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Resumo

Devido ao aumento do volume de efluentes gerados por abatedouros de peixes, &
fundamental a busca por tratamentos mais eficientes, visto que em sua grande maioria estes
residuos sdo descartados em corpos hidricos. Tratamentos alternativos se apresentam como
forma de minimizar esse impacto como, por exemplo, o uso de bactérias lipoliticas no pré-
tratamento de efluentes que apresentam elevadas concentra¢des de gordura. Sua aplicacao é
de grande interesse, visto que as enzimas lipoliticas, produzidas por bactérias, realizam a
catalise das rea¢fes quimicas na quebra de gorduras. Diante disso, o objetivo do trabalho
foi avaliar o pré-tratamento de efluente de abatedouro de peixes, por meio de bactérias
produtoras de lipases. Foram utilizados seis tratamentos contendo uma bactéria isolada do
efluente e as bactérias Bacillus megaterium e Staphylococcus warneri, além da combinacgéo
destas. Apds 72 h de tratamento, com 10% de indculo, foram avaliados os pardmetros de:
Oleos e Graxas (O&G), Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e pH. Para remogéo de
O&G, o tratamento mais eficiente, foi o contendo Bacillus megaterium, com 87,44% de
remocdo, enquanto, a menor eficiéncia foi do tratamento contendo Bacillus megaterium e
Staphylococcus warneri (50%). Quanto ao parametro de DQO, o melhor tratamento foi o
contendo Bacillus megaterium, com 72,72% de eficiéncia, e a menor remocdo foi do
tratamento contendo a bactéria isolada do efluente (25,25%). Quanto ao pH, houve baixas
variagdes nos tratamentos. Com base nos resultados obtidos, constata-se que o efluente de
abatedouro de peixes é uma excelente fonte para a obtencdo de microrganismos produtores
de lipase e que a utilizacdo de enzimas, como as lipases bacterianas em seu tratamento, se
mostra uma 6tima alternativa.

Palavras- chave: Bacillus megaterium. Staphylococcus warneri. Enzimas

Abstract

EFFECTIVENESS OF LIPOLYTIC BACTERIA IN THE ENZYMATIC PRE-TREATMENT
OF FISH SLAUGHTER EFFLUENT

Due to the increase in the volume of effluents generated by fish abattoirs, it is essential to
search for more efficient treatments, since the vast majority of these residues are discarded
in water bodies. Alternative treatments are presented as a way to minimize this impact, such
as the use of lipolytic bacteria in the pre-treatment of effluents with high fat concentrations.
Its application is of great interest, since lipolytic enzymes, produced by bacteria, catalyze
chemical reactions in the breakdown of fats. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the pre-treatment of fish slaughterhouse effluent using lipase-producing bacteria.
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Six treatments were used, containing a bacterium isolated from the effluent and the bacteria
Bacillus megaterium and Staphylococus warneri, in addition to a combination of these.
After 72 h of treatment, with 10% inoculum, the following parameters were evaluated: Oils
and Grease (O&G), Chemical Oxygen Demand (COD) and pH. For O&G removal, the
most efficient treatment was the one containing Bacillus megaterium, with 87.44% of
removal, while the lowest efficiency was the treatment containing Bacillus megaterium and
Staphylococcus warneri (50%). As for the COD parameter, the best treatment was the one
containing Bacillus megaterium, with 72.72% efficiency, and the smallest removal was the
treatment containing the bacteria isolated from the effluent (25.25%). As for pH, there were
low variations in treatments. Based on the results obtained, it appears that fish
slaughterhouse effluent is an excellent source for obtaining lipase-producing
microorganisms and that the use of enzymes, such as bacterial lipases in its treatment, is an
excellent alternative.

Keywords: Bacillus megaterium. Staphylococcus warneri. Enzyme.

1 INTRODUCAO

O aumento da procura, por alimentos proteicos provenientes da piscicultura,
desencadeou 0 aumento da producéao e do processamento do pescado. A producéo de tilapia
se destaca, agregando 60% da producéo total da piscicultura no Brasil, sendo considerada
uma atividade de alta intensidade tecnologica (PEDROZA et al., 2020). O Oeste do Parand,
é considerado um dos principais pélos de producdo de tildpia no Brasil, apresentando
diversos criadores de formas jovens da tilapia, assim como, a presenca de inddstrias de
beneficiamento e fabricas de racdo para o processamento desta producdo (PEDROZA et al.,
2020).

A expansdo da produtividade de tilapia no Brasil, gerou a criagdo de novos locais de
abate, com aguas residuarias carregadas de matéria organica, proveniente dos processos da
industria. Os residuos solidos sdo transformados em subprodutos como farinha, 6leo de
pescado, racdo animal, entre outros (AGUIAR; LIMBERGER; SILVEIRA, 2014). E todo
efluente liquido, deve ser tratado de forma adequada e lancado em corpos hidricos

respeitando a legislacé@o vigente, minimizando os impactos ao meio ambiente.
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Por conta dos altos volumes de efluentes liquidos gerados, a questdo ambiental vem
ganhando cada vez mais espaco junto a essa atividade. Devido principalmente a
composicdo do efluente, que apresenta elevada carga de gordura. Por conta disso, a
legislagdo em vigor apresenta diversos limites para os parametros do efluente tratado,
havendo a necessidade do envio de laudos técnicos, atestando a qualidade do tratamento,
assim como, a renovacao de licencas ambientais por parte da empresa.

