














Dairy industry wastewater contain high levels of lipids, being often dumped into watercourses 
without previous treatment. Due to the low solubility in water and solidification at room tem-
perature, the lipids cause many problems to the anaerobic digestion, reducing the effluent bio-
degradability. As an alternative the enzymatic technology has been used to the development of 
products and processes less aggressive in environmental terms. However, factors associated 
with the high cost of obtaining the enzymes, related to the extraction and purification steps, 
make it impossible to apply them on an industrial scale. In this context, whole cells from the 
filamentous fungus Penicillium citrinum URM 4216 was prepared and used to perform the en-
zymatic hydrolysis of lipid-rich wastewater, facilitating the subsequent application of the an-
aerobic effluent treatment. The whole cells were cultivated in a basal medium containing per 
litre: carbon source (30 g), nitrogen source (70 g), NaNO3 (1 g), KH2PO4 (1 g) and 
MgSO4.7H2O (0.5 g) in flasks under orbital agitation for 96 h. Lipase activity was measured 
both dry biomass (mycelium-bound lipase) and filtrate (extracellular lipase). The mycelium-
bound lipase production was maximized and physicochemical parameters, such as carbon (ol-
ive, soybean, colza and sunflower oils) and nitrogen (soy peptone, bacterial peptone and yeast 
extract) sources, initial pH of the medium (5.0; 5.5; 6.0; 6.5; 7.0; 7.5 and 8.0), temperature of 
fermentation (30 and 40°C) and inoculum size (105; 106; 107; 108 spores) were studied to deter-
mine the best conditions for mycelium-bound lipase production. Olive oil and soy peptone were 
found to be the best carbon and nitrogen sources, respectively, and the adjustment of the culture 
broth to pH 7.0 and 30°C of incubation temperature with inoculum size of 107 spores improved 
the mycelium-bound lipase activity. Under the optimized conditions, the whole cells were pre-
pared and showed the lipase activity of 240 ± 18 U g-1 against only 15.2 ± 1.4 U g-1 to the 
filtrated, indicating the retention of lipase into the mycelium. The performance of whole cells 
was evaluated in the hydrolysis of crude milk wastewater, showing promising results. The rate 
of fatty acid production increased by 12 times the values presented for the same type of effluent 
without enzymatic treatment, to 6 hours of reaction. Tests were also carried out on the enzy-
matic hydrolysis of industrial wastewater, using free and immobilized enzymes. The use of free 
cells in reactive medium pH 8.0 showed a high percentage of enzymatic hydrolysis around 
92.5 0.4 % to 48 hours of reaction. In order to perform the specific methanogenic activity test 
(SMA), was checked the simultaneous use of lipolytic whole cells, inoculum and crude 
wastewater (condition 1), prehydrolysed wastewater and inoculum (condition 2), and anaerobic 
biodigestion of the crude wastewater and inoculum (condition 3 / control), for a maximum pe-
riod of 72h. The assays were evaluated by the Gompertz model, indicating a lower lag phase 
for the process involving the enzymatic treatment (condition 2). No significant COD removals 
were obtained from the industrial wastewater when compared to the results obtained for the 
anaerobic biodigestion process of crude wastewater plus the inoculum. The maximum rate of 
methane production was achieved in less time for trials involving the hybrid treatment of lipid-
rich wastewater. The results demonstrated the potential for the application of enzymatic pre-
treatment as an integral part of the biological treatment of lipid-rich wastewater.
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Tabela 1 - Níveis de tratamento de águas residuárias e suas aplicações.







Figura 1 - Sequenciamento das etapas envolvidas na biodigestão anaeróbia.



(SCHNEIDERS et al., 2013).





Tabela 2 - Caracterização do efluente de uma indústria de produtos lácteos.



Tabela 3 - Concentração de lipídeos em águas residuárias e suas principais fontes de geração.

DUEHOLM; ANDREASEN; NIELSEN

DUEHOLM; ANDREASEN; NIELSEN



MENDES, 2004



Tabela 4 - Influência da concentração de lipídeos na biodigestão anaeróbia.

