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O crescimento industrial e tecnol6gico dos meios geradores de poluicao
hidrica tem levado a legislacao relativa aos limites de descarte e emissédo de
residuos a se tornar cada vez mais rigida e criteriosa. Os efluentes de frigorificos
contém elevado teor de 6leos e gorduras, que podem afetar o desempenho do
tratamento biolégico. A hidrélise enzimatica em condicoes ideais de temperatura, pH,
agitacdo e quantidade de enzima pode vir a contribuir no aumento da biodegradacéo
de efluentes gordurosos e conseqglentemente aumentar a eficiéncia dos processos
de tratamento bioldgico. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
hidrélise enzimatica de um efluente de frigorifico de suinos e bovinos, utilizando a
técnica de planejamento de experimentos. Os efeitos da temperatura de reagéo,
agitacdo, pH e quantidade de enzima sobre a hidrdlise foram investigados. O
desempenho de uma lipase comercial (Lipolase 100T, Novozymes) foi comparado
ao de uma lipase obtida por fermentacdo em meio sélido. O acompanhamento
cinético do processo mostrou que, em praticamente todas as condicoes
experimentais, a hidrélise maxima foi atingida entre 9 e 15 horas de reagédo. A

andlise estatistica foi realizada, considerando-se os efeitos significativos com nivel
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de 95% de confianga. A quantidade de enzima foi a variavel que mais influenciou no
processo de hidrolise seguida da temperatura. O pH e a agitacdo apresentaram
efeito pouco pronunciado para ambas as enzimas. A Lipase FMS levou a maiores
conversodes de acidos graxos livres em comparacao a Lipolase 100T. Embora o nivel
superior da quantidade de enzima tenha sido o ideal para maximizar a hidrélise dos
Oleos e gorduras do efluente, o alto teor de enzima influenciou negativamente o
processo de biodegradabilidade, principalmente para a Lipolase 100T. O pré-
tratamento do efluente com 0,1% (p/v) da Lipase FMS foi o que levou ao maior
aumento da eficiéncia de remogdo de DQO de um biorreator anaerobio, quando

comparado a um reator controle alimentado com o efluente bruto.
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The growth of the sources of water pollution has motivated the development of
more severe legislations to control the disposal and emission of residues.
Slaughterhouse wastewaters contain a large amount of oil and grease, which can
affect the performance of the biological treatment. The enzymatic hydrolysis in
optimal conditions of temperature, pH, agitation and amount of enzyme may
contribute to increase the biodegradation of oil-rich wastewaters and consequently
increasing the effectiveness of biological treatment processes. In this context, this
work aimed to assess the enzymatic hydrolysis of wastewaters of swine and bovine
slaughterhouses, using experimental design technique. The effect of temperature,
agitation, pH and amount of enzyme added to the wastewater on the hydrolysis were
investigated. The performance of a commercial enzyme (Lipolase 100T, Novozymes)
was compared to the one of a lipase obtained by solid state fermentation (SSF). The
kinetics of the reaction showed that, in almost all experimental conditions, the
maximum hydrolysis was reached between 9 and 15 hours of reaction. A statistical

analysis of the results was performed, considering the significant effects with 95% of



confidence. The amount of enzyme was the factor that most influenced the hydrolysis
process. The stirring rate and pH presented only a small influence on hydrolysis for
both enzymes tested. The SSF lipase showed higher conversions in fatty acids than
Lipolase 100T. Although the upper level of enzyme amount was the ideal to
maximize the hydrolysis, it has negatively influenced the biodegradation of the
wastewater, principally when Lipolase 100T was used. The pretreatment of the
wastewater with 0.1 w/v% of SSF lipase was the condition that has mostly increased
the COD removal effectiveness in an anaerobic batch reactor, when compared to a

control reactor fed with raw wastewater.
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

A escassez de agua vem aumentando a medida que a populacdo, a industria € a
agricultura se expandem (Macedo, 2001). Desta forma, a economia é uma necessidade,
bem como a reciclagem e a reutilizagdo sao alternativas para o uso racional da agua
(Carneseca, 2001) pois reduzem substancialmente as cargas poluidoras e ainda obtém-se
subprodutos rentaveis (Rajeshwari et al., 2000).

A agua é um fator indispensavel para o funcionamento de industrias, como a
frigorifica, onde desempenha diversas fungbes. Ap6s sua utilizacdo, esta se torna somente
veiculo de poluicdo, principalmente de matéria orgénica gerada durante as atividades da
industria (Cavalcanti e Braile, 1993). Este cenario impulsionou as questdes ambientais para
uma importante preocupacgéo, de se reduzir o impacto provocado por poluentes gerados de
uma forma geral, devido ao crescimento dos meios geradores de polui¢cdo hidrica (Henze,
1997).

A carga poluidora e o volume dos efluentes liquidos de qualquer frigorifico dependem
dos processos industriais, e basicamente possuem gorduras e proteinas em elevadas
quantidades, o que resulta em altos teores de DQO (Rinzema et al., 1994). Em principio,
assumindo-se que todos os compostos organicos podem ser degradados biologicamente, a
via anaerdbia pode ser promissora, por ser indicada para casos em que o residuo a ser
tratado contenha altas cargas de DBO/DQO e sélidos em suspensdo, como no caso do
efluente frigorifico (Chernicharo, 1997).

No entanto, o controle operacional pode ser dificultado pela complexidade das
interagdes dos microrganismos (Hu et al, 2002). Além disso, a gordura, diminui a
biodegradabilidade do efluente causando sérios problemas em processos anaerébios e
aerobios (Cammarota et al., 2001, Jung et al., 2002). No entanto, pesquisas comprovam que
mesmo com a ocorréncia de problemas operacionais como flotagdo do lodo ou toxicidade de
compostos intermediarios, 0 processo anaerébio é utilizado para o tratamento deste tipo de
residuo (Vidal et al., 2000). O melhoramento da eficiéncia da digestao anaerébia faz-se
necessario, através de implementacdo de novas técnicas e/ou incorporacdo de melhorias

nas ja existentes.

No tratamento de efluentes gordurosos os lipidios representam em torno de 50% da
DQO do residuo (Rajeahwari et al., 2000). Técnicas como instalagdo de caixas de gordura,
flotadores e tratamentos com adigao de alcalis sao utilizadas embora com baixa eficiéncia. A
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utilizacdo de enzimas especificas como hidrolases, principalmente lipases, pode ser de
grande interesse para corregdes de problemas no sistema bioldgico causados pelo alto teor
de lipidios. Este tipo de tratamento vem sendo pesquisado e apresenta algumas vantagens,
tais como controle dos produtos, a ndo geracdo de sub-produtos toxicos, condicbes
moderadas de operacdo, reducdo de custo em termos de energia, além de enzimas
imobilizadas poderem ser reutilizadas, tornando o processo atrativo do ponto de vista
econdmico e ambiental (Masse et al., 2001b, Novo Nordisk, 1992).

O desenvolvimento deste trabalho teve como objetivo principal estudar a aplicacao de
duas enzimas hidroliticas como um pré-tratamento da degradacao anaerébia de efluente de
industrias frigorificas de suinos e bovinos. Os objetivos especificos foram a avaliagcdo da
hidrélise enzimatica do efluente, otimizando-se as condi¢cdes operacionais da hidrélise
através de técnicas de planejamento de experimentos; € a avaliacdo do efeito da pré-

hidrélise na biodegradagao do efluente utilizando-se reatores anaerodbios.

Em uma primeira etapa foram otimizadas as condicées operacionais (temperatura,
quantidade de enzima, pH e agitacdo) em termos dos acidos graxos livres (AGL) formados
na hidrélise dos 6leos e graxas constituintes do efluente. A técnica do planejamento de
experimentos foi utilizada para duas diferentes lipases: Lipolase 100T (Novozymes) € um
complexo enzimatico obtido por fermentagcao da torta de babagu por Penicillium restrictum.
De posse das condigbes otimizadas, o efeito da concentragdo do substrato na hidrélise de
6leos e graxas foi ainda avaliado.

Em uma segunda etapa, o efluente pré-tratado enzimaticamente com as duas
enzimas foi aplicado em reatores anaeroébios para avaliacdo da taxa de biodegradacédo. Uma
comparacao entre o sistema pré-tratado e o nao tratado foi efetuada, para desta forma
evidenciar a eficiéncia do processo, utilizando-se as quantidades de enzima de 0,1 e 5%
(p/v), variando a concentragao de éleos e graxas na faixa de 250 mg/L até 3.000 mg/L.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordados temas referentes ao trabalho realizado, visando
proporcionar o embasamento teérico e fornecendo, desta forma, condi¢cbes para
entendimento cientifico a partir de pesquisas ja desenvolvidas.

2.1 Introducao

A agua vem se tornando cada vez mais escassa a medida que a populacéo, a
industria e a agricultura se expandem. Embora o uso da agua varie de um pais para o outro,
a agricultura, principalmente nos paises de terceiro mundo, é a principal “vila”, consumindo
aproximadamente 70% da agua disponivel, enquanto a industria consome 22%. Ja o
consumo (Km®) doméstico demanda apenas 8%, mesmo que cada individuo necessite a

cada dia de 189 litros de agua para atender suas necessidades (Macédo, 2001).

Além da necessidade de economia, a reciclagem e a reutilizagao aparecem como
alternativas para o uso racional da agua ja que esta é um recurso natural renovavel, porém
finito. Renovavel pelos processos do ciclo hidrologico; finito, porque sua quantidade total na
terra é constante (Carneseca, 2001).

As questbes ambientais tém alcancado importancia crescente nos ultimos anos,
devido ao aumento da preocupagdo das empresas em reduzir o impacto provocado por
poluentes gerados em seus processos industriais, e a conscientizacdo dos consumidores
que passaram a exigir produtos em conformidade com as normas de protegdo ao meio
ambiente (Henze, 1997) e, principalmente, devido a pressao que as instituicdes de protegao
ambiental e 6rgaos de fiscalizagdo tém exercido sobre as industrias. Além disso, a
reciclagem ja € uma realidade, pois é economicamente viavel em funcdo da reducdo dos
custos envolvidos com a prépria agua e por reduzir o volume de efluentes langados em um
recurso hidrico (Macédo, 2001).

2.2 Tratamento de Efluentes na Industria de Alimentos

Na industria, de modo geral, a 4gua é a matéria-prima que se une a outras para criar
produtos acabados, ou ser utilizada como meio de transporte, como agente de limpeza, em
sistemas de refrigeracdo, como fonte de vapor e producao de energia (Cavalcanti e Braile,
1993).
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Atualmente, os poluentes industriais que mais preocupam sio 0s organicos € 0s
metais pesados. Uma elevada poluicdo por matérias organicas é encontrada nos despejos
de matadouros e frigorificos. Esses despejos possuem valores elevados de DBO, sélidos
em suspensdo, material flotavel e graxas, além de apresentam altas temperaturas
(Cavalcanti e Braile, 1993).

As industrias que processam matérias-primas geradoras de residuos organicos
enfrentam a realidade de um residuo altamente putrescivel, entrando em decomposi¢ao
poucas horas depois de sua geracdo, liberando odor caracteristico. Processos de
biodegradacdo controlada surgem para evitar este problema. A biodegradacao consiste na
decomposicao biolégica de substancias ou produtos organicos. Para que a biodegradagao
de um determinado material organico ocorra, € necessario que a célula viva possua uma
substancia quimica especifica destinada a sua decomposicdo. Verificou-se que estas
substancias quimicas que catalisam as reagdes sio as enzimas (Cavalcanti e Braile, 1993).

Em todo o mundo, a legislacao relativa aos limites de descarte e emissao de
residuos vem se tornando cada vez mais rigida e critérios de remogdo de poluentes
especificos devem ser cumpridos. Tradicionalmente, os residuos industriais e municipais
sao tratados por processos que empregam populagdes microbianas. Entretanto, existem
diversas situagbes nas quais o tratamento microbiano nao é inteiramente satisfatério.
Alteracées no meio como mudanca de pH, temperatura ou composicao quimica, interferem
na qualidade do tratamento (Henze, 1997).

No entanto, a possibilidade de se desenvolver tecnologias mais eficientes para o
aproveitamento de residuos e tratamento de efluentes podera reduzir o investimento inicial
das empresas e também seus custos operacionais para manter os sistemas em
funcionamento, além de permitir que as mesmas se adaptem as normas ambientais e,
consequientemente, venham a contribuir para a reducdo do impacto ambiental dessas
atividades como um todo (Henze, 1997).

Segundo relatério realizado pela FEPAM (1997), a carne e seus derivados possuem
valor econdmico e potencial poluidor significativos, representando 43% do langamento total
da carga de DQO no estado do Rio Grande do Sul, conforme ilustra a Figura 1.
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43%

11%

B Figorificos, Matadouros e Abatedouros
O Curtume; Acabamento de Couro
O Bebidas

10% O Fébrica de Celulose

15 % 3% 4% 49 4% 6% O Industrializagdo de Pescado
O Fébrica de Conservas e Gelatinas
B Refinaria de Petréleo
O Fébricas de Papel
H Outros

Figura 1. Distribuicao da carga de DQO remanescente por setores industriais do Estado do
Rio Grande do Sul

A natureza dos residuos depende das operagdes realizadas em cada tipo de
industria e, portanto, os métodos de tratamento para minimizar os efeitos das cargas
poluidoras geradas por estas devem ser enquadrados em cada caso especifico quanto as
necessidades de recuperagio, modificagcdao e/ou tratamento. De modo geral, os métodos de
tratamento de efluentes nas indlstrias de alimentos dividem-se em operagdes e processos
unitarios. A integracdo destes compde os sistemas de tratamento, que consistem em
processos fisicos e quimicos, que caracterizam o tratamento primario e processos

biolégicos, que caracterizam o processo secundario (Vedana et al., 1999).

2.3 Efluentes na Industria Frigorifica

Os efluentes das industrias de carnes possuem elevado volume, sdo ricos em
conteldo organico, causado pela grande concentracao de gordura e proteina. Além desses
componentes, os efluentes também sao constituidos, em alguns frigorificos, de esgoto
sanitario e aguas pluviais, captadas na indistria, onde a soma destes constituintes implica
em uma importante fonte de poluicao de aguas e, consequientemente, altos valores de DQO.
Processos como recuperagdo do sangue, das gorduras e do conteldo das visceras podem
reduzir substancialmente as cargas poluidoras e ainda produzir subprodutos rentaveis
(Cavalcanti e Braile, 1993, Maartens et al., 1996b, Rajeshwari et al., 2000).
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2.3.1 Caracterizacao dos efluentes liquidos de frigorificos

Os efluentes liquidos industriais sdao despejos liquidos originarios de diversas
atividades, contendo as contribuicbes de aguas de lavagem de equipamentos, tubulacgoes,
pisos e demais instalagcdes da industria. Desta forma, os efluentes liquidos da indistria
frigorifica poderao conter (Cavalcanti e Braile, 1993): aguas de lavagem oriundas das
diversas etapas da producdo; detergentes e desinfetantes usados nas operacdes de
lavagem e sanitizacdo; material terroso, fezes, urina, rimen e pélos nas operagdes de
lavagem e sanitizagdo dos animais, cevas e pocilgas; lubrificantes empregados em
determinados equipamentos; subprodutos obtidos na producdo, tais como residuos
gordurosos e proteinas; ingredientes como corantes, emulsificantes, espessantes, nitritos ou

condimentos diversos.

Os efluentes gerados surgem com volume apreciavel de aguas utilizadas no
processamento industrial, desde a chegada dos animais na industria até o seu
processamento, que inclui as operacdes de recepcdo, abate, escaldagem, limpeza de
visceras, resfriamento das carcagas e preparagao de produtos, incluindo as aguas de
lavagem de equipamentos e instalagcdes, obtendo uma alta concentracdo de matéria
organica, tanto em solucao quanto na forma de sélidos suspensos (Rajeshwari et al., 2000).
As etapas de um processo industrial de frigorifico séo divididas em duas areas chamadas de
“area suja”’ e “area limpa”. A “area suja” refere-se as etapas de escaldagem, depilagem e
toalete. Na “area limpa” estdo as etapas em que os animais sido limpos, as carcacas sao
preparadas e designadas para embalagem ou para industrializagao.

a) Caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes frigorificos

Nos matadouros e industrias de produtos carneos que produzem residuos liquidos,
0s principais parametros a serem investigados segundo as exigéncias da Fepam (Fundacao
Estadual de Protecdo Ambiental) sdo a DBOs (Demanda Bioquimica de Oxigénio) e DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio), sélidos suspensos e sedimentaveis, fésforo total,
nitrogénio total, temperatura, pH, vazao, cor, € ainda para controle proprio, 6leos e graxas
(O&G) (FEPAM, 2003).

De acordo com Cavalcanti e Braile (1993), as caracteristicas gerais dos efluentes
liquidos decorrentes dos varios processos empregados na industria frigorifica apresentam
similaridades. A composi¢do detalhada desses efluentes é influenciada pelos diferentes
processos, que podem variar de industria para industria, de acordo com os tipos de produtos
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fabricados. Pode-se dizer ainda que a carga poluidora e o volume dos efluentes liquidos de
qualquer frigorifico dependem dos processos industriais em curso; da quantidade e tipo de
carne processada; das condigdes e tipos de equipamentos utilizados; das praticas de
reducdo da carga poluidora e do volume de efluentes; do gerenciamento e postura da
inddstria quanto as praticas de gestdo ambiental; da quantidade de agua utilizada nas
operagdes de limpeza/sanitizagcao e no sistema de refrigeracdo, dentre outros.

Com base nestes fatores, pode-se concluir que todos os dados relacionados as
caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes devem ser analisados como valores

aproximados ou médios, pois variam de forma significativa de frigorifico para frigorifico.

Os valores médios da DQO e DBO de efluentes liquidos industriais de diferentes
segmentos que abrangem o setor carneo podem variar entre 3.500 a 4.500 mg/L e 480 a
3.800 mg/L, respectivamente (FEPAM, 1997). A Tabela 1 apresenta as concentracoes
médias de DBO e utilizagao de agua em diversos tipos de frigorificos.

