. A maior producdo de metano
obtido de todas as concentracbes testadas para esta enzima foi com a
concentracao de 0,15% (p/v). A Figura 21 mostra que se alcangou um volume de
1251,95 mL de metano e representou um aumento de 1,89 vezes quando
comparado com o volume produzido pelo efluente bruto sem tratamento
enzimatico. Ja na Figura 22 a produgédo de gas metano foi de 985,95 mL, para a
concentracdo de 0,20% (p/v).

O comportamento das concentragées 0,25%; 0,30% e 0,35% (p/v) estao
representadas nas Figuras 23, 24 e 25, respectivamente. Verifica-se uma produgao
de 900,05 mL de gas metano para a concentracao de 0,25% (p/v) de enzima,
1110,55 mL para a concentragao de 0,30% (p/v) e 936,55 mL para a concentracao
de 0,35% (p/v).

O volume de metano produzido pelas concentracbes 0,25%; 0,30% e
0,35% (p/v) de enzima representou um aumento de 1,36; 1,68 e 1,41 vezes,
respectivamente, em comparacdo com o volume de metano produzido pelo
efluente bruto.

Analisando as Figuras 23, 24 e 25, percebe-se que entre 500 horas e 600
horas ocorre uma reducao na producédo de metano, indicando que o ensaio poderia

ter sido encerrado com 26 dias.
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Figura 20. Producdo de metano do efluente
tratado com 0,10% (p/v) de enzima LNU
(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 34 dias).
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Figura 22. Producdo de metano do efluente
tratado com 0,20% (p/v) de enzima LNU
(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 34 dias).
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Figura 24. Producdo de metano do efluente

tratado com 0,30% (p/v) de enzima LNU

(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 29 dias).
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Figura 21. Producdo de metano do efluente

tratado com 0,15% (p/v) de enzima LNU

(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 34 dias).
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Figura 23. Producdo de metano do efluente
tratado com 0,25% (p/v) de enzima LNU
(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 29 dias).
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Figura 25. Produgédo de metano do efluente
tratado com 0,35% (p/v) de enzima LNU
(Agitacdo - 100 rpm, 35°C, 29 dias).
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O tempo dos ensaios de biodegradabilidade para as concentragbes de
0,10%; 0,15% e 0,20% (p/v) de enzima foi de 34 dias, enquanto que para as
concentragoes de 0,25%; 0,30% e 0,35% (p/v) de enzima foi de 29 dias. Esta
diferenga aconteceu, pois se esperou que ocorresse a estabilizagdo da produgao
de metano nas concentragdes de 0,10%; 0,15% e 0,20% (p/v) de enzima.

Problemas relacionados com a precipitacdo da enzima LNU ocorreram
durante os ensaios de biodegradabilidade, como podemos observar na Figura 26.
Supbe-se que esta precipitacdo pode ter influenciado negativamente a velocidade

de produgao de metano nas concentragées de 0,25%, 0,30% e 0,35%.

Figura 26. Enzima LNU precipitada durante os ensaios de biodegradabilidade.

A estabilizacdo da producdo de metano que pode ser melhor visualizada
quando se utilizou a enzima LKM, segundo Isoldi et al. (2001) pode ser explicada
pela reducdo da concentracdo de matéria organica contida no efluente e pelo
decréscimo do pH do meio reacional, o que reduz a capacidade de formacao de
gas metano. As arqueas metanogénicas tém um crescimento étimo na faixa de pH
entre 6.6 e 7.4 e as bactérias produtoras de acidos organicos tém um crescimento
6timo na faixa de pH entre 5.0 e 6.0, mas podem se mostrar ativas mesmo para
valores de pH proximos a 4.5. Na pratica, isso significa que a produg¢ao de acidos
em um reator pode continuar livremente, apesar da producdo de metano ter sido
interrompida devido aos baixos valores de pH.

A Figura 27 apresenta um resumo da produgdo de gas metano durante os

ensaios de biodegradabilidade.
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Figura 27. Volume de metano produzido pelas enzimas (a) LKM e (b) LNU nos
ensaios de biodegradabilidade.

