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Orientadora: Professora Larissa Mattos Trevizano 
 
 
Lipases são hidrolases que catalisam a conversão de triacilglicerois a ácidos graxos 

livres e glicerol. Estas enzimas são utilizadas em diversos setores industriais 

alimentícios, sendo um deles no tratamento de efluentes ricos em lipídios. Muitas 

indústrias não possuem tecnologia para o tratamento de efluentes e tornam-se 

responsáveis pela produção de resíduos com alta carga orgânica que são despejados 

no meio ambiente, contribuindo com a poluição hídrica. Assim, o presente trabalho 

objetivou desenvolver uma metodologia alternativa, através do pré-tratamento 

enzimático utilizando lipases microbianas, para a redução da carga lipolítica de 

efluentes gerados em indústria de laticínios. Lipases bacterianas foram avaliadas 

quanto à termoestabilidade, atuação durante o pré-tratamento na redução da carga 

orgânica e redução da demanda bioquímica de oxigênio. Constatou-se que, nos testes 

iniciais, as lipases provenientes de bactérias isoladas de leite cru (extrato enzimático 

1) permaneceram ativas até 24 h quando pré-incubadas a 40 °C e possibilitaram a 

produção efetiva de ácidos graxos livres até 12 h de pré-tratamento enzimático. Já as 

lipases obtidas de bactérias isoladas de contaminação natural de placa de Petri 

(extrato enzimático 2) mantiveram-se ativas por 2 h quando pré-incubadas a 50 °C e 

até 24 h no ensaio de pré-incubação a 40°C, no qual possibilitaram produção efetiva 

de ácidos graxos até 12 h de pré-tratamento. Na avaliação final do pré-tratamento 

enzimático utilizando a lipase 1, confirmou-se a manutenção da atividade enzimática 

até 12 h a 40 °C e que a produção efetiva de ácidos graxos livres foi iniciada a partir 

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

 
Palavras-chave: laticínios, lipases, pré-tratamento enzimático. 
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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. INTRODUÇÃO 

As indústrias alimentícias, incluindo os laticínios, são economicamente 

importantes e por isso, são consideradas um setor de grande relevância industrial. 

Porém, muitas destas indústrias contribuem significativamente para a poluição hídrica, 

uma vez que um grande número dessas lançam seus efluentes nos cursos de água, 

aumentando a carga orgânica e, consequentemente, causando um maior impacto 

ambiental devido ao não tratamento destes efluentes (SILVA, 2011a). 

Os efluentes, ricos em matéria orgânica, são os principais responsáveis pelas 

alterações nos parâmetros de controle ambiental como pH, sólidos totais, demanda 

bioquímica de oxigênio (DBO), demanda química de oxigênio (DQO), entre outros 

(PEREIRA, 2004). Os lipídeos presentes, além de representarem uma perda industrial 

importante, interferem negativamente nos Sistemas de Tratamento de Efluentes (ETE) 

(DORS, 2006). 

O despejo de resíduos da indústria de laticínios, principalmente, nos cursos de 

água, ocorre de forma criminosa no Brasil, mesmo havendo uma legislação rígida, há 

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 indústrias de alimentos, 

em geral, possuem elevados teores de demanda bioquímica e química de oxigênio 

(DBO e DQO) (GASPARIN et al., 2012). 

As lipases são enzimas hidrolíticas que atuam na interface orgânica-aquosa, 

catalisando a hidrólise de ligações éster-carboxílicas dos acilglicerois, liberando 

glicerol e ácidos graxos livres (BON, FERRARA e CORVO, 2008; MORAES, 2014). 

As enzimas apresentam muitas propriedades que ampliam o seu potencial de 

aplicação como catalisadores em processos industriais, o que possibilita o 

desenvolvimento de processos tecnológicos mais eficientes (GHOTRA, DYAL e 

NARINE, 2002). Dentre elas, destacam-se a grande disponibilidade e baixo custo, pois 

não requerem co-fatores, atuação em uma ampla faixa de pH e temperatura, nas quais 

são muito estáveis e apresentam elevada especificidade (DALLA-VECCHIA, 

NASCIMENTO e SOLDI, 2004).  

Porém, os usos das lipases para tais fins estão em número bastante reduzido. 

A sua plena utilização necessita da redução dos custos dos processos de produção e 

purificação, da busca por novas cepas produtoras, do melhoramento genético destas 
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culturas, além da modificação química das lipases a fim de que produzam maiores 

quantidades de enzimas em tempos menores, com as características almejadas 

(PINHEIRO, 2006).  

A caracterização dos efluentes deve ser considerada uma tarefa básica e 

indispensável, a fim de que o problema de tratamento seja adequadamente 

solucionado, através da obtenção de informações e de como esses são obtidos, para 

a adoção de métodos físicos, químicos e biológicos inerentes a sua composição e 

vazão (PEREIRA, FURIGO e CASTRO, 2004). 

Dessa forma, existe um grande interesse no tratamento enzimático de efluentes 

com alto teor de lipídeos visando à implementação de uma tecnologia limpa e menos 

poluidora. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1  Enzimas 

As enzimas são proteínas com atividade catalítica que atuam acelerando 

reações entre os componentes químicos. Elas estão presentes em todos os sistemas 

biológicos e são produzidas por todos os organismos vivos (CANTO e MENEZES, 

1995). As enzimas são o principal alvo de pesquisas em biotecnologia, não apenas 

por seu papel fundamental nos mecanismos celulares, mas também por sua 

capacidade de aplicação na substituição de processos químicos convencionais (SENA 

et al., 2006). 

Estas biomoléculas apresentam muitas propriedades que ampliam o seu 

potencial de aplicação como catalisadores em processos industriais. Dentre estes 

aspectos vantajosos, estão: a alta eficiência catalítica, que é responsável por 

aumentar a velocidade de uma reação de 108 a 1012 vezes; a alta seletividade; a 

atuação em condições brandas de temperatura, na faixa de 30 a 70 ºC e a atuação 

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

 

2.2 Lipases 

Lipases (triacilglicerol ester hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um grupo 

de enzimas hidrolíticas que atuam na interface orgânica-aquosa, catalisando a 

hidrólise de ligações éster-carboxílicas dos acilglicerois, liberando glicerol e ácidos 

graxos livres (CASTRO et al., 2004; MENDES et al., 2005; BOM, FERRARA e 

CORVO, 2008; MORAES, 2014). Elas são comumente encontradas na natureza, 
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podendo ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas (FREIRE e 

CASTILHO, 2008; ADRIO e DEMAIN, 2014).  