AARTHY et al., 2014; CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016



Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) são definidas como um grupo de enzimas 

hidrolíticas responsáveis por catalisar a hidrólise de ligações éster carboxílicas de acilgliceróis 

em ácidos graxos e glicerol como produtos da reação (ARAÚJO et al., 2016), podendo ser 

classificadas como enzimas intracelulares e extracelulares (GOG et al., 2012).

Lipases extracelulares necessitam do emprego de etapas de separação em relação ao 

meio o qual foi produzida para posterior realização da etapa de purificação, já as lipases 

intracelulares permanecem aderidas no interior ou na parede das células em que foram

produzidas, dispensando tais etapas (AARTHY et al., 2014).

Segundo Masse et al. (2001), o emprego de lipases no tratamento de resíduos industriais 



representa um campo de grande potencial, seja na biodegradação de plásticos, seja na prevenção 

ou limpeza de filmes gordurosos ou no pré-tratamento de efluentes que apresentam elevada 

carga lipídica, sendo esta última a aplicação objetivo do presente trabalho.

Dependendo da fonte de produção, as lipases podem apresentar massa molecular 

variando de 19 a 75 kDa, com atividade em meios em pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas 

de 25°C a 70°C. Normalmente, as lipases são estáveis em soluções aquosas em pH neutro e 

temperatura ambiente. Estudos apontam atividade enzimática ótima na faixa de temperatura 

entre 30°C e 40°C e pH ótimo entre 7,5 a 8,0, variando de acordo com sua origem (CORTEZ; 

DE CASTRO; ANDRADE, 2016).

As lipases podem ser obtidas a partir de fontes vegetais, animais e microbianas. As 

lipases provenientes de micro-organismos se destacam por serem mais estáveis, puras e 

apresentarem propriedades mais diversificadas em comparação com as lipases provenientes de 

células animais ou vegetais, abrangendo maior gama de aplicação. A elevada estabilidade 

apresentada pelas lipases microbianas está relacionada à produção de lipases extracelulares, em 

sua maioria, facilitando os processos de extração e purificação (KAMINI et al., 2014). Fatores 

como o fácil controle das condições de cultivo e o rápido crescimento celular viabilizam a 

aplicação de enzimas dessa fonte em escala industrial (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 

2016). 

As lipases apresentam elevada versatilidade podendo catalisar uma série de diferentes 

reações sob diversos substratos. A Figura 2 apresenta os principais tipos de reações catalisadas 

pelas lipases.

Na presença de meio aquoso ou utilizando-se de solvente orgânico, além de clivar as 

ligações éster de triacilgliceróis, consumindo moléculas de água no processo de hidrólise, sob 

condições microaquosas, as lipases podem catalisar a reação reversa, como a formação de 

ligações éster a partir de um álcool e ácido carboxílico (síntese de éster). Ambos os processos 

podem ser combinados numa sequência lógica resultando em reações de interesterificação, 

caracterizadas pelas reações de acidólise, alcoólise e transesterificação, sendo diretamente 

dependente dos reagentes de partida utilizados (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016).



Figura 2 - Reações catalisadas pelas lipases.

Fonte: CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016.



Figura 3 - Representação da hidrólise de triglicerídeos.

Fonte: Do autor.

Lipases que hidrolisam acilgliceróis de cadeia longa, ou seja, cadeia acila com mais de 

10 átomos de carbono, tem sido definidas como carboxilesterases, enquanto que as enzimas que 

hidrolisam acilgliceróis com menos de 10 átomos de carbono são definidas, genericamente, 

como esterases (AARTHY et al., 2014; CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016). Lipases 

e esterases também apresentam diferenças pelas suas especificidades preferenciais. Os lipídeos 

contendo triacilgliceróis apresentam-se como os substratos naturais para as lipases, enquanto 

que as esterases atuam sobre ligações éster únicas, liberando ácidos graxos de baixo peso 

molecular. Ambos os substratos podem ser hidrolisados pelas lipases, enquanto que o inverso 

não é verdadeiro (BROCKMAN, 1984).
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A Figura 4 apresenta o fluxograma de execução do presente trabalho, sendo dividido em 

