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CARACTERIZACAO DE EFLUENTES DE INDUSTRIAS DE LATICINIOS
TRATADOS COM LIPASES MICROBIANAS

RESUMO

Maiara Fonseca Dias
Dezembro, 2016

Orientadora: Professora Larissa Mattos Trevizano

Lipases séo hidrolases que catalisam a conversao de triacilglicerois a acidos graxos
livres e glicerol. Estas enzimas sao utilizadas em diversos setores industriais
alimenticios, sendo um deles no tratamento de efluentes ricos em lipidios. Muitas
indUstrias ndo possuem tecnologia para o tratamento de efluentes e tornam-se
responsaveis pela producao de residuos com alta carga organica que sdo despejados
no meio ambiente, contribuindo com a poluicdo hidrica. Assim, o presente trabalho
objetivou desenvolver uma metodologia alternativa, através do pré-tratamento
enzimatico utilizando lipases microbianas, para a reducdo da carga lipolitica de
efluentes gerados em industria de laticinios. Lipases bacterianas foram avaliadas
quanto a termoestabilidade, atuacdo durante o pré-tratamento na reducdo da carga
organica e reducao da demanda bioquimica de oxigénio. Constatou-se que, nos testes
iniciais, as lipases provenientes de bactérias isoladas de leite cru (extrato enzimatico
1) permaneceram ativas até 24 h quando pré-incubadas a 40 °C e possibilitaram a
producéo efetiva de acidos graxos livres até 12 h de pré-tratamento enzimatico. Ja as
lipases obtidas de bactérias isoladas de contaminagdo natural de placa de Petri
(extrato enzimatico 2) mantiveram-se ativas por 2 h quando pré-incubadas a 50 °C e
até 24 h no ensaio de pré-incubacgéo a 40°C, no qual possibilitaram producéo efetiva
de acidos graxos até 12 h de pré-tratamento. Na avaliacdo final do pré-tratamento
enzimatico utilizando a lipase 1, confirmou-se a manutencdo da atividade enzimatica
até 12 h a 40 °C e que a producao efetiva de acidos graxos livres foi iniciada a partir

de 4h de pré-tratamento, reduzindo a DBO em 6,6%.

Palavras-chave: laticinios, lipases, pré-tratamento enzimatico.
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CHARACTERIZATION OF INDUSTRIES EFFLUENTS TREATED WITH
MICROBIAL LIPASES

ABSTRACT
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December, 2016

Adviser: Larissa Mattos Trevizano

Lipases are hydrolases that catalyze the triacylglycerol conversion to free fatty acids
and glycerol. These enzymes are used in several industrial food sectors including the
lipids effluents treatment. Many industries do not have technology for the effluents
treatment. Thus, they become responsible for the production of high organic wastes
that are discarded in the environment, contributing to water pollution. The present work
aimed the alternative methodology development to reduce the lipolytic load of effluents
generated in the dairy industry. This metodology was based on enzymatic pretreatment
of effluents using microbial lipases. Bacterial lipases thermostability, their performance
during pretreatment and the biochemical oxygen demand reduction were evaluated.
The initial tests, using lipases from raw milk bacteria (enzymatic extract 1), exhibited
that the lipases remained active up to 24 h when pre-incubated at 40 °C and that they
allowed effective production of free fatty acids up to 12 h of enzymatic pretreatment.
On the other hand, lipases obtained from bacteria isolated from petri dish natural
contamination (enzymatic extract 2) remained active for 2 h when preincubated at 50
°C. Lipase 2 remained active up to 24 h in the 40 °C pre-incubation test, allowing fatty
acids production up to 12 h of pretreatment. The enzymatic pretreatment final
evaluation using lipase 1 emphasized the enzymatic activity maintenance up to 12 h
at 40 °C and that the effective production of free fatty acids was started from 4 h of

pretreatment allowing a 6.6% biochemical oxygen demand reduction.

Keywords: enzymatic pretreatment, food company, lipases.
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1. INTRODUCAO

As industrias alimenticias, incluindo os laticinios, sdo economicamente
importantes e por isso, sdo consideradas um setor de grande relevancia industrial.
Porém, muitas destas industrias contribuem significativamente para a poluicao hidrica,
uma vez que um grande numero dessas lancam seus efluentes nos cursos de agua,
aumentando a carga organica e, consequentemente, causando um maior impacto
ambiental devido ao ndo tratamento destes efluentes (SILVA, 2011a).

Os efluentes, ricos em matéria organica, Sao 0s principais responsaveis pelas
alteracdes nos parametros de controle ambiental como pH, sdlidos totais, demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), entre outros
(PEREIRA, 2004). Os lipideos presentes, além de representarem uma perda industrial
importante, interferem negativamente nos Sistemas de Tratamento de Efluentes (ETE)
(DORS, 2006).

O despejo de residuos da industria de laticinios, principalmente, nos cursos de
agua, ocorre de forma criminosa no Brasil, mesmo havendo uma legislacgéo rigida, ha
ainda um descaso das autoridades competentes. Sendo assim, as lipases surgem
como uma excelente alternativa para o tratamento do rejeito industrial composto por
material graxo, visto que os efluentes industriais gerados em industrias de alimentos,
em geral, possuem elevados teores de demanda bioquimica e quimica de oxigénio
(DBO e DQO) (GASPARIN et al., 2012).

As lipases sdo enzimas hidroliticas que atuam na interface organica-aquosa,
catalisando a hidrélise de ligacdes éster-carboxilicas dos acilglicerois, liberando
glicerol e acidos graxos livres (BON, FERRARA e CORVO, 2008; MORAES, 2014).
As enzimas apresentam muitas propriedades que ampliam o seu potencial de
aplicacdo como catalisadores em processos industriais, o que possibilita o
desenvolvimento de processos tecnoldgicos mais eficientes (GHOTRA, DYAL e
NARINE, 2002). Dentre elas, destacam-se a grande disponibilidade e baixo custo, pois
nao requerem co-fatores, atuacdo em uma ampla faixa de pH e temperatura, nas quais
sdo muito estaveis e apresentam elevada especificidade (DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO e SOLDI, 2004).

Porém, os usos das lipases para tais fins estdo em namero bastante reduzido.
A sua plena utilizagdo necessita da reducéo dos custos dos processos de produgéo e

purificagdo, da busca por novas cepas produtoras, do melhoramento genético destas
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culturas, além da modificacdo quimica das lipases a fim de que produzam maiores
guantidades de enzimas em tempos menores, com as caracteristicas almejadas
(PINHEIRO, 2006).

A caracterizagdo dos efluentes deve ser considerada uma tarefa basica e
indispensavel, a fim de que o problema de tratamento seja adequadamente
solucionado, através da obtencao de informacdes e de como esses sao obtidos, para
a adocao de meétodos fisicos, quimicos e biolégicos inerentes a sua composicao e
vazdo (PEREIRA, FURIGO e CASTRO, 2004).

Dessa forma, existe um grande interesse no tratamento enzimatico de efluentes
com alto teor de lipideos visando a implementacédo de uma tecnologia limpa e menos

poluidora.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Enzimas

As enzimas sdo proteinas com atividade catalitica que atuam acelerando
reacdes entre 0s componentes quimicos. Elas estdo presentes em todos os sistemas
biolégicos e sdo produzidas por todos os organismos vivos (CANTO e MENEZES,
1995). As enzimas sao o principal alvo de pesquisas em biotecnologia, ndo apenas
por seu papel fundamental nos mecanismos celulares, mas também por sua
capacidade de aplicacdo na substituicdo de processos quimicos convencionais (SENA
et al., 2006).

