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RESUMO

Considerando a crescente geracéo de efluentes bovinos e seu alto potencial poluidor,
aliado aos poucos estudos referentes ao uso de lipases microbianas na remocao de
matéria organica de efluente do processamento de carnes, é fundamental identificar
meétodos de tratamento que possam auxiliar na reducdo do poder poluente de tais
efluentes. Uma possibilidade que tem se tornado cada vez mais empregada é o pré-
tratamento dos efluentes com o uso de enzimas microbianas, tais como as lipases.
Essas enzimas apresentam grande importancia pois promovem a hidrdlise 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
proprio residuo. Inicialmente foi realizada a caracterizacao fisico-quimica do efluente
e a partir desse residuo foram selecionados e isolados microrganismos com potencial
de producédo de lipase. Posteriormente, foi realizado o calculo do indice enzimético
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 independentes: pH, temperatura e concentracdo de inéculo e
variaveis respostas: atividade lipolitica, demanda quimica de oxigénio (DQO) e 6leos
e graxas (O&G) ao longo de 72 h. A agua residuéria de abatedouro bovino apresentou
alto potencial poluidor, tendo uma concentracdo 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 producdo de lipase, com indice
enzimatico de 3,50, 3,12 e 2,11 e destes 0 microrganismo com maior atividade
lipolitica (2,46 U mL™?) foi utilizado como inéculo no pré-tratamento, sendo identificado
como Aeromonas hydrophila. Apds 72 h de experimento foram alcancadas atividade
lipolitica de 1,40 U mLt, remocdes de 67% de DQO, 59% de O&G. Foi possivel
concluir que o efluente de abatedouro bovino € uma excelente fonte para a obtencéo
de microrganismos produtores de lipase e que a utilizacdo 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 the growing generation of bovine effluents and their high polluting
potential, associated with few studies regarding the use of microbial lipases in the
removal of organic matter from meat processing effluents, it is essential to identify
treatment methods that can help reduce the polluting power of such effluents. An
alternative that has become increasingly used is 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 cattle slaughterhouse
effluents through lipase producer’s microorganisms, isolated from residues. Initially,
was performed the physical-chemical characterization of the effluent, and from that
residue was selected and isolated microorganisms with the potential 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
bacterium that had the highest lipolytic activity was used to prepare the inoculum for
the effluent pretreatment stage. For that, a central rotational compound design (DCCR)
was used, with these independent variables: pH, temperature and inoculum
concentration, and responses variables: lipolytic activity, chemical oxygen demand
(COD), and oils and greases (O&G), over 72 h. Bovine slaughterhouse wastewater
had high polluting potential, with a 2553.3 mg Lt 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- 1) 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. 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 INTRODUCAO

O alto consumo de agua pelos frigorificos resulta em grandes volumes de
efluentes, que requerem tratamento adequado, e por sua vez, dependem de fatores
como a fonte de descarte, composicdo quimica, componentes suspensos e
dissolvidos, entre outros (TAHREEN, JAMI e ALI, 2020).

As unidades de processamento de carnes estdo classificadas entre as
induUstrias mais poluidoras, seus efluentes, possuem em sua composi¢ao elevado teor
de lipideos e proteinas e ao serem lancados nos corpos hidricos podem causar a
diminuicdo do oxigénio dissolvido no meio e luz solar, resultando em efeitos adversos
no ecossistema aquatico (MENDES e CASTRO, 2005; ROSA et al., 2009).
Consequentemente, aguas residuais requerem um tratamento eficiente para um
lancamento adequado para o meio ambiente, se adequando aos padrdes de
langamentos exigidos pelas legislagdes vigentes (PANDEY et al., 2017; KLAUCANS
e SAMS, 2018).

Grande parte das industrias utiliza métodos fisico-quimicos para a remocéo
de Oleos e graxas durante as etapas de tratamento de seus efluentes, no entanto,
estes apresentam como principais desvantagens a geragdo de lodos improprios para
descarte e a baixa taxa de eficiéncia (KURNIAWAN et al.,, 2006; ADULKAR e
RATHOD, 2013). Além disso, os altos teores de 0Oleos e graxas presentes em tais
efluentes representam um grande desafio para o subsequente tratamento biologico
(BUSTILLO-LECOMPTE e MEHRVAR, 2015). Visando aumentar a eficiéncia de tais
tratamentos, uma alternativa é a utilizacdo de uma etapa de pré-tratamento enzimatico
destes efluentes (DORS et al., 2013; AFFES et al., 2017; CHENG et al., 2020).

As enzimas sao catalisadores biolégicos que aceleram as reacdes
bioquimicas ao reduzir a energia de ativacdo, melhorando a taxa de reacdo de
hidrolise dos lipideos (ROBINSON, 2015; SHARMA; DANGI e SHUKLA, 2018;
SAMARASIRI, RATHNASIRI e DAVE, 2020). Além disso, a catélise enzimatica tem
mais vantagens na degradacdo de moléculas em &guas residuais e dejetos animais
do que a catalise fisico-quimica devido a sua atuacdo sob condicbes de reacdo
brandas, altamente eficiente e ecologicamente correta e de especificidade catalitica,
sem afetar outros nutrientes na amostra (BRANDELLI, SALA e KALIL, 2015; JAMIE
et al., 2016; YAO et al., 2020).
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As lipases desempenham um importante papel no pré-tratamento de aguas
residuais contendo gorduras e graxas, elas catalisam a hidrélise do triacilglicerol em
acidos graxos de cadeia longa e glicerol (BEHERA, VELUPPAL e DUTTA, 2019;
HITCH e CLAVEL, 2019; CHENG et al., 2020). O pré-tratamento enzimatico com o
uso de lipases proporciona significativas remoc¢Bes de DQO de &guas residuais,
também possibilita melhorar a producéo de biogas no tratamento anaerobio de dguas
residuais com alto teor de Oleos e graxas (DUARTE et al., 2015; CHENG et al, 2020).
Além disso, para tal aplicacdo elas ndo exigem purificacdo, o que possibilita serem
produzidas pela prépria inddstria, resultando em reducdo no custo de sua producgéo
(RIGO et al., 2008; VERMA et al., 2012).

1.1 JUSTIFICATIVA

No ano de 2020, o Brasil se posicionou como o detentor do maior rebanho
bovino do mundo, terceiro maior e o maior exportador (ABIEC, 2021a). O aumento da
producao e o elevado niumero de abates de bovinos no pais contribuem diretamente
para 0 aumento da geracdo dos efluentes liquidos e dos impactos ambientais
provenientes desta atividade (CAVALLINI; SILVA e GONZAGA, 2017).

O efluente oriundo do abate bovino possui em sua composi¢ao 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). Quando lancados nos corpos hidricos sem um tratamento adequado, afetam a
qualidade da &gua, principalmente por causar uma reducdo do oxigénio dissolvido, o
gue pode provocar sérios danos a esse ecossistema, podem aumentar a Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO), além de provocar a morte de peixes e outros organismos
aerobios. Além disso, macronutrientes, como nitrogénio e fosforo, podem causar
eventos de eutrofizagcdo (BUSTILLO-LECOMPTE e MEHRVAR, 2017; CHENG et al.,
2020; NIMKANDE e BAFANA, 2022). Como consequéncia, as legislacdes referentes
ao descarte destas aguas residuais em corpos d’agua tem sido intensificadas, devido
a preocupacao com o meio ambiente, sendo obrigatorio o tratamento dos efluentes
antes do seu descarte (PANDEY et al., 2017; KLAUCANS e SAMS, 2018).

Uma das alternativas para o tratamento desses residuos se refere a utilizagéo

de enzimas, como as lipases, visto que podem reduzir significativamente o teor de
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Oleos e graxas no efluente, e consequente reducdo da quantidade de sélidos
suspensos. Com isso, pode-se melhorar o desempenho da popula¢cdo microbiana nos
estagios do tratamento subsequentes, além de respeitar as rigorosas
regulamentacdes ambientais, por ser uma alternativa limpa e sustentavel
(VALLADAO, CAMAMAROTA e FREIRE, 2011; ALEXANDRE et al., 2011; DUARTE
et al., 2015; PANDEY et al., 2017; MENG et al., 2017; DAMASCENO et al., 2018;
CHENG et al., 2020).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia de bactéria lipolitica no

pré-tratamento enzimético de efluente de abatedouro bovino.

1.2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a 4gua residual proveniente de abatedouro bovino, quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas;

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

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

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

e Determinar o efeito das variaveis de pH, temperatura e concentracdo de

indculo, nos parametros de atividade lipolitica, DQO e 6leos e graxas.



16

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO E ABATE DE BOVINOS

A carne é considerada uma excelente fonte de nutrientes de qualidade e tem
se destacado como parte integrante da dieta da maioria das pessoas em todo 0 mundo
(BETHI et al., 2020). A pecuaria brasileira € uma das atividades mais importantes do
agronegocio, e considerada uma das mais competitivas do mundo (TEIXEIRA e
HESPANHOL, 2014; DE CARVALHO e DE ZEN, 2017). Em 2020, segundo a
Associagcdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne (ABIEC) o PIB da
pecuaria de corte cresceu 20,8%, representando 10% do PIB total (ABIEC, 2021a).

No ano de 2020, o Brasil se posicionou como o detentor do maior rebanho
bovino do mundo com cerca de 187,5 milhdes de cabecas, terceiro maior consumidor
(35,7 kg/habitante/ano) e o maior exportador (2,7 mil de toneladas equivalente
carcaca) (ABIEC, 2021a). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2018), no 2° trimestre de 2021 foram abatidas 7,08 milhdes de cabecas de
bovinos sob algum tipo de servigo de inspec¢do sanitaria, sendo que essa quantidade
foi 7,4% maior que a do 3° trimestre de 2020. A regido que apresentou a maior
proporcao de abate no periodo foi a Centro-Oeste, responséavel por 38,1% do total,
seguida pelas Regides Norte (21,6%), Sudeste (21,3%), Sul (11,0%) e Nordeste
(8,0%).

2.2 EFLUENTES GERADOS EM ABATEDOUROS DE BOVINOS

O aumento da producdo e o alto numero de abates de bovinos no pais
contribuem diretamente para o aumento da geracdo dos efluentes liquidos e dos
impactos ambientais provenientes desta atividade (CAVALLINI; SILVA e GONZAGA,
2017; GREENWOOD,2021). Essa relacdo é decorrente do grande uso de agua
durante todo o processo. Estima-se que a atividade de abate de bovinos consome de
2,5 a 9 m® de agua por animal (CAVALLINI; SILVA e GONZAGA, 2017). As aguas
residuarias de abatedouros séo 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 (MANIOS et al., 2003; PACHECO e YAMANAKA, 2008;
CUADROS et al., 2011; MAMHOBU-AMADI et al, 2019).
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Os efluentes de abate de bovinos apresentam uma elevada Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO), além de elevada Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO), principalmente devido a presenca 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). Além disso, contém elevada carga organica devido a 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 concentracdo dos lipideos nessas aguas € muito
variavel e depende das caracteristicas industriais, podendo variar de 1407 a 4680 mg
Lt (JENSEN et al., 2015).

