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RESUMO

Efluentes da industria de laticinios apresentam elevados teores de lipideos, sendo muitas vezes
lancados em cursos d’agua sem tratamento prévio. Devido a baixa solubilidade em agua e
solidificagdo em temperatura ambiente, os lipideos podem causar muitos problemas a
biodigestdo anaerdbia, reduzindo o potencial de biodegradabilidade do efluente. Como
alternativa, a tecnologia enzimatica tem sido utilizada para o desenvolvimento de produtos e
processos menos agressivos ambientalmente. Porém, fatores associados ao alto custo de
obtencdo das enzimas, relacionados as onerosas etapas de extragdo e purificacdo, inviabilizam
a sua aplicagdo em escala industrial. Neste contexto, células integras do fungo filamentoso
Penicillium citrinum URM 4216 foram produzidas e utilizadas na hidrolise enzimatica de
efluente contendo elevadas concentragdes de lipideos, facilitando a posterior aplicagdo do
tratamento anaerobio do efluente. As células integras foram cultivadas em meio de cultura
contendo por litro: fonte de carbono (30 g), fonte de nitrogénio (70 g), NaNOs (1 g), KH2PO4
(1 g) e MgS04.7H20 (0,5 g) em erlenmeyers sob agitacdo orbital, por um periodo de incubacdo
de 96h. A atividade da lipase foi medida tanto na biomassa seca (lipase ligada ao micélio) como
no filtrado (lipase extracelular). A producao de lipase ligada ao micélio foi maximizada quanto
aos pardmetros fisico-quimicos, 6leos de carbono (azeite, soja, canola e girassol) e nitrogénio
(peptona de soja, peptona bacterioldgica e extrato de levedura), pH inicial do meio (5,0; 5,5;
6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0), temperatura de fermentagdo (30 e 40 ° C) e quantidade de in6culo (10°;
10%; 107; 10® esporos), a fim de determinar as melhores condi¢des do cultivo celular. O 6leo de
oliva e a peptona de soja foram as melhores fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente, e
o0 ajuste do meio de cultura a pH 7,0 e 30 ° C de temperatura de incubacdo com quantidade de
indculo de 107 esporos melhoraram a atividade da lipase ligada ao micélio. Sob as condi¢des
otimizadas, as c€lulas integras foram preparadas e apresentaram uma atividade lipolitica de 240
+ 18 U/g contra apenas 15,2 + 1,4 U/g do filtrado, indicando a retenc¢éo de lipase no micélio. O
desempenho de células integras foi avaliado em hidrolise de dguas residuais, apresentando
resultados promissores. A taxa de producgdo de acidos graxos apresentou um incremento de 12
vezes aos valores obtidos para o mesmo efluente sem tratamento enzimatico, em 6h de reagéo.
Também foram realizados testes de hidrolise enzimatica dos despejos industriais, utilizando
enzimas livres e imobilizadas, os quais o emprego de células livres em meio reacional pH §,0
se sobressairam frente as demais condigdes, apresentando um percentual de hidrdlise
enzimatica em torno de 92,5+0,4 %, para um tempo maximo de 48h de reagfo. Para a realizacdo
do teste de atividade metanogénica especifica, foi verificado o emprego simultaneo de células
integras lipoliticas, indculo e efluente (condi¢do 1), efluente pré-hidrolisado e indculo
(condigdo 2), e a biodigestdo anaerdbia do efluente industrial e indculo (condi¢ao 3/controle),
por um periodo maximo de 72h. Os ensaios foram avaliados pelo modelo de Gompertz
modificado, indicando um menor tempo de fase lag mediante o emprego de células integras
lipoliticas (condi¢do 2). Nao foram alcangadas remogdes significativas de DQO do efluente
quando comparadas aos resultados obtidos para o processo de biodigestdo anaerobia do efluente
bruto mais indculo. A taxa maxima de producdo de metano foi alcancada em menor tempo para
os ensaios que envolvem o tratamento hibrido de efluentes com alto teor de gorduras. Os
resultados demonstraram o potencial de aplicagio, ainda pouco explorado, do pré-tratamento
enzimatico como parte integrante do tratamento bioldgico de efluentes que contem elevados
teores de lipideos.

Palavras-chave: Células Integras. Hidrélise. Tratamento. Lipideos. Biodigestdo anaerdbica.



ABSTRACT

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), NaNOs (1 g), KHoPO4 (1 g) and
MgS04.7H>0 (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 (10%; 10% 107; 10® 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! against only 15.2 + 1.4 U g'! 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.

Keywords: Whole cells. Hydrolysis. Wastewater treatment. Lipids. Anaerobic Digestion.
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1 INTRODUCAO

Devido ao crescimento populacional, impulsionado pela crescente taxa de urbanizagio
e aumento da economia, a demanda mundial por produtos alimenticios esta continuamente
crescendo, aumentando de forma indireta os impactos ambientais associados a geracao de seus
efluentes (NOTARNICOLA et al., 2012). As industrias de produtos lacteos apresentam de
forma significativa um importante setor alimenticio, tanto do ponto de vista econdmico quanto
social (EMBRAPA, 2015).

Em estudo realizado no ano de 2008, 81,7% dos laticinios em atividade no Brasil eram
considerados microempresas, as micro ¢ pequenas empresas do setor alimenticio, juntas,
correspondiam a 94,7% do total de industrias no Pais (CARVALHO, 2010). Considerando as
politicas de controle ambiental vigentes, associadas as restrigdes financeiras muitas vezes
apresentadas por estas empresas, o problema se agrava, assumindo que muitas destas industrias
langam seus efluentes em cursos d’dgua sem nenhum tipo de tratamento, apresentando uma
representativa contribui¢fo frente a poluicdo hidrica, principalmente no que diz respeito a carga
organica associada a este tipo de efluente (SARAIVA; PEREIRA, 2009).

Os efluentes gerados pelas industrias de laticinios, no beneficiamento do leite,
apresentam em média uma Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) em torno de 3.000 mg/L,
tendo seu valor elevado a aproximadamente 50.000 mg/L quando relacionado a produgéo de
queijo ¢ derivados, apresentando, deste montante, um teor de lipideos superior a 800 mg/L
(CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013; LEAL et al., 2006).

Efluentes contendo elevadas concentragdes de lipideos (6leos e gorduras), apresentam,
além dos impactos ambientais supracitados, um obstaculo diante a aplicacdo de sistemas de
tratamento convencionais, tendo como etapa limitante a liberacdo lenta de acidos graxos pelos
micro-organismos especificos com atividade lipolitica durante o processo de biodigestdo
anaerobia. Em virtude da baixa solubilidade em 4gua e solidificacio em temperatura ambiente,
os lipideos reduzem a biodegradabilidade nos efluentes, causam flotacdo da biomassa, ma
formagdo de granulos de lodo em reatores anaerobios do tipo UASB, formacdo de espumas
associada ao acumulo de 4cidos graxos ndo biodegradados, toxicidade aos micro-organismos
acetogénicos e metanogénicos, além do decréscimo da concentrag@o de trifosfato de adenosina
(ATP), utilizada como fonte de energia pelos micro-organismos responsaveis pela

biodegradagio, reduzindo a eficiéncia dos processos bioldgicos convencionais de tratamento
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de aguas residudrias (MENDES, 2004).

Visando reduzir o teor de lipideos presentes nos efluentes com elevada carga lipidica,
muitas induastrias alimenticias empregam processos fisico-quimicos em seus sistemas de
tratamento, a fim de separar tais lipideos, destacando-se a flotacéo, a coagulagio e a floculagéo
(KARADAG etal., 2015). Entretanto, além de aumentarem os custos associados ao tratamento,
o qual geralmente ndo apresentam um resultado satisfatorio no que diz respeito a remogao da
matéria organica, estes processos apenas dividem o efluente inicial a ser tratado em dois, um
com baixo teor de lipideos e outro com alto teor de lipideos (METCALF; EDDY, 2016).

Como alternativa aos processos de tratamento de aguas residuarias convencionais, 0 Uso
da tecnologia enzimatica atuando na biodegradagido de lipideos, por meio da utilizacdo de
lipases para promogao da reagdo de hidrdlise via sequencial dos grupos acila no glicerideo, vem
mostrando-se cada vez mais promissora no tratamento de efluentes com elevado teor de lipideos,
uma vez que, utilizando-se de enzimas comerciais ou preparados enzimaticos, estes removem
de forma especifica a matéria organica com elevado teor lipidico (JANCZUKOWICZ;
ZIELINSKI; DEBOWSKI, 2008).

Lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C.3.1.1.3) sdo definidas como um conjunto de
enzimas hidroliticas que atuam na interface organica-aquosa, catalisando a hidrolise de ligagdes
éster-carboxilicas presentes em acilglicerois (ARAUJ Octal., 2016; CASTRO et al., 2004). As
vantagens associadas a esse tipo de tratamento compreendem o controle de produtos,
permitindo o aumento dos rendimentos pela ndo geracdo de subprodutos toxicos, condi¢des
amenas de operacdo ¢ a redugéo de custos em termos de energia e de equipamentos, sendo um
processo muito atrativo do ponto de vista ambiental (MASSE; KENNED; CHOU, 2001).

Devido ao alto custo de produgdo e a baixa produtividade relacionada, para que o
processo se torne viavel, faz-se necessaria a busca por alternativas de produgéo via processos
de baixo custo, dispensando etapas onerosas de separacdo ¢ purificagdo de enzimas. Neste
contexto, o presente trabalho visa produzir células integras com elevada atividade lipolitica,
dispensando as etapas de extracdo e purificagdo das enzimas requeridas em um processo de
biocatalise convencional, viabilizando-se assim a sua utilizagio no pré-tratamento de efluentes

com elevado teor lipidico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo realizar a hidrolise enzimatica como pré-
tratamento de efluentes com alto teor de lipideos utilizando células integras de fungos
filamentosos com elevada atividade lipolitica como biocatalisador, a fim de avaliar o efeito no

potencial de biodegradabilidade e na atividade metanogénica do efluente.

2.2 Objetivos especificos

Para alcancar esse propdsito, as seguintes etapas foram executadas:

a. Producdo de um biocatalisador ativo e estavel a partir de células integras do fungo
filamentoso Penicillium citrinum nas formas livre e imobilizada em espumas ctbicas de
poliuretano;

b. Determinagdo das melhores condi¢des de producao de lipase ligada ao micélio a partir
da variacdo dos pardmetros nutricionais e fisico-quimicos, quanto a fonte de carbono,
nitrogénio, pH, temperatura e quantidade de in6culo;

c. Emprego das células integras lipoliticas nas formas livre e imobilizada em reacdes de
hidrolise do soro de leite sintético e efluente bruto proveniente de industria lactea;

d. Determinag¢do das condigdes otimas de atuagdo das células integras nas reagdes de
hidrolise do soro de leite sintético e efluente bruto por meio da variagdo da concentragio
de DQO, razdo m/v (massa/volume) de biocatalisador e meio reacional e quantidade de
atividade enzimatica fornecida do biocatalisador;

e. Avaliagdo do potencial de biodegradabilidade anaerdbia e produgdo de gas metano, em
reator batelada, do efluente bruto e pos tratamento enzimatico com células integras

livres de P, citrinum.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste topico foram abordados os principais temas relacionados a produgéo e utilizacéo
de enzimas lipoliticas presentes em células integras, livres ou imobilizadas, para a realizagdo
da hidrélise enzimatica de efluentes com elevados teores de gorduras, auxiliando no posterior

processo de biodigestdo anaerdbia como parte integrante do tratamento de aguas residudrias.

3.1 Tratamento de Aguas residuarias

O desenvolvimento de um sistema de tratamento de dguas residudrias ¢ especifico para
cada tipo de efluente. O projeto adequado de um sistema de tratamento varia em funcéo do
volume, da concentragdo dos despejos e de sua caracterizagdo. Nesta etapa, sdo obtidas
informagdes a respeito da composi¢do do efluente, de sua vazdo e se ha variagdes em funcao
do tempo ao longo das atividades que o geram.

Com base nestas informagoes, sdo realizadas as melhores escolhas dentre os métodos
fisico-quimicos, classificados em nivel preliminar e primario de tratamento, e/ou bioldgicos,
nivel secundario, visando o desenvolvimento ¢ equacionamento do sistema de tratamento que
apresenta maior eficicia para determinado tipo de efluente (METCALF; EDDY, 2016; VON
SPERLING, 2005).

O nivel de tratamento terciario emprega processos que objetivam a remogdo de
poluentes especificos ou atuam na remogao de poluentes de forma complementar ao tratamento
secundario, removendo os poluentes que ndo foram suficientemente removidos ao longo do
tratamento secundario. J& os processos de remoc¢do de nutrientes, bem como de organismos
patogénicos, podem ser classificados como parte integrante dos niveis de tratamento secundario
ou tercidrio, tendo como critério de classificacdo o tipo de processo de tratamento adotado
(MENDES, 2004; VON SPERLING, 2005).

A Tabela 1 apresenta os niveis de tratamento de aguas residudrias e suas descri¢des.
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Tabela 1 - Niveis de tratamento de aguas residuarias e suas aplicagdes.

Nivel Remocio
Preliminar Sélidos em suspengdo grosseiros (materiais de maiores dimensoes e areia)
Soélidos em suspensdo sedimentaveis, DQO em suspensdo (matéria organica
Primario
componente dos sélidos em suspensdo sedimentaveis)
DQO em suspensio (matéria organica em suspensio fina, ndo removida no
Secundario tratamento primario), DQO soltivel (matéria organica na forma de sdlidos
dissolvidos)
Nutrientes, micro-organismos patogénicos, compostos ndo biodegradaveis,
Terciario metais pesados, sdlidos inorganicos dissolvidos e sélidos em suspenséo

remanescentes

Fonte: Adaptado de VON SPERLING, 2005.

O emprego de métodos fisicos de tratamento compreende a remocdo de sélidos em
suspensdo de dimensdes relativamente grandes, areias e lipideos. Neste contexto, sdo utilizadas
grades, peneiras simples ou rotativas, caixas de areia, tanques para a remocao de dleos e graxas,
decantadores e filtros de areia. Para a remogao de lipideos em estado livre (6leos e gorduras), ¢
bastante comum o emprego de tanques de gordura, permitindo a sua separacdo, de forma
manual ou por meio da utilizagdo de raspadores de superficie, do meio contendo o efluente
(METCALF; EDDY, 2016; VON SPERLING, 2005).

Os métodos quimicos sdo responsaveis pela remogéo de cor, turbidez, odor, material
coloidal, acidos, alcalis e metais pesados. Processos fisico-quimicos permitem a remogao
parcial de solidos totais, sendo geralmente utilizados agentes quimicos como os compostos de
sulfato de aluminio, sulfito ferroso e cloreto férrico. Porém, além do alto custo associado a
aquisicdo destes agentes, a remocdo de sélidos dissolvidos ndo ¢ alcangada, ou é realizada de

forma reduzida, sendo necessario o emprego de processos bioldgicos (VIDAL et al., 2000).

3.1.1 Processos biologicos e a biodigestdo anaerobia

Os processos bioldgicos podem ser classificados em anaerdbios, quanto realizados na
auséncia de oxigénio molecular, ou em aerdbios, realizados na preseng¢a de oxigénio molecular.

Ambos os processos apresentam aspectos importantes como a remog¢do da matéria organica,
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reduzindo de forma significativa a DQO presente nas aguas residuarias, atuando na degradagio
de compostos quimicos organicos de dificil degradacdo, também conhecidos como
recalcitrantes, fornecendo um efluente em condigdes que ndo afete o equilibrio do sistema
receptor final. O sucesso da aplicagéo de cada tipo de tratamento esta diretamente relacionado
ao conhecimento prévio do efluente a ser tratado e da correta operacdo dos reatores na
manuten¢do da atividade microbiana e das rea¢des de mineralizagdo desejadas (METCALF;
EDDY, 2016).