Tabela 1. Volume de agua necessario para o processamento de um animal e carga
poluidora

Animal m-;itzcégjro Volume de agua utilizada ~ Carga poluidora COB%%]t;igjﬁut:;?éde
(L/cabeca) (kg DBO/cabeca) (mg/L)
Bovino  C/salsicharia 1.000 a 3.000 3,76 1.250 a 3.760
Bovino  S/salsicharia 500 a 2.500 2,76 1.100 a 5.520
Suino  C/salsicharia 500 a 1.500 0,94 620 a 1.800
Suino  S/salsicharia 400 a 1.200 0,68 570 a1.700
Ave Abatedouro 12a15 0,012 480 a 1.000

Fonte: FEPAM, 1997.

b) Conteudo de 6leos e graxas em efluentes frigorificos

Os oleos e graxas (O&G) originados de fontes naturais sdo misturas complexas de
triglicerideos contendo diferentes combinagbes de acidos graxos, sendo que as
concentracbes de todos os tipos de triglicerideos determinam as caracteristicas fisico-
quimicas dos 6leos e gorduras. Atualmente, 6leos e gorduras sao produzidos em cerca de
100 milhdes de toneladas por ano e utilizados principalmente no processamento de
alimentos (80%), racdo animal (6%) e na industria oleoquimica (14%) dos quais grande
maioria (90%) é destinada para producdo de sabao e outros materiais tensoativos (Pereira
et al.,, 2002).
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O acumulo de O&G causa problemas na digestao anaerobia de efluentes, como
toxicidade aos microrganismos (Rinzema et al.,1994). As gorduras e proteinas presentes
nos efluentes tém baixa biodegradabilidade, representando sérios problemas no processo
biolégico aerébio e anaerébio; podendo ainda levar ao desenvolvimento de odores e se
solidificar a baixas temperaturas, causando danos operacionais (Cammarota et al., 2001;
Jung et al, 2002). Além disso, O&G adsorvidos na superficie do lodo anaerdbio podem
limitar o transporte de substratos sollveis para a biomassa e, conseqtientemente, a taxa de
conversao do substrato (Rinzema et al., 1994).

Nos ultimos anos, a aplicacdo de enzimas em processos industriais tem se
acentuado, sendo as lipases uma das classes mais estudadas nesse sentido (Jung et al.,
2002). Recentemente, o estudo da aplicacdo de lipases na degradacao biol6gica para
remocdo de carga lipolitica vem sendo pesquisado com resultados promissores. Os
efluentes industriais utilizados na pesquisa sdo os gerados em frigorificos e abatedouros,
laticinios e industrias de alimentos em geral, na perspectiva de eliminar problemas
existentes em sistemas bioldgicos (Pereira et al., 2002).

2.3.2 Tratamentos de efluentes em industrias frigorificas

O lancamento de efluentes ndo tratados tem sido a causa de sérios danos ao meio
ambiente e a salde publica devido a deterioragdo dos corpos d’ agua receptores. Os custos
dos métodos de tratamento disponiveis para se atingir padroes estabelecidos pela
legislagao séo elevados e os investimentos nesta area sao baixos, como em muitos paises
em desenvolvimento (Chernicharo, 1997).

A industria de abatedouros é uma das atividades mais antigas da humanidade. O
impacto ambiental deste tipo de industria cresce consideravelmente, sendo a maior poluigcao
gerada por matéria organica em altas concentracbes, o que limita alguns métodos de
tratamento (Del Pozo et al., 2000).

Os métodos de tratamento de efluentes frigorificos mais utilizados segundo Vedana
et al. (1999) sdo os processos fisicos-quimicos, onde incluem-se as operacbes de
peneiramento, gradeacdo, sedimentagdo, coagulacdo, cloragdo, sedimentacao/flotacao,
ajuste de pH e temperatura; e os processos biol6gicos, sendo mais comuns as lagoas
aeradas, anaerobias, de estabilizacio, valos de oxidacao e outros. Geralmente, o grau de
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tratamento exigido, as condicbes locais, limitacdo de area, custos de capital e operacional,
irdo determinar a selecao do sistema a ser adotado.

Todos esses processos reduzem a DBO em 70-95% e os sélidos em suspensao em
80-95%, sendo que cada um desses sistemas tem vantagens e desvantagens (Cavalcanti e
Braile,1993). Qualquer processo bioldgico de tratamento é considerado econdmico se puder
ser operado a baixos tempos de retencdo hidraulica e a tempos de retencdo de sélidos

suficientemente longos para permitir o crescimento de microrganismos (Chernicharo, 1997).

Parte da carga orgéanica do efluente gerado por indlstrias de alimentos pode ser
também removida por tratamento fisico-quimico, contudo o custo destes reagentes é alto e a
eficiéncia de remog¢éo da DQO dissolvida é baixa (Cammarota et al., 2001).

O tratamento biolégico de residuos ocorre inteiramente por mecanismos biolégicos,
que reproduzem, de certa maneira, 0s processos naturais que ocorrem em um corpo d’ agua
apés o lancamento de despejos. Ocorre, no entanto, o fenébmeno de autodepuragdo em
condi¢des controladas e em taxas mais elevadas que nos corpos d’ agua (Von Sperling,
1996).

Os tratamentos biologicos possuem beneficios claros devido ao potencial de
utilizac@o dos seus subprodutos geralmente ricos em nutrientes, como fertilizantes orgénicos
de qualidade para as plantas (Paredes et al.,, 2002). No caso de processos de tratamento
fisico-quimico de efluentes, os residuos gerados como o flotado, normalmente sao lancados
em aterros sanitarios tornando-se um outro tipo de poluicdo ambiental. A flotacao tem como
objetivo separar as gorduras e a parte dos so6lidos em suspensao, conduzindo o efluente,
com um menor teor de gordura, para o tratamento secundario (bioldgico). Alguns autores
sugerem a biorremediacdo deste tipo de residuo anaerobicamente ou aerobicamente
através de culturas bacterianas que degradem lipidios (Mongkolthanaruk e Dharmsthiti,
2002).

a) Sistemas aerobios

No sistema aerébio, as bactérias que decompdem a matéria organica necessitam de
oxigénio suficiente para respiracdo microbiana, além de nutrientes e condigbes favoraveis
para o seu desenvolvimento. Em frigorificos geralmente se utilizam lagoas aeradas ou
aerobias. Nas primeiras, 0 oxigénio € introduzido mecanicamente e a agitagdo deve ser
suficiente para manter os sélidos em suspenséo e evitar degradacao anaerébia. Nas lagoas
aerobias a aeragao é natural e estas sao de baixa profundidade para evitar regides de
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anaerobiose. Quando utilizadas para tratamento de residuos de frigorificos sé&o
freqiientemente precedidas por lagoas anaerdbias ou aeradas, devido a sua baixa taxa de
aplicacdo, para minimizar odores e propiciar um alto grau de tratamento. Desta forma,
necessitam de grandes areas para implantagdo (Cavalcanti e Braile, 1993).

No caso dos filtros biolégicos de alta taxa com recirculagao, a principal finalidade da
utilizagdo em despejos frigorificos é diminuir as cargas e os picos durante o processo. Estes
sistemas em muitos casos sdo usados antecedendo um sistema de lodo ativado, pois
propiciam apenas uma redugdo inicial de DBO. Ja os biodiscos ou discos biolégicos
rotativos utilizam os organismos aerobios presentes naturalmente no efluente, que ao aderir
aos discos reduzem a matéria organica obtendo fonte de oxigénio através do escoamento
do efluente. Sao utilizados como depuradores em residuos frigorificos, portanto, sua
instalagdo normalmente é a jusante de uma lagoa anaerébia que funcionaria como pré-

tratamento (Cavalcanti e Braile,1993).

Os sistemas de lodos ativados sdo um dos mais eficientes processos para
tratamento de efluentes frigorificos, como em casos que o efluente ainda possui DBO muito
alta e nitrogénio amoniacal (Cavalcanti e Braile,1993). O tratamento aerébio de efluentes
através de lodos ativados destaca-se em relagdo a outros pelo fato de as bactérias aerébias
serem menos susceptiveis a inibicdo por diversas substancias quimicas; o processo
imediato de partida das unidades; o curto tempo de adaptacdo do lodo ao residuo de
interesse; a nao necessidade de poés-tratamento; a compreensdo da bioquimica e da
microbiologia do processo aerébio; a menor possibilidade de geracdo de efluente com
aspecto desagradavel; a grande flexibilidade de operacdo; a elevada eficiéncia de
tratamento e o porte relativamente pequeno das unidades (Von Sperling, 1997).

No entanto, podem ocorrer problemas no caso de efluentes que contém elevada
quantidade de 6leos e graxas, como os de frigorificos e laticinios. Estes sdo degradados
muito lentamente, pois as gorduras geram problemas nos sistemas de bombeamento e
aeragao, provocando o desenvolvimento de microrganismos filamentosos (género Nocardia
e Microthrix), fenbmeno conhecido como “bulking” e/ou promovem formagao de mousses
estaveis na superficie do tanque de aeracado, que dificultam a floculagdo e a sedimentagao
do lodo e blogueiam as trocas gasosas indispensaveis a degradacao bioldgica. Pesquisas
revelam que a utilizagdo de enzimas nestes casos surge como um eficiente avango de

tecnologia em tratamento de efluentes convencionais (Jung et al., 2002).
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b) Sistemas anaerobios

As tendéncias atuais sdo adotar tecnologias de tratamentos disponiveis mais
confiaveis e mais baratas, de acordo com as condicoes locais especificas. Com base nestes
aspectos, surge como proposta promissora, a utilizagdo do processo de tratamento
anaerobio (Chernicharo, 1997).

O sistema anaerdbio ocorre através da fermentacdo bacteriana de substancias
biodegradaveis produzindo gas metano e dioxido de carbono na auséncia de oxigénio livre.
A digestao ocorre através de trés grupos de microrganismos: Bactérias hidroliticas
(transformam orgénicos complexos em organicos simples), bactérias formadoras de 4cidos
(formam os 4&acidos graxos volateis) e as homoacetogénicas, hidrogenogénicas e
metanogénicas sub-divididas em acetoclasticas e hidrogenotréficas (formadoras de gases
acetato, diéxido de carbono, hidrogénio e metano) em sistemas anaerébios (Chernicharo,
1997, Sterling Jr. et al., 2001). A microbiologia e as etapas constituintes do processo de
digestdao anaerdbia foram muito estudadas nos Ultimos vinte anos com contribuigcoes

relevantes, estando disponiveis revisdes detalhadas deste tema (Leal, 2000).

Os processos anaerobios tiveram grande difusdo a partir da década de oitenta, com
aplicacdes no tratamento de efluentes de cervejarias, agro-industriais e esgoto doméstico.
Um sumario das vantagens e desvantagens desse processo é apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Vantagens e desvantagens dos processos anaerébios

Vantagens Desvantagens
e Baixa produgao de sélidos, cercade 5a 10 e As arqueas metanogénicas  sao
vezes inferior a que ocorre NOs pProcessos suscetiveis a inibigdo por um grande
aerobios; numero de compostos;
e A partida do processo pode ser lenta na
¢ Baixa demanda de érea; auséncia de lodo de semeadura
adaptado;
e Produgdo de metano, um gas combustivel e Alguma forma de poés-tratamento é
de elevado teor calorifico; usualmente necessaria;
e Possibilidade de preservagdo  da e A bioquimica e a microbiologia da
biomassa, sem alimentacao do reator, por digestdo anaerdbia sdao complexas e
Varios meses; ainda precisam ser estudadas;

e Possibilidade de geragdo de maus
odores, porém controlaveis;

e Aplicabilidade em pequena e grande e Possibilidade de geracdo de efluente
escala; com aspecto desagradavel;

e Remocdo de nitrogénio, fésforo e
patogénicos insatisfatoria.

e Tolerancia a elevadas cargas organicas;

e Baixo consumo de nutrientes.

Fonte: Chernicharo (1997)
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Os principais sistemas anaerébios utilizados no tratamento de aguas residuarias
podem ser divididos em dois grandes grupos:

= Sistemas convencionais: sdo dimensionados com elevados tempos de retencao
hidraulica, o que resulta na construcdo de reatores de grandes volumes. Exemplos:
digestores anaerébios, tanques sépticos, lagoas anaerdébias e outros (Chernicharo,
1997).

= Sistemas de alta taxa: desenvolvidos a partir da necessidade de tratar esgotos
industriais de elevada carga organica. Esses reatores retém grandes quantidades de
biomassa em seu interior, muitas vezes imobilizadas, possibilitando o emprego de altos
tempos de retencdo celular e baixos tempos de retencdo hidraulica, o que leva a
diminuicdo do volume do tanque. Exemplos: reatores de leito fixo, de leito expandido, de
leito expandido/fluidificado; reatores de dois estagios, de chicanas, UASB (“Upflow
Anaerobic Sludge Blanket Reactor”) e reator de contato (Rajeshwari et al., 2000,
Chernicharo, 1997).

Processos anaerébios podem competir favoravelmente com os processos aerobios
tradicionais para o tratamento de efluente de industria de alimentos, desde que este tenha
atividade suficientemente concentrada utilizavel, ou seja, alta temperatura e
biodegradabilidade (Berardino et al, 2000), sendo o residuo organico consideravel
biodegradavel em indices de umidade entre 85-90% (Salminen e Rintala, 2002).

Em principio, todos os compostos organicos podem ser degradados pela via
anaerébia, sendo que 0 processo se mostra mais eficiente e econdmico quando os dejetos
sao facilmente biodegradaveis (Chernicharo, 1997). Desta forma, é indicado para casos em
que o residuo a ser tratado contenha altas cargas de DBO e de sélidos em suspensao.
(Vidal et al., 2000).

Durante as duas ultimas décadas, os processos de digestdo anaerdbia vém sendo
aplicados ao tratamento de residuos de industrias de alimentos, por exemplo, efluentes da
fabricagdo de agucar, amido, cervejaria e de sorvete (efluente gorduroso), entre outros. As
vantagens do uso de digestores anaerdbios para tratamento de residuos organicos sdo bem
documentadas. No entanto, o controle operacional pode ser dificultado pela complexidade
das interag6es dos microrganismos (Hu et al., 2002).

O tratamento de efluentes de abatedouro através de sistemas anaerdbios pode ser
problematico, devido a ocorréncia de processos como a suspensao da biomassa (arraste)

12
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devido ao alto conteldo de gordura. No entanto, algumas modificacées na disposicao e
funcionamento bem como adaptagbes as necessidades do tratamento fazem destes
processos eficientes sugestdes de tratamento para este tipo de residuo (Del Pozo et al.,
2000).

De qualquer forma, os processos de digestdo anaerdbia sdo de grande interesse por
serem bem conhecidas as suas vantagens. Diversos tratamentos anaerébios convencionais
vém sendo usados abundantemente em industrias de alimentos. Pesquisas comprovam que
mesmo ocorrendo alguns problemas operacionais como flotagdo do lodo ou toxicidade de
compostos intermediarios formados, estes tipos de residuos podem ser efetivamente
tratados por processos anaerébios (Vidal et al., 2000).

Neste caso, os reatores mais indicados incluem sistemas anaerdbios de contato,
onde o efluente pode ser utilizado sem a realizagdo de uma etapa de pré-tratamento.
Quando da utilizagdo de um reator de alta taxa (por exemplo, UASB “Upflow Anaerobic
Sludge Blanket”), uma etapa de pré-tratamento para remocdo dos solidos suspensos e
gorduras é essencial antes do tratamento anaeroébio (Rajeshwari et al., 2000).

O reator anaerdbio de contato € um dos mais usados na Europa, devido ao
desenvolvimento de seu design e das caracteristicas operacionais que proporcionam uma
adequada mistura e, consequientemente, uma melhor performance frente a outros tipos de
reator como no tratamento de residuo de sorveteria (Hu et al., 2002, Sterling Jr et al., 2001,
Bjérnsson et al., 2001).

As diversas caracteristicas favoraveis dos processos anaerébios, como o baixo
custo, simplicidade operacional e baixa producdo de soélidos, aliadas as condigoes
ambientais do Brasil, onde ha predominancia de elevadas temperaturas, tém contribuido
para a colocacao dos sistemas anaerébios em posicao de destaque. Praticamente todas as
analises de alternativas de tratamento incluem esses reatores como uma das principais

opcoes (Leal, 2000).

O interesse em fontes de energia alternativa resulta em mais um importante atrativo
do processo anaerébio, pois a producdo do gas metano pode ser usada para substituir a
energia de combustivel féssil, e assim reduzir a emissdo de diéxido de carbono ao meio
ambiente (Rajeshwari et al, 2000, Salminen e Rintala, 2002, Vorkamp et al, 2001,
Bjornsson et al., 2001). O sistema anaerébio pode ser viabilizado ainda pela implantagao de
reatores de segunda geracao, os digestores de alta taxa, os quais possibilitam a remocéo,
em alguns casos, de 24Kg DQO/m? dia (Rajeshwari et al., 2000).

13
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O conhecimento de alguns aspectos fundamentais como a fase liquida (externa) e a
fase sélida (interna), transferéncia de massa, parédmetros cinéticos intrinsecos e a
hidrodinamica dos reatores podem ser Uteis para melhorar o design e os processos de
operacao dos reatores, sendo o processo de transferéncia de massa um dos mais
importantes fendmenos a ser estudado (Sarti et al., 2001).

A transferéncia de massa da fase liquida em reatores anaerébios (HAIB “Horizontal
Flow Anaerobic Imobilized Biomass”, UASB “Upflow Anaerobic Sludge Bed”, EGSB
“Expanded Granular Sludge Bed”) € um fator relevante devido ao seu funcionamento
requerer para producdo de metano mistura suficiente e contato entre o substrato e a
biomassa. Desta forma, através da diminuicdo da resisténcia da transferéncia de massa da
fase liquida obtém-se um aumento da eficiéncia do processo (Sarti et al., 2001, Rinzema et
al., 1993).

O efluente produzido por refinarias de 6leo alimenticio e industrias de laticinios
usualmente contém concentragdo de 6leos e graxas maiores que 100 mg.L™". O tratamento
anaerobio destes substratos consiste em realizar a hidrélise de 6leos e graxas em &cidos
graxos de cadeia longa que sdo degradados em acetato e glicerol (Hwu et al., 1998a). Em
usina de 6leo de palma tem-se referéncia de tratamento do residuo contendo compostos
lignocelulésicos e uma mistura de carboidrato e 6leo através da digestao anaeroébia (Oswal
et al.,, 2002).

A flutuacdo de carga de matéria organica pode ser um problema para a
biodegradabilidade destes materiais. No entanto, pesquisas demonstraram que na digestéao
anaerobia de efluente industrial de confeitaria, a utilizagdo de um filtro anaerébio apresentou
uma grande habilidade de adaptacao da biomassa a uma nova fonte de carbono bem como
a flutuacdes de carga organica e alimentacées diluidas (Berardino et al., 2000).

Outras razoes para o desequilibrio dos digestores anaeroébios incluem mudancas de
temperatura, pH, presenca de material toxico como fenois, a mudanca na alimentagdao e um
aumento repentino de carga organica. O pH ideal para producdo de metano é entre 6,8 e
7,2; enquanto a temperatura deve ficar nos niveis adequados a bactérias mesofilicas e
termofilicas (Sterling Jr. et al., 2001, Rajeshwari et al., 2000).