Uma das principais reações catalisadas pelas lipases é a de hidrólise (Figura 

1), onde ocorre a quebra das ligações éster de triacilglicerois com o consumo de 

moléculas de água e liberação de ácidos graxos livres (YAHYA, ANDERSON e MOO-

YONG, 1998).  

 

Figura 1: Hidrólise sequencial dos grupos acila do glicerídeo 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 ótima na faixa de temperatura entre 30 e 40 °C, contudo sua 

termoestabilidade varia consideravelmente em função 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 são, em sua 

maioria, extracelulares, o que facilita a extração e purificação (CARVALHO et al., 

2003).  

A maioria das lipases utilizadas industrialmente são de origem microbiana, uma 

vez que estas apresentam muitas vantagens sobre as equivalentes de origem animal 

ou vegetal, como o menor custo de produção; a possibilidade de produção em larga 

escala em fermentadores industriais; oferecem amplo espectro de características 

físico-químicas; possuem alta versatilidade em suas propriedades; facilidade na 

produção em massa e, são amplamente diversificadas em suas propriedades 

enzimáticas e especificidade ao substrato, o que as tornam muito atrativas para a 

aplicação industrial (ROVEDA, HEMKEMEIER e COLLA, 2010). Além de serem 
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estáveis à temperatura e ao pH (JAYAPRAKASH e EBENEZER, 2010) e ativas em 

meio aquoso e não aquoso (GUTARRA et al., 2009). 

Novas aplicações para as lipases vêm sendo estabelecidas nos mais diversos 

campos, tais como indústria farmacêutica (SHARMA,  CHISTI e BANERJEE, 2001; 

CERNIA et al., 2002; PRIYA e CHADHA, 2003), química fina (SHARMA, CHISTI e 

BANERJEE, 2001; REETZ, 2002), cosméticos (SHARMA, CHISTI e BANERJEE, 

2001), oleoquímica (REETZ, 2002), couros (TELES, CABRAL e SANTOS, 2001), 

polpa de celulose e papel (SHARMA et al., 2001) e no tratamento de resíduos 

industriais (LEAL et al., 2002), como, por exemplo, na decomposição e remoção de 

substâncias oleosas na limpeza de tubulação e tratamento de efluentes. 

A aplicação de lipases tem sido também preconizada na degradação biológica 

e remoção da carga lipolítica de efluentes industriais gerados em frigoríficos, laticínios 

e indústrias de alimentos em geral. Estas indústrias produzem um elevado teor de 

resíduos líquidos e sólidos que prejudicam as unidades industriais (KUSHWAHA 

SRIVASTAVA e MALL, 2010; SILVA, 2011a). Além disso, esses resíduos contêm 

elevados teores de demanda bioquímica e química de oxigênio (DBO e DQO), tendo 

em vista que o conteúdo de gorduras aumenta a concentração de matéria orgânica 

(CASTRO et al, 2004; GASPARIN et al., 2012). 

 

2.3 Efluentes Gerados pelas Indústrias de Laticínios e Legislação Ambiental 

As indústrias de laticínios são economicamente importantes e por isso, são 

classificadas como um setor de destaque na indústria alimentícia. Como exemplo, 

segundo estimativa do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística, a produção de 

leite foi de 35,00 bilhões de litros, representando uma retração de 0,4% em relação 

ao ano anterior. Minas Gerais é o principal Estado produtor de leite do país, com 9,14 

bilhões de litros, registrando uma queda de 2,4% em relação a 2014 (IBGE, 2015). 

Porém, muitas destas indústrias contribuem significativamente para a poluição 

hídrica, uma vez que um grande número destas lançam seus efluentes nos cursos de 

água, aumentando assim a carga orgânica, sem nenhum tipo de tratamento (SILVA, 

2011a). O que torna este cenário ainda mais preocupante é que cerca de 90 % dos 

laticínios em funcionamento são de pequeno e médio portes, e que muitas vezes não 

possuem pessoal qualificado para operar sistemas de tratamento de efluentes 

(MACHADO et al., 1999).  
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O grande volume de água necessário para produção de produtos lácteos coloca 

a indústria de laticínios como uma das principais geradoras de efluentes, visto que na 

produção de 1 kg de queijo têm-se uma produção média de 9 litros de soro 

(BALDASSO, BARROS e TESSARO, 2011).  

O soro de leite é um subproduto da indústria de laticínios, representa a porção 

aquosa do leite que se separa do coágulo durante a fabricação de queijos ou da 

caseína. É um líquido opaco e de cor amarelo-esverdeada (GUIMARÃES, TEIXEIRA 

e DOMINGUES, 2010). Cerca de 85 a 95% de todo o leite é o soro, o qual contém, 

após separação da caseína, 55% dos nutrientes do leite. Dentre estes nutrientes, 

pode-se destacar a lactose (4,8%); as proteínas solúveis (0,75%) ricas em 

aminoácidos essenciais; lipídeos (0,5%) e sais minerais (8 a 10%). Além destes 

componentes, o soro também apresenta ácido lático e ácido cítrico, ureia e ácido úrico, 

vitaminas do complexo B (B1, B2, B6 piridoxina, B5 e B12), além de ácido pantotênico, 

ácido fólico e biotina (KROLOW, 2013).  

Sendo assim, como relatado, um dos principais problemas do soro é seu alto 

poder poluente devido à alta quantidade de substâncias orgânicas, representadas, 

principalmente, pelos carboidratos, lipídios e proteínas. A carga poluente, 

representada pela Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO), varia entre 25.000 a 

120.000 mg.L-1, sendo que nele está contida, aproximadamente, metade dos sólidos 

de leite integral (FEAM, 2003). Esta carga poluente é cerca de 100 vezes maior que a 

de um esgoto doméstico. Uma fábrica com produção 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 prática 

incorreta, compromete sua estrutura físico-química e diminui o rendimento da colheita 

(PORTO, SANTOS e MIRANDA 2005). 

As condições de lançamento de efluentes de indústria de alimentos em Minas 

Gerais são determinadas pela Deliberação Normativa Conjunta COPAM/CERH-MG 

nº 01, de 05 de maio de 2008, no qual estabeleceu as seguintes condições de 

lançamento para efluentes em corpos hídricos: pH entre 6 e 9; temperatura inferior a 

40 ºC, sendo que a temperatura do corpo hídrico receptor não deverá exceder  3 ºC 

na zona de mistura; concentração de óleo mineral até 20 mg/L e, para óleos vegetais 

e gorduras animais até 50 mg/L; DBO até 60 mg/L ou tratamento com eficiência de 

redução de DBO em, no mínimo, 60%; DQO até 180 mg/L ou tratamento com 

eficiência de redução de DQO em, no mínimo, 55% (MINAS GERAIS, 2008). 

https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/browse?type=author&value=KROLOW%2C+A.+C.+R.
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2.4 Tratamento de Efluentes Utilizando Lipases 

Segundo Andrade (2011), o tratamento convencional de efluentes de indústria 

de laticínios envolve o uso de quatro tipos de tratamento: preliminar, primário, 

secundário e terciário. O tratamento preliminar objetiva apenas a retirada de sólidos 

grosseiros, enquanto o primário visa à remoção de sólidos, óleos e gorduras presentes 

no efluente. No tratamento secundário predominam mecanismos biológicos para a 

retirada de matéria orgânica e nutrientes, como o nitrogênio e fósforo. E em alguns 

poucos casos, ocorre o tratamento terciário como forma de polimento. 

