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RESUMO - Os efluentes de industrias alimenticias ttm como principais constituintes os
lipideos, caracterizados por Gleos, gorduras e &cidos graxos livres. Esses compostos,
qguando ndo tratados adequadamente, causam danos severos ao meio ambiente, como a
formacdo de filmes de dleo e espumas nas superficies aquaticas, flotacdo da biomassa,
toxicidade a determinados microrganismos, e em sistemas de tratamento de efluentes, pela
degradacdo natural destes lipidios ser um processo biolégico muito lento, acabam
comprometendo a eficiéncia destes sistemas. Processos alternativos tém sido utilizados na
reducdo da concentracdo de lipideos nos efluentes por meio da acdo de enzimas
lipoliticas. Este trabalho teve como objetivo obter as condigdes étimas do processo de
hidrolise enzimatica de lipideos, variando pH (5, 7 e 9), temperatura (25, 35 e 45 °C) e
concentracdo da enzima lipase (0,3, 0,5 e 0,7%). Como fonte lipidica, utilizou-se éleo de
soja e para a analise dos resultados, montou-se um planejamento fatorial tipo estrela 23,
com triplicata do ponto central. Como resposta utilizou-se o teor de acidez volétil, medido
por potenciometria. Os resultados mostraram que, para as condi¢bes estudadas, a
hidrélise do Gleo de soja através da lipase, ndo mostrou-se estatisticamente significante,
com um nivel de significancia de 5%, para os parametros estudados, e para 10% de
significancia, o pH linear apresentou efeito significativo.

Palavras-chave: hidrélise enzimatica, efluentes, lipideos

DOI: 10.5965/24473650312017008

1. INTRODUCAO

O processo de abate e industrializagdo de animais, como aves e suinos, gera subprodutos que, se
mal destinados ou processados, constituem-se em potenciais poluentes ambientais. O tratamento dos
residuos e efluentes do abatedouro tem sido uma das grandes preocupacfes destas inddstrias,
principalmente em decorréncia das restri¢cdes que o mercado consumidor vem impondo as questdes de
meio ambiente e da sua reutilizacéo.

Segundo Zadinelo et al. (2013), residuos liquidos gerados de abatedouros de aves, por exemplo,
sdo ricos especialmente em proteinas e lipideos, sendo estes os principais responsaveis pelas
alteracOes dos parametros de controle ambientais, como o pH, solidos totais, demanda bioquimica de
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oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), entre outros. Estas gorduras e proteinas tém
baixo coeficiente de biodegradabilidade. Além disso, em temperaturas mais baixas, as gorduras
solidificam causando danos operacionais, como obstrucdo de tubulacGes, odores desagradaveis,
formacéo de filmes de 6leo em superficies aquaticas, impedindo a difusdo do oxigénio, promovendo a
mortandade da vida aquatica (MENDES et al., 2005; ROSA et al., 2009; DAMASCENO,
CAMMAROQOTA, FREIRE, 2012).

Em processos de digestdo anaerébia de compostos organicos, um grupo de bactérias anaerdbias
hidrolisa, fermenta ou converte biologicamente 0s compostos organicos complexos, como
carboidratos, proteinas e lipidios, em compostos organicos mais simples, principalmente os acidos
volateis, e apos, ocorre a conversdo dos acidos organicos em produtos finais, sendo o principal
produto o biogas, composto principalmente por metano e gas carbonico (MENDES et al., 2005).
Porém essa taxa de conversdo, pelas bactérias anaerobias, ainda é considerada baixa
(JEGANATHAN, NAKHLA, BASSI, 2007). Sendo assim, processos alternativos tém sido
desenvolvidos com intuito de reduzir a concentracdo de lipideos nos efluentes, por meio de agdo de
enzimas, especificamente as lipases (MENDES et al., 2005; LIMA JUNIOR et al., 2007; BUENO,
2012). O emprego de lipase, nestes efluentes, garante maior velocidade de reacdo de hidrdlise,
promovendo a quebra das cadeias de carbono longas em fragmentos menores, reduzindo o tempo de
biodegradacéo destes compostos (VALLADAO, FREIRE, CAMMAROTA, 2007; AMARAL, 2008).