Com a necessaria preocupacdo ambiental, e para reduzir os impactos da expansao
industrial das ultimas décadas, existem diversos tratamentos alternativos, visando uma
melhora na qualidade dos tratamentos. Nesse sentido, o uso de enzimas possibilita
aumentar a eficiéncia dos tratamentos e minimizar os riscos de impacto ambiental, pois sua
funcéo € aumentar a velocidade das reacdes quimicas relacionadas a quebra das moléculas
de lipidios. Segundo Valente et al. (2010) o pré-tratamento enzimatico de efluentes,
promove a remocgdo de filmes de gordura em tubulagdes, reduz solidos suspensos,
garantindo condi¢fes melhores para os tratamentos subsequentes e facilitando a acdo dos
microrganismos nos tratamentos bioldgicos aplicados.

As bactérias lipoliticas se apresentam como Otima opcdo para a producdo das
enzimas lipases, sendo que as de origem microbiana, podem ser produzidas em abundancia
por fermentacédo, sdo facilmente manipuladas geneticamente e sdo mais estaveis, tornando
sua producdo conveniente e segura (FURINI, 2017). Estudos sobre diferentes substratos e
microrganismos na atuacdo de quebra de moléculas de gordura em efluentes, podem
contribuir para a diminuicdo de cargas organicas lancadas em rios e riachos. Além da
obtencdo de novas fontes produtoras de lipase. Com isso, 0 objetivo do trabalho foi avaliar
o pré-tratamento de efluente de abatedouro de peixes, utilizando diferentes bactérias
produtoras de lipase, além de caracterizar o efluente utilizado e isolar uma bactéria

lipolitica do efluente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Panorama da producéo de pescado no Brasil

O aumento do consumo de carne de peixe no Brasil se deve a procura por alimentos
mais saudaveis. A ampliacdo de seu consumo esta associada a busca por uma alimentacao
mais equilibrada e de maior valor nutricional (BRASIL, 2021). Esse aumento no consumo
da carne branca, fez com que novas indUstrias alimenticias entrassem na cadeia produtiva
brasileira, buscando aliar retorno monetério e responsabilidade socioambiental.

O Brasil apresenta diversas caracteristicas que influenciam no crescimento da
aquicultura. Para Zenatti (2017), o potencial brasileiro tem se firmado devido a vérios
fatores como, a abundancia de agua, o baixo custo e a extensdo territorial. Segundo
Hundley et al. (2013) o alto potencial do Brasil na aquicultura aliado a uma producéo
sustentavel, reflete a necessidade da organizacdo da producdo, dentro de uma perspectiva
ecoeficiente.

A producdo de peixe de cultivo no Brasil, teve um aumento de 5,93%, atingindo
802.930 toneladas em 2020, com receita de cerca de 8 bilhdes, sendo a tilapia-do-nilo
(Oreochromisniloticus) a principal espécie cultivada, representando 60,6% da piscicultura
brasileira (PEIXE BR, 2021).A regido Sul se destaca na producédo da tilapia, gerando quase
50% do total brasileiro, sendo o estado do Parana, o maior produtor da regido (80%), e o
maior produtor nacional, com cerca de 37% do total (BRASIL, 2020). Ghany et al. (2020)
ressaltam que atualmente a tilapia (Oreochromis sp.) é considerada uma das espécies mais

importantes da aquicultura global.

2.2 Residuos gerados e legislacdo vigente

O crescimento na cadeia produtiva do pescado reflete na extracdo de recursos
naturais, assim como, no lancamento de efluentes residuais da producdo. A producdo média
de efluentes liquidos gerados em abatedouros de tilapia, é de aproximadamente 20 m® por
tonelada de peixe processado (CAMPOS, 2020). O efluente de abatedouro de peixes é
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caracterizado principalmente pelo alto teor de matéria organica, sendo constituido de &gua,
escamas, gordura, sangue, fluidos viscerais e pequenos descartes do peixe (COSMANN,
2009).

As industrias de processamento de pescado utilizam elevado volume de agua
potavel, em todas as etapas do processo e para a higienizacdo da industria (MURAKAMI,
2018). Dessa forma, todo efluente gerado deve ser tratado, buscando a eficiéncia de todas
as etapas do tratamento, atingindo os parametros legais para seu posterior langamento em
corpos hidricos. No ambito nacional, a legislacdo e as normas relacionadas aos recursos
hidricos estdo descritas na Lei n° 9.433/97 da Politica Nacional de Recursos Hidricos
(BRASIL, 1997), e a Resolugdo CONAMA n° 430/11. Esta ultima, dispde sobre condicoes,
parametros, padrdes e diretrizes para o lancamento de efluentes em corpos de agua,
determinando que o gerador de efluente sé podera lanca-lo apds o devido tratamento
(BRASIL, 2021).

