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Duarte, Jaqueline Greco. Hidrdlise Enzimatica e Digestdo Anaerdbia
Termofilica de Efluente de Industria de Pescado. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) Escola de Quimica -
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Efluentes de industrias de processamento de pescado apresentam elevada
temperatura, demanda quimica de oxigénio (DQO) e concentracao de éleos e
graxas (O&G), podendo acarretar sérios danos ambientais se tratados e
descartados de forma inadequada. A aplicacao de enzimas € uma alternativa
que pode melhorar o tratamento destes efluentes. Em um estudo anterior, uma
etapa de hidrélise de 8h com 0,5% ou 0,67 U/mL de efluente proveniente de
um pool enzimatico contendo lipases (obtido por fermentacdo em estado sélido
com o fungo Penicillium simplicissimum empregando torta de babacu como
substrato) seguida de tratamento anaerdbio por até 12 dias, foi a melhor
condicao de tratamento para um efluente contendo 1500 mg O&G/L. Ambas as
etapas foram conduzidas a 30°C. Considerando que o pool de lipases
produzido pelo fungo filamentoso P. simplissicimum apresenta atividade étima
a 50°C e que o efluente de industrias de pescado pode ser gerado a altas
temperaturas, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da hidrélise e
tratamento anaerébio a 50°C. Para tal, foi utilizado um efluente sintético com
composicao similar ao industrial, ajustando-se a concentragcdo de O&G para
1500 mg/L. Cinéticas de hidrélise foram realizadas com diferentes atividades
lipasicas (0; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,67 U/mL de efluente) verificando-se que
com 0,16 e 0,32 U/mL eram produzidos 4,71 + 0,96 e 6,60 = 0,26 umol/mL de
acidos livres, respectivamente, apds 4h de hidrolise a 50°C. Estas atividades
foram entdo empregadas nos ensaios de biodegradabilidade anaerdbia a 50°C.
Em trés bateladas consecutivas com 0,16 U/mL de efluente, obteve-se
producao especifica de metano (PEM) de 117, 115 e 10 mL CH./g DQOemovida-
Estes resultados sugerem uma possivel inibigdo na produgédo de biogas na
terceira batelada. Testes com diferentes niveis de protease apresentaram
resultados semelhantes, sugerindo que altos niveis de protease nao interferem
no tratamento anaerdébio. P6de-se observar também que ao manter-se 0s
reatores sem alimentacédo durante uma semana a 50°C, a cada duas bateladas
o lodo se recuperava e o tratamento voltava a apresentar resultados similares
aos obtidos nas primeiras bateladas. No entanto, em testes comparativos, sem
o tempo de “recuperagado do lodo”, conduzidos em trés condicdes: termofilica
(hidrolise e tratamento anaerdbio a 50°C), mesofilica (hidrélise e tratamento
anaeroébio a 30°C) e hibrida (hidrélise a 50°C e tratamento anaerébio a 30°C),
observou-se que os melhores resultados (97,5% de remocgédo de DQO e 105,4
mL de CH./g DQOemovida) foram obtidos na condicao hibrida em apenas 68h de
tratamento. Os resultados obtidos mostraram que a hidrélise termofilica, além
de permitir uma diminuicdo relevante na atividade enzimatica utilizada e no
tempo de reacdo, se aplicada em conjunto com um tratamento anaerébio
mesofilico acelera este processo. Tal condigdo diminui os custos totais do
tratamento sendo, portanto, um importante alvo de estudos para uma possivel
aplicacao industrial.

Palavras Chave: Lipase. Hidrélise. Tratamento Anaerébio.
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Duarte, Jaqueline Greco. Thermophilic Enzymatic Hydrolysis and Anaerobic
Digestion of Wastewater from Fishery Industry. Dissertation (Master of Science
in Technology of Biochemical and Chemical Processes), School of Chemistry,
Federal University of Rio de Janeiro.