Nos sistemas aeróbios, o alto teor de gordura afeta principalmente a eficiência 

de transferência de oxigênio, dificultando as trocas gasosas no tanque de aeração e 

ocasionando o desenvolvimento de bactérias filamentosas que dificultam a 

sedimentação do lodo e reduzem o desempenho do sistema em termos de redução 

de matéria orgânica (CAMMAROTA e FREIRE, 2006). Neste contexto, processos 

alternativos, como o tratamento enzimático com lipases, que visam à diminuição da 

carga de gorduras de efluentes são de extremo interesse para a indústria (MENDES, 

PEREIRA e CASTRO, 2006; TREICHEL et al., 2010). Um tratamento preliminar 

desses efluentes por meio da ação das lipases reduz o teor de lipídeos, o diâmetro 

das partículas de gorduras em até 60% e o tempo de residência do efluente nas lagoas 

de estabilização (LEAL et al., 2006).  

O tratamento enzimático consiste em tratar previamente o efluente com uma 

preparação enzimática. O efluente pré-tratado segue então para a ETE (Estação de 

Tratamento de Efluentes) com uma menor carga orgânica, diminuindo assim o tempo 

de retenção hidráulica, o volume dos reatores e, consequentemente, os custos do 

processo (LEAL et al., 2002). 

Diante das necessidades e tendências da substituição das diversas etapas de 

processos químicos por processos biotecnológicos mais eficientes e da alteração de 

processos químicos baseados em insumos não renováveis por processos químicos 

ou bioquímicos que utilizem insumos renováveis, prevê-se aumento significativo da 

utilização de enzimas (POLITZER e BON, 2006). Entre os processos de maior 

interesse industrial estão: as reações de hidrólise, síntese e interesterificação de 

lipídeos utilizando as lipases. Estas enzimas apresentam grande potencial 

biotecnológico porque apresentam alta estabilidade em solventes orgânicos, não 

requerem a presença de cofatores e possuem grande especificidade pelo substrato 

(VULFSON, 1994).  
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O uso de lipases em tratamento de efluentes também fornece várias vantagens 

potenciais, entre as quais destacam-se: a simplicidade e a facilidade no controle do 

processo; aplicação em processos com baixa ou alta concentração de poluentes; 

operação em amplas faixas de pH, temperatura e salinidade (CASTRO et al, 2004). 

Além disso, não há necessidade de utilização de enzimas puras para este 

procedimento, o que significa processos mais baratos e também significa economia 

de tempo. A presença de outras enzimas, como as proteases e amilases, podem ser 

benéficas ao processo, já que os efluentes das indústrias de laticínios contêm, além 

de lipídeos, elevados teores de proteínas provenientes do leite (caseína) e 

carboidratos como amido, utilizado na preparação de doces à base de leite e iogurtes 

(RIGO et al., 2008; BRÍGIDA et al., 2013). Além disso, Fickers et al. (2006), 

demonstraram que a adição de proteínas, como albumina e caseína, afetou 

positivamente a atividade de lipase, pois estas moléculas podem formar interações de 

hidrogênio com a lipase e podem facilitar a interação com substratos hidrofóbicos na 

interface lipídeo-água. 

Os tratamentos utilizando lipases termotolerantes têm sido estudados a fim de 

superar os problemas decorrentes da elevada concentração de gorduras nos 

efluentes de laticínios. Em elevadas temperaturas, as substâncias hidrofóbicas se 

tornam mais acessíveis aos microrganismos e à ação das enzimas lipolíticas, uma vez 

que os coeficientes de difusão e a solubilidade dos óleos e graxas se elevam com a 

temperatura, permitindo transferências de massa mais efetivas entre a fase líquida e 

os flocos biológicos (THOMAS, 1987 apud CAMMAROTA e FREIRE, 2006).  

Para a aplicação 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 propensão deve-se ao fato de que os extratos 

brutos podem representar uma redução significativa dos custos de obtenção das 

enzimas, ampliando o uso industrial das mesmas (ROVEDA, HEMKEMEIER e COLLA 

2010). 

O processo de hidrólise enzimática necessita de dois requisitos para a 

operação: a formação de uma interface lipídeo/água e a adsorção da enzima nesta 

interface. Assim, quanto maior a interface, maior será a quantidade adsorvida, 

acarretando em velocidades de hidrólise mais elevadas (MENDES et al., 2005). 

Emulsificantes são descritos como importantes para as reações de hidrólise usando 

lipases já que é uma substância que tem afinidade tanto por substâncias polares 
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quanto por apolares e permite a dispersão de substâncias como lipídeos em água 

(VULFSON, 1994). A atividade das lipases varia em função do tipo do tensoativo, 

como da sua concentração, sendo a goma arábica e o Triton X-100 os emulsificantes 

mais utilizados nas análises da ação lipolítica sobre os triglicerídeos (ROCHA, 2000). 

Os biosurfactantes também podem ser usados para melhorar a interação água/óleo, 

podendo emulsionar triglicéridos, e assim, facilitar a ação das enzimas e o processo 

de biodegradação, 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 utilização de enzimas no tratamento de efluentes, alguns critérios devem 

ser seguidos, antes de sua aplicação, como por exemplo: os produtos gerados pela 

reação devem ser de menor toxicidade e mais biodegradáveis, sendo assim, mais 

facilmente removidos por tratamentos subsequentes; a enzima deve ser capaz de 

catalisar seletivamente a degradação do composto alvo no efluente; deve ser ativa e 

estável nas condições de tratamento; os reatores devem ser simples e as enzimas 

obtidas devem ter o menor custo possível (AITKEN et al., 1994). 

A avaliação do desempenho destes processos é normalmente monitorada pela 

quantificação de ácidos graxos liberados durante a hidrólise utilizando o método de 

titulação (LEAL, 2000); e pela medição da remoção da matéria orgânica, através das 

análises de DBO e DQO. A DBO mede a quantidade de oxigênio necessária para que 

os microrganismos degradem a matéria orgânica e a DQO é a medida da quantidade 

de oxigênio necessária para oxidar quimicamente toda a matéria orgânica (VON 

SPERLING, 1997). 