Diversos parametros sdo exigidos, para que o efluente final tratado possa ser
lancado legalmente em corpos hidricos, como: temperatura, materiais sedimentaveis, 6leos
e graxas, Oleos minerais, Oleos vegetais, gorduras animais, demanda biogquimica de
oxigénio (DBO) e pH. Com valores exigidos para pH entre 5 a 9; materiais sedimentaveis
de até 1 mL/L em teste de 1 h em cone Inmhoff, 6leos minerais de até 20mg L™, éleos
vegetais e gorduras animais de até 50 mg L'e DBO com remog¢do minima de 60%
(BRASIL, 2021).

No Parang, segundo a Resolucéo da Secretaria Estadual do Meio Ambiente (SEMA)
(2009), que trata de condicdes e padrdes de lancamento de efluentes liquidos industriais,
empreendimentos do tipo frigorifico devem seguir alguns pardmetros maximos
estabelecidos: DBO: 60 mg L; demanda quimica de oxigénio (DQO): 200mg L*; dleos e
graxas (O&G): até 50mg L.
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2.3 Caracteristicas dos abatedouros de peixes e efluentes gerados

Abatedouros de peixes possuem diversas areas para 0 processamento total do
pescado. Murakami (2018) representou sua estrutura, a partir da area externa até a saida do
efluente bruto (FIGURA 1).

FIGURAL. Fluxograma do processo produtivo de um abatedouro de peixes
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FONTE: Murakami (2018)

A caracterizacdo do efluente gerado é uma tarefa basica, pois serd nessa etapa que
serdo obtidas informacbes quanto a composicdo e vazdo da agua residuaria. Com base
nessas informacdes, podem ser adotados métodos fisicos, quimicos ou biolégicos no
tratamento do efluente (MENDES, et al., 2005). A avaliacdo da composicdo do efluente,
ocorre através de diversos parametros, como: alcalinidade total, cloretos, coliformes totais,
DBO, DQO, nitrato, nitrito, nitrogénio amoniacal, 0leos e graxas, pH, soélidos totais,
turbidez, entre outros (MURAKAMI, 2018).
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As caracteristicas do efluente de pescado dificultam seu tratamento, pois contém
elevados indices de DBO, sdlidos, e altos niveis de gorduras e proteinas (SOUZA; MEIRE
& NETO, 2008), conforme Tabela 1.

TABELA 1. Caracteristicas fisico-quimicas de efluente-bruto proveniente de abatedouros de tilapias.

Parametros Murakami (2018) Campos (2020) Pires (2017)
DBO (mg L™ 1.637,57 455 -
DQO (mg L™ 5.225,92 907 1.854,70
Solidos Totais (mg L™) 2.733,83 845 3,99
0&G (mg L) 516 799 0.46
pH 7,82 6,50 7,27
Nitrogénio Amoniacal (mg L™) 3.27 88 -

FONTE: O autor (2021)

A variacdo da composicao dos efluentes se deve a capacidade de producdo de cada
local amostrado, entretanto, pode-se observar parametros que comprovam a elevada
concentracdo de matéria organica no efluente proveniente de abatedouros de tilapias. Com
isso, diversas etapas sdo empregadas para o0 seu devido tratamento.Metcalf e Eddy (2015)
definem que o tratamento convencional segue as seguintes etapas:

e Tratamento preliminar: remocédo de constituintes sélidos removiveis por operacées
como gradeamento, além de remocao de areia e demais constituintes que possam
prejudicar os tratamentos subsequentes;

e Tratamento primario (tratamento fisico-quimico): remocao de sélidos suspensos e
matéria organica;

e Tratamento secundario (tratamento bioldgico): remocdo de matéria organica
biodegradavel, nutrientes (nitrogénio e/ou fosforo) e sélidos suspensos, seguida ou
ndo por desinfeccao;

e Tratamento terciario: remocdo de constituintes residuais de solidos suspensos e

nutrientes seguida ou ndo por desinfeccao;
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o Tratamento avancado: remocgdo de constituintes (suspensos ou dissolvidos) que
permanecem mesmo ap0s o tratamento biologico, por exemplo, compostos

organicos persistentes ou recalcitrantes.

2.4 Tratamento enzimatico de efluentes

Neste contexto, processos alternativos envolvendo enzimas vém sendo
desenvolvidos, buscando a otimizacdo e eficiéncia dos tratamentos convencionais, assim
como, a preservacao dos recursos naturais e a possivel reutilizacdo do residuo em outras
atividades. Atualmente podemos encontrar o uso de enzimas em diversas areas como,
industrias farmacéuticas, de alimentos, bebidas, detergentes e de biocombustiveis,
utilizando a catalise enzimética em aplicacdes de escala comercial (CHAPMAN; ISMAIL,;
DINU, 2018).

No campo de tratamentos de efluentes, podemos encontrar diversos trabalhos
demonstrando a eficiéncia do uso de varias enzimas. Silva et al. (2012) demonstraram
remocdo da coloracdo de efluente téxtil, utilizando tratamentos enzimaticos. Tang et al.
(2018) obtiveram reducéo significativa das taxas de DQO e O&G, utilizando um composto
enzimatico em lagoas de tratamento de agua, proveniente do escoamento urbano e aguas
residuais domésticas e industriais. Ghany et al. (2020) utilizaram suplementacdo em
coquetéis de enzimas e probidticos na alimentacdo de tilapias e obtiveram resultados
positivos quanto ao crescimento, a alimentacdo e morfologia intestinal dos peixes, 0 que
promoveu uma diminui¢do na contagem microbiana no efluente dos tanques.