Wastewaters generated by fishery industries have elevated temperature and
high contents of O&G (mg/L) and COD that can cause disturb to the
environment if the treatment is inappropriated. The use of a lipase-rich solid
enzymatic preparation (SEP) obtained by the solid-state fermentation of the
fungus Penicillium simplicissimum in babassu cake as cultive medium can be
an important alternative to improve the treatment. Previously, a study found the
best condition of treatment with 8h hydrolysis using 0.5% (SEP) or 0.67 U/mL
wastewater followed by an anaerobic treatment that was conducted for 12 days
both conducted at 30°C. Considering that the optimal temperature of the lipases
produced by the fungus P. simplicissimum is 50°C and the wastewater of the
fishery industry can be generate at high temperatures the aim of this study was
evaluate the efficiency of a thermophilic hydrolysis and anaerobic treatment
both at 50°C. In this work a synthetic wastewater was utilized that contains a
similar composition of the industrial one that was diluted to obtain 1500mg
O&G/L. Kinects hydrolysis were carried out with different lipase activities (0;
0.04; 0.08; 0.16; 0.32; 0.67 U/mL wastewater) and the better results were
obtained at 4h utilizating 0.16 e 0.32 U/mL that produced 4.71 + 0.96 e 6.60 £
0.26 umol/mL free acids, respectively. These activities were employed in the
anaerobic treatment at 50°C. Three consecutives contacts of the pre-treated
effluent and the sludge was made. The methane specific production with the
utilization of 0.16 U/mL wastewater was 117, 115 e 10 mL CH./g CODemoved
These results suggests that possibly there is an inhibition in the production of
biogas in the third contact. Tests have been made using differents protease
activity the results show that even with the distinct levels of proteases the
results are the same what suggest that the use of proteases doesn'’t affect the
anaerobic treatment. We also observed that the sludge can recover itself,
producing biogas as the first contact, if the bioreactors was maintained without
feeding at 50°C for a week. However, comparative tests are made, without the
time of “recover of the sludge”, using three differents conditions: termophilic
(hydrolysis and anaerobic treatment at 50°C), mesophilic (hydrolysis and
anaerobic treatment at 30°C) and hybrid (hydrolysis at 50°C and anaerobic
treatment at 30°C). The better results (97.5% of COD removal and 105.4 mL
CH./g DQOremoved) Was obtained in the hybrid condition in only 68h of treatment.
The results showed that the use of a thermophilic hydrolysis can decrease the
enzymatic activity and if this step will made together with mesophilic anaerobic
treatment it can accelerate the process. The results showed that the hybrid
treatment can represent the decrease of the total costs of the processes what
turn this treatment an important target for one future industrial application.

Key Words: Lipases. Hydrolysis. Anaerobic Treatment.
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1. Introducao e Obijetivos

1.1. Introducgéo

Nas ultimas décadas, a preocupacdo com o ambiente vem crescendo
cada vez mais. Torna-se relevante, portanto, para paises que visam o seu
desenvolvimento, a busca por tecnologias verdes que permitam o crescimento
econdmico sem causar distarbios ambientais. Neste contexto, a tecnologia
enzimatica surgiu como uma alternativa e vem, progressivamente, alcan¢gando
um patamar de grande importancia, tanto nos processos industriais quanto no
tratamento dos efluentes provenientes destes (DUARTE, 2012).

Normalmente, a producao de enzimas de interesse industrial € feita por
fermentacao submersa (FS), o que torna o custo destas enzimas alto, uma vez
gue este sistema produtivo utiliza, geralmente, equipamentos de alta tecnologia
e gera produtos menos concentrados (MITCHELL et al., 2002; SINGHANIA et
al., 2010). Desta forma, torna-se necessario o estudo de alternativas a
producéo destas enzimas, como, por exemplo, a fermentacdo em estado solido
(FES).

A FES pode ser conduzida com residuos agroindustriais como suporte e
substrato para o crescimento dos micro-organismos. Deste modo, a FES seria
uma maneira eficaz de produzir enzimas concentradas, reaproveitando
residuos provenientes da agroindustria que, além de diminuirem o custo total
do processo, sao biodegradaveis, o que possibilita sua aplicacao direta no
tratamento de efluentes (KRISHNA, 2005; VALLADAO, 2009).

Dentre os biocatalisadores mais estudados, destacam-se as lipases
(glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) pertencentes a um grupo de enzimas
que atuam geralmente na interface organico-aquosa, catalisando a hidrélise de
triacilgliceréis (SHARMA et al., 2001). A aplicagdo destas enzimas vem
crescendo progressivamente no meio industrial, por serem capazes de catalisar
uma ampla gama de reagdes, dentre estas a hidrélise de 6leos e gorduras em
efluentes provenientes de industrias alimenticias como, por exemplo, as
industrias de processamento e conserva de pescado, foco do presente
trabalho.



O consumo global de pescado dobrou desde 1973, sendo 0s paises em
desenvolvimento os maiores responsaveis por este aumento (CHOWSHURY et
al., 2009). Desde o ano 2000 a producgéo pesqueira no Brasil, tanto proveniente
de aquicultura quanto de pesca extrativa, aumentou significativamente
(MINISTERIO da PESCA e AGRICULTURA, 2010). Esta crescente demanda
por produtos pesqueiros na costa brasileira gera uma série de disturbios ao
meio ambiente, desde a pesca predatdéria até a geracdo, apdés o
processamento industrial do pescado, de despejos impréprios ao descarte
direto.

