UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

KAREN JAQUELINE HASELROTH

EIO DE

M

.Wlw.”,. ———— o 7 =

PALOTINA

2019



KAREN JAQUELINE HASELROTH

BIODEGRADAGAO DE EFLUENTE DE ABATEDOURO BOVINO POR MEIO DE
MICRORGANISMOS COM ATIVIDADE LIPOLITICA

Dissertacdao apresentada como requisito parcial a
obtencao do grau de Mestre em Biotecnologia, no Curso

de Pés-Graduacgao em Biotecnologia, Setor de Palotina,
da Universidade Federal do Parana.

Orientadora: Profe. Dra. Eliane Hermes

PALOTINA
2019



Diados Intemacionas de Catalogacio na Publicacio (CIF)

H347

Hazelroth, Earen Jagqueline

Biodegradacio de efluente de abatedoure bovino
por meic de microrganismoes com atividade bpelitica /
Earen Jaqueline Haselroth — Palotina, 2019.

107£.

Omnentador: Eliane Hermes

Dissertagio (mestrado) — Universidade Federal do Parana,
Setor Palotma. Programa de Pds-graduagdo em Biotecnologia.

1. Lipase. 2. Matéria organica 3. Pré-tratamento
enzimatico. 4. Residoos. I Hermes, Eliane.
II. Universidade Federal do Parana_ ITT. Titulo.

CDU a2

Ficha catalografica elaborada por Aparecida Pereira dos Santos — CRB 971653



TERMO DE APROVAGAD

s mambros da Banca Examinadomn desigiads pel Colaglato do Programa de Pas-Graduagic om BIOTECHOLOGIA da
Urémrpidade Foderal do Parand foram corvoosclas pers resllear @ seguigho de dissentacio de Mesmco do HAREN JADURLIME
HASELROTH infhulacs BAODEGRADACAD DE EFLUENTE DE ADATEDOURD BOVIND POR MEID DE MCRORGANISMOS
ﬁmmmwm-m-uunummmmmwmu
LB o 0 3w dulana
A oulcrga do tisl de resiee esld supeds S homolopachs e CORGIAI0, 22 Rntmenic Se indss & INCHEChes & Conegles
solCifadas Ded Do & a0 DD BRGSO teenette rpterias 00 PEgreTe oF Ple-Oratuacie

PALOTING, 79 de Maio ds 2018,

% il Ia
@ﬁmu |%Eh'm‘;
[LAME HERMES
Preatianta =a Banca inmiiera (UFPR)

i
TG Y sy
L] | BROEADO

Aunlisac irara [UFPR)

hﬁﬁ -Mﬁl:&ﬂ'{\?ﬂa

Aviglacor Extwing: (JAPAR)

FLA PICNEIRD, 2151 « PALOTINA « Parand « Sl
CEP 85350000 Tl (44] 33118500 - E-misl: pptSonihgman) soem



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me iluminado e me dado forcas durante esta caminhada.

A minha orientadora, Professora Dra. Eliane Hermes, pela orientacdo, dedicacéo,
paciéncia, amizade e confianga.

Aos membros da banca examinadora: Prof. Dra. Adriana Fiorino Rosado e Prof. Dra.
Carla Limberger Lopes. Muito obrigada por aceitaram a fazer parte da banca e
disponibilizarem a avaliar esse trabalho.

As Professoras Dras. Dilcemara Zenatti e Raquel Stroher, por ter aceitado o convite
de ser suplentes da minha banca.

A minha familia, pelo incentivo e por todo o apoio.

Aos colegas de laboratorio Ingrid, Poline e Victor, pelo auxilio incondicional nos
experimentos.

A Prof. Adriana e Gabriéli por toda dedicacdo e auxilio na identificacdo dos
microrganismos.

A Prof. Dilcemara pela ajuda e dedicacdo com a estatistica.
A Amanda pela coleta do efluente utilizado no estudo.
A Prof. Leidi por ter permitido o uso do shaker no decorrer dos experimentos.

A Prof. Luciana pela disponibilidade de reagentes necessarios durante os
experimentos.

Aos técnicos Raquel, Maiara, Aline, Larissa e Guilherme por toda ajuda e paciéncia.

Aos meus amigos, em especial a vocés, Renan, Ander, Lorrana, Cassia, Ingrid, Poline,
Amanda,Fernanda, Sabrina, e Lilian, por toda ajuda, incentivo e conforto transmitidos.

Ao meu namorado, pelo carinho, paciéncia e incentivo.

A UFPR setor Palotina em especial ao Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia
pela oportunidade de realizar esta importante etapa da minha formagao académica.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superiro (CAPES), pelo
apoio financeiro.

A todos que de alguma forma contribuiram para a execucgéo deste trabalho, muito
obrigada.



O sucesso nasce do querer, da determinacao
e persisténcia em se chegar a um objetivo.
Mesmo n&o atingindo o alvo, quem busca e
vence obstaculos, no minimo fara coisas

admiraveis.

(José de Alencar)



RESUMO

Ao considerar a grande quantidade de efluentes que atualmente é gerada no abate
de bovinos, além do alto potencial poluidor proveniente dos mesmos, novas
alternativas de tratamento devem ser buscadas visando contornar os sérios danos
que estes podem causar ao serem langcados nos corpos hidricos. Uma possibilidade
que tem se tornado cada vez mais empregada, € o pré-tratamento dos efluentes com
0 uso de enzimas microbianas, tais como as lipases. Essas enzimas apresentam
grande importancia pois promovem a hidrélise de 6leos e graxas, resultando em uma
melhor eficiéncia nos tratamentos posteriores. Dessa forma, este estudo teve como
objetivo avaliar o pré-tratamento de efluentes de um abatedouro de bovinos por meio
de microrganismos produtores de lipase isolados do proéprio residuo. Inicialmente, foi
realizada a caracterizacao fisico-quimica do efluente e a partir desse residuo foram
selecionados e isolados microrganismos com potencial de producdo de lipase.
Posteriormente, foi realizado o calculo do indice enzimatico dos microrganismos e as
trés bactérias que apresentaram os maiores indices foram selecionadas para
identificacdo. A bactéria que obteve a maior atividade lipolitica foi utilizada para o
preparo do indculo a ser utilizado na etapa do pré-tratamento do efluente. Para tal,
utilizou-se um delineamento composto central rotacional (DCCR), tendo como
variaveis indepententes: pH, temperatura e concentragcdo de indculo e variaveis
respostas: atividade lipolitica, demanda quimica de oxigénio (DQO), 6leos e graxas
(O&G), acidos graxos livres, proteina soluvel e pH, ao longo de 72 h. A agua residuaria
de abatedouro bovino apresentou alto potencial poluidor, tendo uma concentracéo de
O&G de 2553,3 mg L' e DQO de 8914,4 mg L. Das seis culturas microbianas
isoladas, trés microrganismos foram selecionados, apresentando um alto potencial de
produgao de lipase, com indice enzimatico de 3,50, 3,12 e 2,11 e destes o
microrganismo com maior atividade lipolitica (2,46 U mL"") foi utilizado como indculo
no pré-tratamento, sendo identificado como Aeromonas hydrophila. Apos 72 h de
experimento foram alcangadas atividade lipolitica de 1,40 U mL-", remogdes de 67%
de DQO, 59% de O&G, 95% de proteina soluvel, além da produgao de 36,0 umol mL-"
de acidos graxos livres. Foi possivel concluir que o efluente de abatedouro bovino é
uma excelente fonte para a obtengéo de microrganismos produtores de lipase e que
a utilizagdo de enzimas, como lipases bacterianas no tratamento deste efluente se
mostra uma alternativa promissora.

Palavras-chave: lipase, matéria organica, pré-tratamento enzimatico, residuos.



ABSTRACT

Considering a large amount of effluent that is currently generated in cattle slaughter,
besides their high pollution potential, new treatment alternatives should be sought to
overcome the serious damage they can cause when discharged into water bodies. An
alternative that has become increasingly used is the effluent pretreatment using
microbial enzymes, such as lipases. These enzymes are important because they
promote the oils and greases hydrolysis, resulting in better efficiency in subsequent
treatments. Therefore, this study aimed to evaluate the pretreatment of a cattle
slaughterhouse effluents through lipase producers microorganisms, residue isolates.
Initially, was performed the physical-chemical characterization of the effluent and from
that residue were selected and isolated microorganisms with potencial to produce
lipases. Subsequently, the enzymatic index of the microorganisms was calculated and
three bacterial isolates with the highest indexes were selected for identification. The
highest lipolytic activity bacteria was used to prepare the inoculum for the effluent
pretreatment stage. For that, a central rotational compound design (DCCR) was used,
with this independent variables: pH, temperature and inoculum concentration and
responses variables: lipolytic activity, chemical oxygen demand (COD), oils and
greases (O&G), free fatty acids, soluble protein and pH, over 72 h. Bovine
slaughterhouse wastewater had high polluting potential, with a 2553.3 mg L' O&G
concentration and an 8914.4 mg L' COD. Of the six isolated microbial cultures, three
microorganisms were selected, showing a high lipase production potential, with a 3.50,
3.12 and 2.11 enzymatic index and the highest lipolytic activity microorganism (2.46 U
mL-') was used as inoculum in the pre-treatment, identified as Aeromonas hydrophila.
After a 72 h experiment, was obtained the lipolytic activity of 1.40 U mL-1, 67% COD
removal, 59% O&G, 95% soluble protein, and a 36.0 uymol mL™" free fatty acids
production. It is therefore concluded that bovine slaughterhouse effluent is an excellent
source of lipase-producing microorganisms and the use of enzymes, as the bacterial
lipases, in this effluent treatment is a promising alternative.

Keywords: lipase, organic matter, enzymatic pretreatment, residues.
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1 INTRODUGAO

Os efluentes resultantes do processamento de carne estdo se tornando uma
das principais preocupag¢des do agronegocio, devido a grande quantidade de agua
utilizada durante o processo de abate e limpeza das instalagbes (BUSTILLO-
LECOMPTE e MEHRVAR, 2017). Possuem em sua composi¢ao elevado teor de
lipideos e proteinas e ao serem langados nos corpos hidricos podem causar a
diminuicdo do oxigénio dissolvido no meio, alteragdo da temperatura e aumento da
turbidez (MENDES e CASTRO, 2005; ROSA et al., 2009). Em consequéncia, as
legislagdes referentes ao descarte destas aguas residuais em corpos d’agua tem sido
intensificadas, dada a preocupacao com o meio ambiente, sendo obrigatério o
tratamento dos efluentes antes do seu descarte (PANDEY et al., 2017; KLAUCANS e
SAMS, 2018).

A maioria das industrias utiliza métodos fisico-quimicos para a remoc¢ao de
Oleos e graxas durante as etapas de tratamento de seus efluentes, no entanto, estes
apresentam como principais desvantagens a geracdo de lodos improprios para
descarte e a baixa taxa de eficiéncia (KURNIAWAN et al., 2006; ADULKAR e
RATHOD, 2013). Visando solucionar esses problemas, processos alternativos como
0 uso de enzimas vém sendo utilizados (DORS et al., 2013; AFFES et al., 2017).

O uso de microrganismos ou suas enzimas no tratamento de aguas residuais
tem atraido atencédo por ser um método capaz de superar as limitagdes existentes e
ecologicamente correto (LEAL et al., 2006; DAMASCENO et al.,, 2018). Uma
importante vantagem das enzimas diz respeito a sua atuacdo sob condigdes de
reacdes brandas (JEGANNATHAN e NIELSEN, 2013). Além disso, para tal aplicagao
elas ndo exigem purificagao, o que possibilita serem produzidas pela prépria industria,
resultando em redugao no custo de sua produgéo (RIGO et al., 2008; VERMA et al.,
2012).

As lipases desempenham um importante papel no pré-tratamento de residuos
de abatedouros, pelo fato de hidrolisarem 6leos e graxas, reduzindo a quantidade de
soélidos suspensos, o que resulta em uma melhor eficiéncia no tratamento anaerébio
subsequente (DUARTE et al., 2015). Sdo enzimas que apresentam amplo destaque
no setor industrial, em especial as lipases microbianas, por sua estabilidade,
seletividade e especificidade (SILVA-BEDOYA et al.,, 2016). Sua sintese é
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influenciada por fatores como temperatura de incubagdo, pH do meio e indculo
(VEERAPAGU et al., 2013).

Visando aumentar a competitividade dos processos biotecnolégicos é preciso
intensificar pesquisas de novas cepas microbianas que melhor se adaptam as
caracteristicas especificas do efluente em estudo (LIMA, 2015). Uma técnica que tem
sido bastante utilizada para a caracterizagdo molecular de bactérias no nivel de
espécie € o sequenciamento da regiao do rDNA 16S (WOO et al., 2008). Ademais, é
necessario verificar e definir as condicdes operacionais ideais para uma aplicacao
eficaz de lipases bacterianas como pré-tratamento das aguas residuais. Isso pode ser

realizado por meio de um planejamento de experimentos (LIMA, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o pré-tratamento de efluente de um abatedouro de bovinos por meio

de microrganismos produtores de lipase isolados do proprio residuo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a agua residual proveniente de abatedouro bovino, quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas;

e Realizar o isolamento de microrganismos com atividade lipolitica do efluente
em estudo;

e Selecionar o microrganismo com maior potencial lipolitico por meio da atividade
enzimatica;

¢ |dentificar os microrganismos selecionados;

e Avaliar a aplicagdo do microrganismo selecionado no pré-tratamento do
efluente em estudo;

e Determinar o efeito das variacbes de pH, temperatura e concentragdo de
inéculo, nos parametros de atividade lipolitica, DQO, O&G, acidos graxos livre,

proteina soluvel e pH.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRODUCAO E ABATE DE BOVINOS

A pecuaria brasileira € uma das atividades mais importantes do agronegécio,
e considerada uma das mais competitivas do mundo (TEIXEIRA e HESPANHOL,
2014; DE CARVALHO e DE ZEN, 2017). Em 2017, segundo a Associacao Brasileira
das Industrias Exportadoras de Carne representou 30% do PIB do Agronegdcio e
6,82% do PIB brasileiro (ABIEC, 2018a).

No ano de 2017, o Brasil se posicionou como o detentor do maior rebanho
bovino do mundo com cerca de 221,8 milhdes de cabecgas, segundo maior consumidor
(37,5 kg/habitante/ano) e o maior exportador (2,0 mil de toneladas equivalente
carcaga) sendo responsavel pela criacdo de 353.725 vagas de trabalho e renda de
milhdes de brasileiros (ABIEC, 2018a). Com base nos numeros registrados em 2018,
as estimativas apontam para um crescimento de 10,7% no volume e 11% em
faturamento das exportagdes para 2019 (ABIEC, 2018b). De acordo com Florindo et
al. (2015) tal estimativa tem sido impulsionada pela crescente demanda por alimentos
em razao do crescimento populacional mundial e pelo desenvolvimento econémico
em paises emergentes.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), no 3°
trimestre de 2018 foram abatidas 8,28 milhdes de cabegas de bovinos sob algum tipo
de servico de inspecao sanitaria, sendo que essa quantidade foi 3,7% maior que a do
3° trimestre de 2017. A regido que apresentou a maior proporgéo de abate no periodo
foi a Centro-Oeste, responsavel por 37,3% do total, seguida pelas Regides Norte
(21,7%), Sudeste (19,5%), Sul (12,5%) e Nordeste (9,0%).

Com relagao ao abate de 292,63 mil cabegas de bovinos a mais no 3° trimestre
de 2018 (IBGE, 2018) em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior, este foi
impulsionado por aumentos em algumas Unidades da Federagdo, sendo que dentre
aquelas com participagao acima de 1,0%, ocorreram aumentos em: Mato Grosso
(+100,24 mil cabecgas), Rio Grande do Sul (+71,93 mil cabecgas), Tocantins (+52,33
mil cabecas), Rondénia (+52,19 mil cabecas), Parana (+43,98 mil cabecas), entre

outras.
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3.2 EFLUENTES GERADOS EM ABATEDOUROS DE BOVINOS

O acréscimo da producgao e o elevado numero de abates de bovinos no pais
contribuem diretamente para o aumento da geragao dos efluentes liquidos e dos
impactos ambientais provenientes desta atividade (CAVALLINI; SILVA e GONZAGA,
2017).

Essa relagdo € decorrente do grande uso de agua durante todo o processo.
Diversos autores (SALMINEN e RINTALA 2002; MANIOS et al., 2003; ARRUDA,
2004; PACHECO e YAMANAKA, 2008; CUADROS et al., 2011) afirmam que as aguas
residuarias de abatedouros sdo geradas em diferentes etapas do processo de abate,
tais como lavagem dos animais, sangria, esfola, limpeza das carcacas dos animais e
limpeza das salas de abate. Ainda segundo estes autores, estas aguas contém
sangue, particulas de pele e carne, excremento, gorduras, pelos, fragbes misturadas
de ossos picados, conteudo estomacal e resto de visceras.

Os residuos liquidos resultantes do processo de abate podem ser divididos
em: linha verde, que contém os efluentes liquidos gerados em areas sem presenca
de sangue, como na recepgdo dos animais, nas areas de lavagem dos caminhdes,
nos currais, na conducdo para o abate, na bucharia e na triparia; e a linha vermelha,
com os efluentes que contém sangue resultante de varias areas e etapas do abate
(PACHECO e YAMANAKA, 2008; RIBEIRO, 2010). Além disso, a composicao fisica,
quimica e bioldgica, bem como sua vazao podem variar conforme a forma de utilizagao
da agua no processo produtivo (SENA, 2005).

Estima-se que a atividade de abate de bovinos consome 2,5 m3 de agua por
animal (CAVALLINI; SILVA e GONZAGA, 2017). Porém, o estudo de Scarassati et
al.(2003) destaca que o consumo de agua varia muito de um abatedouro e frigorifico
para outro, sendo dificil estimar um valor exato, uma vez que a agua consumida por
animal abatido é diferente de acordo com o tipo de animal e o processo de abate,
variando entre 1 e 8,3 m3 (FARZADKIA et al., 2016). Uma parte importante deste valor
é descartada como efluente, variando de 0,4 a 3,1 m? por animal abatido (SADDOUD
e SAYADI, 2007; GUREL e BUYUKGUNGOR, 2011). Metcalf e Eddy, (2003)
relataram que as taxas de geragéo de aguas residuais podem chegar a 80% do total
de agua consumida.

Em termos de parametros fisico-quimicos, os efluentes de abate de bovinos

apresentam uma elevada Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), além de elevada
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Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), principalmente devido a presenga de sangue,
que apresenta a maior DBO (200.000 mg L-') e DQO (375.000 a 400.000 mg L") de
todos os residuos liquidos provenientes do processamento da carne (PACHECO e
YAMANAKA, 2008; BOTIS, 2015).

A DQO é considerada um dos mais importantes parametros de monitoramento
em instalagcdes de tratamento de aguas residuais, uma vez que quanto maior a DQO,
maior a quantidade de poluicdo na amostra de agua, portanto condigbes que
promovam o aumento da remogao da DQO sao interessantes. Tem por definicao a
quantidade de oxigénio dissolvido consumido na oxidagdo dos compostos presentes
na amostra por agentes oxidantes, tais como o dicromato (LEE et al., 1999; KOLB,
BAHADIR e TEICHGRABER, 2017; Ll et al., 2018).

Estes efluentes ainda apresentam variacbes de pH em fungdo do uso de
agentes de limpeza acidos e basicos; variagdo de temperatura, significativos teores
de sal e quantidade significativa de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, sodio,
magnésio, ferro, zinco, cobre e outros elementos constituintes das dietas dos animais
(SCARASSATI et al., 2003; PACHECO e YAMANAKA, 2008; BUSTILLO-LECOMPTE,
MEHRVAR e QUINONES-BOLANOS, 2016).

Além disso, estes efluentes contém elevada carga organica decorrente da
presenca de lipideos, que juntamente com proteinas e carboidratos se caracterizam
como um dos principais componentes organicos de aguas residuarias (PEREIRA et
al., 2006; BUSTILLO-LECOMPTE e MEHRVAR, 2015). A concentragao dos lipideos

nessas aguas é muito variavel e depende das caracteristicas industriais (Tabela 1).