Os lipideos, sdo moléculas organicas, hidrofébicas, classificadas como:
acidos graxos, triacilglicerdis, glicerofosfolipidios, esfingolipidios e esteroides. Os
Oleos, gorduras e graxas sdo as moléculas lipidicas mais abundantes na natureza,
constituidas de triacilgliceréis formados de trés acidos graxos esterificados a uma
molécula de glicerol (BERG; TYMOCZKO e STRYER, 2008; ALBERTS et al., 2010;
HUSAIN et al., 2014). O descarte de efluentes com alto teor de 6leos e graxas em
corpos d’agua provoca sérios danos a esse ecossistema. Além de aumentar a DQO,
também podem provocar a formacdo 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 (BUSTILLO-LECOMPTE e MEHRVAR, 2017; CHENG et al.,, 2020;
NIMKANDE e BAFANA, 2022).

Nesse sentido, para que a disponibilidade de agua seja garantida as futuras
geracfes, e 0s impactos ambientais sejam reduzidos, 6rgdos governamentais
estabeleceram parametros de qualidade para o lancamento de efluentes em corpos
hidricos, os quais devem ser seguidos pelas industriais para descarte de seus
efluentes nos corpos hidricos (OLIVEIRA, COELHO e DE SA, 2017). De acordo com
a resolucéo 430 (CONAMA, 2011) e a legislacdo ambiental do Instituto Agua e Terra
-IAT Portaria N° 29 (2018), o parametro de pH deve estar na faixa de 5 a 9, Oleos e
graxas e DBO o valor maximo de 50 mg L "1, DQO o valor maximo de 150 mg L ' e

temperatura menor que 40 °C.
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2.3 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS DE EFLUENTES DE ABATEDOUROS
BOVINOS

Para a escolha do nivel de tratamento de tais efluentes, deve ser levado em
conta o tipo, a sua composicao e os padrbes que se pretende atingir, pois afetam
diretamente a escolha do processo a ser empregado (anaerdbio ou aerdbio), os custos
operacionais associados e o desempenho do sistema. Sem uma caracterizacao
adequada, pode ocorrer um sub ou superdimensionamento da estacéo de tratamento,
resultando em um sistema inadequado ou ineficiente (METCALF e EDDY, 2015).

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

No tratamento preliminar, por acao de processos fisicos ocorre a remoc¢ao dos
sélidos em suspenséo, particulas grandes, areia e lipideos da porcao liquida. As
operacdes unitarias mais comuns incluem grades, desarenadores (caixa de areia),
caixas de retencdo de 6leo e gordura, peneiras e filtros (MENDES et al., 2005;
MITTAL, 2006).

O tratamento primario consiste na remocdo de matéria organica em
suspensao que pode ser realizado através de decantacédo, flotacdo ou coagulacao,
por acado de fatores fisico-quimicos (DE SENA, MOREIRA e JOSE, 2008; DE NARDI,
FUZI e DEL NERY, 2008). Destes, a flotacao por produtos quimicos ou ar dissolvido
é a mais utilizada na retirada de lipideos (DE SENA, MOREIRA e JOSE, 2008). Apesar
da eficiéncia de remocéo melhorar significativamente, a flotacdo apresenta elevados
custos operacionais além de gerar lodo quimico, que deve ter uma destinagédo
adequada. Ademais, ao serem encaminhados para o tratamento secundario 0s
efluentes podem afeta-lo, visto que a adi¢do de produtos quimicos pode inibir a acao
microbiana do mesmo (MENDES et al., 2005; ROSA, CAMMAROTA, FREIRE, 2006).

Os tratamentos preliminares e primarios ndo sado suficientes para tratar
completamente e adequar as aguas residuarias da industria de carne aos padrdes
estabelecidos pela legislacéo. Desta forma, o tratamento secundario € utilizado para
a remocao da matéria organica em suspensao e dissolvida restante dos tratamentos
anteriores, utilizando etapas biologicas anaerébias e aerdbias (BUSTILLO-
LECOMPTE e MEHRVAR, 2017).
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O processo de tratamento anaerdbio apresenta como vantagens o menor
consumo de energia, alta remocao de DQO, além da producéo de biogas, no entanto,
o alto teor de Oleos e graxas (O&G) presente nesses efluentes pode provocar a
desestabilizac&o e reducéo da eficiéncia do mesmo (DEMIREL, YENUGUN e ONAY,
2005; PEREIRA et al., 2005; JEGANATHAN; NAKHLA E BASSI, 2007; RANI et al.,
2012). A agua residuaria com excesso de carga lipidica pode provocar a formacao de
lodo com caracteristicas fisicas inadequadas e com elevada tendéncia de flotacéo,
devido ao acumulo de gases, além de poder provocar a formacdo 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 tubulacbes 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 anaerébio resultou em problemas de flotagéo,
entupimento e de transferéncia de massa.

No tratamento bioldgico aerdbio, destaca-se o processo de lodo ativado, em
gue ocorre o fornecimento de oxigénio para que 0s microrganismos possam degradar
a matéria organica dissolvida e em suspenséo, gerando ao final do processo gas
carbdnico e agua. No entanto, a elevada concentracao de O&G nesse sistema pode
reduzir a capacidade de trocas gasosas, possibilitando o desenvolvimento de
bactérias filamentosas dificultando a sedimentacdo 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
comparacdo as outras moléculas organicas, aumentando o tempo de detencéo
hidraulica do sistema.

Uma alternativa aos tratamentos prévios convencionais que tem atraido
crescente interesse € 0 uso de pré-tratamento enzimatico, especificamente por meio
de lipases. Tais enzimas, podem reduzir significativamente o teor de O&G no efluente,
melhorando o desempenho da populacdo microbiana nos ultimos estagios do
tratamento biologico, além de respeitarem as regulamentacdes ambientais, por serem
uma alternativa limpa e sustentavel (CAMMAROTA e FREIRE, 2006 ; ROSA et al.,
2009; MENDES et al., 2010; VALLADAO, CAMAMAROTA e FREIRE, 2011;


https://link.springer.com/article/10.1007/s13201-012-0075-9#CR5
https://link.springer.com/article/10.1007/s13201-012-0075-9#CR20
https://link.springer.com/article/10.1007/s13201-012-0075-9#CR20
https://link.springer.com/article/10.1007/s13201-012-0075-9#CR24
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ALEXANDRE et al., 2011; DUARTE et al., 2015; PANDEY et al., 2017; MENG et al.,
2017).

2.4 ENZIMAS

As enzimas s&o consideradas biocatalisadores da natureza, tornando
possiveis 0s processos metabdlicos que ocorrem nas células. S&o sintetizadas nas
células e formadas por longas cadeias de aminoacidos unidos por ligacées 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 producgéo, fornecimento regular pela
auséncia de sazonalidade e facilidade de manipulacédo genética (CARVALHO et al.,
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 reacfes quimicas que
catalisam. A nomenclatura enzimatica foi estabelecida pela Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), com divisdo em sete grupos principais, nas
quais estdo inclusas subclasses de acordo com o tipo de reacéo catalisada (Tabela
1).


https://link.springer.com/article/10.1007/s13201-012-0075-9#CR1
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TABELA 1- CLASSIFICAGAO ENZIMATICA CONFORME A UNIAO INTERNACIONAL DE
BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR.

Classes

Funcdao

1-Oxidorredutases

2-Transferases

3-Hidrolases

4-Liases
5-Isomerases

6-Ligases

7-Translocases

Catalisam reacdes de oxirreducéo, envolvendo oxigenacdes ou
adicdo de elétrons

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

Catalisam a hidrélise de varias reacfes, atuam em ligac@es éster,
peptidicas e outras funcdes contendo a ligacdo CN

Catalisam reacdes de clivagem de ligagcées como CC,CN e CO e
também os processos reversos

Catalisam a transferéncia de grupo de uma posicéo para outra
Catalisam a unido de ligagdes CC, CO, CS, CN, ésteres de fosfato
e N-metal

Catalisam a translocag&o de préton H+ , cations inorganicos, anions
inorganicos e seus quelatos, aminoacidos e peptideos, carboidratos

e seus derivados e outros compostos

Fonte: Adaptado de ENZYME EXPASY

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

2.5 LIPASES

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, E.C.3.1.1.3), sdo enzimas que
catalisam a hidrélise das ligacdes ésteres de triacilglicerois, produzindo diacilglicerais,
monoacilglicerais, glicerois e acidos graxos, atuando na interface entre a fase organica
e a fase aquosa (Figura 1) (ALMEIDA, TAUK-TORNISIELO e CARMONA, 2013; LEE
etal., 2015). Algumas lipases apresentam afinidade por acidos graxos de cadeia curta
(acido acético, butirico, caprico, decandico, etc), enquanto outras tém preferéncia por
acidos graxos insaturados (acido oleico, linolénico, etc.). Outras ndo apresentam
especificidade e dividem aleatoriamente os acidos graxos dos triglicerideos. Assim, a

atividade da lipase depende do comprimento da cadeia do &cido graxo, localizacao do
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acido graxo na estrutura do glicerol e seu grau de instauracédo (PATIL et al., 2011,
NIMKANDE e BAFANA, 2022).

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

o]
o7, +3H,O0 =—== [-oH +3 o
triacilglicerideo glicerol acidos graxos

FONTE: Jaeguer e Reetz (1998).

Além da reacao hidrolitica, as lipases podem apresentar uma variedade de
atividades cataliticas, como interesterificacdo, esterificacdo, amindlise, acidolise e
alcodlise, que contribuem para sua aplicacdo em uma ampla gama de industrias
(HOUDE, KADEMI e LEBLANC, 2004; CHANDRA, SINGH e ARORA, 2020).

Devido a capacidade das lipases catalisarem diversas reacdes, apresentam
grande potencial biotecnoldgico, sendo utilizadas em diversas aplicagdes industriais,
como na industria alimenticia, de detergentes e farmacéutica (HASAN et al., 2006;
TACIN et al., 2019). Prevé-se que o mercado internacional de lipases ultrapasse US$
797,7 milhdes até 2025, aumentando a uma taxa de crescimento anual composta de
6,2% de 2017 a 2025 (TACIN et al., 2019).