Estas biomoléculas apresentam muitas propriedades que ampliam o seu
potencial de aplicacdo como catalisadores em processos industriais. Dentre estes
aspectos vantajosos, estdo: a alta eficiéncia catalitica, que é responséavel por
aumentar a velocidade de uma reacédo de 108 a 10'? vezes; a alta seletividade; a
atuacao em condi¢cdes brandas de temperatura, na faixa de 30 a 70 °C e a atuagao

em pressao atmosférica (RAMANI et al., 2010).

2.2 Lipases

Lipases (triacilglicerol ester hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo
de enzimas hidroliticas que atuam na interface organica-aquosa, catalisando a
hidrélise de ligagbes éster-carboxilicas dos acilglicerois, liberando glicerol e acidos
graxos livres (CASTRO et al., 2004, MENDES et al., 2005; BOM, FERRARA e

CORVO, 2008; MORAES, 2014). Elas sdo comumente encontradas na natureza,
2



podendo ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas (FREIRE e
CASTILHO, 2008; ADRIO e DEMAIN, 2014).

Uma das principais reacdes catalisadas pelas lipases € a de hidrolise (Figura
1), onde ocorre a quebra das ligacdes éster de triacilglicerois com o consumo de
moléculas de agua e liberacao de acidos graxos livres (YAHYA, ANDERSON e MOO-
YONG, 1998).

HO—o0—F—Fy + Hy0 =—m= HCO—o—0O0 —Fy  + By —oH
H,C— Es
HyG—CH o Z
| p Lo
H™ — T +  Haf — — = H =
| o
Hio— O— & T Fi —— F
HaZ Ha
Lo
H H Hal = - = . . .
ra |
Tk Ho—OH

Figura 1: Hidrdlise sequencial dos grupos acila do glicerideo catalisada por lipases.
Adaptada de Haraldsson (1991).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando de 20 a
75 kDa, atividade em pH na faixa de 4 a 9 e em temperaturas variando desde a
ambiente até 70 °C (COELHO et al., 2001). Lipases apresentam, em sua maioria, uma
atividade o6tima na faixa de temperatura entre 30 e 40 °C, contudo sua
termoestabilidade varia consideravelmente em funcdo da origem, sendo as lipases
microbianas as que possuem maior estabilidade térmica (VULFSON, 1994;
CARVALHO et al., 2003; CASTRO et al., 2004). As lipases microbianas sao, em sua
maioria, extracelulares, o que facilita a extracdo e purificacdo (CARVALHO et al.,
2003).

A maioria das lipases utilizadas industrialmente sdo de origem microbiana, uma
vez que estas apresentam muitas vantagens sobre as equivalentes de origem animal
ou vegetal, como o menor custo de producao; a possibilidade de producéo em larga
escala em fermentadores industriais; oferecem amplo espectro de caracteristicas
fisico-quimicas; possuem alta versatilidade em suas propriedades; facilidade na
producdo em massa e, sao amplamente diversificadas em suas propriedades
enzimaticas e especificidade ao substrato, o que as tornam muito atrativas para a

aplicacao industrial (ROVEDA, HEMKEMEIER e COLLA, 2010). Aléem de serem
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estaveis a temperatura e ao pH (JAYAPRAKASH e EBENEZER, 2010) e ativas em
meio aquoso e ndo aquoso (GUTARRA et al., 2009).

Novas aplicacdes para as lipases vém sendo estabelecidas nos mais diversos
campos, tais como industria farmacéutica (SHARMA, CHISTI e BANERJEE, 2001,
CERNIA et al., 2002; PRIYA e CHADHA, 2003), quimica fina (SHARMA, CHISTI e
BANERJEE, 2001; REETZ, 2002), cosméticos (SHARMA, CHISTI e BANERJEE,
2001), oleoquimica (REETZ, 2002), couros (TELES, CABRAL e SANTOS, 2001),
polpa de celulose e papel (SHARMA et al., 2001) e no tratamento de residuos
industriais (LEAL et al., 2002), como, por exemplo, na decomposi¢cado e remocao de
substancias oleosas na limpeza de tubulacéo e tratamento de efluentes.

A aplicacao de lipases tem sido também preconizada na degradacéo biolégica
e remocdao da carga lipolitica de efluentes industriais gerados em frigorificos, laticinios
e industrias de alimentos em geral. Estas industrias produzem um elevado teor de
residuos liquidos e sdlidos que prejudicam as unidades industriais (KUSHWAHA
SRIVASTAVA e MALL, 2010; SILVA, 2011a). Além disso, esses residuos contém
elevados teores de demanda bioquimica e quimica de oxigénio (DBO e DQO), tendo
em vista que o contetdo de gorduras aumenta a concentracdo de matéria organica
(CASTRO et al, 2004; GASPARIN et al., 2012).

2.3 Efluentes Gerados pelas Industrias de Laticinios e Legislacdo Ambiental

As industrias de laticinios sdo economicamente importantes e por isso, sao
classificadas como um setor de destaque na industria alimenticia. Como exemplo,
segundo estimativa do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a producéo de
leite foi de 35,00 bilhdes de litros, representando uma retracdo de 0,4% em relacao
ao ano anterior. Minas Gerais € o principal Estado produtor de leite do pais, com 9,14
bilhGes de litros, registrando uma queda de 2,4% em relagéo a 2014 (IBGE, 2015).

Porém, muitas destas industrias contribuem significativamente para a polui¢cao
hidrica, uma vez que um grande numero destas langam seus efluentes nos cursos de
agua, aumentando assim a carga organica, sem nenhum tipo de tratamento (SILVA,
2011a). O que torna este cenario ainda mais preocupante é que cerca de 90 % dos
laticinios em funcionamento sdo de pequeno e médio portes, e que muitas vezes nao
possuem pessoal qualificado para operar sistemas de tratamento de efluentes
(MACHADO et al., 1999).



O grande volume de agua necessario para producao de produtos lacteos coloca
a industria de laticinios como uma das principais geradoras de efluentes, visto que na
producdo de 1 kg de queijo tém-se uma producdo meédia de 9 litros de soro
(BALDASSO, BARROS e TESSARO, 2011).

O soro de leite € um subproduto da industria de laticinios, representa a porcao
aguosa do leite que se separa do coagulo durante a fabricacdo de queijos ou da
caseina. E um liquido opaco e de cor amarelo-esverdeada (GUIMARAES, TEIXEIRA
e DOMINGUES, 2010). Cerca de 85 a 95% de todo o leite é o soro, o qual contém,
apos separacao da caseina, 55% dos nutrientes do leite. Dentre estes nutrientes,
pode-se destacar a lactose (4,8%); as proteinas soluveis (0,75%) ricas em
aminoacidos essenciais; lipideos (0,5%) e sais minerais (8 a 10%). Além destes
componentes, o0 soro também apresenta acido latico e acido citrico, ureia e &cido urico,
vitaminas do complexo B (B1, B2, B6 piridoxina, B5 e B12), além de acido pantoténico,
acido folico e biotina (KROLOW, 2013).

Sendo assim, como relatado, um dos principais problemas do soro € seu alto
poder poluente devido a alta quantidade de substéncias organicas, representadas,
principalmente, pelos carboidratos, lipidios e proteinas. A carga poluente,
representada pela Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), varia entre 25.000 a
120.000 mg.L?, sendo que nele esta contida, aproximadamente, metade dos sélidos
de leite integral (FEAM, 2003). Esta carga poluente é cerca de 100 vezes maior que a
de um esgoto doméstico. Uma fabrica com producéo média de 300.000 litros de soro
por dia, por exemplo, polui o equivalente a uma cidade com 150.000 habitantes
(SILVA, 2011b). Quando descartado diretamente no solo, que constitui pratica
incorreta, compromete sua estrutura fisico-quimica e diminui o rendimento da colheita
(PORTO, SANTOS e MIRANDA 2005).