Considerando o processo completo de tratamento de efluentes, Silva et al. 

(2013a) utilizaram o fungo Aspergillus niger AN400 na remoção de matéria orgânica 

de efluente sintético de laticínio, alcançando o percentual de remoção máximo de 

71,7% para DQO. Vilela (2012) utilizou linhagens de Cunninghamella elegans 

URM6017 e URM5780 que apresentaram alto potencial para tratar efluente sólido da 

indústria de sorvete, havendo uma redução da demanda bioquímica de oxigênio 

(DBO) em 93,69% e da demanda química de oxigênio (DQO) em 95,54%, após o 17º 

dia de tratamento enzimático. 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 biotecnológico para tratamentos de efluentes gordurosos de 
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indústrias lácteas, convertendo o conteúdo do resíduo rico em lipídeos em biomassa 

com uma porcentagem de 67,81% de lipídeos totais.  

Sendo assim, observa-se que o tratamento de efluentes é um assunto de 

grande relevância e que o pré-tratamento enzimático utilizando lipases apresenta 

grande potencial para redução da carga lipolítica destes materiais contribuindo para a 

redução ambiental dos cursos de água e solos. Porém, para viabilizar 

economicamente este tipo de tratamento, é necessário conhecer detalhadamente os 

processos industriais responsáveis pela produção dos efluentes, como as variações 

ao longo do dia e semana; os insumos empregados; regime de descarga dos 

efluentes; procedimento para a limpeza das instalações; a frequência e produtos 

utilizados para esse fim, entre outros. Bem como, o uso de preparações enzimáticas 

ativas e otimização das condições adequadas de hidrólise (LEAL, 2000). 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Caracterizar efluentes das indústrias de laticínios tratados com lipases para 

avaliação da eficiência do pré-tratamento enzimático na redução da carga lipolítica e 

aumento da produção de ácidos graxos livres. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Isolar microrganismos lipolíticos provenientes do meio ambiente;  

 Determinar a termoestabilidade enzimática; 

 Caracterizar o efluente; 

 Realizar o pré-tratamento enzimático do efluente; 

 Avaliar a eficiência do pré-tratamento por meio da análise do potencial de hidrólise 

e também, das análises de demanda bioquímica e química de oxigênio (DBO e DQO). 

  

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Obtenção e Isolamento dos Microrganismos Lipolíticos 

Um microrganismo foi isolado de amostras de leite cru (amostra 1) provenientes 

do Laticínios Lindo Vale do Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais (IF Sudeste 

MG) – Campus Rio Pomba. Uma outra cultura bacteriana, com potencial lipolítico, foi 

obtida de placas contendo meio PCA (Plate Count Ágar) (KASVI, ITÁLIA), adicionado 
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de tributirina (Himedia, Índia), naturalmente contaminadas que estavam sob 

refrigeração (amostra 2).  

Para o isolamento das colônias lipolíticas, 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 lipídico tributirina e as colônias formadoras de halos 

claros nas placas, indicativos de regiões de hidrólise do substrato pela ação da lipase 

secretada pelas colônias, foram selecionadas e repicadas até a obtenção de culturas 

puras. 

Após a obtenção de colônias isoladas, estas foram transferidas para glicerol 

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

 

4.2 Caracterização dos Microrganismos  

Testes de coloração de Gram, produção de catalase (TORTORA, 2012) e 

produção de oxidase por tiras para oxidase (New Prov, Brasil) foram realizados para 

a caracterização dos microrganismos lipolíticos obtidos. 

 

4.3 Ativação dos Microrganismos 

A colônia que apresentou potencial lipolítico foi inoculada em um meio mínimo 

(Tabela 1) acrescido de uma fonte indutora 5% (óleo de soja). A ativação do 

microrganismo foi conduzida por 18 h a 37 °C, 150 rpm, utilizando-se shaker (Tecnal, 

TE-421). 

 
Tabela 1: Composição do meio mínimo  

Componentes Quantidade (g/L) 

KCl 0,3 

MgSO4 0,5 

K2HPO4  0,87 

CaCl2 0,29 

ZnO 2,03x10-3 

FeCl3.6H2O 2,7x10-2 

MnCl2.4H2O 1,0x10-2 

CuCl2.2H2O 8,5x10-4 

CoCl2.6H2O 2,4x10-3 

NiCl3.6H2O 2,5x10-4 

H3BO3 3,0x10-4 

Água destilada 1,0 

Fonte: Nascimento (2004). 
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4.4 Cultivo do Microrganismo e Indução da Produção de Lipases 

Um meio de cultura foi preparado para a indução da produção de lipases 

(Tabela 2), utilizando óleo de soja como fonte indutora. Os reagentes foram pesados 

e transferidos para um erlenmeyer, o pH foi ajustado, utilizando hidróxido de potássio 

(KOH) 0,1 M, para 7,0. Importante enfatizar que o meio de cultura foi preparado em 

tampão fosfato de potássio 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 incubação 

foi realizada utilizando shaker (Tecnal, TE-421) por 18 h a 40 °C e 150 rpm.  

 
Tabela 2: Composição do meio de cultura 

Componentes Quantidade (g/L) 

Indutor 
Sacarose 
Peptona 

Extrato de Levedura 
NaCl 

MgSO4 
K2HPO4 

KCl 
CaCl2 

FeCl3.6H2O 
MnCl2.4H2O 

H3BO3 

5% (v/v) 
20 
1 
1 

0,1 
0,5 
0,9 
0,3 
0,3 

0,03 
0,01 

0,0003 

Fonte: Adaptado Corzo e Revah (1999). 

 

4.5 Obtenção do Extrato Enzimático 

Para a obtenção do sobrenadante, fonte de lipases, o meio de cultura foi 

centrifugado, em tubos Falcon, sob as condições de 4 °C, 7000 g por 20 min em 

centrífuga (Thermo Fisher Scientific, Biofuge Stratos). As células foram descartadas e 

o sobrenadante guardado sob refrigeração. O extrato enzimático obtido a partir da 

amostra 1 foi identificado como extrato enzimático 1 e o extrato enzimático obtido a 

partir da amostra 2 foi identificado como extrato enzimático 2. 