Analisando a Figura 27 observamos que as duas enzimas, LKM e LNU, n&o
apresentaram uma variagdo consideravel na produgdo de metano entre as
concentragdes de enzimas testadas, ou seja, ndo se pode afirmar que existe uma
relagdo entre a concentragdo de enzima e a produgdo de metano. A baixa
producao de metano da enzima LKM nas concentragdes de 0,10%, 0,15% e 0,20%
(p/v) pode estar relacionada com o fato de que o lodo empregado como inéculo
nos ensaios ter sido uma amostra diferente daquela utilizada nos demais ensaios
de biodegradabilidade.

Nos testes de biodegradabilidade anaerdbia de &guas residuarias da
industria de abate de frango, realizados por Pereira (2004), foram utilizadas
enzimas comerciais de fonte microbiana (Candida rugosa - LCR) e de pancreas de
porco (LKM e LNU), no pré-tratamento (etapa de hidrédlise) dessas aguas
residuarias, por um periodo de 12 horas, utilizando uma concentracdo de 0,4%

(p/v) de enzima. O tempo dos ensaios de biodegradabilidade foi de 30 dias, a uma
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temperatura de 35°C. A eficiéncia de formacao de gas metano foi de 107 mL para
o efluente bruto e com o pré-tratamento enzimatico foram obtidos volumes finais de
metano de 500 + 29 mL, para a lipase LCR, 523 + 7 mL, para a lipase LKM e 510 %
22 mL para a lipase LNU. Os rendimentos de formacao de gas metano, obtidos
para os efluentes pré-tratados enzimaticamente foram aproximadamente 5 vezes
superiores aos do efluente bruto. Esses resultados confirmam que a aplicagdo de
enzimas hidroliticas no pré-tratamento de aguas residuarias com elevados teores
de lipideos, anterior a etapa de biodegradabilidade anaerébia, € importante na
remocao de compostos organicos presentes nessas aguas.

Preparacbes de lipases pancreaticas de procedéncia nacional (pancreatina
Kin Master — LKM) e importada (pancreatica Sigma, Tipo Il - LPP) foram utilizadas
na hidrolise de lipideos contidos no soro de queijo (MENDES & CASTRO, 2003).
Diferentes condi¢cdes experimentais foram testadas para verificar a influéncia da
concentracdo do agente emulsificante, ions calcio e ajuste de pH na formagéo de
acidos graxos e as preparag¢des enzimaticas utilizadas obtiveram desempenhos
bastante similares, resultando em porcentagem de hidrélise da ordem de 23%. A
lipase de procedéncia nacional resultou em melhor relagao custo/beneficio, por ser
trés vezes mais barata que a importada.

Os resultados obtidos nos testes de biodegradabilidade anaerébia do
efluente bruto, proveniente da industria de produtos lacteos, e pré-tratado
enzimaticamente (hidrolisado), por Mendes (2004), que aplicou a lipase LNU no
pré-tratamento, reduziram sensivelmente a concentracdo de matéria orgénica em
termos de DQO. Sendo constatado para o efluente bruto uma reducao de 45%,
enquanto que para nas amostras hidrolisadas foram obtidas redug¢des superiores a
69%, atingindo niveis maximos de 80,9%, com o efluente pré-tratado por 24 horas.
As condigcdes aplicadas ao efluente pré-tratado enzimaticamente foram
previamente estabelecidas: 5 mg.mL™ de lipase, 10 mM de ions calcio e ajuste de
pH 8.0 com solucdo alcalinizante NaOH. E importante ressaltar a eficiéncia de
remoc¢ao de DQO da ordem de 74,4% obtida no efluente bruto no teste realizado
com as etapas de hidrdlise e biodigestao simultaneas. Essa eficiéncia foi superior
aos ensaios efetuados com efluentes pré-tratados nos tempos de hidrélise de 4 e 8

horas, isto ¢, 69,1 e 70,9 % de remogao de DQO, respectivamente.
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5.3.4. Comportamento cinético dos testes de biodegradabilidade de
efluente tratado com as enzimas LKM e LNU

Para garantir que os microrganismos cresgam — necessidade essencial no
tratamento biolégico — deve-se permitir que 0os mesmos permanegam no sistema o
tempo suficiente para que se reproduzam. O tempo requerido depende de sua
velocidade de crescimento, a qual € relacionada diretamente com a velocidade de
metabolismo ou utilizagdo do substrato. Desta maneira, supondo que as condi¢cbes
sdo controladas adequadamente, pode-se assegurar a estabilizacdo efetiva da
agua residuaria (degradacdo do substrato), ao se controlar a velocidade de
crescimento dos microrganismos (CRITES & TCHOBANOGLOUS, 2000 apud
MENDONCGCA, 2002).