Os processos biologicos aerobios sdo realizados por micro-organismos facultativos e
aerdbios, enquanto que o0s processos anaerdbios sdo realizados por micro-organismos
facultativos e anaerdbios, com destaque para as bactérias e as arqueas metanogénicas. O
potencial de decomposi¢do apresentado por uma bactéria anaerdbia ¢ especifico e depende
diretamente das enzimas que as possui, apresentando elevado grau de especificidade (VON
SPERLING, 2005).

Lagoa de estabilizago aerobia, lodos ativados e filtros biologicos sdo os principais tipos
de reatores aerdbios. J4 no que diz respeito ao principal tipo de reator anaerdbio, o reator
anaerobio de fluxo ascendente (UASB - Upflow Anaerobic Sludge Blanket) se destaca,
apresentando a vantagem de reter alta concentrag@o de biomassa com alta produgdo de biogas
(METCALF; EDDY, 2016).

O processo de biodigestao anaerdbia € uma alternativa frente ao tratamento de efluentes,
bem como uma fonte para produgdo de energia, seja em forma de calor ou de eletricidade
(TCHOBANOLOUS; BURTON; STENSEL, 2006). A degradacdo anaerobia trata-se de um
processo catabolico que ocorre na auséncia de oxigénio molecular, em que micro-organismos
atuam na transformagdo da matéria organica, transformando moléculas mais complexas em
moléculas com estruturas mais simples. Como resultado, t€m-se a producdo de biogas e um
efluente mais estabilizado quimica e micro biologicamente (CHERNICHARO, 2007;
DUARTE NETO et al., 2010).

O biogas gerado pela atividade anaerdbia é caracterizado por ser um gas combustivel e
ter como composi¢do o gas metano, gas carbdonico, gas hidrogénio, gas sulfidrico e outros gases
inflamaveis (SAGULA, 2012). Essa composi¢do varia de acordo com o material utilizado na
decomposicao (efluente) e a eficiéncia do biodigestor (CHERNICHARO, 2007; PORTES,
2005). O gas metano e dioxido de carbono sdo os principais gases presentes no biogas,
representando uma composi¢do no volume do compartimento para biogas entre 40% a 80% e

20% a 60%, respectivamente. Dentre os demais gases existentes no biogas, o teor de nitrogénio
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varia de 0,5% a 3%, enquanto o do hidrogénio é de 1% a 10% e o do monoxido de carbono de
apenas 0,1% do volume do compartimento destinado a formagéo de biogas. O biogas também
possui tragos de gas sulfidrico e oxigénio, porém esta porcentagem nao representa nem 1% do
volume do reator (CHERNICHARO, 2007).

O processo da biodigestdo anaerdbia € sensivel e pode ser caracterizado em quatro fases,
hidrdlise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. A primeira fase consiste na hidrolise de
substratos complexos insoluveis (lipidios, proteinas e carboidratos) em moléculas menores
(acidos graxos, aminoacidos e agucares) e soluveis ao meio devido a liberagdo de enzimas
extracelulares das bactérias. Apos a etapa da hidrdlise, procede-se a fermentagdo acida ou
acidogénese, que consiste na reagdo mais rapida da conversdo anaerdbia das moléculas
complexas. Posteriormente, ha a etapa de acetogénese, que consiste na oxidagdo por meio das
bactérias acidogénicas dos acidos organicos obtidos na acidogénese em substratos para as
arqueas metanogénicas, como o acido acético, gas carbonico (CO2) e hidrogénio (Ha).
Finalmente, procede-se a fase de metanogénese, em que as arqueas metanogénicas realizam a
fermentacdo anaerobia e convertem tais substratos em metano (CHas) ¢ em didxido de carbono
(CO»), principais componentes do biogas (CHERNICHARO, 2007; GERARDI, 2003).

De forma a melhor compreender o processo de biodigestdo anaerobia, a Figura 1
representa o sequenciamento de todas as etapas envolvidas durante o processo de biodigestio
anaerobia.

A eficiéncia global de convers@o da matéria organica, no processo de biodigestdo
anaerobia, depende de cada reagdo que a constitui, além do equilibrio apresentado entre as
espécies e os grupos de bactérias presentes no sistema anaerdbio (VON SPERLING, 2005).

Fatores como a temperatura do meio, umidade, pH, relagdo carbono/nitrogénio e
inéculo/fonte de carbono, podem favorecer ou ndo o processo de biodigestdo anaerobia,
fazendo-se necessaria a realiza¢@o de andlises fisico-quimicas para melhor caracterizagdo do
meio reacional a fim de maximizar o processo de estabilizagdo da matéria organica e producdo
de biogas, minimizando os impactos na degradacdo dos substratos e dos micro-organismos

responsaveis pela biodigestdo anaerdbia (SAGULA, 2012).
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Figura 1 - Sequenciamento das etapas envolvidas na biodigestdo anaerdbia.

Fonte: Adaptado de CHERNICHARO, 2007.

3.1.1.1 Atividade metanogénica especifica (AME)

A biodigestao anaerdbia ¢ um processo complexo e influenciado por varios fatores tais
como a composi¢do do efluente, a configuracdo do reator e condigdes de reagdo. O
monitoramento e a preservacdo da biomassa durante o processo anaerobio estdo diretamente
associados ao sucesso desse processo (FLORENTINO et al., 2010; WANG; WAN, 2009).

A fim de que a biomassa seja preservada e monitorada, técnicas de avaliagdo da
atividade microbiana foram desenvolvidas, sendo o teste de Atividade Metanogénica Especifica
(AME) o mais comumente utilizado. O teste de AME apresenta como principal objetivo, por
meio de um ensaio de laboratdrio, a avaliagdo da capacidade das bactérias anaerdbias e arqueas
metanogénicas na conversdo do substrato organico em biogas, constituido, na maior parte, de
metano e gds carbonico (FLORENTINO et al., 2010). Devido a complexidade das relacdes
entre os diversos grupos de micro-organismos responsaveis pela biodigestao anaerdbia, a busca
por avaliagdes mais profundas deste processo se faz importante para um bom desempenho
(AQUINO et al., 2007; BERTOLINO et al., 2008).

Informagdes acerca da biodigestdo anaerdbia, a avaliacdo de indculo para a partida de
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reatores, obtengdo de informacdes a respeito de diferentes grupos fisiologicos presentes nos
lodos, a avaliagdo de toxicidade por produtos quimicos no processo de biodigestdo anaerdbia e
a investigacdo da distribuicdo da atividade bacterioldgica em reatores anaerdbios sdo outras

informagdes que podem ser fornecidas pelo teste da AME (SCHNEIDERS et al., 2013).

Ha diversos modelos cinéticos presentes na literatura, tais como o ajuste matematico da
equagdo de Gompertz modificada, Morgan-Mercer-Flodin (MMF), Logistica modificado,
Weibull e outros, que avaliam as informagdes fornecidas pelo teste da AME na descrigéo da
produgdo cumulativa de metano durante o ensaio de biodigestdo anaerobia. Através da obtencéo
de fungdes sigmoidais e suas derivadas, sdo obtidos parametros que descrevem o progresso da
producdo de gas metano durante o processo de biodigestdo anaerdbia (FLORENTINO et al.,
2010). As trés fases da curva de produg@o de metano podem ser descritas pelos pardmetros de
maxima taxa de produg@o (Rm), sendo definida pela tangente no ponto de inflexdo da derivada
da curva sigmdide obtida pelo modelo, o tempo de fase lag (1), definida como o ponto no eixo
“x” que intercepta a tangente da méaxima taxa de produg@o, e a assintota como o maximo
potencial de produgdo (P) atingido durante o processo (WANG; WAN, 2009; ZWIETERING et
al., 1990).

A equacgdo de Gompertz modificada é apresentada pela Equagdo 1 (KHANAL et al.,,
2003).

H =Pexp {—exp [Rrg'e 1=t + 1]} (1)

em que “H” ¢ o volume de metano gerado (mL) em fun¢éo do tempo “t” (h), “P” ¢ a producédo
maxima de metano no ensaio (mL), “Rm” € a taxa maxima de produ¢@o de metano (mL/h) e

“A” ¢ a fase lag da produ¢@o de metano (h).

3.2 Efluente da industria de laticinios

A fim de atender a demanda pela produg@o de alimentos associado ao crescente aumento
populacional, industrias alimenticias fazem uso do desenvolvimento tecnoldgico para
produzirem mais em menos tempo. Como forma de maximizar o lucro e gerar produtos com

maior valor agregado, as industrias de produtos lacteos utilizam de varias alternativas para
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transformar o leite, considerada a sexta matéria prima mais importante da agropecudria
brasileira (EMPRAPA, 2015), em demais produtos como queijos, requeijao, bebidas lacteas,
entre outros.

Associado ao aumento da produgdo industrial, ha o aumento da gerag@o de efluentes
industriais. A regido sul de Minas Gerais apresenta um nimero significativo de laticinios com
elevada geragdo de aguas residuarias, sendo a maior parte destinada a alimentagdo animal
(PARZIANELLO, 2011).

Para o destino adequado dos despejos industriais, as industrias de produtos lacteos
devem possuir um programa racional do controle de seus efluentes com o objetivo de evitar
problemas relacionados a polui¢do. No entanto, os residuos de origem animal apresentam alto
valor energético, podendo, assim, obter uma maneira adequada de seu aproveitamento,
reduzindo os custos de produ¢@o e minimizagdo dos impactos ambientais ligados ao descarte
destes dejetos (COSTA, 2009). A realizacdo da biodigestdo anaerobia € uma alternativa viavel
para o aproveitamento energético do soro de leite.

As industrias de laticinios geram uma elevada quantidade de dguas residuarias, sendo
gerados, aproximadamente, 3 a 6 litros de efluente por litro de leite processado (DOMINGUES
et al., 2015). Os despejos industrias da industria de produtos lacteos sdo produzidos a partir da
agua de lavagem, contendo detergentes e desinfetantes, da limpeza e sanitizacdo de tanques e
dutos de leite, equipamentos de ordenha e lavagem dos silos, andlises do laboratdrio do controle
de qualidade, poeiras e areia removidos da lavagem de pisos, residuos de lubrificantes utilizados
em equipamentos ¢ a partir de subprodutos como soro de leite, queijo e processo de fabricacao
de sorvetes.

A agua residual da industria de produtos lacteos trata-se de um efluente rico em
nutrientes ¢ moléculas organicas que possuem baixo coeficiente de biodegradabilidade devido
a alta concentragéo de lipideos, o que os torna uma ameaga ao meio ambiente (CAMMAROTA;
FREIRE, 2006). A carga de compostos organicos presentes no efluente de uma industria de
laticinios se da pela determinacdo da quantidade de gorduras, lactose e proteinas. De acordo
com o processo empregado, bem como o estado da matéria prima utilizada, a relag@o entre essas
substancias pode ser extremamente variavel, o que aliado a temperatura, a suscetibilidade ao
tratamento bioldgico é afetada JANCZUKOWICZ; ZIELINSKI; DEBOWSKI, 2008).

Processos de tratamentos aerdbios apresentam limitada aplicacdo para esse tipo de
efluente devido a elevada carga orgénica, limitagdes de transferéncia de oxigénio, alta demanda

energética pelo suprimento de oxigénio, produ¢do de lodo acentuada e dificuldades na
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sedimentacdo de solidos (ADULKAR; RATHOD, 2014; KARADAG et al., 2015).

Nas ultimas décadas, o tratamento anaerdbio empregando reatores tem se tornado mais
atrativo em relagfo aos processos aerdbios tradicionais, devido a elevada producdo de biogas,
menor geracdo de lodo e biomassa, menor area requerida e menor demanda energética.
Entretanto, a grande quantidade de lipideos prejudica o tratamento anaerobio devido a flotagdo
de camadas de espuma de gordura na superficie dos reatores e da solidificagdo desses lipideos
a baixas temperaturas, levando ao entupimento e geragdo de odores desagradaveis (MENDES;
PEREIRA; CASTRO, 2006).

Parametros fisico-quimicos caracteristicos de aguas residuarias de produtos lacteos

presentes na literatura sdo evidenciados na Tabela 2 (MENDES, 2004).

Tabela 2 - Caracterizacdo do efluente de uma industria de produtos lacteos.

Caracteristicas Média Faixa
DBOs (mg/L) 2.300 40 —48.000
DQO (mg/L) 4.500 80 —95.000
DBOs/ DQO 0,53 0,11-0,90
pH 7,2 45-94
Lipideos (mg/L) 300 70— 700
Soélidos Totais (mg/L) 2.450 135 —85.000
Solidos em suspensdo (mg/L) 816 24 —4.500
Soélidos volateis totais (mg/L) 1.093 6 —5.360
Temperatura (°C) 32 18 —52
Nitrogénio (mg/L) 56 15-180
Fosforo (mg/L) 33 12-132

Fonte: Adaptado de MENDES, 2004.

A frag@o de lipideos compreende os dleos, graxas, gorduras e acidos graxos livres o que
juntamente com as proteinas, compdem os principais compostos organicos presentes em aguas
residuarias (METCALF; EDDY, 2016). Dano ambiental como a formagao de filmes de 6leo nas

superficies aquaticas, impedindo a difusdo de oxigénio do ar para o meio, promovendo a
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mortandade da vida aquatica, é apenas um dos problemas ambientais associados.
A Tabela 3 apresenta os valores da concentragio de lipideos em aguas residuarias e suas

principais fontes de geragao.

Tabela 3 - Concentragdo de lipideos em aguas residudrias e suas principais fontes de geracdo.

Efluentes Concentracio de Lipideos (mg/L)
Restaurantes 98
Doméstico 40 -100
Matadouros Acima de 500
Sorvetes 845
Laticinios 4.680
Oleos comestiveis 16.000

Fonte: Adaptado de MENDES, 2004.

Em aguas residuarias, os lipideos se encontram, preferencialmente, na forma de
triacilglicerdis, apresentando uma pequena parte na forma de acidos graxos livres de cadeia
longa (AGCL), com destaque para os acidos palmitico, estedrico, oleico e linoleico
(QUEMENUER; MARTY, 1994).

Nos processos de biodigestdo anaerdbia, a alta concentragdo de lipideo na forma de
triacilglicerol, necessita ser, inicialmente, hidrolisada para que possa ser degradada pelas
bactérias e arqueas metanogénicas, uma vez que o processo de biodigestdo anaerdbia é lento e
limitado pela liberacdo de acidos graxos biodegradaveis pelos micro-organismos especificos
com atividade lipolitica (DUEHOLM; ANDREASEN; NIELSEN, 2001).

O alto teor de lipideos presentes nos efluentes, cerca de 30 — 40% da matcria organica
total, estimularam o crescimento de micro-organismos filamentosos, auxiliando a remocgéo de
nutrientes do meio, como o nitrogénio e o fosforo, e, consequentemente, a inibicdo de
crescimento das bactérias e arqueas metanogénicas, promovendo a sustentacdo do lodo
anaerobio formado devido a reducdo de formacdo de granulos de lodos maiores no meio

reacional (DUEHOLM; ANDREASEN; NIELSEN, 2001; LIU et al., 2003).

3.3 Problemas relacionados ao tratamento anaerdbio de efluentes com alto teor de
lipideos

A hidrdlise de lipideos, etapa limitante no processo de biodigestdo anaerdbia, se faz
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necessaria devido ao baixo consumo de AGCL pelas bactérias responsaveis pela biodigestao
(QUEMENUER; MARTY, 1994) ¢ a necessidade de formacdo ¢ acimulo de uma pequena
concentracdo de gas hidrogénio (H2), formado nas reagdes de encurtamento da cadeia carbonica
dos AGCL, capaz de afetar o equilibrio das reagdes de decomposi¢do dos AGCL que sao
termodinamicamente desfavoraveis (CHERNICHARO, 2007; METCALF; EDDY, 2016).

O actimulo de AGCL causam problemas na biodigestdo anaerobia como toxicidade a
micro-organismos acetogénicos e metanogénicos (METCALF; EDDY, 2016) ¢ a formagao de
espumas no meio reacional, devido ao acumulo de 4acidos graxos nao biodegradados
(SALMINEN; RINTALA, 2002).