TABELA 1 - TEOR DE OLEOS E GRAXAS EM DIFERENTES EFLUENTES AGROINDUSTRIAIS.
Teor de 6leos e graxas

Industria @ Fonte
(mg L)

4680 Mendes, Pereira e Castro, 2006
Laticinio 640 Alberton et al., 2010

3100 Mahdi, Bhattacharya e Gupta, 2012
Processamento de peixe 1470 Algxandre etal., 2011

2808 Cristovao et al., 2014

711 Valente et al., 2010
Abatedouro avicola 2403 Damasceno, Cammarota e Freire, 2012

2005 Dors et al., 2013
Abatedouro bovino 1407 Jensen et al., 2015
Curtume 2339 El-Bestawy et al.,2013
Fabrica de biodiesel 6760 Rocha et al., 2013

FONTE: O autor (2019).
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Os lipideos, sao moléculas organicas, hidrofébicas, classificadas como:
acidos graxos, triacilglicerdis, glicerofosfolipidios, esfingolipidios e esteroides. Os
oleos, gorduras e graxas s&o as moléculas lipidicas mais abundantes na natureza,
constituidas de triacilglicerois formados de trés acidos graxos esterificados a uma
molécula de glicerol. O termo graxa inclui gorduras, éleos, ceras e outros constituintes
das aguas residuarias. As gorduras estao entre os compostos organicos mais estaveis
e nao sao facilmente decompostos pelas bactérias (METCALF e EDDY, 2003; VOET
e VOET, 2006; PEREIRA et al., 2006; BERG; TYMOCZKO e STRYER, 2008;
ALBERTS et al., 2010; HUSAIN et al., 2014).

O despejo de 6leos e graxas em corpos d’agua provoca serios danos a esse
ecossistema. Além de aumentar a DQO, também podem provocar a formagéo de
filmes na superficie aquatica, os quais reduzem a difusdo de oxigénio da atmosfera
para a agua, diminuindo os niveis de oxigénio dissolvido (OD), podendo provocar a
morte de peixes e outros organismos aerébios (MONGKOLTHANARUK e
DHARMSTHITI, 2002; TORKIAN, EQBALI e HASHEMIAN, 2003; MENDES e
CASTRO, 2005).

Ao considerar o grande volume de agua gerado pelas atividades de abate e a
complexa composicao dos residuos liquidos resultantes, sado sérias as consequéncias
ambientais que surgem decorrentes da nao realizagdo de tratamento adequado.
Dentre elas, a eutrofizacdo, afetando a ecologia dos corpos de agua (BEUX, NUNES
e BARANA, 2007; DIAS e CASTRO, 2011; DJEKIC, 2015).

Nesse sentido, para que a disponibilidade de agua seja assegurada as futuras
geragdes, a qualidade de vida nos grandes centros urbanos seja melhorada e os
impactos ambientais reduzidos, 6rgaos governamentais estabeleceram parametros
de qualidade para o langamento de efluentes em corpos hidricos (Tabela 2)
(OLIVEIRA, COELHO e DE SA, 2017).
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TABELA 2 - CARACTERIZAGAO E PADROES DE LANGAMENTO DE EFLUENTES LiQUIDOS
GERADOS EM ABATEDOUROS DE BOVINOS.

Parametro Abate Bovino* C"(’Z}gmfo lap 29 (2018)**
pH 7,2 5-9 5-9
OG (mg L) 270 50 50
DQO (mg L 1) 4.000 - 150
DBO (mg L ) 2.000 - 50
SS (mg L") 1.600 - -
Nitrogénio total (mg L -") 180 - -
Fosforo total (mg L ') 27 - -
Temperatura (°C) - <40 <40

Dados relativos a composicdo média e os padrdes de langamento referentes a resolugdo 430
(CONAMA, 2011) e a legislacao ambiental do Instituto Ambiental do Parana -IAP Portaria N° 29 (2018)
de efluentes liquidos gerados em abatedouros de bovinos.

FONTE: *Pacheco (2008); **Conama 430 (2011); ***lap 29 (2018).

3.3 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS DE EFLUENTES DE ABATEDOUROS
BOVINOS

Para a obtencao de um efluente final que obedeca aos padrdes de langcamento
em corpos hidricos receptores, € necessario associar diversos niveis de tratamento,
devido sua composic¢ao (CHAN et al., 2009; HARRIS e MCCABE, 2015).

Tais métodos devem levar em conta o tipo, a composi¢ao do efluente e os
padrdes que se pretende atingir, pois afetam diretamente a escolha do processo a ser
empregado (anaerdbio ou aerobio), os custos operacionais associados e o
desempenho do sistema. Sem uma caracterizagao adequada, pode ocorrer um sub
ou superdimensionamento da estacdo de tratamento, resultando em um sistema
inadequado ou ineficiente (METCALF e EDDY, 2015).

Com base nessas informagdes, o tratamento de aguas residuarias pode
dividir-se em preliminar, primario, secundario e terciario, utilizando métodos fisicos,
quimicos ou bioldgicos (MENDES et al., 2005; BUSTILLO-LECOMPTE e MEHRVAR,
2017; PANDEY et al., 2017).

No tratamento preliminar, por agao de processos fisicos ocorre a remogao dos
solidos em suspensao, particulas grandes, areia e lipideos da porgao liquida. As
operagbes unitarias mais comuns incluem grades, desarenadores (caixa de areia),
caixas de retengcdo de Oleo e gordura, peneiras e filtros (MENDES et al., 2005;
MITTAL, 2006).

Nas aguas residuais, as moléculas de oleos e graxas podem se apresentar

em uma forma emulsionada. Uma emulsdo consiste em uma mistura de dois liquidos
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nao misciveis, neste caso a agua e o 6leo, no qual um fica disperso sob a forma de
goticulas esféricas (McCLEMENTS e DECKER, 2000). Na remocéo dos lipideos néao
emulsionados, geralmente sdo utilizadas caixas de gordura com remog&o mecanica,
em que a gordura, menos densa, permanece na superficie do tanque enquanto os
compostos solidos tendem a sedimentar. Para o melhor funcionamento dessas caixas
deve-se evitar temperaturas superiores a 35 °C e valores de pH acima de 8,5 na
alimentagdo da caixa, pois nessas condicdes pode ocorrer a saponificacdo ou
emulsificacdo da gordura. Também devem ser evitadas temperaturas muito baixas
para nao haver solidificagao da gordura, principalmente a de origem animal (MENDES
et al., 2005; VALLADAO, FREIRE e CAMMAROTA, 2007).

A remocao de lipideos na forma de emulséo pode ser realizada inicialmente
pelo tratamento primario, e posteriormente pelo secundario (PRIMASARI et al., 2011).
O tratamento primario consiste na remog¢ao de matéria organica em suspensao que
pode ser realizado através de decantacao, flotagdo ou coagulagdo, por agéo de
fatores fisico-quimicos (DE SENA, MOREIRA e JOSE, 2008; DE NARDI, FUZI e DEL
NERY, 2008). Destes, a flotacdo por produtos quimicos ou ar dissolvido é a mais
utilizada na retirada de lipideos (DE SENA, MOREIRA e JOSE, 2008). Apesar da
eficiéncia de remogao melhorar significativamente, a flotagcdo apresenta elevados
custos operacionais além de gerar lodo quimico, que deve ter uma destinagao
adequada. Ademais, ao serem encaminhados para o tratamento secundario os
efluentes podem afeta-lo, visto que a adicdo de produtos quimicos pode inibir a agao
microbiana do mesmo (MENDES et al., 2005; ROSA, CAMMAROTA, FREIRE, 2006).

Segundo BUSTILLO-LECOMPTE e MEHRVAR (2017) os tratamentos
preliminares e primarios nao sao suficientes para tratar completamente e adequar as
aguas residuarias da industria de carne aos padrdes estabelecidos pela legislacao.
Desta forma, o tratamento secundario é utilizado para a remocao da matéria organica
dissolvida e em suspenséo, remanescentes do tratamento primario.

O tratamento secundario abrange os processos biolégicos anaerdbio e
aerobio. O sistema anaerdbio ocorre na auséncia de oxigénio dissolvido, através da
decomposi¢cdo da matéria organica por microrganismos produzindo gas metano e
dioxido de carbono (ADEKUNLE e OKOLIE, 2015). Existem diferentes operacdes de
unidades anaerdbias, como por exemplo, o reator de fluxo ascendente com manta de
lodo (UASB), digestor anaerodbio, filtro anaerdbio, lagoa anaerébia e o reator
compartimentado (MITTAL, 2006; BUSTILLO-LECOMPTE e MEHRVAR, 2015). Ja no
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aerobio, os microrganismos utilizam oxigénio livre ou dissolvido para converter os
compostos organicos em biomassa e diéxido de carbono. Destacam-se o reator
bioldgico rotativo de contato, reator sequencial em batelada, lagoa aerdbia e reator de
lodo ativado (KESKES et al., 2012; BOTIS, 2015).

O processo de tratamento anaerdbio é preferivel devido ao menor consumo
de energia, alta remocdo de DQO, além da produgdo de biogas (DEMIREL,
YENUGUN e ONAY, 2005; RANI et al., 2012). No entanto, o alto teor de 6leos e
graxas (O&G) presente nesses efluentes pode provocar a desestabilizagao e redugao
da eficiéncia do tratamento anaerdbio, uma vez que favorece o desenvolvimento de
lodo com baixa taxa de conversdo do substrato devido a adsorgdo de gorduras ao
floco, 0 que aumenta a resisténcia de transferéncia de massa (PEREIRA et al., 2005;
JEGANATHAN; NAKHLA E BASSI, 2007).

A agua residuaria com excesso de carga lipidica pode provocar a formagao
de lodo com caracteristicas fisicas inadequadas e com elevada tendéncia de flotacao,
devido ao acumulo de gases, além de poder provocar a formagdo de espuma nos
biodigestores (JEGANATHAN; NAKHLA e BASSI, 2007; BOROWSKI e KUNACKI,
2015). Ademais, em temperaturas mais baixas os lipideos podem solidificar e causar
danos operacionais associados a obstru¢cdes de bombas e tubulagdes e odores
desagradaveis (CAMMAROTA e FREIRE, 2006; KLAUCANS e SAMS, 2018). No
trabalho de Yasin, Mumtaz e Hassan (2013), os autores observaram que a presenca
de lipideos em um biorreator anaerdbio resultou em problemas de flotacao,
entupimento e de transferéncia de massa.

O efluente com elevadas concentracdes de O&G também pode ocasionar a
reducao da atividade dos microrganismos acetogénicos e metanogénicos devido ao
acumulo de acidos graxos de cadeia longa (AGCL), uma vez que o consumo desses
substratos lipidicos pelas bactérias ¢é baixo (MARTiNEZ et al, 2012;
NOUTSOPOULOS et al., 2013; SALAMA et al., 2019). Segundo os autores Hwu et al.
(1998) e Alves et al. (2001), a inibigao por AGCL pode ocorrer através de sua adsorgao
na membrana bacteriana, impedindo o transporte de substratos e produtos pela
mesma, ou entdo, dificultando sua fungdo de protecdo, levando a morte celular.
Embora estes microrganismos possam ser aclimatados aos teores de O&G, este € um
processo geralmente lento, aumentando o tempo necessario para a aclimatagdo com
o acréscimo da concentragéo de lipideos (FERNANDEZ e SANCHEZ, 2005).
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Dentre os sistemas de tratamento biolégico aerobio, destaca-se o processo
de lodo ativado. Seu funcionamento baseia-se no fornecimento de oxigénio para que
0S microrganismos, que se organizam em flocos, degradem a matéria organica
dissolvida e em suspensao, gerando ao final do processo gas carbbnico e agua.
Entretanto, o alto teor de O&G nesse sistema pode reduzir a capacidade de trocas
gasosas, possibilitando o desenvolvimento de bactérias filamentosas dificultando a
sedimentagdo do lodo, e consequentemente afetando o desempenho do sistema
(JUNG, CAMMAROTA e FREIRE, 2002; CAMMAROTA e FREIRE, 2006). Além disso,
de acordo com CHIPASA e MEDRZYCKA (2006) os lipideos sdo mais lentamente
degradados pelos microrganismos em comparag¢ao as outras moléculas organicas,
aumentando o tempo de detencgao hidraulica do sistema.

Para superar tais limitagbes, uma alternativa aos tratamentos prévios
convencionais que tem atraido crescente interesse € o uso de pré-tratamento
enzimatico, especificamente por meio de lipases, visto que podem reduzir
significativamente o teor de O&G no efluente. Com isso, pode-se melhorar o
desempenho da populagdo microbiana nos ultimos estagios do tratamento bioldgico,
além de respeitar as rigorosas regulamentagées ambientais, por ser uma alternativa
limpa e sustentavel (CAMMAROTA e FREIRE, 2006 ; ROSA et al., 2009; MENDES
et al., 2010; VALLADAO, CAMAMAROTA e FREIRE, 2011; ALEXANDRE et
al., 2011; DUARTE et al., 2015; PANDEY et al., 2017; MENG et al., 2017).

3.4 ENZIMAS

A maioria das enzimas sao proteinas, com excegao de um pequeno grupo de
moléculas de RNA cataliticas, chamadas de ribozimas. S&o consideradas
biocatalisadores da natureza, tornando possiveis 0s processos metabodlicos que
ocorrem nas células. Sao sintetizadas nas células e formadas por longas cadeias de
aminoacidos unidos por ligagdes peptidicas, articuladas em estruturas tridimensionais
(KOOLMAN e ROEHN, 2005; NELSON e COX, 2011).

As enzimas podem ser obtidas por meio de plantas, animais ou
microrganismos, sendo as de fonte microbiana de maior interesse industrial devido ao
elevado numero de microrganismos produtores, estabilidade da enzima,
especificidade do substrato, menor custo de produgéo, fornecimento regular pela

auséncia de sazonalidade e facilidade de manipulagdo genética (CARVALHO et al.,
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2005; ROVEDA; HEMKEMEIER e COLLA, 2010; KANMANI; ARAVIND e
KUMARESAN, 2015). As enzimas microbianas respondem por 90% do mercado
global e seus produtores estdo localizados principalmente na Europa e Asia
(GUERRAND, 2017).

A base da classificacdo das enzimas depende das reagdes quimicas que
catalisam. A nomenclatura enzimatica foi estabelecida pela Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), com divisdo em seis grupos principais, nas
quais estdo inclusas subclasses de acordo com o tipo de reagéo catalisada (Tabela
3).

TABELA 3 - CLASSIFICACAO ENZIMATICA CONFORME A UNIAO INTERNACIONAL DE
BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR.

Classes Funcgao Subclasses
: ~ . ~ Desidrogenases
Catalisam reagdes de oxirredugao, ;
. . . . Oxidases
1-Oxidorredutases envolvendo oxigenagdes ou adigéo de Catalase

2-Transferases

3-Hidrolases

4-Liases

5-Isomerases

6-Ligases

elétrons

Catalisam a transferéncia de grupos de
um composto para outro (doador-
receptor)

Catalisam a hidrélise de varias reagoes,
atuam em ligagOes éster, peptidicas e
outras fungdes contendo a ligacao CN

Catalisam reagdes de clivagem de
ligagdes como CC, CN e CO e também
0S pProcessos reversos

Catalisam a transferéncia de grupo de
uma posigao para outra

Catalisam a unido de ligagdes CC, CO,
CS, CN, ésteres de fosfato e N-metal

Peroxidases
Metiltransferases
Glicosiltransferases
Aminotransferases
Esterases

Lipases
Fosfatases
Proteases
Descarboxilases
Aldolase
Cetoacidolases
Hidratases
Racemases
Isomerases
Epimerases
Sintetases
Carboxilases

Fonte: Devlin (2007).

Com a escolha da enzima adequada é possivel controlar os produtos
requeridos e minimizar as reagdes indesejaveis. Isso ocorre devido a diversas
caracteristicas enzimaticas, tais como especificidade sobre determinado substrato,
atuam em altas e baixas concentragdes de contaminantes, ampla faixa de pH,
temperatura e salinidade, auséncia de atrasos associados a aclimatagdo da biomassa
e aumentam a taxa de reacgdo, diminuindo a energia de ativacdo das moléculas
(JOHNSON, 2013; RAY e ROSELL, 2017; SARMAH et al., 2018).

O mercado mundial de enzimas encontra-se em forte expansdo. Em 2016

foram movimentados entre 5 e 5,5 bilhdes de ddélares em enzimas industriais e é
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esperado uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 4,7% ao ano,
alcangando cerca de US $ 6,3 bilhdes no ano de 2021 (SINGH et al., 2016;
GUERRAND, 2017; DEWAN, 2017). As lipases e esterases sao responsaveis por 10%
desse mercado, correspondendo ao terceiro grupo mais vendido no mundo, apos
carboidrases (50%) e proteases (25-30%) (GUERRAND, 2017).

3.5 LIPASES

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, E.C.3.1.1.3), sdo enzimas que
catalisam a hidrdlise das ligagoes ésteres de triacilglicerdis, produzindo diacilglicerais,
monoacilglicerdis, glicerodis e acidos graxos, atuando na interface entre a fase organica
e a fase aquosa (Figura 1) (LINKO et al., 1998; GUPTA; GUPTA e RATHI, 2004;
ALMEIDA, TAUK-TORNISIELO e CARMONA, 2013; LEE et al., 2015). Estas enzimas
podem atuar também como catalisadores em reagdes de esterificacdo ou
transesterificagao, quando a quantidade de agua do sistema em que estao presentes
¢é suficientemente baixa a ponto de deslocar o equilibrio termodinamico no sentido da
sintese. Desta forma, a hidrolise de O&G é favorecida pela presenca de agua (MILLER
et al.,, 1988; ARPIGNY; JAEGER, 1999; BARROS, FLEURI e MACEDO, 2010;
ESCOBAR-NINO et al., 2014; KANMANI; ARAVIND e KUMARESAN, 2015).

FIGURA 1 -’REAQAO GERAL DE HIDROLISE DE UM TRIACILGLICERIDEO OU A REAGAO
REVERSA, SINTESE, CATALISADA POR LIPASES.

o

GM oOH
/ﬁ\/\/\/\ lpase /lcjr\/\/\/\
+3 HQO — OH +3 HO

Q

o]
D/u\/\/\/\ OH
triacilglicerideo glicerol acidos graxos

FONTE: Jaeguer e Reetz (1998).

Para classificar enzimas lipoliticas como lipases “verdadeiras”, dois critérios
tém sido utilizados: a enzima deve apresentar ativagao interfacial, ou seja, deve ser
ativada pela presenca de uma interface lipideo-agua, aumentando significativamente

sua atividade assim que o substrato formar uma emulsao; deve possuir uma a-hélice
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(cadeia de aminoacidos), chamada de tampa (lid) hidrofébica cobrindo o sitio ativo,
que é entdo movimentada em contato com a interface (JAEGER e REETZ, 1998;
SECUNDO et al., 2006; MESSIAS et al., 2011).

Entretanto, tais critérios sdo inadequados para classificar as enzimas como
lipoliticas, visto que diversas enzimas foram ativas em substratos ndo emulsionados
e nao apresentaram ativagédo interfacial mesmo possuindo a tampa (JAEGER;
REETZ, 1998). Por este motivo, as lipases, geralmente, sdo classificadas como
carboxilesterases, que catalisam preferencialmente a hidrélise de triacilglicerideos de
cadeia longa com dez ou mais atomos de carbono insoluveis em agua, diferenciando-
se das esterases que atuam sobre triacilglicerideos de cadeia curta soluveis em agua.
Deve-se ressaltar que a maioria das lipases sdo capazes de hidrolisar os substratos
das esterases, ja o contrario nao é possivel (BORNSCHEUER, 2002; ROMANO et al.,
2015).