A velocidade das reacGes enzimaticas aumenta com o acréscimo da temperatura, devido a
energia cinéetica das moléculas do sistema ser maior, aumentando a probabilidade de colisdes
produtivas por unidade de tempo. Porém uma grande elevacdo na temperatura, resulta na reducdo da
velocidade de reagdo e desnaturacdo da enzima. Contudo, a temperatura 6tima de determinada enzima
também pode ser influenciada pela pureza do substrato, pela presenca de inibidores e pelo método de
analise (J1 et al., 2010; BUENO, 2012). Quanto ao pH, as enzimas apresentam um valor de pH para o
qual a sua atividade é maxima, e normalmente a velocidade da reacdo diminui a medida que o pH
diminui. Cada enzima possui o seu valor 6timo de pH, mas geralmente este encontra-se proximo ao
neutro, entre 7 e 8. Em pH acima de 8,5 pode ocorrer a saponificacdo ou emulsificacdo, e 0 excesso
de detergentes prejudica a eficiéncia do processo, ja para valores extremos de pH, estes também
levam a desnaturacdo da enzima. A determinacdo do pH 6timo é importante, pois é um parametro que
afeta diretamente a atuacdo da enzima, visto que pode acarretar alteracdo da sua estrutura molecular e
consequentemente perda de atividade (MENDES et al., 2005; RAMANI et al., 2010; DORS et al.,
2013). Em geral, as lipases apresentam pH 6timo entre 4 e 9, e temperatura desde a ambiente até 70
°C, com 6tima entre 30 e 40 °C (CASTRO, MENDES, SANTQOS, 2004).

A utilizacdo desta tecnologia apresenta diversas vantagens, entre elas: propicia melhores
condicdes de operacdo no tratamento anaerdbio; ndo ha necessidade de aclimatacdo da biomassa; nao
hé efeitos de choque de carga de poluentes; opera em amplas faixas de pH, temperatura e salinidade;
desobstrucdo de filmes de gordura em tubulagbes e diminuicdo do tempo de retengéo da digestdo
(MENDES, CASTRO, 2004; ALVES et al., 2009; BERTON et al., 2011; MARQUES et al., 2014).
Além disso, as enzimas podem ser utilizadas como catalisadores, uma vez que possui a capacidade de
ser recuperada e reutilizada, reduzindo o volume de residuos gerados no processo (MENDES,
CASTRO, 2004).

Porém, muitos efluentes industriais ainda ndo apresentam a eficiéncia esperada em razéo do
desconhecimento das condigdes Otimas da hidrolise. Portanto, é fundamental que pesquisas mais
detalhadas dos tratamentos biologicos em efluentes que contenham compostos de baixa taxa de
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biodegradabilidade, sejam executadas. Diante desta perspectiva, este trabalho teve como objetivo
obter as condi¢bes Otimas do processo de hidrolise enzimética de lipidios, utilizando-se a enzima
lipase, variando-se o pH da solucéo, temperatura e a concentragdo enzimatica.

2. MATERIAL E METODOS

A lipase utilizada neste trabalho foi a Callera™ Trans L. (Thermomyces lanuginosus), extraida
de um fungo termofilico com uma atividade hidrolitica de 100.000 LU/g, sendo que 1 LU é definido
pela atividade requerida para produzir 1 umol de &cido butirico no processo de hidrélise (CESARINI,
DIAZ, NIELSEN, 2013). A enzima é conhecida comercialmente por Eversa®, e foi cedida pela
Novozymes (Dinamarca). Esta enzima é responsavel pela quebra das cadeias lipidicas do substrato,
obtendo-se compostos de cadeias menores, auxiliando na posterior degradacdo biologica
anaerobicamente (CHAMPE, HARVEY, FERRIER, 2006).

Como fonte de lipidio, utilizou-se uma solucdo contendo 6leo de soja da marca Soya (30/70
6leo/agua, v/v). A avaliagdo da hidrélise enzimatica foi realizada variando-se trés parametros, a fim
de encontrar a condicao 6tima de atuacdo da lipase, que sdo: temperatura (25, 35e 45°C), pH (5, 7 e
9) e concentracdo de enzima (0,3; 0,5 e 0,7%), onde a resposta obtida foi a concentracdo da acidez
volatil.

A acidez volétil foi determinada através do método potenciométrico, de acordo com a Norma
Técnica L5.102 CETESB - Determinacdo de alcalinidade em aguas - método da titulacdo
potenciométrica, que consiste na titulacdo da amostra do pH 4,0 ao pH 7,0, (CETESB, 2008). Para as
medidas da acidez foi utilizada 50 mL de cada amostra homogeneizada, utilizando um agitador
magnético, e filtrada com papel filtro com 12,5 cm de didmetro. Apds reduziu-se o pH para 3,3 com
H>SO4 0,1 N. A amostra foi fervida por 3 minutos, e aguardou-se o resfriamento da solugdo até
temperatura ambiente, e entdo o pH foi elevado para 4,0 (desconsiderando o volume de NaOH 0,1 N
gasto). Em seguida, o pH foi corrigido de 4,0 a 7,0 com o auxilio da solucdo de NaOH 0,1 N. O
volume de NaOH necessario para elevar o pH de 4,0 a 7,0 é foi usado para calcular a concentragdo da
acidez volatil da amostra. A acidez volatil de cada amostra foi determinada através da Equacdo 1
(CETESB, 2008).