As condi¢bes de langcamento de efluentes de industria de alimentos em Minas
Gerais sao determinadas pela Deliberacdo Normativa Conjunta COPAM/CERH-MG
n° 01, de 05 de maio de 2008, no qual estabeleceu as seguintes condicbes de
lancamento para efluentes em corpos hidricos: pH entre 6 e 9; temperatura inferior a
40 °C, sendo que a temperatura do corpo hidrico receptor ndo devera exceder 3 °C
na zona de mistura; concentracao de 6leo mineral até 20 mg/L e, para 6leos vegetais
e gorduras animais até 50 mg/L; DBO até 60 mg/L ou tratamento com eficiéncia de
redugcdo de DBO em, no minimo, 60%; DQO até 180 mg/L ou tratamento com

eficiéncia de reducédo de DQO em, no minimo, 55% (MINAS GERAIS, 2008).
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2.4 Tratamento de Efluentes Utilizando Lipases

Segundo Andrade (2011), o tratamento convencional de efluentes de industria
de laticinios envolve o uso de quatro tipos de tratamento: preliminar, primario,
secundério e terciario. O tratamento preliminar objetiva apenas a retirada de soélidos
grosseiros, enquanto o primario visa a remocao de solidos, 6leos e gorduras presentes
no efluente. No tratamento secundario predominam mecanismos biolégicos para a
retirada de matéria organica e nutrientes, como o nitrogénio e fésforo. E em alguns
poucos casos, ocorre o tratamento terciario como forma de polimento.

Nos sistemas aerdébios, o alto teor de gordura afeta principalmente a eficiéncia
de transferéncia de oxigénio, dificultando as trocas gasosas no tanque de aeracéo e
ocasionando o desenvolvimento de bactérias filamentosas que dificultam a
sedimentacao do lodo e reduzem o desempenho do sistema em termos de reducao
de matéria organica (CAMMAROTA e FREIRE, 2006). Neste contexto, processos
alternativos, como o tratamento enzimatico com lipases, que visam a diminuicdo da
carga de gorduras de efluentes sao de extremo interesse para a industria (MENDES,
PEREIRA e CASTRO, 2006; TREICHEL et al., 2010). Um tratamento preliminar
desses efluentes por meio da acao das lipases reduz o teor de lipideos, o diametro
das particulas de gorduras em até 60% e o tempo de residéncia do efluente nas lagoas
de estabilizacdo (LEAL et al., 2006).

O tratamento enzimatico consiste em tratar previamente o efluente com uma
preparacao enzimatica. O efluente pré-tratado segue entédo para a ETE (Estacéo de
Tratamento de Efluentes) com uma menor carga organica, diminuindo assim o tempo
de retencao hidraulica, o volume dos reatores e, consequentemente, 0s custos do
processo (LEAL et al., 2002).

Diante das necessidades e tendéncias da substituicdo das diversas etapas de
processos quimicos por processos biotecnologicos mais eficientes e da alteracéo de
processos quimicos baseados em insumos Nao renovaveis por processos quimicos
ou bioquimicos que utilizem insumos renovaveis, prevé-se aumento significativo da
utilizacdo de enzimas (POLITZER e BON, 2006). Entre os processos de maior
interesse industrial estdo: as reacdes de hidrdlise, sintese e interesterificagdo de
lipideos utilizando as lipases. Estas enzimas apresentam grande potencial
biotecnolégico porque apresentam alta estabilidade em solventes orgénicos, nao
requerem a presenca de cofatores e possuem grande especificidade pelo substrato
(VULFSON, 1994).



O uso de lipases em tratamento de efluentes também fornece véarias vantagens
potenciais, entre as quais destacam-se: a simplicidade e a facilidade no controle do
processo; aplicacdo em processos com baixa ou alta concentracdo de poluentes;
operacdo em amplas faixas de pH, temperatura e salinidade (CASTRO et al, 2004).
Além disso, ndo h& necessidade de utilizacdo de enzimas puras para este
procedimento, o que significa processos mais baratos e também significa economia
de tempo. A presenca de outras enzimas, como as proteases e amilases, podem ser
benéficas ao processo, ja que os efluentes das industrias de laticinios contém, além
de lipideos, elevados teores de proteinas provenientes do leite (caseina) e
carboidratos como amido, utilizado na preparacao de doces a base de leite e iogurtes
(RIGO et al., 2008; BRIGIDA et al., 2013). Além disso, Fickers et al. (2006),
demonstraram que a adicdo de proteinas, como albumina e caseina, afetou
positivamente a atividade de lipase, pois estas moléculas podem formar interacdes de
hidrogénio com a lipase e podem facilitar a interacdo com substratos hidrofébicos na
interface lipideo-agua.

Os tratamentos utilizando lipases termotolerantes tém sido estudados a fim de
superar os problemas decorrentes da elevada concentracdo de gorduras nos
efluentes de laticinios. Em elevadas temperaturas, as substancias hidrofobicas se
tornam mais acessiveis aos microrganismos e a acao das enzimas lipoliticas, uma vez
que os coeficientes de difusdo e a solubilidade dos éleos e graxas se elevam com a
temperatura, permitindo transferéncias de massa mais efetivas entre a fase liquida e
os flocos biologicos (THOMAS, 1987 apud CAMMAROTA e FREIRE, 2006).

Para a aplicacdo de lipases no pré-tratamento de efluentes, é preferencial
optar-se por enzimas microbianas obtidas de extratos brutos ao invés de enzimas
comerciais (SILVA et al., 2013b). Essa propenséao deve-se ao fato de que os extratos
brutos podem representar uma reducéo significativa dos custos de obtencao das
enzimas, ampliando o uso industrial das mesmas (ROVEDA, HEMKEMEIER e COLLA
2010).

O processo de hidrolise enzimatica necessita de dois requisitos para a
operacdo: a formacdo de uma interface lipideo/agua e a adsorcdo da enzima nesta
interface. Assim, quanto maior a interface, maior sera a quantidade adsorvida,
acarretando em velocidades de hidrolise mais elevadas (MENDES et al., 2005).
Emulsificantes sdo descritos como importantes para as reagdes de hidrolise usando

lipases ja que é uma substancia que tem afinidade tanto por substancias polares
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guanto por apolares e permite a dispersdo de substancias como lipideos em agua
(VULFSON, 1994). A atividade das lipases varia em funcao do tipo do tensoativo,
como da sua concentragcao, sendo a goma arabica e o Triton X-100 os emulsificantes
mais utilizados nas analises da ac¢éo lipolitica sobre os triglicerideos (ROCHA, 2000).
Os biosurfactantes também podem ser usados para melhorar a interagdo agua/éleo,
podendo emulsionar triglicéridos, e assim, facilitar a acdo das enzimas e 0 processo
de biodegradacédo, eliminando a necessidade de processos adicionais de pré-
tratamento para remover gorduras, permitindo processos operacionais de custos mais
baixos (DAMASCENO, CAMMAROTA e FREIRE, 2012).

Para a utilizacdo de enzimas no tratamento de efluentes, alguns critérios devem
ser seguidos, antes de sua aplicacdo, como por exemplo: os produtos gerados pela
reacdo devem ser de menor toxicidade e mais biodegradaveis, sendo assim, mais
facilmente removidos por tratamentos subsequentes; a enzima deve ser capaz de
catalisar seletivamente a degradacdo do composto alvo no efluente; deve ser ativa e
estavel nas condi¢cdes de tratamento; os reatores devem ser simples e as enzimas
obtidas devem ter o menor custo possivel (AITKEN et al., 1994).

A avaliacdo do desempenho destes processos € normalmente monitorada pela
guantificacdo de acidos graxos liberados durante a hidrdlise utilizando o método de
titulacdo (LEAL, 2000); e pela medicao da remocao da matéria organica, através das
analises de DBO e DQO. A DBO mede a quantidade de oxigénio necessaria para que
0s microrganismos degradem a matéria organica e a DQO é a medida da quantidade
de oxigénio necessaria para oxidar guimicamente toda a matéria organica (VON
SPERLING, 1997).