A fim de reduzir a toxicidade dos acidos graxos, substancias como colesterol, a albumina
e a goma formam complexos que competem com os acidos graxos na adsor¢do na parede celular.
Outras substancias como a bentonina, devido ao seu poder floculante, e o calcio, capaz de reagir
com os acidos graxos formando precipitados, podem prevenir a inibi¢do dos acidos sobre os
micro-organismos. Os ions calcio reduzem a fase de adaptag@o dos micro-organismos ao meio
reacional, devido a formagdo de compostos insoluveis Ca-AGCL, o que reduz o efeito de
inibi¢do resultante da redugdo da concentragdo de AGCL, causando um aumento do rendimento
de produgido de biogas (CH4) (MENDES, 2004).

Em concentragdes milimolares, os AGCL causam a flotagdo da biomassa pela ma
formag@o dos granulos de lodo, decorrente da dificuldade de liberagdo de gases produzidos na
biodigestdo anaerébia (METCALF; EDDY, 2016).

Os AGCL sdo responsaveis, também, pelo decréscimo da concentracdo de trifosfato de
adenosina (ATP), molécula responsavel pelo fornecimento de energia as células microbianas
(MENDES, 2004). Em estudo realizado por Perle et al. (1995), a inibi¢do das atividades
fisiologicas microbianas, em termos de produgdo de biogas, é bastante acentuada para efluentes
contendo 100 mg/L de lipideos. Efluentes que apresentam concentragdo de lipideos superiores
a 500 mg/L a producdo de gas metano foi nula (Tabela 4).

Em estudo da influéncia das proteinas na atividade celular, as culturas anaerobias pré-
aclimatadas em caseina e acidos oleico, principal proteina e AGCL presente nos efluentes
industriais, respectivamente, nao apresentaram dificuldades na degradagdo dos compostos
organicos ¢ no comprometimento das atividades fisioldgicas, fato ndo verificado utilizando

culturas nao aclimatadas (PERLE; KIMCHIE; SHELEF, 1995).
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Tabela 4 - Influéncia da concentragdo de lipideos na biodigestdo anaerobia.

Concentracéiio de ATP nas

Concentracio de lipideos Biogas produzido no
células anaerébias
(mg/L) periodo de 3 dias (mL)
(mol/L*10%)

0 17,3 200

100 12,3 100

250 8,93 50
500 8,11 0
1.000 7,24 0
1.500 5,68 0

Fonte: Adaptado de MENDES, 2004.

3.4 Pré-tratamento enzimatico de efluentes com elevado teor de lipideos

Como alternativa aos processos de tratamento biologico de aguas residudrias
convencionais, a primeira ideia de utilizagdo de enzimas atuando na conversio da matéria
organica em despejos industriais foi proposta em 1930 (AITKEN, 1993). Porém, apenas a partir
dos anos 2000 pesquisas envolvendo a utilizacdo de enzimas de fontes animais, vegetais e
microbianas vem sendo desenvolvidas, despertando grande interesse de pesquisa (MERLIN
CHRISTY; DIVYA; GOPINATH; 2014). Avangos no desenvolvimento da biotecnologia
contribuiram para tal, permitindo o desenvolvimento de alternativas frente aos problemas
associados ao alto teor de carga lipidica presente nos efluentes industriais e suas complicagdes
perante a aplicacdo de sistemas de tratamento convencionais, devido ao desenvolvimento de
técnicas de producgdo de enzimas economicamente viaveis (CAMMAROTA; FREIRE, 2006;
MERLIN CHRISTY; DIVYA; GOPINATH; 2014).

As enzimas encontram-se entre os biocatalisadores mais importantes utilizados nas
reacdes quimicas devido a sua capacidade de conversdo utilizando um amplo espectro de
substratos, além de fatores como alta estabilidade entre extemos de pH, temperatura ¢ solventes
organicos (AARTHY et al., 2014; CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016).

A utilizagdo de enzimas no tratamento de aguas residudrias apresenta vantagens

potenciais como a degradacdo de compostos recalcitrantes, presentes cada vez em maiores
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quantidades nos despejos industriais; crescente reconhecimento da capacidade das enzimas para
atuar sobre poluentes especificos durante o tratamento; simplicidade de aplicagdo e facilidade
no controle do processo, dispensando etapas como a aclimatacdo da biomassa e eficiente
aplicagdo em processos que apresentam baixa ou alta concentra¢fo de poluentes (MERLIN
CHRISTY; DIVYA; GOPINATH, 2014).

A atuagdo de enzimas sobre diversos tipos de substratos, como os efluentes gerados
pelas industrias téxtil, petrolifera, derivados de celulose e alimenticias em geral vém sendo
estudados, comprovando o potencial de tratamento apresentado pelo uso de biocatalisadores
enzimaticos como parte integrante do sistema de tratamento, vindo de encontro com a forte
tendéncia governamental em intensificar as restri¢des a polui¢do ambiental.

O emprego de enzimas lipoliticas no pré-tratamento de efluentes contendo elevados
teores de lipideos vem aumentando, apresentando resultados promissores na conversdo de
triacilglicer6is em acidos graxos livres, maximizando o processo de producio de biogas e a
remogdo de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) presente nos despejos industriais
(CAMMAROTA; FREIRE, 2006).

A utilizagdo de lipases comerciais imobilizadas no tratamento de aguas residudrias
revelaram resultados promissores na hidrélise de matéria organica rica em 6leos e gorduras
(CAMMAROTA; FREIRE, 2006; MENG et al., 2015). Entretanto, devido ao elevado custo de
produgido, associados as etapas onerosas de extragdo e purificagdo das enzimas, o emprego
frente ao tratamento de aguas residudrias se torna inviavel, sendo necessario o uso de

preparagdes enzimaticas de baixo custo (CAMMAROTA; FREIRE, 2006).

3.5 Lipases

Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) sdo definidas como um grupo de enzimas
hidroliticas responsaveis por catalisar a hidrolise de ligagdes éster — carboxilicas de acilglicerois
em acidos graxos e glicerol como produtos da reagdo (ARAUJO et al., 2016), podendo ser
classificadas como enzimas intracelulares e extracelulares (GOG et al., 2012).

Lipases extracelulares necessitam do emprego de etapas de separagdo em relagdo ao
meio o qual foi produzida para posterior realizagdo da etapa de purificagdo, ja 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 residuos industriais
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representa um campo de grande potencial, seja na biodegradagao de plésticos, seja na prevengao
ou limpeza de filmes gordurosos ou no pré-tratamento de efluentes que apresentam elevada
carga lipidica, sendo esta ultima a aplicag@o objetivo do presente trabalho.

Dependendo da fonte de produgdo, 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 sdo estaveis em solu¢des aquosas em pH neutro e
temperatura ambiente. Estudos apontam atividade enzimadtica 6tima na faixa de temperatura
entre 30°C e 40°C e pH o6timo 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 estaveis, puras e
apresentarem propriedades mais diversificadas em comparacio com as lipases provenientes de
células animais ou vegetais, abrangendo maior gama de aplicacdo. A elevada estabilidade
apresentada pelas lipases microbianas esta relacionada a producao de lipases extracelulares, em
sua maioria, facilitando os processos de extragdo e purificagdo (KAMINI et al., 2014). Fatores
como o facil controle das condi¢des de cultivo e o rapido crescimento celular viabilizam a
aplicagdo de enzimas dessa fonte em escala industrial (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE,
2016).

3.5.1 Hidrolise enzimadtica de lipideos

As lipases apresentam elevada versatilidade podendo catalisar uma série de diferentes
reacoes sob diversos substratos. A Figura 2 apresenta os principais tipos de reagdes catalisadas
pelas lipases.

Na presenca de meio aquoso ou utilizando-se de solvente organico, além de clivar as
ligagdes éster de triacilglicerdis, consumindo moléculas de agua no processo de hidrolise, sob
condi¢cdes microaquosas, as lipases podem catalisar a reacdo reversa, como a formacdo de
ligacdes éster a partir de um alcool e 4cido carboxilico (sintese de éster). Ambos os processos
podem ser combinados numa sequéncia logica resultando em reagdes de interesterificacao,
caracterizadas pelas reagdes de acidolise, alcodlise e transesterificagcdo, sendo diretamente

dependente dos reagentes de partida utilizados (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016).
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Figura 2 - Reagdes catalisadas pelas lipases.
Fonte: CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016.

Areacdo de hidrdlise promovida pelo processo de clivagem sequencial dos grupos acila
presentes nos triglicerideos, liberando glicerol e acidos graxos, ¢ complexa, ocorrendo em
varios estagios simultaneos com velocidades diferentes. Tanto em reagdes de hidrdlise quimica,
bem como em reagdes de hidrdlise enzimatica, num dado momento, a mistura reacional contém
ndo somente triglicerideos, dgua, glicerol e acidos graxos. Os triglicerideos sdo convertidos a
diacilglicerdis e monoacilglicerdis, onde serdo convertidos a glicerol e 4cidos graxos
(SHARMA; CHAURASIA; DALAI 2013). A Figura 3, apresenta de forma simplificada o

processo de hidrdlise.
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Figura 3 - Representag@o da hidrdlise de triglicerideos.

Fonte: Do autor.

Lipases que hidrolisam acilglicer6is de cadeia longa, ou seja, cadeia acila com mais de
10 atomos de carbono, tem sido definidas como carboxilesterases, enquanto que as enzimas que
hidrolisam acilglicerdis com menos de 10 atomos de carbono sdo definidas, genericamente,
como esterases (AARTHY et al., 2014; CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016). Lipases
e esterases também apresentam diferencas pelas suas especificidades preferenciais. Os lipideos
contendo triacilglicer6is apresentam-se como os substratos naturais para as lipases, enquanto
que as esterases atuam sobre ligacdes éster unicas, liberando acidos graxos de baixo peso
molecular. Ambos os substratos podem ser hidrolisados pelas lipases, enquanto que o inverso

ndo ¢ verdadeiro (BROCKMAN, 1984).

3.5.2 Fatores que influenciam a hidrolise enzimdtica de lipideos

As enzimas lipoliticas responsaveis pelo processo hidrolise apresentam desempenho
enzimatico diretamente associado a fatores como concentragdo de substrato, pH, temperatura,
presenca de agentes emulsificantes e ions:

o Concentraciio de substrato: em reagdes catalisadas por enzimas, a velocidade de uma
reagdo ¢ aumentada de acordo com a concentrag@o de substrato presente no meio reacional.
Altas concentracdes de substrato ocasionam a saturag@o pelo substrato de todos os sitios de
ligagdo disponiveis na enzima, atingindo uma velocidade méaxima de reacdo (DORAN,
1995). A atuagfo de lipases em sistemas heterogéneos € proporcional a concentragdo de
emulsdo. Baixas concentragdes conduzem a um decréscimo de adsor¢do de lipase atuando
na interface agua/dleo, reduzindo a sua atividade hidrolitica, o que ndo ocorre em sistemas

que apresentam elevadas concentragdes de emulsdo (MENDES, 2004).
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pH: enzimas s@o biocatalisadores que possuem pH caracteristico de atuacdo em que sua
atividade ¢ maxima, denominado pH 6timo enzimatico. A maioria das enzimas apresentam
pH 6timo proximos a neutralidade, valores acima ou abaixo resultam no decréscimo da
atividade da enzima. O pH 6timo esta associado ao tipo de substrato, estado de pureza da
enzima, tampao ¢ métodos de ensaio. Quando submetidos a mudangas de pH, o caracter
ionico dos grupos carboxilicos e amino presentes nas enzimas sio afetados, ocorrendo
interferéncias em seu sitio catalitico e, consequentemente, conformidades a estrutura da
enzima (DONG; WANG; ZHENG, 2010). Segundo Sharma et al. (2013), o pH interfere na
estabilidade da interface dgua/dleo do meio reacional, uma vez que estd diretamente
associado a cargas elétricas, ocasionando maior exposi¢do do substrato ao sitio ativo da
enzima, favorecendo a sua atividade.

Temperatura: assim como apresentado pela concentragdo de substrato, o aumento da
temperatura do meio reacional resulta no aumento da velocidade de reagdo até atingir a
velocidade maxima de reacdio. Maior energia cinética ¢ fornecida as moléculas de enzima e
substrato com o aumento da temperatura, ocasionando um maior nimero de colisdes
produtivas por unidade de tempo. Reagdes de hidrolise enzimatica apresentam um
acréscimo das taxas de hidrolise em temperaturas mais elevadas devido as moléculas de
substrato adquirirem maior energia de ativagdo para superar o estado transiente da reacdo
de hidrdlise parcial (WANG et al., 2010). Segundo Doran (1995), a elevacdo adicional da
temperatura do sistema resulta na reducdo da velocidade de reacdo, em consequéncia da
desnaturacdo enzimatica induzida pela temperatura. A desnatura¢do da enzima devido ao
aumento da temperatura, além da temperatura 6tima, se da devido a maior energia fornecida,
interferindo nas forgas de interagdes fracas que mantém a estrutura tercidria da enzima
(DORAN, 1995).

Agentes Emulsificantes: constituidos por moléculas anfifilicas, os agentes emulsificantes
s@o responsaveis pela formag¢do de um filme molecular ordenado na interface agua/éleo,
capaz de reduzir a tensdo interfacial e superficial, resultando em uma melhor distribuigéo
de substratos aos sitios ativos das lipases, o que gera um aumento da atividade lipolitica das
enzimas. Devido ao fato das gorduras serem insoluveis em agua, a emulsificagdo facilita o
processo de hidrdlise pela agdo da lipase, aumentando muito a superficie do substrato
exposto a enzima. Apesar dos efeitos da utilizagdo de agentes emulsificantes em lipases
serem pouco estudados, em processos biotecnoldgicos, a goma arabica € o agente tensoativo

mais utilizado, conduzindo a elevadas atividades lipoliticas. Valores de atividade enzimatica
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$0 sdo comparaveis quando empregados os mesmos tipos de agentes emulsificantes e em
mesma concentracdo para a realizagdo de todos os ensaios experimentais, uma vez que a
determinacdo da atividade lipolitica varia em fung¢do do tipo de agente tensoativo
empregado e de sua concentracdo (MENDES, 2004).

o Efeito dos ions: os sais apresentam influéncia direta na a¢@o hidrolitica exercida pelas
lipases, podendo maximiza-la ou minimiza-la de acordo com o tipo de sal utilizado e sua
concentracdo. Em estudo realizado por Macedo (1995), as lipases de Penicillium roquefortii
apresentaram um incremento de atividade lipolitica na presenca de ions K*, Na*, Ca®* e
Mn?*, até a concentragdo de 1 mM. J4 na presenca de fons Fe3*, os valores de atividade
lipolitica reduziram drasticamente. Segundo Sharon et al. (1998), os metais pesados ¢ os
fons Fe?* ¢ Fe3* inibem a ago hidrolitica exercida pelas lipases pois a presenga desses

ions podem causar a alteracdo da conformagao dos sitios ativos das lipases.

3.6 Producio de células integras na hidrdlise de efluentes com elevado teor de lipideos

Os fungos filamentosos s@o fontes de lipases que apresentam os resultados de maior
potencial quando comparados as fontes animais e vegetais, porém a maior parte dos micro-
organismos produzem lipases extracelulares, o que requer etapas posteriores de separacio e
purificaco, encarecendo o seu processo de obtengdo (FUKUDA; KONDO; TAMALAMPUD],
2009). Os processos de separagdo, purificagdo e imobilizagdo da lipase extracelular
normalmente correspondem a mais de 70% do custo final da lipase (FUKUDA; KONDO;
TAMALAMPUDI, 2009).