3 etapas. Como primeira etapa, foram levados em conta o cultivo de células íntegras livres de 

P. citrinum, determinando as melhores condições nutricionais e físico-químicas do cultivo ce-

lular, a fim de que se tenha um aumento da formação de biomassa e produção de lipase ligada 

ao micélio. Com a determinação das melhores condições de cultivo celular, procedeu-se a etapa 

de testes iniciais de hidrólise enzimática, avaliando, primeiramente, a influência da concentra-

ção de DQO e do carregamento enzimático na hidrólise do soro de leite sintético como fonte de 

substrato para posterior avaliação do desempenho lipolítico das células íntegras livres e imobi-

lizadas em três diferentes valores de pH do meio reacional. Como terceira e última etapa, pode-

se avaliar o potencial de produção de gás metano e determinar o potencial de biodegradabilidade 

do efluente industrial para três diferentes condições de ensaio.



Figura 4 - Fluxograma de blocos referente ao procedimento de execução do projeto de pesquisa.

Fonte: Do autor.



CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 

2016)



Tabela 5 - Composição média de ácidos graxos presentes no soro de leite sintético laticínios 
Porto Alegre e no efluente da indústria de produtos lácteos Bandeira .



Tabela 6 - Constituição do meio reacional para realização do teste de atividade metanogênica 
específica (AME).

Fonte: Do autor.



Figura 5 Esquematização do sistema de coleta e quantificação de gás metano no ensaio de 
atividade metanogênica específica (AME).

Fonte: Do autor.



O teor de umidade das células íntegras, após a etapa de filtração a vácuo e secagem em 

dessecador, por um período máximo de 48 horas, pode ser calculado conforme Equação 3. 

(3)

em que representa o teor de umidade das células íntegras (%), representa a 

massa de micélio após secagem em dessecador, contendo vácuo, sílica gel e pentóxido de 

fósforo (g) e representa a massa aferida de micélio após secagem em estufa a 103°C por 

um período de 24 horas (g).
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Figura 6 Perfil de crescimento celular ( ), atividade lipolítica do filtrado ( ) e da biomassa 
( ) empregando diferentes fontes de carbono a 30 g/L no cultivo das células 
íntegras do fungo filamentoso P. citrinum. Condições de cultivo: FN peptona de 
soja 70g/L, pH 7,0, 30°C e esporos.





Figura 7 - Perfil de crescimento celular ( ), atividade lipolítica do filtrado ( ) e da biomassa 
( ) empregando diferentes fontes de nitrogênio no cultivo das células íntegras do 
fungo filamentoso P. citrinum. Condições de cultivo: FC óleo de oliva 30g/L, pH 7,0, 
30°C, esporos (*35 g/L, **50 g/L e ***70 g/L).



Figura 8 - Perfil de crescimento celular ( ), atividade lipolítica do filtrado ( ) e da biomassa 
( ) empregando diferentes pHs no cultivo das células íntegras do fungo filamentoso 
P. citrinum. Condições de cultivo: FC óleo de oliva 30g/L, FN peptona de soja 70g/L, 
30°C e esporos.





Figura 9 - Perfil de crescimento celular ( ), atividade lipolítica do filtrado ( ) e da biomassa 
( ) empregando diferentes quantidades de inóculo no cultivo das células íntegras 
do fungo filamentoso P. citrinum. Condições de cultivo: FC óleo de oliva 30g/L, FN 
peptona de soja 70g/L, 30°C e pH 7,0.



Tabela 7 -



Tabela 8 - Caracterização do efluente da indústria de produtos lácteos Bandeira e de uma 
solução contendo soro de leite sintético em uma concentração de DQO 50.000 mg/L.



do resíduo para tratamento de efluentes e produção do 

biogás é o teor de sólidos voláteis, quanto maior a sua concentração, maior é a quantidade de 

matéria orgânica a ser degradada pelas bactérias anaeróbias no processo de biodigestão 

A partir da Tabela 8, constata-se que o valor de sólidos voláteis obtidos foi 

alto, em torno de 90% dos sólidos totais, apresentando um alto potencial de degradação e 

produção de biogás.



