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Resumo- O presente trabalho tem por objetivo a hidrélise enzimatica de efluentes das industrias de
laticinios, empregando enzima hidrolitica de fonte animal disponivel no mercado nacional sobre a formagéo
de gas metano por biodegradabilidade anaerébia em diferentes concentragdes de acidos graxos. As
amostras de efluentes hidrolisadas entre 8 e 24 h reduziram a formagéo de metano e a remogédo de matéria
organica em termos de demanda quimica de oxigénio (DQO) e cor. As amostras com maior formac¢do de
metano e remocgdo de matéria organica e cor foram obtidas nas amostras suplementada com enzima
simultaneamente (controle C,) e hidrolisada no tempo 4 h.

Introdugao

A adogado de um maior rigor dos padrbes de
descarte de aguas residuarias tem motivado a
realizagdo de pesquisas, cujo objetivo é reduzir o
impacto ambiental, especialmente em efluentes
contendo elevados teores de lipideos, como os
provenientes de laticinios, matadouros e avicolas,
enlatados, extracdo de dleos, entre outros. Esses
compostos causam grandes danos ao meio
ambiente, como a formagéao de filmes de 6leo nas
superficies aquaticas, impedindo a difusdo de
oxigénio do ar para esse meio promovendo a
mortandade da vida aquatica [1].

Nos reatores aerébios, os lipideos formam
mousses estaveis na superficie do tanque de
aeragdo que dificultam a floculagdo e a
sedimentagdo do lodo e bloqueiam as trocas
gasosas indispensaveis nesse sistema.Na
digestdao anaerdbia, a acumulacéo de lipideos,
em concentracdes milimolares, pode causar
problemas como toxicidade a microrganismos
acetogénicos e metanogénicos, formagdo de
espumas devido ao acumulo de acidos graxos
nao biodegradados, ma formacgao de granulos de
lodo em reatores anaerdbios de fluxo ascendente
(UASB) e o decréscimo daconcentragdo de
trifosfato de adenosina (ATP), molécula utilizada
como fonte de energia pelas células microbianas
[2,3].

Desta forma, a degradacéo de lipideos € um
processo lento, tendo como etapa limitante a
liberacdo de acidos graxos pelos microrganismos
especificos com atividade lipolitica [2]. Essa

biodegradacdo consiste em utilizar lipases para
promover a reagao de hidrélise sequencial dos
grupos acila do glicerideo. Lipases sdo enzimas
de origem animal, vegetal ou microbiana
classificadas como glicerol éster hidrolases (E. C.
3.1.1.3) que atuam na interface orgénica/aquosa
catalisando a hidrdlise de ligagbes éster-
carboxilicas presentes em acilgliceréis com a
liberacao de acidos graxos e glicerol [3].

O presente trabalho tem por objetivo o pré-
tratamento de efluentes das industrias de
laticinios na hidrélise de lipideos, empregando
lipase de fonte animal de baixo custo (pancreas
de porco) disponivel no mercado nacional sobre a
formagdo de gas metano por biodegradabilidade
anaeroébia em diferentes concentragdes de acidos
graxos. O desenvolvimento e a utilizagdo de
lipases auxilia no pré-tratamento do efluente, pois
essas enzimas hidroliticas aceleram a hidrdlise de
lipideos e, consequentemente, auxiliam o
tratamento biolégico resultando na reducdo da
matéria organica em termos de Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO), cor e sdlidos em
suspensao como lipideos [3].

Materiais e Métodos

Enzima: Preparagéo de lipase pancreatina (LNU)
adquirida da empresa Nuclear/SP.

Efluente: Coletado na industria de derivados
lacteos Cooperativa Maringa (Guaratingueta-SP),
coletado em um Junico ponto antes de ser
conduzido a Estacao de Tratamento (flotador).
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Lodo Anaerdbio: Coletado na industria de
derivados lacteos DANONE (Guaratingueta-SP),
proveniente da estagao de tratamento anaerdbio.

Hidrélise Enzimatica: As reagbes de hidrélise do
efluente foram realizadas em reatores de
bancada providos de cubos em ago inox de 350
mL com agitador mecéanico (200 rpm). O meio
reacional foi preparado contendo 250 g de
efluente, 0,5 g/L de lipase, ajuste de pH (8,0) com
NaOH 1 M e ions calcio (10 mM). Em tempos pré-
determinados de 4, 8, 12 e 24 h, foram retiradas
amostras, para acompanhamento da evolugédo da
reagdo (acidos graxos formados). Foram
utilizados como controles o efluente bruto (C4) e
suplementado com enzima, solugdo alcalinizante
e ions calcio (C,). A atividade hidrolitica da lipase
foi paralisada ao final dos ensaios com
aquecimento do meio reacional até 60 °C por um
periodo de 10 min. A temperatura do sistema foi
mantida a 37 °C por aquecimento em banho
termostatizado com agua. Foram determinados
os valores de pH, proteina, &acidos graxos
formados (mM), glicerol e a porcentagem de
hidrélise (%).