3.6 PRODUGAO DE LIPASES

Lipases sdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser produzidas
por meio de fontes de origem microbiana, vegetal ou animal (BARROS et al., 2010;
SAADATULLAH et al., 2018). No entanto, do ponto de vista econdmico e industrial, as
lipases microbianas sao preferiveis as de fontes animais e vegetais, sendo
amplamente usadas em diferentes aplica¢des biotecnolégicas devido a facilidade de
manipulagéo genética, estabilidade, seletividade, ampla especificidade de substrato e
facilidade de isolamento, pois em sua maioria sao extracelulares (CASTRO, MENDES
e SANTOS, 2004; HASAN, SHAH e HAMEED, 2006; ANBU et al. 2011; CHOUDHURY
e BHUNIA, 2015; SILVA-BEDOYA et al., 2016).

Ao considerar as diversas vantagens que as lipases bacterianas apresentam
a busca por novas lipases a partir de fontes naturais tem sido impulsionada (LI et al.,
2016). Bacteérias lipoliticas tém sido encontradas e isoladas de diversos ambientes,
como em efluentes de laticinios (PEIL et al., 2016), abatedouros (BALDO et al., 2013),
fabricas de processamento de 6leo vegetal (ROCHA et al., 2013) e solo contaminado
com o6leo (LEE et al., 2015; PATEL e DESAI, 2018).

A biossintese das lipases pode ser influenciada por varios fatores fisicos e
quimicos, como temperatura, pH, agitagao, aeragao e tempo de incubagéo, sendo o

conhecimento dessas propriedades de fundamental importancia para a obtencao de
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alto rendimento na producao de lipases (SALIHU e ALAM, 2012; LAl et al., 2019). A
Tabela 4 apresenta-se alguns exemplos de lipases obtidas de fontes bacterianas e

suas respectivas propriedades fisico-quimicas.

TABELA 4 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LIPASES DE ORIGEM BACTERIANA.
Temp Massa

Microrganismo pH (°C) (KDa) Referéncia
Bacillus methylotrophicus PS3 7,0 55 31,4 (SHARMA et al., 2017)
Pseudomonas aeruginosa 9,3 50 30 (IZRAEL-ZIVKOVIC et al.,2009)
Thermobifida fusca 8,0 60 29 (CHEN et al., 2008)
Bacillus sp. MPTK 912 8,0 35 66 (MUKESH-KUMAR et al., 2012)
Pseudomonas gessardii 7,0 37 -- (VEERAPAGU et al., 2013)
Staphylococcus sp. 8,0 38 45 (DAOUD et al., 2013)
Microbacterium sp. 8,5 50 40 (TRIPATHI et al., 2014)
Bacillus megaterium 7,0 35 -- (FESTUS e PHEBE, 2017)
Acinetobacter baylyi 8,0 60 30 (UTTATREE et al., 2010)
Streptomyces exfoliates LP10 6,0 37 60 (ALY et al., 2012)
Staphylococcus epidermidis 7,5 40 28 (EDUPUGANTI et al., 2017)
Bacillus stearothermophilus 7,5 55 45 (SABAT et al., 2012)

FONTE: O autor (2019).

A temperatura 6tima para produgao de lipases € muito ampla. Na literatura,
encontram-se temperaturas 6timas desde 15 a 80 °C (PATIL et al., 2011; KIRANA et
al., 2016; JAVED et al., 2018). O estudo da melhor temperatura de atuagao de lipases
tem como obijetivo identificar o estado termodindmico mais estavel, de forma a
preservar a estrutura tridimensional (evitar a desnaturagao) e favorecer o aumento da
atividade lipolitica (LEHNINGER, 1986). O pH também é um importante fator na
producdo de lipase e pode variar em diferentes microrganismos, apresentando
atividade maxima em pH entre 5 e 10 (RAMANI et al., 2010; PATIL et al., 2011;
KIRANA et al., 2016; JAVED et al., 2018). Outro fator que apresenta influéncia é a
taxa de agitagao, visto que um aumento da mesma melhora a taxa de transferéncia
de oxigénio e a eficiéncia da reagcdo. No entanto, altas taxas de agitacdo podem
ocasionar estresse de cisalhamento, levando a efeitos negativos sobre o crescimento
celular (LIU et al., 2011). De acordo com estudos, a taxa de agitagdo pode variar de
100 a 250 rpm (SALIHU e ALAM, 2012). Com relagdo ao periodo de incubagao
necessario para atingir o maximo de produgao de lipases, este varia de acordo com a
espécie, podendo ser de 24 até 96 h (VISHNUPRIYA et al., 2010; DUZA e MASTAN,
2014).

O processo de obtencao das lipases envolve também condi¢des nutricionais,

como tipo e concentracao de carbono e nitrogénio, surfactantes e ions metalicos (RAY
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e ROSELL, 2017). A fonte de carbono tem sido relatada como o principal fator para
expressao da atividade lipolitica pois as lipases sao, em geral, enzimas indutiveis e,
portanto, sdo produzidas na presenca de um lipideo como o 6leo, ou qualquer outro
indutor, como triacilglicerois, acidos graxos, glicerol e Tweens (VEERAPAGU et al.,
2013; ALHAMDANI e ALKABBI, 2016). Como fonte de nitrogénio, a peptona, triptona
e o extrato de levedura estdo entre os elementos mais utilizadas para a sintese de
lipases (GUPTA, GUPTA E RATHI, 2004; SOLEYMANI et al., 2017).

As lipases bacterianas podem ser produzidas tanto por fermentagéo
submersa, como por fermentacdo em estado solido. Assim como outras enzimas de
interesse industrial, tém sido produzidas principalmente por fermentacdo submersa,
que faz uso de um meio de cultura liquido, o que facilita a recuperacao de enzimas
extracelulares através de filtracdo simples ou centrifugacdo (GUPTA; GUPTA e
RATHI, 2004; VEERAPAGU et al., 2013; ROBINSON, 2015; SUCI, ARBIANTI e
HERMANSYAH, 2018).

3.7 ATIVIDADE LIPOLITICA

A atividade de lipases pode ser determinada direta ou indiretamente pelo
consumo do substrato ou pela formagcao dos produtos (liberacdo de acidos graxos)
(GONCALVES, 2007). Diversos métodos, quantitativos e qualitativos, foram
desenvolvidos para medir a atividade em solucdes de lipase bruta ou purificada, nao
existindo um método universal de ensaio de lipase (GUPTA; GUPTA e RATHI, 2004).

Um dos métodos qualitativos € o cultivo em meio solido suplementado com
triacilglicerideos que consiste em obter halo diferenciado ao redor da colénia do
microrganismo, por meio da atuag¢ao da enzima sobre substratos indutores que foram
adicionados ao meio, como Oleos vegetais, tributirina e Tween (CARDENAS et al.,
2001; DAMASO et al., 2008). Além disso, com a formacédo do halo & possivel
quantificar o indice Enzimatico (IE), que pode ser expresso pela relacdo entre o
didmetro do halo de degradagéo do substrato e o didmetro de crescimento da colbénia
do microrganismo (HANKIN, ZUCKER e SANDS, 1971; HANKIN e ANAGNOSTAKIS,
1975).

Dentre os métodos quantitativos para a determinagao da atividade lipolitica, o
mais comum é o método titulométrico, no qual é realizado a titulacdo dos acidos

graxos liberados pela acéo da enzima lipase, presente no caldo fermentado bruto,
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sobre os triglicerideos do 6leo de oliva emulsionados em goma arabica (FREIRE et
al., 1997; CARDENAS et al., 2001). A atividade da lipase é definida como a quantidade
de enzima que libera 1,0 ymol de acido graxo livre do 6leo por minuto, nas condigdes
do teste, que é dependente da concentracao de substrato do meio, pH e temperatura
6timos da enzima e tempo de reacao de hidrélise (GONCALVES, 2007).

Outro método quantitativo € o espectrofotométrico, que se baseia na hidroélise
lipolitica do p-nitrofenilpalmitato em p-nitrofenol e acido palmitico, resultando em
coloragdo amarela que € intensificada em pHs alcalinos. O p-nitrofenol liberado é
detectado em espectrofotometro a 410 nm (GILHAM e LEHNER, 2005). No entanto,
segundo Gilham e Lehner (2005) a utilizagao deste método n&o € indicada no caso de
extratos enzimaticos, sendo mais recomendado para o emprego em amostras de

lipase purificada, por ndo conterem substancias interferentes.

3.8 APLICACAO DE LIPASES

Devido a capacidade das lipases catalisarem diversas reagdes, apresentam
grande potencial biotecnoldgico, sendo utilizadas em diversas aplicagdes industriais,
como na industria alimenticia, de detergentes e farmacéutica (Tabela 5) (HASAN et
al., 2006; TACIN et al., 2019).

TABELA 5 - APLICACOES INDUSTRIAIS DE LIPASES.

Industria Aplicagéao Referéncia
Laticinio Hidrolise da gordura do leite (GANDHI et al., 2018)
Panificagao Aumento do aroma e da vida de prateleira (CHRISTOPHER e

KUMBALWAR, 2015)
Cervejaria Aceleragéo da fermentagdo em fungao (GUERRAND, 2017)
dos lipideos
Carne Desenvolvimento do aroma e remogdo do  (RAY, 2012)
excesso de gordura
Farmacéutica Sintese de intermediarios de (CARVALHO et al., 2015)
medicamentos
Médica Determinacao de triglicerideos no sangue (REZVANI et al., 2017)

Papel e celulose
Tratamento de residuos
Detergentes

Industria fina

Cosmeéticos

Tratamento de polpas de celulose
Biodegradagéao de substancias oleosas
Hidrolise e remogéao de 6leos e gorduras
Producéo de biodiesel

Sintese

(

(SINGH et al., 2016)
(AFFES et al., 2017)
(SARASWAT et al., 2017)
(LI, DYER e GREENWELL,
2018)

(KHAN e RATHOD, 2015)

FONTE: O autor (2019).

A aplicagdo de lipases no tratamento de efluentes tem se mostrado uma

alternativa promissora, principalmente devido a complexa composi¢ao das aguas
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residuarias provenientes de varias industrias como de abatedouros, laticinios e
industrias de produtos fritos (LUSTE et al., 2009; MENDES, PEREIRA e FURIGO,
2010; VALENTE et al.,, 2010; ALEXANDRE et al., 2011; DORS et al., 2013;
CAVALEIRO et al., 2013; DUARTE et al., 2015). Para esta aplicagdo, as lipases
podem ser utilizadas sem purificagdo, apresentando uma vantagem econbémica
(MENDES et al., 2005; RIGO et al., 2008).

Segundo os autores Valente et al. (2010) e Affes et al. (2017) um pré-
tratamento de efluentes com elevadas concentragcdes de O&G por meio da agédo das
lipases pode auxiliar na remocao de filmes oleosos em tubulacdes, proporcionando o
aumento da vida util de equipamentos. Além disso, possibilita a reducao de sélidos
suspensos e triacilglicerdis, garantindo melhores condigcdes em uma etapa posterior
de tratamento biolégico, uma vez que a agdo microbiana sera favorecida, tendo
acesso as moléculas que sdo mais facilmente degradadas, consequentemente
reduzindo o tempo de detencé&o hidraulica no sistema (VALENTE et al., 2010).

De fato, diversos autores relataram bons resultados utilizando lipases para
tratar aguas residuais lipidicas. Mendes et al. (2006) investigaram o pré-tratamento
enzimatico de aguas residuais lacteas ricas em lipideos e posterior biodigestao
anaerdbia. A lipase utilizada foi uma preparacao bruta de lipase de pancreas suino
com atividade de 1770 U mg™" de solido. Com a utilizagdo da enzima a 0,5% p/v por
24 h foi possivel verificar o efeito do pré-tratamento na formacao de alto teor de biogas
(445 = 29 mL) e na remogao de DQO (80,9%).

Mobarak-Qamsari et al. (2012) avaliaram o efeito do pré-tratamento de
efluentes lacteos sintéticos com teor de gordura total de 1000 mg L utilizando extrato
enzimatico de Pseudomonas aeruginosa, e posterior digestdo anaerobia. Os autores
verificaram que, a utilizagdo do biorreator descontinuo alimentado com aguas
residuais pré-hidrolisadas com 10% v/v de lipase apresentando atividade de
0,3 U mL-" durante 48 h foi eficiente na remogado de DQO (90%), comparado ao
efluente bruto (66%). Além disso, a produgdo de biogas apos 13 dias também
apresentou resultados satisfatérios, aumentando de 2330 mL para 4710 mL.

Rigo et al. (2008), com o objetivo de reduzir o teor de O&G contido no efluente
de uma industria de carne bovina e suina, empregaram duas lipases, uma comercial
(Lipolase 100T, Novozymes) e uma obtida por fermentacédo em estado solido (Lipase
SEP). As aguas residuarias com diferentes concentracbes de O&G (250 a

3000 mg L-") foram tratadas em reatores anaerébios em batelada com e sem pré-
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tratamento enzimatico, utilizando duas quantidades de preparag¢des enzimaticas [0,1
e 5,0% (p / v)]. Os beneficios da pré-hidrdlise enzimatica tornaram-se evidentes
quando houve o uso de 0,1% (p/v) da lipase SEP, em aguas residuais contendo
1200 mg L' de O&G, apresentando um aumento de 22% na remogédo da DQO,
comparado a um reator de controle alimentado com agua residual sem nenhum pré-

tratamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE CONDUGAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Quimica Analitica e

Anadlises Ambientais da Universidade Federal do Parana (UFPR) - Setor Palotina.

4.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DA AGUA RESIDUARIA

A agua residuaria utilizada nos experimentos foi obtida de um abatedouro
bovino localizado em um municipio do Noroeste do estado do Parana. A industria
possui uma capacidade de abate de até 56 bovinos dia™!, com area construida de
600 m?, sendo considerado um frigorifico de pequeno porte. As amostras foram
coletadas em galbes plasticos (para o pré-tratamento) e em frascos de vidro
previamente autoclavados (para isolamento microbiano) da caixa de retencédo de
gordura que compdem o sistema de tratamento da industria. Até o momento de uso,

os galdes foram armazenados sob refrigeragao, a -20 °C, enquanto os frascos a 4 °C.

4.3 CARACTERIZACAO DA AGUA RESIDUARIA

Foram realizadas analises das caracteristicas fisico-quimicas iniciais da agua
residuaria em estudo, quanto aos parametros de pH, DQO, O&G, sélidos totais (ST),
sélidos volateis (SV), sélidos fixos (SV), nitrogénio total, acidos livres, proteina soluvel
e carboidrato, seguindo metodologias descritas na Tabela 6. As analises foram

realizadas em duplicata.

TABELA 6 - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS ANALISADOS E METODOLOGIAS UTILIZADAS.

Parametro Metodologia Referéncia
pH Potenciometria APHA (2005)
DQO Total (mg L") Espectrofotometria APHA (2005)
0O&G (mg L") Gravimetria Suehara et al. (2005)
Solidos Totais (mg L") Gravimetria APHA (2005)
Solidos Fixos (mg L) Gravimetria APHA (2005)
Sélidos Volateis (mg L) Gravimetria APHA (2005)
Nitrogénio Total (mg L") Kjeldahl APHA (2005)
Acidos Graxos livres (umol mL-") Titulometria Rosa (2004)
Proteina Solavel (mg mL") Espectrofotometria Bradford (1976)
Carboidrato (mg L) Espectrofotometria Dubois et al. (1956)

FONTE: O autor (2019).
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4.3.1pH

Para determinar o pH das amostras foi utilizado um pHmétro da marca NS
TECNOPON, modelo mPA 220, devidamente calibrado.

4.3.2 DQO Total

Para a determinagédo da DQO total uma amostra de 2,5 mL (concentrada ou
diluida) foi adicionada em tubos de borossilicato com tampas rosqueaveis, ou 2,5 mL
de agua destilada (para o branco), ou das solu¢des de padrao preparadas para a curva
de calibragdo. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL da solu¢ao de dicromato de potassio
e, vagarosamente, 3,50 mL da solugao de sulfato de prata em acido sulfurico. O tubo
foi entdo fechado hermeticamente e agitado por inversdo. Colocou-se os tubos no
digestor previamente aquecido a temperatura de 150 °C, e mantendo-o durante 2 h.
Apds resfriamento dos tubos, foi realizada a leitura das amostras em
espectrofotbmetro da marca Femto, modelo 600 s com comprimento de onda em
620 nm, zerando o equipamento com o branco. Para obtencéo da curva de calibracao,
plotou-se as absorbancias das solugdes do padrdao no eixo Y contra os valores de
DQO em mg L ' das solugdes de biftalato acido de potassio no eixo X, e determinou-

se a equacao da reta obtida.

4.3.3 Oleos e graxas

Para a determinacao de 6leos e graxas foi utilizada a metodologia proposta
por Suehara et al. (2005), no qual foi adicionado em um tubo cénico uma aliquota de
15,0 mL da agua residuaria, e esta foi acidificada com 0,18 mL de HCI 2N, previamente
preparada. Em seguida foi adicionado 1,5 mL de éter e centrifugado em centrifuga da
marca NOVA instruments, modelo NI1812 por 5 min a 3.000 rpm. Apds centrifugada
a amostra, foi retirado, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, o sobrenadante e este
foi colocado em um Becker previamente pesado (M1). O procedimento de acidificar,
adicionar o éter e centrifugar foi repetido 3 vezes. O Becker foi levado a estufa a 80 °C
por 24 h, em seguida o Becker com a amostra foi levado ao dessecador a fim de
alcangar a temperatura ambiente, e posteriormente a isso foi pesado para obter o (M2).

Os dados obtidos foram substituidos na equacéao 1.
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- (M, — M;) X1000
086G (mg 1) = e

Eq. (1)
Em que:

M1 = Massa do becker vazio

M2 = Massa do becker e amostra retirado da estufa

V1 = Volume do efluente inserido no cadinho (mL)

x1000 = transformar de gramas para miligramas.

4.3.4 Sdlidos totais, fixos e volateis

Para a analise da concentracao dos sélidos totais (ST), uma amostra de 15 mL
foi adicionada aos cadinhos previamente calcinados e de massa conhecida (M1), em
seguida foram levados para estufa com circulagéo de ar, da marca SOLAB, modelo
SL-102, na qual permaneceram por 24 h a temperatura de 105 °C. Apos este periodo
a massa do conjunto cadinho e amostra foi determinada em balanga analitica da
marca SHIMADZU modelo AY220.

Para determinacdo dos solidos fixos (SF) e solidos volateis (SV), foram
levados os conjuntos (cadinho + amostra) até a mufla, onde permaneceram por 90
min a temperatura de 550 °C. Logo em seguida esperou-se que os cadinhos
esfriassem em um dessecador e depois estes foram pesados.

Os dados obtidos foram substituidos nas Equacdes 2, 3 e 4, respectivamente.

2 —M;) X1000

- ™

ST (mg.L™1) = VD) Eq. (2)
- M3—M,

SF (mg L) = (R Eq. (3)

Vi (mL)

Em que:
M+ = Massa do cadinho vazio
M2 = Massa do cadinho e amostra retirado da estufa

M3 = Massa do cadinho e amostra apds combustdo da mufla
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V1 = Volume do efluente inserido no cadinho (mL)
ST = Sdlidos Totais

SF = Sdlidos Totais Fixos

SV = Sdlidos Totais Volateis

4.3.5 Nitrogénio Total

Em um tubo de digestdo adicionou-se 5 mL de cada amostra com uma
pequena porg¢ao (ponta da espatula) de mistura digestora de nitrogénio, composta por
sulfato de cobre e sulfato de potassio, e 5 mL de acido sulfurico concentrado, este
tubo de digestdo foi levado a um bloco digestor da marca TECNAL, modelo TE-
007MP, no qual aumentou-se gradativamente a temperatura em 50 °C, até atingir a
temperatura de 385 °C, mantendo essa temperatura até a amostra ficar na cor
azulado-transparente.