Alternativas a fim de minimizar os custos de produgdo vem sendo desenvolvidas nos
ultimos anos como a aplicagdo de genética molecular, produzindo lipases que apresentam alta
seletividade e estabilidade, imobilizacdo em suportes solidos visando a reutilizacdo em
processos em batelada ou ainda a utilizacdo de células integras de fungos filamentos produtores
de lipases, dispensando gastos advindos dos processos de extracdo e purifica¢do. Entretanto,
esta ultima requer a utilizagdo de micro-organismos produtores de lipases intracelulares
(CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016).

A etapa de producdo de células integras ¢é realizada mediante cultivo celular, obtendo
enzimas aderidas no interior das células como consequéncia natural do crescimento celular
(CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016). Utilizando-se de técnica de fermentacdo
submersa, as células dos fungos filamentosos P, citrinum apresentam um crescimento em forma

de “pellets”, caracterizadas por massas esféricas de hifas que apresentam estrutura interna
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variavel, compactas e densas (ROMERO; BAIGORI; PERA, 2007). Segundo Papagianni

(2004), os fungos filamentosos sdo micro-organismos morfologicamente complexos, exibindo
diferentes formas estruturais ao decorrer de todo seu ciclo de vida, a densidade das hifas
apresenta importancia para o processo de difusdo dos nutrientes e oxigénio no interior da
biomassa micelial, apresentando consequentes efeitos acerca da forma de crescimento da
biomassa, particularmente no centro dos “pellets”.

A estrutura celular na forma de “pellets” age como uma matriz natural, responsavel por
proteger as enzimas da ag3o de agentes externos, de forma analoga ao apresentado pelas
matrizes utilizadas em processos de imobilizacdo enzimatica (ROMERQO; BAIGORI; PERA,
2007). Ao final do processo de cultivo celular e separacdo da biomassa fingica do meio de
cultivo por meio de filtragdo, a biomassa adquire um aspecto filamentoso e de elevada
resisténcia mecanica, explicado pela rigidez da parede celular dos fungos filamentosos
(PAPAGIANNI, 2004).

A literatura cita diversos artigos sobre a producao células integras com elevada atividade
lipolitica produzidas por diferentes espécies do género Mucor sp. (ANDRADE et al., 2014),
Geotrichum sp. (LOO et al., 2014), Rhizopus sp. (WANG et al., 2015) e Aspergillus sp.
(GULDHE et al., 2016), para a aplicagio em reagdes de hidrolise, esterificacdo e
transesterificagdo. No entanto, com relacdo a utilizagdo de células integras de fungos
filamentosos visando o pré-tratamento de despejos industrias contendo elevados teores de
lipideos, ndo existe relato na literatura nacional, apesar da potencialidade desse biocatalisador

de baixo custo em reagdes de hidrdlise de dleos e gorduras.

3.7 Imobilizaciio de células integras

A imobilizagéo de células integras ¢ definida como um confinamento fisico em regido
definida capaz de manter a atividade catalitica celular tanto em processos continuos e
descontinuos (COVIZZI et al., 2007). O processo de adesdo celular dos micro-organismos aos
suportes solidos se da por meio de ligagdes naturais fisico-quimicas (GUPTA, 2016).

Vantagens como o reaproveitamento do material bioldgico, devido a utilizacdo de
suportes solidos inertes com alta resisténcia mecanica, aumento da estabilidade enzimatica ¢ a
reutilizagdo em processos continuos e descontinuos sdo alguns dos principais beneficios
oferecidos pela imobilizagdo celular (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006). Entretanto, o

uso de células imobilizadas apresenta algumas desvantagens como o rompimento da matriz
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devido ao crescimento celular e limitagdes de transferéncia de massa e oxigénio, afetando a
fisiologia e cinética do crescimento celular. (WANG et al., 2005).

Em processos biotecnoldgicos, as técnicas de adsor¢do em suportes inertes,
encapsulamento em globulos, aprisionamento em matrizes poliméricas e ligagdo covalente,
cruzada ou idnica em suportes previamente ativados, sdo as principais técnicas de imobilizag¢éo
celular, normalmente aplicadas em processos de biotransformagdo (CORTEZ; DE CASTRO;
ANDRADE, 2016). A imobilizagio celular em suportes inertes ¢ muito utilizada devido a sua
simplicidade, baixo custo, facil manipulacio e grande diversidade de suportes existentes. A
escolha do suporte depende de suas propriedades fisicas e quimicas, das caracteristicas do
material bioldgico e das condi¢des de uso do sistema imobilizado, ndo existindo um suporte
universal aplicavel a qualquer processo € nem um método geral de imobilizagdo (KILONZO;
MARGARITIS; BERGOUGBOU, 2011).

A escolha de uma matriz adequada para a imobilizacdo celular € um fator de extrema
relevancia visando a obteng@o do produto desejado. Para cada micro-organismo e metabdlito
faz-se necessario a realizagdo de uma analise distinta (SILVA et al., 2006). Fatores como o
tamanho do poro, a porosidade e o grau de hidrofobicidade da matriz interferem na intensidade
da adesdo celular (COVIZZI et al., 2007).

Geralmente, processos de imobilizagdo celular envolvendo fungos filamentosos
requerem o uso de suportes porosos, visto que ocorre a adesdo das células microbianas na
superficie do suporte. Em suportes que apresentam poros de dimensdes elevadas, as células
microbianas em crescimento penetram no suporte, preenchendo todo o seu espago interno
(COVIZZI et al., 2007). Dentre os suportes porosos, as espumas de poliuretano e a bucha
vegetal se destacam, apresentando grande relevancia como suportes de imobilizacdo,
oferecendo suporte biologico e oxigenaco ideal para o crescimento de micro-organismos (JIN
et al., 2009; ANDRADE et al., 2012).

Caracteristica como grande area superficial com intersticios para o crescimento celular,
leveza adequada para o crescimento dos fungos, porosidade uniforme garantindo a troca gasosa,
estabilidade mecanica, quimica, térmica e bioldgica, resisténcia a degradagio enzimatica e
baixo custo comercial, fazem das espumas de poliuretano suportes de facil imobilizagdo,

garantindo sua viabilidade em processos industriais (SOARES, 2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

4.1.1 Micro-organismo

Para producdo das células integras com elevada atividade lipolitica foi utilizado o fungo
filamentoso Penicillium citrinun URM 4186, adquirido da Micoteca da UFPE (Universidade
Federal de Pernambuco). O fungo foi conservado em geladeira (4°C) em meio sélido PDA

(Difco®) e repicado a cada 4 meses.

4.1.2 Suporte de imobilizacdo
Para imobilizagio das células integras empregou-se espumas de poliuretano (Esfrebon®)
cortadas em cubos de 6 mm. As espumas foram previamente tratadas em solugdo HNO3 0,1 M

por 2 horas e lavadas em 4gua até pH neutro.

4.1.3 Meio de cultura

Para cultivo e imobilizacdo das células integras o meio de cultura liquido foi composto
por diferentes fontes de carbono (6leo de oliva comercial Carbonell®, éleo de soja comercial
Liza®, 6leo de canola comercial Liza® e dleo de girassol comercial Liza®), fontes de nitrogénio
(peptona de soja Himedia®, peptona bacterioldgica Kasvi® e peptona de soja Himedia® mais
extrato de levedura) , NaNO; 1 g/L (Synth®), KH,PO, 1 g/L (Synth®) e MgS0,.7H,0 0,5 g/L

(Synth®), o qual foi devidamente autoclavado a 121°C por 20 minutos.

4.1.4 Efluentes

Como fonte de substrato, foram utilizados soro de leite sintético em pd (Laticinios Porto
Alegre®™), contendo 2,7 g de proteinas, 15,3 g de carboidratos e 0,2 g de gorduras totais (valores
exibidos no rétulo da embalagem para cada 20 g de soro de leite em po), e dgua residuaria da

indistria de laticinios Bandeira®, localizada no municipio de Bandeira do Sul — MG,
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armazenada em geladeira (4°C) a fim de preservar sua autodegradagfo, verificando-a por meio

de analise de DQO a cada 2 meses.

4.1.5 Lodo Anaerobio

Os testes de biodegradabilidade anaerobia foram efetuados mediante a utilizagdo do
lodo granular anaerdbio da avicola Dacar®, sediada no municipio de Tieté-SP, armazenado em

frasco ambar a temperatura ambiente.

4.2 Procedimento experimental

A Figura 4 apresenta o fluxograma de execucdo do presente trabalho, sendo dividido em
3 etapas. Como primeira etapa, foram levados em conta o cultivo de células integras livres de
P citrinum, determinando as melhores condi¢des nutricionais e fisico-quimicas do cultivo ce-
lular, a fim de que se tenha um aumento da formagdo de biomassa e producado de lipase ligada
ao micélio. Com a determinag@o das melhores condigdes de cultivo celular, procedeu-se a etapa
de testes iniciais de hidrolise enzimatica, avaliando, primeiramente, a influéncia da concentra-
¢do de DQO e do carregamento enzimatico na hidrélise do soro de leite sintético como fonte de
substrato para posterior avaliacdo do desempenho lipolitico das células integras livres e imobi-
lizadas em trés diferentes valores de pH do meio reacional. Como terceira e tltima etapa, pode-
se avaliar o potencial de producao de gas metano e determinar o potencial de biodegradabilidade

do efluente industrial para trés diferentes condi¢des de ensaio.

4.3 Metodologia experimental

4.3.1 Preparacdo e imobilizacdo das células integras

O preparo ¢ imobilizacdo das células integras foram realizados conforme metodologia
descrito por Andrade et al. (2012). Para o preparo das células integras livres, em erlenmeyers
de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura foi inoculada uma suspensio de 1x107esporos
do fungo em agua estéril, os quais foram incubados em incubadora orbital shaker a uma

temperatura de 30°C e 170 rpm por um periodo maximo de 96h. Para o preparo das células
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integras imobilizadas, ao meio de cultura foram adicionados 0,6 g de cubos de poliuretano. Em

ambos 0s processos, a biomassa obtida (livre ou imobilizada) foi separada do meio de cultura

mediante filtracdo a vacuo, lavada com agua destilada e acetona e seca sob vacuo por um

periodo maximo de 48 horas.

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

Fonte: Do autor.
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4.3.2 Influéncia de parimetros nutricionais e fisico-quimicos na producdo de lipase
ligada ao micélio das células integras livres

A fim de aumentar a producdo de lipase ligada ao micélio nas células integras de P,
citrinum, foram investigados, em duplicata, a influéncia dos pardmetros nutricionais como fonte
de carbono e nitrogénio e os pardmetros fisico-quimicos como pH e temperatura, além da
influéncia da concentragdo de indculo no meio de cultura, dados como precursores da formagao
de biomassa e producdo de lipase ligada ao micélio (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE,
2016). Foram avaliados como fonte de carbono os dleos de oliva, soja, canola e girassol, ambos
adquiridos em mercado local e utilizados na concentragio de 30 g/L; como fonte de nitrogénio
investigou-se peptona bacterioldgica (70g/L), mistura de peptona de soja (35g/L) e extrato de
levedura (35g/L) e peptona de soja (35, 50 e 70 g/L); o pH do meio de cultura foi testado na
faixa entre 5,0 a 8,0 com um incremento de 0,5, através da adi¢do de HCl ou NaOH
concentrados; a faixa de temperatura avaliada foi de 30 a 40°C, com um incremento de 10°C e
quantidade de inéculo de 10°, 10°, 107 e 10% esporos do fungo filamentoso /100 mL de meio de

cultura foi investigada.

4.3.3 Reacgdes de hidrolise enzimadtica sob agitacdo em Shaker

Os testes iniciais de hidrdlise enzimatica do efluente, contendo elevado teor de lipideos,
foram realizados com base na metodologia modificada descrita por Mendes et al. (2006). As
reacdes foram realizadas em frascos Erlenemyers® de 250 mL e em frascos do tipo Duran® de
500 mL. O meio reacional contendo o substrato (aguas residuarias ou soro de leite sintético)
em pH (4,0 in natura; 7 ou 8) previamente ajustado pela adi¢do de NaOH concentrado foi
adicionado aos frascos juntamente com quantidades “previstas” de células integras livres ou
imobilizadas. A relagdo entre volume de substrato e massa de biocatalisador foi definida de
acordo com os valores de atividade enzimatica (U/g) fornecidos pelas células integras. As
reagdes ocorreram sob agitacdo orbital (170 rpm) em shaker por um periodo maximo de 48
horas a 37°C. Aliquotas, em duplicata, de 2,5 g do meio reacional foram retiradas para
quantificagdo dos acidos graxos liberados através de titulagdo acido base dos acidos graxos
formados utilizando como titulante solucdo de KOH 0,02M e fenolftaleina como indicador. O
preparo do branco seguiu o mesmo procedimento descrito, porém na auséncia de biocatalisador.

A porcentagem de hidrdlise foi calculada pela determinag@o da concentragdo de acidos graxos
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formados durante a reacfo de hidrolise dos triglicerideos presentes no substrato, conforme

Equacio 2 (MENDES, 2004).

(Va=Vp)*Mgon*1073+M

%Hidrdlise = —

* 100 (2)

em que V, representa o volume de solugio de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL), V,
representa o volume de KOH gasto na titulagdo do branco (mL), Mgy representa a molaridade
da solucdo de KOH utilizada no processo, M representa a massa molecular média dos &cidos
graxos no soro de leite (g/mol), m representa a massa da amostra (g) e f representa a fracdo de
lipideo presente no meio reacional.

O calculo da massa molecular média dos acidos graxos (“m”) presentes no soro de leite
sintético e no efluente foram estimados através da média ponderada de suas concentragdes,
determinados via analise cromatografica realizada na Escola de Engenharia de Lorena da
Universidade de Sdo Paulo (EEL-USP). As concentragdes médias dos acidos graxos

encontrados para as duas condigdes sdo mostradas na Tabela 5.

Tabela 5 - Composicdo média de acidos graxos presentes no soro de leite sintético laticinios
Porto Alegre® e no efluente da industria de produtos lacteos Bandeira®.

Acidos Graxos Soro Sintético (%) Efluente (%)

Caprilico (Cg.g) 2,04 2,12
Caprico (C19.0) 1,82 0,00
Laurico (C12.9) 5,69 11,35
Miristico (C14.0) 12,09 9,32
Palmitico (Cy¢.0) 33,71 33,13
Palmitoléico (Cq¢.1) 3,12 0,00
Margarico (C17.9) 0,50 0,98
Estearico (C1g.9) 12,19 31,06
Oleico (C15.1) 27,32 12,04
Linoleico (C1g.2) 1,52 0,00

“M?” calculado (g/mol) 256,92 257,05

Fonte: Do autor.
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4.3.4 Determinacdo do potencial de biodegradabilidade anaerobia e producdo de gds
metano do efluente industrial

Com o objetivo de avaliar o potencial de biodegradabilidade anaerébia e produgdo de
gas metano do efluente bruto e pds tratamento enzimatico com células integras livres de P,
citrinum, foram realizados seis ensaios de AME para trés diferentes condigdes, conforme

apresentados pela Tabela 6.

Tabela 6 - Constituicdo do meio reacional para realizacdo do teste de atividade metanogénica
especifica (AME).

Teste de Atividade Meio reacional

Metanogénica Especifica

1 Efluente industrial Bandeira® bruto e inéculo Dacar®
Efluente industrial Bandeira® bruto, células integras
2 lipoliticas livres e indculo Dacar®™
Efluente industrial Bandeira® pré hidrolisado e indculo
3 Dacar®

Fonte: Do autor.

Os testes de atividade metanogénica especifica (AME) foram realizados, em duplicata,
em reatores tipo batelada compostos por frascos Duran® de 500 mL, apresentando 350 mL de
meio em pH 7, mediante ajuste com solucdio alcalinizante NaOH 1M, e 106 mL de lodo
anaerdbio Dacar®™, com um headspace de aproximadamente 44 mL. Os frascos foram inseridos
em shaker sob agitacdo de 130 rpm e temperatura de 30°C, durante toda a realizagdo do
experimento. A parte superior do reator foi fechada hermeticamente, acoplando o keadspace do
reator ao sistema de medic¢do de producdo de metano.