Considerando o processo completo de tratamento de efluentes, Silva et al.
(2013a) utilizaram o fungo Aspergillus niger AN400 na remocdo de matéria organica
de efluente sintético de laticinio, alcancando o percentual de remocdo maximo de
71, 7% para DQO. Vilela (2012) utilizou linhagens de Cunninghamella elegans
URMG6017 e URM5780 que apresentaram alto potencial para tratar efluente solido da
industria de sorvete, havendo uma reducdo da demanda bioquimica de oxigénio
(DBO) em 93,69% e da demanda quimica de oxigénio (DQO) em 95,54%, ap6s o 17°
dia de tratamento enzimatico. Reis et al. (2015), isolaram o fungo Aspergillus
parasiticus (SIS 16) do solo da Caatinga do Estado de Pernambuco, o qual demostrou

um elevado potencial biotecnoldgico para tratamentos de efluentes gordurosos de



industrias lacteas, convertendo o contetdo do residuo rico em lipideos em biomassa
com uma porcentagem de 67,81% de lipideos totais.

Sendo assim, observa-se que o tratamento de efluentes € um assunto de
grande relevancia e que o pré-tratamento enzimético utilizando lipases apresenta
grande potencial para reducéo da carga lipolitica destes materiais contribuindo para a
reducdo ambiental dos cursos de agua e solos. Porém, para viabilizar
economicamente este tipo de tratamento, € necessario conhecer detalhadamente os
processos industriais responsaveis pela producéo dos efluentes, como as variacdes
ao longo do dia e semana; os insumos empregados; regime de descarga dos
efluentes; procedimento para a limpeza das instalacdes; a frequéncia e produtos
utilizados para esse fim, entre outros. Bem como, 0 uso de preparacfes enzimaticas

ativas e otimizacao das condi¢cdes adequadas de hidrélise (LEAL, 2000).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Caracterizar efluentes das industrias de laticinios tratados com lipases para
avaliacdo da eficiéncia do pré-tratamento enzimatico na reducéo da carga lipolitica e

aumento da producao de acidos graxos livres.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Isolar microrganismos lipoliticos provenientes do meio ambiente;

e Determinar a termoestabilidade enzimatica;

e Caracterizar o efluente;

¢ Realizar o pré-tratamento enzimético do efluente;

¢ Avaliar a eficiéncia do pré-tratamento por meio da andlise do potencial de hidrélise
e também, das analises de demanda bioquimica e quimica de oxigénio (DBO e DQO).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencéo e Isolamento dos Microrganismos Lipoliticos

Um microrganismo foi isolado de amostras de leite cru (amostra 1) provenientes
do Laticinios Lindo Vale do Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais (IF Sudeste
MG) — Campus Rio Pomba. Uma outra cultura bacteriana, com potencial lipolitico, foi
obtida de placas contendo meio PCA (Plate Count Agar) (KASVI, ITALIA), adicionado



de tributirina (Himedia, India), naturalmente contaminadas que estavam sob
refrigeracdo (amostra 2).

Para o isolamento das colénias lipoliticas, os isolados inicialmente
selecionados foram coletados e transferidos para novas placas contendo meio PCA,
adicionado de tributirina, e estas foram incubadas a temperaturas de 40, 50 e 60 °C
por 72 h. Utilizou-se o substrato lipidico tributirina e as colénias formadoras de halos
claros nas placas, indicativos de regides de hidrélise do substrato pela acéo da lipase
secretada pelas colbnias, foram selecionadas e repicadas até a obtencao de culturas
puras.

ApoOs a obtencdo de colonias isoladas, estas foram transferidas para glicerol

10% e estocadas em ultrafreezer a — 80 °C.

4.2 Caracterizagdo dos Microrganismos
Testes de coloracdo de Gram, producdo de catalase (TORTORA, 2012) e
producdo de oxidase por tiras para oxidase (New Prov, Brasil) foram realizados para

a caracterizacdo dos microrganismos lipoliticos obtidos.

4.3 Ativacdo dos Microrganismos

A coldnia que apresentou potencial lipolitico foi inoculada em um meio minimo
(Tabela 1) acrescido de uma fonte indutora 5% (6leo de soja). A ativacdo do
microrganismo foi conduzida por 18 h a 37 °C, 150 rpm, utilizando-se shaker (Tecnal,
TE-421).

Tabela 1. Composicdo do meio minimo
Componentes Quantidade (g/L)

KCI 0,3
MgSOu 0,5
K2HPO4 0,87

CaClz 0,29

Zn0O 2,03x103

FeCls.6H20 2,7x102
MnCl2.4H20 1,0x102
CuCl2.2H20 8,5x104
CoCl2.6H20 2,4x1073
NiCl3.6H20 2,5x10
H3BO3 3,0x10*
Agua destilada 1,0

Fonte: Nascimento (2004).
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4.4 Cultivo do Microrganismo e Indugéo da Producé&o de Lipases

Um meio de cultura foi preparado para a inducdo da producdo de lipases
(Tabela 2), utilizando 6leo de soja como fonte indutora. Os reagentes foram pesados
e transferidos para um erlenmeyer, o pH foi ajustado, utilizando hidréxido de potassio
(KOH) 0,1 M, para 7,0. Importante enfatizar que o meio de cultura foi preparado em
tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0. Posteriormente, o meio foi autoclavado a
121 °C por 15 min.

Com o meio estéril, inoculou-se 4 mL de cultura ativada e enriquecida,
conforme o intem 4.3, para cada 100 mL de meio de cultura (Tabela 2). A incubacé&o
foi realizada utilizando shaker (Tecnal, TE-421) por 18 h a 40 °C e 150 rpm.

Tabela 2: Composicdo do meio de cultura

Componentes Quantidade (g/L)
Indutor 5% (v/v)
Sacarose 20
Peptona 1
Extrato de Levedura 1
NacCl 0,1
MgSOa4 0,5
K2HPO4 0,9
KCI 0,3
CaClz 0,3
FeCl3.6H20 0,03
MnCl2.4H20 0,01
HsBO3 0,0003

Fonte: Adaptado Corzo e Revah (1999).

4.5 Obtencao do Extrato Enzimatico

Para a obtencédo do sobrenadante, fonte de lipases, o meio de cultura foi
centrifugado, em tubos Falcon, sob as condi¢des de 4 °C, 7000 g por 20 min em
centrifuga (Thermo Fisher Scientific, Biofuge Stratos). As células foram descartadas e
o0 sobrenadante guardado sob refrigeracdo. O extrato enzimatico obtido a partir da
amostra 1 foi identificado como extrato enzimatico 1 e o extrato enzimatico obtido a

partir da amostra 2 foi identificado como extrato enzimatico 2.

4.6 Termoestabilidade e Ensaio Enzimatico
Para a analise da estabilidade térmica das lipases, o extrato enzimatico foi pre-

incubado a 40 °C por 24 h e amostras enzimaticas foram coletadas nos respectivos
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tempos: 0, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 h. Em seguida, cada amostra coletada foi submetida ao
ensaio enzimatico, em triplicata. Este ensaio foi realizado a 37 °C por 15 min, com a
adicao das amostras enzimaticas coletadas a uma emulsdo preparada com soro (soro
em solucdo emulsificante de lecitina de soja 10 % e tampdo fosfato de potéssio 0,1 M,
pH 7,0). Ensaios controle foram realizados com a adicdo de agua em substituicdo ao
extrato enzimatico (branco). Apds os 15 min de ensaio, a reacao foi paralisada com a
adicao de solucéo de acetona/etanol (1:1 v/v). A atividade enzimatica foi determinada
de acordo com Leal (2000), através da quantificacao dos &cidos graxos livres liberados
durante a hidrélise utilizando o método de titulagdo com NaOH 0,05 M e fenolftaleina
a 1l %. A atividade enzimatica foi determinada através da equacao (1). Para aumentar
a confiabilidade dos dados obtidos, realizou-se o controle do pH (Tecnopon, NT PHM)

durante as titulagdes.