Para a destilagdo, a amostra digerida foi colocada no destilador de nitrogénio
da marca TECNAL, modelo TE-0363, onde a amostra foi aquecida previamente.
Adicionou-se 25 mL da solugdo NaOH (40%), no qual foi liberado o nitrogénio na forma
de gas, este gas foi recolhido apos passar no condensador em 100 mL de acido bérico
4% e 5 gotas dos indicadores verde de bromocresol 0,1% e vermelho de metila 0,2%,
e entao foi realizado a titulagdo com HCI 0,04794 mol L' e o volume gasto foi anotado
para posterior calculo.

Com os dados calculou-se a concentragcdo do nitrogénio total através da
Equacéo 5.

mgNitrogénio oeqy. L™ = @ X Nycp X 14.000 Eq. (5)

Em que:

V1 = Volume de acido utilizado para titular a amostra (mL);
V2 = Volume de &cido utilizado para titular o branco (mL);
V = Volume da amostra (mL);

NHci = Concentracéo do acido utilizado na titulagao;

14.0 = Equivalente grama do nitrogénio contido no NHa.
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4.3.6 Acidos Graxos Livres

Para a determinagcdo de acidos graxos livres uma amostra de 5 mL foi
transferida para um becker e acionado 5 mL de uma mistura de acetona:etanol
(1:1v/v). As amostras foram tituladas com solugdo NaOH 0,01 mol L' com
fenolftaleina como indicador. O teor final de acidos graxos livres foi obtido pela

Equacgéo 6.

V(NaOH)* My 4011)*1000

AGL(pmol/mL) = Va Eq. (6)

Em que:

AL = teor de acidos livres (umol mL-");

V(NaOH) = volume de solugdo de NaOH usado na titulagéo (mL);
M(NaOH) = concentragdo da solugdo de NaOH (mol L);

Va = volume da amostra (mL).

4.3.7 Proteina Soluvel

A dosagem de proteinas totais soluveis foi realizada de acordo com o método
de Bradford (1976). O reagente de Bradford foi preparado com 100 mg do corante
Coomassie Blue G250 em 50 mL de etanol a 95%. Essa solugéo foi misturada com
100 mL de acido fosférico 85% e diluida com 1 L de agua destilada. O reagente foi
entdo filtrado com papel de filtro. Para elaborar a curva-padrao foi utilizada uma
solugéo estoque de soro de albumina bovina em uma concentragdo de 1 mg mL' em
agua destilada. Para a curva de calibragao, foram pipetados volumes de 10, 20, 40,
60, 80, e 100 pL da solugcao padrao de BSA em tubos de ensaio, completando-se com
agua destilada até 100 pL. Em seguida, adicionou-se 5 mL de reagente de Bradford a
cada tubo de ensaio e agitados no vortex. Foram medidas a absorbancia das amostras
e do branco (5 mL de reagente de Bradford e 100 uL de agua destilada esterilizada)
em comprimento de onda de 595 nm entre 2 min e 1 h apds a agitagéo. Para a
dosagem proteica do efluente foi utilizado 100 uL do mesmo no lugar da solugéo de

BSA. O ensaio foi realizado em ftriplicata.
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4.3.8 Carboidrato

A analise foi realizada de acordo com Dubois et al. (1956). Uma aliquota de
0,5 mL do efluente foi transferido para tubos de ensaio de vidro, adicionado 0,5 mL
de solugéo de fenol 5% e agitado levemente. Em seguida foi adicionado 2,5 mL de
H2S04 concentrado diretamente sobre a amostra e homogeneizado levemente. Apos
esse processo a amostra foi incubada 20 min a temperatura ambiente para o
resfriamento da solu¢do. Uma curva de calibragao foi obtida utilizando glicose como
padrao. Foram realizadas solugdes padrao de glicose através de diluigdes seriadas (a
partir de uma solugdo de 50 mg L") nas seguintes concentragdes: 5, 10, 15, 20, 25,
30,35, 40, 45 e 50 mg L-'. Apds o preparo de todos os padrdes e amostras, foram
realizadas leituras da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
490 nm, para gerar a curva de calibragdo. Para o preparo do branco foi utilizado

0,5 mL de agua destilada como amostra.

4.4 SELEGAO E ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

A selecéo dos microrganismos foi realizada utilizando-se a técnica de diluicao
em série de amostras do efluente de abatedouro bovino em solugéo salina 0,8%.
Aliquotas de 100 uL das diluigbes com concentragao 104, 10-° e 106 foram inoculadas,
por espalhamento, em placas de Petri contendo meio de cultura seletivo descrito por
Sierra (1957), conforme apresentado na Tabela 7, esterilizando o Tween
separadamente dos demais reagentes. As placas foram incubadas por 48 h a 30 °C
para o crescimento dos microrganismos. As bactérias que apresentaram halo de
degradagdo (método qualitativo de atividade lipolitica), foram isoladas em placas
contendo agar nutriente através do método Streak-Plate (esgotamento) (BECKER,
CALDWELL e ZACHGO, 1996) e mantidas em BOD a 30 °C.

TABELA 7 - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA PARA SELEGCAO E DETERMINAGAO DO
INDICE ENZIMATICO DOS MICRORGANISMOS.

Reagente Quantidade (g L")
Peptona 10
Cloreto de Sddio (NaCl) 5
Cloreto de Calcio (CaCl2.2H20) 0,1
Agar 18

Tween 20 1% (v/v)
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Posteriormente ao isolamento das bactérias foi determinado o IE das
mesmas. Para isso, uma al¢gada de cada bactéria foi inoculada em placa de Petri
contendo um meio de cultura especifico (Tabela 7). As placas foram incubadas a 30
°C por 96 h e o IE foi determinado apds este tempo, mensurando-se o diametro médio
do halo de degradacdao e diametro médio da colbnia pelo método de Hankin e
Anagnostakis (1975):

IE = DH/ DC Eq. (7)

Em que:
|E = indice Enzimatico
DH = Diametro médio do Halo de Degradagao

D€ = Diametro médio da Coldnia

4.5 IDENTIFICAGAO DOS MICRORGANISMOS

Ap0ds o calculo do IE foram selecionadas, para a identificagao, trés bactérias
que apresentaram o0s maiores indices. Os isolados foram primeiramente
caracterizados com base nos aspectos morfo-tintoriais e bioquimicos, através da
coloracdo de Gram e teste da catalase. A caracterizagdo molecular foi realizada
através do sequenciamento da regido do gene do RNA ribossomal 16S (rDNA 16S),
para definicdo no nivel de género e espécie.

O DNA dos isolados bacterianos foi extraido utilizando o kit FastDNA™ SPIN
Kit for Soil (MP Biomedicals), e a confirmac&o da espécie foi realizada através da
Reagado em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento. Para o sequenciamento,
a regiao rDNA 16S foi amplificada por PCR utilizando os primers Y1 forward (5'-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3'), conforme Young et al. (1991) e Y3 reverse
(5-TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3'), segundo Cruz (2001), produzindo um
amplicon de aproximadamente 1500 pb. As condi¢cbes de amplificacdo foram: 5 min
iniciaisa 94 °C, e 30 ciclosde45sa94°C,45sa57°Ce45sa72°C, como extensao
final de 5 min a 72 °C.

Os produtos de PCR foram purificados por eluicdo em gel de agarose, usando
o kit de extracdo Easypure. Uma aliquota de 2 pyL dos produtos de PCR eluidos foi

quantificada com o auxilio de espectrofotdmetro Nanodrop2000 (ThermoScientific). O



42

grau de pureza foi determinado pela relagao A260/280. Apds quantificagao, 60 ng do
produto de PCR juntamente com 0,45 pmol dos primers forward e reverse foram secos
em estufa e enviados para a empresa Ludwig Biotecnologia (Alvorada, RS), para a
realizacdo do sequenciamento, usando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Os eletroferogramas foram analisados utilizando o
software BioEdit Sequence Alignment Editor (1997-2013) e os resultados de cada
amostra foram analisados utilizando o BLASTn (Ferramenta de Pesquisa de
Alinhamento Local Basico - versédo 2.215 do BLAST 2.0).

4.6 PROCESSO FERMENTATIVO

Os trés microrganismos que apresentaram os maiores indices enzimaticos
foram cultivados em erlenmeyers de 250 mL em agitador-incubador a 150 rpm e 37 °C
por 24 h contendo 50 mL do meio de cultura proposto por Bueno et al. (2014) com
modificagbes: extrato de levedura (2 g L"), peptona (5 g L"), KH2PO4 (3,0 g L),
MgSO4 .7H20 (0,2 g L") e 1% (v/v) de dleo de soja. A suspenséo de células obtida foi
padronizada em 1,0 de absorbancia em espectrofotbmetro em 600 nm de
comprimento de onda e inoculada 5 mL da suspensdo padronizada em outro
erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio descrito anteriormente e nas mesmas
condigdes anteriores. O cultivo foi interrompido por centrifugagao (15 min a 3000 rpm)

e o0 sobrenadante foi usado para analise da atividade lipolitica e dosagem proteica.

4.6.6 Atividade lipolitica

A determinacdo da atividade lipolitica foi realizada pelo método titulométrico
segundo Dellamora-Ortiz et al. (1997) com modificagdes, em que utilizou-se 5 mL de
emulsado de 6leo de oliva 20% (v/v) em goma arabica 5% (p/v) e 2 mL de tampéo
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0. O ensaio foi realizado em shaker marca CIENLAB,
modelo CE-725/R com agitagéo de 180 rpm, a 37 °C, sendo iniciado pela adicéo de
3 mL da preparagado enzimatica e apés 20 min de incubacéao, a reacao foi paralisada
pela adicdo de 10 mL de uma mistura etanol e acetona (1:1). Os acidos graxos
formados pela hidrdlise dos triacilglicerdis presentes na emulsédo foram quantificados
pela titulagdo com NaOH 0,05 N, aplicando-se fenolftaleina como indicador. Também

foi utilizado um branco, contendo 3 mL do tampéo fosfato de sdédio em vez do preparo
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enzimatico. A atividade lipolitica foi calculada com a Equagdao 8 e expressa em

micromoles de acidos graxos liberados, por minuto de reacgao, por mililitro de amostra.

V1—V2 *N*1000
Vit

AU.mL™) = Eq. (8)

Em que:

A = atividade enzimatica;

V1 = volume de NaOH gasta na titulagcdo da amostra;
V2 = volume de NaOH gasta na titulagdo do branco;
N = normalidade corrigida do NaOH utilizado;

V3 = volume utilizado do preparo enzimatico;

T = tempo de reagao (minutos).

4.6.7 Dosagem proteica

A dosagem de proteinas totais foi realizada de acordo com o método de

Bradford (1976) descrito anteriormente no item 4.3.7.

4.7 PRE-TRATAMENTO DO EFLUENTE DE ABATEDOURO BOVINO

4.7.6 Preparo do indculo

ApoOs a analise da atividade lipolitica dos microrganismos, aquele que
apresentou a maior atividade foi utilizado para o preparo do indculo. Primeiramente
fez-se a ativagcédo da bactéria lipolitica selecionada, adicionando-se em erlenmeyers
de 250 ml, uma algada de colénia em 100 mL de meio de cultivo esterilizado contendo:
extrato de levedura (2 g L"), peptona (5 g L"), KH2PO4 (3,0 g L'), MgSOa4 .7H20
(0,2 gL") e 1% (v/v) de oleo de soja. Os erlenmeyers foram inseridos em agitador
incubadora shaker da marca CIENLAB, modelo CE-725/R 150 rpm, a 37 °C por 12 h
(BUENO et al.,2014; LIMA, 2015).

A suspensao de células obtida foi padronizada por densidade optica,
ajustando-se a absorbancia do inoculo em espectrofotbmetro a 600 nm de

comprimento de onda, pela adigdo de suspensao celular em solucao salina 0,8%, até
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alcancar a absorbancia de 1,0 e inoculada em outro erlenmeyer de 250 mL, contendo
90 mL do efluente em estudo (agua residuaria de abatedouro bovino) esterilizado. A
inoculagao foi realizada na proporgéo de 10% (v/v) e incubada nas mesmas condi¢oes
anteriormente descritas. A concentracdo de células nos inéculos foi mensurada pelo
método de diluigdo em placa, inoculando 100 uL da diluigdo 10 em placa de Petri

contendo agar nutriente como meio de cultivo.

4.7.7 Delineamento experimental

Para realizacdo do pré-tratamento do efluente em estudo, propds-se a
utilizacdo de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Este tipo de
delineamento tem como finalidade identificar e otimizar as variaveis que influenciam
determinado processo, por meio dos resultados experimentais obtidos nos ensaios
elaborados, além de obter a analise de variancia (ANOVA) para verificar o ajuste do
modelo, superficies de resposta e graficos de contorno (GHAEDI et al., 2016).

O planejamento DCCR utilizado contemplou 3 variaveis (pH, temperatura e
concentragéo de inéculo), com os niveis ( -1 e +1), os pontos axiais (-1,68 e +1,68) e
trés repeticdes no ponto central (0), resultando em 17 ensaios (Tabela 8 e 9). O ponto
central fornece uma média para estimar o erro experimental e a falta de ajuste e os
pontos axiais estimam a curvatura do modelo (BARROS, SCARMINO e BRUNS,
2007). Os valores de referéncia das variaveis estudadas foram baseados em dados
encontrados na literatura (VALLADAO, FREIRE e CAMMAROTA, 2007; RIGO et al.,
2008; VALENTE et al., 2010; ROCHA et al., 2013; MAZZUCOTELLI et al., 2014;
AFFANDI et al., 2014; LIMA, 2015; SONUNE e GARODE, 2018).

TABELA 8 - VALORES CODIFICADOS E REAIS DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL (DCCR).

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68

pH 6,7 7,0 7,5 8,0 8,3
Temperatura (°C) 26,6 30 35 40 43,40
Inéculo (%) 6,6 10 15 20 23,4

FONTE: O autor (2019).

Na Tabela 9 apresenta-se a matriz do planejamento DCCR, com os valores

codificados e reais das variaveis de cada ensaio.
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TABELA 9 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO (DCCR) COM QUADRUPLICATA NO PONTO CENTRAL
EM SEUS VALORES CODIFICADOS E REAIS.

Ensaio Valores Codificados Valores Reais
pH T (°C) Inéculo (%) pH T (°C) Inéculo (%)
1 -1 -1 -1 7,0 30,0 10,0
2 -1 -1 1 7,0 30,0 20,0
3 -1 1 -1 7,0 40,0 10,0
4 -1 1 1 7,0 40,0 20,0
5 1 -1 -1 8,0 30,0 10,0
6 1 -1 1 8,0 30,0 20,0
7 1 1 -1 8,0 40,0 10,0
8 1 1 1 8,0 40,0 20,0
9 -1,68 0 0 6,7 35,0 15,0
10 1,68 0 0 8,3 35,0 15,0
11 0 -1,68 0 7,5 26,6 15,0
12 0 1,68 0 7,5 434 15,0
13 0 0 -1,68 7,5 35,0 6,60
14 0 0 1,68 7,5 35,0 23,4
15 0 0 0 7,5 35,0 15,0
16 0 0 0 7,5 35,0 15,0
17 0 0 0 7,5 35,0 15,0

FONTE: O autor (2019).

Nesses 18 ensaios, inoculou-se o efluente com concentracbes de indculo
determinadas para cada tratamento, obtendo-se em cada erlenmeyer o volume total
de efluente e inéculo igual a 100 mL. Os erlenmeyers foram incubados em incubadora
shaker por 72 h a 180 rpm, variando-se temperatura e pH conforme determinados nos
tratamentos do DCCR. As amostras foram coletadas em 0 h, 24 h, 48 h e 72 h, para
o monitoramento dos parametros de pH, DQO, teor de O&G, teor de acidos livres e a
atividade lipolitica de acordo com metodologias descritas anteriormente no item 4.3.
Para a analise da atividade lipolitica, a amostra coletada era centrifugada a 3000 rpm
por 15 min, o precipitado era descartado e o sobrenadante era analisado. Foi realizado
um controle para cada um dos 18 tratamentos, sem adigdo do indculo. Além disso,
avaliou-se o teor de proteina soluvel dos ensaios em 0 h e 72 h de reacao, de acordo

com metodologia descrita no item 4.3.7.

4.7.8 Analise estatistica

O software STATISTICA 12 foi utilizado para determinar o efeito das variaveis
independentes, o calculo dos coeficientes de regressao, a analise de variancia
(ANOVA), utilizando-se do teste F a 5% de probabilidade e a obtengéo dos graficos
de superficies de resposta sobre as variaveis respostas atividade lipolitica, DQO,

O&G, acidos graxos livres e proteina soluvel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3 CARACTERIZACAO DA AGUA RESIDUARIA
Os valores obtidos na caracterizacido do efluente em estudo, bem como dados

da literatura de caracterizacao de efluente de abatedouro bovino sdo descritos na
Tabela 10.

TABELA 10 - CARACTERIZAGCAO DE EFLUENTE DE ABATEDOURO BOVINO.

Parametro Efluente em Caixetaet Rigo McCabe et Jz?:fn
estudo al. (2002) (2008) al. (2013) (2015')
pH 6,48 6,3-6,6 5-6 - -
Oleos e graxas (mg L) 2553,3 + 220 40-600 3080 5-2110 1407
DQO (mg L") 8914,4 + 69,4 2000-6200 32000 1040-12,100 5919
ST (mg L) 5224,4 + 100,0 - 8462 457-6870 3378
SV (mg L) 4606,7 £ 74,2 - - - -
SF (mg L) 617,8 £ 30,8 - - - 2834
Nitrogénio Total (mg L") 1201,7 - - 296-785 190,2
Acidos livres (umol mL-") 11 +0 - - - -
Proteina Soltvel (mg L") 4805,7 51,3 - - - -
Carboidrato (mg L") 812+1.2 - - - -

FONTE: O autor (2019).

De acordo com os autores Caixeta et al. (2002) e Bustillo-Lecompte, Mehrvar
e Quinones-Bolafios (2013) a composigao de efluentes de abatedouro bovino podem
sofrer variagao devido a diversos fatores, como o processo industrial, a quantidade de
agua utilizada, o tipo e idade do animal abatido, temperatura, entre outros.

Os parametros pH e solidos totais encontram-se dentro do intervalo
apresentado na literatura para efluentes de abatedouros bovinos. Quanto as
diferencas observadas para os outros parametros neste estudo e os valores obtidos
pelos autores em questao podem ter varios motivos. No estudo de Caixeta et al. (2002)
o efluente foi coletado apds passar por um tratamento primario de deposicao e
flotacdo, podendo explicar os baixos valores de O&G. Rigo (2008) utilizou o efluente
de um matadouro que abate bovinos e suinos, o que possivelmente justifica os valores
elevados de O&G e DQO.

Apenas o pH do efluente em estudo apresenta valor dentro dos parametros
para langamento de efluente, estabelecidos pela resolugdo Conama n° 430 (2011), e
pela legislagdo ambiental do Instituto Ambiental do Parana-IAP Portaria N° 29 (2018).

Enquanto que os demais parametros apresentam valores elevados, necessitando de
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tratamento prévio ao seu descarte no ambiente, visto que as legislagbes determinam
que a concentracdo maxima de gordura animal e DQO presente no efluente seja de

50 mg L-"e 150 mg L™, respectivamente.

5.4 SELECAO E ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

A presenga de atividade lipolitica depende da liberagéo hidrolitica do acido
graxo do Tween e a sua subsequente precipitagdo como sal de calcio (TIGERSTROM
e STELMASCHUK, 1989; GOPINATH, ANBU e HILDA, 2005). Por meio da
observacédo dos halos de degradagao formados ao redor das colbnias, foi possivel
selecionar e isolar 6 bactérias.

Lee et al. (2015), ao isolar bactérias produtoras de lipase de area de
derramamento de 6leo, observaram que das 10 estirpes bacterianas selecionadas 7
delas apresentaram halo de precipitacdo em meio de cultura que continha Tween 20.
Silva-Bedoya et al. (2016) verificaram que 5 dos 22 isolados bacterianos se mostraram
positivos para a presencga de lipase em meio de cultivo com Tween 20.