A biodegradabilidade do efluente pode ser relacionada aos valores dos
parametros cinéticos, desde que as mesmas condigdes experimentais sejam
mantidas. Assim, quanto maior for o valor da velocidade inicial de produgao de
metano, mais biodegradavel sera o substrato.

Desta forma, a Figura 28 mostra as velocidades médias de produgado de
metano dos ensaios com o lodo e com o efluente bruto. Para o lodo obteve-se uma
velocidade inicial de 3,8100 mL.h?', este valor decai para 0,5634 mL.h™
bruscamente e permanece constante durante todo o ensaio. Enquanto que o
efluente bruto teve uma velocidade inicial de 0,8205 mL.h™', diminuindo para

0,2157 mL.h™" e permanecendo praticamente constante até o final do teste.
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Figura 28. Velocidade média de producédo de metano (a) Lodo (b) Efluente bruto.
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Figura 29. Representacdo do perfil cinético dos testes de biodegradabilidade utilizando
a enzima LKM.
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Analisando a Tabela 11 e as Figuras 29 e 30 podem-se perceber fases
distintas no perfil cinético de producado de metano. Durante as primeiras 100 horas,
nota-se que a velocidade de producdo de metano nos ensaios com tratamento
enzimatico € nitidamente superior, comparada ao ensaio onde ¢é utilizado apenas o
efluente bruto. A velocidade inicial de produgcédo de metano chega a ser em média 5
vezes superior que a velocidade utilizando-se somente efluente bruto. Também se
observa que no decorrer das primeiras 100 horas do experimento, a velocidade de
biodegradacao decresce exponencialmente, indicando que a enzima esta sofrendo
um processo inibitério ou perdendo atividade. Apds este periodo, a velocidade de
producdo de metano é praticamente constante e da mesma ordem de grandeza da
velocidade observada para o efluente bruto, sugerindo que a enzima nao esta mais

atuando.

Tabela 11. Velocidades iniciais de producédo de metano.

- P P -1
Concentraggo de lipase (p/v) Velocidades iniciais de produ¢dao de metano (mL.h™)

LKM LNU
0,10% 0,7789 5,3152
0,15% 1,4292 6,3522
0,20% 1,2817 6,7218
0,25% 6,0005 7,6600
0,30% 7,1130 8,1296
0,35% 6,6982 6,4649

Mais uma vez podemos perceber o quanto o lodo utilizado como inéculo
interfere na degradacgao do substrato, quando trocamos de inéculo a produgao de
metano aumentou e consequentemente as velocidades de degradagdo do

substrato também aumentaram.

5.3.5. Andlises para avaliar o efeito do tratamento enzimético
No inicio e no final dos testes de biodegradabilidade foram realizadas
medidas de pH e analisados acidos graxos livres, glicerol e DQO, a fim de avaliar o

tratamento anaerdébio e enzimatico.

5.3.5.1 pH
Na Tabela 12 podemos acompanhar a variagao do pH entre o inicio e o fim

dos testes de biodegradabilidade. Analisando os dados do pH, constata-se que os
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residuos apresentaram valores de pH variando de 6.8 a 7.6 quanto tratados com
as enzima LKM e LNU, ou seja, ndo houve uma consideravel alteracdo se
comparamos com o valor do pH do efluente bruto que esteve entre 6.9 e 7.4.

A metanogénese é extremamente sensivel as variagdes do pH. Assim, para
garantir a presenca satisfatéria de bactérias metanogénicas, esse parametro deve
ser mantido entre um minimo de 6.0 e um maximo de 8.0. Extrapolando esses
limites do pH, formam-se compostos que se mostram téxicos para as bactérias
formadoras do gas metano. E importante salientar que neste trabalho ndo foi
adotada nenhuma medida para corregao do pH.

Obladen e Aisse (1983 apud CETESB, 2003) afirmam que o pH étimo para
a fermentacdo metanica esta entre 7.0 e 8.0, mas as metanobactérias ndo sao
prejudicadas se o pH diminui para 6.0. O valor do pH pode cair quando: inicia-se o
processo; houver a afluéncia de cargas de choque; houver flutuagdo de
temperatura ou houver a presenca de materiais inibidores. Em certas condi¢des
pode-se tornar conveniente a adi¢do de alcalis ou bicarbonato de sddio para ajuste
de pH, pois se o biodigestor ficar sobrecarregado, havera formagéao de acidos em

excesso e o pH baixara.