As enzimas possuem estrutura molecular complexa, e podem ser divididas em seis
classes: oxidorredutases; transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases
(ORLANDELLLI et al. 2012). Dos seis grupos de enzimas, as mais utilizadas em tratamento
de &guas residuais sdo as hidrolases e oxirredutases, podendo ser biocatalisador de varios
poluentes, devido sua atuacdo em diversos substratos (FENG et al. 2021). As hidrolases
catalisam a clivagem de reacGes em meio aquoso, e compreende um grupo grande de
enzimas, englobando as proteases, amilases, xilanases, oxirrredutases, ligases, esterases e
lipases (CARVALHO, 2015).
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2.5 Aplicaces das lipases e sua utilizagdo no tratamento de efluentes

As lipases fazem parte de uma gama de enzimas que podem ser utilizadas para fins
industriais. Com o desenvolvimento biotecnoldgico, os avangcos na producdo industrial das
lipases vém proporcionando sua aplicacdo em diferentes segmentos (PADILHA, 2011).
Atuam em diversas areas, como: industria téxtil; indUstria de detergentes; produtos de
panificacdo, confeitaria e aromatizantes de queijo; aplicacdes médicas; como biossensores;
tratamento de residuos/efluentes/esgoto; biodegradacdo de Oleo, producdo de biodiesel,
entre outros (RIGO et al., 2021).

Farias (2017) destaca que esse grupo de enzimas possui diversas aplicacGes
industriais, através de sua utilizagdo na producdo de alimentos, cosméticos (remocao de
lipideos), tratamento de efluentes (decomposicdo e remocdo de substancias oleosas). Em
fungdo de suas caracteristicas, vém sendo muito utilizadas em tratamentos de efluentes,
devido a sua estabilidade, seletividade e ampla especificidade de substratos (HACHEMI;
BENATTOUCHE; BELGHERRAS 2017). Conforme Hitch e Clavel (2019) as lipases sdo
as enzimas mais comuns aplicadas no tratamento de efluentes com elevada concentragéo de
Oleos e graxas. Portanto, de grande interesse para serem utilizadas no tratamento de
efluente de abatedouro de peixes.

Desse modo, as lipases que sdo enzimas catalisadoras naturais, convertem
triacilglicerois para formas mais polares como, diacilglicerdis, monoacilglicerdis, acidos
graxos livre e glicerol, apresentando importancia particular, pois hidrolisam
especificamente Oleos e graxas, sendo de grande interesse para o tratamento de efluentes
com elevada concentracdo de gorduras (MENDES, et al., 2005; CARVALHO, 2015). Séao
encontradas na natureza e produzidas por diversos organismos, como plantas, animais e
microrganismos, tendo como uma das principais fontes de enzimas lipoliticas as bactérias.
Sarace e Ugur (2015) testaram a atividade lipolitica de enzimas produzidas por bactérias,
obtendo resultados positivos para o tratamento de efluentes com elevada carga de dleos e
graxas, sendo efetiva na degradacéo de lipidios.

As lipases possuem funcdo hidrolitica, pois fazem a quebra de compostos mais
complexos (carboidratos, lipidios e proteinas) em substancias organicas soltveis (LIEW et
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al., 2020). Dessa forma, o tratamento lipolitico deve ser empregado na etapa de pré-
tratamento do efluente, nesse momento ocorrerd a hidrélise dos dleos e graxas, melhorando
a eficiéncia dos tratamentos subsequentes (CHENG et al., 2020). Jesus (2016) avaliou a
eficiéncia no pré-tratamento com lipases, de um efluente simulado de industria de laticinios
e obteve como resultado uma reducdo de aproximadamente 50% de O&G. Alexandre et al.
(2011) demonstraram que o pré-tratamento de efluente de pescado, com enzimas lipoliticas,
resulta em maior eficiéncia na remocdo de DQO, assim como, melhora na qualidade do
efluente final e reducdo de problemas operacionais, relacionada ao acumulo de
gordura. Valente et al. (2010) avaliaram a eficiéncia de um preparado enzimético sélido,
rico em lipases, na hidrdlise de gorduras de efluente de pescado,e obtiveram resultados
promissores no tratamento (hidrolise e tratamento anaerdbio), com remocdo de 98% de
0&G.