O efeito da temperatura no tratamento anaerébio de efluente de abatedouro através
de reator ASBRs (“Anaerobic Sequencing Batch Reactors”) foi avaliado pela remocao de
DQO e da producao de metano na faixa de 20 a 30°C. Remocoes de 90,8%, 88,7% e 84,2%

de DQO foram obtidas a 30°C, 25°C e 20°C, respectivamente. Com relacédo a producgéo de
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metano, a diminuicdo da temperatura de 30°C para 25°C nao afetou significativamente a
taxa especifica de produgado de metano, sendo esta variavel afetada, principalmente, pela
concentracdo de biomassa (Massé e Masse, 2001).

Em casos da necessidade de tratamento sazonal, como em industrias de aglcar de
milho, os digestores anaerdbios sdo vantajosos pelo fato das arqueas metanogénicas nao
sofrerem deterioracdo a 15°C, possibilitando assim a preservacido do lodo anaerébio por
longos periodos. Para ativagdo em processos, além da temperatura e pH ideais, as arqueas
metanogénicas necessitam ainda de nutrientes, como nitrogénio, fésforo, potassio, calcio,
magnésio, zinco, manganés, cobalto, niquel, ferro e enxofre, em pequenas quantidades para
evitar efeito contrario, como inibicao da formagéao de metano (Rajeshwari et al., 2000).

Os processos de digestdo anaerobia de efluentes de abatedouro entre 20 a 30°C sao
geralmente lentos devido a alta concentragcdo de sélidos suspensos e particulas de
gorduras, caracteristicas comuns neste tipo de efluente, sendo a concentragao de lipidios o
fator limitante no tratamento dos soélidos. Os organicos sollveis sdo usualmente
metanizados antes que os sélidos em suspensdo sofram a hidrélise € a completa
degradacao das particulas, o que aumenta o tempo de retencado hidraulica necessario,
sendo as particulas de lipidios as maiores causadoras deste problema. Caso os solidos nao
sejam degradados, ocorre um acumulo destes dentro da camada de biomassa,
especialmente gorduras, resultando em um sério impacto no desempenho do reator
anaerébio de alta taxa. A aplicagdo de pré-tratamento a fim de proporcionar a hidrolise de
particulas de gordura pode acelerar a biodegradacdo em reatores anaerébios de efluentes
como o de frigorificos e plantas de embalagem de carne (Masse et al., 2001a, Masse et al.,
2003).

O melhoramento da eficiéncia da digestdo anaerébia pode ser obtido pelo
aprimoramento dos digestores ja existentes através da incorporagao de técnicas atuais.
Fatos como o “arraste” da biomassa podem ser evitados ao se acoplar no préprio digestor
membranas para reter a biomassa, possibilitando assim o tratamento de residuos com
elevada concentracdo de matéria organica (Rajeshwari et al., 2000). Filtros anaerébios sao
uma alternativa para tratamento de efluentes de abatedouros, pela eficiéncia de remocéao de
carga organica. No entanto, sdo necessarias limpezas periddicas com o intuito de evitar
entupimentos (Del Pozo et al., 2000). A utilizagdo de suportes corrugados para fixacdo de
microrganismos demonstra vantagens quanto a remog¢do de matéria organica, devido a
habilidade de recuperacao do biofilme quando as condicdes favoraveis sdo retomadas, apés

choques de carga ou oscilacdes de vazao (Nikolaeva et al., 2002; Del Pozo et al., 2000).
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A utilizacdo de um consércio de bactérias pode ser uma opcédo para tratamento de
efluente rico em lipidios visando evitar os problemas convencionais. Esta técnica mostrou-se
promissora em pesquisas que visam aumentar a biodegradagdo em tratamento biolégico
anaerébio, demonstrando que Pseudomonas aeruginosa-LPey; Bacillus sp.-Bsps €
Acinetobacter calcoaceticus-LPqs sao eficientes na reducdo de DBO e do conteldo de
lipidios, provavelmente devido as bactérias LPgy € LPg2 serem produtoras de lipase,
facilitando a biodegradacéao de lipidios (Mongkolthanaruk e Dharmsthiti, 2002).

Para tratamentos de residuos domésticos e industriais, nas ultimas duas décadas, o
sistema de alta taxa mais utilizado é o reator UASB (“Upflow Anaerobic Sludge Blanket
Reactor”), devido as vantagens como baixo custo e adequada eficiéncia do processo (Sarti
et al., 2001; Hawkes et al., 1995, Hwu et al., 1998b). No entanto, quando o residuo é
complexo (insoluvel ou inibitério), contém lipidios e ou acidos graxos de cadeia longa,
algumas falhas podem ocorrer, como por exemplo a flotacdo de granulos do lodo e matéria
graxa, diminuindo a carga do reator, ou a inibicdo dos microrganismos anaerébios pelos
acidos graxos de cadeia longa. O aumento da vazédo e diminuicdo do tempo de retencao
hidraulica, juntamente com uma demasiada camada de lodo granular pode melhorar a
mistura e promover maior contato entre substrato e biomassa, e em caso de “arraste” pode-

se acoplar um tubo para coletar matéria graxa e/ou biomassa (Hwu et al., 1998b).

Quando os lipidios representam 50% ou mais para a DQO do residuo, o reator UASB
(“Upflow Anaerobic Sludge Blanket Reactor”) pode se tornar impréprio para o tratamento,
uma vez que pode ocorrer o0 “arraste” e perda da eficiéncia de contato entre o substrato e a
biomassa. O reator EGSB (“Expanded Granular Sludge Bed”) surge como um reator UASB
melhorado, pois leva em consideracdo a necessidade do tipo de residuo a ser tratado
podendo ser uma alternativa promissora (Hwu et al., 1998b, Rinzema et al., 1993).

A comunidade microbiana em digestores anaerdbios pode ser analisada quanto a
sua atividade metabdlica através de indicadores no préprio sistema. Os indicadores mais
comumente usados sdo: taxa de producdo de gas, a composicdo dos gases, pH,
alcalinidade e concentragdo de &cidos graxos volateis (Bjérnsson et al, 2001). O
monitoramento da variagdo da produgdo do metano é uma informagdo dindmica dos
diferentes tipos de colonizagdo e fixacdo da biomassa em reatores anaerdbios de filme fixo
(Michaud et al., 2002).

Os reatores anaerébios sdo utilizados também na avaliagdo da remocédo de
nitrogénio da industria frigorifica de aves e suinos, pois este tipo de residuo costuma conter
alto teor de proteina, a qual é responsavel pela alta concentracdo de nutrientes,
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principalmente o nitrogénio em suas diferentes formas. O sistema é composto por dois
reatores de fluxo continuo em série, um reator hibrido (anaerébio/anéxico) e um tipo filtro
biolégico de fluxo ascendente com aeracdo e sistema de reciclo para nitrificagcao e
desnitrificacdo do residuo. A eficiéncia global do sistema na remogao do nitrogénio foi de
60% préximo do valor maximo calculado teoricamente (64,3%) para razao de reciclo
estudada (R=1,8) (Teixeira et al., 2002).

Processos inibitorios para a biodegradacao anaerébia de residuos

As gorduras, carboidratos e proteinas presentes em efluente de industria de
laticinios, por exemplo, pode causar problemas na biodegradabilidade anaer6bia deste
efluente. Com intuito de melhorar a biodegradabilidade, testes com efluentes sintéticos
contendo estes tipos de matéria orglnica foram realizados por Vidal et al. (2000),
possibilitando observar que a biodegradacao de residuos ricos em gordura é mais lenta que
os ricos em carboidratos. A geracao de compostos intermediarios durante a biodegradagao
anaerobia de efluentes contendo alta concentracdo de matéria organica pode causar
problemas no desempenho do processo anaerébio, como:

— Flotacdo do lodo: pode ocorrer devido ao desenvolvimento de lodo com diferentes

caracteristicas fisicas ou fraca atividade microbiana, devido a presenca de gordura,
podendo resultar no arraste das células e/ou lentidao do processo devido a dificuldade
de transporte de substrato através da camada de gordura aderida no lodo, causando
baixa conversdo em gas metano. Comportamento similar foi observado em efluente rico
em proteina e em reatores do tipo UASB (“Upflow Anaerobic Sludge Blanket Reactor”)
onde, devido a adsorgdo dos acidos graxos de cadeia longa no lodo, o sucesso do
sistema anaerdbio de alta taxa nao foi atingido (Vidal et al, 2000, Hu et al., 2002,
Rinzema et al., 1993, Hwu et al., 1998b).

— Formaco de escuma: ocorre em residuos que contenham altos contetidos de gordura e

proteina. A digestao anaerdbia pode ser perturbada pela formagao de uma camada de
escuma de gordura ap6s 3 dias, causando a ineficiéncia do processo (Hu et al., 2002).
Em casos de sistemas que contenham coletor de gas, a escuma torna-se um problema
devido a possiveis entupimentos do sistema. A formagao de granulos brancos na
superficie foi observada em sistemas de tratamentos com reator EGSB (“Expanded
Granular Sludge Bed”), provavelmente devido ao acumulo de &cidos graxos de cadeia
longa aderidos na camada de lodo (Hwu et al., 1998b).
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= Baixa conversdo em gas metano: qualquer dificuldade no processo de biodegradacao

causa decréscimo na formagao de metano. Produtos especificos da degradacédo de
carboidratos como propionato, etanol ou acetato acumulados lideram a inibicdo de
diversas espécies microbianas (Vidal et al., 2000). O acumulo de lipidios no lodo
anaerodbio diminui a eficiéncia devido ao fendmeno de flotacdo e arraste da biomassa
(Del Pozo et al., 2000).

= Inibicdo de argueas metanogénicas: o destino dos lipidios é particularmente importante
para estabilidade do processo anaerébio, pois 0 aumento da concentracdo de acidos
graxos livres na solugdo pode ter um irreversivel efeito inibitério para arqueas
metanogénicas (Masse et al., 2001b, Hu et al., 2002, Rinzema et al., 1994, Hwu et al.,
1998a). Existem indicativos que o acido oléico comeca a inibir as arqueas
metanogénicas a partir de 280 mg.L™", (Masse et al., 2001b). J4 o 4cido estearico em
concentracdes de 100mg.L™" ndo inibe a metanogénese acetoclastica. A metanogénese
hidrogenotréfica é tanto inibida pelo acido oléico quanto estearico a 21°C (Lalman e
Bagley, 2001). O &cido linoleico, importante constituinte de O6leos vegetais, em
concentragdes de 30 mg.L" a 21°C, inibe a metanogénese acetoclastica e ligeiramente a
metanogénese hidrogenotréfica (Lalman e Bagley, 2000, Alves et al.,, 2001). A inibicao
por acidos graxos volateis foi caracterizada em experimentos utilizando acetato como
sinalizador, por ser este o precursor de mais de 75% da producdo de metano na
digestao anaerdbia. O propionato e butirato sdo acidos graxos intermediarios que
podem causar inibicdo no crescimento de diversas espécies de microrganismos,
proporcionando queda da producdo de metano. Estes acidos graxos intermediérios séao
usualmente convertidos em acetato e hidrogénio quando o sistema estiver em bom
funcionamento (Aguilar et al., 1995). Concentragdes de nitrogénio amoniacal entre 50 e
200 mg. L sdo estimulantes para as arqueas metanogénicas, mas acima desta faixa
podem ter efeitos tdxicos para este tipo de bactérias (Vidal et al., 2000).

O residuo de uma industria de sorvetes foi testado quanto a biodegradabilidade
anaerobia via filtros anaerdbios. Ao final do processo constatou-se uma pobre retencéo
de biomassa, causada possivelmente pelo conteldo de gordura existente no efluente,
concluindo-se que realmente a quantidade de gordura é um fator limitante na
performance do reator (Hawkes et al., 1995). Outro fator limitante, constatado durante a
digestao anaerébia de residuo de abatedouro de aves, foi a concentracao de propionato
que inibe a etapa de hidrélise do residuo (Mata-Alvarez et al., 2000).

18



Revisdo Bibliografica

= Alteracdo do pH: a degradacao de efluente rico em carboidratos produz aménia livre em

concentragdes perto dos niveis inibitérios (62,2 mg aménia.L™"), mas em casos como na
biodegradacao de efluentes de laticinios que contém alto teor de gordura, esta produgao
facilita a regulagao da faixa de pH alterado frente ao acumulo de &cidos graxos volateis.
No entanto, o0 aumento de pH causado pela forma nao ionizada da aménia é prejudicial
ao processo devido a alteragdo que provoca no metabolismo dos microrganismos (Vidal
et al., 2000). Verificou-se que pequenos aumentos na concentracdo de nitrogénio
amoniacal durante a digestao anaerébia de esterco de bovino resultam em um aumento
de gas hidrogénio e metano, mas grandes aumentos causam a inibicdo da producéao dos
mesmos bem como reducao de sélidos volateis do sistema. Baseados nos resultados, a
concentracao de gas hidrogénio pode ser usada como parametro de monitoramento do
aumento da amonia (Sterling Jr. et al., 2001).

Os acidos graxos de cadeia longa, produzidos pela hidrélise de lipidios causam
efeitos inibitérios nos microrganismos mesofilos e terméfilos em digestores anaerdbios. No
entanto, a toxicidade do &cido oléico inibe mais a formagdo de acetato através da
metanogénese em condigbes termofilicas (55°C) e lodo floculento do que em condigdes
mesofilicas (40-30°C) e lodo granular. Desta forma, é sugerida a aplicagdo de
microrganismos mesofilicos em processos de digestdo anaerdbia de efluentes gordurosos,
como o efluente de laticinio e de industria de 6leo de oliva (Hwu e Lettinga, 1997). A pré-
adaptacao de lodos em reatores de batelada alimentada durante o primeiro periodo de
operacao resulta em uma alta tolerancia a toxicidade do acido oléico, resultando em um bom
funcionamento do sistema. Surge a possibilidade de utilizagdo de sistemas em ciclos de
degradacado por adsorcdo da matéria organica em tratamentos de efluentes com alto
conteudo de lipidios. Ja o sistema de lodo imobilizado é desaconselhavel para estes casos
(Alves et al., 2001). Outras pesquisas indicam que um lodo anaerdbio aclimatado com
culturas que convertem rapidamente os acidos produzidos, evita o fendmeno da inibigao,
bem como a aplicacédo de lodo do tipo granular, indicado para tratamento de lipidios (Aguilar
et al., 1995, Hwu et al., 1996).

O efluente de abatedouro contém quantidades significantes de nitrato e sulfato,
sendo de extrema importancia a informagdo sobre a influéncia destes compostos na
biometanizacao deste efluente. O sulfato é considerado inibitério para metanogénese em
digestores anaerdbios tornando-se um importante fator de efeito téxico (Rodriguez-Martinez
et al.,, 2002).
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Técnicas para melhorar a eficiéncia dos biodigestores incluem instalagdes de caixas
de gordura ou flotadores, tratamentos com adicdo de alcalis ou enzimas especificas como
hidrolases, principalmente lipases pelo fato da especificidade, o que pode ser de grande
interesse para o tratamento de efluentes com alto teor de lipidios. O pré-tratamento
enzimatico apresenta algumas vantagens, tais como o controle dos produtos, que leva a um
aumento dos rendimentos pela ndo geracao de sub-produtos téxicos; condicdes moderadas
de operacao; reducado de custo em termos de energia e de equipamentos, tornando este
processo atrativo sob o ponto de vista ambiental (Masse et al., 2001b).

Masse et al. (2001b) conseguiu resultados que indicam que o pré-tratamento das
particulas de gordura suina utilizando NaOH pode ser realizado, indicando ser necessario 4
horas de reacdo e concentracdo de 150-300 meq L' de NaOH para obtencdo de 73% de
reducao das particulas. No entanto ndo houve diminuigdo na concentragdo de DQO. Doses
maiores de NaOH aumentariam o pH do pré-tratamento, o que seria desaconselhavel.
Segundo Karlsson (1990) o tratamento de lodo ativado com NaOH reduz até 26% de
carboidratos, 73% de proteina e 28% de lipidios, enquanto o tratamento biol6gico é capaz
de reduzir cerca de 40% de carboidratos, 20% de proteina e nao exibindo efeitos
mensuraveis na reducdo de lipidios, evidenciando sua dificuldade para tratamentos de
fragdes lipidicas. Este comportamento indica a necessidade de alternativas como o pré-
tratamento enzimdtico para aumentar a hidrélise de gorduras e facilitar o tratamento
anaerdbio.

2.4 Aplicacao de Enzimas no Tratamento de Residuos

A utilizagdo de enzimas no tratamento de efluentes industriais foi proposta
inicialmente nos anos 30 (Aitken, 1994). O desenvolvimento de aplicacbes como alternativa
em processos de tratamento de sistemas solidos, liquidos e de efluentes perigosos estao
sendo pesquisadas, devido a grande variedade de enzimas provenientes de plantas e
microrganismos (Karam e Nicell, 1997). As razbes do sucesso das enzimas podem ser
resumidas pelo fato destas serem catalisadores eficientes, precisos, praticos e por
contribuirem para o desenvolvimento sustentavel (Novo Nordisk, 1992) e auxiliar o processo
de degradacdo microbiana, catalisando reagbes de hidrélise ou de transformacao de
residuos téxicos em inertes.

As enzimas sao proteinas e estdo presentes em todas células vivas onde
desempenham uma fungao vital, controlando os processos metabolicos, através de sua
capacidade catalitica. Estes catalisadores ndo sdo consumidos durante o processo,
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podendo ser reutilizados, e ao contrario de catalisadores inorganicos, sao muito especificas.
Atuam sob condi¢cdes amenas de pH, temperatura, pressédo, o que significa reducao de
custos operacionais. Para certas aplicagdes, foram desenvolvidas enzimas mais resistentes
a temperatura, porém nenhuma enzima resiste por muito tempo a temperaturas acima de
100°C (Novo Nordisk, 1992).

Algumas aplicagbes potenciais de enzimas no tratamento de residuos envolvem
(Karam e Nicell, 1997):

= Remocao de fendis: peroxidases e polifenol oxidases, produzidas por fungos e plantas;

= Remocéao de celulose no residuo de polpa e papel: celulases, produzidas por fungos e

microrganismos;

= Remocao de cianeto, residuo de pesticidas: Cianidase e cianeto hidrolase, produzidas

por fungos;

= Residuos de industrias alimenticias, remocdo e reprocessamento de residuos de

proteina : proteases, produzidas por vegetais, animais e microrganismos;
= Remoc¢ao de gorduras: lipases, produzidas por animais, vegetais e microrganismos.

As vantagens do tratamento enzimatico de efluente, frente aos tratamentos

convencionais sao (Karam e Nicell, 1997):

= Aplicagdo em processos com baixa ou alta concentracao de poluentes;

= Operacao em amplas faixas de pH, temperatura e salinidade;

= Nao ha efeitos de choque por carga de poluentes;

= Nao ha necessidade de aclimatacdo de biomassa;

= O volume de lodo formado é menor, uma vez que nao ha geracao de biomassa;

= Simplicidade e facilidade no controle do processo.