A=(Va—-Vb)xMx 1000 (2)
tx Vc

Em que:

A = atividade enzimatica (U/mL)

Va = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra (mL)
Vb = volume de NaOH gasto na titulacao do branco (mL)
V¢ = volume da amostra enzimatica usada na reacéo (mL)
t = tempo da reac&o (min)

M = molaridade da solu¢do de NaOH.

4.7 Coleta do Efluente

O soro de leite utilizado foi proveniente da producéo de queijo mucarela do
Laticinios Lindo Vale do Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais (IF Sudeste
MG) — Campus Rio Pomba. Dois soros (A e B) foram coletadas, provenientes de
producdes em dias diferentes, durante a etapa de dessoragem em um frasco
previamente esterilizado e transportado em recipiente térmico para o Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos do IF Sudeste MG, Campus Rio Pomba, onde foram

acondicionados sob refrigeracao, até a realizagdo das andlises.
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4.7.1 Caracterizacado do Efluente

Andlises fisico-quimicas foram realizadas, em duplicata, com finalidade de
caracterizacéo do soro. As seguintes analises foram realizadas: solidos totais, cinzas,
proteinas pelo método Kjeldahl, pH, acidez em graus Dornic (ZENEBON, PASCUET
e TIGLEA, 2008) e gordura pelo butirbmetro de Gerber (BRASIL, 2006).

4.8 Pré-tratamento Enzimatico do Efluente

O efluente foi pré-tratado com a adicdo do extrato enzimético (188 U) a uma
emulsédo de soro (efluente) e lecitina de soja a 10 % (1:4 v/v), diluida em tampé&o
fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0. Os pré-tratamentos foram realizados utilizando-se
0s extratos enzimaticos 1 e 2 de forma individual e em combinacdo. Experimento
controle foi realizado com a substituicio da enzima por agua destilada. Os
experimentos (enzimatico e controle) foram incubados a 40 °C por 24 h, sob agitacao.
Amostras do pré-tratamento foram coletadas e paralisadas com a adi¢cao de solucéo
de acetona/etanol (1:1 v/v) nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 h. A eficiéncia da hidrélise
enzimatica do efluente foi avaliada através da determinacao do teor de acidos graxos
livres totais liberados segundo Durli (2007). Os teores de acidos graxos livres foram
guantificados pela equacéo (2), em triplicata, pelo método de titulagdo com NaOH 0,05
M e fenolftaleina a 1 % e controle do pH em pHmetro (Tecnopon, NT PHM) durante

as titulacoes.

AL= V(NaOH)M(NaOH)1000 (2)
Va

Em que:

AL = teor de acidos livres (mmoles/mL)

V (NaOH) = volume de solugéo de NaOH usado na titulagdo (mL)
M (NaOH) = concentracdo da solucao de NaOH (mol/L)

Va = volume da amostra titulada (mL)

O teor de &cidos graxos livres obtido em cada pré-tratamento, devido a acéo
da lipase, foi determinado descontando-se os acidos graxos livres presentes no

experimento controle.
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4.9 Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

A DBO corresponde a quantidade de oxigénio necessaria para a metabolizacao
da matéria biodegradavel por microrganismos ou por suas enzimas, nas condi¢des do
ensaio (MORAIS, 2005).

A andlise da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) foi determinada pelo
método 5210 B segundo procedimento padrdo (APHA, 2005), utilizando oximetro
digital coletor de dados com Software DO-5519 (Impac). Este teste bioquimico
empirico se baseia na diferenca de concentracdes de oxigénio dissolvido em amostras
integrais ou diluidas, durante um periodo de incubacédo de 5 dias a 20 °C. O que é
medido de fato nesta andlise € a concentracao de oxigénio dissolvido antes e depois

do periodo de incubacao.

4.10 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A DQO corresponde a quantidade de oxigénio consumido na oxidacdo quimica
da amostra por dicromato de potassio (K2Cr207) em meio fortemente &cido, em
temperaturas elevadas e na presenca de catalisador (MORAIS, 2005). A DQO,
avaliada em amostras tratadas e ndo-tratadas enzimaticamente, foi determinada pelo
método colorimétrico-padrdo de refluxo fechado (APHA, 2005), com K2Cr207 em meio
acido, contendo sulfato de prata (Ag2SO4) como catalisador e sulfato de mercurio
(HgSOa) para eliminar a interferéncia de cloretos presentes na amostra. As amostras
foram diluidas (1:500 a 1:4.500) e em seguida, 0s reagentes previamente citados
foram adicionados. Os tubos foram colocados em digestor (Solab) e mantidos a 148
°C por 2 h. Apos o resfriamento dos tubos, a leitura das amostras foi realizada em
espectrofotometro (Bel Photonics) a 600 nm.

Para esta analise, elaborou-se uma curva de calibracdo (Figura 2) para a
determinacao da DQO de cada amostra. Para a elaboragao da curva de calibracao,
utilizou-se quantidades crescentes de biftalato de potassio (CsHsKOa), acrescido de
volumes fixos da solucdo digestora de dicromato de potassio e da mistura catalitica
contendo acido sulfurico (H2S0a4) e sulfato de prata. Os tubos foram entdo colocados
em digestor (148 °C por 2 h) e ap0s o resfriamento, a leitura das amostras foi realizada
em espectrofotdmetro a 600 nm. O célculo da DQO foi realizado baseando-se em que
cada miligrama (mg) do sal teoricamente equivale a uma DQO de 1,176 mg O2/mg e
essa solugéo tem DQO de 500 mg de O2/L (APHA, 2005).
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Figura 2: Curva de calibracdo para a demanda quimica de oxigénio (DQO) em mg
O2/L.

4.11 Delineamento Experimental e Anélise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A estabilidade térmica
foi avaliada por meio de regressao linear; os pré-tratamentos pelo teste de Tukey 5%
e as andlises de DBO foram avaliadas através de uma variancia fatorial 2/3, seguido
de teste de Tukey 5%, realizado por Statistica 13 (DELL, 2015).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.10btencao e Isolamento dos Microrganismos Lipoliticos

O ensaio em placa, contendo tributirina, possibilitou a selecdo de
microrganismos lipoliticos que produziam lipases ativas para serem empregadas no
pré-tratamento de efluentes. A tributirina foi utilizada neste ensaio por ser um substrato
lipidico de coloracdo amarelada que permite a deteccdo de colbnias produtoras de
lipases que sdo secretadas para o meio externo e que ao hidrolisarem o substrato
evidenciam a formacdo de halos de hidrolise. A Figura 3 ressalta os halos

transparentes ao redor das colbnias lipoliticas.
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Figura 3: Halos de hidrolise ao redor do isolado produtor de lipase obtido de leite cru.

As colonias isoladas que formaram halos, provenientes das amostras 1 e 2,
foram utilizadas como produtores de lipases para a aplicagcdo no pré-tratamento
enzimatico.

Como muitos processos industriais sdo realizados em temperaturas mais
elevadas, para aumentar o espectro de aplicacdo biotecnolégica das lipases, testes
de isolamento de microrganismos lipoliticos em temperaturas como 50 e 60 °C foram
realizados. Estes ensaios ndo permitiram a obtencdo de microrganismos que
apresentassem atividade lipolitica e além disso, fossem produtores de lipases ativas
em temperaturas elevadas. Pesquisas realizadas por Dors (2006), também mostraram
que lipases apresentaram maior potencial de hidrélise de lipideos em temperaturas
entre 37 a 45 °C.