Tabela 9 - Concentração de lipídeos para diferentes concentrações de DQO (mg/L) do soro de 
leite sintético.

Figura 10 - Influência da concentração de DQO (mg/L) na hidrólise do soro de leite sintético 
empregando células íntegras livres de P. citrinum. Condições de cultivo: pH inicial 
8, 37°C, 8.300 U, 6 h. Erro analítico: 3%.

Fonte: Do autor.



Figura 11 - Perfil do pH obtido ao final da hidrólise do soro de leite sintético ( sem pré-
tratamento (controle) e ( com pré-tratamento empregando células íntegras livres 
de P. citrinum. Condições de cultivo: pH inicial 8, 37°C, 8.300 U, 6 h. Erro analítico: 
1%.

Fonte: Do autor.



Figura 12 - Perfil da formação de ácidos graxos livres, em mmol/L, ao final da hidrólise do 
soro de leite sintético ( sem pré-tratamento/controle; com pré-tratamento)
empregando células íntegras livres de P. citrinum. Condições de cultivo: pH inicial 
8, 37°C, 8.300 U, 6 h. Erro analítico: 3%.

Fonte: Do autor.





Figura 13 - Perfil cinético da hidrólise do soro de leite sintético empregando diferentes 
carregamentos enzimáticos ( 1.300 U; 2.300 U e das células 
íntegras livres de P. citrinum. Condições de cultivo: pH 8, 37°C, DQO 50.000 
mg/L, 24 h.

Fonte: Do autor.



Figura 14 - Perfil cinético da hidrólise do efluente bruto industrial ( e do soro de leite 
sintético ( ), DQO 50.000 mg/L, empregando células íntegras livres de P. 
citrinum. Condições de cultivo: pH 8, 37°C, 1.300 U, 48 h.

Fonte: Do autor.





Figura 15 - Perfil cinético da hidrólise do efluente bruto industrial, DQO 50.000 mg/L, sob 
diferentes pHs ( 4,0 in natura; 7,0 e  empregando células íntegras livres
de P. citrinum. Condições de cultivo: 37°C, 1.300 U, 48 h.

Fonte: Do autor.



Figura 16 - Morfologia das células íntegras livres (a) e das células íntegras imobilizadas em 
espumas cúbicas de poliuretano (b). Condições de cultivo: pH 8, 30°C, 96h.

Fonte: Do autor.



Figura 17 - Perfil cinético da hidrólise do soro de leite sintético empregando diferentes 
carregamentos enzimáticos ( 700 U e das células íntegras 
imobilizadas de P. citrinum. Condições de cultivo: pH 8, 37°C, DQO 50.000 mg/L, 
24 h.

Fonte: Do autor.





Figura 18 - Perfil cinético da hidrólise do efluente bruto industrial ( e do soro de leite 
sintético ( ), DQO 50.000 mg/L, empregando células íntegras imobilizadas de P. 
citrinum. Condições de cultivo: pH 8, 37°C, 1.300 U, 48 h.

Fonte: Do autor.



Figura 19 - Perfil cinético da hidrólise do efluente bruto, DQO 50.000 mg/L, sob diferentes 
pHs ( 4,0 in natura; 7,0 e  empregando células íntegras imobilizadas de 
P. citrinum. Condições de cultivo: 37°C, 1.300 U, 48 h.

Fonte: Do autor.





Figura 20 - Perfil experimental e ajuste ao modelo de Gompertz modificado para as três 
condições verificadas no teste de atividade metanogênica específica (AME). 
Condições de ensaio: 350 mL de efluente em pH 7, 106 mL de inóculo granular 
da Avícola Dacar e 1.300 U presentes nos ensaios que requerem a utilização de 
enzimas lipolíticas livres.

Fonte: Do autor.

Tabela 10 - Parâmetros da fase lag, taxa máxima de produção de metano e produção máxima 
de metano, obtidos do ajuste ao modelo matemático de 

Fonte: Do autor.





Tabela 11 - Caracterização do efluente industrial Bandeira anterior e posterior teste de 
atividade metanogênica específica (AME) para cada condição analisada.