A medicdo do volume de biogas produzido foi realizada de modo indireto, com um
sistema composto por um frasco Duran® de 1.000 mL contendo solugdo de hidréxido de sodio
(NaOH) a uma concentragdo de 15 g/L ¢ uma proveta de 500 mL. O headspace de cada reator
foi conectado ao frasco contendo a solugdo de NaOH de forma que todo o biogas produzido
fosse direcionado e borbulhado nesta solugfo, precipitando todo o CO; produzido na forma de
NaCOs3 (como produto da reagdo com a solugdo de NaOH), restando apenas CHy e tragos de

outros gases como constituintes do biogas formado.
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Por fim, o frasco contendo a solugéio de NaOH foi conectado a proveta. A medida que
o gas, um volume de NaOH era deslocado para uma proveta graduada, determinando-se assim
indiretamente o volume de metano produzido. O sistema de coleta e quantificagio de gas

metano pode ser observado na Figura 5.

Shaker
T=30°C |

NaOH15g/L  Proveta

Figura 5 — Esquematizagdo do sistema de coleta e quantificagdo de gas metano no ensaio de
atividade metanogénica especifica (AME).

Fonte: Do autor.

Com os resultados obtidos dos ensaios de AME, foi determinada a taxa maxima de
produgdo e a produgc@o maxima de gas metano, além da fase de adaptag@o dos micro-organismos

no processo de biodigestdo anaerobia, para cada condicio analisada.

Ao final do teste, aliquotas do meio reacional foram centrifugadas, por um periodo de
25 minutos a 4.000 rpm, sendo posteriormente submetidas as andlises de DQO e pH. A remocéo
da matéria organica, quantificada como DQO, foi utilizada como parametro de avaliacdo do
efeito do pré-tratamento enzimatico do efluente com células integras lipoliticas, tendo o
efluente bruto como controle na determinacdo do potencial de biodegradabilidade do efluente

industrial.
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4.4 Metodologia analitica

4.4.1 Determinacdo do teor de umidade das células integras

O teor de umidade das células integras, apos a etapa de filtragdo a vacuo e secagem em

dessecador, por um periodo maximo de 48 horas, pode ser calculado conforme Equacido 3.

— Mdmida— Mseca
Uamostra - - x 100 (3)
Mamida

em que Ugpmostrq Tepresenta o teor de umidade das células integras (%), Mymiqq representa a
massa de micélio apds secagem em dessecador, contendo vacuo, silica gel e pentoxido de
fosforo (g) e mg., representa a massa aferida de micélio apds secagem em estufa a 103°C por

um periodo de 24 horas (g).

4.4.2 Determinagdo da atividade hidrolitica das células integras

A atividade enzimatica das células livres ¢ imobilizadas foi determinada pelo método
de hidrolise, conforme metodologia modificada por Andrade et al. (2014). O substrato foi
preparado pela emulsdo de 10 mL de azeite de oliva e 90 mL de 4gua destilada e goma arabica
a 3% (m/v). Em frascos Erlenmeyer® de 125 mL foram adicionados 5 mL de substrato, 4 mL
de solugdo tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 8,0) e 1 g de células imobilizadas (massa seca)
ou 1,0 ml do caldo fermentado. Os frascos foram incubados a 37°C por 5 minutos, em banho
termostatizado com agitagdo. Apds o periodo de incubag@o, a reagdo foi paralisada pela adi¢ao
de 10 mL de uma mistura de etanol e 4gua destilada (1:1). Os 4cidos graxos liberados foram
titulados com solu¢do de KOH 0,02 M, utilizando fenolftaleina como indicador. Os calculos
foram realizados pela Equacéo 4, sendo uma unidade de atividade definida como a quantidade
de enzima que libera 1pmol de 4cido graxo por minuto de reagdo, nas condi¢gdes do ensaio. As

atividades séo expressas em pmol/g.min (U/g).

(Va=Vp)*Mgon*103

t¥Mseca

A(U) = “4)
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em que V, representa o volume de titulante gasto na titulagdo da amostra (mL), V;, representa o
volume de titulante gasto na titulagdo do branco (mL), Mgy representa a molaridade do
titulante utilizado (mol/L), t representa o tempo de reagdo (mim) e mg,., a quantidade de massa
seca de biocatalisador utilizada durante a reagdo (g) ou a quantidade do caldo fermentado

utilizado durante a reag@o (g).

4.4.3 Determinacdo da concentracdo de dcidos graxos livres

A andlise de porcentagem de acidos graxos livres foi realizada mediante metodologia
descrita por AOAC (2003). Em Erlenmeyer® de 250 mL, foram adicionados 1 g de amostra do
efluente hidrolisado ¢ 10 mL de alcool etilico absoluto P.A. Em seguida, foi realizada titulacio
acido base, utilizando solugdo de KOH (0,02 M) como titulante e indicador fenolftaleina, até a
obtencao da coloracdo rosea do sistema. O célculo da porcentagem de acidos graxos ¢ descrito

conforme a Equacéo 5.

AGL (mM) = Ya=Vp)N.107 V;’;'N'“’g (5)

em que V, refere-se ao volume de solu¢do de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL), V,
refere-se ao volume de solugdo de KOH gasto na titulagdo do branco (mL), N refere-se a

molaridade da solugdo de KOH (mol/L) e M a massa de amostra utilizada (g).

4.4.4 Determinacdo da concentragdo de lipideos

Para a determinag@o do teor lipidico dos efluentes, fez-se o uso da metodologia padréo
conforme descrita no Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA;
AWWA; WEEF, 2012). Para tanto, a concentrac@o de lipideos foi quantificada via extracdo em
Soxhlet, utilizando hexano como solvente extrator.

Um volume de amostra do efluente de 200 mL foi acidificado com solugdo concentrada
de HCI, adicionando-se 5 mL de solugdo para cada 1.000 mL de amostra do efluente.
Posteriormente, foi realizada a filtra¢ao a vacuo do efluente acidificado, utilizando-se um disco
de tecido acoplado a um papel de filtro e uma camada de terra diatomacea. O material retido,

composto pelo papel de filtro e a torta de diatomita, contendo toda a carga lipidica retida do
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efluente, foi introduzido em cartucho de extragdo, previamente descontaminado e seco em
estufa a 103°C por um periodo de 30 minutos, iniciando a etapa de extragdo com hexano por
um periodo de 2 horas. Apds resfriamento, o hexano contendo toda a carga lipidica foi
introduzido em rotaevaporador a 20 rpm por um periodo de 4 horas. O solvente foi evaporado
e o baldo de destilagdo, contendo toda a carga lipidica, foi colocado em estufa a 103°C para
secagem e aferi¢cdo de sua massa.

A determinag@o da concentragdo de lipideos presentes no efluente, pode entdo ser
calculada pela diferenca da massa aferida do baldo de destilagdo contendo a carga lipidica seca
do efluente ¢ a massa aferida do baldo de destilacdo vazio, dividido pelo volume de amostra do

efluente utilizado, conforme descreve a Equagdo 6.

Lipideos (%) — Mseco— Myazio (6)

Va

em que M., refere-se a massa obtida do baldo de destilacdo contendo a carga lipidica do
efluente (mg), M,,,,i,refere-se a massa do baldo de destilagdo vazio (mg) e V, refere-se ao
volume de amostra do efluente utilizado para determinagio da concentragdo de lipideos

presentes no efluente (L).

4.4.5 Teor de solidos e demanda quimica e oxigénio

A analise para a determinag@o do teor de solidos e demanda quimica de oxigénio (DQO)
foram realizadas conforme uso da metodologia padrdo descrita no Standard Methods for

Examination of Water and Wastewater (APHA; AWWA; WEF, 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacio das condicdes 6timas de preparo das células integras livres

As células integras livres e imobilizadas foram preparadas a partir do cultivo em meio
de cultura liquido, conforme descrito em 4.3.1. As células integras livres forneceram um
crescimento celular médio de 18 + 2 g/L de biomassa seca e atividade lipolitica média na
biomassa de 88 = 17 U/g e no filtrado 10,6 = 0,7 U/mL. A fim de aumentar a produgéo de lipase
ligada ao micélio, julgou-se necessario investigar a influéncia dos parametros nutricionais e
fisico-quimicos na produgéo das células integras.

Fatores nutricionais e fisico-quimicos tais como adi¢do de substratos lipidicos como
fonte de carbono, fonte de nitrogénio, presenca de micronutrientes, pH, temperatura, agitacdo
constante durante o cultivo celular e quantidade de indculo sdo elementares para o crescimento
microbiano e determinacdo das melhores condi¢des da producdo de enzimas de elevada
atividade lipidica (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016).

Para tanto, foram estudados a influéncia dos parametros fonte de carbono (FC), fonte de
nitrogénio (FN), pH, temperatura e concentracdo de indculo do meio de cultura liquido. A
selecdo da melhor fonte de carbono para a produgdo de enzimas lipoliticas é especifica para
cada micro-organismo, variando desde a escolha de fonte de carbono simples como agucares
até a utilizag@o de dleos, triacilglicerdis ou qualquer outro tipo de agente indutor como acidos
graxos. A producdo de lipases a partir de micro-organismos independe da adicdo de substratos
lipidicos presentes no meio de cultura. Entretanto, diversos estudos em literatura indicam que
as fontes de carbono lipidicas sdo capazes de aumentar o nivel de atividade lipolitica das
enzimas obtidas, sendo consideradas essenciais para a obten¢do de um alto rendimento em
lipase (CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2016).

Inicialmente foram realizados cultivos, em duplicata, sob diferentes fontes de carbono
(FC), fixando os demais parametros: FN peptona de soja 70g/L, pH 7,0, temperatura 30°C e
quantidade de inéculo 1x10°esporos, medindo-se a atividade lipolitica e o crescimento celular
ao final de 96h de cultivo, conforme descrito na se¢do 4.4.2. Os perfis de atividade enzimatica,

do filtrado e da biomassa, bem como o crescimento celular sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6 — Perfil de crescimento celular (m), atividade lipolitica do filtrado (. ) e da biomassa
() empregando diferentes fontes de carbono a 30 g/L no cultivo das células
integras do fungo filamentoso P. citrinum. Condic¢des de cultivo: FN peptona de
soja 70g/L, pH 7,0, 30°C e 1x10%esporos.

Fonte: Do autor.

Em termos de crescimento celular, os 6leos de oliva e girassol foram os que promoveram
maior formacdo de biomassa, com valores de 28,1 + 0,9 € 26,3 +0,4 g/L, respectivamente (Fi-
gura 6). No entanto, o mesmo comportamento néo foi observado para a atividade enzimatica da
biomassa, visto que o 6leo de oliva apresentou valor muito superior (199 + 27 U/g), indicando
que o crescimento celular mais expressivo ndo implica em maior atividade enzimatica. Isso
refor¢a a hipotese de que a composicado do triglicerideo influencia diretamente na producédo de
lipase ligada ao micélio.

Esse resultado corrobora com diversos estudos presentes na literatura sobre a otimizagao
do meio e das condi¢des de cultivo de micro-organismos, os quais relatam que os efeitos de
diferentes 6leos indutores na producdo de lipase sdo causados pelos acidos graxos presentes em
sua composicdo, sendo o acido oleico o principal responsavel pela producdo de enzimas de
elevada atividade lipolitica, tendo a sua produgdo diretamente relacionada com a quantidade de

acido oleico presente em cada 6leo (YANG et al., 2005; WANG et al., 2008; ZENG et al., 2006).
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Yang et al. (2005) investigaram a influéncia de diferentes acidos graxos como fonte de
carbono na produgéo de lipases intracelulares de R. arrhizus, tendo o acido oleico o melhor
agente indutor. Andrade et al. (2004) avaliaram o efeito dos 6leos vegetais de soja, de oliva, de
linhaga e de castanha-do-pard, no cultivo de células integras de Mucor circinelloides, sobre o
crescimento celular e a atividade lipolitica. Segundo os autores, todos os 6leos utilizados como
fonte de carbono foram benéficos ao crescimento celular e a atividade lipolitica das células
cultivadas, valores maximos foram obtidos mediante a utiliza¢do de 6leo de oliva na concen-
tracdo de 30 g/L. Concentracdes superiores a 30 g/L. promoveram a inibi¢do do crescimento
celular, ja o fornecimento pobre de nutrientes reduziu a taxa de producdo de lipase em conse-
quéncia da diminui¢do do crescimento celular. Ainda segundo os autores, a maximizacdo da
atividade lipolitica esta relacionada a alta proporg¢do de acido oleico (70%) presente no dleo de
oliva, sendo superior aos demais dleos indutores utilizados.

Sun et al. (2010) citam que diferentes 6leos indutores resultam em composi¢des variadas
da membrana celular das células integras, influenciando diretamente na atividade catalitica e
sua estabilidade operacional.

Em ambos os ensaios realizados, variando diferentes fontes de carbono, foram verifica-
dos valores baixos de atividade enzimatica no filtrado, indicando a reteng@o da lipase ligada ao
micélio.

Sendo o 6leo de oliva a fonte de carbono que forneceu os melhores resultados em termos
de atividade enzimatica, o mesmo foi utilizado nos demais cultivos na concentragéo de 30 g/L.
Fixando-se os demais pardmetros pH 7,0, temperatura 30°C e quantidade de indculo 1x10%es-
poros, a variagdo da fonte de nitrogénio foi avaliada e os seguintes perfis de crescimento celular
e de atividade lipolitica tanto do filtrado como da biomassa foram obtidos, conforme represen-

tados na Figura 7.
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Figura 7 - Perfil de crescimento celular (m), atividade lipolitica do filtrado ([l ) ¢ da biomassa
() empregando diferentes fontes de nitrogénio no cultivo das células integras do
fungo filamentoso P. citrinum. Condigdes de cultivo: FC 6leo de oliva 30g/L, pH 7,0,
30°C, 1x10%esporos (*35 g/L, **50 g/L e ***70 g/L).

Fonte: Do autor.

Ao avaliar a influéncia da fonte de nitrogénio em diferentes concentragdes, verificou-se
na Figura 7 que ao final do cultivo celular, ndo foram observadas mudangas significativas em
relacdo ao crescimento de células integras, apresentando o mesmo perfil de crescimento, que
variou entre 22 + 4 ¢ 28 + 3 g/L. Com relacdo a atividade enzimatica da biomassa, novamente
verifica-se que ndo houve relacdo direta entre a biomassa e a produgfo de lipase ligada ao mi-
célio, sendo observada que dentre as concentracdes e fontes de nitrogénio testadas, a peptona
de soja na concentragio de 70g/L, foi a que apresentou a maior atividade lipolitica dentre todas
as variagOes testadas. Esses resultados sdo similares aos obtidos por Andrade et al. (2014) que
investigaram diferentes fontes de nitrogénio no cultivo de células integras de Mucor circinelloi-
des.

A fonte de nitrogénio apresenta um importante papel na sintese enzimatica, sendo espe-

cifica para cada tipo de micro-organismo. Fontes de nitrogénio orgénicas ou inorganicas podem
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ser utilizadas durante o cultivo celular. Yang et al. (2005) relataram que a peptona de soja favo-
rece a sintese de lipase ¢ a atividade enzimatica de células imobilizadas de R. arrhizus, sendo
este beneficio atribuido a proteina macromolecular e aos 6leos que constituem a peptona de
soja.

De forma analoga aos cultivos celulares realizados em diferentes fontes de carbono,
foram encontrados baixos valores de atividade enzimatica no filtrado.

Definidas as fontes de carbono e nitrogénio, representadas por 6leo de oliva (30 g/L) e
peptona de soja (70 g/L), respectivamente, variou-se o pH do meio de cultura entre 5 e §, com
um incremento de 0,5, para os valores fixos de temperatura 30°C e quantidade de indculo
1x108%esporos. O perfil de crescimento celular ¢ de atividade enzimatica tanto para o filtrado

como para a biomassa ¢ representado pela Figura 8.
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Figura 8 - Perfil de crescimento celular (m), atividade lipolitica do filtrado (. ) ¢ da biomassa
(M) empregando diferentes pHs no cultivo das células integras do fungo filamentoso
P. citrinum. Condigdes de cultivo: FC 6leo de oliva 30g/L, FN peptona de soja 70g/L,
30°C e 1x10%esporos.