 

4.6 Termoestabilidade e Ensaio Enzimático 

Para a análise da estabilidade térmica das lipases, o extrato enzimático foi pré-

incubado a 40 °C por 24 h e amostras enzimáticas 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 enzimático, em triplicata. Este ensaio foi realizado a 37 °C por 15 min, com a 

adição das amostras enzimáticas coletadas a uma emulsão preparada com soro (soro 

em solução emulsificante de lecitina de soja 10 % e tampão fosfato de potássio 0,1 M, 

pH 7,0). Ensaios controle foram realizados com a adição de água em substituição ao 

extrato enzimático (branco). Após os 15 min de ensaio, a reação foi paralisada com a 

adição de solução de acetona/etanol (1:1 v/v). A atividade enzimática foi determinada 

de acordo com Leal (2000), através da quantificação dos ácidos graxos livres liberados 

durante a hidrólise utilizando o método de titulação com NaOH 0,05 M e fenolftaleína 

a 1 %. A atividade enzimática foi determinada através da equação (1). Para aumentar 

a confiabilidade dos dados obtidos, realizou-se o controle do pH (Tecnopon, NT PHM) 

durante as titulações. 

 

                           A = (Va – Vb) x M x 1000                    (1) 
  t x Vc  

 

Em que: 

A = atividade enzimática (U/mL) 

Va = volume de NaOH gasto na titulação da amostra (mL) 

Vb = volume de NaOH gasto na titulação do branco (mL) 

Vc = volume da amostra enzimática usada na reação (mL) 

t = tempo da reação (min) 

M = molaridade da solução de NaOH. 

 

4.7 Coleta do Efluente 

O soro de leite utilizado foi proveniente da produção de queijo muçarela do 

Laticínios 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 

produções em dias diferentes, durante a etapa de dessoragem em um frasco 

previamente esterilizado e transportado em recipiente térmico para o Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos do IF Sudeste MG, Campus Rio Pomba, onde foram 

acondicionados sob refrigeração, até a realização das análises.  
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4.7.1 Caracterização do Efluente 

Análises físico-químicas foram realizadas, em duplicata, com finalidade de 

caracterização do soro. As seguintes análises foram realizadas: sólidos totais, cinzas, 

proteínas pelo método Kjeldahl, pH, acidez em graus Dornic (ZENEBON, PASCUET 

e TIGLEA, 2008) e gordura pelo butirômetro de Gerber (BRASIL, 2006).  

 

4.8 Pré-tratamento Enzimático do Efluente 

O efluente foi pré-tratado com a adição do extrato enzimático (188 U) a uma 

emulsão de soro (efluente) e lecitina de soja a 10 % (1:4 v/v), diluída em tampão 

fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,0. Os pré-tratamentos foram realizados utilizando-se 

os extratos enzimáticos 1 e 2 de forma individual e em combinação. Experimento 

controle foi realizado com a substituição da enzima por água destilada. Os 

experimentos (enzimático e controle) foram incubados a 40 °C por 24 h, sob agitação. 

Amostras do pré-tratamento foram coletadas e paralisadas com a adição de solução 

de acetona/etanol (1:1 v/v) nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 h. A eficiência da hidrólise 

enzimática do efluente foi avaliada através da determinação do teor de ácidos graxos 

livres totais liberados segundo Durli (2007). Os teores de ácidos graxos livres foram 

quantificados pela equação (2), em triplicata, pelo método de titulação com NaOH 0,05 

M e fenolftaleína a 1 % e controle do pH em pHmetro (Tecnopon, NT PHM) durante 

as titulações.  

 

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

                                                                Va 

 

Em que:  

AL = teor de ácidos livres (mmoles/mL) 

V (NaOH) = volume de solução de NaOH usado na titulação (mL) 

M (NaOH) = concentração da solução de NaOH (mol/L) 

Va = volume da amostra titulada (mL) 

 

O teor de ácidos graxos livres obtido em cada pré-tratamento, devido à ação 

da lipase, foi determinado descontando-se os ácidos graxos livres presentes no 

experimento controle. 
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4.9 Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO) 

A DBO corresponde à quantidade de oxigênio necessária para a metabolização 

da matéria biodegradável por microrganismos ou por suas enzimas, nas condições do 

ensaio (MORAIS, 2005).   

A análise da demanda bioquímica de oxigênio (DBO) foi determinada pelo 

método 5210 B segundo procedimento padrão (APHA, 2005), utilizando oximetro 

digital coletor de dados com Software DO-5519 (Impac). Este teste bioquímico 

empírico se baseia na diferença de concentrações de oxigênio dissolvido em amostras 

integrais ou diluídas, durante um período de incubação de 5 dias a 20 °C. O que é 

medido de fato nesta análise é a concentração de oxigênio dissolvido antes e depois 

do período de incubação. 

 

4.10 Demanda Química de Oxigênio (DQO) 

A DQO corresponde à quantidade de oxigênio consumido na oxidação química 

da amostra por dicromato de potássio (K2Cr2O7) em meio fortemente ácido, em 

temperaturas elevadas e na presença de catalisador (MORAIS, 2005). A DQO, 

avaliada em amostras tratadas e não-tratadas enzimaticamente, foi determinada pelo 

método colorimétrico-padrão de refluxo fechado (APHA, 2005), com K2Cr2O7 em meio 

ácido, contendo sulfato de prata (Ag2SO4) como catalisador e sulfato de mercúrio 

(HgSO4) para eliminar a interferência de cloretos presentes na amostra.  As amostras 

foram diluídas (1:500 a 1:4.500) e em seguida, os reagentes previamente citados 

foram adicionados. Os tubos foram colocados em digestor (Solab) e mantidos a 148 

ºC por 2 h. Após o resfriamento dos tubos, a leitura das amostras foi realizada em 

espectrofotômetro (Bel Photonics) a 600 nm.  

Para esta análise, elaborou-se uma curva de calibração (Figura 2) para a 

determinação da DQO de cada amostra. Para a elaboração da curva de calibração, 

utilizou-se quantidades crescentes de biftalato de potássio (C8H5KO4), acrescido de 

volumes fixos da solução digestora de dicromato de potássio e da mistura catalítica 

contendo ácido sulfúrico (H2SO4) e sulfato de prata. Os tubos foram então colocados 

em digestor (148 ºC por 2 h) e após o resfriamento, a leitura das amostras foi realizada 

em espectrofotômetro a 600 nm. O cálculo 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 solução tem DQO de 500 mg de O2/L (APHA, 2005).  
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Figura 2: Curva de calibração para a demanda química de oxigênio (DQO) em mg 
O2/L. 