Frente ao exposto, uma das principais problematicas da industria do pescado esta
relacionado ao alto volume de efluentes gerados e sua composi¢do, contendo elevados
valores de DQO, DBO, solidos totais, O&G, entre outros. Isso demonstra que um
tratamento adequado deve ser empregado, buscando métodos alternativos para alcangar a
méaxima eficiéncia na remocdo da matéria organica, para que seu langcamento em corpos

hidricos atinja os parametros legais, evitando danos ao meio ambiente.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e caracterizacdo do efluente de abatedouro de peixes

O efluente em estudo foi coletado em um abatedouro de peixes localizado na regido
Oeste do Parana. Na industria, existem trés plantas de producdo, entre elas o abatedouro de
peixes. A coleta do efluente bruto foi realizada antes do tanque de equalizacdo de efluentes
da industria, que recebe residuos liquidos de outras duas plantas (aves e industrializados),
onde ocorre sua mistura, para seguir as proximas etapas do tratamento. Até o momento de

uso, os galdes foram armazenados sob refrigeracéo, a -20 °C.
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No dia da coleta, o efluente foi caracterizado, quanto aos parametros de pH, DQO e
O&G, seguindo as metodologias descritas na Tabela 2. As andlises de DQO e O&G foram
realizadas em triplicata.

TABELA 2. Parametros e metodologias utilizadas nas analises

Parametro Metodologia Referéncia
pH Potenciometria APHA (2005)
DQO Total Espectrofotometria APHA (2005)
0&G Gravimetria Suehara et al. (2005)

FONTE: o autor (2021)

3.1.1 pH

O pH foi determinado utilizando um pHmétro da marca MS TECNOPON, modelo

mPA 220, devidamente calibrado.

3.1.2 DQO Total

Para determinar a DQO total, foram utilizadas amostras do efluente bruto, de 2,5
mL (concentrada ou diluida), sendo adicionadas em tubos de borossilicato com tampas
rosqueaveis, e 2,5 mL de agua destilada (para o branco), ou das solucGes de padrdo
preparadas para a curva de calibracdo.

Em seguida, adicionou-se 1,5 mL da solucdo de dicromato de potassio e,
vagarosamente,3,50 mL da solucédo de sulfato de prata em &cido sulfarico. Sendo os frascos
fechado e agitados. Em seguida, os tubos foram colocados no termo reator, previamente
aquecido a temperatura de 150 °C, e mantendo-os durante 2 h.

Apo6s o 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 obtencdo da curva de calibracdo, plotou-se as
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absorbancias das solugdes do padrdo no eixo Y contra os valores de DQO em mg L™ das

solucBes de biftalato acido de potéssio no eixo Xe determinou se a equacgdo da reta obtida.
3.1.3 Oleos e graxas

Para a determinacdo de O&G foi utilizada a metodologia proposta por Suehara et al.
(2005), no qual foi adicionado em um tubo cénico uma aliquota de 15mLdo efluente, e esta
foi acidificada com 0,18 mL de HCI 2N, previamente preparada.

Foram adicionados 1,5 mL de éter e centrifugado em centrifuga da marca NOVA
instruments, modelo N11812 a 3.000 rpm por 5 min. Apos centrifugada, o sobrenadante foi
retirado, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, 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 por 24 h, a 80 °C, sendo posteriormente
colocado em dessecador para alcangar a temperatura ambiente e em seguida foi pesado para
obter (M2). Os dados obtidos foram substituidos na Equacdo 1.

(M2-M1) x 1000

0&G (mgL™1) = TTonD)

Eq. (1)

Em que:

M1= Massa do béquer vazio

M2= Massa do béquer e amostra retirados da estufa
V1= Volume do efluente inserido no tubo (mL)

X 1000= transformar de gramas para miligramas.

3.2 Microrganismos aplicados no pré-tratamento do efluente de abatedouro de peixes

Para os testes de degradacdo do efluente, foram selecionadas duas bactérias
conhecidas, Bacillus megaterium (BM) e Staphylococcus warneri (SW), além de uma

bactéria isolada do proprio efluente (E).
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Conforme resultados obtidos por Festus e Phebe (2017), Bacillus megaterium,
apresenta producdo de lipase, em condicbes 6timas de pH 7,0, temperatura de 35 °C e
periodo de incubagdo de 72 h. Suci, Arbianti e Hermansyah (2018) avaliaram a atividade
lipolitica de Bacillus megaterium e obtiveram atividade de 3,30 U mL™, na temperatura de
35 °C. A bactéria Staphylococcus warneri possui atividade lipolitica, com uma combinacéo
Unica de termoestabilidade e tolerancia a solventes, havendo grandes chances de sua
utilizacdo a nivel industrial (YELE e DESAI, 2015). Volpato et al. (2010) descreveram
formas de separar e purificar lipases a partir da Staphylococcus warneri, com potencial de
aplicacdo biotecnoldgica.

A selecdo da bactéria do efluente, foi realizada inoculando uma algada da amostra,
por espalhamento em placas de Petri, contendo meio de cultura seletivo (Sierra, 1957),
(Tabela 3), esterilizando o Tween separadamente dos demais reagentes. As placas foram
incubadas por 72 h a 37 °C para o crescimento dos microrganismos. A bactéria que
apresentou halo de degradacdo no meio, foi isolada em outra placa, contendo agar nutriente
através do método Streak-Plate(esgotamento)(BECKER; CALDWELL; ZACHGO, 1996)
e mantidas em BOD a 30 °C.

TABELA 3. Composicdo do meio de cultura para selecdo e determinacdo do indice enzimatico dos
microrganismaos.