Fonte: Do autor.
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Pode-se observar na Figura 8 que o valor de atividade lipolitica para a biomassa seca
obtida do cultivo em meio de cultura liquido em pH 7,0 foi o que apresentou melhor resultado,
sendo este expresso em 249 + 14 U/g, a um crescimento celular médio de 33,4 + 0,9 g/L de
meio de cultivo. Cultivos realizados em pH’s diferentes influenciaram negativamente no cultivo
celular de células integras de P. citrinum, assim como na atividade enzimatica média das células
integras. Observa-se que empregando as melhores condi¢des nutricionais, a variagdo do pH do
meio de cultivo préximo a neutralidade promoveu uma relagdo direta entre a biomassa formada
e a respectiva producdo de lipase ligada ao micélio. Isso pode estar relacionado ao fato de que
pHs proximos a neutralidade estdo de acordo com o meio de cultivo inicial que possui pH 7,0
+ 0,3, sendo este o pH ideal de crescimento e produgéo de lipase ligada ao micélio para as
células integras de P. citrinum. Entretanto, diferentes resultados foram reportados para outros
géneros ¢ espécies de fungos filamentosos. Essamri et al. (1998), em estudo da otimizagdo da
produgio de lipase de Rhizopus oryzae, verificaram que a atividade enzimatica para esta espécie
de fungo ¢ maxima em meio contendo pH 8,5, valor diferente encontrado por Wang et al. (2008),
verificando um valor de pH 6timo de 6,0 para a produg@o de células integras de Rhizopus
chinensi. Ja segundo Yang et al. (2005), utilizando linhagens do fungo Rhizopus arrhizus, os
valores de atividade lipolitica foram maximizados em meio contendo pH inicial de 7,18.

Mediante tais circunstancias, pode-se concluir que os valores de atividade lipolitica en-
contrados utilizando meio de cultura liquido em pH 7,0 para a produgéo de células integras do
fungo filamentoso P. citrinum foram os que apresentaram melhores resultados. Ressalta-se,
ainda, que todos os ensaios promoveram a reten¢do da atividade enzimaética das lipases ao mi-
célio, fato verificado pelos baixos valores de atividade enzimatica do filtrado posterior cultivo
celular.

A fim de verificar a influéncia da temperatura na etapa de cultivo das células integras,
foram realizados dois cultivos, um em temperatura fixa de 30°C e outro na temperatura de 40°C,
ambos realizados nas seguintes condigdes otimas definidas 6leo de oliva (30 g/L), peptona de
soja (70 g/L), pH 7,0 e quantidade de indculo 1x10°esporos.

Ao final de 96h sob temperatura de 30°C, as células integras apresentaram crescimento
celular de 22 + 3 g/L. de biomassa seca e atividade lipolitica média de biomassa de 218 + 17
U/g e de filtrado de 10,6 £ 0,7 U/mL. No entanto, sob temperatura de 40°C néo houve cresci-
mento celular das células integras, indicando que o incremento em 10°C da temperatura de
cultivo foi inibitdério ao desenvolvimento das células. Resultados semelhantes foram obtidos

por Essamri et al. (1998), que verificaram que o cultivo celular de células integras de R. oryzae
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apresentam temperatura o6tima de 30°C, e que valores superiores promoveram um decaimento
da atividade enzimatica, sendo nula na temperatura de 45°C.

O ultimo parametro avaliado foi a quantidade de inoculo expresso em concentragdo de
esporos. Fixadas as condi¢gdes de cultivo em 6leo de oliva (30 g/L), peptona de soja (70 g/L),
pH 7,0 e temperatura de 30°C, os valores referentes ao crescimento celular e a atividade lipoli-

tica, tanto para o filtrado como para a biomassa, sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9 - Perfil de crescimento celular (m), atividade lipolitica do filtrado (. ) e da biomassa
(B ) empregando diferentes quantidades de indculo no cultivo das células integras
do fungo filamentoso P. citrinum. Condigdes de cultivo: FC 6leo de oliva 30g/L, FN
peptona de soja 70g/L, 30°C e pH 7,0.

Fonte: Do autor.

A Figura 9 mostra que o maior valor de crescimento celular (34 + 5 g/L) e atividade
lipolitica (287 + 20 U/g) foi obtido ao utilizar concentragio de 1x107esporos do fungo fila-
mentoso P. citrinum e que ndo houve variagéo significativa na produgdo de biomassa com o
aumento da concentragéo de esporos.

Andrade et al. (2014) relatam que a concentrag@o de indculo pode ser um fator critico
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para o processo de producdo de células integras livres ou imobilizadas, além de afetar direta-
mente na atividade da lipase. Segundo os autores, ndo houve diferencas significativas no cres-
cimento celular de células integras de Mucor circinelloides, entretanto, valores maximos de
atividade lipolitica foram obtidos quando utilizados valores baixos de niveis de indculo (1x10°
€Sporos).

Teng et al. (2008) mostram a influéncia do in6culo na morfologia fingica. Em estudo
da relagdo da morfologia de células integras de R. chinensis e produgéo de lipases empregando
diferentes niveis de indculo, foi obtido um aumento da produgéo de lipase quando o micélio
cresceu como filamentos emaranhados, fato observado quando foram utilizados niveis mais
baixos de inéculo. Ainda segundo os autores, niveis superiores a 1x107 esporos tendem a for-
mar micélios dispersos levando a reducdo da producdo de lipase.

De maneira geral, pode-se perceber que em todos os ensaios realizados nesta etapa, in-
dependente da condi¢@o adotada como sendo 6tima, houve retengéo da lipase ao micélio, apre-
sentando de forma minimizada a liberagdo de enzimas extracelulares durante o cultivo celular.
Isso confirmou-se pelos valores de atividade enzimatica médio do filtrado que foram de apenas
15,2 £ 1,4 U/g comparado ao valor médio de 240 &= 18 U/g apresentado pela biomassa seca
apods etapa de determinagdo das melhores condi¢des do crescimento celular. Isso indica que
todos os parametros adotados, além de aumentar, também favorecem a producido de lipase li-
gada ao micélio.

Deste modo, foram estabelecidas, ao final desta etapa, as melhores condi¢des de cultivo
de células integras livres e imobilizadas com atividade ligada ao micélio, conforme mostra a

Tabela 7.

Tabela 7 - Determinag¢do das melhores condi¢des de cultivo de células integras do fungo
filamentoso Penicillium citrinum.

Parametros Melhor condicio
Fonte de Carbono (30 g/L) Oleo de oliva
Fonte de Nitrogénio (70 g/L) Peptona de soja
pH 7,0
Temperatura (°C) 30
Quantidade de indculo/100mL de meio de cultura 1x10’

Fonte: Do autor.
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5.2. Caracterizacio dos efluentes

Composto pelo soro de leite residual proveniente do beneficiamento de leite para a pro-
dugdo de produtos lacteos e queijos, agua de lavagem de dutos e tanques de leite, bem como de
pisos e demais setores da fabrica, esgoto sanitario e reagentes utilizados nos laboratdrios de
qualidade, o efluente da industria de produtos lacteos Bandeira® pode ser caracterizado quanto
a densidade, umidade, série de solidos, pH, concentragdo de lipideos e demanda quimica de
oxigénio (DQO). De forma analoga a caracterizagdo realizada para o efluente industrial, foi
caracterizada uma solucdo contendo o soro sintético em uma concentrag¢do tedrica de DQO

50.000 mg/L. Os resultados obtidos estdo representados na Tabela 8.

Tabela 8 - Caracterizacdo do efluente da industria de produtos lacteos Bandeira® e de uma
solugdo contendo soro de leite sintético em uma concentragcdo de DQO 50.000 mg/L.

Parametros Efluente industria Bandeira® Soro de leite sintético
Densidade (g/mL) 1,046 £ 0,003 1,009 £ 0,006
Umidade (%) 91,6 + 0,2 93,7+ 0,4
Sélidos Totais (g/L) 90,4 + 0,3 63,0 + 0,3
Soélidos Volateis (g/L) 86,07 + 0,08 60,9 + 0,3
Sélidos Fixos (g/L) 44 +04 2,1 203
pH 3,97 +£0,08 5,87 + 0,06
Lipideos (mg/L) 3.100 =54 1.480 + 13
DQO (mg/L) 44.162 + 1.348 49.854 + 1.587

Fonte: Do autor.

A partir dos valores obtidos na Tabela 8, verifica-se que o valor de umidade encontrado
para o efluente industrial e para o soro de leite sintético analisado € proximo ao valor verificado
no efluente utilizado por Parzianello (2011) que avaliou a biodigestio anaerdbia da mistura de
residuos avicolas e lacteos, cuja umidade do residuo ficou em torno de 94,9 %.

O valor de DQO de 44.162,8 + 1.348 mg/L do efluente industrial bruto, aliado ao alto
valor de lipideos (3.100 =54) encontrados, mostra a necessidade da realizagdo do pré-
tratamento enzimatico do efluente. O descarte de efluentes que apresentam elevados valores de
DQO representam impacto ambiental negativo, promovendo danos potenciais a biota. Sistemas

de tratamento de aguas residuarias que apresentam elevados teores de remocdo de DQO
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apresentam uma alternativa no controle dos impactos ambientais gerados pelo descarte
incorreto dos efluentes industriais.

Concentragdes de lipideos superiores a 600 mg/L. foram encontrados nos efluentes
utilizados por Cammarota, Teixeira e Freire (2001), Valente et al. (2010) e Leal et al. (2006),
sendo considerados efluentes que apresentam elevadas concentra¢des de lipideos, precursores
dos problemas enfrentados no emprego de sistemas de tratamentos bioldgicos convencionais.
Mendes (2004) cita concentracdes médias de lipideos de 4.680 mg/L nos efluentes gerados
pelas industrias de laticinios.

Concentragdes de lipideos elevadas, como as encontradas nos efluentes industriais de
produtos lacteos, apresentam condigdes ideais para o emprego de enzimas lipoliticas, uma vez
que estes efluentes apresentam fontes de substrato em qualidade e abundancia devido aos
elementos que os constituem.

Um dos principais pardmetros do residuo para tratamento de efluentes e producdo do
biogas € o teor de solidos volateis, quanto maior a sua concentragdo, maior ¢ a quantidade de
matéria organica a ser degradada pelas bactérias anaerobias no processo de biodigestao (VON
SPERLING, 2005). A partir da Tabela 8, constata-se que o valor de s6lidos volateis obtidos foi
alto, em torno de 90% dos soélidos totais, apresentando um alto potencial de degradagdo e

producdo de biogas.

5.3 Pré-tratamento enzimatico do soro de leite e efluente industrial empregando
células livres

5.3.1 Avaliacio da influéncia de DQO na hidrdlise enzimadtica do soro de leite sintético

Para a realizacdo dos testes iniciais de hidrolise enzimatica, foi utilizado soro de leite
sintético em cinco diferentes concentragdes tedricas de DQO em mg/L, com o objetivo de ava-
liar a influéncia da concentragdo de DQO na atuacdo das células integras na hidrdlise desse
substrato. Em todos os ensaios foram empregados 10 % de células integras livres em relacdo ao
substrato equivalendo a um carregamento de atividade fornecida de 8.300 U.

Cinco solugdes de diferentes concentragdes de DQO foram preparadas e submetidas a
reagdo de hidrolise por 6 horas. A Tabela 9 mostra os valores em concentragdo de gordura para
cada solugdo preparada e a Figura 10 mostra os resultados obtidos para cada ensaio de hidrolise

do soro de leite sintético.
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A realizacdo da analise, em duplicata, da concentragdo de 6leos e gorduras foi realizada

para uma amostra de soro de leite sintético, a uma DQO teorica de 50.000 mg/L, presente em
um volume de 200 mL. Deste modo, foram encontrados os valores da concentra¢do de déleos e
gorduras para as demais concentra¢des de DQO, dividindo o valor encontrado referente a DQO

tedrica de 50.000 mg/L pelas demais concentragdes de DQO.

Tabela 9 - Concentragdo de lipideos para diferentes concentragdes de DQO (mg/L) do soro de
leite sintético.

Amostras DQO tedrica (mg/L) Oleos e gorduras (mg/L)
1 1.000 30
2 5.000 150
3 10.000 300
4 30.000 900
5 50.000 1500

Fonte: Do autor.
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Figura 10 - Influéncia da concentragcdo de DQO (mg/L) na hidrélise do soro de leite sintético

empregando células integras livres de P. citrinum. Condigdes de cultivo: pH inicial
8,37°C, 8.300 U, 6 h. Erro analitico: 3%.

Fonte: Do autor.

Nota-se na Figura 10 que a concentragéo tedrica de DQO de 50.000 mg/L apresentou a
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melhor porcentagem de hidrolise (9743 %) em comparacdo as demais, sendo este o valor de
concentracdo de DQO proximo ao valor médio encontrado para os efluentes de industrias de
produtos lacteos e do soro de leite proveniente da fabricacdo de queijos.

Em estudo realizado por Mendes (2004), efluentes da industria de derivados lacteos
apresentam pH médio de 7,2, podendo variar entre 4,5 ¢ 9,4. Ja o efeito do pH sobre o trata-
mento anaerdbio de dguas residuarias é 6timo entre 6,4 ¢ 7,2 (NOGUEIRA, 1986).

A Figura 11 apresenta o comportamento do pH sob diferentes concentragdes de DQO,

em mg/L, durante a etapa de hidrdlise do soro de leite sintético, ao final de 6 horas de reagao.
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Figura 11 - Perfil do pH obtido ao final da hidrolise do soro de leite sintético (m) sem pré-
tratamento (controle) e (0) com pré-tratamento empregando células integras livres
de P. citrinum. Condigdes de cultivo: pH inicial 8,37°C, 8.300 U, 6 h. Erro analitico:
1%.

Fonte: Do autor.

Pode-se verificar que o pH do meio tende a ficar mais 4cido devido a conversdo de
triacilgricerdis em acidos graxos de cadeia longa (AGCL) e glicerol, os quais serdo
posteriormente degradados em estruturas mais simples como o didéxido de carbono e metano,

ao final da etapa de biodigestdo anaerobia. Observa-se também que o pH apresentado pelo soro
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de leite hidrolisado encontra-se na faixa de pH otima para o posterior processo de biodigestao
anaerobia.

Valores de pH do efluente acima de 8,5 reduzem de forma significativa a eficiéncia de
caixas de gordura para a remogao de lipideos em estado livre. Durante o tratamento primario
de aguas residuarias, o pH elevado, acima de 8,5, também pode causar a saponificacdo ou a
emulsificagcdo do meio, além do excesso de detergentes presentes no meio podem prejudicar a
separagdo das particulas de gordura, havendo a formacdo de particulas de gordura de menor
tamanho, consequentemente, com menor velocidade ascensional. Adi¢cdes de produtos
quimicos sdo responsaveis pela quebra da formac¢do de emulsdo, seguida de flotagdo com ar
dissolvido, porém estes apresentam custos operacionais elevados, além da geracdo de lodo
quimico (MARSHALL; HARPER, 1984).

Segundo Portes (2005), durante o processo de biodigestdo anaerdbia, o pH do meio
reacional deve ser monitorado a fim de que nio haja a interrup¢o do processo em meio acido
ou favoreca a inibi¢do do processo em meio alcalino.

A Figura 12 representa o perfil de formacgao de acidos graxos livres, ao final de 6 horas
de reagdo, durante a etapa de hidrolise do soro de leite sintético sob diferentes concentragdes

de DQO, em mg/L.