 

4.11 Delineamento Experimental e Análise Estatística 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A estabilidade térmica 

foi avaliada por meio de regressão linear; os pré-tratamentos pelo teste de Tukey 5% 

e as análises de DBO foram avaliadas através de uma variância fatorial 2/3, seguido 

de teste de Tukey 5%, realizado por Statistica 13 (DELL, 2015). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Obtenção e Isolamento dos Microrganismos Lipolíticos 

 O ensaio em placa, contendo tributirina, possibilitou a seleção de 

microrganismos lipolíticos que produziam lipases ativas para serem empregadas no 

pré-tratamento de efluentes. A tributirina foi utilizada neste ensaio por ser um substrato 

lipídico de coloração amarelada que permite a detecção de colônias produtoras de 

lipases que são secretadas para o meio externo e que ao hidrolisarem o substrato 

evidenciam a formação de halos de hidrólise. A Figura 3 ressalta os halos 

transparentes ao redor das colônias lipolíticas. 
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Figura 3: Halos de hidrólise ao redor do isolado produtor de lipase obtido de leite cru. 

 

As colônias isoladas que formaram halos, provenientes das amostras 1 e 2, 

foram utilizadas como produtores de lipases para a aplicação no pré-tratamento 

enzimático. 

Como muitos processos industriais são realizados em temperaturas mais 

elevadas, para aumentar o espectro de aplicação biotecnológica das lipases, testes 

de isolamento de microrganismos lipolíticos em temperaturas como 50 e 60 °C foram 

realizados. Estes ensaios não permitiram a obtenção de microrganismos que 

apresentassem atividade lipolítica e além disso, fossem produtores de lipases ativas 

em temperaturas elevadas. Pesquisas realizadas por Dors (2006), também mostraram 

que lipases apresentaram maior potencial de hidrólise de lipídeos 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 obtenção 

de microrganismos lipolíticos capazes de se desenvolverem em temperaturas mais 

elevadas.  

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

realização dos ensaios de pré-tratamento enzimático foi 40 °C.  

 

5.2 Caracterização dos Microrganismos 

Ensaios preliminares para a caracterização do microrganismo lipolítico 

indicaram que a colônia isolada do leite cru, denominada amostra 1 foi classificada   
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como bastonete Gram-positivo como evidenciado na Figura 4. O ensaio de catalase 

indicou resultado positivo e o de oxidase, negativo.  

 

 

Figura 4: Resultado da coloração de Gram da bactéria lipolítica isolada do leite cru. 

 

Dentre as bactérias Gram positivas encontradas no leite estão incluídas as 

bactérias láticas, os micrococos e estafilococos, as bactérias esporuladas e outros 

representantes patógenos (TRONCO, 2003). O leite cru mantido sob temperaturas de 

refrigeração por muitos dias, apresenta, muitas ou todas as bactérias dos gêneros: 

Enterococcus, Lactobacillus, Microbacterium, Oerskovia, Propionibacterium, 

Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Bacillus e Listeria, assim como alguns 

representantes de pelo menos um dos gêneros do grupo coliformes (JAY, 2005). 

Estes ensaios iniciais permitiram o conhecimento de algumas características 

do microrganismo isolado, porém experimentos de caracterização adicionais são 

necessários para a definição do gênero desta bactéria lipolítica. 

 

5.3 Ensaios Preliminares 

5.3.1 Termoestabilidade Enzimática 

A estabilidade térmica das enzimas é uma das características avaliadas para 

direcioná-las às mais diversas aplicações biotecnológicas, considerando que muitos 

processos industriais são realizados em temperaturas elevadas. Assim, lipases 

obtidas de bactérias termoresistentes tem papel importante na indústria (JAEGER e 

REETZ, 1998; FERNANDES, 2006). A termoestabilidade das lipases, na temperatura 

definida para o tratamento, foi avaliada para a definição do melhor tempo de pré-

tratamento enzimático. De acordo com a Tabela 3, observa-se que as enzimas, 

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

zero no tempo de 48 h.  

 

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

Tempo 

(horas) 

Média da atividade (U/mL) + 

desvio padrão 

Extrato Enzimático 1 

Média da atividade (U/mL) + 

desvio padrão 

Extrato Enzimático 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 enzimático 2 apresentou valores de atividade mais elevados, 

testes de termoestabilidade a 50 °C foram realizados com esta enzima. Os testes 

evidenciaram que o mesmo apresentava baixa estabilidade na temperatura testada, 

apresentando os seguintes valores de atividade enzimática nos tempos 0, 2 e 4 h de 

pré-incubação, respectivamente: 1,39; 1,1 e 0 U/mL.  

Confirmando os resultados obtidos anteriormente nos ensaios de isolamento 

dos microrganismos lipolíticos e buscando uma maior redução da carga lipolítica do 

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

 

5.3.2 Pré-Tratamento Enzimático do Efluente 

Conforme observado na Figura 5, o pré-tratamento enzimático foi conduzido 

por 24 h, sendo que o teor de ácidos graxos livres produzido foi monitorado, nos 

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

No pré-tratamento A, as médias dos teores de ácidos graxos livres nos tempos 

0 e 2 h são estatisticamente iguais. Sendo assim, observa-se que, para esta cultura 

bacteriana, a produção efetiva de ácidos graxos livres pela ação da lipase é iniciada 

às 4 h de tratamento enzimático. As médias nos tempos 12 e 24 h não diferem 

estatisticamente entre si. Sendo assim, a produção efetiva de ácidos graxos livres 

permanece até às 12 h de tratamento (p>0,05). No pré-tratamento B, observa-se 

produção efetiva de ácidos graxos livres pela ação da lipase até 12 h de tratamento 

(p>0,05). 

Na interpretação dos dados, deve-se considerar a presença de ácidos graxos 

livres já presentes no efluente, bem como aqueles produzidos pela ação de 

A 

B 
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microrganismos. Estes utilizam a matéria orgânica para o próprio crescimento e 

contribuem para o aumento dos ácidos graxos livres no efluente mesmo antes da 

atuação da lipase. Estes fatores também foram observados por Durli (2007). Dessa 

forma, observa-se que o teor de ácidos graxos livres aumenta ao longo do tempo no 

experimento controle. Sendo assim, é muito importante a realização do experimento 

controle em cada tempo para que esta interferência possa ser descontada e possibilite 

uma avaliação efetiva da ação das lipases no efluente.  

O pré-tratamento enzimático não apresentou produção efetiva de ácidos graxos 

livres após 24 h. Este comportamento pode ser justificado pela redução da atividade 

enzimática com o passar do tempo.  Acrescido a este fator, autores ainda verificaram 

que a redução da concentração de ácidos graxos livres após 24 h pode ser explicada 

pelo crescimento de microrganismos no efluente, que podem utilizar os ácidos livres 

como fonte de carbono (DURLI, 2007). 