Apesar do grande potencial, existem diversas situacdées nas quais a utilizacdo de
enzimas pode nao consistir em uma ferramenta adequada para o tratamento de residuos. O
tratamento biolégico freqlentemente é mais econémico e degrada adequadamente
efluentes contendo teor de compostos organicos entre médio e alto. Nos casos em que se
deseja remover varias substincias de caracteristicas quimicas diversas, em que seria

necessario utilizar diversas enzimas, esta forma de tratamento pode ndo ser viavel. Em
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algumas situacOes, a aplicacdo de enzimas pode até mesmo ser prejudicial, quando a
toxicidade do efluente € aumentada apds o tratamento enzimatico (Aitken et al., 1994).

Além disso, a instabilidade térmica, susceptibilidade ao ataque por proteases,
inibicdo da atividade e dificuldade de separacao e reutilizagdo do catalisador livre ao final da
reacdo sio questdes que dificultam a aplicacdo das enzimas. Porém, um dos maiores
entraves para a difusdo da aplicacdo de enzimas em tecnologias ambientais € o custo
relativamente elevado desses biocatalisadores. Assim, justifica-se a busca de processos de
producao de enzimas que apresentem baixo custo, como é o caso da fermentacdo em meio
sélido, através da utilizacdo de rejeitos agroindustriais como torta de babacu e soja como
substratos (Leal, 2000, Vargas, 2004).

Efluentes de frigorificos contém alto teor de sélidos em suspensao, especialmente
gorduras, dificultando a aplicacao de tratamentos anaerdbios nestes efluentes (Masse et al.,
2001a). As lipases podem ser aplicadas no tratamento de efluentes com alto teor de
gorduras como os gerados pela industria de carnes, balas e laticinios (Leal, 2000), e, como
na maioria das vezes sao desnecessarias ao final da reagdo, um processo econémico seria
a aplicacao das lipases na forma imobilizada (Malcata et al., 1992).

2.4.1 Lipases

As lipases séo definidas como glicerol éster hidrolases (E.C.3.1.1.3) e s&o hidrolases
que catalisam a hidrolise de ésteres carboxilicos, ligagcdo presente em acilglicerois (Leal et
al., 2002, Balcao et al., 1996 ) e tri, di € monoglicerideos, presentes na interface 6leo-agua,
para liberar acidos organicos e glicerol (Vonderwulbecke et al., 1992, Balcédo et al., 1996,
Linko et al, 1998). Enzimas lipoliticas sdo assim definidas como hidrolases de ésteres
contendo acidos graxos de cadeia longa, saturados ou insaturados, com doze ou mais
atomos de carbono. A reacao lipolitica é reversivel e, portanto, as lipases podem catalisar a
formacao de acilglicerdis a partir de acidos graxos e glicerol sob certas condi¢gdes (Oliveira
et al., 1999).

A aplicacao de lipases é particularmente importante devido ao fato da hidrélise ser
especifica em 6leos e graxas, que é de grande interesse para diferentes aplicacoes
industriais (Leal et al., 2002). O processo necessita da formagao da interface e a absorgéao
da enzima nesta interface 6leo-agua. Assim, quanto maior a interface, maior sera a
quantidade de enzima adsorvida, acarretando velocidades de hidrélise mais elevadas
(Oliveira et al., 1999).
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A maioria das lipases apresenta atividade 6tima na faixa entre 30 e 40°C, e embora
sua termoestabilidade varie consideravelmente em fungao da origem. As enzimas de origem
microbiana sdo, em geral, mais estaveis. Usualmente, lipases sdo ativas em uma ampla
faixa de pH, apresentando uma alta atividade na faixa de pH 5 a 9, com um méaximo situado
entre 6 e 8 (Uhlig, 1998).

As lipases sao encontradas na natureza em ampla escala filogénica, podendo ser
obtidas a partir de fontes animais, vegetais e também a partir de microrganismos naturais ou
geneticamente modificados que as produzem de forma endégena ou exégena. A obtencao
de lipases através de processos fermentativos tem sido a principal rota de produgcao uma
vez que estes processos apresentam maior facilidade de controle e aumento da capacidade
produtiva e custo de obtencao reduzido (Balcao et al., 1996), além de serem em sua maioria
extracelulares, facilitando os processos de extracdo e purificagdo o que confere uma maior
estabilidade as mesmas (Jung et al., 2002). A especificidade das lipases é determinada
pelas caracteristicas moleculares da enzima, sendo que algumas preparacdes enzimaticas
podem conter uma ou mais lipases com diferentes especificidades; pela estrutura do
substrato ou por fatores que afetam a ligagdo da enzima ao substrato ou a prépria estrutura
conformacional da enzima (Leal, 2000).

Apesar das lipases serem utilizadas industrialmente ha varias décadas, o nimero de
aplicacdes e a quantidade de lipases manufaturadas sado limitados, mesmo assim, na
biocatalise em sinteses organicas é um dos grupos mais estudados (Linko et al., 1998).
Industrialmente, as lipases podem ser aplicadas em detergentes, modificacdo de 6leos e
gorduras industriais, na industria farmacéutica e quimica fina. Na industria alimenticia, as
lipases podem ser utilizadas com a finalidade de aprimorar o aroma e a textura dos
alimentos, como na aceleragdo dos processos de maturagdo de queijos e desenvolvimento
de aromas e sabores (Leal, 2000), pois os acidos graxos produzidos através de hidrélise de
triglicerideos sdo os maiores contribuidores para o desenvolvimento das caracteristicas de
aroma em queijos (Kondyli et al., 2003);

Na hidrolise de 6leos e graxas em residuos, as lipases podem ser empregadas no
tratamento de efluentes com alto teor de gorduras como os gerados pela industria de
carnes, balas e laticinios. A aplicagado de pré-tratamentos para hidrolisar os sélidos em
suspensao, especialmente gorduras, pode melhorar a digestdo anaerdbia (Masse et al.,
2001a).

As lipases podem ainda encontrar aplicagdo na industria de couro, para retirar a
camada adiposa do couro (Teles et al., 2001); na limpeza de sistemas de membranas
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(Maartens et al., 1996a); na alc6olise de 6leos vegetais, producao de poliésteres organicos e
aromaticos e na formacédo de compostos que diminuem a viscosidade do biodiesel (Linko et
al., 1998).

Em um futuro préximo, o tratamento de residuos também deverd representar um
campo de vasta aplicagdo de enzimas, seja na prevencgao, limpeza ou no tratamento de
filmes gordurosos (Leal, 2000). Uma vasta gama de aplicacdes e a tendéncia crescente do
mercado de lipases torna imperativa a necessidade de encontrar, a partir de selegdo de
microrganismos, novas lipases com caracteristicas desejaveis e interessantes, tornando
imprescindivel o desenvolvimento de cepas mais produtivas, como a cepa selvagem de
Penicillium restrictum, encontrada em rejeitos da producao industrial de 6leo de babacu
(Freire, 1997). A idéia da utilizacdo de lipases nestes campos nao é nova, mas sua
utilizacdo pratica ndo tem sido maior devido principalmente aos custos de producao
(Malcata et al.,, 1992). A producéao de lipases de baixo custo, poderia ser obtida através da
utilizacdo de substratos alternativos como residuos da agroindistria, bem como novos

microrganismos produtores de lipases (Vargas, 2004).

2.4.2 Hidrdlise enzimatica de residuos liquidos utilizando lipases

A hidrélise, sintese de ésteres e reacao de interesterificacdo de lipidios através de
lipases vém sendo investigada exaustivamente nas uUltimas trés décadas. Recentemente, a
tendéncia dos estudos esta voltada para reacdes de quebra de gorduras através da
utilizacdo de lipases microbianas em sistemas de reagdes continuas buscando a mais
eficiente producdo de acidos graxos, através de processos brandos em termos de pH e
temperatura (Kolossvary, 1996, Bouwer et al., 1997, Malcata et al., 1992).

A lipase catalisa a hidrélise completa de varios 6leos naturais em acidos graxos e
glicerol, assim como a hidrélise de gordura animal (Fadiloglu e Soylemez, 1997). Sugere-se
que o aumento na taxa de hidrélise e por conseqliéncia, da biodegradabilidade de particulas
de matéria organica seja determinada pela adsorcao das enzimas hidroliticas na superficie
biodegradavel (Mata-Alvarez et al., 2000).

Pesquisas prévias sugerem a aplicacao da hidrélise no pré-tratamento de efluente de
abatedouro para reducdo do tamanho das particulas de gordura acelerando o posterior
tratamento anaerobio do efluente. Lipases de diferentes origens foram testadas, sendo a
lipase pancredtica PL-250 a que mostrou-se mais eficiente na redugao do tamanho de
particulas de gordura suina. Quanto as particulas de gordura bovina, obteve-se reducao de
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70% de diametro ap6s 7 horas de pré-tratamento, frente a 40% da suina, sinalizando
preferéncia da enzima por triglicerideos de cadeias saturadas e monoinsaturadas do que por
poliinsaturadas (Masse et al., 2001a).

Masse et al. (2001a e 2001b) avaliaram o efeito da concentracao de enzima (PL250)
no pré-tratamento enzimatico de efluente de frigorifico. Variando a concentracido de enzima
de 125 a 1000 mg.dm™ foi observado que, a partir de 500 mg.dm™ de enzima adicionada,
houve uma diminuicdo na taxa de hidrélise. Este efeito pode ser explicado provavelmente
devido a uma excessiva camada de enzima adsorvida nas particulas de gordura do efluente.

A lipase bacteriana LG-1000 foi testada na hidroélise de particulas de gordura suina,
demonstrando eficiéncia no processo. No entanto, foram necessarias altas concentragcbes
de enzima (> 1000 mg.L™) ou longos tempos de pré-tratamento (24 horas) para se obter
uma reducéo significativa na hidrélise do efluente (Masse et al., 2001b).

Testes de biodegradabilidade do efluente frigorifico utilizando suplemento enzimatico
contendo proteases, amilases, celulases e lipases assim como esporos de Bacillus subtilis
foram realizados em efluentes com altos conteddos de gorduras. O pré-tratamento decorreu
por 24 horas permitiu obter a remogéao de 78% no reator contra 59% no reator controle (sem
pré-tratamento). A remocao de graxas sobe de 47% para acima de 70% e reducdo de
sblidos de 34% para 70%, respectivamente. No entanto, os resultados nao foram os
mesmos quando o suplemento foi adicionado diretamente dentro dos reatores, que ndo se
diferenciaram (Masse et al., 2001b).

A utilizagao de tecnologias hibridas, como o tratamento enzimético associado com o
tratamento biolégico anaerébio, sinaliza a possibilidade de redugcédo do tempo de retengcao
hidraulica, desde que promova a hidrélise de gordura que causa problemas de entupimento
na camada do lodo em reatores UASB. A producdo de enzimas hidroliticas através da
fermentacdo em torta de babacu com fungo Penicillium restrictum é uma alternativa
importante para aplicagdo do extrato enzimatico em efluentes gordurosos como o de
laticinios com baixo custo devido a tecnologia de produgdo com espécies nativas de alta
atividade lipolitica (17,2 U.g™") (Leal et al., 2002).

A pré-hidrélise do efluente de laticinio por 12 horas seguido de biodegradacdo em
reatores anaerobios durante 4 dias sem agitagdo, foi estudado por Leal et al. (2002).
Observou-se que com 1200 mg.L" de gordura, a eficiéncia de remocéo do controle e
hidrolisado eram de 19 e 80%, respectivamente. Através dos resultados obtidos, visualiza-se
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a viabilidade do uso do tratamento hibrido (enzimatico-biolégico) em efluentes com alto
conteldo de gorduras.

Excelentes resultados de biodegradagao foram obtidos por Cammarota et al.(2001)
no tratamento de efluente de laticinio com niveis de gordura de 868 mg.L" pré-tratado
enzimaticamente com 0,1% p/v de torta de babagu fermentada. Obteve-se redugdo de mais
de 90% de DQO, 90% de solidos suspensos e 75% da turbidez na saida do reator. Sendo
que, normalmente, através do tratamento em reator do tipo UASB (“Upflow Anaerobic
Sludge Blanket Reactor”), obtinha-se niveis de remogédo de DQO ao final do tratamento de
50%, 944 mg.L" de sélidos suspensos volateis, e alta turbidez.

Resultados semelhantes foram obtidos por Jung et al. (2002) observando-se que até
teores de gordura de 600 mg.L™" a flora microbiana anaerébia assimilou a carga organica
introduzida nos reatores aerdbios controle e pré-tratado. A partir de 800mg.L" a remocao
acima de 82% s6 foi possivel no reator pré-tratado enzimaticamente com 0,2%p/v de torta
de babacu fermentada com atividade lipasica de 11 U.g". Os resultados obtidos no reator
controle foram de 243 mg.L" de sélidos suspensos volateis e indice volumétrico de lodo
(IVL) de 243 mL.g". J& no reator pré-tratado obteve-se 53 mg.L" de sélidos suspensos
volateis e IVL de 102 mL.g™", comprovando a eficiéncia do preparado enzimatico produzido
pelo fungo Penicilium restrictum no tratamento de efluentes gordurosos, neste caso de

laticinio.

Outras lipases ja foram investigadas para a pré-hidrolise de o6leos e gorduras
presentes em soro de queijo, uma lipase nacional (pancreatina Kin Master-LKM) e uma
importada (pancreatica Sigma, Tipo II-LPP) (Mendes e Castro, 2003). Avaliou-se a influéncia
na formacdo de acidos graxos por agentes emulsificantes, ions calcio e ajuste de pH
durante a hidrélise por 24 horas a 40°C e 600 rpm. Através da andlise dos resultados
evidenciou-se que a formacdo de acidos graxos foi favorecida para efluentes contendo
emulsificantes e com pH ajustado, mas na auséncia de ions calcio. As duas enzimas
hidrolisaram eficientemente os lipidios e proteinas existentes, embora, a matéria organica
nao tenha sido reduzida significativamente, provavelmente devido ao alto teor de lipidios ou
a grade quantidade de lactose do soro de leite. A lipase nacional apresentou melhor
custo/beneficio, e, portanto, foi selecionada para testes de biodegradabilidade subseqtientes
(Mendes e Castro, 2003).

Para remocéao de carga lipolitica de efluentes industriais gerados em frigorificos de
abate de frango foram testadas lipases microbianas comerciais (Candida rugosa e Lipolase),
sob diferentes condicoes de hidrélise. Através do acompanhamento da formagao de &cidos
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graxos livres em funcao do tempo de reacao foi possivel analisar a degradacao de gorduras
na temperatura de 37°C, pH 7,0 e agitacdo de 150rpm. A Lipolase apresentou maior
velocidade de reagdo em 4 horas, enquanto a lipase de Candida rugosa necessitou de duas
horas adicionas para alcangar 100% de taxa de hidrélise. Com base nestes resultados,
surge a perspectiva da aplicacdo desta tecnologia em residuos de industria de frango,
vislumbrando a redugéo no tempo de residéncia em tratamentos bioldgicos e eliminagao de
camadas de gordura em lagoas de estabilizagdo (Pereira et al., 2002).

A utilizacdo de técnicas de planejamento de experimentos surge para aprimorar
estudos ja realizados, com o propdsito de verificar a influéncia de variaveis: concentracdo de
enzima (Candida rugosa), agente emulsificante e ions célcio no desempenho da hidrélise
dos lipidios de efluente de frigorifico de aves, apds 3 horas de tratamento. Verificou-se que
os ions célcio nao exercem influéncia significativa na hidrélise, mas somente a concentragao
de enzima (0,4%m/v) e o agente emulsificante (3%m/v) influenciaram na otimizagcdo da
hidrélise em 20,87%, acrescida de 35% apds 12 horas de tratamento, quando o ajuste de
pH era realizado com NaOH (Pereira et al., 2003).

O tratamento estatistico através da metodologia de superficie de resposta, pode
possibilitar também a analise da influéncia da concentragdo de enzima (Amano
Pharmaceutical Co.) e o tempo de reacdo na, percentagem de hidrélise da gordura de
babacu (Oliveira et al., 1999).

Oswal et al. (2002) mostraram que efluente de usina de 6leo de palma, contendo
aproximadamente 250.000 mg.L™" de DQO, pode ser tratado com Yarrowia lipolytica NCIM
3589, resultando na reducao de 95% da DQO em um tempo de retencao hidraulica de dois
dias. A composicao do efluente da usina é constituida basicamente de residuos de
lignocelulose com uma mistura de carboidratos € 6leo

A avaliacdo de aplicagcdo de uma lipase de Yarrowia lipolytica-ATCC20255 foi
realizada também para reducao do alto nivel de carga organica de efluente de uma industria
de processamento de 6leo de oliva, demonstrando excelente desempenho, com redugao de
DQO a 80% em 24 horas de reacao (De Felice et al., 1997).

2.5 Consideracoes Finais

Através da presente pesquisa bibliografica foi possivel vislumbrar relatos sobre o
assunto pesquisado. Desta forma, adquiriu-se conhecimentos sobre a situacdo atual do

desenvolvimento industrial e as conseqiiéncias ao meio ambiente, bem como a necessidade
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crescente da evolugcdo dos sistemas de tratamento de residuos para que se tornem
adequados para cada fonte geradora. Este trabalho surge para aprimorar os conhecimentos
de uma tecnologia nova na area de tratamento de residuos agroindustriais.

O tratamento biolégico de efluente de frigorificos através de processos anaerobios é
indicado devido as caracteristicas deste tipo de residuo (altas cargas de DQO e de sélidos
em suspensao) (Vidal et al., 2000). No entanto, o controle operacional pode ser dificultado
devido a complexidade das interagées dos microrganismos, bem como pela toxicidade da
gordura e/ou compostos intermediarios da biodegradacdo. A modificacdo e/ou adaptacdes
as necessidades de tratamentos surgem como um bom indicativo para melhora da eficiéncia

do processo (Del Pozo et al., 2000).

Apesar das lipases serem usadas industrialmente ha vérias décadas, a aplicacdo em
efluentes gordurosos como industria de balas, laticinios e carnes, estd ainda na fase de
pesquisa. O principal fator desta realidade sdo os custos de producdo de enzima, abrindo
espaco para producdo de lipases de baixo custo através de rejeitos e de novos
microrganismos produtores de lipases (Leal, 2000, Freire, 1997, Vargas, 2004).

A hidrélise dos soélidos em suspensao, especialmente gorduras, pode melhorar a
digestdo anaerdbia (Masse et al, 2001a) de efluente de frigorifico, em termos de
funcionamento como reducdo do tempo de retencao hidraulica e escassez de choques de
carga (Masse et al., 2001b).