No estudo de Vieira et al. (2006), que teve como intuito determinar a
capacidade de degradacdo de biodiesel por bactérias, previamente isoladas de
tanques de armazenamento do proprio residuo, os autores concluiram que o teste de
atividade enzimatica utilizando o Tween 20 demonstrou ser efetivo para a selegcao de
bactérias com capacidade de utilizacdo de O&G. Nos testes de degradagao de
biodiesel, os isolados bacterianos selecionadas foram capazes de utilizar este
produto, sendo que, das 25 bactérias isoladas, 16 (64%) apresentaram atividade
lipolitica.

Li et al. (2018), com o objetivo de isolar e caracterizar bactérias degradadoras
de DQO de agua residuaria de abate de bovinos, obtiveram 6 bactérias com tal
capacidade. Loperena et al. (2009), visando selecionar microrganismos nativos do
tratamento aerdbio da agua residuaria de laticinios, obtiveram 41 culturas e, destas,
19 produziram lipase, 12 protease e 2 culturas produziram ambas as enzimas, sendo
que 21 apresentavam alto potencial de atividade lipolitica e/ou atividade proteolitica.

Furini et al. (2018), buscando selecionar o melhor microrganismo lipolitico
isolado de um sistema de tratamento bioldgico de efluentes de um hotel com potencial
para emprego em processos biotecnoldgicos, encontraram géneros de Enterobacter,

Burkholderia, Acinetobacter e Pseudomonas. No estudo de Lotrakul e Dharmsthiti
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(1997), os autores purificaram e caracterizaram a lipase de Aeromonas sobria LP004,
isolada de leite cru.

Ao mensurar os diametros meédios dos halos de degradagao e os didmetros
médios das colbnias isoladas (Figura 2) foi possivel calcular o |IE de trés bactérias, ja
que estas apresentaram os maiores halos. O maior valor (3,46) obtido foi referente a
bactéria 1 (Tabela 11).

TABELA 11 - MEDIA DO INDICE ENZIMAATICO (IE) ENCONTRADO PARA CADA MICRORGANISMO,
BASEADO NA RELACAO ENTRE O DIAMETRO DA COLONIA E O DIAMETRO DO HALO.

Microrganismo Diametro da col6nia (cm) Diametro do halo (cm) IE
1 0,44+0,04 1,5310,14 3,46+0,63
2 0,43+0,05 1,3310,05 3,08+0,40
3 0,61+0,01 1,29+0,06 2,11+0,18

FONTE: O autor (2019).

FIGURA 2 — FOTOS ILUSTRATIVAS DOS HALOS DE DEGRADAGAO OBSERVADOS NOS
MICRORGANISMOS ISOLADOS.

FONTE: O autor (2019).

Padmapriya et al. (2011) ao isolar bactérias de varios ambientes ricos em
0O&G, como solo, fezes e leite, observaram que das 47 bactérias isoladas, 3 delas
apresentaram as maiores formacgdes de halo, com 1,5, 2,0 e 2,5 cm de diametro de
halo. Silva et al. (2016), realizaram o estudo de isolamento de bactérias produtoras de
lipase de efluente de planta piloto de biodiesel, e observaram IE de 1,03 a 2,37,
proximo ao obtido no presente estudo. Alhamdani e Alkabbi. (2016) avaliaram a
atividade lipolitica de oito microrganismos isolados de solo contaminado com dleo, e
observaram IE de 2,9 e 2,8 para Bacillus pumilus cepa YHH-2 e Bacillus pumilus cepa

NRC21.7, respectivamente.
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5.5 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

Na Tabela 12 apresenta-se os dados do teste de Gram, catalase, bem como

informagdes morfoldgicas de cada uma das trés bactérias.

TABELA 12 - DADOS DE TESTE DE GRAM, CATALASE E ASPECTOS MORFOLOGICOS DOS
MICRORGANISMOS ISOLADOS.

Morfologia
Microrganismo Gram Catalase Forma Textura Cor Borda
1 Negativo Positiva Bacilos Cremosa Branca Circular
2 Negativo Positiva Bacilos Cremosa Branca Circular
3 Negativo Positiva Bacilos Cremosa Branca Circular

FONTE: O autor (2019).

Pode ser observado na Tabela 12 e na Figura 3 que as trés bactérias isoladas
apresentaram Gram negativo e Catalase positiva. O resultado do teste de Gram esta
de acordo com a pesquisa de alguns autores, que afirmam que a maioria das bactérias
lipoliticas encontradas na natureza sdao Gram-negativos (ROCHA et al., 2013;
RAMNATH et al.,2016; FURINI et al., 2018).
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FIGURA 3 - BACTERIA 1: A) BACILOS GRAM NEGATIVOS; B) MORFOLOGIA DAS COLONIAS.
BACTERIA 2: C) BACILOS GRAM NEGATIVOS; D) MORFOLOGIA DAS COLONIAS. 3: E) BACILOS
GRAM NEGATIVOS; F) MORFOLOGIA DAS COLONIAS.

FONTE: O autor (2019).

Apesar de algumas bactérias produtoras de lipase ser Gram-positivas, como

€ 0 caso dos géneros Bacillus sp., Staphylococcus sp. e Clostridium sp, sua atividade
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lipolitica € menos expressiva que o das bactérias Gram-negativas (ROUSENAU e
JAEGER, 2000). Oliveira, Hidalgo e Junior (2014), isolararam e caracterizaram 23
microrganismos potencialmente produtores de lipase de uma estacdo de tratamento
de esgoto, sendo a maioria das bactérias Gram Positivas (18), porém apos a etapa de
fermentagcdo em meio liquido, os Gram Negativos (4) apresentaram as maiores
atividades enzimaticas.

Quanto a morfologia todos os isolados apresentaram aspecto cremoso,
coloracéo branca e borda circular (Figuras 3, 4 e 5).

As informagdes sobre as sequéncias obtidas por sequenciamento da regiao
rDNA 16S do DNA dos isolados 1, 2 e 3 de estao apresentadas na Tabela 13.

TABELA 13 - RESULTADO DO SEQUENCIAMENTO DA REGIAO rDNA 16S DOS ISOLADOS 1,2 e
3.

Bactéria Espécie referéncia % de ID Numero de acesso
1 Aeromonas hydrophila 99,93 MF079290.1
2 Aeromonas hydrophila 99,86 MK089544.1
3 Aeromonas spp. - -

FONTE: O autor (2019).

Com relagdo aos isolados 1 e 2 foi possivel a identificacdo a nivel de espécie
sendo identificadas como Aeromonas hydrophyla. Quanto a bactéria 3 (Aeromonas
spp.), a identificagao a nivel de espécie nao foi possivel.

Os resultados de trabalhos baseados em amplificagcdo e sequenciamento da
regiao rDNA 16S tém demostrado que a diversidade de microrganismos em amostras
ambientais € ampla. Apesar do sequenciamento de rDNA 16S ser universalmente
aceito como um padrao para identificagao bacteriana, a técnica pode nao ser util para
algumas espécies, pois podem apresentar sequéncias similares, até mesmo entre
géneros diferentes (MIGNARD e FLANDROIS, 2006).

Desta forma, uma alternativa para a identificacao da espécie do isolado 3,
poderia ser a utilizacdo de primers espécie-especificos ou com a técnica de PCR-
RFLP (PCR- Restriction Fragment Length Polymorphism).

Aeromonas spp. sao bactérias amplamente distribuidas, isoladas em
amostras de varias origens, incluindo agua (SCOARIS et al., 2008), peixes (ABD-
ALLA, JASIM e HUSSEIN, 2014; YADAV et al., 2014), residuos de lodo ativado
(NEILSON, 1978; YASIN, SANCHEZ-TORRES e MAEDA, 2014), aguas residuais
(POFFE e BEECK, 1991), aguas residuarias de abatedouro bovino (MARTINELI et al.,



52

2010). A ocorréncia de Aeromonas spp. foi avaliada no trabalho de BIZANI e
BRANDELLI, (2001), em 70 amostras de agua de um abatedouro bovino. A.
hydrophila foi isolado de 11,4% das amostras de agua de abastecimento e de 25,7%
da agua drenada das carcacgas, enquanto A. sobria foi isolado de 5,7% das amostras

da agua fornecida.

5.6 PROCESSO FERMENTATIVO

Ao consultar a identidade dos isolados utilizando o numero de acesso da
Tabela 13, nota-se que as bactérias 1 e 2, podem diferir a nivel de espécie com a
bactéria 3, ou ainda as trés bactérias podem variar quanto a linhagem, o que pode
explicar as diferengas nos resultados de atividade lipolitica e dosagem proteica da
Tabela 14.

Com relagéo a atividade enzimatica e a dosagem proteica, também constatou
-se que os maiores valores foram para a bactéria 1, com 2,46 U mL" e 13,12 mg mL-"
(Tabela 14), respectivamente, sendo, portanto, esta aplicada no pré-tratamento do

efluente de abatedouro bovino.

TABELA 14- ATIVIDADE LIPOLITICA E DOSAGEM PROTEICA PARA CADA MICRORGANISMO.

Microrganismo Atividade lipolitica (U mL"") Dosagem proteica (mg mL™")
1 2,46+0,12 13,12+0,00
2 1,5810,00 10,70 £0,01
3 2,10£0,03 6,30+0,00

FONTE: O autor (2019).

No estudo de Peil et al. (2016), apds isolar e caracterizar microrganismos
produtores de lipase de efluentes provenientes de industrias de matadouros e
laticinios, os autores avaliaram a atividade enzimatica das bactérias isoladas por meio
do método titulométrico. Foi observado que a bactéria que apresentou atividade
enzimatica mais promissora foi a Enterobacter aerogenes (1,54 U ml'). Padmapriya
et al. (2011) ao avaliar a dosagem proteica de lipase a partir do cultivo de Lactobacillus
sp. filtrado, obtiveram o valor de 6,2 mg mL-'. No estudo de Ekinci et al. (2016), os
autores encontraram 2,01 U mL" e 9,32 mg mL-! de atividade lipolitica e dosagem
proteica, respectivamente para o microrganismo G. stearothermophilus cepa AH22.

Ao avaliar o valor da atividade lipolitica obtida no estudo de Neelambari et

al.(2011), nota-se que a bactéria isolada no presente trabalho tem grande potencial,
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visto que no estudo de Neelambari et al. (2011), os autores avaliaram a otimizacédo e
purificacdo de lipase de Aeromonas hydrophila e observaram atividade maxima de

15 U mL", valor proximo ao obtido neste trabalho.

5.7 PRE-TRATAMENTO DO EFLUENTE DE ABATEDOURO BOVINO

Visando acompanhar o processo de pré-tratamento do efluente em estudo,
foram monitorados os parametros de atividade lipolitica, DQO, O&G, acidos graxos
livres e pH durante 72 h, sendo as analises realizadas a cada 24 h. Além disso, foi
avaliado a concentragdo de proteina soluvel em 0 h e 72 h de reacdo. Com os
resultados obtidos, foi possivel observar que o tempo de reagdo de 72 h é o ideal para
o pré-tratamento do efluente em estudo, visto que apresentou os maiores valores de
remocado dos parametros avaliados. Periodos superiores podem ser inviaveis para
aplicacao industrial, principalmente pelo tamanho das unidades de tratamento. Desta
forma, a analise estatistica foi realizada com os resultados obtidos em 72 h de reagao.
O indculo utilizado nos ensaios possuia microrganismos na faixa de 10'° células
viaveis.

No Apéndice encontram-se as tabelas referente ao controle de cada um dos

parametros monitorados.
5.7.6 Atividade lipolitica detectada no efluente de abatedouro bovino
Na Tabela 15 apresenta-se a matriz do delineamento experimental, com as

variaveis nas suas formas codificadas e reais e os resultados obtidos para a atividade

lipolitica no efluente, no decorrer dos ensaios realizados.
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TABELA 15 — DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS DE ATIVIDADE LIPOLITICA.

. Variaveis Atividade lipolitica (U mL"")
Ensaios
pH T (°C) Inéculo (%) | 0h 24 h 48 h 72h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 0,27+0,02 0,20+0,12 0,70+0,07  0,82+0,05
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 0,08+0,00 0,20+0,04 0,60+0,02 0,53+0,05
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 0,05+£0,00 0,02+0,05 0,58+0,00 0,82+0,05
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 0,00+0,02 0,07+0,00 0,48+0,00  0,65+0,02
5 8,0 (1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 0,20+0,04 0,16£0,00 0,53+0,10  0,77+0,00
6 8,0 (1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 0,35+0,14 0,20+0,04 0,63+0,00 0,73+0,05
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1)  0,00+0,02 0,05+0,02 0,68+0,10  0,82+0,00
8 8,0 (1) 40,0 (1) 20,0 (1) 0,00+0,00 0,15+0,02 0,53+0,15  0,68+0,00
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 0,18+0,02 0,10+0,05 0,15+0,00  0,40£0,05
10 8,3(1,68) 35,0(0) 15,0 (0) 0,13%0,02 0,30+0,05 0,28+0,02  0,50%0,05
11 75(0) 26,6(-168) 150(0) 0,02+0,02 0,10+0,00 0,77+0,05 0,73+0,05
12 75(0) 43,4(1,68) 150(0) 0,050,056 0,51+0,02 0,58+0,00 0,73+0,05
13 7,5(0) 35,0(0) 6,60(-1,68) 0,15+0,05 0,15+0,00 0,30+0,00  0,30+0,05
14 7,5(0) 35,0(0) 23,4(1,68) 0,10+0,00 0,08+0,02 0,10+0,00  0,40+0,05
15 7,5(0) 35,0 (0) 15,0 (0) 0,294#0,05 0,51+0,10 1,06+0,05 1,30%0,00
16 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 0,19%0,15 0,4610,05 1,21+x0,00 1,40%+0,00
17 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 0,24+0,00 0,31+0,00 0,97+0,05 1,35%0,05

FONTE: O autor (2019).

Como pode ser analisado na Tabela 15, logo no inicio da reagao (0 h) foi
apresentado atividade lipolitica, isso se deve possivelmente ao inéculo que continha
certa quantidade de enzima quando inserido no sistema de pré-tratamento. No
decorrer da reagao, a atividade apresentou constante aumento, sendo observada a
maxima atividade de 1,40 U mL' em 72 h de reacdo, na condigdo de pH 7,5;
temperatura de 35 °C e concentracgdo de inoculo de 15% (Tabela 15).

Com os resultados experimentais obtidos (Tabela 15), ajustaram-se os dados
para a obtengcdo de um modelo de regressao linear (eq. 9), relacionando a atividade
lipolitica com os fatores que apresentaram efeitos significativos no intervalo de
confianca de 95%. O modelo de regresséo apresentou R?= 0,8215, significando que

82,15% da variagao da atividade lipolitica € explicada pelo modelo.

Atividade Lipolitica (U mL™") = 1,302 - 0,250xpH? - 0,146xT2- 0,279:2  (Eq. 9)

Para verificar e confirmar a influéncia das variaveis independentes nos niveis
e intervalos estudados em relacdo as variaveis respostas, os resultados foram
analisados por meio de graficos de pareto, ANOVA e superficies de resposta. A

influéncia das variaveis independentes sobre a atividade lipolitica, foi avaliada através
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do grafico de Pareto, presente na Figura 4. Os efeitos que estdo a direita da linha
vermelha (p-valor =0,05) s&do considerados significativos para um intervalo de

confianca de 95%.

FIGURA 4 - GRAFICO DE PARETO PARA A ATIVIDADE LIPOLITICA.

Q) _715,4521
pH(Q) -713:4191
T(Q) |fa‘11029
(3)L) 203196
1Lby3L 1,456029
(1pH(L) 1,407844
1Lby2L -661831
2)T(L) 50BTBT5
2Lby3L 11323663

p=,05

FONTE: O autor (2019).

Analisando a Figura 4 constata-se que as variaveis concentragédo de indculo,
pH e temperatura em seus termos quadraticos influenciaram significativamente de
forma negativa a atividade lipolitica em um nivel de significancia de 95%, desta forma
com aumento do valor destas variaveis ocorre um decréscimo na atividade.

A partir da analise de variancia do sistema, realizando-se o teste F,
apresentado na Tabela 16, e comparando-se o valor de F calculado com o F tabelado
€ possivel afirmar que o modelo proposto é valido e que os parametros da equacao
se ajustam aos dados experimentais, caso Fcalc > Ftab. A falta de ajuste baseia-se
no erro puro, neste caso, se Fratasjuste for menor que Ftab a falta de ajuste nao é
significativa e a regressao linear proposta € adequada para ajustar os pontos

experimentais de forma satisfatéria.

TABELA 16 - ANALISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA A ATIVIDADE LIPOLITICA.
Soma Graus de Média Fcal Ftab

Fonte de Variagao Quadratica Liberdade Quadratica (95%)  (95%) Feal/Ftab
Regressao 2,019 3 0,673 252,88 3,34 75,71
Residuos 0,037 14 0,002

Falta de ajuste 0,326 11 0,029 7,12 8,76 0,81
Erro puro 0,012 3 0,004

Total 1,900 17

FONTE: O autor (2019).
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Observa-se na Tabela 16, que para a regressao o Fcal é maior que o Ftab e
possui uma razao Fcal/Ftab maior que 1. Além disso, nao foi observada significancia
na falta de ajuste, pois a razdo do F calculado pelo F tabelado foi inferior a 1
(BARROS, SCARMINO e BRUNS, 2007). Ambos os resultados, indicam que o modelo
se ajusta adequadamente aos pontos experimentais e que o modelo € valido.

A superficie de resposta apresentada na Figura 5a representa o modelo linear
obtido para a atividade lipolitica em funcado da temperatura e do pH, e a Figura 5b

representa o grafico de contorno para atividade lipolitica em fungédo da concentragéo
de in6culo e temperatura.

FIGURA 5 — SUPERFICIE DE 'RESPOSTA DA ATIVIDADE LIPOLITICA EM FUNGAO DA
TEMPERATURA E DO PH (A). GRAFICO DE CONTORNO DA ATIVIDADE LIPOLITICA EM FUNCAO
DA CONCENTRAGAO DE INOCULO E TEMPERATURA (B).
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FONTE: O autor (2019).

Nota-se que um pico foi obtido, que representa o ponto 6timo do processo,
em temperatura, pH e concentragao de indculo de 35 °C, 7,5 e 15%, respectivamente.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram relatados por
Suci, Arbianti e Hermansyah (2018) que avaliaram a atividade lipolitica de Bacillus
megaterium pelo método titulométrico e obtiveram atividade de 3,30 U mL™" no cultivo
de fermentagdo submersa na temperatura de 35 °C. Rocha et al. (2013) avaliando o
pré-tratamento de agua residuaria de purificacédo de biodiesel em temperatura de
35°C durante 120 h encontraram atividade lipolitica de 0,30 U mL-" utilizando o
microrganismo isolado Klebsilla oxytoca. Shukla e Desai (2016) observaram a maxima
atividade lipolitica do microrganismo Pseudomonas spp de 2,7 U mL" em pH 7,5,
temperatura de 30 °C ap6s 48 a 72 h.
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Grande parte das lipases possuem capacidade de atuar em ampla faixa de
pH e temperatura (JAVED et al., 2018). O pH apresenta grande influéncia nas reacdes
de hidrolise enzimatica, pois pode acarretar alteragdo da sua estrutura molecular e
consequentemente perda de atividade (MENDES et al., 2005; RAMANI et al., 2010;
DORS et al., 2013). Segundo Borzani et al. (2001) a maioria das enzimas apresenta
um valor de pH para o qual a sua atividade € maxima, e a velocidade da reacao diminui
a medida que o pH se afasta desse valor 6timo,0 qual é caracteristico para cada
enzima, mas, geralmente, ocorre em pH alcalino, conforme observado no trabalho de
Mobarak-Qamesari et al. (2012), que estudaram a estabilidade da lipase extraida de P.
aeruginosa, encontrando resultados melhores em pH 8,0. Nos estudos de Saadatullah
et al. (2018) e Prasad e Manjunath (2012) foi encontrada maxima atividade lipolitica
em pH 7,0, bem como no presente estudo.