Tabela 12. Medidas de pH.

pH
Concentragao de lipase (p/v) LKM LNU
ODia 30Dias ODia 30 Dias
0,10% 7.29 7.21 7.69 6.96
0,15% 7.55 7.27 7.55 6.96
0,20% 7.44 7.14 6.90 7.01
0,25% 7.60 7.35 6.97 7.27
0,30% 7.40 7.45 6.92 7.34
0,35% 6.89 7.48 6.91 7.38
0 Dia 30 Dias
Lodo 8.20 8.35
Efluente bruto 6.97 7.49

Pereira (2004) estudou os efeitos provocados pelo ajuste de pH na etapa
de hidrodlise utilizando a enzima LKM. Através de andlises estatisticas o autor
concluiu que o ajuste do pH do meio adicionando bicarbonato de sédio teve um

efeito negativo, mas o contrario ocorreu quando se utilizou uma solugdo de
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hidréxido de sodio, sugerindo uma influéncia marcante na hidrolise do efluente pela
acao da LKM do tipo de solugéo alcalinizante usada para o ajuste do pH do meio
reacional. Nessas condi¢gdes, o autor conseguiu uma reducédo de teor total de

gordura da ordem de 57,14%.

5.3.5.2 Acidos graxos livres e glicerol
O comportamento da concentracdo de acidos graxos livres e as

velocidades de formacao de metano sdo mostrados na Figura 31 e detalhados no

Apéndice F.1.
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Figura 31. Concentracdo de A&cidos graxos livres ao final dos ensaios de
biodegradabilidade e velocidade final de geracdo de metano para as lipases LNU
(a) e LKM (b).

Analisando a Figura 31 podemos dizer que a concentragdo de acidos

graxos livres é praticamente constante ao final dos experimentos e independe da
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concentracdo de enzima. Como no final dos ensaios de biodegradabilidade ainda
ha geracdo de metano, indicando consumo de acidos, também deve haver a
geragao destes acidos, a velocidades semelhantes. Assim, conclui-se que a
concentragdo de enzima nao interfere na velocidade de formagdo dos acidos
graxos livres.

Os resultados obtidos com relacao a quantidade de glicerol sao

apresentados na Figura 32 e detalhados no Apéndice F.2.
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Figura 32. Quantidade de glicerol antes do inicio e ao final dos ensaios de
biodegradabilidade para as lipases LNU (a) e LKM (b).

O acumulo de glicerol, apesar de o glicerol estar sendo consumido, indica
que a hidrélise esta sendo realizada. A velocidade de consumo do glicerol é inferior

a sua velocidade de geracao e isso faz com que haja o acumulo de glicerol.
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Sabemos que a reagdo de hidrélise de o6leos e gorduras gera trés
moléculas de 4cidos graxos e uma molécula de glicerol. Através dos resultados
obtidos podemos dizer que os acidos graxos sdo consumidos mais facilmente que

o glicerol.

5.3.5.3 DQO

O principal parametro para avaliar se um tratamento foi eficiente ou ndo é a
eficiéncia da remocao de matéria organica, que neste trabalho foi quantificada em
termos de DQO. Para os testes realizados com o lodo e o efluente bruto, obteve-se
uma remocao de 38,04% e 31,57%, respectivamente. Podemos observar, através
dos resultados apresentados na Tabela 13, que o uso de enzimas no tratamento
de efluentes com altos teores de lipidios é bastante eficiente em termos de
remocéo de DQO (Apéndice F.3).

Tabela 13. Eficiéncia de remoc¢éo de DQO.

—— = =
Concentracdo de lipase (p/v) Eficiéncia de remogéo de DQO (%)

LKM LNU

0,10% 59,96 88,46

0,15% 79,55 91,92

0,20% 61,33 88,16

0,25% 69,66 88,67

0,30% 82,65 92,03

0,35% 83,21 95,02
Lodo 38,04
Efluente bruto 31,57

A lipase LKM apresentou um aumento em média de 2,3 vezes na remogao
de DQO, enquanto que com a enzima LNU obteve-se um aumento de 2,86 vezes,
quando comparado com a remogao obtida no ensaio como o efluente bruto. Esta
maior eficiéncia da enzima LNU pode ser evidenciada também pelos altos volumes

de metano produzido durante os testes de biodegradabilidade.