Biodegradabilidade Anaerdbia: Estes testes foram
conduzidos em frascos tipo soro vedados,
acoplados a gasOmetros (frascos de Duran)
preenchidos com 300 mL de solugdo NaOH 5%
(m/v) para coleta do metano produzido. O volume
de solugao alcalina deslocado do gasdmetro foi
recolhido em erlenmeyers de 125 mL situados a
jusante. Nos frascos tipo soro foram adicionados
50 mL de lodo anaerdbio e 250 mL de efluente
bruto ou pré-tratado enzimaticamente, em
diferentes tempos de hidrdlise (4 a 24 h) e o
controle C, a 35 °C. Para o controle C,, as etapas
de hidrdlise e biodegradagédo foram simultaneas.
Por um periodo de 360 h foi medido, em
intervalos de 24 h, o volume de metano formado
na digestdao anaerdbia. O final dos testes, as
amostras foram centrifugadas (25 min e 4000
rom) e submetidas as analises de redugao de
proteina, acucares redutores simples, DQO, cor,
pH, volume de metano formado e acidos livres. A
avaliacao do perfil cinético de remogao da matéria
organica (quantificada como DQO) permitiu
avaliar o efeito do pré-tratamento enzimatico do
efluente.

Anélises: O teor de solidos totais foi determinado
por evaporagao do efluente com o auxilio de um
rotoevaporador. Cor foi determinada pelo método
descrito por [3]. Os indices de acidez e

saponificagdo e porcentagem de acidos graxos
livres foram determinados segundo metodologia
descrita por [4]. O pHfoi determinado com o
auxilio do pHmetro. Massa especifica foi
determinada com o auxilio de um picnémetro. As
concentragbes de lipideos e DQO foram
determinadas por métodos descritos por [5]. O
teor de proteinas foi determinado pelo método de
Lowry [6]. A concentracdo de carboidratos foi
determinada pelo método DNS [7]. A
concentragao de glicerol foi determinada segundo
metodologia descrita por [8].

Resultados
A caracterizagdo do efluente foi realizada de
acordo com técnicas descritas anteriormente,

cujos resultados sao sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagao do efluente.

Caracteristicas Resultados
Sdlidos totais (mg/L) 9164
Lipideos (mg/L) 4680
Acidos graxos livres (%) 0,6
Indice de acidez 1,1
indice de saponificagdo 184,6
(mg KOH/ g)

Proteinas (mg/L) 5711
Acucares redutores 377

simples (mg/L)

DQO (mg/L) 52500
pH 5,25
Glicerol (%) 0,376
Unidades de cor (UC) 13777
Massa especifica (g/ cm3) 1,0

Para verificar o efeito da concentragdo de
acidos graxos presentes no efluente tratado
enzimaticamente na biodigestdo anaerdbia, esses
testes foram efetuados com efluentes tratados em
diferentes tempos de hidrélise (4 a 24 h) e os
controles C; (efluente bruto) e C, (efluente
suplementado com enzima no tempo inicial de
biodigestao). Essa metodologia permitiu verificar
a influéncia da concentracédo de acidos graxos
livres nas amostras submetidas a biodigestao
anaerdbia.

Os valores de pH e as concentragbes de
acidos graxos livres, glicerol e proteinas
encontrados nas amostras apds a etapa de
hidrélise por diferentes tempos é mostrada na
Tabela 2.

Tabela 2. Influéncia de tempo de hidrdlise nas caracteristicas do efluente antes da etapa de biodigestao.
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Tempo de

Hidrolise (h)

Cq
Cs
4
8
12
24

Acidos Graxos
Livres (mM)
2,70
2,70
3,91
4,51
7,58
9,45

Glicerol

(%)
0,376
0,376
0,391
0,411
0,433
0,451

Porcentagem de Redugédo de pH
Hidrolise (%) Proteina (%)

0 0 5,25

0 0 8,03

3,9 7,2 5,91

8,5 7.9 5,71

13,1 8,6 5,32

16,6 9,1 5,09

C4: Efluente bruto; C,: Efluente incubado com enzima, ajuste de pH e ions calcio.

Os

resultados

obtidos com

relacado as

metano formado apds a etapa de biodigestao, sao

concentragbes de proteinas, aguUcares redutores
simples, matéria organica (DQO), acidos graxos
livres, valor de pH, turbidez (cor) e volume de

mostrados na Tabela 3. A curva de formagao de
metano é apresentada na Figura 1.

Tabela 3. Biodegradabilidade anaerdbia de efluentes pré-tratados enzimaticamente nos tempos 4, 8, 12 e
24 h e o efluente bruto (C4) e suplementado com enzimas (C,).