Tripathi, Choudhary e Rawat (2018), avaliaram a atividade de lipase
extracelular produzida por Aeromonas hydrophila isolada de um reservatério de agua.
Os autores observaram que a atividade enzimatica em pH 5 a 6 foi quase
insignificante, ja em pH 7 a 9 ocorreu um notavel aumento. Quanto a temperatura, foi
observada boa atividade acima de 30 °C, apresentando maxima atividade em 40 °C.
E importante ressaltar que o aumento da temperatura, promove o aumento da
atividade enzimatica, por aumentar a energia cinética das moléculas componentes do
sistema. No entanto, temperaturas mais altas podem reduzir a estabilidade térmica da
enzima, podendo haver desnaturagdo da mesma, ou seja, a perda de sua estrutura
nativa, catalitica, por alterarem as ligacdes quimicas que mantém sua estrutura
tridimensional (BORZANI et al.,2001; GOMES et al., 2006; Jl et al., 2010; PADILHA et
al., 2012). Isso foi observado no trabalho de Chuang et al. (1997), avaliando a lipase
extracelular (Lip) de A. hydrophila, em que apds 30 min de incubagao a 55 °C, apenas
20% da atividade enzimatica foi mantida. Neste mesmo trabalho, foi encontrado maior
atividade lipolitica em uma faixa de pH entre 7,5-8,0. No estudo de de Neelambari et
al. (2011), a maxima atividade lipolitica de Aeromonas hydrophila foi observada em
37 °C.

A atividade lipolitica foi detectada na bactéria do género Aeromonas no estudo
de Serikovna et al. (2013), que teve como objetivo encontrar microrganismos
produtores de lipase de aguas residuais de abatedouro, de esgoto urbano, bem como
solo de uma planta de laticinios, visando posterior aplicagdo no tratamento bioldgico

de efluentes industriais contendo O&G. Dentre os microrganismos isolados, os
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autores observaram que as estirpes Pseudomonas aeruginosa G23, Aeromonas
punctata G30 e P. aeruginosa Zb32, apresentaram maior atividade lipolitica, além de
apresentarem redugéo nas fragcdes de gordura de 88 + 4%, 60 + 8% e 52 + 6%,

respectivamente, em uma solugéo de sebo bovino.
5.7.7 Demanda Quimica de Oxigénio
Na Tabela 17 observa-se a matriz do delineamento experimental, com os

niveis de cada variavel (pH, temperatura e concentragao de indculo) e os resultados

obtidos para concentracdo de DQO, no decorrer dos ensaios realizados.
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Na Tabela 17 é possivel observar oscilagbes das concentracdes iniciais de
DQO, que podem estar relacionadas com os valores de indculos adicionados. Nota-
se que a menor concentracdo de DQO ocorreu no ensaio 7 que corresponde ao pH
8,0, temperatura de 40 °C e concentracao de inéculo de 10%, alcangcando uma média
de 1943,3 mg L' ou remocéo de 67,4%. Observa-se na Tabela 16, que em maior
porcentagem de indculo, a redugdo foi menor, corroborando com o trabalho de
Sonune e Garode (2018), que afirmaram que tal fato pode ter ocorrido devido a baixa
disponibilidade de nutrientes e alta taxa de mortalidade dos microrganismos.

Com os resultados experimentais obtidos (Tabela 17), ajustaram-se os dados
para a obtengdo de um modelo de regressao linear (eq. 10), relacionando a eficiéncia
de remocdo de DQO com os fatores que apresentaram efeitos significativos no
intervalo de confianca de 95%. O modelo de regressao, apresentou R? = 0,1686, o
que representa que 16,86% da variagdo da eficiéncia de remocgao de DQO (%) é

explicada pelo modelo apresentado.

Remoc&o de DQO (%) = 36,39 + 6,09xpH -4,25xpH2 +3,04xT -2,784 -5,0942 (Eq. 10)

Com base nos dados apresentados na Tabela 17, elaborou-se o grafico de
Pareto para avaliagao da significancia da temperatura, concentragcéo de inéculo e pH

em relacdo a remogao de DQO (Figura 6), para um intervalo de confianga de 95%.

FIGURA 6- GRAFICO DE PARETO PARA EFICIENCIA DE REMOGAO DE DQO.
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p=,05

FONTE: O autor (2019).
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A partir dos niveis testados, é possivel identificar na Figura 6, que as variaveis
pH em seus termos linear e quadratica, temperatura em seu termo linear e
concentragdo de inoculo linear e quadratica influenciaram significativamente a
eficiéncia de remogao de DQO em um nivel de significancia de 95%.

Observa-se na Tabela 18, que para a regressao Fcal> Ftab e tem-se uma
razéo Fcal/Ftab maior que 1. Entretanto, verifica-se que a falta de ajuste ¢é significativa,
pois Fcalc é consideravelmente maior que Ftab. Ambos os resultados, além do
coeficiente de determinagdo do modelo baixo (R? = 0,167), indicam que o modelo n&o

se ajusta adequadamente aos pontos experimentais e que o modelo ndo € valido.

TABELA 18 - ANALISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA O MODELO DE REMOCAO DE DQO.

Fonte de Variagao Son!a_ C-_;raus de Méd’ia_ Feal Ftab Fcal/Ftab
Quadratica Liberdade Quadratica (95%)  (95%)

Regressao 1187,50 5 237,500 81,36 3,20 25,43

Residuos 32,108 11 2,918

Falta de ajuste 5476,98 9 608,553 271,98 19,38 14,03

Erro puro 4,475 2 2,237

Total 6673,481 16

FONTE: O autor (2019).

Entretanto, apesar da nao validagao do modelo, € possivel avaliar a influéncia
das variaveis independentes sobre a eficiéncia de remocado de DQO a partir das
superficies de resposta, indicando a direcdo a ser tomada numa proxima etapa.

Na Figura 9 é a apresentada a superficie de resposta obtida para a remogao
de DQO em fungéo da concentracéo de indculo e do pH (Figura 7a), e o grafico de

contorno em func¢ado do pH e da temperatura (Figura 7b).

FIGURA 7 - S_UPERFiCIE DE RESPOSTA PARA REMOCAO DE DQO EM Fl_JNC,‘AO DA
CONCENTRACAO DE INOCULO E PH (A). GRAFICO DE CONTORNO PARA REMOCAO DE DQO

EM FUNCAO DE PH E TEMPERATURA (B).
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FONTE: O autor (2019).
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Como pode ser observado, o pH em torno do intervalo de 7,5 a 8,0,
concentragao de inéculo em torno de 10 a 20% e temperaturas mais elevadas podem
ser utilizadas para obter maior eficiéncia na remocao de DQO, afirmacgdes estas
certificadas pelos ensaios 7 (pH 8,0, 40 °C, 10% de inoculo e 67% de remogao) e 8
(pH 8,0, 40 °C, 20% de indculo e 55% de remocéo).

Na Tabela 19 estdo apresentados resultados encontrados na literatura de

remocao de DQO de diferentes efluentes industriais.
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TABELA 19 — TRABALHOS DA LITERATURA REFERENTE A REMOGAO DE DQO COMPARADOS
AO OBTIDO NESTE ESTUDO.

Referéncia Efluente Inéculo Condigao Tempo DQO (%)
Vida, Akbar e I Isolado 32 °C, pH 11, o
Zahra (2007) ~ -@ticinio bacteriano BP3 150 rpm 720h 84%

Pré-tratamento
(o)
Rido et al Industria de Lipase de ;Oérguloo’”" d:

g ' carne bovina Penicillium : 96 h 65%
(2008) . ; posterior

e suina restrictum - ~
biodigestdo, 35
) °C,pH7
v - Isolado 10% d !
erma et al. residuais o de in6culo, o
(2012) contaminadas 9 Pseudomonas - a5'on an mm 168 h 86,4%
com petréleo aeruginosa
1% de indculo
Sreemoyee e  Produtos Cultura de o ’ o
Priti (2013)  lacteos Neisseria sp. 24 °C, pH do 1201 67.1%
efluente 8,5
Pré-
Lipase 30 gL de fatamentoe
Dors et al. . - e o posterior o
(2013) Avicola pancreatica inéculo, 35 °C, biodearadacio 92%
porcina (PPL) pH 8, 100 rpm gradag
anaerobica
por 30 dias
Cultura mista .10, mlL de 48 h com
Porwal, Mane (Isolado in6culo em 1L aeracio. 1 h
e Velhal Laticinio . de efluente, §a0, 86,0%
bacteriano e de repouso e
(2015) L temperatura . ~
fungico) . filtracéo
ambiente
Priyadharshini Isolado de
e Kumar Laticinio Bacillus sp 30 °C, 120 rpm 120 h 57%
(2016) ’
10 mL de
Al-Wasify, Ali solado inéculo em 1,51 gzra go 00";
e Hamed Laticinio . de efluente, ¢ 78,5%
bacteriano posterior
(2017) temperatura : =
. filtracao
ambiente
144 he
Cultura de o . posterior
Affes et al. Avicola Staphylococcus 10? de inoeulo, codigestao 72%
(2017) 37°C,pH7 e
xylosus anaerdbica
) por 30 dias
Sonune e Agua Isolado de 10% de indculo,
Garode residuaria Bacillus 37 °C, 120 rpm, 72h 25%
(2018) municipal licheniformis pH 6,8
Isolado de o .
Neste estudo  ~0atedouro o omonas 10% de indeulo, 72h 67,4%
bovino ; 40°C, pH 8
hydrophila

FONTE: O autor (2019).

Segundo Sonune e Garode, (2018), o teste de DQO é um método rapido para

estimar a matéria organica presente em amostras de aguas residuais. Verifica-se que

o resultado de remocdo de DQO obtido para este estudo encontra-se dentro do

intervalo apresentado na literatura para efluentes industriais. Além disso, quando
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comparado a outros trabalhos, este estudo mostrou-se bastante promissor; como por
exemplo, comparado aos estudos de Priyadharshini e Kumar (2016), e Sonune e
Garode (2018), que observaram 57% e 25% de remogao de DQO, em um tempo maior
e igual de reacéo, respectivamente. Como também, em relagdo ao trabalho de Rigo
et al. (2008), em que ao avaliar o pré-tratamento e posterior biodigestdo anaerdbica
de efluentes de industria de carne bovina e suina, encontraram 65% de remocéao de
DQO, valor inferior ao obtido para este estudo, em que apenas foi realizado o pré-
tratamento do efluente. No entanto, esta discrepancia pode ter sido causada devido
ao uso de 10% de inéculo neste estudo e 0,1% de inéculo no trabalho supracitado.

Quanto as diferencas observadas neste estudo e os valores obtidos pelos
autores da literatura podem ter varios motivos. O tempo de reagao pode ter sido um
deles, como observado nos estudos de Vida, Akbar e Zahra (2007) e Verma et al.
(2012), os efluentes foram pré-tratados durante 30 e 7 dias, respectivamente, podendo
explicar os resultados superiores de remog¢ao de DQO. Outro motivo pode ter sido o
uso de posterior filtragdo ou biodegradacao anaerdbica, realizados respectivamente
nos trabalhos de Al-Wasify, Ali e Hamed (2017) e Dors et al. (2013).

5.7.8 Oleos e graxas

Segundo Masse, Massé e Kennedy (2003), os lipideos representam 40% da
DQO total dos efluentes de abatedouros. A remogdo de O&G de aguas residuais é
extremamente importante para garantir que estas aguas sejam descartadas de forma
eficiente e econémica evitando obstrugao de tubulagbes de esgotos e problemas nas
estacdes de tratamento de efluentes (TZIRITA, PAPANIKOLAOU e QUILTY, 2019).

Os resultados dos efeitos do pH, temperatura e concentracdo de indculo
(variaveis independentes) em relagao a concentracao de O&G (variavel resposta), sao

apresentadas na Tabela 20.
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A Tabela 20 permite observar variagdes no teor de O&G, com remogao mais
acentuada em 72 h, em torno de 60%. Tal observagcao também foi verificada por
Rocha et al. (2013) utilizando a mesma metodologia de analise. Este fato pode ter sido
causado pela baixa reprodutibilidade dos resultados pela metodologia utilizada.
Observa-se na Tabela 20, que o ensaio 1 foi o que proporcionou melhores reducdes
da concentracdo de O&G, sendo conduzido em pH 7,0, temperatura de 30 °C e
concentragdo de inoculo de 10%, alcancando uma média de 1060 mg L' com
remocao de 58,5%.

Com os resultados experimentais obtidos (Tabela 20), ajustaram-se os dados
para a obtengdo de um modelo de regressao linear (eq.11), relacionando a eficiéncia
de remocado de O&G com os fatores que apresentaram efeitos significativos no
intervalo de confianga de 95%. O coeficiente de correlagdo (R?) foi de 0,9015,

indicando que o modelo explicou 90,15% da variagao dos dados observados.
Remocgéao de O&G (%) = 35,047 + 13,642xT«l (Eqg. 11)

A estimativa dos efeitos das variaveis independentes em relagéo a eficiéncia
de remogao de O&G ¢ ilustrada no grafico de Pareto (Figura 8). Os efeitos que estéo
a direita da linha vermelha (p-valor =0,05) s&o considerados significativos para um

intervalo de confianga de 95%.

FIGURA 8- GRAFICO DE PARETO PARA EFICIENCIA DE REMOGAO DE 0&G.

2o | .

3L | ‘-3,?6‘63

@TL) 1 ‘2,?73902

Tt |-2,a4s1

(HpHL) b ‘-2‘22301

1lby2L | |1,463332

1Lby3L -931211
Q) 7056742
pH(Q) 4254164

p=,05

FONTE: O autor (2019).

A Figura 8 indica que nos ensaios de remogéo de O&G, a interagdo entre as

variaveis temperatura e concentragao de indculo influenciaram significativamente e de
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forma positiva a eficiéncia de remogao de O&G em um nivel de significancia de 95%,
ou seja, aumentando o valor destes parametros maiores remogdes de O&G podem
ser obtidos. Como o pH nao afetou significativamente a remogao de O&G, este pode
ser alterado de acordo com a aplicagao.

Observa-se na Tabela 21, que para a regressao Fcal> Ftab e tem-se uma
razao Fcal/Ftab maior que 1. Além disso, n&o foi observada significancia na falta de
ajuste, pois a razdo do F calculado pelo F tabelado foi inferior a 1 (BARROS,
SCARMINO e BRUNS, 2007). Ambos os resultados, indicam que o modelo se ajusta

adequadamente aos pontos experimentais e que o modelo é valido.

TABELA 21 - ANALISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA O MODELO DE REMOCAO DE O&G.

Fonte de Variagao Son]a_ (_Eraus de Médja_ Feal Ftab Fcal/Ftab
Quadratica Liberdade Quadratica (95%)  (95%)

Regresséao 1488,898 1 1488,898 12,37 4,54 2,72

Residuos 1805,960 15 120,397

Falta de ajuste 276,446 13 21,265 0,44 19,42 0,02

Erro puro 96,304 2 48,159

Total 3784,950 16 236,559

FONTE: O autor (2019).

A superficie de resposta apresentada na Figura 9a representa o modelo linear
obtido para a eficiéncia de remog¢ao de O&G em fungéo da concentragao de inoculo e
da temperatura, e a Figura 9b representa o grafico de contorno para a eficiéncia de

remocao de O&G em funcao da concentragao de inéculo e da temperatura.

FIGURA 9 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA EFICIENCIA DE RE,MOCAO DE O&G EM FUNGAO
DA CONCENTRAGAO DE INOCULO E TEMPERATURA (A). GRAFICO DE CONTORNO PARA

EFICIENCIA DE REMOGCAO DE O&G EM FUNGCAO DA CONCENTRAGAO DE INOCULO E
TEMPERATURA (B).
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FONTE: O autor (2019).
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A condugao do processo de pré-tratamento do efluente de abatedouro de
bovinos nos extremos de maiores e menores condicdes de temperatura e
concentracao de inéculo proporcionam as maximas remogodes de O&G, enquanto que
o pH nao afetou significativamente a remocédo de O&G. Fatos estes também
observados no ensaio 1 conduzidos em menor concentragao de inéculo e temperatura
(10%, 30 °C, 59% de remogao) e no ensaio 4 conduzidos em maior concentragéo de
inoculo e temperatura (20%, 40 °C, 53% de remogéo).

A biodegradacgao dos lipideos é limitada principalmente por suas propriedades
fisico-quimica defavoraveis, por exemplo, sdo insoluveis em agua. Desta forma,
temperaturas mais elevadas no tratamento de efluentes com O&G se mostra
vantajoso, visto que os coeficientes de difusédo e solubilizagcao de lipideos aumentam
com a elevacao da temperatura e com isso esses compostos de tornam mais
acessiveis aos microrganismos e suas enzimas (CAMMAROTA e FREIRE, 2006;
CHIPASA e MEDRZYCKA, 2006). Quanto a concentragao de inéculo, segundo Masse
et al. (2001), embora uma quantidade elevada maximize a hidrélise de éleo e gordura,
pode causar a diminuicdo da biodegradagao, provavelmente devido a inibicdo
causada pelo excesso de acidos graxos livres. Deste modo, ao levar em conta o custo-
beneficio, o ideal seria a utilizacdo de menor temperatura e concentragao de indculo
em torno de 30 °C e 10%, respectivamente.

Na Tabela 22 estdo apresentados resultados encontrados na literatura de

remocao de O&G de diferentes efluentes industriais.
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TABELA 22 — TRABALHOS DA LITERATURA REFERENTE A REMOGAO DE O&G COMPARADOS
AO OBTIDO NESTE ESTUDO.

Referéncia Efluente Inéculo Condigéao Tempo (h) O&G (%)
Efluente de Lipase pancredtica
Massé et al. matadouros com . 250 mg/L de o
(2003) particulas de 250 comercial (PL- 5 550 25 0c 55h 35%
250)
gordura de porco
Mendes i
S Aguas ; 0,5% de
Pereirae  siduarias Lipase de enzima, 37 °C, 24 h 40%
Castro lacteas pancreas suino H 8
(2006) , P
Agua residuaria .
Rocha et al. e Inéculo de o o
(2013) de purificagao de o il oxytoca o0 C 48h 80%
biodiesel
Cultura mista .10, mL de 48h com
al. (2015) levedura e ’ 1 hde e
. temperatura
bacteriano) . repouso
ambiente
Consorcio (isolado
Krishnan e de Bacillus 10% de
Valsa Laticinio coagulans, inéculo, 30 °C, 216 h 88,5%
(2015) Bacillus simplex, 200
Trichococcus sp.)
10 mL de 48 h com
Al-Wasify, indculo em 1,5L aeracio e
Alie Hamed Laticinio Isolado bacteriano  de efluente, ¢a 97,9%
posterior
(2017) temperatura ' =
. filtracéo
ambiente
Enzima do 4h e
Aqua residual de fungo Penicillium 0,5% de SEP e  posterior
Damasceno m?ata douro de brevicompactuum 27 mg/L de tratamento 96%
et al. (2018) aves (SEP) e biossurfactante, anaerdbico 0
biossurfactante de 30 °C, pH 7 por 187
P.aeruginosa dias
Isolado de 10% de
Neste Abatedouro Aeromonas inaculo, 30 °C, 72h 58,5%
estudo bovino .
hydrophila pH 7

FONTE: O autor (2019).

A remocéao de O&G obtida no presente estudo encontra-se dentro do intervalo
apresentado na literatura para efluentes industriais (Tabela 22). Quanto as diferengas
observadas neste estudo e os valores obtidos pelos autores em questao podem ser
varios motivos. No estudo de Al-Wasify, Ali e Hamed (2017) o efluente foi submetido
a filtracdo apos o pré-tratamento, podendo explicar a alta eficiéncia de remocao. Nos
trabalhos de Massé et al. (2003) e Mendes, Pereira e Castro (2006), baixos valores
de remocéao podem ter sido obtidos pelos menores tempos de reacao utilizado.