350

300

2580 S

200 S

150

100

50

Acidos Graxos Livres (mM)

4000 000 ﬂﬂgﬁ‘:‘ ﬁgﬁﬁ%ﬂgﬁﬁ mﬂﬁﬁﬁggﬁﬁ
DQO (mg/L)

Figura 12 - Perfil da formacdo de acidos graxos livres, em mmol/L, ao final da hidrolise do
soro de leite sintético (. sem pré-tratamento/controle; M com pré-tratamento)
empregando células integras livres de P. citrinum. Condigdes de cultivo: pH inicial
8, 37°C, 8.300 U, 6 h. Erro analitico: 3%.

Fonte: Do autor.
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A concentracdo tedrica de DQO de 50.000 mg/L foi a que apresentou o melhor indice
de formagao de acidos graxos livres (298 = 9 mmol/L), cerca de 12 vezes acima do valor apre-
sentado pelo efluente sem o pré-tratamento enzimatico.

Segundo Cammarota, Texeira e Freire (2001), em estudo do emprego de enzimas lipo-
liticas de Penicillium restrictum, obtidas por técnica de fermentagdo em estado sélido, na hi-
drélise de efluentes de produtos lacteos de elevado teor lipidico, foram observados um decai-
mento da concentracdo de acidos graxos livres apds 24 horas de reacao, fato este atribuido pelos
autores ao consumo de acidos graxos livres como substratos por micro-organismos aerobicos
presentes no meio reacional.

Leal et al. (2006) relatam que a produgéo de acidos graxos aumentou quase linearmente
nas primeiras 12 horas de hidrdlise dos efluentes da industria de laticinios em trés diferentes
concentragdes de lipideos (200, 600 e 1.000 mg/L) analisadas. Apds as primeiras 12 horas de
reagdo, os testes conduzidos a temperatura de 45°C produziram éacidos graxos livres de forma
mais rapida, fato ndo observado nos experimentos conduzidos a temperaturas de 25 e 35°C,
utilizando lipases de Penicillium restrictum,

Ao final desta etapa, pode-se verificar que o comportamento do pH e formacao de acidos
graxos livres apresentados pelo meio reacional, inicialmente em pH 8,0 ¢ DQO 50.000 mg/L
(tedrica), apds pré-tratamento enzimatico, podem trazer beneficios quanto ao posterior processo
de biodigestao anaerobia, levando a um incremento do potencial de biodegradabilidade do eflu-
ente e produgio de biogas.

Mediante realizagdo de testes iniciais, verifica-se a potencialidade da utilizagdo de lipase
ligada ao micélio no pré-tratamento enzimatico de efluentes com alto teor de carga lipidica,
uma vez que a digestdo anaerobia ¢ um processo lento limitado pela liberagdo de acidos graxos

pelos micro-organismos especificos com atividade lipolitica.

5.3.2 Influéncia do carregamento de atividade fornecida pelas células integras livres na
hidrolise enzimdtica do soro de leite sintético e do efluente

Com o objetivo de avaliar a influéncia do carregamento de atividade fornecida e as
condi¢cdes de homogeneizacdo do meio reacional, foram testados trés diferentes valores de
carregamento enzimatico, em duplicata, no processo de hidrdlise do soro de leite sintético, em
meio reacional preparado com DQO 50.000 mg/L (tedrica), devido ao melhor desempenho

obtido nos testes preliminares. A Figura 13 descreve o perfil cinético obtido ao longo de 48
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horas de reagdo de hidrdlise.
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Figura 13 - Perfil cinético da hidrolise do soro de leite sintético empregando diferentes
carregamentos enzimaticos (A 1.300 U; m 2.300 U e o0 4.500 U) das células
integras livres de P. citrinum. Condigdes de cultivo: pH 8, 37°C, DQO 50.000
mg/L, 24 h.

Fonte: Do autor.

Na Figura 13, pode-se observar que o grau de conversdo de triacilglicerol em acido
graxo de cadeia longa (AGCL) e glicerol, utilizando células integras livres como biocatalisador,
¢é proporcional a atividade enzimatica fornecida ao meio. Entretanto, os experimentos indicaram,
por meio de observacdo experimental, que os ensaios realizados com carregamento de 1.300 U
apresentaram melhores condigdes de homogeneizacdo em comparacdo aos demais
carregamentos, visto que, valores maiores de atividade fornecida requerem maiores quantidades
de biocatalisador para o mesmo volume de meio reacional, o que dificulta a homogeneizagio e
promove a formaco de residuo so6lido pela compactagdo das células suspensas. Além disso
verificou-se em trabalhos que empregam solidos fermentados com enzimas lipoliticas na
hidrolise de efluentes industriais, como os apresentados por Valente et al. (2010), Leal et al.
(2006) e Cammarota, Teixeira e Freire (2001), a utilizagdo do biocatalisador em concentragdes
inferiores a 2% m/v.

Dessa forma, para os testes subsequentes com efluente foi adotado o carregamento de



59

1.300 U de atividade enzimatica fornecida.

A fim de verificar a potencialidade do emprego de células integras livres na hidrolise do
efluente da industria de produtos lacteos, a reagdo de hidrolise foi conduzida em shaker
utilizando carregamento de 1.300 U, que representa cerca de 1,66% de células integras livres
em relagdo ao substrato.

A Figura 14 apresenta o perfil cinético obtido ao final de 48 horas de reacdo de hidrodlise.
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Figura 14 - Perfil cinético da hidrolise do efluente bruto industrial (0) e do soro de leite
sintético (m), DQO 50.000 mg/L, empregando células integras livres de P
citrinum. Condigdes de cultivo: pH 8, 37°C, 1.300 U, 48 h.

Fonte: Do autor.

Verifica-se que altos valores de converséo de triacilglicerdis em acidos graxos e glicerol
foram obtidos ao final de 24 e 48 horas de reacdo no emprego de efluente bruto como fonte de
substrato, 80,8 £ 0,4 € 92,5 + 0,4 %, respectivamente, superando os valores encontrados nos
ensaios que empregaram o soro de leite sintético, que foram de 30 + 1 e 36,1 £ 0,6 %. Visto
que um maior fornecimento de substrato as enzimas lipoliticas conferem um aumento da
velocidade de reagdo, pode-se atribuir este resultado a maior carga lipidica encontrada no

efluente (3100 + 54 mg/L) em relacdo ao soro de leite sintético (1500 + 16 mg/L) com
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concentragdo de DQO de 50.000 mg/L (teodrica). Além disso, a composi¢do do efluente bruto
pode ter influenciado positivamente na atuagao da lipase ligada ao micélio.

Em 4aguas residudrias, os lipideos se encontram, preferencialmente, na forma de
triacilglicerois, apresentando uma pequena parte na forma de acidos graxos livres de cadeia
longa (AGCL), com destaque para os dcidos palmitico, estedrico, oleico e linoleico
(QUEMENUER; MARTY, 1994).

Masse et al. (2001) relatam que o emprego de substidncias como os ions, peptideos e
alguns aminoacidos podem potencializar a atividade hidrolitica das lipases. Em relacdo ao
processo de hidrdlise, triglicerideos apresentados por alguns acidos graxos como o acido oleico,
presente em grande parte nos efluentes de elevada carga lipidica, principalmente no que diz
respeito ao efluente da industria de produtos lacteos, sofrem hidrolise com maior rapidez do
que quando comparados aos diglicerideos e os triglicerideos de cadeia curta, como por exemplo,
o0 acido butirico. Ainda segundo os autores, as gorduras sdo atacadas mais ativamente que outros
ésteres de acidos graxos.

Dharmsthiti e Kuhasuntisuk (1998) investigaram o efeito da adi¢do de solucdes
comerciais de lipases como sistema bioldgico de tratamento do efluente gerado por restaurantes,
reportando a remogdo total da carga lipidica apos 48 horas da incubagdo do efluente com as
enzimas lipoliticas.

Em estudo realizado acerca da composicdo média de acidos graxos do soro de queijo e
efluentes provenientes das industrias de produtos lacteos por Mendes (2004), os principais
acidos graxos que compdem os efluentes sdo o palmitico, apresentando uma concentracio
superior a 30%, seguido do oleico, superior a 20%, estedrico e o miristico, ambos apresentando
concentragdes superiores a 10%. Em relagdo a gordura presente no leite, estes acidos graxos
estdo presentes na mesma propor¢do, porém em menores concentragdes, sendo este fato
atribuido a maior concentragio de acidos de baixa massa molar, como os apresentados pelos

acidos butirico, caproico e o caprico.

5.3.3 Influéncia do pH do substrato na hidrolise enzimdtica do efluente

Em virtude do incremento nas taxas de hidrdlise enzimdtica promovida pelas células
integras de P. citrinum sobre o efluente bruto, avaliou-se a influéncia do pH na atuagdo do
biocatalisador neste substrato.

A Figura 15 apresenta o perfil cinético obtido durante os ensaios de hidrdlise enzimatica
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utilizando células integras livres em meios com diferentes pH’s.
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Figura 15 - Perfil cinético da hidrolise do efluente bruto industrial, DQO 50.000 mg/L, sob
diferentes pHs (A 4,0 in natura; m 7,0 e o 8,0) empregando células integras livres
de P, citrinum. Condig¢des de cultivo: 37°C, 1.300 U, 48 h.

Fonte: Do autor.

De acordo com a Figura 15, o desempenho das células integras em meio reacional pH
8,0 sobressaiu sobre os demais valores de pH ao final de 48h, apresentando cerca de 91,5 +
0,6 % de hidroélise do efluente industrial. Esses resultados estdo de acordo com os resultados
obtidos por Lima (2017) que investigou o pH 6timo de atuagfo da lipase ligada ao micélio das
células integras de P. citrinum ¢ obteve os melhores resultados em pH 8,0 nas rea¢des de hidro-

lise dos 6leos de oliva e soja.

5.4 Pré-tratamento enzimatico do soro de leite e efluente empregando células integras
imobilizadas

Tendo em vista os bons resultados alcan¢ados na utilizagdo de células integras livres na
hidrolise do soro de leite sintético e efluente bruto, e sabendo-se que as células integras imobi-

lizadas permitem a sua reutilizagdo gerando uma diminui¢do consideravel nos custos finais do
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processo, julgou-se necessario avaliar o desempenho das células integras imobilizadas em es-
pumas de poliuretano no pré-tratamento enzimatico de ambos os substratos lipidicos.

As células integras imobilizadas foram cultivadas no mesmo tempo de incubagdo das
células livres (96 h) e tiveram um crescimento celular médio de 16 + 2 g/L. de biomassa seca e
atividade lipolitica média na biomassa de 210 = 14 U/g e no filtrado 6,4 = 0,3 U/mL. Uma
comparagdo entre a morfologia das células integras livres e células integras imobilizadas em
espumas cubicas de poliuretano, ao final de 96h de incubagdo pode ser visualizada na Figura
16 (a,b).

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

Fonte: Do autor.

Verifica-se na Figura 16b que a presenca do suporte espumas ctibicas de poliuretano néo
afetou a producdo de biomassa fungica que ficaram fortemente aderidas ao suporte. Por outro
lado, na auséncia de suporte, as células integras livres (Figura 16a) apresentam morfologia de
crescimento em pellets. Em ambos os casos, a atividade enzimatica da lipase ligada ao micélio

manteve-se constante e ndo foi afetada pela imobilizacao celular.
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5.4.1 Influéncia da atividade fornecida na hidrolise enzimdtica do soro de leite sintético

Nesta etapa, assim como no emprego de células integras livres, foram estudadas a
influéncia de diferentes carregamentos de atividade enzimatica fornecida de células integras
imobilizadas. Foram considerados os carregamentos enzimaticos de 700 U e 1.300 U,
representando a utilizagdo de 0,75 e 1,5% m/v de biocatalisador, respectivamente. A utilizacdo
de valores mais baixos de atividade fornecida em comparagéo as células integras livres se deve
ao fato de que a presenca do suporte polimérico poroso promove um aumento no volume do
meio reacional, sendo inviavel a utilizagdo de carregamentos maiores.

A Figura 17 representa o perfil cinético da hidrdlise do soro de leite sintético em pH 8,0,
para uma concentracdo de DQO de 50.000 mg/L (tedrica), em dois valores diferentes de

carregamento enzimatico.
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Figura 17 - Perfil cinético da hidrolise do soro de leite sintético empregando diferentes
carregamentos enzimaticos (m 700 U e o 1.300 U) das células integras
imobilizadas de P, citrinum. Condigdes de cultivo: pH 8, 37°C, DQO 50.000 mg/L,
24 h.

Fonte: Do autor.

De acordo com a Figura 17, o meio contendo o dobro de atividade enzimatica fornecida

(1.300 U) foi o que apresentou melhor desempenho, fato verificado pelo aumento da velocidade
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de reacdo devido a maior concentra¢do de enzimas lipoliticas disponiveis. No entanto, ao final
de 24 horas de hidrdlise, pode-se observar que a taxa de conversdo de 37,3 + 0,2 % foram
inferiores as conversdes apresentadas pelas células integras livres.

Segundo Canilha, Carvalho e Silva (2006), o processo de imobilizagdo enzimaética
confere maior estabilidade as enzimas, uma vez que a matriz utilizada na imobilizacdo
enzimatica protege as enzimas contra agentes externos devido a sua alta resisténcia mecanica.
Entretanto, desvantagens como a reducdo da atividade enzimatica ¢ as limitagdes de
transferéncia de massa e oxigénio, afetando a fisiologia e cinética do crescimento celular devem
ser considerados.

Considerando a selecdo da fonte de substrato como fator primordial para a maximizagéo
da conversdo de triacilglicerdis em acidos graxos de cadeia longa (AGCL) e glicerol pelas
enzimas lipoliticas, foi testada o desempenho das células imobilizadas na hidrolise do efluente,
visto que este apresenta o dobro da concentracdo de lipideos. O ensaio de hidrolise enzimatica
foi realizado em Shaker a uma atividade enzimatica fornecida de 1.300 U, representando 1,24 %
m/v de biocatalisador.

A Figura 18 representa o perfil cinético da hidrédlise do efluente em pH 8, utilizando
células integras imobilizadas como biocatalisador da reacéo, com atividade fornecida de 1.300

U.
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Figura 18 - Perfil cinético da hidrolise do efluente bruto industrial (0) e do soro de leite
sintético (m), DQO 50.000 mg/L, empregando células integras imobilizadas de P
citrinum. Condigdes de cultivo: pH 8, 37°C, 1.300 U, 48 h.

Fonte: Do autor.

Assim como apresentado pelas células integras livres, altas porcentagens de hidrolise
foram alcancadas ao final de 48 horas de reagdo para as células imobilizadas, utilizando efluente
bruto industrial como fonte de substrato, da ordem de 68,9 + 0,8 %. No entanto, o ensaio
realizado utilizando células integras livres se sobressairam frente a utilizagdo de células integras
imobilizadas, representando um incremento de 34,16 % no grau de hidrélise em relagéo ao valor

de hidrdlise apresentado pelas células integras imobilizadas.

Considerando a aplicacdo das células integras em escala industrial para o pré-tratamento
de efluentes de elevado teor de lipideos, o processo de imobilizagdo traz vantagens como a
reutiliza¢do dos biocatalizadores em processos continuos ¢ descontinuos, fato que deve ser

levado em conta devido ao custo de produgéo das enzimas lipoliticas (WANG et al., 2005).
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5.4.2 Influéncia do pH do substrato na hidrolise enzimdtica do efluente

Como ultima etapa, foram realizados ensaios de hidrdlise comparando o desempenho
das células integras imobilizadas em diferentes pH’s, utilizando como fonte de substrato o eflu-
ente industrial da fabricac@o de produtos lacteos. A Figura 19 sintetiza o comportamento ado-
tado pelas células integras imobilizadas a uma atividade enzimadtica total fornecida de 1.300 U

durante os ensaios de hidrélise dos meios contendo pH 4; 7 e 8.
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Figura 19 - Perfil cinético da hidrédlise do efluente bruto, DQO 50.000 mg/L, sob diferentes
pHs (A 4,0 in natura; m 7,0 e 0 8,0) empregando células integras imobilizadas de
P, citrinum. Condicoes de cultivo: 37°C, 1.300 U, 48 h.