Tempo de Reducgao Acidos pH Volume de

Hidrdlise (h) Acucares DQO Proteinas Cor Graxos CH,4
Redutores (%) (%) (%) (mM) (mL)
Simples (%)

Cq 92,2 31,5 82,3 17,5 17,0 5,12 232

C, 100 62,8 88,2 82,7 0 8,71 346

4 97,6 58,1 86,4 71,1 5,83 5,53 359

8 95,8 54,3 85,5 60,1 3,562 5,91 260

12 99,1 48,6 84,6 70,3 1,69 6,91 264

24 97,4 50,5 84,9 71,6 1,32 6,98 238

C4: Efluente bruto; C,: Efluente suplementado com enzima LNU, ajuste de pH e ions calcio.
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Figura 1. Cinética de biodegradagéo do efluente.

Discussao

A caracterizagdo do efluente, em estudo foi
importante para estimar os paradmetros analisados
como DQO, cor, proteinas, acglcares redutores
simples e lipideos. Apds essa etapa, foi realizada
a hidrdlise enzimatica dos lipideos na avaliagao
da concentragdo de acidos graxos liberados
sobre a formacdo de metano na biodigestao

anaerobia. A porcentagem de hidrélise de lipideos
obtidos variou entre 3,9% (4 h) e 16,6% (24 h) e a
porcentagem de hidrélise das proteinas variou
entre 7,2% (4 h) e 91% (24 h). A etapa de
hidrélise mostrou ser eficiente na redugao da
massa molar de compostos organicos contidos no
efluente, o que pode auxiliar a biodigestdo
anaerdbia.

O volume final de metano formado na
biodigestdo do efluente bruto (232 mL) foi inferior
aos obtidos para todas as amostras de efluentes
hidrolisados. As amostras de efluente C, e
hidrolisada no tempo 4 h resultou em um volume
final de metano de 346 e 359 mL,
respectivamente, superior as outras amostras
hidrolisadas. Nota-se pela Figura 1 que a
velocidade de formagcdo de metano para as
amostras C, e hidrolisada no tempo 4 h foi
elevada nas primeiras 50 h de reagdo e apods
esse periodo, a velocidade foi reduzida em
fungao da elevada conversdo da matéria organica
em compostos de baixa massa molar como
metano e gas carbdnico, comportamento nao
observado para as demais amostras.

A concentragdo de acidos graxos formados
pela etapa de hidrdlise enzimatica promoveu
inibigdo na biodegradagéo pelos microrganismos
anaerobios com tempo de hidrélise superior a 4 h.
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Estudos descritos na literatura sugerem que
acidos graxos em concentragbes milimolares
inibem a agdo de microrganismos acetogénicos
[1,2]. Para a amostra hidrolisada no tempo 4 h, a
concentragdo de acidos livres foi menor, o que
nao promoveu essa inibicdo e a amostra C,,
provavelmente, os acidos graxos liberados pela
acao enzimatica foram consumidos
simultaneamente. A concentragdo de lipideos
contidos no meio ndo foi estimada, mas foi
verificada uma redugdo consideravel na
concentracdo de acidos livres, obtidos na etapa
de hidrolise, o que provavelmente auxiliou na
formagao de metano.

Apesar da concentragdo de agucares
redutores simples nao ter sido alterada na
hidrdlise, esta etapa auxiliou na remogao desses
compostos durante a biodigestao, proporcionando
elevada remocao desses compostos (valores
entre 92,2-100%). No controle 1 (efluente bruto) a
reducdo desses compostos foi de 92,2%. A
biodegradabilidade de acgucares como lactose é
geralmente mais acelerada e com elevada
eficiéncia de remogédo em condi¢gdes anaerdbias,
se comparada com outros compostos organicos
como lipideos e proteinas [9].

A redugdo da concentragdo de proteinas foi
similar em todas as amostras analisadas, com
porcentagem de reducdo superior a 82%.
Comparando os resultados obtidos na biodigestao
anaerébia das proteinas, nota-se que o lodo
anaerobio utilizado ndo sofreu inibicdo pelo
substrato por ser uma cultura aclimatada,
coletada em estagdo de tratamento de efluentes
de laticinios. A preparagdo enzimatica LNU
contém enzimas contaminantes como proteases,
0 que torna atrativo a sua aplicagdo na hidrdlise
da caseina, principal proteina presente no leite e
em efluentes de industrias de derivados lacteos
[9].

A aplicagcéo da lipase LNU no pré-tratamento
reduziu sensivelmente a concentragdo de matéria
organica em termos de DQO e cor, sendo
constatado para o controle C; uma redugdao de
31,5 e 17,5%, respectivamente, enquanto que
para as amostras hidrolisadas foram obtidas
reducdes superiores a 50%, em termos de DQO
e 60% em termos de cor, atingindo niveis
maximos de remoc¢éao de DQO de 62,9% e cor de
82,7%, com o] efluente hidrolisado
simultaneamente (Controle C,). Por meio desses
resultados verifica-se que ndo é necessaria uma

etapa preliminar de hidrélise do efluente, mas a
suplementagdo de enzima simultaneamente a
biodigestdo, reduzindo o tempo global do
processo e facilitando, desta forma sua aplicagao
em escala industrial.
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