Quanto as diferengas observadas entre o presente estudo e a pesquisa de
Krishnan e Valsa (2015), podem ser explicadas pelo fato do uso de uma cultura mista
Nisola et al.(2009), Loperena et

de microrganismos por estes autores.

al. (2009) e Tang et al. (2012) relataram que uma combinagdo de bactérias Gram-
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positivas e Gram-negativas poderia ser muito eficaz para a degradagao de dleo e
gordura e sugeriram que isso poderia ser atribuido a uma atividade cooperativa entre
elas.

No trabalho de Damasceno et al. (2018), a elevada remocédo de O&G
observada pode ser explicada pelo uso de enzima juntamente com biossurfactante
como indculo. O biossurfactante pode facilitar a biodegradagdo do efluente pela
dissolucao de O&G (NAKHLA et al., 2003).

Outro importante fator relacionado a remogao de O&G diz respeito a ativagao
da enzima lipase. Segundo Mendes et al. (2005), a ativacdo da lipase depende da
formagdo de uma interface lipideo/agua e da adsorgdao da enzima nessa interface.
Além disso, o excesso de O&G, em especial acidos graxos de cadeia longa, podem
gerar efeitos inibidores no crescimento dos microrganismos anaerobios e na produgao

de enzima, desestabilizando o sistema de pré-tratamento (VALENTE et al., 2010).

5.7.9 Acidos Graxos Livres

Na Tabela 23 apresenta-se a matriz do delineamento experimental, com as
variaveis nas suas formas codificadas e reais, e o0s resultados obtidos para a

concentragao de acidos graxos livres no efluente, no decorrer dos ensaios realizados.

TABELA 23 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM VALORES REAIS E CODIFICADOS E
RESPOSTA QUANTO A CONCENTRACAO DE ACIDOS GRAXOS LIVRES.

Ensaios Variaveis Acidos Graxos Livres (umol mL"")
pH T(°C) Inéculo (%) Oh 24 h 48 h 72 h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1)  9,80+0,00 15,19+1,47 25,52+0,00 29,58+1,74
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 7,84+0,00 11,76+0,00 21,46+0,49 24,94+0,58
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1)  6,96+0,00 8,12+0,98 20,88+0,00 20,30+0,41
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 5,80+0,00 9,57+0,24 20,30+0,49 22,04+0,98
5 8,0 (1) 30,0 (-1) 10,0 (-1)  8,33+0,49 15,19+0,49 22,62+1,47 26,10+0,58
6 8,0 (1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 8,33+0,49 16,17+0,49 26,10+0,49 27,84+0,00
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1)  6,96+0,00 8,12+0,00 18,56+0,00 21,46+0,40
8 8,0 (1) 40,0 (1) 20,0 (1) 6,67+0,24 8,12+0,00 19,43+0,24 18,2740,45
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0)  11,40+0,60 13,80+0,60 19,50+0,30 31,20+1,20
10 8,3(1,68) 35,0(0) 15,0 (0) 12,60+0,60 14,10+0,30 23,40+0,60 35,40+0,60
11 75(0) 26,6(-1,68) 15,0(0) 12,18+0,49 21,46+0,49 28,13+0,24 33,06+0,87
12 75(0) 43,4(1,68) 15,0 (0) 11,60+0,00 22,91+0,24 29,00+0,00 31,9040,31
13 7,5 (0) 35,0(0) 6,60(-1,68) 14,40+0,00 18,60+0,60 21,00+0,60 26,40+0,00
14 7,5 (0) 35,0(0) 23,4(1,68) 11,40+0,60 14,40+0,00 19,20+0,00 32,40+0,00
15 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 11,60+0,00 17,98+0,49 30,74+0,49 35,40+0,60
16 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 10,44%+0,00 18,56+0,98 30,16+0,98 36,00+1,20
17 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 11,02+0,00 17,98+0,49 30,16+0,00 34,20+0,60

FONTE: O autor (2019).
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Observa-se na Tabela 23 que o melhor resultado obtido ocorreu no ensaio 16,
que corresponde a condi¢cdo do ponto central, com pH 7,5, temperatura de 35 °C e
concentragdo de inoculo de 15%, alcangando uma concentracdo de acidos graxos
livres média de 36,0 pmol mL™".

Com os resultados experimentais obtidos (Tabela 23), ajustaram-se os dados
para a obtencdo de um modelo de regressao linear (eq. 12), relacionando a
concentragdo de acidos graxos livres com os fatores que apresentaram efeitos
significativos no intervalo de confiangca de 95%. O modelo de regresséo (eq. 12),
apresentou R? = 0,5097, significando que 50,97% da variagdo da concentragdo de

acidos graxos livres (umol mL™") é explicada pelo modelo.

Concentragéo de acidos graxos livres (umol mL") = 34,931 — 2,422,pH? — 2,077xT —
2,337xT2 — 3,429 |2 (Eq. 12)

A estimativa dos efeitos das variaveis independentes em relagdo a
concentracao de acidos graxos livres € apresentada no grafico de Pareto (Figura 10).
Os efeitos que estdo a direita da linha vermelha (p-valor =0,05) s&o considerados

significativos para um intervalo de confianca de 95%.

FIGURA 10 — GRAFICO DE PARETO PARA CONCENTRACAO DE ACIDOS GRAXOS LIVRES.

T(@) |—4,4886

PH(Q) |-4,30054
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.

1Lby2L

:

-,386404
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2Lby3L ,2760028

p=,05

FONTE: O autor (2019).

Na Figura 10 indica-se que nos ensaios, avaliando a concentragcao de acidos
graxos livres, o termo linear da concentragéo de indculo, os termos linear e quadratico

da temperatura, bem como o pH em seu termo quadratico influenciaram
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significativamente de forma negativa a concentragcdo de acidos graxos livres em um
nivel de significancia de 95%.

Observa-se na Tabela 24, que para a regressao Fcal> Ftab e tem-se uma
razao Fcal/Ftab maior que 1. Além disso, n&o foi observada significancia na falta de
ajuste, pois a razdo do F calculado pelo F tabelado foi inferior a 1 (BARROS,
SCARMINO e BRUNS, 2007). Ambos os resultados, indicam que o modelo se ajusta

adequadamente aos pontos experimentais e que o modelo é valido.

TABELA 24 - ANALISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA O MODELO DE CONCENTRAGCAO DE
ACIDOS GRAXOS LIVRES.

Fonte de Variagao Son!a_ C-_iraus de Médja_ Feal Ftab Fcal/Ftab
Quadratica Liberdade Quadratica (95%) (95%)

Regressao 341,735 4 85,434 252,60 3,18 79,46

Residuos 4,397 13 0,338

Falta de ajuste 252,352 10 25,235 7,31 8,78 0,83

Erro puro 10,350 3 3,450

Total 535,780 17 31,516

FONTE: O autor (2019).

A superficie de resposta apresentada na Figura 11a representa o modelo
linear obtido para a concentragao de acidos graxos livres em fungédo da concentragao
de in6culo e da temperatura, e a Figura 11b representa o grafico de contorno para a

concentracao de acidos graxos livres em fungéo da concentragao de inéculo e do pH.

FIGURA 11 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA A CONCENTRACAO DE ACIDOS GRAXOS
LIVRES EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE INOCULO E TEMPERATURA (A). GRAFICO DE
CONTORNO PARA CONCENTRACAO DE ACIDOS GRAXOS LIVRES EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DE INOCULO E PH (B).
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FONTE: O autor (2019).
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Na superficie de resposta e no grafico de contorno nota-se que um pico foi
observado, que representa o ponto 6timo do processo, correspondendo as condi¢des
do ponto central do planejamento (35 °C, pH 7,5 e 15% de in6culo).

No estudo de Kempka et al. (2018), ao avaliar as melhores condigbes para
hidrdlise de lipideos presentes em efluente de frigorifico de suinos, comparando uma
fosfolipase comercial livre e uma imobilizada, também observaram a maximizagao da
liberagdo de acidos graxos para enzima livre e imobilizada nas condi¢des
experimentais do ponto central do planejamento que corresponderam a temperatura
de 36 °C, pH 8,5 e 1,1% de enzima, com valor chegando a 34 uymol mL"" de acidos
graxos para a fosfolipase imobilizada, valor este préoximo ao obtido no presente
estudo.

Mobarak-Qamsari et al. (2012) estudaram o efeito do pré-tratamento de
efluentes lacteos sintéticos com teor de gordura total de 1000 mg/L utilizando extrato
enzimatico de Pseudomonas aeruginosa, e observaram que na condicdo de
otimizacdo do pré-tratamento (45 °C, 10% de in6culo v/v, 48 h) em torno de
20 pmol mL-"de acidos graxos livres foi obtido. Rigo et al. (2008), encontraram as
melhores conversdes a 45 °C apos 24 h (39,5 uymol mL") usando 5% da enzima
comercial Lipolase 100T para a hidrolise de aguas residuais de industria de
processamento de carne suina, valor este proximo ao obtido neste estudo em 72 h,
isto sugere que o indculo utilizado apresenta grande potencial, visto que no estudo de
Rigo et al.(2008), os autores utilizaram uma enzima comercial.

Kempka, Celuppi e Revello (2013) obtiveram valores de acidos graxos
liberados proximos a 32 umol mL™" utilizando lipase, e observaram 90% de remogéo
de DQO no tratamento bioldgico subsequente. Leal et al. (2006), ao estudarem a
hidrélise de efluente de laticinio contendo 1000 mg L' de O&G utilizando lipase,
testaram trés diferentes temperaturas (25, 35 e 45 °C), otimizando o processo de
hidrélise em 35 °C, chegando a valores préximos a 10 ymol mL™" de acidos graxos
livres em 24 h de reacao.

Segundo trabalhos da literatura, a biodegradabilidade de &cidos graxos
aumenta com o decréscimo do comprimento da cadeia de carbono e com o aumento
do grau de insaturagdo das mesmas, uma vez que acidos graxos saturados sao
menos soluveis do que os acidos graxos insaturados, eles sdo menos acessiveis as
células microbianas e, portanto, sdo degradados a uma taxa mais lenta
(BROOKSBANK, LATCHFORD e MUDGE, 2007; SAYGUN, SAHIN-YESILCUBUK e
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ARAN, 2014). No entanto, ja foi relatado que bactérias Gram-negativas podem
também utilizar acidos graxos de cadeia longa como fonte de carbono. Eles séo
degradados a acidos graxos livres e glicerol, que posteriormente durante a via de [3-
oxidagao, podem ser hidrolisados em acetil-coA e acetato, que pode ser oxidado a
diéxido de carbono e agua (RATLEDGE, 1992; TANG et al.,, 2012; TZIRITA,
PAPANIKOLAOU e QUILTY, 2018).

Valente et al. (2010) estudaram a producao de acidos graxos livres durante a
hidrélise de gorduras presentes no efluente de industria de pescado (1500 mg L-' de
0&G, 30 °C) com diferentes teores de preparados enzimaticos solidos (PES 0,2,0,5 e
1,0% m/v). Foi observada pequena diferengca entre os acidos graxos livres no
experimento controle (10 pmol mL-', sem adigdo de PES) e naqueles com efluente
contendo a enzima lipase (11 pmol mL"' com 1% de PES). Segundo os autores, os
baixos valores de produgéo de acidos graxos no meio reacional se devem ao fato de
haver produ¢do e consumo simultdneos. Os microrganismos adicionados no efluente,
podem utilizar os acidos graxos liberados na hidrolise como substrato, reduzindo sua

concentracdo no meio (LEAL et al., 2002).

5.7.10 Proteina Solulvel

Analisando os resultados obtidos de DQO foi observado que a maior eficiéncia
de remocgado nos tratamentos foi no ensaio 7 de 67%. Ao considerar que a DQO
abrange a matéria organica do efluente, sendo esta composta por O&G, proteina e
carboidrato (PEREIRA et al., 2006; BUSTILLO-LECOMPTE e MEHRVAR, 2015),
optou-se por investigar se ocorreu remogao de proteina do efluente.

Na Tabela 25 observa-se a matriz do delineamento experimental, com os
niveis de cada variavel (pH, temperatura e concentragao de indculo) e os resultados

obtidos para concentracao de proteina soluvel, nos tempos de 0 he 72 h.
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TABELA 25 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM VALORES REAIS E CODIFICADOS E
RESPOSTA QUANTO A CONCENTRACAO DE PROTEINA SOLUVEL E EFICIENCIA DE REMOCAO.

Variaveis Proteina Soldvel (mg L™) Rer(r;/o)gao
Ensaios el °

pH T (°C) “‘(’OZL)' ° Oh 72 h 72 h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1)  4359,11+57,51 266,58+5,11 93,88
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 3824,49+69,48 294,27+7,90 92,31
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1)  3445,37+12,78 273,61+1,92 92,06
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 2883,07+20,87 166,90+7,30 94,21
5 8,0 (1) 30,0 (-1) 10,0 (-1)  4065,18+31,95 264,66+1,92 93,49
6 8,0 (1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 3656,23+19,17 252,52+2,56 93,09
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1)  3215,34+76,68 173,93+1,92 94,59
8 8,0 (1) 40,0 (1) 20,0 (1) 1801,06£12,05 148,58%1,59 91,75
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 4212,14%36,15 196,29+2,761 95,34
10 8,3 (1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 4339,94+12,78 255,72+0,64 94,11
11 7,5 (0) 26,6 (-1,68) 15,0 (0) 4461,3416,39  310,67%4,47 93,04
12 7,5 (0) 43,4 (1,68) 15,0 (0) 4026,84+57,51 476,8114,47 88,16
13 7,5 (0) 35,0 (0) 6,60 (-1,68) 4310,1246,02  235,48%4,82 94,54
14 7,5 (0) 35,0 (0) 23,4 (1,68) 3534,82+25,56 258,91+3,76 92,68
15 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 4454,95+38,34 286,60+2,41 93,57
16 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 4435,7846,39  293,42+1,28 93,39
17 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 4525,24+57,51 305,56+0,64 93,25

FONTE: O autor (2019).

Observa-se na Tabela 25 que elevada remocéao de proteina soluvel foi obtida.
A eficiéncia de remogao variou de 91,7 a 95,3%. O melhor resultado obtido ocorreu
no ensaio 9, correspondendo as condi¢des de pH 6,7, temperatura de 35 °C e 15% de
concentragcdo de indculo, obtendo 95,3% de remocdo de proteina soluvel.
Possivelmente a produgédo de protease foi induzida pela presencga significativa de
proteina no efluente (4805,7 +51,3 mg mL™"), servindo como substrato para a secregio
de tal enzima.

Com os resultados experimentais obtidos (Tabela 25), ajustaram-se os dados
para a obtengcdo de um modelo de regressao linear (eq. 13), relacionando a eficiéncia
de remocao de proteina soluvel com os fatores que apresentaram efeitos significativos
no intervalo de confianga de 95%. O modelo de regressao, apresentou R?=0,6921, o
que representa que 69,21% da variagcao da eficiéncia de remocgao de proteina soluvel

(%) é explicada pelo modelo apresentado.

Remocéo de Proteina soltvel (%) = 93,301 + 0,594xpH?— 0,612xT — 0,926xT2 — 0,424l
— 0,476xpHxl (Eq. 13)

A estimativa dos efeitos das variaveis independentes em relagéo a eficiéncia

de remocéo de proteina soluvel é ilustrada no grafico de Pareto (Figura 12). Os efeitos
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que estao a direita da linha vermelha (p-valor =0,05) sdo considerados significativos

para um intervalo de confianga de 95%.

FIGURA 12 - GRAFICO DE PARETO PARA EFICIENCIA DE REMOGCAO DE PROTEINA SOLUVEL.

@T(L) ‘-1{);5047

pH(Q) |9‘098??8

@) \77,27354

1Lby3L |ﬁ‘25547

Q@) 2313447
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(1)pH(L) -1,93p47

1Lby2L - 527695

FONTE: O autor (2019).

Analisando a Figura 12 percebe-se que as variaveis temperatura em seu
termo linear e quadratico, pH em seu termo quadratico, concentragcao linear e a
interacdo entre pH e concentragdo de indculo influenciaram significativamente a
eficiéncia de remocéo de proteina soluvel em um nivel de significancia de 95%.

Observa-se na Tabela 26, que para a regressao Fcal> Ftab e tem-se uma
raz&o Fcal/Ftab maior que 1. Entretanto, verifica-se que a falta de ajuste é significativa,
pois Fcalc é consideravelmente maior que Ftab. Ambos os resultados, além do
coeficiente de determinagdo do modelo baixo (R? = 0,6921), indicam que o modelo

nao se ajusta adequadamente aos pontos experimentais e que o modelo ndo é valido.

TABELA 26 - ANALISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA A PROTEINA SOLUVEL.

Fonte de Variagcao Som'a. C-.iraus de Méd'ia. Feal Ftab Fcal/Ftab
Quadratica Liberdade Quadrética (95%)  (95%)

Regressao 24,139 5 4,828 13,18 3,11 4,24

Residuos 4,397 12 0,3664

Falta de ajuste 12,4054 9 1,378 29,72 8,81 3,37

Erro puro 0,1391 3 0,046

Total 40,7472 17 2,397

FONTE: O autor (2019).

Entretanto, apesar da nao validagao do modelo, € possivel avaliar a influéncia
das variaveis independentes sobre a eficiéncia de remogao de proteina soluvel a partir

das superficies de resposta, indicando a dire¢cao a ser tomada numa proxima etapa.
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Na Figura 13 é apresentada a superficie de resposta obtida para a eficiéncia
de remocado de proteina soluvel em fungdo da concentracdo de indculo e da
temperatura (13a), e o grafico de contorno em fungdo do pH e da concentragcéo de
indculo (13b).

FIGURA 13 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA EFICIENCIA DE REMOGAO DE PROTEINA
SOLUVEL EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE INOCULO E TEMPERATURA (A). GRAFICO DE
CONTORNO PARA EFICIENCIA DE REMOCAO DE PROTEINA SOLUVEL EM FUNGCAO DA
CONCENTRACAO DE INOCULO E PH (B).
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FONTE: O autor (2019).

Foram constatadas as maiores remogdes de proteina soluvel utilizando
temperatura em torno de 35 °C, menor concentragéao de inéculo e maiores valores de
pH, obtendo-se também remocgdes intermediarias em minima condicédo de pH e
maxima de concentracio de indculo.

Proteases sdo enzimas hidroliticas que atuam clivando ligagdes peptidicas
entre residuos de aminoacidos, sendo industrialmente uteis (INCA-TORRES, 2018).
Ao considerar que os efluentes de abatedouros contém uma quantidade significativa
de matéria organica biodegradavel composta principalmente de proteina e lipideos, &
de grande importancia ter proteases presentes na hidrdlise de proteinas destes
efluentes, visto que tais enzimas sao capazes de remover DQO e sélidos de aguas
residuais (DUARTE et al., 2015; RASIT e KUAN, 2018). A remocao de proteinas pode
também estar associada a remocao de lipideos devido a formacao de complexos
lipidico- proteicos (ALLIE et al., 2003).

Sonune e Garode (2018) verificaram atividade lipolitica e proteolitica nos
microrganismos Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Enterobacter aerogenes e

Enterobacter intermedius isolados de aguas residuais municipais, e observaram que
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a produgao de protease aumentou de 24 para 72 h de incubagao em todos os isolados.
Abd-alla, Jasim e Hussein (2014) estudaram o isolamento de microrganismos
produtores de protease de amostras de agua e peixe, e observaram atividade
proteolitica de 31,01 U mg™" de proteina para o isolado de A. hydrophila. Yasin,
Sanchez-Torres e Maeda (2014) ao avaliar o uso de isolados de Pseudomonas e
Aeromonas hydrophila no tratamento de residuos de lodo ativado observaram que tais
bactérias s&o capazes de produzir as enzimas lipase e protease, apresentando
aumento na atividade de protease com a elevagao da temperatura para 30 °C. Além
disso, verificaram que o0 aumento da atividade de protease e lipase nos primeiros 10
dias de reacdo promoveu a liberacdo de outros componentes, como proteinas e
carboidratos, os quais foram posteriormente degradados por proteases em
aminoacidos, resultando na redugao de proteina apos 20 dias de incubacgéo.