2.6 PRODUCAO DE LIPASES

As lipases podem ser produzidas por meio de fontes de origem microbiana,
vegetal ou animal (BARROS et al., 2010; SAADATULLAH et al., 2018). No entanto,
as lipases microbianas tém ganhado muito mais atencéo industrialmente do que as
de fontes animais e vegetais, devido a facilidade de manipulacdo genética,
estabilidade, seletividade, ampla especificidade de substrato e facilidade de
separacdo, pois em sua maioria sdo extracelulares. Muitos microrganismos sao

conhecidos como potenciais produtores de lipases, incluindo bactérias, fungos e


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/genetic-manipulation
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leveduras (HASAN, SHAH e HAMEED, 2006; ANBU et al. 2011; CHOUDHURY e
BHUNIA, 2015; SILVA-BEDOYA et al., 2016).

Muitas cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas produzem a
enzima lipase. Algumas das bactérias produtoras de lipase comercialmente mais
importantes sdo reconhecidas como pertencentes ao género de Bacillus, que
inclui Bacillus subtilis , Bacillus licheniformis , Bacillus pumilus , Bacillus
alcalophilus , Bacillus coagulans , Bacillus stearothermophilus e algumas outras
cepas bacterianas, como pseudomonas sp., Burkholderia sp. e Staphylococcus sp.
(SANGEETHA, GEETHA e ARULPANDI, 2010; DAOUD et al., 2013; GOWTHAMI et
al., 2015; MABIZELA-MOKOENA et al., 2017; SUCI, ARBIANTI E HERMANSYAH,
2018). Bactérias 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 Oleo (LEE et al., 2015; PATEL e DESAI, 2018).

Vérios fatores fisicos e quimicos podem influenciar a producdo de lipases,
como temperatura, pH, agitacdo, aeracdo e tempo de incubacdo, sendo o
conhecimento dessas propriedades de fundamental importancia para a obtencao de
alto rendimento na producao de lipases (SALIHU e ALAM, 2012; LAl et al., 2019). A
determinacdo da melhor temperatura de producdo de lipases tem como objetivo
identificar o estado termodindmico mais estavel, de forma a preservar a estrutura
tridimensional (evitar a desnaturacao) e favorecer o aumento da atividade lipolitica
(LEHNINGER, 1986). Na literatura, encontram-se temperaturas 6timas desde 15 a 80
°C (PATIL et al., 2011; KIRANA et al., 2016; JAVED et al., 2018). O pH também é um
importante fator na producéo 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 agitacdo, visto que um aumento da mesma melhora a taxa de
transferéncia de oxigénio e a eficiéncia da rea¢do. No entanto, altas taxas de agitacédo
podem ocasionar estresse de cisalhamento, levando a efeitos negativos sobre o
crescimento celular (LIU et al., 2011). De acordo com a literatura, a taxa de agitacao
pode variar de 100 a 250 rpm (SALIHU e ALAM, 2012). Com relagcédo ao periodo de
incubacdo necessério para atingir o maximo de producado de lipases, este varia de
acordo com a espécie, podendo ser de 24 até 96 h (VISHNUPRIYA et al., 2010; DUZA
e MASTAN, 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacterial-strain
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-subtilis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-licheniformis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-pumilus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-coagulans
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/geobacillus-stearothermophilus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pseudomonas
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/burkholderia
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/staphylococcus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818119308424?casa_token=9HeGQU2jXoYAAAAA:CPP74vk4wtdrOZ0oOx9662Id9pjv8Byc_vHy_YjqLjOMGqEVzG0sDEhS-6-wC6FNtG7NWIk6XIN4#bib53
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818119308424?casa_token=9HeGQU2jXoYAAAAA:CPP74vk4wtdrOZ0oOx9662Id9pjv8Byc_vHy_YjqLjOMGqEVzG0sDEhS-6-wC6FNtG7NWIk6XIN4#bib91
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818119308424?casa_token=9HeGQU2jXoYAAAAA:CPP74vk4wtdrOZ0oOx9662Id9pjv8Byc_vHy_YjqLjOMGqEVzG0sDEhS-6-wC6FNtG7NWIk6XIN4#bib91
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A producgéo de lipases envolve também condi¢Bes nutricionais, como tipo e
concentracdo de carbono e nitrogénio, surfactantes e ions metalicos (RAY e ROSELL,
2017). A fonte de carbono € um dos principais fatores para expressao da atividade
lipolitica pois as lipases séo, 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 estédo entre os elementos mais utilizadas para a sintese de lipases
(GUPTA, GUPTA E RATHI, 2004; SOLEYMANI et al., 2017).

As lipases, sdo enzimas induziveis e produzidas na presenca de uma fonte
lipidica, sendo assim para que sua atividade seja expressa, necessitam-se de fontes
de carbono, nitrogénio e alguns micro nutrientes (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). A
selecao do microrganismo que produza a lipase, juntamente com um indutor de baixo
custo e que permita alta producdo enzimatica, € necessdaria e adequada para
alavancar o desenvolvimento de bioprocessos para aplicacfes industriais de grande
porte (SILVEIRA; TARDIOLI; FARINAS, 2016).

As lipases bacterianas podem ser produzidas tanto por fermentacao
submersa, como por fermentacdo em estado soélido. Tém sido produzidas
principalmente por fermentagéo submersa, que faz uso de um meio de cultura liquido,
facilitando a recuperacdo 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).

2.7 ATIVIDADE LIPOLITICA

A reacdo comlipase libera acidos graxos do substrato por meio da sua agéo
hidrolitica. A atividade de lipases pode ser determinada direta ou indiretamente pelo
consumo do substrato ou pela formagéo dos produtos (liberagdo de acidos graxos)
(GONCALVES, 2007). Diversos meétodos, quantitativos e qualitativos, foram
desenvolvidos para indicar a atividade em solucdes de lipase bruta ou purificada, ndo
existindo um método universal de ensaio de lipase (GUPTA; GUPTA e RATHI, 2004).

O cultivo em meio sélido suplementado com triacilglicerideos € uma
metodologia para a selecéo qualitativa prévia de microrganismos produtores de lipase.

O método consiste em obter halo diferenciado ao redor da colénia do microrganismo,
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por meio da atuagéo da enzima sobre substratos indutores que foram adicionados ao
meio, como 6leos vegetais, tributirina e Tween (CARDENAS et al., 2001; DAMASO et
al., 2008). Além disso, com a formacdo do halo é possivel quantificar o Indice
Enzimatico (IE), que pode ser expresso pela relacdo entre o diametro do halo de
degradagéo do substrato e o didmetro de crescimento da colonia do microrganismo
(HANKIN, ZUCKER e SANDS, 1971; HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975).

A capacidade de producéo de lipase de um microrganismo também pode ser
determinada usando varios métodos quantitativos, como método titulométrico,
espectrofotométrico, cromatograficos e métodos moleculares. O mais comum é o
método titulométrico, no qual é realizado a titulacdo dos acidos graxos liberados pela
acao da enzima lipase, presente no caldo fermentado bruto, sobre os triglicerideos do
oleo de oliva emulsionados em goma arabica (FREIRE et al., 1997; CARDENAS et
al., 2001). A atividade da lipase € definida como a quantidade de enzima que libera
1,0 ymol de acido graxo livre do 6leo por minuto, nas condi¢cdes do teste, que é
dependente da concentracdo de substrato do meio, pH e temperatura 6timos da
enzima e tempo de reacao de hidrélise (GONCALVES, 2007).

Ja4 o método espectrofotométrico, é baseado na hidrélise lipolitica do p-
nitrofenilpalmitato em p-nitrofenol e acido palmitico, resultando em coloracdo amarela
que é 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 utilizacdo deste método ndo € indicada no caso de extratos
enzimaticos, sendo mais recomendado para o emprego em amostras de lipase

purificada, por ndo conterem substancias interferentes.

2.8 APLICACAO DE LIPASES NO TRATAMENTO DE EFLUENTES

A hidrolise de Oleos e graxas em aguas residuais por enzimas lipases é
tecnologia alternativa (CHENG et al., 2020; NIMKANDE e BAFANA, 2022). Como
biocatalisadores, as enzimas tém se mostrado eficazes para a degradagédo e
transformacao de triglicerideos complexos em acidos graxos livres mais simples,
potencializando a atuacdo dos microrganismos em um processo de tratamento
biolégico posterior, consequentemente reduzindo o tempo de detencédo hidraulica no
sistema (JAMIE et al.,, 2016; CAVALEIRO et al., 2013; DUARTE et al., 2015;
VALLADAO et al. , 2011; HITCH e CLAVEL, 2019). Para esta aplicacéo, as lipases


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085242030955X?casa_token=T7VzW3FaBJQAAAAA:hmJnk4840gpPgyCZFHdDOau5sP30MLP6XpKhk_SbkTRkw30aDM4QBoUocm9bRJmN6Fcxp5jLfF43#b0090
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085242030955X?casa_token=T7VzW3FaBJQAAAAA:hmJnk4840gpPgyCZFHdDOau5sP30MLP6XpKhk_SbkTRkw30aDM4QBoUocm9bRJmN6Fcxp5jLfF43#b0265
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096085242030955X?casa_token=T7VzW3FaBJQAAAAA:hmJnk4840gpPgyCZFHdDOau5sP30MLP6XpKhk_SbkTRkw30aDM4QBoUocm9bRJmN6Fcxp5jLfF43#b0085
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podem ser utilizadas sem purificagdo, apresentando uma vantagem econdomica
(MENDES et al., 2005; RIGO et al., 2008).

Affes et al. (2017) investigaram o0 pré-tratamento enzimatico de aguas
residuais de abatedouro de aves e posterior codigestdo anaerébia utilizando como
in6culo cultura de Staphylococcus xylosus a a 37°C, pH 7. Os autores verificaram
aumento de 100% na producdo de metano em comparagao com o controle.

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 anaerdbia. Os autores
verificaram que, a utilizacdo do biorreator descontinuo alimentado com &guas
residuais pré-hidrolisadas com 10% v/v de lipase apresentando atividade de
0,3 U mL"! durante 48 h foi eficiente na remocdo de DQO (90%), comparado ao
efluente bruto (66%). Além disso, a producdo de biogas apds 13 dias também
apresentou resultados satisfatorios, aumentando de 2330 mL para 4710 mL.