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho n&o foi utilizado nenhum tipo de suplementagdo de agentes
emulsificantes ou de compostos idnicos para o incremento da atividade das lipases

LKM e LNU, e as etapas de hidrélise e biodigestdo foram realizadas
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simultaneamente.

Esta nova forma de implementar o tratamento enzimatico em efluentes com
elevados teores de gordura faz com que este tipo de tratamento em escala
industrial seja menos dispendioso.

O fato de que as enzimas utilizadas apresentam grau de pureza limitado e
de ambas serem produzidas por empresas nacionais torna o processo ainda mais
atraente.

A producdo de biogas realizando as etapas de hidrélise e biodigestao foi
superior quando comparada com os trabalhos realizados por Pereira (2004), que
obteve de 523 mL £ 7 mL para a LKM e 510 mL £ 22 mL para a LNU de metano,
utilizando uma concentracao de 0,4% (p/v) de enzima. Em outro trabalho, Mendes
(2004), conseguiu um volume de 445 mL + 29 mL de metano para uma hidrolise de
12 horas e 437 mL de metano para uma hidrélise de 24 horas. E importante
salientar que estes autores realizaram as etapas de hidrélise e biodigestao de
maneira sequencial. O aproveitamento deste biogas como insumo energético &

uma opg¢ao para uma reducao de custos.
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6 Conclusdo

O objetivo principal deste trabalho foi estudar remoc¢édo de gorduras dos
residuos gerados por industrias avicolas utilizando lipases pancreaticas em
diferentes concentracbes. Da analise e discussao dos resultados obtidos pode-se

concluir que:

= O substrato interfere nas propriedades cataliticas das lipases. Quando é
utilizado o azeite de oliva como substrato, a atividade maxima da enzima
esta acima de 3000 U.mg™ (3320 U.mg™ para a lipase LKM e 3913 U.mg™
para a lipase LNU). Quando se utiliza o efluente bruto da industria avicola
como substrato, a atividade maxima da enzima cai para valores abaixo de
700 U.mg™ (680 U.mg™ para a lipase LNU e 580 U.mg" para a lipase LKM),
indicando que o efluente exerce algum tipo de inibicdo na reagao

enzimatica.

= Quando se utiliza o azeite de oliva como substrato, a temperatura que
maximiza a atividade da enzima é em torno de 37°C, para as duas enzimas
estudadas (LKM e LNU). Utilizando o efluente bruto como substrato, a
temperatura 6tima para a atividade é a mesma para a enzima LKM,
enquanto que para a enzima LNU o valor foi deslocado para 45°C. Na faixa

de pH entre 7.0 e 8.0 a atividade das lipases, LKM e LNU, é maximizada.

= A realizagdo dos ensaios de biodegradabilidade e hidrdlise
simultaneamente foi possivel. Analisando os resultados em termos de
producdo de metano, podemos dizer que a lipase LNU teve uma producgao
ligeiramente maior, com um volume de 1252 mL de metano, enquanto que
a lipase LKM apresentou um volume maximo 1138 mL de metano. Os

volumes encontrados foram superiores aos volumes encontrados nos
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trabalhos da literatura que realizaram o tratamento de aguas residuarias
com elevados teores de gordura de maneira sequencial, ou seja, primeiro a

hidrélise enzimatica das gorduras seguida de um tratamento anaerdbio.

Em relagdo ao comportamento cinético dos ensaios de biodegradabilidade
as lipases LKM e LNU tiveram um perfil parecido, com velocidades iniciais
maiores, e a partir de certo tempo de ensaio estas velocidades ficaram
constantes até o final do experimento. As velocidades constantes foram
verificadas na maior parte dos experimentos, variando de 0,11 mL.h'a 14
mL.h™".

Maiores eficiéncias de remocao de matéria organica foram observadas
quando se utilizou a enzima LNU, alcangando um valor maximo de 95%
enquanto que a LKM obteve uma remocado maxima de 83%. As lipases
LKM e LNU apresentaram um aumento em meédia de 2,3 e 2,86 vezes,
respectivamente, na remocado de DQO quando comparado com a remogao
obtida no ensaio com o efluente bruto sem tratamento enzimatico, que foi
de 32%.