Desta forma, o pré-tratamento enzimatico pode ser uma forma promissora para
redugdo da carga lipolitica do efluente de frigorificos, necessitando, para isto, da definigéo
das condi¢des operacionais ideais para a aplicagao desta tecnologia.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais e reagentes utilizados no decorrer

dos experimentos, bem como a metodologia experimental aplicada no desenvolvimento do

trabalho.

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes e produtos quimicos

Tabela 3. Reagentes e produtos quimicos utilizados

Reagentes Fabricante
1-10 Fenantrolina monohidratada Nuclear
Acetona Vetec, Synth
Acido bérico Nuclear
Acido Nitrico Quimex, Nuclear
Acido Perclérico Merck
Acido sulfarico concentrado Quimex
Agua Oxigenada Synth
Alcool etilico Vetec
Biftalato de potassio Nuclear
Dicromato de potassio Synth e Nuclear
Etanol comercial Parati
Fosfato de sédio dibasico Merck
Fosfato de sédio monobasico Merck
Hidrdxido de sédio Quimex

Indicadores verde de bromo cresol, vermelho de metila e
fenolftaleina

n-Hexano

Oxido de Lantanio

Pastilha catalisadora (sulfato de potassio e selénio)
Sulfato de mercurio

Sulfato de prata

Sulfato ferroso amoniacal

Nuclear e Vetec, Synth, Merck

Merck
F. Maia Comércio e Industria
Velp Scientifica
Quimex
Nuclear
Reagen, Synth
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3.1.2 Equipamentos

Tabela 4. Equipamentos utilizados

Equipamentos

Medidor de pH digital Gehaka, modelo PG2000

Mufla Brasimet

Banho Maria Tecnal, modelo TE210

Estufa com circulacido mecéanica Fanem, modelo 320SE
Balanca analitica Belmart, modelo 220

Balancga analitica Marte-Ohaus, modelo AS200

Dessecador com silica Vidralabor, Thermex

Bomba de vacuo Marconi, modelo MA058

Bloco digestor Brasotec, modelo DK20

Destilador Kjeldahl Marconi, modelo MA0O36

Agitador magnético com aquecimento Fisatom, modelo 752A
Extrator de Soxhlet Marconi, modelo MA491

Termorreator com tampa protetora Merck, modelo TR300
Agitador orbital Marconi, modelo NT113

Agitador orbital com banho incubador (banho Dubnoff) Nova Etica
Centrifuga Hettick, modelo Mikro 20

Geladeira/Freezer Eletrolux Air flow system, modelo DC47
Microondas Philco, modelo PMW 110

Bomba Masterflex L/S, modelo 7518-10

Incubadora Menoncin

Colorimetro Hach, modelo DR 870

Espectrofotometro de Absorgao Atémica Varian, modelo SpectrAA 55

3.2 Métodos

3.2.1 Amostragem de efluente

O efluente empregado em todos os experimentos foi coletado em um frigorifico de
suinos e bovinos da regiao de Erechim (RS). Foram realizadas coletas compostas em dois
pontos da Estacao de Tratamento de Efluentes da industria, sendo denominado “pré-flotado”
o efluente coletado ap6s o tratamento preliminar (peneiramento) de todo residuo da industria
onde se retira o material grosseiro; e “flotado” o residuo de topo do flotador, rico em gordura,
formado apds a adicdo de polieletrélitos e FeCls, separado pela acdo de microbolhas. A
coleta foi realizada durante um dia no horario de operagdo do frigorifico. O pH e a
temperatura do efluente foram monitorados no local. As amostras foram acondicionadas em
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recipiente resfriado e mantidas a 4°C durante a coleta. A seguir, o contetido dos recipientes
foram misturados € homogeneizadas e posteriormente acidificadas com H,SO,4 concentrado
até pH 2 (APHA, 1995) estocadas 4 °C, onde permaneceram até o momento das analises.

3.2.2 Caracterizacao do efluente

Previamente a realizacdo de cada andlise as amostras foram homogeneizadas e
levadas a temperatura ambiente. Foram realizadas analises de sélidos, éleos e graxas,
nitrogénio e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) segundo os métodos analiticos que
serdo descritos no item 3.2.8.

3.2.3 Enzimas utilizadas

Neste trabalho utilizou-se duas diferentes lipases. Uma lipase comercial livre
(Lipolase 100T, Novozymes) cedida pela Allimentus Engenharia e Tecnologia Ltda
(Chapec6-SC) e outra que consiste em um complexo enzimatico obtido por fermentacao de
torta de babacgu (Lipase FMS) por Penicillium restrictum, patenteado (Freire et al. 2003), e
produzido pelo Laboratério de Tecnologia Enzimatica do PEQ/COPPE/UFRJ, que foi
mantido a -10°C e utilizado sem nenhum tipo de purificacdo. A atividade lipasica de ambos
os preparados enzimaticos foi dosada segundo metodologia descrita por Freire et al.(1997).
A determinacdo da atividade enzimatica foi efetuada para acompanhamento de possiveis

alteracdes da atividade das enzimas durante o armazenamento.

3.2.4 Planejamento dos experimentos

A avaliagao do efeito das varidaveis sobre a hidrélise dos 6leos e graxas do efluente
foi realizado através da técnica de planejamento de experimentos, que permite a obtencao
de resultados precisos com um nimero reduzido de ensaios experimentais. A Tabela 5
apresenta o intervalo de estudo das variaveis investigadas (quantidade de enzima, agitagao,
temperatura e pH), definido com base na literatura (Leal et al., 2002). O planejamento
experimental fatorial fracionario 2*' é apresentado na Tabela 6. Todos os ensaios foram
realizados em duplicatas e a reprodutibilidade foi verificada repetindo-se alguns ensaios em
dias aleatorios.
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Tabela 5. Intervalo de estudo das variaveis independentes

Variaveis Independentes Intervalo
Temperatura (T) (°C) 27-45
Quantidade de enzima adicionada (E) (%p/v) 0,10-5
Agitagéo (A) (rpm) 0-200
PH 6-11

Tabela 6. Planejamento semi-fatorial 2*"

Condigbes experimentais

Ensaio

T (°C) pH A (rpm) E (%p/v)
1 27 (-1) 6 (-1) 0(-1) 0,1 (-1)
2 27 (-1) 6 (-1) 200 (1) 5(1)
3 27 (-1) 11 (1) 0 (-1) 5(1)
4 27 (-1) 11 (1) 200 (1) 0,1 (-1)
5 45 (1) 6 (-1) 0(-1) 5(1)
6 45 (1) 6 (-1) 200 (1) 0,1 (-1)
7 45 (1) 11 (1) 0 (-1) 0,1 (-1)
8 45 (1) 11 (1) 200 (1) 5(1)
9 36 (0) 8,5 (0) 100 (0) 2,55 (0)

3.2.5 Tratamento enzimatico do efluente

Para realizacdo dos experimentos, uma aliquota de efluente padronizado com 10 g/L
de gordura foi transferida para um erlenmeyer com tampa. A padronizacao foi efetuada
através da mistura do flotado e pré-flotado com concentracbes de Oleos e graxas
conhecidas. Uma aliquota desta mistura foi retirada no inicio de cada experimento para
andlise do teor de dleos e graxas. Cada reagao foi conduzida por 24 horas € a cinética da
hidrélise foi acompanhada pela dosagem dos acidos graxos liberados. Aliquotas de 2 mL do
meio reacional foram retiradas e adicionadas a uma solucdo de acetona:etanol (1:1) para
cessar a reacdo. Esta mistura era entdo titulada com NaOH 0,02N até pH 11 (Freire et
al.,1997). A determinagdo dos Acidos Graxos Livres (AGL) formados foi obtida através da

Equagéo 1:

AGL _ VaxNx1000 (1)
Vc
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Onde:

AGL= Acidos Graxos Livres (umol/mL);

Va= Volume de NaOH gasto na titulagao da amostra (mL);
Vc= Volume de amostra utilizada na reagao (mL);

N= Normalidade da solugdao de NaOH (0,02N).

3.2.6 Avaliacao da variacao do substrato

Apods a execugdo do planejamento de experimentos e otimizagdo das condicbes de
hidrélise foram realizados experimentos com diferentes concentracdes iniciais de substrato
(6leos e graxas) e quantidade de enzima constante. As condigdes operacionais utilizadas
nesta etapa foram:

= Lipase FMS: Concentracdo de enzima — 5%p/v, Temperatura - 45°C, pH 7,8 e Agitagao -
200rpm.

= Lipolase 100T: Concentracdo de enzima — 5%p/v, Temperatura — 37,6°C, pH 11 e
Agitacao - 130rpm.

3.2.7 Tratamento bioldgico
a) Adaptacao do lodo anaerébio ao efluente

Os experimentos de biodegradacdo anaerobia do efluente foram conduzidos com
lodo proveniente da estacdo de tratamento de esgotos da llha do Governador, no Rio de
Janeiro (RJ). A adaptacdo deste lodo aos constituintes do efluente empregado neste estudo
(hidrélise), bem como aos do extrato enzimatico adicionado na etapa da hidrélise, se fez
necessaria. Para tanto, 100 mL deste lodo foram incubados em frasco de vidro vedado, com
volume util de 400 mL, acoplado a um dispositivo para liberagao de gases em um recipiente
captador preenchido com agua. O conjunto foi incubado a 35°C. A gradual substituicdo do
meio, contendo todos os nutrientes necessarios para a flora microbiana, pela mistura de
efluente gorduroso e extrato enzimatico permitiu a adaptagdo do lodo aos constituintes da
mistura obtida da hidrélise. A Tabela 7 apresenta a composicao do meio de cultivo durante o
periodo de adaptacdo. A Figura 2 apresenta um esquema do reator utilizado para a
adaptacéo do lodo. A avaliagdo da adaptagéo do lodo se deu por meio do monitoramento de
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pH, alcalinidade, DQO, teor de nitrogénio, bem como dos sélidos em suspensao volateis e

de alguns micronutrientes como sodio, céalcio, magnésio e potassio.

Nesta etapa foi empregada uma remessa de efluente bruto com contelido conhecido
de éleos e graxas de 3.000 mg/L. O efluente era adicionado a solugdo de nutrientes de
forma a se obter o teor de gordura desejado. Este processo foi relativamente demorado,
pois, inicialmente, o lodo foi adaptado a proporcdes crescentes de 6leos e graxas e um
volume fixo de extrato enzimatico de 0,01 mL. Apds a aclimatagcado em termos de 6leos e
gorduras, a proporcao de extrato enzimatico da Lipase FMS na mistura foi gradativamente
aumentada até um volume representativo das concentracdes de enzima utilizada na
hidrélise enzimatica (0,5-80mL), mantendo-se constante a concentracdo de 600 mg/L de
6leos e gorduras. O extrato enzimatico foi obtido por extragdo de torta de babacu
fermentada com 45 mL de tampao fosfato de sédio 100 mM pH7,0 incubando-se em banho
com agitador orbital a 35°C e 200 rpm durante 30 minutos. Em seguida, era realizada a
extracdo da fragdo liquida por prensagem manual, que era, posteriormente, autoclavada
para inativagdo por 30 minutos a 1,5 Kgf/cm? e utilizada na aclimatagéo do reator.

Figura 2. Reatores utilizados para aclimatagao do lodo anaerobio
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Tabela 7. Composicao do meio de cultivo durante o periodo de adaptacao

Dia 0&G Vol. VoI.. e>§trlatcg1 Solugéo Solu&:éo Solugéo Solubg:éo Solubg:éo
(mg/L) efluente  enzimatico 1 2 3 4 5
6 50 16,7 0,01 10 1 1 1 20
13 100 33,3 0,01 10 1 1 1 15
21 200 66,7 0,01 10 1 1 1 10
31 300 100,0 0,01 10 1 1 1 5
45 400 133,3 0,01 10 1 1 1 2,5
59 500 166,6 0,01 10 1 1 1 0
125 600 200,0 0,01 10 1 1 1 0
135 600 200,0 0,5 10 1 1 1 0
142 600 200,0 1 10 1 1 1 0
152 600 200,0 20 10 1 1 1 0
163 600 200,0 40 10 1 1 1 0
187 600 200,0 80 10 1 1 1 0

Solugdo 1 - NaHCO; (100 g/L)
Solugéo 2 - Extrato de Levedura (100 g/L)
Solugao 3 - NH,4CI (170 g/L)
MgS0..7H0 (9 g/L)
Solugéo 4 - FeS0,.7H:0 (15 g/L)
FeCls.6H:0 (0,75 g/L)
CoCl, (0,24 g/L)
ZnCl; (0,05 g/L)
CuS0,.5H,0 (0,06 g/L)
MnS0O,4.4H,0 (0,56 g/L)
(NH4)5M070244H20 (0,05 g/L)
Solucéo 5 — glicose (50 g/L)
OBS: em cada etapa o volume necessario para 1000 mL era completado com &gua destilada.
a) O extrato enzimatico empregado nesta etapa se encontrava inativo no meio reacional utilizado (efluente).
b) Volumes em mL.

O reator foi operado em regime de bateladas sucessivas e concentragdes constantes
até os testes de biodegradabilidade onde o lodo devidamente aclimatado foi utilizado. As
trocas do meio eram feitas de acordo com os niveis de remogdo, no entanto nunca
ultrapassavam sete dias. O meio era preparado em cada alimentacdo, garantindo assim
suas caracteristicas. A DQO era acompanhada diariamente.
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b) Tratamento anaerébio do efluente

Ao término do periodo de aclimatagéo do lodo, foi dado inicio ao tratamento biol6gico
do efluente. O lodo adaptado foi dividido e colocado em quatro novos reatores para cada
quantidade de enzima, nomeados da seguinte forma:

= Controle com Lipolase 100T: reator alimentado com efluente bruto e enzima inativa (no

meio reacional utilizado-efluente).

= Hidrolisado com Lipolase 100T: reator alimentado com efluente hidrolisado (pré-tratado

enzimaticamente).

= Controle com Lipase FMS: reator alimentado com efluente bruto e enzima inativa (no

meio reacional utilizado-efluente).

= Hidrolisado com Lipase FMS: reator alimentado com efluente hidrolisado (pré-tratado

enzimaticamente).

Os experimentos foram conduzidos nos reatores onde foram adicionados o lodo
adaptado (30 mL) e o efluente bruto ou pré-tratado enzimaticamente (90 mL). As trocas do
meio eram realizadas em até sete dias, sendo o monitoramento dos parametros realizados
por meio de amostragem diaria (cerca de 3 mL/dia) do conteldo dos reatores ao longo da
semana. Nas trocas, todo o sobrenadante acima do lodo era retirado e substituido por novo
meio. O efluente de alimentagéo foi neutralizado e padronizado na concentracdo desejada
de 6leos e gorduras. A hidrélise do efluente foi realizada nas condigbes otimizadas para
cada enzima e no menor nivel de quantidade de enzima (0,1% p/v), utilizando-se as
condigbes de maior conversdo visando avaliar o efeito da quantidade de enzima na
biodegradacdo anaer6bia dos éleos e graxas do efluente. O reator controle foi alimentado
com a enzima inativa no meio reacional utilizado (efluente), para simular a mesma
composicao quimica do meio introduzido no reator hidrolisado. As condi¢bes utilizadas na
hidrélise do efluente a ser posteriormente usado na biodegradacdo anaerdbia sao
apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Condigbes utilizadas na hidrélise do efluente catalisada pelas duas enzimas

Enzima Quantidade de enzima % (p/v) T (°C) Agitacao (rpm) pH

Lipase FMS 5 45 200 7,8
Lipolase 100T 5 37,6 130 11
Lipase FMS 0,1 45 200 6

Lipolase 100T 0,1 45 200 6
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O acompanhamento do tratamento foi feito através de analise da Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO). Buscou-se manter o pH da entrada em torno de 7,0, ajustando-o
quando necessario, por meio de adicdo de NaOH. Os reatores foram alimentados com
efluente com concentracdes crescentes de O&G (250; 500; 1.200 e 3.000 mg/L).

3.2.8 Métodos analiticos
a) Medida da atividade enzimatica

Para a dosagem da atividade lipasica utilizou-se como substrato uma emulsdo com
6leo de oliva 10 % p/v e goma arabica 5 % p/v em tampao fosfato de sédio 100 mM pH 7,0.
A 18 mL desta emulsédo sdo adicionados 2 mL da amostra. Apds incubacao por 15 minutos a
37°C com agitagdo de 160 rpm, a reacdo era interrompida e os acidos graxos extraidos
através da adicdo de uma solugao de acetona-etanol (1:1 v/v). No caso da Lipase FMS foi
necessario efetuar a extragdo da enzima. Para tal pesou-se 2,55 g do preparado enzimatico
(valor do ponto central do planejamento) adicionou-se 100mL de tampé&o e incubou-se por
30 minutos a 35°C e 200 rpm. Apds a extracdo a amostra foi filtrada e procedeu-se a
dosagem de atividade no sobrenadante. A enzima Lipolase 100T n&o foi submetida a
extragcao por ser sollvel, sendo utilizadas 2,55 g de enzima a qual adicionou-se 100 mL de
tampéao.

Os acidos graxos liberados durante a reagao foram entao titulados até pH 11,0 com
solugdo 0,02 N de NaOH. Os brancos reacionais eram preparados da mesma forma sem
adicdo da enzima. As dosagens de atividade foram feitas em duplicata. Uma unidade de
atividade lipasica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de acido
graxo por minuto nas condi¢gdes descritas acima. A atividade foi determinada através da
equacao 2 (Freire et al., 1997).