Segundo a literatura as enzimas protease e lipase possuem capacidade de
degradar moléculas complexas de residuo de lodo ativado em estruturas mais
simples, resultando em matérias organicas soluveis (SHENG et al., 2010; RANI et al.,
2012). A secrecao de proteases em amostras de lodo de esgoto aumentou a hidrélise
do mesmo, decorrente do aumento da clivagem proteolitica das ligagdes peptidicas,
como relatado por Maeda et al. (2011).

Mendes, Pereira e Castro (2006) observaram que a presenga de enzimas
proteases auxiliam no tratamento de efluentes ricos em gorduras e proteinas, como
nos efluentes de laticinios. Os autores verificaram que em 24 h de pré-tratamento com
0,5% (p/v) de uma preparacao de lipase de pancreas suino, pH 8,0 e, 37 °C em torno
de 31% de proteina foi hidrolisada. Ja ao submeter este efluente pré-hidrolisado em
biodigestdo anaerdbica por 15 dias, a temperatura de 35 °C foi obtido 89,6% de
remogao de proteina, valor este, inferior a maxima remogao proteica obtido no
presente estudo (95,3%), mostrando que o indculo utilizado apresenta grande
potencial de remocgao de proteina de efluentes ricos em matéria organica.

No estudo de Keffala et al. (2017), os autores avaliaram a biodegradacéo de
efluentes de laticinios utilizando um consércio contendo o0s microrganismos
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus casei isolados de lodo ativado de planta
leiteira, com temperatura de 30 °C, pH 7-8, e 150 rpm e verificaram que a maior
reducdo do teor de proteina foi de 78 e 76%, respectivamente, com taxa de indculo
de 5 e 10% (v/v) apds 25 dias de reagao. Goldwyn et al. (2013), observaram que a

bactéria isolada do género Bacillus removeu o conteudo proteico de aguas residuarias
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de laticinios na faixa de 60-93% apds 14 dias, devido a alta taxa de atividade

proteolitica, que geralmente € encontrada nestes microrganismos.

5.7.11 pH

Na Tabela 27 observa-se a matriz do delineamento experimental, com os
niveis de cada variavel (pH, temperatura e concentragéo de indculo) e os resultados

obtidos para o pH, no decorrer dos ensaios realizados.

TABELA 27 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM VALORES REAIS E RESPOSTA QUANTO AO
pH.

Ensaios Variaveis pH

pH T (°C) Inéculo (%) 24 h 48 h 72 h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 7,06 7,40 8,05
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 7,07 7,28 7,22
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 7,20 7,82 8,40
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 7,29 8,18 7,49
5 8,0(1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 7,08 7,27 7,67
6 8,0 (1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 7,08 7,48 7,64
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 7,32 7,77 8,10
8 8,0(1) 40,0 (1) 20,0 (1) 7,46 7,65 7,99
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 6,92 7,06 7,19
10 8,3 (1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 6,87 7,14 7,63
11 7,5 (0) 26,6 (-1,68) 15,0 (0) 7,30 8,01 7,85
12 7,5 (0) 43,4 (1,68) 15,0 (0) 6,87 7,37 7,61
13 7,5 (0) 35,0 (0) 6,60 (-1,68) 6,84 7,29 7,43
14 7,5 (0) 35,0 (0) 23,4 (1,68) 6,83 7,05 7,60
15 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 7,26 7,39 7,65
16 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 7,24 7,87 7,72
17 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 7,46 7,65 8,03

FONTE: O autor (2019).

Galaction et al. (2012) relataram que variagcbes no pH podem afetar a
degradacéao de lipidios por microrganismos. Desta forma, as variagbes no pH foram
monitoradas durante o pré-tratamento.

Pode ser observado na Tabela 26 que em alguns ensaios em 24 h ocorreu
um ligeiro decréscimo no pH, essa diminuigdo pode ser devido ao aumento da
concentragdo de acidos graxos livres formados pela hidrolise dos triglicerideos
presentes no efluente. A liberacdo de ions H* pelas células para o meio reacional
também contribui para a reducédo do pH (LOPERENA et al., 2007). Ap6s 24 h, o pH
apresentou um pequeno aumento, que pode ter sido causado devido a degradagéao
de acidos graxos e organicos com grupos COO- e OH (KRISHNAN e VALSA, 2015).

Ou ainda, este aumento pode estar associado a degradacdo de proteinas e
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aminoacidos presentes na agua residuaria em amonia, que causa o aumento do pH
(LOPERENA et al., 2007; RAJAKUMAR et al., 2012).

No estudo de Sonune e Garode (2018) também foi relatado queda no pH
inicial e posterior aumento no estudo da biodegradagéo de aguas residuais municipais
utilizando bactérias isoladas do proprio residuo. Alves et al. (2019), observaram que
os valores médios de pH diminuiram ligeiramente apds a hidrélise enzimatica, de 7,32-
7,81 para 6,64-6,89, como consequéncia da liberagao de acidos graxos livres.

No entanto, apesar destas variagdes observadas, o valor do pH dos ensaios
permaneceu dentro do padrao estabelecido pelas Resolugdo CONAMA 430 (2011), a
qual determina que o pH deve estar entre 5 e 9, e ainda manteve-se na faixa de pH
otimos para atividade da lipase (MOBARAK-QAMSARI et al., 2012; SAADATULLAH
et al., 2018; PRASAD e MANJUNATH, 2012). Além disso, para que o efluente possa
ser posteriormente submetido a digestdo anaerdbia o recomendado € que o pH né&o
se encontre acima de 8,5, visto que acima deste valor pode ocorrer a saponificacéo

ou emulsificacdo do efluente durante o tratamento anaerébio (ALVES et al.,2019).
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste estudo para a caracterizacdo do efluente,
como concentragido de O&G de 2553,3 mg L' e DQO de 8914,4 mg L', pode ser
concluido que a agua residuaria de abatedouro bovino apresenta alto potencial de
impacto ambiental, necessitando de um eficiente tratamento para se adequar aos
padrbées de langamentos exigidos pela legislag&o vigente.

Foi possivel isolar seis microrganismos com atividade lipolitica do efluente,
sendo que destes a bactéria que apresentou a maior atividade enzimatica
(2,46 U mL"), e identificada como Aeromonas hydrophila, mostrou potencial para
utilizagdo como indculo no pré-tratamento da agua residuaria em estudo, uma vez que
ja se apresenta adaptada ao residuo com caracteristicas especificas.

Pelo delineamento experimental utilizado no pré-tratamento enzimatico foi
observado que as maiores remogdes de DQO, O&G e proteina soluvel obtidas foram
de 67%, 59% e 95%, respectivamente, decorridos 72 h de reagdao. Os ensaios
realizados demonstraram que diferentes condicdes de temperatura, pH e
concentragao de indculo possuem efeito significativo para redugéo de tais parametros.

Diante disso, a utilizacdo de lipases produzidas por bactérias, como
Aeromonas hydrophila, se mostra uma alternativa promissora no pré-tratamento de
efluentes de abatedouro bovino, pois além de ser uma opgao que proporciona redugao
de custos quando utilizada na sua forma bruta, apresenta significativa diminuigao do

potencial poluidor de tais efluentes.
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SUGESTOES

A partir deste trabalho, ressalta-se a necessidade de mais estudos, incluindo:

Aprofundar pesquisas que analisem o metabolismo microbiano.

Avaliar o pré-tratamento do efluente utilizando como in6éculo um consércio de
bactérias produtoras de lipase, como da espécie Bacillus licheniformis.

Encontrar o ponto de maxima remocao de DQO, O&G e proteina soluvel.

Avaliar o pré-tratamento utilizando outros valores para os niveis das variaveis
independentes, visando a maximizacdo dos parametros.

Comparar o desempenho do inéculo de microrganismos isolados do efluente e um
produto comercial.

Avaliar a utilizagao de amostra de efluente autoclavado, verificando a influéncia do
tratamento enzimatico sem a presenga dos microrganismos naturalmente
presentes no efluente.

Analisar o uso de biossurfactante no sistema de pré-tratamento.

Determinar a atividade proteolitica das bactérias isoladas.

Realizar a purificagdo e concentragao das enzimas produzidas.
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TABELA 1 — DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS DE ATIVIDADE LIPOLITICA PARA
OS ENSAIOS CONTROLE.

Ensaios Variaveis Atividade lipolitica (U mL"")
pH T (°C) Inéculo (%)| Oh 24 h 48 h 72 h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 0,25+0,00 0,37+0,04 0,77+0,05 0,97+0,00
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 0,33+0,00 0,16+0,00 0,77£0,05 1,11£0,05
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1)  0,05+0,00 0,00+0,05 0,53+0,05 0,77+0,10
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 0,02+#0,02 0,00+0,00 0,53+0,05 0,73+0,00
5 8,0 (1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 0,25+0,00 0,25+0,00 0,68+0,05 0,87+0,10
6 8,0 (1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 0,22+0,02 0,29+0,04 0,51+0,02  1,11+0,05
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1)  0,00+0,02 0,07+0,00 0,48+0,00 0,82+0,05
8 8,0 (1) 40,0 (1) 20,0 (1) 0,05+0,05 0,00+0,05 0,48t0,10 0,68+0,00
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 0,30+0,00 0,30+0,05 0,15+0,00 0,35+0,00
10 8,3(1,68) 35,0(0) 15,0 (0) 0,154#0,05 0,10+0,05 0,40+0,00  0,40+0,05
11 75(0) 26,6(-1,68) 15,0(0) 0,10+0,00 0,05+0,05 0,73+0,00 0,65+0,02
12 7,5(0) 43,4(1,68) 15,0 (0) 0,104+0,00 0,48+0,05 0,63+0,05 0,5310,05
13 7,5 (0) 35,0(0) 6,60(-1,68) 0,10+0,00 0,15+0,00 0,20+0,00  0,35+0,00
14 7,5 (0) 35,0(0) 23,4 (1,68) 0,15+0,05 0,00+0,00 0,15+0,05 0,30+0,05
15 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 0,39+0,05 0,70+0,00 0,63+0,00 1,00£0,00
16 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 0,39+0,05 0,22+0,00 0,82+0,00 1,10£0,10
17 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 0,24+0,00 0,31+0,10 0,87+0,05 0,95+0,05

TABELA 2 — DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM RESULTADOS QUANTO A CONCENTRAGAO
DE DQO PARA OS ENSAIOS CONTROLE.

Ensaios Variaveis DQO (mg L")
pH T (°C) Inéculo (%) I 0Oh 24 h 48 h 72 h

1 7,0 30,0 10,0 8920,0+50,0 8436,7+0,0 9086,7+483,3 7153,3£316,7
2 7,0 30,0 20,0 8686,7+50,0 8970,0+66,7 9453,3150,0 5793,3+66,7
3 7,0 40,0 10,0 5686,7+300,0 5726,7+266,7 4626,7+33,3 3626,7+0,0

4 7,0 40,0 20,0 6586,7+733,3 5426,7+33,3 5160,0+0,0 4510,0+183,3
5 8,0 30,0 10,0 8903,3+33,3 9103,3+100,0 10103,3£33,3 6376,7+16,7
6 8,0 30,0 20,0 9020,0+16,7 9036,7+33,3 9336,7+0,0 6610,0+16,7
7 8,0 40,0 10,0 6553,3+166,7 5276,7+183,3 4143,3£183,3 3260,0+66,7
8 8,0 40,0 20,0 6020,0+33,3 5576,7+16,7 3826,7+33,3 2860,0+200,0
9 6,7 35,0 15,0 8793,3+66,7 8450,0+50,0 8666,7+33,3 8533,3+66,7
10 8,3 350 15,0 8776,7+50,0 7666,7+0,0 7955,6+88,9 8716,7+16,7
11 75 26,6 15,0 8176,7+50,0 7826,7+100,0 7476,7+16,7 5993,3+200,0
12 75 434 15,0 8393,3+0,0 8893,3£133,3 8493,3+£300,0 8043,3+116,7
13 7,5 35,0 6,60 8643,3+16,7 8733,3t33,3 8866,7+33,3 8733,31£0,0

14 7,5 35,0 23,4 9076,7+16,7 8100,0+66,7 9016,7+83,3 7966,7+100,0
15 75 350 15,0 8743,3x16,7 8743,3%16,7 8410,0£50,0 8350,0+383,3
16 75 350 15,0 8793,3+0,0 8810,0+50,0 8343,3+16,7 8144,4+311,1
17 7,5 35,0 15,0 8926,7+33,3 8793,3+0,0 8360,0+33,3 8811,1+22,2
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TABELA 3 — DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM RESULTADOS QUANTO A CONCENTRAGAO
DE O&G PARA OS ENSAIOS CONTROLE.

Ensaios Variaveis Oleos e Graxas (mg L)
pH T (°C) Inéculo (%) I Oh 24 h 48 h 72 h
1 7,0 30,0 10,0 3360,0+40,0 1120,0+13,3 1913,3+113,3 713,316,7
2 7,0 30,0 20,0 3213,3£226,7 1740,0+86,7 1386,7+80,0 1540,046,7
3 7,0 40,0 10,0 2213,3+240,0 1453,310,0 1993,3+140,0 1046,7+73,3
4 7,0 40,0 20,0 2113,3+£73,3 1846,7+20,0 2046,7+33,3 1580,0+60,0
5 8,0 30,0 10,0 2860,0£33,3 1713,3£33,3 2300,0+86,7 2193,3%6,7
6 8,0 30,0 20,0 2533,3+13,3 2680,0£106,7 1766,7+33,3 1920,0+66,7
7 8,0 40,0 10,0 1740,0+£273,3 1513,3+6,7 1686,7+60,0 1453,3+120,0
8 8,0 40,0 20,0 1373,3+26,7 1280,0+80,0 1293,3+213,3 1073,3%6,7
9 6,7 35,0 15,0 2193,3x73,3 1800,0+40,0 1313,3+13,3 1140,0+20,0
10 8,3 35,0 15,0 2093,3+173,3 2066,7+106,7 1566,7+60,0 1120,0+£106,7
11 7,5 26,6 15,0 2440,0+66,7 2246,7+20,0 2486,7+46,7 1873,3£126,7
12 7,5 43,4 15,0 2866,7+40,0 2153,3%6,7 1713,3x20,0 1733,3%£200,0
13 7,5 35,0 6,60 2560,0+186,7 2313,3+6,7 1426,7+13,3 1260,0+60,0
14 7,5 35,0 23,4 2806,7+46,7 2506,7+106,7 1606,7t60,0 1273,3+33,3
15 7,5 35,0 15,0 2926,7+20,0 2106,7+93,3 1633,3+x46,7 1226,7+0,0
16 7,5 35,0 15,0 3273,3+26,7 2486,7+46,7 1666,7+26,7 1366,7+46,7
17 7,5 35,0 15,0 2600,0+66,7 2153,3+20,0 2273,3+46,7 693,3+40,0

TABELA 4 — DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM RESULTADOS QUANTO A CONCENTRAGAO
DE ACIDOS GRAXOS LIVRES PARA OS ENSAIOS CONTROLE.

Ensaios Variaveis Acidos Graxos Livres (umol mL"")
pH T (°C) Inéculo (%) | 0h 24 h 48 h 72 h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1)  8,08+0,25 15,68+1,96 27,84+0,98 31,32+0,58
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 8,567+0,25 15,19+0,49 20,88+0,00 33,64+0,00
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1)  5,80+0,00 7,54+0,49 20,88+0,00 22,91+0,00
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 5,80+0,00 8,99+0,49 20,88+0,00 22,04+0,49
5 8,0 (1) 30,0 (-1) 10,0 (-1)  8,82+0,00 17,64+0,25 20,88+0,00 32,48+0,19
6 8,0 (1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 8,82+0,00 17,15+0,98 26,10+0,00 31,32+0,00
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1)  6,67+0,00 8,12+0,49 20,30+0,49 21,17+1,16
8 8,0 (1) 40,0 (1) 20,0 (1) 6,96+0,25 8,41+0,00 18,56+1,47 20,88+0,11
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 11,40+0,00 13,5040,25 21,00+0,00 29,40+0,18
10 8,3(1,68) 35,0(0) 15,0 (0) 12,60+0,60 13,80+0,30 22,20+0,60 29,40+0,60
11 75(0) 26,6(-1,68) 150(0) 12,18+0,60 20,88+0,60 22,62+0,60 26,68+0,60
12 75(0) 43,4(1,68) 15,0 (0) 12,76+0,49 23,78+0,00 27,26+3,43 31,32+6,08
13 7,5(0) 35,0(0) 6,60(-1,68) 11,40+0,00 18,00+0,49 20,40+0,49 24,00+1,44
14 7,5 (0) 35,0(0) 23,4(1,68) 12,00+0,60 15,00+0,00 21,90+1,20 27,00+0,00
15 7,5(0) 35,0 (0) 15,0 (0)  11,0240,00 23,20+0,60 26,10+0,30 32,40+0,60
16 7,5(0) 35,0 (0) 15,0 (0)  10,7340,25 20,88+0,98 23,20+0,00 30,60+0,60
17 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0)  10,44+0,00 19,72+0,00 22,04+0,00 31,20+0,00
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TABELA 5— DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM RESULTADOS QUANTO A CONCENTRAGAO
DE PROTEINA SOLUVEL PARA OS ENSAIOS CONTROLE.

Ensaios Variaveis Proteina Soluvel (mg L")
pH T (°C) Inéculo (%) Oh 72 h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 5668,28+100,39 543,37+15,94
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 5790,45+42,94 558,03+23,77
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 3904,12+149,51 398,23+13,19
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 4207,11£190,15 661,14£16,77
5 8,0 (1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 6264,48+62,20  585,40+9,80
6 8,0 (1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 6826,47+27,64 512,58+10,80
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 5536,33+96,01 643,55+£10,46
8 8,0 (1) 40,0 (1) 20,0 (1) 4651,81+11,97  506,72+1,83
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 6103,21+29,32  499,39+5,86
10 8,3 (1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 5663,39+14,66  469,58+6,33
11 7,5 (0) 26,6 (-1,68) 15,0 (0) 6198,50+21,99 512,58+12,29
12 7,5 (0) 43,4 (1,68) 15,0 (0) 5186,92+65,97 495,97+11,50
13 7,5 (0) 35,0 (0) 6,60 (-1,68) 6315,79+124,62 489,62+2,49
14 7,5 (0) 35,0 (0) 23,4 (1,68) 5311,54+£158,35 526,76+8,29
15 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 6758,05+59,05 570,25+55,66
16 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 6997,51+29,32  521,87+9,68
17 7,5(0) 35,0 (0) 15,0 (0) 7166,10+95,29 480,82+14,63

TABELA 6— DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM RESULTADOS DE PH PARA OS ENSAIOS
CONTROLE.

Ensaios Variaveis pH

pH T (°C) Inéculo (%) 24 h 48 h 72 h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 7,47 7,67 7,90
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 7,20 8,38 8,06
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 7,26 7,93 8,18
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 7,31 7,65 7,60
5 8,0(1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 7,30 7,43 7,88
6 8,0(1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 7,45 7,42 8,36
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 7,81 7,46 7,94
8 8,0(1) 40,0 (1) 20,0 (1) 7,42 7,37 8,06
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 6,81 7,05 7,34
10 8,3 (1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 7,05 7,31 7,35
11 7,5 (0) 26,6 (-1,68) 15,0 (0) 7,30 7,52 7,75
12 7,5 (0) 43,4 (1,68) 15,0 (0) 7,15 7,29 7,57
13 7,5 (0) 35,0 (0) 6,60 (-1,68) 6,78 7,11 7,32
14 7,5 (0) 35,0 (0) 23,4 (1,68) 7,05 7,18 7,40
15 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 7,11 7,29 7,42
16 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 7,00 7,05 7,57
17 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 7,00 7,32 7,61