A concentragdo de &acidos graxos livres no final dos ensaios de
biodegradabilidade foi praticamente constante, em média 4,8 g acidos
graxos/g amostra, para as duas lipases. Houve um acumulo na quantidade
de glicerol, indicando que a hidrélise estava acontecendo e que velocidade
de consumo de glicerol € menor que a velocidade de consumo dos acidos

graxos para a formagao do metano.

Dentro da faixa estudada de concentragbes de enzimas (0,10% p/v a 0,35%
p/v), ndo foi possivel observar variacdo consistente da velocidade de
biodegradacao, indicando que a concentracdo de enzima nao interfere
significativamente na velocidade de remogao da matéria organica. Essa
informacao é interessante, pois pode-se seguir os estudos diminuindo a

concentragdo de enzimas, promovendo a redugado do custo do processo.



SUGESTOES - 70

7 Sugestoes

Para dar continuidade aos estudos que envolvem o tratamento enzimatico e

anaerobio de efluentes com elevados teores de gordura provenientes da industria

frigorifica avicola, sugere-se:

Testar concentragbes menores de enzimas, a fim de verificar qual a
concentracdo de enzima que ira interferir de maneira negativa no

tratamento anaerébio deste tipo de agua residuaria;

Realizar um estudo para verificar qual a substancia que esta diminuindo a

atividade da enzima quando se utiliza o efluente como substrato;
Testar enzimas imobilizadas;

Acompanhar a cinética de biodegradagao, através da retirada e analise de
amostras e adicdo de enzima ao longo dos ensaios de biodegradabilidade,
a fim de estudar a possibilidade de reducédo do tempo de tratamento deste

tipo de agua residuaria.

Estudar a possibilidade de desenvolver em laboratério um lodo em

condi¢cbes padrao, com a finalidade de aperfeicoar o tratamento anaerébio.
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Apéndices

APENDICE A - CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO EFLUENTE DA INDUSTRIA
MACEDO KOERICH S/A —SC

Parametros analisados Amostra1 Amostra2 Amostra3 Amostra4 Amostra 5
Amoénia (mgNH;.L™) 79.29 19.82 54.10 43 39.55
pH 6.35 6.63 6.63 7.11 7.54
Solido sedimentavel (mL.L™) 26 0.10 0,40 <0.10 <0.10
Oleos e graxas (mg.L'1) 2005 48.75 67.40 46.25 26.37
Solido total (mg.L™) 8390 131 174 119 104
Salido total volatil (mg.L'1) 8052 67 71 67.5 66
Sdlido suspenso total (mg.L'1) 1966 80 87 85 63
DQO (mg O,.L™ 6720 402 352.91 304.87 248
DBOs (mg O,.L™) 4434 374.46 310.80 250.56 169.48
DBOs soltvel (mg O,.L™") 1587 337.29 301.82 203.40 70.50
Nitrogénio total (mg N,.L™) 92.35 20.67 55.43 50.33 32.87
Fésforo total (mg PO4.L'1) 8.64 2.02 1.98 1.51 1.20

Observagbes: Amostra 1 - Entrada do Tanque de Equalizagéo

Amostra 2 - Saida do Flotador
Amostra 3 - Saida da 2° Lagoa
Amostra 4 - Saida da 3% Lagoa

Amostra 5 - Saida para o rio apds a cloragéao
Fonte: Industria Macedo Koerich S/A - SC, 2005.
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APENDICE B - PADROES DE EMISSAO DE ELFUENTES LIQUIDOS DA LEGISLACAO
AMBIENTAL DO ESTADO DE SANTA CATARINA

Parametros

Limite maximo permitido

pH

Sélido sedimentavel (mL.L™)

Oleos minerais (mg.L™)

Oleos vegetais e gorduras animais (mg.L™)
DQO (mg O,.L™)

DBOs 20°C (mg.L™)

Nitrogénio total (mg N,.L™)

Fosforo total (mg PO4.L'1)

6.0-9.0
1,0

Até 20

Até 30
72
60
10

1,0

Fonte: Legislagdo Ambiental Basica do Estado de Santa Catarina de maio de 1995, Lei N°
5.795, Decreto N° 14.250, que dispde de padrbes de emissao de efluentes liquidos no Art.

19°.