Com o objetivo de aumentar a produção de ácidos graxos livres, realizou-se um 

tratamento enzimático combinando-se os dois extratos enzimáticos na temperatura de 

40 °C por 12 h. Este experimento apresentou resultados interessantes, pois observou-

se um aumento de 2,4 vezes na produção de ácidos graxos livres após 12 h de 

tratamento; valores superiores aos encontrados utilizando-se os extratos 1 e 2 de 

forma individual nos pré-tratamentos.  

Após estes testes iniciais, decidiu-se utilizar extrato enzimático 1 nos próximos 

experimentos, pois mesmo apresentando menores valores de atividade enzimática, a 

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

 

5.4 Avaliação do Pré-Tratamento Enzimático Utilizando o Extrato Enzimático 1 

5.4.1 Caracterização do Efluente 

Os resultados das análises físico-químicas dos soros de muçarela são 

apresentados na Tabela 4. O soro A foi utilizado nos ensaios de estabilidade e pré-

tratamento enzimático e o soro B foi utilizado para a realização dos ensaios de DBO 

e DQO. 
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Tabela 4: Resultados das análises físico-químicas dos soros A e B (média ± desvio 
padrão). 

Soro de queijo muçarela A B 

pH 6,45 ± 0,00 6,39 ± 0,00 

Acidez (°D) 14 ± 0,00 14 ± 0,00 

Sólidos totais (g/100g) 8,95 ± 0,07 8,75 ± 0,78 

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

Proteína (g/100g) 0,91 ± 0,04 0,85 ± 0,05 

Gordura (g/100g) 

DQO (mg O2/L) 

DBO (mg O2/L) 

0,3 ± 0,00 

143,15 ± 69,72 

11800 ± 346,41 

0,3 ± 0,00 

208,32 ± 82,79 

14700 ± 519,62 

 

Os valores de pH, acidez e sólidos 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 ºD, sólidos totais de 

6,33 g/100g, gordura de 0,77 g/100, proteínas 0,84 g/100g e cinzas de 0,47 g/100g 

para queijo muçarela. Bald et al. (2014) apresentou médias da composição físico-

química de soro de muçarela, com 0,52 g/100g de cinzas, 0,84 g/100g de proteína, 

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 orgânica 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 os soros de 

muçarela coletados foram menores. 

Observa-se, porém, que as características físico-químicas dos soros A e B são 

parecidas, o que possibilita a comparação dos resultados das análises de pré-

tratamento enzimático, DQO e DBO dos efluentes. 

 

5.4.2 Termoestabilidade Enzimática 

Considerando que, segundo os ensaios preliminares, a produção efetiva de 

ácidos graxos livres ocorreu até 12 h de tratamento, os novos ensaios de estabilidade 

térmica das lipases foram realizados possuindo 12 h como tempo máximo de pré-

incubação 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 incubação. De acordo com a Tabela 

5 e na Figura 6, observa-se que as enzimas permaneceram ativas até 12 h de 

incubação a 40 °C. 

 

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

 

 

 

Figura 6: Estabilidade térmica do extrato enzimático 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 

quando 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 estáveis na faixa de temperatura de 35 a 45 °C. Basheer et al. (2011) 

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

 

0 1,05 ± 0,05 

2 3,14 ± 0,05 

4 1,81 ± 0,10 

6 1,81 ± 0,13 

8 1,31 ± 0,10 

12 1,28 ± 0,05 
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verificaram que a enzima do fungo Aspergillus awamori BTMFW032 foi ativa em um 

intervalo de temperatura de incubação, embora a de 40 °C apresentou o melhor 

resultado.  

Como relatado, conclui-se que a avaliação da estabilidade térmica da lipase é 

de fundamental importância para a definição da temperatura e tempo do tratamento 

enzimático, sendo estas condições variáveis e dependentes do estudo bioquímico da 

enzima de interesse.  

Pereira (2004) observou que a lipase de origem microbiana (Candida rugosa-

LCR) apresentou uma atividade máxima na temperatura de 37 °C, enquanto que as 

preparações de lipases de origem animal (pâncreas de porco-LPP e pancreatina-LKM) 

apresentaram uma temperatura ótima de 45 e 40 °C, respectivamente. Além dos 

estudos de termoestabilidade enzimática, estas informações fortalecem a utilização 

de lipases em experimentos nas temperaturas próximas de 40 °C. 

 

5.4.3 Pré-tratamento Enzimático do Efluente 

Os valores médios dos ácidos graxos livres produzidos durante o pré-

tratamento do efluente, ao longo do tempo, utilizando o extrato enzimático 1 são 

demonstrados na Figura 7. 
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Figura 7: Média do teor de ácidos graxos livres ao longo do tratamento enzimático do 
efluente. Barras em preto indicam a média do controle e barras em cinza indicam a 
média dos tratamentos enzimáticos. 
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Observa-se que as médias dos teores de ácidos graxos livres nos tempos 6 e 

8 h são estatisticamente iguais e uma maior produção de ácidos 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 já enfatizado, é importante descontar os ácidos graxos livres 

existentes no experimento controle. A Figura 8 apresenta a produção de ácidos graxos 

livres devido à atuação da lipase descontando os ácidos graxos livres previamente 

existentes no efluente. 

Observa-se agora que a produção efetiva de ácidos graxos livres pela ação da 

lipase é iniciada em 4 h de tratamento enzimático e não sofre alteração até 8 h de 

tratamento (p>0,05) (Figura 8), levando-nos a concluir que o tempo ideal de 

tratamento enzimático utilizando a lipase 1 é 4 h. 
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Figura 8: Média do teor de ácidos graxos livres ao longo do tratamento enzimático 
descontando-se o controle em cada tempo. 
 

5.4.4 Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO) 

Os ensaios de DBO foram realizados para serem correlacionados com os 

resultados obtidos através da metodologia de titulação que permitia a dosagem de 

ácidos graxos livres produzidos pela ação da lipase durante o pré-tratamento 

enzimático do efluente e, dessa forma, permitir a confirmação se as lipases atuam na 

redução da carga lipídica do efluente tratado. 

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

estatisticamente do controle ao nível de 5% de significância, reduzindo a DBO (mg 
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O2/L) em 6,6%. Estes resultados demonstram que ocorreu a hidrólise lipídica de 

matéria orgânica pela ação das lipases culminando na redução da quantidade de 

oxigênio necessária para a metabolização da matéria biodegradável. 

 

Tabela 6: Média de DBO (mg O2/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 6 13800,00 ab 

Tratamento 12 12800,00 a 

Médias seguidas de letras minúsculas iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente 
entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

 

 

 

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 redução da DBO nas 6 horas iniciais do 

tratamento enzimático. Porém as médias nos tempos 6 e 12 h foram estatisticamente 
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iguais, evidenciando que após 6 horas de tratamento a demanda bioquímica de 

oxigênio não sofreu alteração. Sendo assim, de acordo com este experimento, o pré-

tratamento enzimático utilizando a lipase 1 é eficiente até 6 h.  