Reagente Quantidade (g L™
Peptona 10
Cloreto de Sédio (NaCl) 5

Cloreto de Célcio (CaCl;2H,0) 0,1

Agar 18

Tween 20 1% (v/v)

FONTE: o autor (2021)
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3.3 Pré-Tratamento enzimatico do efluente de abatedouro de peixes

3.3.1 Preparo do indculo

A bactéria do efluente que apresentou halo de degradagdo, bem como as bactérias
Bacillus megaterium e a Staphylococcus warneri, além da combinacdo destas, foram
utilizadas para o preparo do inoculo. Primeiramente fez-se a ativacdo das bactérias
lipoliticas selecionadas, adicionando-se em erlenmeyers de 250 ml, duas alcadas de
colénias em 100 mL de meio de cultivo esterilizado contendo: 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.
Os erlenmeyers foram inseridos em agitador incubadora shaker da marca CIENLAB,
modelo CE-725/R150 rpm, a 37 °C por 24 h (BUENO et al.,2014; LIMA, 2015).

ApoOs 24 h de agitagdo, a suspensdo de células obtida foi inoculada em outro
erlenmeyer de 250 mL, contendo 90 mL do efluente em estudo (efluente de abatedouro de
peixe) esterilizado. A inoculacdo foi realizada na proporcéo de 10% (v/v) e incubada nas
mesmas condicGes anteriormente descritas, por mais 24 h. Posteriormente, a suspensédo
obtida foi padronizada por densidade Optica, ajustando-se a absorbancia do inéculo em
espectrofotémetro a 600 nm de comprimento de onda, pela adicdo de suspensédo celular em

solucdo salina 0,8%, até alcancar a absorbancia de 1,0.

3.3.2 Delineamento experimental

Para realizacdo do pré-tratamento do efluente em estudo, foram realizados 6
tratamentos contendo a bactéria isolada do efluente (E) e as bactérias Bacillus megaterium
(BM) e a Staphylococcus warneri (SW), além da combinacdo destas (Tabela 4). Os
experimentos foram realizados a temperatura de 37 °C, pH 7 e concentracdo de indculo de
10%. 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).
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TABELA 4. Composicdo dos tratamentos aplicados.

Tratamento Microrganismo(s)

1 SW+E
E
BM
BM+ SW
SW
BM+E

[o2 20N ¢ 2 BRSSO I \ S ]

FONTE: O autor (2021).

Apds 72 h de tratamento foram avaliadas as variaveis: DQO e O&G, em triplicata e
pH. O pH inicial (0 h) foi ajustado para 7, para manter o meio neutro e favorecer a
atividade dos microrganismos. As eficiéncias de remocdo de DQO e O&G foram
calculadas atraves da Equacao 2.

cl—c2
cl

E =

* 100 Eq. (2

Em que:
C1 = concentracéo inicial

C2 = concentracéo final

3.3.3 Atividade lipolitica

Apos 72 h de cultivo do indculo, foi avaliada a atividade lipolitica dos tratamentos,
pelo método titulométrico segundo Dellamora-Ortiz et al. (1997), com modificacdes.
Utilizou-se 5mL de emulsdo de 6leo de oliva 20% (v/v) em goma arabica 5% (p/v) e 2 mL
de tampédo fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0. O ensaio foi realizado em shaker marca
CIENLAB, modelo CE-725/R com agitacdo de 180we rpm, a 37 °C, sendo iniciado pela
adicdo de 3 mL da preparacdo enzimatica e ap6s 20 minutos de incubacédo, a reacdo foi
paralisada para adicdo de 10 mL de uma mistura etanol e acetona (1:1). Os acidos graxos

formados pela hidrolise dos triacilglicerois presentes na emulsdo foram quantificados pela
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titulacio com NaOH 0,05 N, aplicando-se fenolftaleina como indicador. Também foi
utilizado um branco, contendo 3 mL do tampdo fosfato de sodio. A atividade lipolitica foi
calculada utilizando-se a Equacdo 3 e expressa em micromoles de acidos graxos liberados,

por minuto de reagdo, por mililitro de amostra.

V1—V2*N*1000

A (U.mL™t) = 220 Eq. (3)

Em que:

A = atividade enzimética;

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

V3 = volume utilizado do preparo enzimatico;

T =tempo de reacdo (min.).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao inicial do efluente de abatedouro de peixes

Logo apos sua coleta, o efluente foi caracterizado quanto aos parametros de DQO,

O&G e pH. Os valores iniciais, e 0s encontrados na literatura estdo descritos na Tabela 5.

TABELA 5. Caracterizacdo inicial do efluente de abatedouro de peixes e comparacdo com a literatura

Parametros Neste estudo Campos Jodo Murakami
(2020) (2018) (2018)
DQO (mg L™ 3.412,5+ 339,78 907 3.372 5.335,92
0&G(mg L™ 2.746,67+ 147,27 799 113 516
pH 4,46 6,45 6,5 7,82

FONTE: O autor (2021)
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A variacdo dos valores encontrados na literatura esta relacionada com a capacidade
de producdo dos locais amostrados, as etapas do processo da industria, entre outros fatores.
Contudo, podemos observar elevados teores de DQO e O&G nos efluentes,demonstrando
conter elevada carga organica, reforcando a necessidade de tratamento adequado e eficaz
para seu lancamento em corpos hidricos.