Rigo et al. (2008) investigaram o efeito de duas lipases, uma comercial
(Lipolase 100T, Novozymes) e uma obtida por fermentacédo em estado solido (Lipase
SEP) sobre o efluente de uma industria de carne bovina e suina. As dguas residuérias
com diferentes concentracées de O&G (250 a 3000 mg L ) foram tratadas em
reatores anaerobios em batelada com e sem pré-tratamento enzimatico, utilizando
duas quantidades de prepara¢des enzimaticas [0,1 e 5,0% (p / v)]. Os beneficios da
pré-hidrélise 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 remocao da DQO, comparado a um reator de controle alimentado

com &gua residual sem nenhum pré-tratamento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Quimica Analitica e

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

3.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DA AGUA RESIDUARIA

A agua residuéria 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 galdes plasticos (para a caracterizagdo e para o pré-tratamento) e em
frascos de vidro previamente autoclavados (para isolamento microbiano) da caixa de
retencdo de gordura que compdem o sistema de tratamento da industria. Até o
momento de uso, os galdes foram armazenados sob refrigeragéo, a -20 °C, enquanto
os frascos a 4 °C.

3.3 CARACTERIZACAO DA AGUA RESIDUARIA

Foram realizadas andlises das caracteristicas fisico-quimicas iniciais da agua
residuaria em estudo, quanto aos parametros de pH, DQO, O&G, sdlidos totais (ST),
sélidos volateis (SV), sélidos fixos (SV), nitrogénio total, acidos livres, proteina soluvel
e carboidrato, seguindo metodologias descritas na Tabela 2. As andlises foram

realizadas em duplicata.
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TABELA 2 - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS ANALISADOS E METODOLOGIAS UTILIZADAS.

Parametro Metodologia Referéncia
pH Potenciometria APHA (2005)
DQO Total (mg L?) Espectrofotometria APHA (2005)
0&G (mg L?) Gravimetria Suehara et al. (2005)
Solidos Totais (mg L1) Gravimetria APHA (2005)
Solidos Fixos (mg L?) Gravimetria APHA (2005)
Solidos Volateis (mg L?) Gravimetria APHA (2005)
Nitrogénio Total (mg L) Kjeldahl APHA (2005)
Acidos Graxos livres (umol mL1) Titulometria Rosa (2004)
Proteina Solavel (mg mL?) Espectrofotometria Bradford (1976)
Carboidrato (mg L) Espectrofotometria Dubois et al. (1956)

FONTE: O autor (2022).

3.3.1 pH

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

3.3.2 DQO Total

Para a determinacdo 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 soluc¢des de padrdo preparadas para a curva
de calibracdo. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL da solu¢éo de dicromato de potassio
e, vagarosamente, 3,50 mL da solucdo de sulfato de prata em &cido sulfurico. O tubo
foi entdo fechado hermeticamente e agitado por inversao. Colocou-se 0s tubos no
digestor previamente aquecido a temperatura de 150 °C, e mantendo-o durante 2 h.
Ap6s resfriamento dos tubos, foi realizada a leitura das amostras em
espectrofotometro da marca Femto, modelo 600 s com comprimento de onda em
620 nm, zerando o equipamento com o branco. Para obtencéo da curva de calibragao,
plotou-se as absorbéancias das solu¢des do padrdo no eixo Y contra os valores de
DQO em mg L "t das solucdes de biftalato &cido de potassio no eixo X, e determinou-

se a equacao da reta obtida.
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3.3.3 Oleos e graxas

Para a determinacéo de Oleos 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. Apos 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
alcancar a temperatura ambiente, e posteriormente a isso foi pesado para obter o (M2).

Os dados obtidos foram substituidos na equacéo 1.

2 —M;) X1000

_ M
08&G (mgL™) = =12 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.

3.3.4 Sodlidos 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. Apés este periodo
a massa do conjunto cadinho e amostra foi determinada em balanca analitica da
marca SHIMADZU modelo AY?220.

Para determinacdo dos sdlidos fixos (SF) e solidos volateis (SV), foram

levados os conjuntos (cadinho + amostra) até a mufla, onde permaneceram por 90
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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.

_ (M —M) 1000
_ (M -M ) 1000

SF (mg.L™1) = 3\,173 Eq. (3)
_ (M,—-Mj3) x1000

SV (mg.L™1) = —Zvl gmi) Eq. (4)

Em que:
M1 = Massa do cadinho vazio
M2 = Massa do cadinho e amostra retirado da estufa
Ms = Massa do cadinho e amostra apos combustéo da mufla
V1 = Volume do efluente inserido no cadinho (mL)
ST = Sdlidos Totais
SF = Solidos Totais Fixos
SV = Sdlidos Totais Volateis

3.3.5 Nitrogénio Total

Em um tubo de digestdo adicionou-se 5 mL de cada amostra com uma
pequena porcao (ponta da espatula) de mistura digestora de nitrogénio, composta por
sulfato de cobre e sulfato de potassio, e 5 mL de acido sulfarico concentrado, este
tubo de digestédo 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 destilacao, 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 &cido bérico
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4% e 5 gotas dos indicadores verde de bromocresol 0,1% e vermelho de metila 0,2%,
e entdo foi realizado a titulagdo com HCI 0,04794 mol L'! e o volume gasto foi anotado
para posterior céalculo.

Com os dados calculou-se a concentracdo do nitrogénio total através da

Equacéo 5.
. A -1 _ "h-W)
mgNitrogéniogoey-L™" = — X Nycr 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 = Concentracao do 4cido utilizado na titulagéo;

14.0= Equivalente grama do nitrogénio contido no NHa.

3.3.6 Acidos Graxos Livres

Para a determinacdo 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 solucdo NaOH 0,01 mol L com
fenolftaleina como indicador. O teor final de &cidos graxos livres foi obtido pela

Equacéo 6.

V(NaOH)+ M 40511000

- Eq. (6)

AGL(pmol/mL) =

Em que:

AL = teor de &cidos livres (umol mL1);

V(NaOH) = volume de solu¢do de NaOH usado na titulagdo (mL);
M(NaOH) = concentracdo da solucdo de NaOH (mol L1);

Va = volume da amostra (mL).



32

3.3.7 Proteina Solavel

A dosagem de proteinas totais soluveis foi realizada de acordo com 0 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 solug&o foi misturada com
100 mL de &cido fosforico 85% e diluida com 1 L de &gua destilada. O reagente foi
entdo filtrado com papel de filtro. Para elaborar a curva-padréao foi utilizada uma
solucéo estoque de soro de albumina bovina em uma concentracdo de 1 mg mL+* em
agua destilada. Para a curva de calibracéo, foram pipetados volumes de 10, 20, 40,
60, 80, e 100 pL da solugao 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 pL de agua destilada esterilizada)
em comprimento de onda de 595 nm entre 2 min e 1 h apds a agitacdo. Para a
dosagem proteica do efluente foi utilizado 100 uL do mesmo no lugar da solucao de

BSA. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.3.8 Carboidrato

A andlise 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
solucéo de fenol 5% e agitado levemente. Em seguida foi adicionado 2,5 mL de H2SOa4
concentrado diretamente sobre a amostra e homogeneizado levemente. Apds esse
processo a amostra foi incubada 20 min a temperatura ambiente para o resfriamento
da solucdo. Uma curva de calibracgéo foi obtida utilizando glicose como padrao. Foram
realizadas solugdes padrao de glicose atraves de diluicbes seriadas (a partir de uma
solucdo de 50 mg L) nas seguintes concentracdes: 5, 10, 15, 20, 25, 30,35, 40,45 e
50 mg Lt. Ap6s o preparo de todos os padrdes e amostras, foram realizadas leituras
da absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 490 nm, para gerar
a curva de calibrac&o. Para o preparo do branco foi utilizado 0,5 mL de agua destilada

COmMo amostra.
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3.4 SELECAO E ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

A selecao dos microrganismos foi realizada utilizando-se a técnica de diluicao
em série de amostras do efluente de abatedouro bovino em solucdo salina 0,8%.
Aliquotas de 100 uL das diluigbes com concentragdo 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 3, 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
degradacdo (método qualitativo de atividade lipolitica), foram isoladas em placas
contendo &gar nutriente através do método Streak-Plate (esgotamento) (BECKER,
CALDWELL e ZACHGO, 1996) e mantidas em BOD a 30 °C.

TABELA 3 - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA PARA SELECAO E DETERMINACAO DO
INDICE ENZIMATICO DOS MICRORGANISMOS.

Reagente Quantidade (g L)
Peptona 10
Cloreto de Sodio (NaCl) 5
Cloreto de Célcio (CaCl2.2H20) 0,1
Agar 18
Tween 20 1% (vIv)

Posteriormente ao isolamento das bactérias foi determinado o IE das
mesmas. Para isso, uma alcada de cada bactéria foi inoculada em placa de Petri
contendo um meio de cultura especifico (Tabela 3). 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 degradacdo e didmetro médio da colénia pelo método de Hankin e
Anagnostakis (1975):

IE = DM/ DC Eq. (7)

Em que:
IE = indice Enzimético
DH = Diametro médio do Halo de Degradacéo

D€ = Diametro médio da Colbnia
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3.5 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

Apos o célculo do IE foram selecionadas, para a identificacéo, trés bactérias
que apresentaram o0s maiores indices. Os isolados foram primeiramente
caracterizados com base nos aspectos morfo-tintoriais e bioquimicos, através da
coloragdo de Gram e teste da catalase. A caracterizagdo molecular foi realizada
através do sequenciamento da regido 16S rDNA, 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 confirmagéo da espécie foi realizada através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento. Para o sequenciamento,
a regiao 16S rDNA 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¢cdes de amplificagdo foram: 5 min
iniciaisa 94 °C, e 30 ciclosde 45sa94°C,45sa57°Ce 45sa 72 °C, como extensao
final de 5 mina 72 °C.

Os produtos de PCR foram purificados por eluicdo em gel de agarose, usando
o kit de extracdo Easypure. Uma aliquota de 2 pL dos produtos de PCR eluidos foi
guantificada com o auxilio de espectrofotémetro Nanodrop2000 (ThermoScientific). O
grau de pureza foi determinado pela relacdo A260/280. Apos quantificacdo, 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 - versdo 2.215 do BLAST 2.0).