Esperava-se valores de DBO próximos para todos os tempos do controle e 

atribui-se a um erro analítico o valor reduzido de DBO obtido no tempo 0 h do controle. 

Correlacionando os resultados de DBO obtidos com a produção efetiva de 

ácidos graxos livres, sugere-se utilizar a lipase 1 no intervalo de tempo entre 4 e 6 h 

de pré-tratamento enzimático para a redução da carga lipídica do efluente antes do 

mesmo ser conduzido sequencialmente às etapas convencionais de tratamento 

baseadas na fermentação anaeróbica. Será interessante também, em experimentos 

futuros, avaliar a eficiência do pré-tratamento enzimático neste intervalo de tempo 

entre 4 e 6 h. 

Roveda (2007), através da caracterização dos efluentes da indústria de 

laticínios, encontrou na saída do equalizador valores para DBO de 452,0 mg/L e DQO 

de 803,27 a 4.975,95 mg/L. Já na saída 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 reduções da matéria orgânica contida nos efluentes da indústria 

de laticínios utilizando enzimas produzidas pelos fungos isolados dos próprios 

efluentes, durante a realização do processo fermentativo, cujos valores das 

concentrações para o efluente da saída do equalizador foi DQO 835,97±17,26 mg/L e 

para o efluente da saída do aerador foi DQO 115,90±61,37 mg/L. 

Vilela (2012) observou a redução da DBO em 93,69% e da DQO em 95,54% 

pela linhagem Cunninghamella elegans URM6017 em meio contendo o efluente sólido 

de indústria de sorvete, após o 17º dia de tratamento enzimático. 

Vale ressaltar que estes valores de DBO e DQO extraídos da literatura levam 

em consideração o processo completo de tratamento de efluentes, que incluem o pré-

tratamento enzimático e as diversas etapas do tratamento convencional, 

possibilitando assim, reduções significativas nos valores de DQO e DBO. O objetivo 

deste trabalho foi enfatizar que a etapa prévia de tratamento enzimático utilizando 

lipases contribui para a redução da carga lipídica facilitando as etapas subsequentes 

de tratamento de efluentes, otimizando reduções nos valores de demanda química e 

bioquímica dos efluentes tratados e além disso, possibilitando a diminuição da 

poluição hídrica. 
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5.4.5 Demanda Química de Oxigênio (DQO) 

Mesmo após todas as diluições testadas, não foi possível determinar a 

demanda química de oxigênio. Uma possível explicação seria a interferência do etanol 

utilizado para paralisar os pré-tratamentos com lipase. 

Segundo Andrade e Coscione (2001), a reação de oxidação de um álcool 

primário, como o etanol, com íons dicromato envolve pelo menos duas etapas. Na 

primeira etapa, o etanol reage com os íons dicromato produzindo um aldeído. Na 

segunda etapa, como o aldeído produzido também é susceptível à oxidação, ele é 

consumido, produzindo ácido acético, com a correspondente redução dos íons Cr(VI) 

para íons Cr(III).  

Essas reações de oxi-redução podem ser exemplificadas pelo mecanismo dos 

bafômetros, que contém uma mistura sólida de solução aquosa de dicromato de 

potássio e sílica, umedecida com ácido sulfúrico. Nestes instrumentos, a solução de 

íons dicromato, de coloração laranja característica, reage com o etanol, havendo uma 

mudança de coloração desta solução para um tom esverdeado. É esta mudança de 

cor, decorrente da reação de óxido-redução envolvida, que é utilizada para quantificar 

o etanol (BRAATHEN, 1997). 

 

6. CONCLUSÃO 

Observou-se que a obtenção de lipases, provenientes de microrganismos 

isolados do ambiente, que apresentem elevado potencial lipolítico e também 

estabilidade térmica em altas temperaturas é bastante limitado. Por isso, muitos dos 

tratamentos enzimáticos utilizando lipases são realizados em temperaturas na faixa 

de 37 a 40 °C, onde verifica-se uma maior atividade destas enzimas.   

Após 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 

enzimáticos 1 e 2, e também o tratamento utilizando a combinação das mesmas, 

apresentaram aumento na produção de ácidos graxos livres. Durante o pré-

tratamento, o extrato enzimático obtido de bactéria isolada do leite cru produziu ácidos 

graxos livres de forma efetiva a partir de 4 h de tratamento enzimático até as 12 h do 

experimento. Já o extrato enzimático 2, obtido de bactéria isolada de contaminação 

natural em placas de Petri, mostrou produção efetiva de ácidos graxos livres até 12 h 

de tratamento. 
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De acordo as análises de DBO, o pré-tratamento enzimático utilizando o extrato 

enzimático 1 é eficiente até 6 h. Sendo assim, correlacionando os resultados de DBO 

com a produção efetiva de ácidos graxos livres, sugere-se utilizar o extrato enzimático 

1 no intervalo de tempo entre 4 e 6 h de pré-tratamento para a redução da carga 

lipídica do efluente. 

Em experimentos futuros, como estratégia para eliminar a possível interferência 

do etanol nos experimentos de DQO, sugere-se que, ao invés de paralisar o pré-

tratamento enzimático com a solução de etanol e acetona, desnaturar a lipase e 

interromper o pré-tratamento com a adição da solução ácida utilizada nos ensaios de 

DQO, realizando este ensaio imediatamente após sua adição. 

 

7. PERSPECTIVAS 

Para viabilizar economicamente este tipo de tratamento, alguns fatores 

técnicos devem ser considerados. É preciso compreender detalhadamente os 

processos industriais responsáveis pela produção dos efluentes, como suas variações 

ao longo do tempo, os insumos empregados, o regime de descarga dos efluentes, o 

procedimento para limpeza das instalações, sua frequência e produtos utilizados para 

essa finalidade. Todos esses detalhes operacionais podem influenciar na qualidade 

dos efluentes. É necessário também fazer uso de preparações enzimáticas ativas e 

otimizar as condições adequadas de hidrólise. Diversos trabalhos da literatura atuam 

na otimização destes processos enzimáticos, estabelecendo as condições 

(concentração de enzima, temperatura, tempo e emulsificante) que forneçam uma 

maior redução da carga orgânica de efluentes. 

Dessa forma, apesar dos resultados interessantes, demonstrando que a etapa 

de pré-tratamento enzimático utilizando lipases contribui para a redução da carga 

lipídica de efluentes, experimentos de otimização do processo podem ser realizados 

para potencializar a atuação das mesmas.  
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