_V, *N *60000
VA

AV 1)

Onde: AV é a acidez volatil (mg/L); V1 é o volume gasto na titulacdo de pH 4,0 a pH 7,0 (mL);
N a normalidade da solucdo empregada (N); e Va é 0 volume da amostra (mL).

Experimentos utilizando apenas o 6leo (100%) demonstraram-se ineficientes, devido a
dificuldade de manter o pH nos valores estipulados para este estudo. Como alternativa, o dleo foi
diluido em solugGes tampdo que representaram 140 mL da solucdo, sendo um total de
200 mL (30% de 6leo e 70% de solugdo tamponada). As solugdes tampdes foram preparadas com
acido aceético e acetato de sodio para pH 5,0, fosfato monossodico e fosfato dissédido para pH 7,0, e
carbonato de sodio e bicarbonato de sodio para pH 9,0, todas 0,01 M. Os ensaios foram realizados em
um Shaker (Logen Scientific — modelo LS 4500), com agitacdo de 200 rpm e temperatura controlada,
por 24 h.
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Com o objetivo de avaliar se 0s parametros citados acima influenciavam, de forma significativa,
no processo de hidrolise da gordura, foi realizado um planejamento fatorial no qual tem 2 niveis
(-1 e +1), 2° mais a configuragio estrela, e triplicata do ponto central, resultando em 17 experimentos
para a determinacdo das melhores condi¢des deste processo, possibilitando o planejamento e a
execucdo de forma organizada, com um nudmero reduzido de ensaios. Os niveis estudados no
planejamento experimental estrela sdo mostrados na Tabela 1. O tratamento estatistico dos dados
obtidos de acidez volatil foi feito utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft®), atraves da analise de
variancia (ANOVA) com 5% e 10% de probabilidade (p < 0,05 e p <0,10).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A enzima utilizada foi uma lipase, a qual tem a funcédo, basicamente, de transformar lipidios em
acidos carboxilicos e glicerol, portanto no presente trabalho optou-se por fazer a leitura do teor de
acidos volateis, o qual indica todos os &cidos liberados no processo de hidrdlise no sistema. Na
Tabela 1 ¢é apresentada a matriz do planejamento fatorial 23, com os valores dos pardmetros
analisados, codificados e reais, temperatura, pH e concentracdo enzimatica, bem como os resultados
obtidos de acidez volatil

Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial otimizado 23 com triplicata do ponto central, com valores
codificados e reais e resposta de acidez volatil

_ Temperatura Concent_ra(;éo Temperatura Concentra(;éo Acide_z

Ensaios pH C) de enzima pH C) de enzima volatil

(%) (%) (mg/L)
1 -1 -1 -1 5 25 0,3 480,0
2 -1 -1 +1 5 25 0,7 510,0
3 -1 +1 -1 5 45 0,3 595,2
4 -1 +1 +1 5 45 0,7 624,0
5 +1 -1 -1 9 25 0,3 216,0
6 +1 -1 +1 9 25 0,7 432,0
7 +1 +1 -1 9 45 0,3 492,0
8 +1 +1 +1 9 45 0,7 240,0
9 -1,6818 0 0 3,64 35 0,5 4824,0
10 +1,6818 0 0 10,36 35 0,5 240,0
11 0 -1,6818 0 7 18,2 0,5 770,3
12 0 +1,6818 0 7 51,8 0,5 783,6
13 0 0 -1,6818 7 35 0,164 796,8
14 0 0 +1,6818 7 35 0,836 733,2
15 0 0 0 7 35 0,5 792,0
16 0 0 0 7 35 0,5 762,0
17 0 0 0 7 35 0,5 697,2

Atraveés da Tabela 1, é possivel verificar que os maiores valores de acidez volatil foram obtidos
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nas condicOes de pH 7, ensaios 11 ao 17, com excecao do ensaio 9, que apresentou o valor da acidez
volatil muito superior quando comparado aos demais ensaios, este experimento foi repetido e seu
valor se repetiu. Isso deve-se possivelmente a alguma interferéncia no método de quantificacdo da
acidez, devido o pH ser muito &cido.