(Va—-Vb)xNx1000
tx Ve

A=

Onde:

A = Atividade lipasica (U/mL);

Va = Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra (mL);
Vb = Volume de NaOH gasto na titulagdo do branco (mL);
Vc = Volume da amostra usada na reagéo (mL);
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t = Tempo de reacao (minutos);
N = Normalidade da solugdo de NaOH (0,02N).

b) Determinacdao da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A demanda quimica de oxigénio é a medida do oxigénio equivalente ao contetido de
matéria organica de uma amostra que é suscetivel a oxidagdo por um forte oxidante
quimico. Para analise de DQO dos efluentes foi utilizado o método do refluxo fechado com
dicromato de potassio (KoCr.O;) em meio acido (H.SO,), segundo a metodologia descrita no
Standard Methods (APHA, 1995). Ap6és a digestdo, o remanescente nao reduzido de
dicromato de potassio é titulado com sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH,;)2(S0O,)..6H,0),
possibilitando quantificar a matéria organica oxidavel que é calculada em termos de oxigénio
equivalente. Neste trabalho utilizou-se também o método padrao colorimétrico. Para a coleta
das amostras, o conteldo dos reatores foi agitado, e deixado em repouso para decantacao
das células, coletando-se uma amostra do sobrenadante apés 15 minutos. As amostras
foram centrifugadas a 12.000g por 20 minutos e o sobrenadante foi submetido a anélise de
DQO. Um teste em branco foi realizado para cada batelada de andlises utilizando agua Milli-
Q no lugar da amostra. No método colorimétrico utilizou-se padrées de biftalato de potassio
para obtencao da curva de calibragdo, realizando-se as leituras em um colorimetro (Hach
DR870).

c) Determinacio do teor de Oleos e Graxas (O&G)

O teor de 6leos e graxas no efluente foi determinado por extracdo em Soxhlet pelo
principio da extragdo continua a quente, utilizando n-hexano como solvente, segundo
procedimento padrdo (APHA, 1995). Um determinado volume de efluente (10 mL) era
acidificado com H,SO, e filtrado em papel filtro Whatman ndmero 4 com uma camada de
terra diatomacea (Celite) obtida pela filtracdo a vacuo de uma suspensdo de terra
diatoméacea em agua a 5% (p/v). O papel de filtro e a torta contendo gorduras retidas eram
empacotados e colocados em cartucho de extracdo previamente seco em estufa a 105°C
por 15 minutos. O cartucho era colocado no extrator e iniciava-se a extragdo com n-hexano
durante 1,5 horas. O solvente era recuperado € o copo contendo as gorduras extraidas era
seco em estufa a 105°C durante 1,5 horas, dessecado por 30 minutos e, entdo, pesado. O
teor de 6leos e graxas foi calculado através da equacéo 3.
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(B—A)x1000
Ve

0&G=

Onde:

O&G= Teor de 6leos e graxas (mg/L);

B= Massa do conjunto baldo + residuo de 6leos e graxas seco (mg);
A= Massa do baldo vazio seco (mg);

Vc= Volume da amostra usada na andlise (mL).

d) Determinacao do teor de Nitrogénio Kjeldahl Total (NKT)

A determinacdo do teor de Nitrogénio Kjeldahl Total (NKT) foi feita por método
padrdo (APHA, 1995). A amostra (2 mL) era digerida em meio acido (12 mL de H,SO,
concentrado) na presenca de 1 pastilha de 3,5mg de magnésio e 3,5 g sulfato de potassio
durante 4 horas. Apos neutralizagdo com 40 mL de NaOH (40%p/v), 75 mL de agua
destilada foram adicionados. A aménia formada era destilada e absorvida em 25 mL de
acido bérico (4%p/v) sendo, em seguida, titulada com HCI 0,1N. No caso da determinacao
nos reatores anaerobios durante a etapa de aclimatagdo, a amostra era coletada ap6s a
alimentagdo (10mL) e centrifugada durante 20 minutos a 12.000g. J& no caso da
caracterizacao do efluente coletado para realizacdo dos experimentos, a coleta foi efetuada
nos frascos de armazenamento previamente homogeneizados. A concentracdo de

nitrogénio foi determinada através da equacéao 4:

NKT:M (4)
Px10

Onde:

NKT= (%) Nitrogénio Kjeldahl total;

Va= Volume de HCI gasto na titulagdo da amostra (mL);
N= normalidade da solugao de HCI padronizado (0,1N);
P= massa da amostra usado na analise (g).

e) Determinacao dos solidos
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A determinacdo dos soélidos foi feita pelo método gravimétrico utilizando
procedimentos padrdo descritos no Standard Methods (APHA, 1995).

f) Acompanhamento da alcalinidade e pH

As amostras eram retiradas no inicio e ao final da alimentagdo. Procedia-se entdo a
titulagdo potenciométrica das amostras com HCI 0,1N registrando-se o volume de acido

gasto em dois momentos:
= Alcalinidade parcial — equivalente ao bicarbonato: pH 5,75

= Alcalinidade intermediaria — equivalente aos acidos volateis: pH 4,3

De posse destes valores a alcalinidade pode ser calculada da seguinte maneira (APHA,
1995):

_ VaxNx50000 Al = Vb xNx50000

AP e
Ve Ve

Onde:

AP= Alcalinidade parcial (mgCaCOQOg/L);

Al= Alcalinidade intermediaria (mgCaCOs/L);

Va= Volume de HCI gasto na titulagcao para atingir pH 5,75;
Vb= Volume de HCI gasto na titulagao para atingir pH 4,3;
N= Normalidade da solugao de HCI (0,1N);

Vc= Volume de amostra usada na andlise (mL).

g) Micronutrientes

A determinacdo de alguns micronutrientes especificos é considerada relevante para
0 acompanhamento de reatores anaerébios durante a aclimatagdo (CHERNICHARO, 1997).
Estas dosagens foram efetuadas como um item de controle do bom funcionamento do
mesmo. As amostras foram retiradas do reator antes de uma nova alimentacédo, apds a

decantacao do lodo, para a determinagao dos teores de sédio, potassio, magnésio e calcio.
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As amostras foram digeridas por via Umida, adicionando-se a 75 mL de amostra
coletada 3 mL de H,SO,, 3 mL de HCIO, e 4 mL de H,O, Esta mistura foi submetida a
aquecimento em chapa de aguecimento até restar um volume de aproximadamente 40 mL
da solucdo limpida, o qual foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL e
completando-se o volume com solucao de HNO; 1M. A leitura dos nutrientes foi realizada
através de Espectrémetro de Absorgao Atdmica (Varian, SpectrAA 55).

Em todos os casos, para a leitura das amostras era necessaria uma solugao padrao
em varias concentracdes que abrangessem o valor a ser determinado da amostra. Partia-se
sempre da solucao estoque de 1.000 ppm, preparada em HNO; 1M, através da qual fazia-se
cinco diluigbes. Apos a leitura dos padrdes respectivos de cada micronutriente, obtinha-se a
curva padrao, procedendo-se entdo a leitura das amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo abordados os resultados obtidos na pesquisa, bem como os
comentérios a respeito destes, considerando-se 0 embasamento tedrico obtido através da
construcdo do Capitulo 2.

4.1 Caracterizacao do Efluente de Frigorifico

A caracterizacdo do efluente de frigorifico de suinos e bovinos foi realizada em
termos de teor de proteinas, gorduras, sélidos totais e volateis € DQO. Estes dados sao de
extrema importancia para se obter a normalizagdo do efluente a ser utilizado nos
experimentos, visando minimizar as variacdes devido a alteragcdes nas caracteristicas deste.
A temperatura e o pH foram monitorados durante a coleta do efluente, sendo que o pH
oscilava na faixa de 5 a 6 e a temperatura entre 35 e 40°C. A Tabela 9 apresenta os dados

da caracterizacao realizada ap6s a coleta composta.

Tabela 9. Caracterizacao do efluente de frigorifico de suinos e bovinos

Andlises Flotado Pré-flotado
DQO (g/L) 2.000 32,00
Solidos em Suspensao Volateis (mg/L) 90.370 3.912
Solidos Totais (mg/L) 107.927 8.462
Oleos e Graxas (g/L) 31,08 3,08
Proteina (%) 0,09 0,03
Vazao média (L/h) - 70.000

A analise do efluente pré-flotado mostra uma elevada concentragdo de matéria
organica expressa em termos de demanda quimica de oxigénio, fato normalmente verificado
em efluentes com elevados teores de gorduras e sélidos em suspensao (Masse et al., 2001a
Masse et al., 2003). Observa-se que os valores obtidos sdo bem superiores aos valores
médios da DQO de efluentes liquidos de frigorificos relatados na literatura, que podem
chegar a 4,5 g/L (FEPAM, 1997).

No caso do tratamento deste efluente ser realizado através de processos bioldgicos,
mesmo com um tratamento fisico-quimico preliminar, ha possibilidade de acumulo de O&G,
causando problema no caso de digestdo anaerébia, como toxicidade aos microrganismos
(Rinzema et al.,1994) devido ao fato de as gorduras e proteinas presentes possuirem baixa
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biodegradabilidade. Os processos fisico-quimicos, além do elevado custo dos reagentes,
nao possuem uma eficiéncia de remocdo consideravel e apresentam uma série de
limitagbes devido a necessidade de um controle rigoroso da operacao para evitar perda de
eficiéncia devido a variagdes de carga organica e pH (Cammarota et al., 2001). A aplicagao
de enzima em processos industriais surge como alternativa para sistemas com deficiéncia
de operacao, sendo as lipases uma das classes mais estudadas nesse sentido (Jung et al.,
2002, Pereira et al.,, 2002), pois a hidrélise de particulas de gordura pode acelerar a
biodegradacdo em processos biologicos (Jung et al., 2002; Masse et al., 2001a).

4.2 Hidrélise Enzimatica

A hidrélise enzimatica consistiu na utilizagdo de lipases hidroliticas para modificacao
de lipidios encontrados em efluente de frigorifico. A medida de atividade das enzimas foi
realizada conforme metodologia apresentada no item 3.2.8 do Capitulo 3. Os valores obtidos
para Lipase FMS e Lipolase 100T foram de 43 U/g e 2.800 U/g, respectivamente, utilizando
2,55 g/L dos preparados enzimaticos em tampao fosfato de sé6dio 100 mM, pH 7. Este
resultado mostra que, em condi¢des padrao, a enzima comercial € mais ativa que a enzima

obtida em laboratério (purificada e concentrada).

4.2.1 Hidrdélise enzimatica de oleos e graxas do efluente de frigorifico de suinos e
bovinos

As reagdes de hidrélise enzimatica foram conduzidas por 24 h e a cinética da
hidrélise acompanhada pela dosagem dos acidos graxos liberados (AGL). Um experimento
foi realizado sem adicdo de enzima e denominado como branco da reagao, tendo como
objetivo a avaliacdo do aumento do teor de acidos graxos livres no efluente sem o
biocatalisador.

Os dados experimentais obtidos na degradacdo enzimatica do efluente através da
enzima Lipolase 100T e Lipase FMS sdo apresentados na Tabela 10. Os dados
apresentados sao referentes ao teor de acidos graxos livres ap6s 15 h de reagdo, pois o
acompanhamento cinético do processo mostrou que, em praticamente todas as condi¢des

experimentais, a degradacdo maxima foi atingida neste tempo.
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Tabela 10. Matriz do planejamento experimental 2*' (valores reais e codificados) com as
respostas de teor de AGL para as duas enzimas investigadas

Condigdes Experimentais AGL (umol/mL)1
Ensaio T(C) oH A(pm)  E(%ph) LipaseFMs ~ -Po@se
1 27 (-1) 6 (-1) 0(-1) 0,1(-1) 6,17 17,57
2 27 (-1) 6 (-1) 200 (+1) 5 (+1) 47,19 13,74
3 27 (-1) 11 (+1) 0(-1) 5 (+1) 85,06 20,82
4 27 (-1) 11 (+1) 200 (+1) 0,1(-1) 6,22 7,72
5 45 (+1) 6 (-1) 0(-1) 5 (+1) 98,06 34,95
6 45 (+1) 6 (-1) 200 (+1) 0,1(-1) 16,68 24,44
7 45 (+1) 11 (+1) 0(-1) 0,1(-1) 6,43 6,97
8 45 (+1) 11 (+1) 200 (+1) 5 (+1) 75,98 40,94
9 36 (0) 8,5 (0) 100 (0) 2,55 (0) 71,79 39,90

'Acidos Graxos Livres em 15 h de reacéo

Os resultados da Tabela 10 permitem visualizar que a condicdo de maior conversao
para a Lipase FMS foi a 45°C, quantidade de enzima de 5% (p/v) e nos niveis inferiores de
agitacao e pH. Quanto a Lipolase 100T, as condigdes experimentais do ensaio 8 e do ponto
central foram as que apresentaram melhores resultados, fornecendo conversoées similares.
Desta forma, a condigdo central seria a mais atrativa economicamente por utilizar menor
temperatura (36°C) e quantidade de enzima (2,55% p/v) obtendo-se praticamente 0 mesmo
teor de AGL. Em geral, para obtencio dos valores maiores de conversdes em termos de
acidos graxos livres, as duas enzimas necessitaram de niveis mais elevados de temperatura
e quantidade de enzima, evidenciando a importancia destas variaveis no processo de
hidrélise de 6leos e graxas do efluente frigorifico.

O erro da realizagdo dos experimentos foi avaliado através da repeticdo, em dias
aleatorios, da condicdo do ponto central e dos extremos do planejamento. A Tabela 11
apresenta os dados de conversdes em acidos graxos obtidas durante a realizacdo destes
trés novos ensaios para cada enzima. A avaliagcdo destes experimentos em comparagao aos
valores obtidos anteriormente demonstra que houve uma boa reprodutibilidade dos valores

obtidos para as duas enzimas.

As Figuras 3 e 4 apresentam as cinéticas de hidrolise do efluente para as condigbes
experimentais do planejamento para a Lipolase 100T e Lipase FMS, respectivamente. E
possivel observar que a temperatura e a quantidade de enzima realmente séo fatores
relevantes na hidrélise catalisada pela Lipolase 100T. Pode-se também notar que, em geral,
o maximo de hidrélise é alcangado entre 9 a 15 horas de reagcdo. Comportamento similar é
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observado na analise das curvas cinéticas da hidrélise catalisada pela Lipase FMS,

representadas na Figura 4.

Tabela 11. Avaliacao da reprodutibilidade dos experimentos de hidrolise enzimatica

Condigdes Experimentais AGL (umol/mL)1
Ensaio ;
T(°C) oH A(pm)  E(%pA) Lipase FMS L'?ggaTse
12 27 (-1) 6 (-1) 0(-1) 0,1(-1) 6,17 17,57
1b 27 (-1) 6 (-1) 0 (-1) 0,1(-1) 7,09 18,59
8® 45 (+1) 11 (+1) 200 (+1) 5(+1) 75,98 40,94
8b 45 (+1) 11 (+1) 200 (+1) 5(+1) 66,05 42,47
9? 36 (0) 8,5 (0) 100 (0) 2,55 (0) 71,79 39,90
9b 36 (0) 8,5 (0) 100 (0) 2,55 (0) 71,22 39,08
'Acidos Graxos Livres em 15 h de reagéo
60
rpm/%E/pH
’_El' —e—0/0,1/6
% —=—200/5/6
g —a— 0/5/11
0 —x— 200/0,1/11
(<5 —x— Central
—e— Branco

5 10

15 20

Tempo(h)

(a)

25 30

Figura 3. Cinética de hidrélise enzimatica utilizando Lipolase 100T nas temperaturas de (a)

27°C e (b) 45°C
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—e—0/5/6
—=— 200/0,1/6
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—x— 200/5/11
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Figura 3 (cont.). Cinética de hidrélise enzimatica utilizando Lipolase 100T nas temperaturas

de (a) 27°C e (b) 45°C
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Figura 4. Cinéticas de hidrolise enzimatica utilizando Lipase FMS nas temperaturas de (a)

27°C e (b) 45°C
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AGL(umol/mL

30

Tempo(h)

(b)
Figura 4(cont). Cinéticas de hidrélise enzimatica utilizando Lipase FMS nas temperaturas de

(a) 27°C e (b) 45°C

Estes resultados mostram que a hidrélise catalisada pela Lipase FMS resultou em
conversdes bem maiores se comparada a Lipolase 100T. De fato, este comportamento é
peculiar, pois se for levada em consideragéo a atividade de cada enzima, o desempenho da
Lipolase 100T deveria se sobressair em relacao a Lipase FMS. No entanto, a diferenca nos
valores de conversao é clara, e possivelmente se deve ao fato das duas enzimas serem
produzidas por diferentes microrganismos, apresentando, portanto, diferentes resisténcias a
desnaturacdo protéica ou a efeitos inibitérios causados por componentes presentes no
efluente real. Deve-se também considerar que a Lipolase 100T consiste em um preparado
enzimatico soluvel e foi utilizada na sua forma livre. A Lipase FMS, por sua vez, pode se
encontrar ainda adsorvida ao substrato da fermentacdo (torta de babagl) e ao
microorganismo, podendo assim apresentar maior resisténcia as condigdes adversas do
meio. Outros estudos relatam que a alta concentragdo de enzima livre no meio reacional
pode causar diminuicdo na taxa de hidrolise por inibicdo ou adsor¢cdo da enzima na
superficie das particulas de gordura. Este limite normalmente varia de acordo com a

caracteristica de cada lipase (Masse et al., 2001b).
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a) Avaliacao da atividade microbiana nas condicées experimentais de hidrodlise
catalisada pela Lipase FMS

A avaliacdo do consumo de acidos graxos liberados durante a hidrolise enzimatica
pela flora microbiana presente no efluente foi avaliada através realizagdo de ensaios com a
adicao de 50 ppm de azida sédica. Os resultados das cinéticas de hidrélise com e sem a
adicao do inibidor de atividade microbiana sao apresentados na Figura 5.

E possivel se observar que nenhuma das condi¢des apresentou diferenca expressiva
entre os resultados dos ensaios com e sem a adicdo do inibidor microbiano. Desta forma
conclui-se que nao ocorreu atuagdo de microrganismos em proporgdes significativas no
processo de hidrélise do efluente, nas condi¢cdes analisadas, tanto no ponto central, onde a
temperatura é a ideal para o desenvolvimento microbiano (36°C) como na faixa de

temperatura da realizagao dos experimentos (27°C e 45°C).

100

AGL (umol/mL)
(e
o

0 5 10 15 20 25

Tempo (horas)

rpm/%E/pH/T rpm/%E/pH/T com azida
—=—0/0,1/6/27 —=—0/0,1/6/27
——200/0,1/6/45 —a— 200/0,1/6/45
—o— Central —e— Central

Figura 5. Cinéticas de hidrélise enzimatica utilizando Lipase FMS, com e sem a adicao de
azida sédica
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b) Analise estatistica dos resultados do planejamento

Apo6s a realizacdo do planejamento com as duas enzimas e a constatagdo de que o
tempo de 15 horas foi o de conversao maxima em &acidos graxos livres, avaliaram-se os
efeitos das variaveis do processo através da analise estatistica. Foram utilizados modelos
empiricos, considerando-se os efeitos significativos em nivel de 95% de confianca. A Tabela
12 apresenta a regressao estatistica do sistema catalisado pela Lipolase 100T através do
modelo empirico manipulado segundo as variaveis codificadas ajustado em fungao dos

dados de AGL (umol/mL) no tempo de 15 horas.

Tabela 12. Resultados da regressao para o sistema catalisado pela Lipolase 100T

Modelo: AGL =a, +a,-T+a,-pH+a;-E+a,-E-E+a;-E-T+a,-E-pH

Parédmetros a, a, a, a, a, a ag
Estimativa 40,182 5,937 -1,788 6,724 -19,282 4,405 5,043
Erro padrao 2,722 0,962 0,962 0,962 2,887 0,962 0,962
R°= 0,989

Através dos dados apresentados na Tabela 12 é possivel verificar que a temperatura
e a quantidade de enzima sdo as variaveis que mais influenciam a hidrélise dos éleos e
graxas conforme ja observado na analise preliminar dos resultados do planejamento. O pH
tem um efeito negativo menos pronunciado e a agitacdo nao exerce influéncia
estatisticamente significativa no processo de hidrdlise para o sistema catalisado pela
Lipolase 100T.