A DQO indica a quantidade de oxigénio necessaria, para oxidacdo quimica da
matéria organica e inorganica presente no efluente. Devido sua composicdo, esse tipo de
efluente apresenta altos teores de DQO, contendo alta carga de gordura e matéria organica,
provinda dos residuos da producdo e da higienizacdo do abatedouro. Jodo (2018)
caracterizou efluente proveniente de abatedouro de peixe, e obteve resultados de DQO com
valores proximos aos do presente estudo. Murakami (2018) caracterizou efluente bruto de
abatedouro de peixe, e obteve resultados ainda mais elevados quanto a DQO.

O parédmetro de O&G indica o residual de gordura no efluente. Seu excesso reduz o
oxigénio dissolvido e eleva a DQO, sendo um dos parametros utilizados pelas industrias
para controle de possiveis danos a tubulagcdes e equipamentos, pela incrustacdo da gordura.
O efluente do estudo foi coletado, em uma industria com mais de 100 mil tilapias abatidas
por dia, devido essa capacidade, o teor de O&G tende a ser mais elevado. Efluentes
provenientes de industria de alimentos, em geral apresentam teores significativos de O&G.
Quanto aos parametros de O&G, Murakami (2018) descreveu 516 mg L, presente em
efluente bruto de pescado. Campos (2020) também encontrou valores elevados de O&G em
efluente proveniente de abatedouro de peixes, atingindo 799 mg L™.

O pH é um dos parametros que afeta o tratamento de efluentes, pois 0s
microrganismos tendem a atingir maxima eficiéncia de seu metabolismo em pH proximo a
neutralidade. Por conta disso, o pH do efluente do estudo, foi ajustado a 7, para realizacédo
do pré-tratamento. Caso o pH inicial do efluente permanecesse 4,46, comprometeria a
atuacdo das enzimas nos tratamentos. Alguns autores relatam trabalhos envolvendo efluente
de abatedouro de peixe, com pH variados e proximos a neutralidade: Pires (2017) com pH
de 7,27, Murakami (2018) com pH de 7,82 e Campos (2020) com pH de 6,45.
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4.2 Pré- tratamento enzimatico do efluente de abatedouro de peixes

4.2.1 Atividade Lipolitica

Em teste no tempo zero, pode-se observar a atividade lipolitica nos tratamentos
(Figura 2). Ap6s 72 h, os tratamentos do estudo ndo atingiram valores de atividade
lipolitica esperada, que pode ter ocorrido por alguns fatores. O principal deles é o tempo,
onde as bactérias podem ter atingido seu maximo de producdo de lipases, horas antes, e
decaido no momento avaliado. Dias et al. (2021) relataram em seu trabalho atividade
lipolitica elevada em 12 h de tratamento. J& Bueno (2012) relatou elevada atividade
enzimatica em 24 h de tratamento, demonstrando que as bactérias possuem diferentes e

variados momentos de pico de producéo da lipase.

FIGURA 2. Atividade lipolitica nos tratamentos aplicados
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FONTE: O autor (2021)
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4.2.2 Remocéo de O&G

As concentracgdes iniciais e finais de O&G estdo descritas na Tabela 6. Como
observado, foram obtidos valores elevados de O&G em zero hora, assim como,
consideraveis reducdes das concentracdes finais. Na Figura 3pode-se observar as
porcentagens de remocéo de todos os tratamentos aplicados.

TABELA 6. Concentrag@es iniciais e finais de O&G nos tratamentos aplicados

Tratamento 0&G (mgLY)—0h 0&G (mgLY)—72h
SW+E 993,33+111,20 286,67+ 152,54
E 1.893,33+ 484,91 493,33+ 87,09
BM 1.326,67+ 273,46 166,67+ 181,18
BM+SW 706,67+ 927,09 353,33+ 147,002
SW 1.106,67+ 158,63 273,33+ 172,93
BM+E 786,67+ 138,56 346,67+ 39,25

FONTE: O autor (2021)

FIGURA 3. Eficiéncia de remog¢do de O&G nos tratamentos aplicados.
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FONTE: O autor (2021)
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Na Figura 3 pode-se observar a maior porcentagem de remogdo de O&G no
tratamento BM, contendo a bactéria Bacillus megaterium (87,44%), demonstrando ser uma
bactéria com potencial na producdo da enzima lipase. O tratamento SW, contendo
Staphylococcus warneri obteve uma eficiéncia considerdvel na remocéo de O&G (75,3 %).
A bactéria lipolitica isolada do proprio efluente (E) também apresentou bons resultados
quanto a remocdo de O&G, com eficiéncia de 73,94%, demonstrando ser viavel sua
identificacdo, para futuros estudos envolvendo remogdo de O&G em efluentes. Os
tratamentos restantes, utilizando a combinacdo das bactérias, também obtiveram eficiéncias
significativas, entretanto menores.