Os despejos gerados a partir do processamento do pescado se
caracterizam por apresentarem valores elevados de vazao, demanda quimica
de oxigénio (DQO), dbleos e graxas e solidos suspensos totais. Outra
caracteristica destes despejos sdo as elevadas temperaturas devido as etapas
de limpeza, cozimento e pasteurizacdo. Geralmente, tais efluentes sao
descartados nos corpos d’agua apds tratamento incompativel com seu grau de
poluicdo, o que agrava, por sua vez, os danos ambientais (ROLLON, 1999;
SILVA e BATISTA, 2003).

Os despejos de industrias de pescado contém altas concentracbes de
lipidios e proteinas (GONZALEZ, 1996; LUCAS et.al., 2000; ROLLON, 2002),
que apresentam baixas taxas de biodegradacao. Tratamentos fisico-quimicos,
como a coagulacao/floculagdo com coagulantes quimicos como cloreto férrico
ou sulfato de aluminio, promovem a separacdao de gorduras e proteinas,
possibilitando uma remocao parcial da matéria organica. Porém, apresentam
alguns problemas como o elevado custo dos produtos quimicos; a remogao
parcial da gordura emulsionada ou dissolvida; e lodos impréprios para descarte
(LUCAS et. al., 2000).

As gorduras removidas por flotacdo auxiliada por coagulantes e
polieletrélitos constituem quantidades consideraveis de residuos, que devem
ser incinerados ou descartados em aterros sanitarios. Tal procedimento
acarreta um custo muito elevado para a industria e para o ambiente, uma vez
que reduz a vida util dos aterros, que rapidamente chegam a sua idade
madura, e contamina a atmosfera com os gases gerados durante a digestao
anaerébia dos residuos, dificultando e, portanto, inviabilizando o processo
(LUCAS et al., 2000).



Além disso, os efluentes provenientes de industrias de processamento
de pescado contém altas concentragcdes de material organico facilmente
assimilavel em sua composicdo, o que possibilita e favorece a utilizagdo de
processos biolégicos de tratamento (ROLLON, 1999).

Os processos biolégicos podem ser aerébios ou anaerdébios. Embora os
primeiros sejam tradicionalmente empregados, 0s processos anaerdbios vém
obtendo destaque, ultimamente, devido as vantagens apresentadas sobre os
aerdbios, como a de serem potenciais geradores de energia — metano — e a de
serem utilizados para degradar a matéria organica de efluentes de “alta carga”
— DQO maior que 4000 mg/L — diferentemente dos aerdbios que sédo indicados
para o tratamento de efluentes de “baixa carga” — DQO abaixo de 1000 mg/L
(CHERNICHARO, 2007; CHAN et al., 2009).

O tratamento anaerdbio, no entanto, é prejudicado com a presenca de
elevadas concentracdes de 6leos e graxas, pois podem gerar aglomerados ou
ainda pellets entre os flocos de lodo, dificultando a sedimentacado e, além de
emitirem odores desagradaveis, reduzem a eficiéncia do tratamento anaerébio
(ECKENFELDER, 2000).

Assim, este trabalho apresenta uma proposta inovadora para o
tratamento de efluentes provenientes de industrias de pescado, pois, aproveita-
se da alta temperatura na qual o efluente é gerado para implementar uma
hidrélise de curta duracdo. Na etapa de hidrélise, empregou-se um pool de
enzimas rico em hidrolases termofilicas obtidas por processo de fermentacao
em estado sélido (FES). A FES apresenta custo bastante reduzido, uma vez
que o0 meio de cultivo é constituido por um residuo agroindustrial. A
fermentacao no estado sélido permite, também, uma série de vantagens como,
por exemplo, a utilizacdo do preparado enziméatico sélido (PES) diretamente no
efluente sem que para isto sejam necesséarios gastos com a extracdo e/ou
recuperacao das enzimas dos soélidos fermentados, além de atribuir valor a um
residuo que antes seria descartado.

A utilizagdo do pré-tratamento enzimatico termofilico permitird uma
melhor atuacdo da populacdo microbiana em uma etapa posterior de
tratamento biolégico, uma vez que evitard o acumulo de gorduras no lodo. O
pré-tratamento possibilita, portanto, a conversdo de compostos organicos
complexos na forma de gorduras e proteinas, antes descartadas como



residuos sélidos problematicos, em metano, o qual pode ser aproveitado como
fonte de energia na propria industria.