A regressao estatistica dos resultados obtidos para 15 h de hidrdlise utilizando a
enzima Lipase FMS é apresentada na Tabela 13. Observa-se que a quantidade de enzima
apresentou efeito bastante pronunciado sobre a hidrélise, seguido da temperatura, que
influencia positivamente, conforme o obtido para a lipase comercial. A agitacao influencia a
hidrélise negativamente e o pH, neste caso, ndo exerce influéncia estatisticamente

significativa no processo de hidrdlise.

Comparando-se os dois sistemas enzimaticos, observa-se que a variavel que mais
influencia a hidrolise em ambos os casos é a quantidade de enzima seguida da temperatura.
Para a Lipase FMS a agitagdo exerce influéncia significativa e negativa, ao contrario da
enzima comercial. Este efeito pode estar relacionado a extragdo da enzima da torta sélida

para 0 meio aquoso, se tornando entdo mais suscetivel aos efeitos adversos do meio.
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Tabela 13. Resultados da regresséo para o sistema catalisado pela Lipase FMS

Modelo: AGL=a,+a,-T+a,-R+a,-E+a, - T-R+a,-E-T+a,-T-pH+a, - T-T
Parametro g a, a, a, a, a, g a;
Estimativa 71,793 6,563 -6,207 33,848 3,250 3,883 -8,781  -29,067

Erro Padrdao 1,971 0,697 0,697 0,697 0,697 0,697 0,697 2,091
R°=0,999

¢) Otimizacao das condicGes operacionais da hidrolise enzimatica de 6leos e graxas
do efluente

A otimizacdo das condi¢des operacionais seguiu procedimento interativo, onde se
obtinha um ponto de maximo do modelo de cada sistema, com auxilio de um programa de
otimizacdo em Fortran. A condicdo de méximo fornecida pela analise do modelo empirico
era realizada experimentalmente e incluida no conjunto de dados para obtencao de um novo
modelo, que era submetido a nova etapa de obtengdo das condicbes de maximo. Este
procedimento prosseguiu até se encontrar a condicao que fornecia o maior teor de AGL no
tempo de 15 h de reacédo e boa concordancia do teor de AGL maximo experimental e do
predito pelo modelo. Os resultados obtidos em cada etapa de otimizacdo serao
apresentados adiante.

LIPOLASE 100T

A Tabela 14 apresenta os experimentos realizados com o intuito de encontrar o 6timo
da funcdo objetivo, representado em termos de acidos graxos livres formados durante a
hidrélise do efluente catalisada pela Lipolase 100T. As curvas cinéticas dos experimentos
descritos na Tabela 14 s&o apresentadas na Figura 6.

Tabela 14. Experimentos realizados para otimizacado das condi¢cdes operacionais utilizando
a Lipolase 100T — 12 etapa

Modelo: AGL =a, +a, -T+a,-pH+a,-E+a, -E-E+a,-E-T+a,-E-pH
Teor de acidos graxos livres

Condigbes Experimentais

Ensaio (umol/mL) 15 horas
T (°C) pH A (rpm) E (%p/v) Predito Experimental

10 38 11 0 5 51,55 39,24

11 45 6 0 2,94 48,39 24,54

12 45 11 100 5 60,50 43,16

13 45 8,5 0 5 57,38 18,16

R” = 0,989
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Figura 6. Cinética de hidrolise enzimatica dos ensaios para otimizacdo das condigdes

experimentais, utilizando Lipolase 100T

Um novo modelo foi ajustado, acrescentando-se os resultados dos novos
experimentos, buscando o maximo da funcédo. A Tabela 15 representa a nova condicao
experimental obtida, bem como os resultados em termos de AGL obtido pelo modelo e pela

realizacdo do ensaio.

Tabela 15. Experimento realizado na otimizagdo das condigdes operacionais utilizando a
Lipolase 100T — 22 etapa

Modelo:
AGL=a,+a,-T+a,-E+a,-R-pH+a,-pH+a, - T-T+a,-R-R+a,-E-T+a,-pH-pH

+ay,-T-R+a,,-E-pH

- . . Teor de acidos graxos livres
Condigdes Experimentais

Ensaio (umol/mL) 15 horas
T (°C) pH A (rpm) E (%p/v) Predito Experimental
14 38,0 6 100 5 62,60 51,06
R = 0,992

Como uma boa concordancia entre o valor predito pelo modelo e o obtido na
realizacdo da condicdo experimental ndo foi alcancada, o resultado obtido através da
realizacdo do ensaio, foi acrescentado ao conjunto anterior e um novo modelo ajustado,
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bem como uma nova condigdo de maximo de AGL. A nova condigdo experimental e 0 novo

modelo encontrado sdo apresentados na Tabela 16.

Considerando-se os erros experimentais, o valor encontrado na realizagcdo do ensaio
apresentou boa concordancia com o valor predito pelo modelo, como apresentado na
Tabela 16, indicando a chegada ao ponto de maxima hidrélise no sistema investigado. Outro
fato que indica a chegada do 6timo é a obtengdo das mesmas condi¢cdes experimentais da

Tabela 16 quando se realizou uma nova interacao.

Tabela 16. Experimento realizado na otimizacdo das condicdes operacionais utilizando a
Lipolase 100T — 3? etapa

Modelo:
AGL=a,+a,-T+a,-E+a,-R-pH+a, -pH+a,-T-T+a,-R-R+a,-pH-T+a, -pH-pH
+a,-T-R+a,,-R+a,,-E-pH

Teor de &cidos graxos

Ensaio Condicdes Experimentais livres (umol/mL) 15 horas
T (°C) pH A (rpm) E (%p/v) Predito  Experimental
15 37,5 11 130 5 55,46 52,13
R® = 0,988

Na Figura 7 encontram-se as curvas cinéticas dos experimentos descritos nas
Tabelas 15 e 16, durante a hidrélise do efluente utilizando a Lipolase 100T. Observa-se que
as cinéticas de hidrolise apresentam pouca diferenga entre si, assim como as condi¢oes

experimentais nas quais foram obtidas.

Na andlise dos resultados do planejamento de experimentos observou-se que a
condicao do ponto central e a condicdo onde todas as variaveis se encontravam nos niveis
maximos (ensaio 8) foram as que apresentaram maxima conversdo em termos de AGL.
Ap6s a otimizagdo encontrou-se outra condicdo experimental com conversao similar. As
cinéticas das condi¢gdes mencionadas sdo apresentadas na Figura 8. Apesar das condigdes
do ensaio 15 permitirem se obter o maior grau de hidrélise utilizando Lipolase 100T na faixa
de estudo, em um processo industrial os custos com a enzima podem ser consideraveis.
Desta forma, uma condicdo como a do ponto central pode ser interessante, uma vez que
esta utiliza menos enzima sem grande perda do grau de hidrélise, comparado com base no
teor de AGL final. Cabe ainda lembrar que um maior grau de hidrélise do efluente nao
levaria necessariamente ao melhor desempenho da estabilizacdo bioldgica do efluente,

conforme sera demonstrado mais adiante.
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Figura 7. Cinética de hidrélise enzimatica dos ensaios para otimizacdo das condigdes

experimentais utilizando Lipolase 100T
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100T
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LIPASE FMS

A Tabela 17 apresenta as condi¢cdes dos experimentos realizados na busca da
condicao 6tima, com base no modelo empirico ajustado aos dados de AGL do planejamento
de experimentos, utilizando a Lipase FMS. Nesta tabela também sao apresentados os
resultados de AGL maximos previstos pelo modelo empirico e o0s obtidos
experimentalmente. As curvas cinéticas dos experimentos da Tabela 17 sdo apresentadas

na Figura 9.

Tabela 17. Experimentos realizados na otimizacdo das condi¢des operacionais utilizando a
Lipase FMS — 12 etapa

Modelo: AGL=a, +a,-T+a,-R+a,-E+a, - T-R+a,-E-T+as-T-pH+a,-T-T
Teor de acidos graxos livres

Erenios Condicdes Experimentais (umol/mL) 15 horas
T (°C) pH A (rpm) E (%p/v) Predito Experimental
10 38,5 6 0 5 84,98 88,79
11 45 6 0 4,1 73,28 93,26
12 45 6 100 5 95,88 92,78
13 45 8,1 0 5 90,65 82,63
R = 0,999
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Figura 9. Cinética de hidrélise enzimatica dos ensaios para otimizagdo das condigbes

experimentais utilizando Lipase FMS
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Os dados da Tabela 17 foram acrescentados ao conjunto de dados do planejamento
de experimentos e um novo modelo foi ajustado, visando se encontrar uma Unica condigao
experimental que represente 0 maximo da fung¢é@o. A Tabela 18 apresenta a nova condi¢ao
experimental obtida com os respectivos valores de AGL encontrados pelo modelo e apés a

realizacao do ensaio.

Tabela 18. Experimento realizado na otimizagao das condi¢gdes operacionais utilizando a
Lipase FMS — 22 etapa

AGL=a,+a,-T+a,-E+a, -pH-pH+a,-R+a,-T-R+a,-T-E+a,-pH-T+a,;-R-E
+a,-pH-R+a,,-E-E

Modelo:

. . . Teor de acidos graxos livres
Condigbes Experimentais

Ensaio (wmol/mL) 15 horas
T (°C) pH A (rpm) E (%p/v) Predito Experimental
14 27 10,2 200 5 260,08 101,29
R® = 0,999

Avaliou-se o valor encontrado através da realizagdo do experimento em termos de
acidos graxos livres, e constatou-se que ndo houve aproximac¢do do valor predito pelo
modelo ao obtido experimentalmente. Desta forma, a realizacdo de uma nova iteragao fez-

se necessaria, cuja condicao experimental obtida é apresentada na Tabela 19.

Tabela 19. Experimento de otimizacéo realizado utilizando a Lipase FMS — 3% etapa

AGL=a,+a, - T+a,-E+a,-pH-pH+a,-R+a,-T-R+a,-T-E+a,-pH-T+a,-R-E
+ay-pH-R+a,,-E-E+a,,-pH-E

Modelo:

. . . Teor de &cidos graxos livres
Condigbes Experimentais

Ensaio (wmol/mL) 15 horas
T (°C) pH A (rpm) E (Y%p/v) Predito Experimental
15 45 7,8 200 5 101,56 100,07
R® = 0,998

O valor encontrado através da realizagdo do experimento demonstrou boa
concordancia com o modelo, indicando assim que a condi¢cao de méaxima hidrélise utilizando
a Lipase FMS foi alcangada, dentro da faixa de estudo das variaveis.

A Figura 10 apresenta as curvas cinéticas dos experimentos das Tabelas 18 e 19.
Observa-se que as condigbes experimentais diferem quanto a temperatura e pH, obtendo-
se, no entanto, conversdes similares em 15 h de reacdo. A quantidade de enzima é a
mesma nos dois experimentos, ressaltando a importancia desta variavel frente as demais
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como indicado pela analise estatistica. Nota-se que se pode obter a mesma conversao

utilizando temperaturas bem distintas.
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(<D —e—200/5/7,8/45
40 1 —e—Branco
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Figura 10. Cinética de hidrélise enzimatica dos ensaios para otimizagdo das condigdes

experimentais utilizando Lipase FMS

As cinéticas das condigdes de maior conversao, obtidas no planejamento e apds a
otimizacao, utilizando a lipase FMS, sao apresentadas na Figura 11.0Observa-se que o valor
de conversdao maximo em termos de acidos graxos livres encontrados no planejamento
(ensaio 5 - 98,1 umol/mL) comparado com o obtido através da otimizagao (ensaio 15 —
100,1 umol/mL) sdo similares no tempo de 15 horas de reac&o. Para os demais testes com
esta enzima optou-se por usar a condi¢cdo de otimizada (ensaio 15), onde o valor obtido
experimentalmente apresentou boa concordancia com o modelo, embora caiba ressaltar que

outras condi¢cdes podem fornecer conversdes semelhantes.
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Figura 11. Cinéticas de hidrolise das melhores condi¢cées experimentais utilizando Lipase
FMS

4.3 Avaliacao da Concentracao do Substrato

A avaliagdo do efeito da concentragdo de substrato é importante em um sistema
enzimatico para obtencdo dos parametros cinéticos, que por sua vez serdao Uteis no
dimensionamento do processo em escala industrial. Desta forma, realizou-se uma série de
experimentos em batelada com efluentes contendo diferentes concentragdes de 6bleos e
graxas, mantendo-se fixa a quantidade de enzima, pH e agitacdo nas condi¢gdes otimizadas
para a Lipolase 100T e Lipase FMS. A analise foi baseada na produgédo de AGL apés 15 h
de reacgdo e a concentragado do substrato foi acompanhada através de analise de gordura

por Soxhlet.

LIPOLASE 100T

O comportamento da hidrélise utilizando a Lipolase 100T frente a variacdo da
concentragdo de dleos e graxas inicial do efluente é apresentado na Figura 12. E possivel
visualizar as diferencas entre as taxas de conversao de 6leos e graxas em acidos graxos,

que aumentam com o teor de bleos e graxas, conforme o esperado.
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Figura 12. Cinética de hidrélise para diferentes concentragdes iniciais de substrato utilizando

Lipolase 100T

LIPASE FMS

Na Figura 14 sdo apresentadas as curvas cinéticas para diferentes concentracdes
iniciais de Oleos e graxas no efluente, utilizando a Lipase FMS. Assim como no caso anterior
€ possivel se evidenciar a diferenca acentuada entre as taxas de conversdo em acidos

graxos para diferentes concentragdes iniciais de substrato.

58



Resultados e Discussées

120

AGL (umol/mL

0 T T T
0 5 10 15 20

Tempo (horas)

—e—198g/L —=—385g/L —a—6,11g/L —e—11,02g/L

Figura 14. Cinética de hidrélise para diferentes concentragdes iniciais de substrato utilizando

Lipase FMS

Comparacéo cinética das duas enzimas frente a concentracao de gordura

Os dados obtidos possibilitaram a constru¢do da curva da variagdo da velocidade
inicial de reagcdo com a concentragdo de substrato, apresentada na Figura 13. A
comparacgao das duas enzimas mostra que a Lipase FMS apresenta velocidade inicial de até
3,5 vezes maior do que a Lipolase 100T. Estes resultados concordam com o observado nos
planejamentos de experimentos, que mostraram que valores bem maiores de AGL podem
ser obtidos utilizando-se a Lipase FMS para as mesmas condigdes operacionais. Conforme
ja discutido, este comportamento pode estar relacionado a inibicdo ou desativagdo da

Lipolase 100T por compostos presentes no efluente.
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Figura 15. Variacao da velocidade da reagao enzimatica com a concentragédo do substrato
utilizando Lipase FMS

4.4 Testes de Biodegradacao Anaerobia

A degradagao anaerébia de efluentes industriais ocorre através da metanizagao de
organicos sollveis antes que os solidos em suspensdo sofram a hidrélise e a completa
degradagao das particulas, o que aumenta o tempo de retencdo hidraulica necessario,
sendo as particulas de lipidios as maiores causadoras deste problema. Caso os sélidos nao
sejam degradados, ocorre um acumulo destes dentro da camada de biomassa,
especialmente gorduras, resultando em um sério impacto no desempenho de reatores
anaerébios. A aplicagao de pré-tratamento a fim de proporcionar a hidrélise de particulas de
gordura pode acelerar a biodegradagcao em reatores anaerébios de efluentes como o de
frigorificos e plantas de embalagens de carne (Masse et al., 2001a).

Desta forma, a etapa de avaliagéo da biodegradabilidade do efluente de frigorifico de
suinos e bovinos com e sem o pré-tratamento enzimatico é de extrema importancia. A
utilizacdo de um processo anaerdbio surge pelo fato deste ser indicado para casos em que o
residuo a ser tratado contenha altas cargas de DBO e de sélidos em suspensdo. No
entanto, a biodegradagédo anaerébia de residuos ricos em gordura é mais lenta do que em
residuos ricos em carboidratos (Vidal et al., 2000).
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A visualizagdo do desempenho do sistema frente a degradacdo do efluente bruto
(controle) e do pré-tratado enzimaticamente (hidrolisado) é o desafio da pesquisa. O
processo enzimatico entra como um forte coadjuvante para o aumento da biodegradacao
em ftratamento biolégico anaerdbio, com a utilizacdo de lipases (Mongkolthanaruk e
Dharmsthiti, 2002).

4.41 Aclimatacao do lodo anaerébio

Para a avaliagdo da biodegradabilidade do efluente em questdo foi necessario
trabalho prévio de aclimatagio do lodo a ser utilizado no sistema anaerébio em termos de
gordura e extrato enzimatico. O lodo adaptado tem por objetivo evitar problemas de choques
na biomassa do reator e, conseqlientemente, manter a eficiéncia de remogdes de carga
organica do residuo devido a flora microbiana estar adaptada aos componentes da mistura
efluente-extrato enzimatico da Lipase FMS (Leal, 2000, Aguilar et al., 1995, Alves et al.,
2001). O acompanhamento do processo de aclimatagcdo do lodo anaerobio foi realizado

através de algumas analises padrdes de monitoramento de processos anaerdébios.

a) pH, alcalinidade

O pH é um fator de extrema importancia para os microrganismos anaerébios que
constituem o lodo sob processo de aclimatagédo. O pH pode ser uma razao de desequilibrio
dos digestores anaerébios, sendo o ideal para produgdo de metano entre 6,8 e 7,2 (Sterling
Jr. et al., 2001, Rajeshwari et al., 2000) embora seja possivel conseguir estabilidade na
formacao de metano numa faixa mais ampla de pH, entre 6,0 e 8,0 (Chernicharo, 1997). A
Figura 16 expressa a evolugéo do pH durante o periodo de aclimatacao do lodo anaerébio
no reator utilizado.
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Figura 16. Evolugao do pH durante a aclimatagéo do lodo do reator anaeroébio

Observa-se que o pH durante a operacdo dos reatores se encontra dentro da faixa
recomendada para a digestdo anaerdbia (Chernicharo, 1997). Vale ainda salientar que
mesmo em pH baixos como 4,5, ainda ocorre atividade das bactérias produtoras de &cidos,
mesmo com a produgdo de metano praticamente interrompida, ocasionando falha no
processo (Chernicharo, 1997). As concentragbes de acidos graxos volateis produzidos na
biodegradacéo de efluentes gordurosos podem afetar a regularizacéo da faixa de pH, pois,
se houver um mau funcionamento do sistema e inibicdo das arqueas metanogénicas, ocorre
um acumulo de &cidos volateis que continuam sendo produzidos pelas bactérias
acidogénicas, comprometendo o tamponamento do meio (Vidal et al., 2000). No entanto, no
reator em estudo, a faixa de pH regular indica que o meio esta bem tamponado, havendo
possivelmente um equilibrio entre as diferentes populagdes microbianas.