3.6 PROCESSO FERMENTATIVO

Os trés microrganismos que apresentaram 0s maiores indices enzimaticos
foram cultivados em erlenmeyers de 250 mL em agitador-incubador a 150 rpm e 37
oC por 24 h contendo 50 mL do meio de cultura proposto por Bueno et al. (2014) com
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modificaces: extrato de levedura (2 g L), peptona (5 g L?), KH2PO4 (3,0 g L?),
MgSOa4 .7H20 (0,2 g L) e 1% (v/v) de 6leo 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
condi¢bes anteriores. O cultivo foi interrompido por centrifugagéo (15 min a 3000 rpm)

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

3.6.1 Atividade lipolitica

A determinacéo da atividade lipolitica foi realizada pelo método titulométrico
segundo Dellamora-Ortiz et al. (1997) com modificacdes, em que utilizou-se 5 mL de
emulsédo de 6leo de oliva 20% (v/v) em goma arabica 5% (p/v) e 2 mL de tampao
fosfato de soédio 0,1 M, pH 7,0. O ensaio foi realizado em shaker marca CIENLAB,
modelo CE-725/R com agitacdo de 180 rpm, a 37 °C, sendo iniciado pela adicdo de
3 mL da preparacdo enziméatica e apés 20 min de incubacéo, a reacao foi paralisada
pela adicdo de 10 mL de uma mistura etanol e acetona (1:1). Os acidos graxos
formados pela hidrélise dos triacilgliceréis presentes na emulséo foram quantificados
pela titulagdo com NaOH 0,05 N, aplicando-se fenolftaleina como indicador. Também
foi utilizado um branco, contendo 3 mL do tampé&o fosfato de s6dio em vez do preparo
enzimatico. A atividade lipolitica foi calculada com a Equacdo 8 e expressa em

micromoles de &cidos graxos liberados, por minuto de reacao, por mililitro de amostra.

V1—V2*N*1000

A(U.mL™) = Eqg. (8)

V3*T

Em que:

A = atividade enzimatica;

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

V3 = volume utilizado do preparo enzimatico;

T = tempo de reagdo (minutos).
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3.6.2 Dosagem proteica

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

Bradford (1976) descrito anteriormente no item 3.3.7.

3.7 PRE-TRATAMENTO DO EFLUENTE DE ABATEDOURO BOVINO

3.7.1 Preparo do inéculo

Apés a andlise da atividade lipolitica dos microrganismos, aquele que
apresentou a maior atividade foi utilizado para o preparo do inéculo. Primeiramente
fez-se a ativacdo da bactéria lipolitica selecionada, adicionando-se em erlenmeyers
de 250 mL, uma al¢cada de colonia 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 g L) e 1% (v/v) de 6leo de soja. Os erlenmeyers foram mantidos em
agitador incubadora shaker da marca CIENLAB, modelo CE-725/R a 150 rpm, a 37 °C
por 24 h (BUENO et al.,2014; LIMA, 2015).

A suspensdo de células obtida foi inoculada em outro erlenmeyer de 250 mL,
contendo 90 mL do efluente em estudo (agua residuaria de abatedouro bovino)
esterilizado. A inoculacéo foi realizada na proporcdo de 10% (v/v) e incubada nas
mesmas condicfes anteriormente descritas. Posteriormente, a suspensao obtida foi
padronizada por densidade O6ptica, ajustando-se a absorbancia do in6culo em
espectrofotometro a 600 nm de comprimento de onda, pela adicdo de suspensao
celular em solucao salina 0,8%, até alcancar a absorbancia de 1,0. A concentracéo
de células nos in6culos foi mensurada pelo método de diluigdo em placa, inoculando
100 pL da diluigdo 10 em placa de Petri contendo agar nutriente como meio de

cultivo.

3.7.2 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
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elaborados, além de obter a andlise 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
concentracdo de inéculo), com os niveis ( -1 e +1), os pontos axiais (-1,68 e +1,68) e
trés repeticées no ponto central (0), resultando em 17 ensaios (Tabela 4 e 5). 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 4 - 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
Indculo (%) 6,6 10 15 20 23,4

FONTE: O autor (2022).

Na Tabela 5 apresenta-se a matriz do planejamento DCCR, com os valores

codificados e reais das variaveis de cada ensaio.
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TABELA 5- MATRIZ DO PLANEJAMENTO (DCCR) COM TRIPLICATA NO PONTO CENTRAL EM
SEUS VALORES CODIFICADOS E REAIS.

E . Valores Codificados Valores Reais

nsaio pH T (°C) Inoculo (%) pH T (°C) Inoculo (%)
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 43,4 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 (2022).

Nesses 17 ensaios, inoculou-se o efluente com concentragdes 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 O h, 24 h, 48 h e 72 h, para
o monitoramento dos parametros de DQO, teor de O&G e a atividade lipolitica de
acordo com metodologias descritas anteriormente no item 3.6.1 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 17 tratamentos, sem adi¢éo do indculo.

3.7.3 Analise estatistica

O software STATISTICA 12 foi utilizado para determinar o efeito das variaveis
independentes, o calculo dos coeficientes de regressdo, a analise de variancia
(ANOVA), utilizando-se do teste F a 5% de probabilidade e a obtencéo dos graficos
de superficies de resposta sobre as variaveis respostas atividade lipolitica, DQO e
0&G.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DA AGUA RESIDUARIA

Os valores obtidos na caracterizacdo do efluente em estudo, bem como dados
da literatura de caracterizagdo de efluente de abatedouro bovino podem ser

observados na Tabela 6.

TABELA 6 - CARACTERIZACAO DE EFLUENTE DE ABATEDOURO BOVINO.

Parametro Efluente em Caixetaet Rigo McCabe et Jg?;ﬁn
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 (mgL?) 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 mL1) 11 +0 - - - -
Proteina SolGvel (mg L1) 4805,7 +51,3 - - - -
Carboidrato (mg L) 81,2+1,.2 - - - -

FONTE: O autor (2022.

A composicdo de efluentes de abatedouro bovino podem sofrer variacao
devido a diversos fatores, como o processo industrial, a quantidade de agua utilizada,
o tipo e idade do animal abatido, temperatura, entre outros (CAIXETA et al., 2002;
BUSTILLO-LECOMPTE, MEHRVAR e QUINONES-BOLANOS, 2013)

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
flotagéo, 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 lancamento de efluente, estabelecidos pela resolucdo Conama n° 430 (2011), e
pela legislacdo ambiental do Instituto Agua e Terra -IAT Portaria N° 29 (2018).
Enquanto os demais parametros apresentam valores elevados, necessitando de
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tratamento prévio ao seu descarte no ambiente, visto que as legislacées determinam
que a concentracdo maxima de gordura animal e DQO presente no efluente seja de

50 mg Lte 150 mg L, respectivamente.

4.2 SELECAO E ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Um indicativo da atividade lipolitica pode ser observado pela liberacédo
hidrolitica do acido graxo do Tween e a sua subsequente precipitacdo como sal de
calcio (TIGERSTROM e STELMASCHUK, 1989; GOPINATH, ANBU e HILDA, 2005).
Por meio da observacéo dos halos de degradacéo formados ao redor das col6nias, 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 presenca 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 selecao de
bactérias com capacidade de utilizacdo de O&G. Nos testes de degradacdo 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. Furini et al. (2018), buscando selecionar o melhor microrganismo lipolitico
isolado de um sistema de tratamento bioldégico de efluentes de um hotel, que
apresentasse potencial para emprego em processos biotecnolégicos, encontraram
géneros de Enterobacter, Burkholderia, Acinetobacter e Pseudomonas.

Ao mensurar os diametros médios dos halos de degradacao e os diametros
médios das colbnias isoladas (Figura 2) foi possivel calcular o IE de trés bactérias, ja
gue estas apresentaram os maiores halos. O maior valor (3,46) obtido foi referente a
bactéria 1 (Tabela 7).
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TABELA 7 - MEDIA Do INDICE ENZIMéTICO (IE) ENCONTRADO PARA CADA MICRORGANISMO,
BASEADO NA RELACAO ENTRE O DIAMETRO DA COLONIA E O DIAMETRO DO HALO.

Microrganismo Diadmetro da colbnia (cm) Diadmetro do halo (cm) IE
1 0,44+0,04 1,53+0,14 3,46+0,63
2 0,43+0,05 1,33+0,05 3,08+0,40
3 0,61+0,01 1,29+0,06 2,11+0,18

FONTE: O autor (2022).

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

FONTE: O autor (2022).

Padmapriya et al. (2011) ao isolar bactérias de varios ambientes ricos em
0&G, como solo, fezes e leite, observaram que das 47 bactérias isoladas, 3 delas
apresentaram as maiores formacdes 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,
préximo ao obtido no presente estudo. Alhamdani e Alkabbi. (2016) avaliaram a
atividade lipolitica de oito microrganismos isolados de solo contaminado com oOleo, e
observaram IE de 2,9 e 2,8 para Bacillus pumilus cepa YHH-2 e Bacillus pumilus cepa

NRC21.7, respectivamente.

4.3 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

Na Tabela 8 apresenta-se os dados do teste de Gram, catalase, bem como
informacdes morfologicas de cada uma das trés bactérias.
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TABELA 8 - 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 (2022).

Pode ser observado na Tabela 8 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 sao 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 (2022).
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Apesar de algumas bactérias produtoras de lipase ser Gram-positivas, como
€ o caso dos géneros Bacillus sp., Staphylococcus sp. e Clostridium sp, sua atividade
lipolitica € menos expressiva que o das bactérias Gram-negativas (ROUSENAU e
JAEGER, 2000). Oliveira, Hidalgo e Junior (2014), isolaram e caracterizaram 23
microrganismos potencialmente produtores de lipase de uma estacdo de tratamento
de esgoto, sendo a maioria das bactérias Gram Positivas (18), porém apds a etapa de
fermentacdo em meio liquido, os Gram Negativos (4) apresentaram as maiores
atividades enziméticas.

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

As informacdes sobre as sequéncias obtidas por sequenciamento da regido
rDNA 16S do DNA dos isolados 1, 2 e 3 de estdo apresentadas na Tabela 9.

TABELA 9 - 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 MKO089544.1
3 Aeromonas spp. - -

FONTE: O autor (2022).

Com relacao 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 identificacdo a nivel de espécie nao foi possivel.

Os resultados de trabalhos baseados em amplificacdo e sequenciamento da
regido rDNA 16S tém demostrado que a diversidade de microrganismos em amostras
ambientais é ampla. Apesar do sequenciamento de rDNA 16S ser universalmente
aceito como um padréo para identificacdo 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 identificacdo 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


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF079290.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C16T5HGP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK089544.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0UTDNEW014
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(NEILSON, 1978; YASIN, SANCHEZ-TORRES e MAEDA, 2014), 4guas residuais
(POFFE e BEECK, 1991), 4guas residuarias de abatedouro bovino (MARTINELI et al.,
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 4gua drenada das

carcacas, enquanto A. sobria foi isolado de 5,7% das amostras da agua fornecida.

4.4 PROCESSO FERMENTATIVO

Ao consultar a identidade dos isolados utilizando o niumero de acesso da
Tabela 9, 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 diferencas nos resultados de atividade lipolitica e dosagem proteica da
Tabela 10.