Uma das amostras utilizadas nesta etapa foi o leito cru (amostra 1). Este
material, normalmente, contém poucas bactérias termorresistentes, embora com
capacidade de se desenvolverem no leite quando mantido a temperaturas elevadas
(ICMSF, 1994). Este pode ser um dos fatores que justifica a dificuldade na obtencao
de microrganismos lipoliticos capazes de se desenvolverem em temperaturas mais
elevadas.

Dessa forma, baseando-se nestes resultados, a temperatura definida para a

realizagdo dos ensaios de pré-tratamento enzimatico foi 40 °C.

5.2 Caracterizagdo dos Microrganismos
Ensaios preliminares para a caracterizagdo do microrganismo lipolitico
indicaram que a colbnia isolada do leite cru, denominada amostra 1 foi classificada
16



como bastonete Gram-positivo como evidenciado na Figura 4. O ensaio de catalase

indicou resultado positivo e 0 de oxidase, negativo.

Figura 4: Resultado da coloracdo de Gram da bactéria lipolitica isolada do leite cru.

Dentre as bactérias Gram positivas encontradas no leite estdo incluidas as
bactérias laticas, os micrococos e estafilococos, as bactérias esporuladas e outros
representantes patégenos (TRONCO, 2003). O leite cru mantido sob temperaturas de
refrigeracdo por muitos dias, apresenta, muitas ou todas as bactérias dos géneros:
Enterococcus, Lactobacillus, Microbacterium, Oerskovia, Propionibacterium,
Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Bacillus e Listeria, assim como alguns
representantes de pelo menos um dos géneros do grupo coliformes (JAY, 2005).

Estes ensaios iniciais permitiram o conhecimento de algumas caracteristicas
do microrganismo isolado, porém experimentos de caracterizacdo adicionais sao

necessarios para a definicdo do género desta bactéria lipolitica.

5.3 Ensaios Preliminares
5.3.1Termoestabilidade Enzimatica

A estabilidade térmica das enzimas é uma das caracteristicas avaliadas para
direcioné-las as mais diversas aplicagBes biotecnoldgicas, considerando que muitos
processos industriais sdo realizados em temperaturas elevadas. Assim, lipases
obtidas de bactérias termoresistentes tem papel importante na industria (JAEGER e
REETZ, 1998; FERNANDES, 2006). A termoestabilidade das lipases, na temperatura
definida para o tratamento, foi avaliada para a definicdo do melhor tempo de pré-
tratamento enzimatico. De acordo com a Tabela 3, observa-se que as enzimas,

provenientes das amostras 1 e 2, permaneceram ativas até 24 h de incubacéo a 40
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°C. Apd6s 24 h, a atividade das enzimas ja era bastante reduzida até atingir o valor

zero no tempo de 48 h.

Tabela 3: Estabilidade térmica dos extratos enzimaticos a 40 °C.

Média da atividade (U/mL) +

Média da atividade (U/mL) +

Tempo . .
desvio padréo desvio padréao
(horas) L L
Extrato Enzimatico 1 Extrato Enzimatico 2

0 1,28 +0,18 3,00+£0,33

2 1,80 + 0,05 3,26 £ 0,15

4 1,92 + 0,00 3,22+ 0,50

8 2,06 £ 0,24 3,00 £ 0,67

12 1,39+0,10 3,47 £ 0,55

24 1,03+0,21 3,69 +£0,54

Como o extrato enzimatico 2 apresentou valores de atividade mais elevados,
testes de termoestabilidade a 50 °C foram realizados com esta enzima. Os testes
evidenciaram que 0 mesmo apresentava baixa estabilidade na temperatura testada,
apresentando os seguintes valores de atividade enzimatica nos tempos 0, 2 e 4 h de
pré-incubacao, respectivamente: 1,39; 1,1 e 0 U/mL.

Confirmando os resultados obtidos anteriormente nos ensaios de isolamento
dos microrganismos lipoliticos e buscando uma maior reducédo da carga lipolitica do

efluente, os ensaios de pré-tratamento enzimatico foram realizados a 40 °C por 24 h.

5.3.2Pré-Tratamento Enzimatico do Efluente
Conforme observado na Figura 5, o pré-tratamento enzimatico foi conduzido
por 24 h, sendo que o teor de acidos graxos livres produzido foi monitorado, nos

experimentos controle e enzimatico, nos tempos 0, 2, 4, 8, 12 e 24h.
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Figura 5: Média do teor de acidos graxos livres ao longo do tratamento enzimatico do
efluente. A — pré-tratamento realizado com o extrato enzimatico 1. B - pré-tratamento
realizado com o extrato enzimético 2. Barras em preto indicam a média do controle e
barras em cinza indicam a média dos tratamentos enzimaticos.

No pré-tratamento A, as médias dos teores de acidos graxos livres nos tempos
0 e 2 h sao estatisticamente iguais. Sendo assim, observa-se que, para esta cultura
bacteriana, a producao efetiva de acidos graxos livres pela acéo da lipase € iniciada
as 4 h de tratamento enzimatico. As médias nos tempos 12 e 24 h nao diferem
estatisticamente entre si. Sendo assim, a producéo efetiva de acidos graxos livres
permanece até as 12 h de tratamento (p>0,05). No pré-tratamento B, observa-se
producao efetiva de acidos graxos livres pela acéo da lipase até 12 h de tratamento
(p>0,05).

Na interpretacdo dos dados, deve-se considerar a presenca de acidos graxos

livres ja presentes no efluente, bem como aqueles produzidos pela acédo de
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microrganismos. Estes utilizam a matéria organica para o préprio crescimento e
contribuem para o aumento dos acidos graxos livres no efluente mesmo antes da
atuacao da lipase. Estes fatores também foram observados por Durli (2007). Dessa
forma, observa-se que o teor de acidos graxos livres aumenta ao longo do tempo no
experimento controle. Sendo assim, é muito importante a realizagdo do experimento
controle em cada tempo para que esta interferéncia possa ser descontada e possibilite
uma avaliacao efetiva da acao das lipases no efluente.

O pré-tratamento enzimético ndo apresentou producéo efetiva de acidos graxos
livres ap0Os 24 h. Este comportamento pode ser justificado pela reducdo da atividade
enzimatica com o passar do tempo. Acrescido a este fator, autores ainda verificaram
gue a reducédo da concentracdo de acidos graxos livres apos 24 h pode ser explicada
pelo crescimento de microrganismos no efluente, que podem utilizar os 4cidos livres
como fonte de carbono (DURLI, 2007).

Com o objetivo de aumentar a producédo de acidos graxos livres, realizou-se um
tratamento enzimatico combinando-se os dois extratos enzimaticos na temperatura de
40 °C por 12 h. Este experimento apresentou resultados interessantes, pois observou-
se um aumento de 2,4 vezes na producdo de &cidos graxos livres ap6s 12 h de
tratamento; valores superiores aos encontrados utilizando-se os extratos 1 e 2 de
forma individual nos pré-tratamentos.

ApGs estes testes iniciais, decidiu-se utilizar extrato enzimatico 1 nos proximos
experimentos, pois mesmo apresentando menores valores de atividade enzimética, a

mesma mantinha-se ativa por mais tempo quando armazenada sob refrigeracao.

5.4 Avaliacéo do Pré-Tratamento Enzimatico Utilizando o Extrato Enzimatico 1
5.4.1Caracterizacéo do Efluente

Os resultados das analises fisico-quimicas dos soros de mucarela s&o
apresentados na Tabela 4. O soro A foi utilizado nos ensaios de estabilidade e pré-
tratamento enzimatico e o soro B foi utilizado para a realizagéo dos ensaios de DBO
e DQO.
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Tabela 4: Resultados das analises fisico-quimicas dos soros A e B (média * desvio
padrao).