A alcalinidade é um fator intimamente relacionado com o pH e os acidos volateis,
sendo igualmente importante para o controle e a operagdo adequada do processo
anaerdbio. E ideal que se mantenha a alcalinidade do meio elevada para evitar quedas
acentuadas do pH em virtude da geragdo de acidos volateis (Chernicharo, 1997). A Figura
17 apresenta o comportamento da alcalinidade parcial inicial (na alimentacao) e final (apés 3

a 4 dias de biodigestao) durante o processo de aclimatagédo do sistema anaerobio.
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Figura 17. Evolucao da alcalinidade parcial inicial e final durante a aclimatagdo do lodo do

reator anaerébio
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Figura 18. Evolugdo da alcalinidade intermediérias inicial e final durante a aclimatacdo do
lodo do reator anaerébio

A Figura 18 apresenta a alcalinidade intermediaria inicial e final do reator durante o
processo de aclimatagcao do lodo do sistema anaerdbio em termos de gordura e extrato
enzimatico da Lipase FMS. Durante a avaliacdo dos resultados da alcalinidade intermediaria
observa-se uma queda pronunciada em torno de 90 dias de operag&o, provavelmente
devido a disturbios no equilibrio entre as espécies microbianas no sistema, que poderia ter
levado ao acumulo de acidos volateis. No entanto, observa-se que mesmo com esta queda,
o tamponamento do sistema foi garantido, uma vez que o pH do meio manteve-se ainda na
faixa ideal, bem como a relagdo entre a alcalinidade intermediaria e parcial (0,3)
(Chernicharo,1997).

Ainda é importante ressaltar que apds a aclimatagao do lodo a gordura deu-se inicio
a aclimatacdo deste ao extrato enzimatico da Lipase FMS, mantendo-se a mesma
concentracao de gordura. Grandes alteracdes de alcalinidade ndo foram observadas apds
100 dias de aclimatagdo, mesmo durante a etapa de adaptagdo a quantidades crescentes

deste extrato enzimatico inativo para as condigées do meio reacional, o efluente frigorifico.

b) Sélidos em Suspensao Volateis

A quantidade de biomassa no reator pode ser avaliada pela quantidade de sélidos
em suspensdo volateis presentes no mesmo (Von Sperling, 1996; Masse et al.,2001b,
Cammarota et al., 2001; Teixeira, 2001). A analise da quantidade de solidos em suspensao
volateis no caso analisado é de extrema importancia para evidenciar o desenvolvimento dos
microrganismos anaerébios durante o processo evolutivo da aclimatagao do lodo anaerébio.
A Figura 19 apresenta a evolugao dos sélidos em suspensao volateis durante o processo de
aclimatacao do reator. Evidenciou-se um aumento significativo da concentragdo dos sélidos
em suspensdo volateis apdés 142 dias de aclimatagdo, conseqiiente de um aumento da
massa celular.
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Figura 19. Evolucédo dos sélidos em suspensao volateis durante a aclimatagéo do lodo do

reator anaerobio

c) Nitrogénio

A presenca de bicarbonato de aménio é estimulante aos processos anaerdébios e
normalmente é resultante da digestdo de residuos ricos em compostos protéicos ou uréia. O
seu beneficio se da pelo fato de ser fonte de nitrogénio e tampéao para as mudangas de pH.
Entretanto, tanto o ion aménio quanto a aménia livre podem se tornar inibidores quando
presentes em elevadas concentragdes (Chernicharo, 1997). A producdo de nitrogénio
amoniacal em contetdos de 50 a 200 mg/L é estimulante para as arqueas metanogénicas
(Vidal et al., 2000).

A partir dos 128 dias de aclimatagcdo de gordura, iniciou-se a aclimatagdo das
concentragdes de extrato enzimatico da Lipase FMS o que proporcionou um aumento na
concentracdo de nitrogénio, devido a adicao de proteinas ao meio, que foi evidenciado e

representado nos ultimos dois pontos na Figura 20.

65



Resultados e Discussées

550
500 -
450 -
400 -
350 -
300 -
250 -

Nitrogénio (mg/L

200 -
150

100 T T T
0 50 100 150 200

Tempo (dias)

Figura 20. Evolucao da concentracdo de nitrogénio durante a aclimatacao do lodo do reator
anaerobio

Os valores maximos de nitrogénio obtidos foram em torno de 500 mg/L, que podem
ser considerados altos quando comparados a faixa considerada benéfica as arqueas
metanogénicas (Chernicharo, 1997). No entanto, esta concentracdo de nitrogénio total
parece néo ter afetado o processo.

d) Micronutrientes

Nos processos biolégicos, os nutrientes devem encontrar-se em concentragdes
adequadas para exercerem efeitos benéficos aos microrganismos. No entanto,
concentragoes elevadas podem ser prejudiciais ao processo (Chernicharo, 1997, Rajeshwari
et al.,, 2000). Na Tabela 20 encontram-se as concentra¢cdes de alguns micronutrientes
durante o processo de aclimatagdo. Pode-se observar que todas as concentragdes dos
micronutrientes encontram-se abaixo das faixas moderadamente ou fortemente inibidora
para sistema anaerébio (Chernicharo,1997), favorecendo o bom funcionamento do reator.

Tabela 20. Evolugéo das concentragées dos micronutrientes durante a aclimatagéo do reator
anaerobio

Tempo (dias) Sédio (mg/L)  Magnésio (mg/L) Potassio (mg/L)  Célcio (mg/L)
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55 342,8 3,6 45,6 13,0
69 630,4 3,5 24,6 10,7
87 592,1 3,7 25,5 10,3
142 486,4 5,9 @ 12,9
163 510,9 9,3 a 12,9

# Valores néo disponiveis

e) Demanda Quimica de Oxigénio e eficiéncia de remoc¢ao de DQO

A forma definida para o acompanhamento didrio da aclimata¢do do lodo anaerdébio
foi a andlise de DQO do afluente e efluente do reator. Na Figura 21 sdo apresentados os
valores de DQO inicial e final no reator ao longo deste periodo. Observa-se uma oscilagao
da DQO inicial dentro da faixa 400 a 1.000 mg/L, em fungao das diferentes concentragoes
de gorduras alimentadas ao biorreator. A partir dos 120 dias nota-se que a DQO final
permanece em valores baixos entre 100 e 400 mg/L, apesar do aumento da DQO da
alimentagéo, o que indica a adaptagéo do lodo. Apds a adaptagéo do lodo as concentragdes
de gordura, deu-se inicio a aclimatagdo do lodo ao extrato enzimatico da Lipase FMS a
partir do 128° dia, havendo um aumento mais pronunciado da DQO da alimentacéo, do que
da DQO final, assinalando a aclimatagao do lodo ao efluente.

A porcentagem de remogdo de DQO, bem como cada troca de concentragio de
gordura e de extrato enzimatico da Lipase FMS no processo de adaptacdo do lodo sao
apresentadas na Figura 22. A remog¢do de DQO neste periodo foi o fator levado em
consideragéo nas trocas de concentragdes de gordura e extrato enzimatico da Lipase FMS.
Pode-se observar grandes oscilagdes na remocgéo a cada troca de alimentacdo (indicadas
pelas setas), devido provavelmente a pequenos choques de carga orgénica. Quando se
observou uma certa estabilidade da remog¢éo de DQO apo6s atingida a maxima concentragao
de gordura, deu-se inicio a aclimatagdo do extrato enzimatico da Lipase FMS

(representadas pelas setas verdes).
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Figura 21. Evolucédo da aclimatagao do lodo do reator anaerdbio em termos de DQO inicial e
final
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Figura 22. Remog¢ao de DQO durante a aclimatagdo do lodo do reator anaer6bio com
crescentes concentragdes de 6leos e graxas (setas vermelhas) e de extrato enzimatico da
Lipase FMS (setas verdes).
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4.4.2 Tratamento anaerobio do efluente

Os testes de biodegradacao foram iniciados com 30 mL de lodo contendo uma
concentracao celular de 6.210 mg/L aclimatada em termos de 6leos e graxas e extrato
enzimatico. O lodo foi adicionado a novos reatores: Controle e Hidrolisado para Lipolase
FMS e Controle e Hidrolisado para Lipolase 100 T, nas duas quantidades de enzimas.

Neste item serdo apresentados e discutidos os resultados da biodegradacédo do
efluente nos reatores anaerdébios nas diferentes concentragcbes de 6leos e graxas,

avaliando-se a eficiéncia de remogao de DQO ao longo do tempo.

a) Comparacao da remocao de DQO nas diferentes concentracoes de 6leos e graxas e
de enzimas

As condicbes otimizadas de hidrélise foram aplicadas no tratamento anaerébio para
avaliar o efeito da hidrélise no tratamento biolégico. Utilizou-se um efluente bruto para
comparacdo da eficiéncia de remogédo do hidrolisado, no sistema biolégico anaerobio,
representado na Figura 283.
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Figura 23. Evolucdo da eficiéncia de remogédo de DQO no reator controle (a) e hidrolisado
(b), ao longo do tempo em diferentes concentragdes de 6leos e graxas e 5%(p/v) de enzima
Lipolase 100T

Observou-se na Figura 23 o comportamento da conversdo de remogoes do reator
controle e hidrolisado. A hidrélise nao demonstrou vantagem em termos de remogao de
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DQO frente ao nao hidrolisado. Ambos os sistemas obtiveram teores de remogdes baixos,
em torno de 60% ao final de cinco dias de tratamento biolégico para a concentracdo de 250
mg/L de bleos e graxas. As demais concentragbes, 500 e 1.200 mg/L, permitiram obter
remogdes menores que a alcangada com 250 mg/L, indicando 0 mau funcionamento do
sistema e o inicio do processo inibitorio pelas gorduras. Devido a este fato, a concentragao
de 6leos e graxas de 3.000 mg/L ndo foi empregada ao sistema. Os dados apresentados a
seguir serdao na forma de DQO normalizada, possibilitando assim uma andlise mais
criteriosa dos resultados obtidos. O efeito do pré-tratamento enzimatico sobre a cinética de
remocao da matéria organica do efluente em cada concentracao de 6leos e graxas para as
diferentes enzimas nas quantidades de 0,1 e 5% (p/v) pode ser observado nas Figuras 24 a

27.

LIPOLASE 100T
= Concentracao de 5%(p/v) de enzima Lipolase 100T

A Figura 24 apresenta a evolugao da DQO ao longo do tempo para os sistemas controle
e hidrolisado utilizando 5% (p/v) de enzima Lipolase 100T, para cada concentragéo de 6leos

e graxas utilizada.
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Figura 24. Evolugdo comparativa da DQO ao longo do tempo para efluente com teor de
Oleos e graxas de (a) 250mg/L, (b) 500mg/L , e (c)1.200mg/L, sem tratamento e pré-tratado
com 5% (p/v) de Lipolase 100T
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Figura 24 (cont.). Evolugao comparativa da DQO ao longo do tempo para efluente com teor
de Oleos e graxas de (a) 250mg/L, (b) 500mg/L , e (c)1.200mg/L, sem tratamento e pré-
tratado com 5% (p/v) de Lipolase 100T

A analise destes resultados demonstra que somente na concentragdo de 250 mg/L de
Oleos e graxas os reatores apresentaram uma remocdo razoavel de DQO. Quando a
concentracdo de O&G foi aumentada, a eficiéncia de remocao diminui consideravelmente.
Esta situagcdo enfatiza o efeito da gordura na biodegradabilidade. O pré-tratamento

enzimatico ndo apresentou efeito relevante utilizando-se 5% (p/v) de enzima Lipolase 100T.

= Concentracao de 0,1% (p/v) de enzima Lipolase 100T

O efeito do pré-tratamento enzimatico com a Lipolase 100T (0,1% p/v) sobre a
cinética de remocgdo da matéria organica do efluente (avaliada como DQO) para as
concentracoes de 6leos e graxas de 250, 500, 1.200 e 3.000mg/L pode ser observado na
Figura 25.

A diminuicdo da concentragdo da enzima apresentou-se promissora, em relagdo ao
aumento da taxa de degradacdo de 6leos e graxas do efluente. Na Figura 25 pode-se
observar que até nas mais elevadas concentragcbes de 6leos e graxas a eficiéncia de
remocgao foi pouco afetada, apresentando uma pequena tolerancia do pré-tratamento ser

mais promissor para biodegradagéo a 3.000mg/L de éleos e graxas.
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Figura 25. Evolugcao comparativa da DQO ao longo do tempo para efluente com teor de
oleos e graxas de (a) 250mg/L , (b) 500mg/L , (c)1.200mg/L e (d) 3.000mg/L, sem
tratamento e pré-tratado com 0,1% (p/v) de Lipolase 100T

A diferenga da eficiéncia em relagdo a quantidade de enzima pode estar relacionada
com a inibicdo desta no meio bioldgico. Esta inibicdo pode ocorrer provavelmente por haver
uma camada excessiva de enzima adsorvida nas particulas de gordura (Masse et al.,
2001b), devido provavelmente ao fato desta enzima ser facilimente solubilizada no meio, o
que pode ser comprovado pelos valores de DQO inicial (mg/L) serem muito maiores quando
comparados com os obtidos ao utilizar-se a Lipase FMS. A enzima livre poderia entao
aumentar a concentracdo de matéria orgéanica, dificultando desta forma a biodegradacao do
residuo. Outro fator que pode ainda ter levado a este resultado é o fato de que o lodo foi

aclimatado com o a Lipase FMS e ndo com a prépria enzima comercial.
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LIPASE FMS
= Concentracao de 5%(p/v) de enzima Lipase FMS

A Figura 26 apresenta a evolugcdo da DQO ao longo do tempo para os sistemas
controle e hidrolisado utilizando 5% (p/v) de enzima Lipase FMS para cada concentragdo de

6leos e graxas utilizada.
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Figura 26. Evolucao comparativa da DQO ao longo do tempo para efluente com teor de
6leos e graxas de (a) 250mg/L, (b) 500mg/L , (c)1.200mg/L e (d) 3.000mg/L, sem tratamento
e pré-tratado com 5% (p/v) de Lipase FMS
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Na Figura 26, observa-se que ao aumentar-se a concentracdo de dleos e graxas, nao
houve mudancgas na eficiéncia de remogédo, mesmo para alimentagado do reator com efluente
bruto (3.000 mg/L), o que é um indicativo de que o lodo estava muito bem aclimatado, com
uma selecdo de microrganismos anaerobios. A aclimatagédo do lodo durante a avaliagdo da
biodegradacao ocorreu provavelmente devido ao fato do aumento da concentragdo da
gordura ter sido realizada de forma gradual minimizando o choque de carga. Possivelmente
um aumento mais pronunciado da carga de gordura em cada etapa, poderia levar a uma

diferenciagdo mais nitida do comportamento do reator controle e hidrolisado.

Pesquisas ja relatavam que o lodo aclimatado ou com microrganismos especificos séo
eficientes aliados no tratamento de residuos com altas concentragdes de DQO (Leal, 2000,
Aguilar et al., 1995, Alves et al., 2001).

= Concentracao de 0,1%(p/v) de enzima Lipase FMS

O pré-tratamento enzimatico com a Lipase FMS (0,1% p/v) avaliado quanto a remogao
da matéria organica do efluente nas concentracdes de 6leos e graxas de 250, 500, 1.200 e

3.000mg/L pode ser observado na Figura 27.
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Figura 27. Evolugcao comparativa da DQO ao longo do tempo para efluente com teor de
6leos e graxas de (a) 250mg/L, (b) 500mg/L, (c)1.200mg/L e (d) 3.000mg/L, sem tratamento
e pré-tratado com 0,1% (p/v) de Lipase FMS
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Figura 27 (cont.). Evolugdo comparativa da DQO ao longo do tempo para efluente com teor
de oleos e graxas de (a) 250mg/L, (b) 500mg/L , (c)1.200mg/L e (d) 3.000mg/L, sem
tratamento e pré-tratado com 0,1% (p/v) de Lipase FMS

A utilizacdo de 0,1% (p/v) de enzima permitiu manter-se a alta eficiéncia de remocao
de DQO. Observa-se um aumento na remocao de DQO do efluente tratado enzimaticamente
quando comparado ao efluente bruto (controle), principalmente para as concentragbes de
0O&G de 500 e 1.200 mg/L. Na concentracéo de 3.000 mg/L de O&G as curvas de evolugao
de DQO voltam a se aproximar, como no caso da concentragao de 250 mg/L, mais um forte

indicio, de aclimatacdo do lodo no decorrer do aumento das concentracdes de 6leos e

graxas.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusoes

=

A maxima conversdao em acidos graxos livres para ambas enzimas foi obtida em alta
quantidade de enzima (5% p/v), e nas temperaturas de 37,6°C (AGL= 52,13 umol/mL)e
45°C (AGL=100,07 wmol/mL) para Lipolase 100T e Lipase FMS. Estas foram as
variaveis que mais influenciaram o processo de hidrélise, como demonstrado na andlise

estatistica;

Para a Lipase FMS, boas conversdes de acidos graxos livres (AGL= 101,29 umol/mL)

podem também ser obtidas no nivel inferior de temperatura (27°C);

A Lipolase 100T apresentou menor afinidade pelos éleos e graxas e menor velocidade
inicial de reagcdo do que a Lipase FMS; que, desta forma, apresentou maiores
conversbes de acidos graxos livres em relagdo a enzima comercial nas condicoes

operacionais do planejamento;

A utilizacdo de quantidades elevadas de enzima prejudica a biodegradabilidade do
efluente, sendo que a Lipolase 100T apresenta um efeito mais pronunciado que a Lipase
FMS, provavelmente devido & sua solubilizac¢&o;

O pré-tratamento enzimatico no menor nivel de quantidade de enzima (0,1 %p/v) se
mostrou promissor para 0 aumento da eficiéncia de biodegradagao do efluente industrial,
chegando a remocgdes de 95%.

5.2 Sugestoes para Trabalhos Futuros

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram identificar alguns pontos que podem

ainda ser explorados, como:

=

Utilizacdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificacao dos triglicerideos
consumidos e os acidos graxos livres formados durante a hidrolise, obtendo-se uma
melhor sensibilidade na avaliagdo da cinética da reacao.
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Avaliacdo da biodegradacdo do efluente utilizando maiores choques de carga, para
simular de maneira mais realista o comportamento do efluente industrial e evitar a
aclimatacao do lodo durante o teste.

Investigacdo de quantidades de enzimas intermediarias as que foram utilizadas (0,1-

5%p/v) para realizacado desta pesquisa.
A realizagao de ensaios de hidrélise em longa duracao com efluente em tempo real.

Avaliacdo da eficiéncia do pré-tratamento enzimatico em sistemas de lodo ativado.
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