Com relacao a atividade enzimatica e a dosagem proteica, também constatou-
se que os maiores valores foram encontrados para a bactéria 1, com 2,46 U mL? e
13,12 mg mL-! (Tabela 10), respectivamente, sendo, portanto, esta aplicada no pré-

tratamento do efluente de abatedouro bovino.

TABELA 10 - 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 1,58+0,00 10,70 +0,01
3 2,10+0,03 6,30+0,00

FONTE: O autor (2022).

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 enziméatica das bactérias isoladas por meio
do meétodo titulométrico. Foi observado que a bactéria que apresentou atividade
enzimatica mais promissora foi a Enterobacter aerogenes (1,54 U ml1). Padmapriya
et al. (2011) ao avaliarem a dosagem proteica de lipase a partir do cultivo de
Lactobacillus sp. filtrado, obtiveram o valor de 6,2 mg mL™.

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, visto
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gue no estudo de Neelambari et al. (2011), os autores avaliaram a otimizacéo e
purificacdo de lipase de Aeromonas hydrophila e observaram atividade maxima de 15

U mL%, valor préximo ao obtido neste trabalho.

4.5 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 e O&G durante 72 h,
sendo as analises realizadas a cada 24 h. Com os resultados obtidos, foi possivel
observar que o tempo de reacdo de 72 h é o ideal para o pré-tratamento do efluente
em estudo, visto que apresentou os maiores valores de remocdo dos parametros
avaliados. Periodos superiores podem ser inviaveis para aplicacdo industrial,
principalmente pelo tamanho das unidades de tratamento. Desta forma, a anélise
estatistica foi realizada com os resultados obtidos em 72 h de reacédo. O in6culo
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.

4.5.1 Atividade lipolitica detectada no efluente de abatedouro bovino

Na Tabela 11 apresenta-se a matriz do delineamento experimental, com as
variaveis pH, temperatura (T) e concentracdo de inéculo (l), 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 11 — DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS DE ATIVIDADE LIPOLITICA.

. Variaveis Atividade lipolitica (U mL™)
Ensaios
pH T (°C) Indculo (%) | Oh 24 h 48 h 72 h
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(-1,68) 150(0) 0,02+0,02 0,10+0,00 0,77+0,05 0,73+0,05
12 7,5(0) 43,4(1,68) 15,0 (0) 0,05+0,05 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) 0,29+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 0,46+0,05 1,21+0,00  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 (2022).

Como pode ser analisado na Tabela 11, logo no inicio da reacao (0 h) foi
apresentado atividade lipolitica, isso se deve possivelmente ao indculo que continha
certa quantidade de enzima quando inserido no sistema de pré-tratamento. No
decorrer da reacao, a atividade apresentou constante aumento, sendo observada a
maxima atividade de 1,40 U mL?! em 72 h de reagdo, na condicdo de pH 7,5;
temperatura de 35 °C e concentracéo de indculo de 15% (Tabela 11).

Com os resultados experimentais obtidos (Tabela 11), ajustaram-se os dados
para a obtencdo 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 variacdo da atividade lipolitica é explicada pelo modelo.

Atividade Lipolitica (U mL™?) = 1,302 - 0,250xpH? - 0,146xT?- 0,279xI? (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 atraves
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do gréfico de Pareto, presente na Figura 4. 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 4 - GRAFICO DE PARETO PARA A ATIVIDADE LIPOLITICA.

(3401 1-2.03195
1Lby3L 1456039
{TpH(L) 1 407544
1Lby2L £51831

(2)TiL)

ZLby3l 1323663

p= 05

FONTE: O autor (2022).

Analisando a Figura 4 constata-se que as variaveis concentracdo 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 ndo favorece a atividade enzimatica.

A partir da analise de varidncia do sistema, realizando-se o teste F,
apresentado na Tabela 12, 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 equacéo
se ajustam aos dados experimentais, caso Fcalc > Ftab. A falta de ajuste baseia-se
no erro puro, neste caso, se Frartasjuste fOr menor que Ftab a falta de ajuste nédo é
significativa e a regressao linear proposta € adequada para ajustar os pontos

experimentais de forma satisfatoria.

TABELA 12 - ANALISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA A ATIVIDADE LIPOLITICA.

Soma Graus de Média Fcal Ftab

Fonte de Variagdo Quadréatica Liberdade Quadrética (95%)  (95%) Feal/Ftab
Regresséo 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 (2022).
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Observa-se na Tabela 12, que para a regressao o Fcal é maior que o Ftab e
possui uma razdo Fcal/Ftab maior que 1. Além disso, ndo 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 funcdo da temperatura e do pH, e a Figura 5b
representa o grafico de contorno para atividade lipolitica em funcédo da concentragéo

de in6culo e temperatura.

FIGURA 5 — SUPERFICIE DE "RESPOSTA DA ATIVIDADE LIPOLITICA EM FUNCAO DA
TEMPERATURA E DO PH (A). GRAFICO DE CONTORNO DA ATIVIDADE LIPOLITICA EM FUNCAO
DA CONCENTRAGAO DE INOCULO E TEMPERATURA (B).

1

Soulo (W)

e Ao Ing

FONTE: O autor (2022).

Nota-se que um pico foi obtido, que representa o ponto 6timo do processo,
em temperatura, pH e concentracao de inoculo 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 fermentacdo submersa na temperatura de 35 °C. Rocha et al. (2013) avaliando o
pré-tratamento de agua residuaria de purificacdo de biodiesel em temperatura de
35°C durante 120 h encontraram atividade lipolitica de 0,30 U mL* utilizando o
microrganismo isolado Klebsilla oxytoca.

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 reagbes

de hidrélise enzimatica, pois pode acarretar alteragdo da sua estrutura molecular e
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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 reacéao diminui
a medida que o pH se afasta desse valor 6timo, o 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 A. hydrophila isolada de um reservatério de agua. Os
autores observaram que a atividade enzimética em pH 5 a 6 foi quase insignificante,
jaem pH 7 a 9 ocorreu um notavel aumento. Quanto a temperatura, foi observada boa
atividade acima de 30 °C, apresentando méaxima atividade em 40 °C. E importante
ressaltar que o aumento da temperatura, promove o0 aumento da atividade enzimética,
por aumentar a energia cinética das moléculas componentes do sistema. No entanto,
temperaturas mais altas podem reduzir a estabilidade térmica da enzima, podendo
haver desnaturacdo da mesma, ou seja, a perda de sua estrutura nativa, catalitica,
por alterarem as ligagbes quimicas que mantém sua estrutura tridimensional
(BORZANI et al.,2001; GOMES et al., 2006; JI 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 apés 30 min de incubacdo 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 A. hydrophila foi observada em 37 °C.

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

respectivamente, em uma solucéo de sebo bovino.
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4.5.2 Demanda Quimica de Oxigénio

Na Tabela 13 observa-se a matriz do delineamento experimental, com 0s
niveis de cada variavel (pH, temperatura e concentracéo de inéculo) e os resultados
obtidos para concentracédo de DQO, no decorrer dos ensaios realizados.



TABELA 13 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM VALORES REAIS E RESPOSTA QUANTO A CONCENTRAGAO DE DQO.
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o 1 Eficiéncia
Ensaios Variaveis DQO (mg L) (%)
pH T (°C) In6culo (%) Oh 24 h 48 h 72 h 72 h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 8486,7+150,0 7786,7+183,3 8070,0+200,0 5836,7+166,7 31,23
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 8086,7+66,7 7886,7+250,0 7003,3+0,0 6786,7+116,7 16,08
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 5186,7+400,0 4210,0+150,0 3510,0+16,7 2926,7+0,0 43,57
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 4320,0+133,3 3826,7+0,0 3343,3+83,3 2943,3+16,7 31,87
5 8,0 (1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 8903,3+33,3 9003,3+33,3 9720,0+150,0 4860,0+66,7 45,41
6 8,0 (1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 9070,0+33,3 8870,0+233,3 5986,7+83,3 5126,7+66,7 43,48
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 5953,3+33,3 3776,7+50,0 3210,0+83,3 1943,3+£83,3 67,36
8 8,0 (1) 40,0 (1) 20,0 (1) 5153,3+233,3 3543,3+83,3 3626,7+0,0 2293,3+0,0 55,50
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 8760,0+0,0 8650,0+16,7 8516,7+16,7 8250,0+16,7 5,82
10 8,3(1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 8826,7+0,0 8600,0+33,3 8983,3+83,3 8816,7+16,7 0,11
11 75(0) 26,6 (-1,68) 15,0 (0) 7960,0+33,3 7926,7+0,0 7760,0+33,3 6126,7+0,0 23,03
12 7,5(0) 43,4(1,68) 15,0 (0) 9143,3+50,0 8360,0+33,3 8293,3+0,0 8160,0+33,3 10,75
13 7,5 (0) 35,0 (0) 6,60 (-1,68) 8976,7+16,7 8883,3+16,7 8883,3+16,7 8916,7+50,0 0,67
14 7,5 (0) 35,0 (0) 23,4 (1,68) 9310,0+16,7 8850,0+216,7 9116,7+216,7 9083,3+116,7 2,43
15 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 8660,0+33,3 8510,0+50,0 6643,3+83,3 5316,7+16,7 38,61
16 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 8760,0+0,0 8826,7+66,7 4476,7+50,0 5216,7+50,0 40,45
17 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 8243,3+50,0 8776,7+16,7 7060,0+133,3 4816,7+16,7 41,57

FONTE: O autor (2022).
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Na Tabela 13 é possivel observar oscilagdes das concentragdes iniciais de
DQO, que podem estar relacionadas com os valores de inoculos adicionados. Nota-
se que a menor concentragcdo de DQO ocorreu no ensaio 7 que corresponde ao pH
8,0, temperatura de 40 °C e concentracao de indculo de 10%, alcancando uma média
de 1943,3 mg L ou remocdo de 67,4%. Observa-se na Tabela 13, que em maior
porcentagem de inoculo, a reducdo 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 13), ajustaram-se os dados
para a obtencdo de um modelo de regresséo 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 regressédo, apresentou R?= 0,1686, 0
que representa que 16,86% da variacdo da eficiéncia de remocdo de DQO (%) é

explicada pelo modelo apresentado.
Remocédo de DQO (%) = 36,39 + 6,09xpH -4,25xpH? +3,04xT -2,78xl -5,09x1°> (Eg. 10)
Com base nos dados apresentados na Tabela 13, elaborou-se o grafico de

Pareto para avaliacao da significancia da temperatura, concentracéo de indculo e pH

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

FIGURA 6— GRAFICO DE PARETO PARA EFICIENCIA DE REMOCAO DE DQO.