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) para a resposta acidez volatil, estdo descritos
na Tabela 2, onde se observa que o coeficiente de correlacdo e a percentagem de variancia explicada
ndo foram satisfatdrios, explicando apenas 29,03% de variancia com um coeficiente de correlacdo de
0,53875. Observa-se, também, que o valor de Feaiculado (Feaic. = 7,13) € levemente maior que 0 Ftabelado
(Ftap. = 3,68) a um nivel de confianga de 95%. De acordo com Barros Neto (2003), para que o modelo
seja considerado preditivo 0 valor do Fcaiculado deve ser de 4 a 5 vezes maior que 0 Ftapelado, deSte
modo, pode-se afirmar que o referido modelo nao apresentou significancia estatistica e que 0 mesmo
nédo pode ser utilizado para fins preditivos. Como pode-se observar para todos os fatores e interagoes
entre eles, o valor de p foi maior que 0,05.

Tabela 2 — Andlise de Variancia (ANOVA) do planejamento fatorial estrela da acidez volatil, com
nivel de confianca de 95%

Soma Graus de Média

Fator quadratica liberdade quadratica Teste F P
pH (Linear) 5338456 1 5338456 4,587821 0,069437
pH (Quadratico) 1987030 1 1987030 1,707636 0,232583
Temp. (Linear) 8245 1 8245 0,007086 0,935271
Temp.(Quadratico) 453979 1 453979 0,390146 0,552030
Conc. (Linear) 519 1 519 0,000446 0,983745
Conc. (Quadratico) 473297 1 473297 0,406747 0,543915
pH x Temp. 2635 1 2635 0,002265 0,963372
pH x Conc. 1123 1 1123 0,000965 0,976080
Temp. x Conc. 27519 1 27519 0,023649 0,882120

Residuo 8145303 7 1163615 - -

TOTAL 17659369 16 - - -

% variancia explicada Coeficiente correlacdo Fealculado ~ Ftabelado 95%
29,03 0,53875 7,13 3,68

Dessa forma, para as condicdes estudadas, nenhum dos parametros avaliados influenciaram
significativamente na concentracdo de acidez volatil gerada durante a hidrolise enzimatica do 6leo de
soja, atraves do método potenciométrico para determinacdo da acidez volatil, para um nivel de
confianca de 95%. Apods analisar os resultados obtidos pela Tabela 2, realizou-se novamente a anélise
de variancia (ANOVA), com nivel de confian¢a de 90%, visto que, para a variavel pH, no modelo
linear, o valor de p foi menor que 0,1, indicando que a 95% de confianca o pH é marginalmente
significativo. Neste caso, para o pH linear houve efeito significativo, e quanto maior o valor do pH
menor a acidez volatil. Com relacdo as demais variaveis, temperatura e concentragcdo enzimatica,
tanto o modelo linear quanto o quadratico ndo apresentaram efeitos significativos, visto que o valor de
p ficou acima de 0,1.
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De acordo com a literatura, conforme a temperatura da reacdo aumenta, maior € a atividade
enzimaética e, em temperaturas muito altas, ocorre a desnaturacdo da enzima (CHAMPE, HARVEY,
FERRIER, 2006; JI et al., 2010). Contudo, neste caso, ndo foi observada a relevancia deste
pardmetro. Outro fator a ser considerado é a concentracdo de enzima no meio, quanto mais enzimas
ativas sdo disponibilizadas no meio, mais matéria organica é hidrolizada, o que também nao foi
verificado pelos ensaios. Isso se deve, possivelmente ao fato da variagcdo entre as concentracoes,
usada neste trabalho, ser pequena, ou seja, para que a concentracdo de enzima fosse significativa,
teriam que ser estudadas diferengas maiores, por exemplo: 0,1; 2 e 5%. Donoso-Bravo e Fdz-Polanco
(2013), avaliaram a adicdo da enzima lipase para tratamento de esgoto sanitario. Os autores
comentam que em concentragdes de lipase abaixo de 0,5%, ndo ha um incremento significativo no
volume de biogaés.

4. CONCLUSAO

Devido aos resultados obtidos ndo apresentarem um bom ajuste aos modelos linear e quadrético,
ndo foi possivel encontrar um ponto 6timo para esse processo, ou seja, prever quais as melhores
condicGes de pH, temperatura e concentracdo enzimatica para a hidrélise dos lipideos, pelo método de
analise estudado, sugerindo-se que outro método seja testado. Com 90% de confianca, o termo linear
do pH demostrou ser uma variavel com efeito significativo, diferentemente das outras variaveis que,
dentro das condicdes estudadas, ndo afetaram o processo. Pode-se verificar, pelos ensaios 11 ao 17,
em que o pH manteve-se em 7,0, os maiores valores de concentracdo de acidez volatil. As menores
concentracdes de acidez volatil foram obtidas para pH alcalino, sendo que a menor concentracdo foi
obtida para pH 9,0, para a menor temperatura (25 °C) e menor concentracdo enzimatica.
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