Fonte: Do autor.



A carga orgânica biológica, presente em cada ensaio, depende diretamente da ati-

vidade metanogênica do lodo (AME) para que não afete a estabilidade do sistema. Cargas 

orgânicas presentes nos efluentes superiores a capacidade metanogênica fornecida pelo 

lodo, poderá conduzir ao acúmulo de ácidos graxos voláteis no meio, diminuindo o pH, 

tornando-se tóxicos ao consórcio bacteriano (ZEGERS, 1987).

A eficiência e estabilidade do tratamento do soro de leite nas concentrações de DQO de 

500, 1.000, 2.000 e 4.000 mg/L, em reatores anaeróbios operados em batelada sequencial 

(ASBR) com biomassa granulada e agitação foram investigados por Mockaitis et al. (2006), os 

quais, foram alcançadas remoções de DQO de 86% para as amostras filtradas do efluente pos-

terior tratamento anaeróbio. 

De acordo com a Tabela 11, foram obtidas eficiências de remoção de DQO inferiores a 

50% para todas as condições analisadas, em um período máximo de biodigestão anaeróbia de 

3 dias, podendo atribuir a baixa eficiência de remoção de DQO a alta carga orgânica inicial 

utilizada nos experimentos, sendo 1.572% superior quando comparada a carga orgânica má-

xima utilizada por Mockaitis et al. (2006), para um período de biodigestão anaeróbia de 104

dias de operação.

Meios reacionais muito ácidos, apresentando baixo valor de pH, podem inibir a ação de 

arqueas metanogênicas, impedindo a redução completa da DQO, uma vez que haverá a estabi-

lização do processo anaeróbio na etapa de acidogênese, fato não verificado em processos de 

(CAMPOS, 

1998). 

De acordo com a Tabela 11, todos os meios reacionais ao final do processo de biodiges-

tão anaeróbia 

inibição do processo de biodigestão anaeróbia devido ao acúmulo de ácidos graxos voláteis no 

meio reacional. Esse acúmulo pode levar a diminuição da remoção de DQO (mg/L), influenci-

ando negativamente na eficiência do processo e nos resultados de AME, uma vez que tanto a 

produção máxima de biogás como a taxa máxima de produção poderiam ser maiores.

Em estudo realizado por Venetsaneas et al. (2009), foi investigada a eficiência de remo-

ção de DQO em efluente da indústria de produtos lácteos durante o processo de biodigestão 

anaeróbia utilizando reator CSTR operado em dois estágios, com controle de pH e alcalinidade 

do meio reacional, para um tempo de retenção hidráulica de 20 dias, sendo verificada uma taxa 

de produção de metano de 1.000 mL/dia e uma remoção de DQO de 95,3%.



Deste modo, pode-se verificar a importância da realização do pré-tratamento enzimá-

tico, de efluentes contendo elevados teores de lipídeos, utilizando células íntegras livres de 

fungos filamentosos, uma vez que houve o indicativo de menores tempos de biodigestão anae-

róbia requeridos nos processos que envolveram o pré-tratamento enzimático para uma mesma 

porcentagem de remoção de matéria orgânica do efluente industrial.

Os ensaios de atividade metanogênica específica do efluente da indústria de produtos 

lácteos empregando tecnologia híbrida (tratamento enzimático associado ao tratamento bioló-

gico) mediante a utilização de células íntegras do fungo filamentoso P. citrinum mostraram um 

potencial de tratamento ainda não explorado, sendo considerado um importante recurso para o 

tratamento de efluentes com elevado teor de gorduras, visto que não há menção deste tipo de 

tratamento presente em literatura. 
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A partir dos resultados obtidos do ensaio de determinação da atividade metanogênica 

específica (AME) e a determinação do potencial de biodegradabilidade do efluente industrial 

mediante tratamento híbrido, buscar-se-á pela otimização do processo de biodigestão anaeróbia, 

visando uma estabilidade no pH do processo e a otimização nas relações entre carga de DQO 

aplicada, lodo e carregamento enzimático com células íntegras, temperatura e pH do processo.
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