1Lby3L | |3,085825

p=05

FONTE: O autor (2022).
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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
concentracdo de inoculo linear e quadratica influenciaram significativamente a
eficiéncia de remocao de DQO em um nivel de significancia de 95%.

Observa-se na Tabela 14, que para a regressdo Fcal> Ftab e tem-se uma
razao Fcal/Ftab maior que 1. Entretanto, verifica-se que a falta de ajuste € 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 néo € valido.

TABELA 14 - ANALISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA O MODELO DE REMOGCAO DE DQO.

Soma Graus de Média Fcal Ftab

Fonte de Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica (95%) (95%) Feal/Ftab
Regresséao 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 (2022).

Entretanto, apesar da ndo validacdo do modelo, € possivel avaliar a influéncia
das variaveis independentes sobre a eficiéncia de remoc¢do de DQO a partir das
superficies de resposta, indicando a direcédo a ser tomada numa proxima etapa.

Na Figura 7 € apresentada a superficie de resposta obtida para a remocéo de
DQO em fun¢do da concentracdo de indculo e do pH (Figura 7a), e o grafico de

contorno em fungéo do pH e da temperatura (Figura 7b).
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FIGURA 7 - §UPERFICIE DE RESPOSTA PARA REMOGCAO DE DQO EM FgNQAO DA
CONCENTRACAO DE INOCULO E PH (A). GRAFICO DE CONTORNO PARA REMOCAO DE DQO
EM FUNCAO DE PH E TEMPERATURA (B).

=40
<40
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FONTE: O autor (2022).

Como pode ser observado, o pH em torno do intervalo de 7,5 a 8,0,
concentracdo de in6culo em torno de 10 a 20% e temperaturas mais elevadas podem
ser utilizadas para obter maior eficiéncia na remocao de DQO, afirmacbes estas
certificadas pelos ensaios 7 (pH 8,0, 40 °C, 10% de in6culo e 67% de remocao) e 8
(pH 8,0, 40 °C, 20% de inoculo e 55% de remog&ao).

Na Tabela 15 estdo apresentados resultados encontrados na literatura de
remocdo de DQO de diferentes efluentes industriais e também para agua residuéaria

municipal.
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TABELA 15 - TRABALHOS DA LITERATURA REFERENTES A REMOGAO DE DQO COMPARADOS

AO OBTIDO NESTE ESTUDO.

Referéncia Efluente Inéculo Condicéo Tempo DQO (%)
Pré-tratamento
0,
Rioo et al IndGstria  de Lipase de icnoérgmoo,lA dg
g ' carne bovina Penicillium : 96 h 65%
(2008) . . posterior
e suina restrictum o ~
biodigestdo, 35
°C,pH 7
Aguas
Verma et al. residuais Idsgl?:’ds%udomonas 10% de indculo, 168 h 86.4%
(2012) contaminadas seruginosa 35°C, 180 rpm 0
com petréleo aefuginosa
1% de indculo
Sreemoyee e  Produtos Cultura de o ’ o
Priti (2013) lacteos Neisseria sp. 24 °C, pH do 120 h 67.1%
efluente 8,5
Pré-
Lipase 30 g/L de tratamento e
Dors et al. . . S o posterior
(2013) Avicola pancreatica in6culo, 35 °C, biodearadacio 92%
porcina (PPL) pH 8, 100 rpm gradag
anaerébica
por 30 dias
Cultura mista .10, mL de 48 h com
Porwal, Mane (Isolado inoculo em 1L aeracio. 1 h
e Velhal Laticinio . de efluente, &40, 86,0%
bacteriano e de repouso e
(2015) P temperatura ' ~
fungico) . filtraco
ambiente
Priyadharshini Isolado de
e Kumar Laticinio Bacillus sp 30°C, 120 rpm 120 h 57%
(2016) '
10 mL de
Al-Wasify, Al Isolado in6culo em 1,5L ggra go corg
e Hamed Laticinio . de efluente, ¢ 83,1%
bacteriano posterior
(2017) temperatura ! ~
. filtracéo
ambiente
l4d he
Cultura de s posterior
Affes et al. , 10% de inoculo, s o
(2017) Avicola Staphylococcus 37°C, pH 7 codlge,st_ao 72%
xylosus anaerébica
) por 30 dias
Sonune e Agua Isolado de 10% de indculo,
Garode residuaria Bacillus 37 °C, 120 rpm, 72 h 25%
(2018) municipal licheniformis pH 6,8
Isolado de 0 o
Neste estudo Abatedouro Aeromonas 10% de in6culo, 72 h 67,4%
bovino . 40°C, pH 8
hydrophila

FONTE: O autor (2022).

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 remocédo de DQO obtido para este estudo encontra-se dentro do

intervalo apresentado na literatura para efluentes industriais. Além disso, quando

comparado a outros trabalhos, este estudo mostrou-se bastante promissor; como por

exemplo, comparado aos estudos de Priyadharshini e Kumar (2016), e Sonune e


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa
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Garode (2018), que observaram 57% e 25% de remocao de DQO, em um tempo maior
e igual de reacgdo, respectivamente. Como também, em relacéo ao trabalho de Rigo
et al. (2008), em que ao avaliar o pré-tratamento e posterior biodigestdo anaerodbica
de efluentes de industria de carne bovina e suina, encontraram 65% de remocéo 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 in6culo 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 reacdo 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 remocao de DQO. Outro motivo pode ter sido o
uso de posterior filtracdo ou biodegradacdo anaerdbica, realizados respectivamente
nos trabalhos de Al-Wasify, Ali e Hamed (2017) e Dors et al. (2013).

4.5.3 Oleos e graxas

Segundo Masse, Massé e Kennedy (2003), os lipideos representam 40% da
DQO total dos efluentes de abatedouros. A remoc¢édo de O&G de aguas residuais é
extremamente importante para garantir que estas aguas sejam descartadas de forma
eficiente e econbmica evitando obstrucéo de tubulacdes 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 relagéo a concentragdo de O&G (variavel resposta), sdo

apresentadas na Tabela 16.



TABELA 16 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM VALORES REAIS E RESPOSTA QUANTO A CONCENTRAGAO DE O&G.
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Ensaios Variaveis Oleos e Graxas (mg L1 Eficiéncia (%)

pH T (°C) Inbculo (%) | 0h 24 h 48 h 72 h 72 h
1 7,0 (-1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 3506,7+0,0 1660,0£126,7 1973,3+66,7 1060,0+60,0 58,49
2 7,0 (-1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 3186,7+£13,3 1760,0+66,7 2186,7+£13,3 2046,7+£86,7 19,84
3 7,0 (-1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 2313,3+£100,0 1400,0+£173,3 1720,0+40,0 1906,7+420,0 25,33
4 7,0 (-1) 40,0 (1) 20,0 (1) 1666,7+13,3 1106,7+66,7 1846,7+33,3 1213,3+53,3 52,48
5 8,0 (1) 30,0 (-1) 10,0 (-1) 2733,3+£40,0 2646,7+£180,0 2946,7+£13,3 1573,3+280,0 38,38
6 8,0 (1) 30,0 (-1) 20,0 (1) 2846,7+6,7 2820,0+220,0  2480,0+146,7 2506,7+213,3 1,83
7 8,0 (1) 40,0 (1) 10,0 (-1) 2140,0+6,7 1640,0453,3 1980,0+20,0 1766,7+100,0 30,81
8 8,0 (1) 40,0 (2) 20,0 (1) 1526,7+6,7 1440,0+26,7 880,0+£13,3 1593,3+6,7 37,60
9 6,7 (-1,68) 35,0 (0) 15,0 (0) 2413,3£160,0 2253,3£200,0 1073,3+100,0 1573,3£120,0 38,38
10 8,3(1,68) 350 (0) 15,0 (0) 2180,0+113,3 2073,3+46,7 2053,3+13,3 1706,7+66,7 33,16
11 7,5 (0) 26,6 (-1,68) 15,0 (0) 2993,3+86,7 2486,7+6,7 2613,3+53,3 2420,0£73,3 5,22
12 7,5 (0) 43,4 (1,68) 15,0 (0) 2746,7+80,0 2873,3+£86,7 2240,0£133,3 1760,0+26,7 31,07
13 7,5 (0) 35,0 (0) 6,60 (-1,68) 2606,7+£260,0 2233,3+60,0 1693,3+173,3 1173,3+80,0 54,05
14 7,5 (0) 35,0 (0) 23,4 (1,68) 3360,0+£93,3 2593,3+£100,0 1886,7+73,3 2013,3+£93,3 21,15
15 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 3346,7+£93,3 2406,7+86,7 2226,7+13,3 1446,7+46,7 43,34
16 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 2760,0£160,0 2460,0+6,7 1960,0+40,0 1760,0+26,7 31,07
17 7,5 (0) 35,0 (0) 15,0 (0) 3586,7+93,3 2593,3186,7 2393,3+£33,3 1746,7+66,7 31,59

FONTE: O autor (2022).
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A Tabela 16 permite observar variagdes no teor de O&G, com remocao mais
acentuada em 72 h, em torno de 60%. Tal observacdo 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 16, que o ensaio 1 foi o que proporcionou melhores reducoes
da concentracdo de O&G, sendo conduzido em pH 7,0, temperatura de 30 °C e
concentracdo de inéculo de 10%, alcangcando uma média de 1060 mg L com
remocao de 58,5%.

Com os resultados experimentais obtidos (Tabela 16), ajustaram-se os dados
para a obtencdo de um modelo de regressao linear (eq.11), relacionando a eficiéncia
de remocdo de O&G com os fatores que apresentaram efeitos significativos no
intervalo de confianca de 95%. O coeficiente de correlacdo (R?) foi de 0,9015,

indicando que o modelo explicou 90,15% da variagéo dos dados observados.
Remocao de O&G (%) = 35,047 + 13,642xTxl (Eq. 11)

A estimativa dos efeitos das variaveis independentes em relacéo a eficiéncia
de remocédo de O&G é ilustrada no gréafico de Pareto (Figura 8). Os efeitos que estédo
a direita da linha vermelha (p-valor =0,05) sédo considerados significativos para um

intervalo de confianca de 95%.

FIGURA 8— GRAFICO DE PARETO PARA EFICIENCIA DE REMOCAO DE O&G.

2Lny3L I j& 560661
{3WL) 1 76563
2 773802

(VpHIL) | {-2.22301
1Lby2L 1463332

1Lby3L 831211

pHI) 4254164

p= 06

FONTE: O autor (2022).
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A Figura 8 indica que nos ensaios de remocéo de O&G, a interacdo entre as
variaveis temperatura e concentracdo de indculo influenciaram significativamente e de
forma positiva a eficiéncia de remocéo de O&G em um nivel de significancia de 95%,
ou seja, aumentando o valor destes parametros maiores remocdes de O&G podem
ser obtidos. Como o pH nao afetou significativamente a remocao de O&G, este pode
ser alterado de acordo com a aplicacao.