APENDICES - 81

APENDICE C - FICHA TECNICA DA LIPASE PANCREATICA KIN MASTER

1 %

Kin master

FICHA TECNICA - FT/PANO5
Reviséo 01
Pag.1/3

PANCREATINA 3NF Cadigo: 50.1003.01-OR

Pancreatina é uma substancia obtida a partir do pancreas suino, que contém
importantes quantidades de enzimas proteoliticas, lipoliticas e aminoliticas. Todas as
enzimas proteoliticas do pancreas se encontram em um estado inativo (zimogénios). A
tripsina pode se auto-ativar ou ser ativada pela heteroquinase. As demais proenzimas sao
totalmente ativadas pela tripsina.

A caracteristica principal das enzimas proteoliticas da pancreatina é que elas sao
uma mistura de endo e exopeptidases; existem pelo menos quatro enzimas proteoliticas
com especificidade totalmente diferentes, que podem ou ndo estar em forma de

zimogénios.

Através da andlise da protease é possivel distinguir dois tipos de atividades
proteoliticas, a atividade proteolitica livre e atividade proteolitica total, esta ultima pode ser
medida apoés a ativagdo completa dos zimogénios efetuando-se a pré-incubagao da solugao

com heteroquinase.

A amilase pancreatica também presente na Pancreatina é determinada através da
capacidade da a-amilase (o-1,4-glucano glucanohidrolase) de romper as ligagdes do
substrato (amido) em solugao.

A lipase pancredtica é outra enzima presente na Pancreatina, ela € uma mistura
de duas isoenzimas, a lipase A e lipase B, as quais diferenciam-se das outras estearases
por sua caracteristicas de emulsionar substratos.

Os resultados da atividade enzimatica sdo obtidas de acordo com método FIP

utilizando padrdes FIP.



APENDICES - 82

“lI

Kin master

FICHA TECNICA - FT/PANO5
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ENZIMAS PANCREATICAS:
PROTEASES
e Carboxipeptidase A (peptidil - L-amino acido hidrolase, E.C.3.4.2.1)
e Carboxipeptidase B (peptidil - L-lisina hidrolase, E.C.3.4.2.2)
e Tripsina (E.C.3.4.21.4)
e Quimotripsina (E.C.3.4.21.1)
e Elastase (pancreato peptidase E, E.C.3.4.4.7)

LIPASE

e Lipase Pancreatica (glicerol - ester hidrolase E.C.3.1.1.3)

AMILASE

e o- amilase (a - 1,4 - glucano glucanohidrolase, E.C 3.2.1)

CONSERVACAO:
Conservar em recipientes bem fechados, preferencialmente em temperaturas que

ndo venham exceder a 30°C.

APLICACAO TERAPEUTICA:

A pancreatina é utilizada em tratamentos de insuficiéncia pancreatica, como:
pancreatites e mucoviscidoses, e em deficiéncias do pancreas exdcrino como: dispepsia
amilacea, fibrose sistica entre outras. Através da catalizagdo da hidrélise do amido, a
Pancreatina favorece condigdbes para o desenvolvimento da flora glucidolitica
(Lactobacteriaceae), a qual possui propriedades antagOnicas aos microorganismos
patogénicos intestinais. Os efeitos colaterais da Pancreatina s&o minimos, em altas

dosagens pode ocasionar nauseas, diarréia e hiperuricemia.

Uma vez que enzimas pancreaticas podem ser destruidas pela agdo dos acidos
naturais e enzimas proteoliticas, recomenda-se utiliza-las na forma de comprimidos

revestidos ou capsulas gastro-resistentes.
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ESPECIFICACOES:

Pag.3/3

1. Descricéao:

(Referéncia Interna)

2. Perda por dessecacéo:
(Farmacopéia Brasileira,1988)
3. Lipidios:
(Farmacopéia Européia,1997)
4. Atividade enzimatica:
(Farmacopéia Européia,1997)
41  Amilase:
4.2 Lipase:

4.3 Protease:

5. Controle microbiolégico:

(Farmacopéia Brasileira,1988)

5.1 Bactérias

5.2  Fungos e leveduras

5.3 Pseudomonas aeruginosa

5.4  Staphylococcus aureus
5.5  Escherichia coli

5.6  Salmonella sp

P6 amorfo de coloragédo bege,
ligeiramente higroscépico e com odor
caracteristico.