Fonte: Do autor.

Os valores em porcentagem de hidrolise enzimatica apresentados pelas enzimas presen-
tes nas células integras livres foram superiores em todos os ensaios quando comparados a uti-
lizacdo de células imobilizadas em mesmo meio reacional sob mesmo valor de pH. Ademais,
reacdes conduzidas em meio ajustado em pH §, utilizando tanto células integras livres como
imobilizadas, se sobressairam sobre as reagdes conduzidas em pH 7 e 4 (in natura). Esses re-
sultados corroboram com os obtidos por Lima et al. (2017) que determinou o pH 8,0 como pH

otimo de atuacdo das células integras de P. citrinum imobilizadas em espumas de poliuretano
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na hidrélise dos 6leos de oliva e soja.

Segundo Borzani et al. (2001), o processo de imobilizagdo enzimatica pode deslocar o
valor de pH e temperatura 6timos de atuag¢do das enzimas. Em andlise prévia da Figura 19,
verifica-se que o pH otimo de atuagdo das lipases tanto na sua forma livre como imobilizada
em suporte solido sdo os mesmos, ndo sofrendo alterag@o significativa posterior processo de

imobilizagdo enzimatica.

5.5 Avaliacio do potencial de biodegradabilidade anaerobia e producio de gas metano

Tendo em vista que as células integras livres apresentaram resultados superiores aos
apresentados pelas células integras imobilizadas, os ensaios de atividade metanogénica especi-
fica (AME) foram realizados somente para as células integras livres. Os ensaios de AME, para
as trés condic¢des de biodigestdo anaerobia analisadas, foram conduzidos por um periodo ma-
ximo de 74 horas ou até a observagdo de estabilidade na produ¢do de metano, quantificado pelo
ndo deslocamento da coluna de solugdo de NaOH presente na proveta do sistema de medicéo
do teste da AME.

A Figura 20 apresenta os dados experimentais obtidos para cada condigdo testada e o
ajuste matematico ao modelo de Gompertz modificado.

Pode-se verificar, que o ajuste fornecido pelo modelo de Gompertz modificado apre-
senta uma forte correlagdo com os dados experimentais obtidos para cada condig¢do (Figura 20),
sendo comprovados pelos valores de R? obtidos para os dados experimentais com distribui¢io
normal. Ainda de acordo com o modelo, foi possivel obter os parametros de fase lag (A), em
horas, taxa maxima de produ¢do de metano (Rm), em mL/h, e produ¢do maxima de metano (P),

em mL, para cada condi¢fo analisada, sendo estes apresentados na Tabela 10.
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Figura 20 - Perfil experimental e ajuste ao modelo de Gompertz modificado para as trés
condi¢des verificadas no teste de atividade metanogénica especifica (AME).
Condigdes de ensaio: 350 mL de efluente em pH 7, 106 mL de indculo granular
da Avicola Dacar® e 1.300 U presentes nos ensaios que requerem a utilizagio de
enzimas lipoliticas livres.

Fonte: Do autor.

Tabela 10 - Parametros da fase lag, taxa méxima de produgdo de metano e producdo maxima
de metano, obtidos do ajuste a0 modelo matematico de Gompertz modificado para
cada condi¢do analisada.

Condicao Faselag (A) Taxa Maxima (Rm) Produc¢io Maxima (P) R?

1 4,5+0,3 50,9+0,7 163917 0,9990
2 1,34+0,1 78,2+0,8 163317 0,9959
3 5,24£0,5 68+2 160216 0,9996

Fonte: Do autor.

O meio contendo o efluente pré-hidrolisado com células integras livres do fungo

filamentoso P, citrinum (condi¢do 3), a um carregamento enzimatico de 1.300 U, equivalente a
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2,5% m/v de biocatalisador na reacdo de hidrélise e indculo granular Dacar®, foi o que
apresentou maior tempo (h) de fase lag (1) (5,2+0,5 h) dentre as demais condi¢des analisadas.
Uma hipdtese que poderia explicar esse maior tempo seria uma possivel carga maior de acidos
graxos livres presentes nesta condi¢cdo, produto da reagdo de hidrolise dos triacilglicerois
presentes no efluente. Isso pode ter gerado uma inibi¢do inicial da atividade das arqueas
metanogénicas, prejudicando a produgdo de metano.

Quando utilizado o meio contendo o efluente industrial bruto juntamente com células
integras livres e inéculo granular Dacar® (condi¢do 2), foi verificado um menor tempo de
adaptacdo das bactérias anaerobias e arqueas metanogénicas no processo de biodigestdo
anaerobia (1,3+0,1 h), podendo relacionar este fato a uma relagdo harmonica interespecifica de
protocooperagdo das enzimas lipoliticas oriundas das células integras livres com os micro-
organismos anaerobios presentes no inoculo granular, utilizado como ponto de partida do
processo de biodigestdo anaerobia.

Valente et al. (2010) estudaram o efeito do pré-tratamento enzimatico da gordura do
efluente da industria de pescado, utilizando preparados enzimaticos solidos, objetivando um
aumento da producdo de metano no processo de biodigestdo anaerdbia. Segundo os autores, a
realizacdo do pré-tratamento enzimatico ndo foi significativa com relagdo a remogdo de DQO,
porém menores tempos de biodigestado foram alcangados mediante o emprego do pré-tratamento
enzimatico, atingindo um maximo em 18 horas de processo para o efluente sem pré-tratamento
e 8 horas de processo mediante a aplicacdo deste.

A taxa maxima de produg@o de metano (Rm) para cada condigdo é explicada pela
inclinagdo da curva sigmoide evidenciada pela Figura 20. Pode-se verificar que o meio
contendo o efluente industrial bruto juntamente com células integras livres e ino6culo granular
Dacar® (condigio 2) foi o que apresentou maior inclinagio. O trabalho mutuo das enzimas
lipoliticas e dos micro-organismos anaerobios responsaveis pelo processo de biodigestdo pode
ter fornecido uma melhor distribuicdo de substrato para cada grupo de micro-organismos
presentes. Quando comparado com o segundo maior valor da taxa maxima de produgdo de
metano obtida (Rm) (condig@o 3), a inclinagdo da curva apresentada pelo meio contendo o
efluente pré-hidrolisado enzimaticamente e inéculo granular Dacar® é menos acentuada do que
a condi¢fo 2, porém mais acentuada do que a condi¢fio 1 (efluente bruto e indculo granular
Dacar®). Apés o periodo de adaptagio dos micro-organismos anaerdbios ao meio, verifica-se
uma alta taxa de producdo de metano quando comparado a condi¢do 1 nas mesmas condi¢des

de ensaio.
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Em relagdo a produ¢do maxima de metano (P) obtida para cada condi¢do testada, estes
apresentaram valores proximos independente da realizagdo do tratamento enzimatico ou nao,
visto que a producdo maxima de metano esta diretamente relacionada a fragdo de carga organica
inicial disponivel, que foi a mesma para cada ensaio realizado. LEAL et al. (2006) verificaram
tal comportamento no estudo do efeito do pré-tratamento enzimatico sobre o processo de
biodigestdo anaerobia, utilizando o efluente da industria de produtos lacteos como fonte de
substrato. O efluente industrial, a uma concentragio inicial de O&G (6leos e gorduras) de 1.000
mg/L, foi submetido ao pré-tratamento enziméatico, utilizando preparados enzimaticos em
estado sélido, sendo posteriormente submetidos ao processo de biodigestdo anaerdbia em
reatores UASB operados por um periodo de 240 dias. Ao final do processo de biodigestio, ndo
foram constatadas diferencas significativas com relagdo a produ¢do maxima de metano para o
efluente hidrolisado e para o efluente sem tratamento enzimatico, porém houve um incremento
da remocdo de DQO de 82% para 90%.

Ao fim do processo de biodigestdo anaerdbia, os meios reacionais presentes em cada
ensaio foram centrifugados e filtrados para posterior realiza¢éo de andlises de pH, bem como
analises da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) de aliquotas do efluente de cada condi¢@o
como critério de biodegradabilidade do efluente utilizado. A Tabela 11 apresenta dos valores de

DQO e pH, anterior ¢ posterior ensaio da AME, para cada condigo testada.

Tabela 11 - Caracterizagio do efluente industrial Bandeira® anterior e posterior teste de
atividade metanogénica especifica (AME) para cada condicao analisada.

Parametro 1 2 3
DQO inicial (mg/L) 6687511489 6687511489 66875+1489
DQO final (mg/L) 35689+1195 4275541239 3619411198
Remocio de DQO (%) 46,6 36,1 45,9
pH inicial 7,0410,01 7,0140,01 7,04£0,01
pH final 4,3610,01 4,0610,01 4,4240,01

Fonte: Do autor.
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A carga organica bioldgica, presente em cada ensaio, depende diretamente da ati-
vidade metanogénica do lodo (AME) para que ndo afete a estabilidade do sistema. Cargas
organicas presentes nos efluentes superiores a capacidade metanogénica fornecida pelo
lodo, podera conduzir ao acumulo de acidos graxos volateis no meio, diminuindo o pH,
tornando-se toxicos ao consoércio bacteriano (ZEGERS, 1987).

A eficiéncia e estabilidade do tratamento do soro de leite nas concentracdes de DQO de
500, 1.000, 2.000 ¢ 4.000 mg/L, em reatores anaerdbios operados em batelada sequencial
(ASBR) com biomassa granulada e agitagdo foram investigados por Mockaitis et al. (2006), os
quais, foram alcangadas remog¢des de DQO de 86% para as amostras filtradas do efluente pos-
terior tratamento anaerdobio.

De acordo com a Tabela 11, foram obtidas eficiéncias de remog¢ao de DQO inferiores a
50% para todas as condig¢des analisadas, em um periodo maximo de biodigestdo anaerdbia de
3 dias, podendo atribuir a baixa eficiéncia de remocdo de DQO a alta carga orgénica inicial
utilizada nos experimentos, sendo 1.572% superior quando comparada a carga organica ma-
xima utilizada por Mockaitis et al. (2006), para um periodo de biodigestdo anaerdbia de 104
dias de operagao.

Meios reacionais muito acidos, apresentando baixo valor de pH, podem inibir a agdo de
arqueas metanogénicas, impedindo a reducdo completa da DQO, uma vez que havera a estabi-
lizagdo do processo anaerdbio na etapa de acidogénese, fato ndo verificado em processos de
biodigestdo anaerobia em meios que apresentam pH’s proximos a neutralidade (CAMPOS,
1998).

De acordo com a Tabela 11, todos os meios reacionais ao final do processo de biodiges-
tdo anaerobia apresentaram valores de pH’s proximos a 4,0, sendo um possivel indicativo de
inibig¢do do processo de biodigestdo anaerobia devido ao acimulo de acidos graxos volateis no
meio reacional. Esse acimulo pode levar a diminuicao da remocao de DQO (mg/L), influenci-
ando negativamente na eficiéncia do processo e nos resultados de AME, uma vez que tanto a
producdo maxima de biogds como a taxa maxima de produg@o poderiam ser maiores.

Em estudo realizado por Venetsaneas et al. (2009), foi investigada a eficiéncia de remo-
¢do de DQO em efluente da indlstria de produtos lacteos durante o processo de biodigestao
anaerobia utilizando reator CSTR operado em dois estagios, com controle de pH e alcalinidade
do meio reacional, para um tempo de retencdo hidraulica de 20 dias, sendo verificada uma taxa

de producdo de metano de 1.000 mL/dia € uma remocdo de DQO de 95,3%.
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Deste modo, pode-se verificar a importancia da realizagdo do pré-tratamento enzima-
tico, de efluentes contendo elevados teores de lipideos, utilizando células integras livres de
fungos filamentosos, uma vez que houve o indicativo de menores tempos de biodigestdo anae-
robia requeridos nos processos que envolveram o pré-tratamento enzimatico para uma mesma
porcentagem de remocao de matéria organica do efluente industrial.

Os ensaios de atividade metanogénica especifica do efluente da industria de produtos
lacteos empregando tecnologia hibrida (tratamento enzimatico associado ao tratamento biolo-
gico) mediante a utilizag@o de células integras do fungo filamentoso P. citrinum mostraram um
potencial de tratamento ainda ndo explorado, sendo considerado um importante recurso para o
tratamento de efluentes com elevado teor de gorduras, visto que ndo ha mengao deste tipo de

tratamento presente em literatura.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que as células integras de P. citrinum URM 4216
apresentam grande potencial como biocatalisador no pré-tratamento de efluentes ricos em lipi-
deos, indicando beneficios no processo de tratamento bioldgico convencional. A partir desses

resultados, pode-se chegar as seguintes conclusdes:

v’ Aetapa de otimizagio da produgio de lipase ligada ao micélio nas células integras livres
foi considerada satisfatdria pelo incremento da atividade enzimatica apos investigacdo
dos parametros nutricionais e fisico-quimicos no cultivo celular, encontrando como me-
lhores condigdes: FC dleo de oliva (30 g/L), FN peptona de soja (70g/L), pH 7,0, tem-
peratura de 30°C e quantidade de indculo de 1x107esporos do fungo/100 mL de meio

de cultura;

v As células integras livres de P, citrinum apresentaram eficiéncia e estabilidade nas rea-
¢des de hidrodlise do soro de leite sintético e do efluente da industria de produtos lacteos
Bandeira®. Ao avaliar a influéncia de diferentes DQO’s de soro de leite na atuagdo das
células integras livres, verificou-se que o maior valor de hidrdlise 97% (acidos graxos
=298 mM) foi alcangado com DQO 50.000 mg/L (tedrica), similar a DQO do efluente

industrial que é de aproximadamente 44.000 mg/L;

v" O melhor carregamento enzimatico para o soro de leite foi o de 4.500U de atividade
fornecida, porém a elevada quantidade de catalisador prejudicou a homogeneizagéo do
meio reacional e gerou um novo residuo sélido. Dessa forma adotou-se o carregamento
enzimatico de 1.300 U como padrio, o qual foi testado no efluente e apresentou hidré-

lise de 92,5% ao final de 48h de reacdo em pH 8§,0;

v As células integras imobilizadas em espumas de poliuretano também foram avaliadas
na hidrélise enzimatica do soro de leite sintético e efluente bruto, porém apresentaram
valores inferiores de hidrélise (37 e 50%, respectivamente) em relagdo a atuagdo das
células integras livres, o que pode ter sido causado pela limitagdo difusional dos subs-

tratos para o interior das células em virtude da presenca do suporte polimérico;
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v Foram verificados menores tempos de fase lag (A) nos ensaios envolvendo o emprego
simultineo de células integras lipoliticas e indculo Dacar® nos testes de AME e biode-
gradabilidade do efluente industrial, indicando a hipdtese de uma relagdo interespecifica
de protocooperagdo entre 0os micro-organismos responsaveis pelo processo de biodiges-
tdo anaerdbia. Entretanto, ndo foram obtidas remog¢des significativas de DQO do eflu-
ente bruto industrial, nos processos que envolvem o pré-tratamento enzimatico, quando
comparados a porcentagem de remog¢do de DQO mediante o ndo emprego do tratamento

enzimatico por células integras livres;

v" Os testes de atividade metanogénica especifica envolvendo o pré-tratamento enzimatico
com células integras do fungo filamentoso P. citrinum URM 4216 indicaram menores
tempos de reag@o requeridos para uma mesma porcentagem de remocdo de DQO do
efluente industrial, comprovando o seu potencial de aplicagdo como parte integrante do

processo de biodigestdo anaerobia.
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7 SUGESTOES FUTURAS

A partir dos resultados obtidos do ensaio de determinagdo da atividade metanogénica
especifica (AME) e a determinag@o do potencial de biodegradabilidade do efluente industrial
mediante tratamento hibrido, buscar-se-a pela otimizagao do processo de biodigestao anaerdbia,
visando uma estabilidade no pH do processo e a otimizac¢do nas relagdes entre carga de DQO

aplicada, lodo e carregamento enzimatico com células integras, temperatura e pH do processo.
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