Observa-se na Tabela 17, que para a regressao Fcal> Ftab e tem-se uma
razdo Fcal/Ftab maior que 1. Além disso, ndo 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 17 - ANALISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA O MODELO DE REMOCAO DE O&G.

Soma Graus de Média Fcal Ftab

Fonte de Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica (95%) (95%) Feal/Ftab
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 (2022).

A superficie de resposta apresentada na Figura 9a representa o modelo linear
obtido para a eficiéncia de remoc¢éo de O&G em funcéo da concentracéo de indculo e
da temperatura, e a Figura 9b representa o grafico de contorno para a eficiéncia de
remocdo de O&G em funcao da concentracdo de in6culo e da temperatura.
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FIGURA 9- SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA EFICIENCIA DE REMOCAO DE 0&G EM FUNCAO
DA CONCENTRAGCAO DE INOCULO E TEMPERATURA (A). GRAFICO DE CONTORNO PARA
EFICIENCIA DE REMOCAO DE 0O&G EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE INOCULO E
TEMPERATURA (B).
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FONTE: O autor (2022).

A conducado do processo de pré-tratamento do efluente de abatedouro de
bovinos nos extremos de maiores e menores condicbes de temperatura e
concentracéo de indculo proporcionam as maximas remoc¢des de O&G, enquanto que
o pH nao afetou significativamente a remocdo de O&G. Fatos estes também
observados no ensaio 1 conduzidos em menor concentracdo de indculo e temperatura
(10%, 30 °C, 59% de remocgé&o) e no ensaio 4 conduzidos em maior concentracdo de
in6culo e temperatura (20%, 40 °C, 53% de remoc¢ao).

A biodegradacéo dos lipideos € limitada principalmente por suas propriedades
fisico-quimica desfavoraveis, por exemplo, séo insollveis em agua. Desta forma,
temperaturas mais elevadas no tratamento de efluentes com O&G se mostra
vantajoso, visto que os coeficientes de difuséo e solubilizacdo de lipideos aumentam
com a elevagdo 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 concentracao de inodculo, segundo Masse
et al. (2001), embora uma quantidade elevada maximize a hidrélise de 6leo e gordura,
pode causar a diminuicdo da biodegradacdo, provavelmente devido a inibigao
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 concentracao de inéculo
em torno de 30 °C e 10%, respectivamente.

Na Tabela 18 estdo apresentados resultados encontrados na literatura de
remocao de O&G de diferentes efluentes industriais.
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TABELA 18 — TRABALHOS DA LITERATURA REFERENTES A REMOGAO DE O&G COMPARADOS
AO OBTIDO NESTE ESTUDO.

Referéncia Efluente Inéculo Condicao Tempo (h) 0O&G (%)
Efluente de Lipase pancreatica
Massé et al. matadouros com 25p0 corﬂercial (PL- 250 mg/L de 55h 35%
(2003) particulas de PL-250, 25 °C '
250)
gordura de porco
M .
P:rr;?rzsé quas . Lipase de 0'50./0 de
Castro residuarias pancreas suino enzima, 37 °C, 24 h 40%
(2006) lacteas pH 8
Agua residuaria .
Rocha etal de purificagéo de Inoculo de 35°C 48 h 80%
(2013) _— Klebsilla oxytoca
biodiesel
Cultura mista .10, mL de 48h com
Porwal et C (isolado de inoculo em 1L aeracao
Laticinio de efluente, ' 59,1%
al. (2015) levedura e 1hde
. temperatura
bacteriano) : repouso
ambiente
Consorcio (isolado
Krishnan e de Bacillus 10% de
Valsa Laticinio coagulans, in6culo, 30 °C, 216 h 88,5%
(2015) Bacillus simplex, 200
Trichococcus sp.)
10 mL de
Al-Wasify, inéculo em 1,5L ggrahgocon;
Ali e 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%ta douro de brevicompactuum 27 mg/L de tratamento 96%
et al. (2018) aves (SEP) e biossurfactante, anaerébico 0
biossurfactante de  30°C, pH 7 por 187
P.aeruginosa dias
Isolado de 10% de
Neste Abatedouro Aeromonas in6culo, 30 °C, 72 h 58,5%
estudo bovino )
hydrophila pH 7

FONTE: O autor (2022).

A remocéao de O&G obtida no presente estudo encontra-se dentro do intervalo

apresentado na literatura para efluentes industriais (Tabela 18). Quanto as diferengas

observadas neste estudo e os valores obtidos pelos autores em questdo podem ser

varios motivos. No estudo de Al-Wasify, Ali e Hamed (2017) o efluente foi submetido

a filtrag@o apods o pré-tratamento, podendo explicar a alta eficiéncia de remogao. Nos

trabalhos de Massé et al. (2003) e Mendes, Pereira e Castro (2006), baixos valores

de remocé&o podem ter sido obtidos pelos menores tempos de reacgao utilizado.

Quanto as diferencas observadas entre o presente estudo e a pesquisa de

Krishnan e Valsa (2015), podem ser explicadas pelo fato do uso de uma cultura mista

de microrganismos por

estes autores.

Nisola et

al. (2009), Loperena et


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1001074217335684#bb0175
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1001074217335684#bb0145
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al. (2009) e Tang et al. (2012) relataram que uma combinacdo de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas poderia ser muito eficaz para a degradacédo de 6leo e
gordura e sugeriram que isso poderia ser atribuido a uma atividade cooperativa entre
elas. No trabalho de Damasceno et al. (2018), a elevada remocéo de O&G observada
pode ser explicada pelo uso de enzima juntamente com biossurfactante como indculo.
O biossurfactante pode facilitar a biodegradacéo do efluente pela dissolugéo de O&G
(NAKHLA et al., 2003).

Outro importante fator relacionado a remocao de O&G diz respeito a ativacao
da enzima lipase. Segundo Mendes et al. (2005), a ativagcédo da lipase depende da
formacao de uma interface lipideo/agua e da adsorcdo 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 producao

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


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1001074217335684#bb0145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1001074217335684#bb0260
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao observar os resultados da caracterizacédo do efluente, como concentracéo
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 padrbes de
lancamentos exigidos pela legislacéo 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-1), e identificada como Aeromonas hydrophila, mostrou potencial para utilizacdo
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 remocdes de DQO e O&G foram de 67 e 59%,
respectivamente, decorridos 72 h de reacdo. Os ensaios realizados demonstraram
que diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e concentracdo de indculo possuem
efeito significativo para reducédo de tais parametros.

Desta forma, a utilizacdo de lipases produzidas por bactérias, como A.
hydrophila, se mostra uma alternativa promissora no pré-tratamento de efluentes de
abatedouro bovino, pois além de ser uma opc¢ao que proporciona reducdo de custos
qguando utilizada na sua forma bruta, apresenta significativa diminuicdo do potencial

poluidor de tais efluentes.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

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

e Aprofundar pesquisas que analisem o metabolismo microbiano.

e Avaliar o pré-tratamento utilizando outros valores para o0s niveis das variaveis
independentes, visando a maximizacdo dos parametros.

e Comparar o desempenho do in6culo de microrganismos isolados do efluente e um
produto comercial.

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

e Realizar a purificagdo e concentracdo 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)  Indculo (%) 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) 0,2240,02 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 0,48+0,10 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) 0,15+0,05 0,10+0,05 0,40+0,00  0,40+0,05
11 750) 26,6(168) 150(0) 0,10+0,00 0,05+0,05 0,73+0,00 0,65+0,02
12 75(0) 43,4(1,68) 15,0 (0) 0,10+0,00 0,48+0,05 0,63+0,05 0,53+0,05
13 7,5 (0) 350(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) 350(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 CONCENTRAGCAO
DE DQO PARA OS ENSAIOS CONTROLE.

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

1 7,0 30,0 10,0 8920,0+£50,0 8436,7+0,0 9086,7t483,3 7153,3t£316,7
2 7,0 30,0 20,0 8686,7+50,0 8970,0£66,7 9453,3x50,0 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 35,0 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+x100,0 7476,7+x16,7 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 75 350 6,60 8643,3£16,7 8733,3x33,3 8866,7+33,3 8733,3+£0,0

14 75 350 23,4 9076,7+16,7 8100,0x66,7 9016,7+83,3 7966,7+100,0
15 75 350 15,0 8743,3+16,7 8743,3t16,7 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 75 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 (%) | 0Oh 24 h 48 h 72 h

7,0 30,0 10,0 3360,0+40,0 1120,0+13,3 1913,3+113,3 713,36,7
7,0 30,0 20,0 3213,3+226,7 1740,0+86,7 1386,7+80,0 1540,0+6,7
7,0 40,0 10,0 2213,3+40,0 1453,3+0,0 1993,3+140,0 1046,7+73,3
7,0 40,0 20,0 2113,3+73,3 1846,7+20,0 2046,7+33,3 1580,0+60,0
8,0 300 10,0 2860,0+33,3 1713,3+33,3 2300,0+86,7 2193,3+6,7
8,0 300 20,0 2533,3+13,3 2680,0+106,7 1766,7+33,3 1920,0+66,7
8,0 40,0 10,0 1740,0+273,3 1513,3+6,7 1686,7+60,0 1453,3+120,0
8,0 40,0 20,0 1373,3+26,7 1280,0+80,0 1293,3+213,3 1073,3%6,7
6,7 35,0 15,0 2193,3+73,3 1800,0+40,0 1313,3+13,3 1140,0+20,0
83 350 15,0 2093,3+173,3 2066,7+106,7 1566,7+60,0 1120,0+106,7
75 26,6 15,0 2440,0+66,7 2246,7+20,0 2486,7+46,7 1873,3t126,7
75 434 15,0 2866,7+40,0 2153,3+6,7 1713,3+20,0 1733,3+200,0
75 350 6,60 2560,0+186,7 2313,3%6,7 1426,7+13,3 1260,0+60,0
75 350 23,4 2806,7+46,7 2506,7+106,7 1606,7+60,0 1273,3+33,3
75 350 15,0 2926,7420,0 2106,7+93,3 1633,3+46,7 1226,7+0,0
75 350 15,0 3273,3+26,7 2486,7t46,7 1666,7+26,7 1366,7+46,7
7,5 35,0 15,0 2600,0+66,7 2153,3+20,0 2273,3+46,7 693,3+40,0