Lima, Prates e Fazolo (2019), avaliaram a remocdo de O&G em efluente de
curtume, utilizando produto comercial contendo duas bactérias do género bacilos, e
obtiveram50% de remocgdo de DQO, ap6s 72h de pre-tratamento com 1% de indculo.
Moura et al. (2020), da mesma forma, atingiram resultados positivos quanto a remocao de
0O&G, em efluentes de laticinio, utilizando fungo com atividade lipolitica, com 91,63% de

remocdo de O&G no experimento.

4.2.3 Remocéao de DQO

Os valores de DQO obtidos, apds o pré-tratamento enzimatico de 72 h, estdo
descritos na Tabela 7, indicando altos niveis de DQO e diminuicdo significativa ap0s o

tratamento. As porcentagens de remocédo de DQO estdo descritas na Figura 4.
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TABELA 7. Concentracdes iniciais e finais para a DQO nos tratamentos aplicados.

Tratamento DQO (mgL*)-0h DQO (mgL*)—-72h
SW+E 2.256,25+ 0 1.627,5+ 35,35
E 3.381,25+ 412,47 2.527,5+ 58,92
BM 5.600+£656,49 1.527,5+ 62,36
BM+SW 3.693,75+£500 1.665+ 82,49
SW 4.350+849,32 1.590+ 108,97
BM+E 3.256,25+ 250 1.652,5+ 147,19

FONTE: O autor (2021)

FIGURA 4. Eficiéncia de remocdo de DQO nos tratamentos aplicados
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FONTE: O autor (2021)

Os tratamentos que apresentaram maiores remocdes de DQO foram BM com
72,72% e SW com 63,45%.0 tratamento BM+SW também apresentou consideravel
remocdo de DQO. A menor eficiéncia pode ser observada no tratamento E, contendo a
bactéria isolada do efluente (25,25%), demonstrando a importancia de mais testes, em
outras condi¢bes, ou na avaliagdo de remocdo de outros pardmetros. Entretanto, o
tratamento contendo a bactéria Bacillus megaterium com a bactéria do efluente, apresentou

consideravel remocdo de DQO (50%), podendo ser explicada pela presenca da BM ao meio

em questao.

22
Orientadora: Prof. Dra. Eliane Hermes - UFPR
Trabalho de Concluséo de Curso (TCC)



Efetividade de bactérias lipoliticas no pré-tratamento enzimético de efluente de abatedouro de

Lima, Prates e Fazolo (2019) observaram reducdo de 70% de DQO em ensaios com
indculo microbiano, nas primeiras 48 h de experimento, utilizando efluente de curtume,
com altos indices de DQO. Affes et al. (2017) realizaram pré-tratamento enziméatico com
bactérias lipoliticas, em efluente bruto proveniente de abatedouro de aves, com DQO de
2.800 mg L™ e obtiveram 72% de remoc&o de DQO, corroborando com valores encontrados
no presente estudo. Quando utilizado o pré-tratamento com enzimas, o tratamento biolégico
subsequente é facilitado, devido a remocdo de O&G do efluente. Entretanto, o presente
estudo reforca a necessidade dos tratamentos subsequentes, pois apesar dos bons resultados
na remocao tanto de DQO como de O&G, os valores apds o0 pré-tratamento enzimatico

ainda se encontram elevados.

4.2.4 Valores de pH ap0és o pré-tratamento enzimatico do efluente de abatedouro de peixes

O pH inicial dos tratamentos foi ajustado para 7, e apds 72 h, ndo apresentaram valores

significativos diferentes (Figura 5).

FIGURA 5. Valores de pH ap6s o pré-tratamento enzimatico
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FONTE: O autor (2021)

O pH afeta diretamente a atuacdo da enzima, visto que pode acarretar alteracdo na sua

estrutura molecular e consequentemente perder a efetividade, sendo que as enzimas apresentam
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atividade maxima geralmente proximo neutro ou alcalino (MOBARAK-QAMSARI et al., 2012;
SAADATULLAH et al.,, 2018). Alves et al. (2018) compararam a atividade enzimatica em
diferentes valores de pH, e obtiveram uma diminuigéo na hidrdlise em meio &cido, utilizando pH
de 4. Por conta do equilibrio do pH, o presente estudo obteve bons resultados quanto ao
tratamento enzimético. Moura (2020) da mesma forma, obteve pouca mudanca no valor de pH,
apo6s 168 h de pré-tratamento com producao de lipase. Portanto, efluentes com valores de pH

inferiores ao neutro, podem néo apresentar remocao téo eficiente.

5. CONCLUSAO

A partir da caracterizacdo inicial do efluente proveniente de abatedouro de peixes, pode-
se concluir que este, possui elevadas cargas de matéria orgénica, apresentando altas
concentracdes de DQO e O&G. Devido aos resultados dos parametros analisados, um tratamento
adequado e efetivo se torna essencial. Através dos pré-tratamentos realizados com as trés
bactérias lipoliticas, houve diminuicdo significativa dos valores de DQO e O&G, com destaque
para a bactéria Bacillus megaterium, que apresentou as remoc¢6es mais elevadas tanto para DQO
quanto para O&G. Apesar dos bons resultados na remocédo de DQO e O&G, os valores finais
obtidos ainda sdo elevados, reforcando a necessidade de tratamentos subsequentes, como

processos anaerobios e aerdbios.
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