Soro de queijo mucarela A B

pH 6,45 + 0,00 6,39 £ 0,00

Acidez (°D) 14 + 0,00 14 + 0,00

Solidos totais (g/100g) 8,95 + 0,07 8,75+ 0,78

Cinzas (g/100g) 0,59 £ 0,00 0,6 £ 0,00

Proteina (g/1009) 0,91 £ 0,04 0,85+ 0,05

Gordura (g/100g) 0,3+0,00 0,3+0,00
DQO (mg O2/L) 143,15 + 69,72 208,32 + 82,79
DBO (mg O2/L) 11800 + 346,41 14700 + 519,62

Os valores de pH, acidez e sélidos totais estavam em conformidade com os
valores estabelecidos pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Soro
de Leite (BRASIL, 2013).

Os valores obtidos foram semelhantes aos resultados encontrados por Teixeira
e Fonseca (2008), que obtiveram pH de 6,19, acidez de 13,17 °D, sdlidos totais de
6,33 g/100g, gordura de 0,77 g/100, proteinas 0,84 g/100g e cinzas de 0,47 g/100g
para queijo mucarela. Bald et al. (2014) apresentou médias da composi¢ao fisico-
qguimica de soro de mucarela, com 0,52 g/100g de cinzas, 0,84 g/100g de proteina,
0,32 g/100g de gordura, pH de 5,53 e valor de 75,241 mg/L de DQO.

Frigon et al. (2009) afirma que o soro possui uma elevada carga organica com
DBO variando entre 30.000 e 50.000 mg/L e DQO entre 50.000 e 70.000 mg/L.
Comparativamente, os valores encontrados de DQO e DBO para 0s soros de
mucarela coletados foram menores.

Observa-se, porém, que as caracteristicas fisico-quimicas dos soros A e B séo
parecidas, o que possibilita a comparacdo dos resultados das analises de pré-

tratamento enzimatico, DQO e DBO dos efluentes.

5.4.2Termoestabilidade Enzimatica

Considerando que, segundo o0s ensaios preliminares, a producéo efetiva de
acidos graxos livres ocorreu até 12 h de tratamento, 0s novos ensaios de estabilidade
térmica das lipases foram realizados possuindo 12 h como tempo maximo de pré-

incubacgéo das enzimas. Dessa forma, a estabilidade térmica da lipase foi avaliada ao
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longo de 12 h, incluindo agora, o tempo de 6 h de incubacdo. De acordo com a Tabela
5 e na Figura 6, observa-se que as enzimas permaneceram ativas até 12 h de

incubacédo a 40 °C.

Tabela 5: Estabilidade térmica do extrato enzimatico 1 a 40°C.

Tempo (horas) Média da atividade (U/mL) + desvio padréo

1,05+ 0,05
3,14 + 0,05
1,81 +0,10
1,81+0,13
1,31+0,10
12 1,28 + 0,05

0o o A N O

Atividade enzimatica (U/mL) = 2,0341 - 0,0567 * Tempo
Correlacdo: r = -0,323

Q
(=]

Atividade enzimatica (U/mL)
O=22a3aNNNNNWWW

woONbOOONBOBOND

o 2 4 6 8 10 12
Tempo (horas)

Figura 6: Estabilidade térmica do extrato enzimatico 1 a 40°C.

Moraes (2014) contatou o decaimento da estabilidade térmica da lipase livre de
Fusarium solani que, em apenas 3 h, perdeu, aproximadamente, 50% da sua atividade
qguando incubada a 40 °C. Carvalho et al. (2005) testaram a estabilidade térmica de
lipases de diferentes fontes microbianas, nas quais foram incubadas por 1 h em
temperaturas entre 35 e 70 °C. Os autores observaram que estas enzimas

permaneceram estaveis na faixa de temperatura de 35 a 45 °C. Basheer et al. (2011)
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verificaram que a enzima do fungo Aspergillus awamori BTMFWO032 foi ativa em um
intervalo de temperatura de incubacdo, embora a de 40 °C apresentou o melhor
resultado.

Como relatado, conclui-se que a avaliagdo da estabilidade térmica da lipase &
de fundamental importancia para a definicdo da temperatura e tempo do tratamento
enzimatico, sendo estas condicfes variaveis e dependentes do estudo bioquimico da
enzima de interesse.

Pereira (2004) observou que a lipase de origem microbiana (Candida rugosa-
LCR) apresentou uma atividade maxima na temperatura de 37 °C, enquanto que as
preparacdes de lipases de origem animal (pancreas de porco-LPP e pancreatina-LKM)
apresentaram uma temperatura 6tima de 45 e 40 °C, respectivamente. Além dos
estudos de termoestabilidade enzimatica, estas informacgdes fortalecem a utilizacédo
de lipases em experimentos nas temperaturas proximas de 40 °C.

5.4.3Pré-tratamento Enzimatico do Efluente
Os valores médios dos &cidos graxos livres produzidos durante o pré-
tratamento do efluente, ao longo do tempo, utilizando o extrato enzimatico 1 séo

demonstrados na Figura 7.
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Figura 7: Média do teor de acidos graxos livres ao longo do tratamento enziméatico do
efluente. Barras em preto indicam a média do controle e barras em cinza indicam a
média dos tratamentos enzimaticos.
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Observa-se que as médias dos teores de acidos graxos livres nos tempos 6 e
8 h sdo estatisticamente iguais e uma maior producdo de acidos graxos livres foi
observada no tempo de 12 h de pré-tratamento (p<0,05) (Figura7). Sendo assim,
inicialmente, sugere-se que esta enzima possa ser utilizada eficientemente até 12 h
de tratamento.

Porém, como ja enfatizado, € importante descontar os acidos graxos livres
existentes no experimento controle. A Figura 8 apresenta a producao de acidos graxos
livres devido a atuacdo da lipase descontando os acidos graxos livres previamente
existentes no efluente.

Observa-se agora que a producéao efetiva de acidos graxos livres pela acdo da
lipase € iniciada em 4 h de tratamento enzimatico e ndo sofre alteracdo até 8 h de
tratamento (p>0,05) (Figura 8), levando-nos a concluir que o tempo ideal de

tratamento enzimético utilizando a lipase 1 € 4 h.
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Figura 8: Média do teor de acidos graxos livres ao longo do tratamento enziméatico
descontando-se o controle em cada tempo.

5.4.4Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

Os ensaios de DBO foram realizados para serem correlacionados com o0s
resultados obtidos através da metodologia de titulagdo que permitia a dosagem de
acidos graxos livres produzidos pela acdo da lipase durante o pré-tratamento
enzimatico do efluente e, dessa forma, permitir a confirmacgéo se as lipases atuam na
reducdo da carga lipidica do efluente tratado.

A Tabela 6 e a Figura 9 mostram que o pré-tratamento enziméatico diferiu

estatisticamente do controle ao nivel de 5% de significancia, reduzindo a DBO (mg
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0O2/L) em 6,6%. Estes resultados demonstram que ocorreu a hidrdlise lipidica de

matéria organica pela acédo das lipases culminando na reducdo da quantidade de

oxigénio necessaria para a metabolizacdo da matéria biodegradavel.

Tabela 6: Média de DBO (mg Oz2/L) nos diferentes tempos do pré-tratamento (controle

e tratamento)

Tratamento Tempo Média DBO (mg O2/L)
Controle 0 14100,00 b
Controle 6 16500,00 cd
Controle 12 16400,00 c

Tratamento 0 17500,00 d

Tratamento 13800,00 ab

Tratamento 12 12800,00 a

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente

DBO (mg O,/L)

entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

19000
18000 {
17000 }
16000 {
15000 {
14000 {
13000 }
12000 }
11000

F(2= 12)=145.0 p=0,000001

0 6 12

Tempo (horas)

—&- Controle 5 Tratamento

Figura 9: Média de DBO (mg O2/L) nos diferentes tempos do pré-tratamento (controle
e tratamento).