Nao mais que 5,0% (105°C / 4 horas)

Nao mais que 3,0%

N&o menos que 20.700 U FIP/g
N&o menos que 24.700 U FIP/g
N&o menos que 1.100 U FIP/g

NZo mais que 1 x 10* UFC/g
Nzo mais que 1 x 10> UFC/g
Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:
e Farmacopéia Brasileira, IV edigdo, 1988.

e Pharmacopoeia European, 32 edi¢cdo, 1997.
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APENDICE D - CURVAS PADRAO PARA QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS POR
ESPECTROFOTOMETRIA

D.1 - Curva padrdo de DQO

(mg de Oz.L'1) Absorbéncia 500 -
0 0,028
~ 400
20 0,037 o
(0]
100 0,072 > 27
£
(o]
300 0,148 'S, 200+ Y = 2624X - 80,891
g R2 = 0,9945
400 0,191 5
g 100 4
500 0,212 ©
O_
0,00 ' 0,65 ' 0,I10 ' O,I15 ' O,IZO ' 0,25

Absorbancia

D.2 - Curva padrdao de Aménia

(mg de NH4.L'1) Absorbéancia 16 -
1 0,045 ]
12 4
5 0,238
10 -
10 0,443 ]
8+
15 0,638

Y =23,69461X - 0,32986

R =0,99892

Concentragéo (mg de NH, /L)

T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Absorbancia
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APENDICE E - CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES CATALITICAS E FiSICO-QUIMICAS
DAS PREPARACOES ENZIMATICAS

E.1 - Influéncia do pH na atividade das lipases

pH

Atividade (U.mg™”)
Lipase pancreatina

Lipase pancreatina

LKM LNU
Azeite de oliva  Efluente  Azeite de oliva  Efluente
6.0 720 100 1700 140
6.5 2520 200 1746,67 140
7.0 2866,67 580 3913,33 180
7.5 3000 200 1720 220
8.0 3320 460 1440 160
9.0 2080 - - -
10.0 1920 - - -

E.2 - Influéncia da temperatura na atividade das lipases

Atividade (U.mg™)

Temperatura Lipase pancreatina Lipase pancreatina

(°C) LKM LNU
Azeite de oliva  Efluente  Azeite de oliva  Efluente

30 1440 280 786,67 320
35 1400 520 1080 340
37 3320 580 3913,33 220
40 1386,67 580 1013,33 220
45 1066,67 300 866,67 620
50 1800 340 840 280
55 - 460 - 400
60 1173,33 - 1000 -
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APENDICE F - ANALISES

F.1- Acidos graxos livres

Acidos Graxos Livres (g.L'1)

Lipase Lipase
Concentragéo de pancreatina pancreatina
lipase (p/v) (LKM) (LNU)

ODia 30Dias 0ODia 30 Dias

0,10% 2,2449 2,2520 2,7952 2,4398

0,15% 2,4756 2,2878 3,3184 2,8248

0,20% 3,1002 2,9068 4,4637 3,6944

0,25% 4,3964 2,5489 4,0117 3,3359

0,30% 55344  2,2981  4,2409  3,1368

0,35% 6,784  3,4966 57516  3,0271

F.2 - Glicerol
% Glicerol (g.g™)
Concentragéo de Lipasq Lipasq

lipase (p/v) pang‘(el\a;ltlna panfll'\tl-:-Stma
ODia 30Dias O0Dia 30 Dias
0,10% 0,1149 0,1796 0,1212 0,1782
0,15% 0,1145 0,1914 0,1616 0,1908
0,20% 0,1137 10,1644 0,1122 0,1533
0,25% 0,1435 10,2334 0,1393 0,1676
0,30% 0,1751 0,2349 0,1715 0,1890
0,35% 0,1762 0,2219 0,1632 0,2039
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F.3-DQO
DQO (mg O,.L™)
Concentragéo de Lipase_ Lipase_
lipase (p/v) panlc_:rKel\z/altlna panlc_:F\leatma
ODia 30Dias 0Dia 30 Dias
0,10% 660,53 266,93 949,17 109,49
0,15% 1132,85 240,69 1697,01 135,73
0,20% 485,91 188,21 1775,73 214,45
0,25% 1080,37 358,77 2025,01 227,57
0,30% 1539,57 266,93 2864,69 227,57
0,35% 1920,05 319,41 327141 161,97
0 Dia 30 Dias
Lodo 896,69 55,57
Efluente bruto 581,81 398,13