A média de DBO no tratamento no tempo 0 h foi estatisticamente diferente das

médias dos tempos 6 e 12 h, indicando uma redug&o da DBO nas 6 horas iniciais do

tratamento enzimatico. Porém as meédias nos tempos 6 e 12 h foram estatisticamente
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iguais, evidenciando que apds 6 horas de tratamento a demanda bioquimica de
oxigénio nao sofreu alteracdo. Sendo assim, de acordo com este experimento, o0 pré-
tratamento enzimatico utilizando a lipase 1 é eficiente até 6 h.

Esperava-se valores de DBO proximos para todos os tempos do controle e
atribui-se a um erro analitico o valor reduzido de DBO obtido no tempo 0 h do controle.

Correlacionando os resultados de DBO obtidos com a producéo efetiva de
acidos graxos livres, sugere-se utilizar a lipase 1 no intervalo de tempo entre 4 e 6 h
de pré-tratamento enzimatico para a reducdo da carga lipidica do efluente antes do
mesmo ser conduzido sequencialmente as etapas convencionais de tratamento
baseadas na fermentacdo anaerdbica. Serd interessante também, em experimentos
futuros, avaliar a eficiéncia do pré-tratamento enzimatico neste intervalo de tempo
entre4e 6 h.

Roveda (2007), através da caracterizagdo dos efluentes da industria de
laticinios, encontrou na saida do equalizador valores para DBO de 452,0 mg/L e DQO
de 803,27 a 4.975,95 mg/L. Ja na saida do aerador os valores encontrados de DBO
foram de 255,3 mg/L e DQO de 76,58 a 2.810,22 mg/L. Ao final do processo de
tratamento, obteve-se reducdes da matéria organica contida nos efluentes da industria
de laticinios utilizando enzimas produzidas pelos fungos isolados dos préprios
efluentes, durante a realizacdo do processo fermentativo, cujos valores das
concentracdes para o efluente da saida do equalizador foi DQO 835,97+17,26 mg/L e
para o efluente da saida do aerador foi DQO 115,90+61,37 mg/L.

Vilela (2012) observou a reducédo da DBO em 93,69% e da DQO em 95,54%
pela linhagem Cunninghamella elegans URM6017 em meio contendo o efluente sdlido
de industria de sorvete, ap0s 0 17° dia de tratamento enzimatico.

Vale ressaltar que estes valores de DBO e DQO extraidos da literatura levam
em consideracgdo o processo completo de tratamento de efluentes, que incluem o pré-
tratamento enzimatico e as diversas etapas do tratamento convencional,
possibilitando assim, reduc¢des significativas nos valores de DQO e DBO. O objetivo
deste trabalho foi enfatizar que a etapa prévia de tratamento enzimatico utilizando
lipases contribui para a reducéo da carga lipidica facilitando as etapas subsequentes
de tratamento de efluentes, otimizando reduc¢fes nos valores de demanda quimica e
bioquimica dos efluentes tratados e além disso, possibilitando a diminuicdo da

poluicéo hidrica.
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5.4.5 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Mesmo apoOs todas as diluicbes testadas, ndo foi possivel determinar a
demanda quimica de oxigénio. Uma possivel explicacéo seria a interferéncia do etanol
utilizado para paralisar os pré-tratamentos com lipase.

Segundo Andrade e Coscione (2001), a reacdo de oxidacdo de um alcool
primario, como o etanol, com ions dicromato envolve pelo menos duas etapas. Na
primeira etapa, o etanol reage com os ions dicromato produzindo um aldeido. Na
segunda etapa, como o aldeido produzido também é susceptivel a oxidacgéo, ele é
consumido, produzindo &cido acético, com a correspondente reducao dos ions Cr(VI)
para ions Cr(lll).

Essas reacdes de oxi-reducédo podem ser exemplificadas pelo mecanismo dos
bafémetros, que contém uma mistura sélida de solucdo aquosa de dicromato de
potéssio e silica, umedecida com &cido sulfdrico. Nestes instrumentos, a solucdo de
ions dicromato, de coloracao laranja caracteristica, reage com o etanol, havendo uma
mudanca de coloracéo desta solucdo para um tom esverdeado. E esta mudanca de
cor, decorrente da reacao de oxido-reducao envolvida, que é utilizada para quantificar
o etanol (BRAATHEN, 1997).

6. CONCLUSAO

Observou-se que a obtencédo de lipases, provenientes de microrganismos
isolados do ambiente, que apresentem elevado potencial lipolitico e também
estabilidade térmica em altas temperaturas é bastante limitado. Por isso, muitos dos
tratamentos enzimaticos utilizando lipases sao realizados em temperaturas na faixa
de 37 a 40 °C, onde verifica-se uma maior atividade destas enzimas.

ApGs o estudo de termoestabilidade das enzimas, observou-se que as enzimas
permaneceram ativas até 24 h a 40 °C. Os pré-tratamentos utilizando os extratos
enzimaticos 1 e 2, e também o tratamento utilizando a combinagdo das mesmas,
apresentaram aumento na producdo de acidos graxos livres. Durante o pré-
tratamento, o extrato enzimatico obtido de bactéria isolada do leite cru produziu acidos
graxos livres de forma efetiva a partir de 4 h de tratamento enzimatico até as 12 h do
experimento. J& o extrato enzimatico 2, obtido de bactéria isolada de contaminacgéo
natural em placas de Petri, mostrou producéo efetiva de acidos graxos livres até 12 h
de tratamento.
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De acordo as analises de DBO, o pré-tratamento enzimatico utilizando o extrato
enzimatico 1 é eficiente até 6 h. Sendo assim, correlacionando os resultados de DBO
com a producéo efetiva de acidos graxos livres, sugere-se utilizar o extrato enzimatico
1 no intervalo de tempo entre 4 e 6 h de pré-tratamento para a reducdo da carga
lipidica do efluente.

Em experimentos futuros, como estratégia para eliminar a possivel interferéncia
do etanol nos experimentos de DQO, sugere-se que, ao invés de paralisar o pré-
tratamento enzimatico com a solucdo de etanol e acetona, desnaturar a lipase e
interromper o pré-tratamento com a adicdo da solucdo &cida utilizada nos ensaios de

DQO, realizando este ensaio imediatamente apds sua adicao.

7. PERSPECTIVAS
Para viabilizar economicamente este tipo de tratamento, alguns fatores
técnicos devem ser considerados. E preciso compreender detalhadamente os
processos industriais responsaveis pela producéo dos efluentes, como suas variacées
ao longo do tempo, os insumos empregados, o regime de descarga dos efluentes, o
procedimento para limpeza das instala¢gdes, sua frequéncia e produtos utilizados para
essa finalidade. Todos esses detalhes operacionais podem influenciar na qualidade
dos efluentes. E necessario também fazer uso de preparacdes enzimaticas ativas e
otimizar as condi¢g6es adequadas de hidrélise. Diversos trabalhos da literatura atuam
na otimizacdo destes processos enzimaticos, estabelecendo as condicdes
(concentracdo de enzima, temperatura, tempo e emulsificante) que fornecam uma
maior reducéo da carga organica de efluentes.
Dessa forma, apesar dos resultados interessantes, demonstrando que a etapa
de pré-tratamento enzimatico utilizando lipases contribui para a reducdo da carga
lipidica de efluentes, experimentos de otimiza¢do do processo podem ser realizados

para potencializar a atuagdo das mesmas.
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