Por ser uma forma promissora para a reducdo da carga organica
complexa de efluentes da industria de pescado e seus derivados, o pré-
tratamento enzimatico necessita que se definam as condicbes operacionais
ideais para uma aplicacdo eficaz. Sendo assim, além de atribuir valor
tecnoldgico a um residuo agroindustrial, no caso a torta de babagu, pode-se
possibilitar o tratamento de efluentes com alto teor de gordura, provenientes
das industrias de pescado, diminuindo os custos e proporcionando o
desenvolvimento do setor econdmico € a manutencao e melhoria do setor

ambiental.

1.2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o tratamento biolégico
anaerdbio de efluente de industria de pescado com e sem uma etapa preliminar
de hidrélise enzimatica dos O&G presentes no efluente, sendo ambas as
etapas (hidrélise e biolégica) conduzidas sob condicdes termofilicas.

Para tal, os seguintes objetivos especificos foram delineados:

% Produzir um efluente sintético com caracteristicas similares ao efluente
proveniente de industria de pescado;

% Estudar os perfis de producado de &cidos livres durante a hidrélise
enzimatica da gordura presente no efluente de industria de pescado
utilizando diferentes concentracées de enzima (0; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32
e 0,67 U/mL de efluente) e tempos de reacédo (0; 4; 8; 12; 16; 20 e 24
horas) a 50°C;

% Avaliar a biodegradabilidade anaerdbia do efluente de industria de
pescado sem e com o pré-tratamento enzimatico, determinando as
condicOes e tempo de reagao ideais para o tratamento a 50°C;

% Avaliar o tratamento biolégico a 30°C e 50°C apos tratamento enzimatico
termofilico.

% Comparar resultados obtidos nos tratamentos enzimatico/biolégico a
30°C e 50°C.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Panorama geral da producéo e consumo de pescado

A industria de pescado utiliza uma vasta gama de espécies para a
elaboracdo de produtos comestiveis, variando desde peixes, moluscos,
crustaceos a até mesmo anfibios (BRASIL, 1984a).

A producdo mundial de pescado apresentou um grande aumento nos
ultimos anos. No ano de 2008, a produgdo mundial atingiu cerca de 142
milhdes de toneladas e no ano de 2009 chegou a 146 milhdes de toneladas. No
ano de 2008, o Brasil contribuiu com 0,81% da producdo mundial. No ano de
2009, a China foi o maior produtor, contribuindo com aproximadamente 60,5
milhdes de toneladas, seguida da Indonésia com 9,8 milhdes de toneladas, da
india com 7,9 milhdes de toneladas e do Peru, que contribuiu com
aproximadamente 7 milhdes de toneladas (MINISTERIO da PESCA e
AQUICULTURA, 2010).

O Brasil, no ano de 2009, contribuiu com 1.240.813 toneladas, que
representam 0,86% da producao mundial. Esta pequena elevagéao (0,05%) de
2008 para 2009, fez com que o Brasil subisse 4 colocagdes no ranking mundial
de producédo de pescado, atingindo o 18° lugar (Tabela 2.1). Em 2010, o Brasil
aumentou sua producdo para 1.264.765 toneladas, o que corresponde a um
aumento de 2% comparado a producdo de 2009. Desta quantia, cerca de
536.455 toneladas (42,4% do total) correspondem a pesca extrativa marinha,
que continua sendo a maior fonte da producgao brasileira de pescado. As outras
porcdes sao divididas em aquicultura continental, pesca extrativa continental e
aquicultura marinha, que correspondem, respectivamente, a 31,2; 19,7 e 6,7%
da producdo total brasileira de pescado (MINISTERIO da PESCA e
AQUICULTURA, 2010).



Tabela 2.1 Producgéo pesqueira mundial nos anos de 2008 e 20009.

2008 2009
Posigdo Pais - -
Producdo % Produgao %
12 | China 57.827.108 40,64% 60.474.939 41,68%
22 | Indonésia 8.860.745 6,23% 9.815.202 6,76%
39 | india 7.950.287 5,59% 7.845.163 5,41%
42 | Peru 7.448.994 5,23% 6.964.446 4,80%
52 | Japao 5.615.779 3,95% 5.195.958 3,58%
62 | Filipinas 4.972.358 3,49% 5.083.131 3,50%
72 | Vietna 4.585.620 3,22% 4.832.900 3,33%
82 | Estados Unidos 4.856.867 3,41% 4.710.453 3,25%
92 | Chile 4.810.216 3,38% 4.702.902 3,24%
102 | Russia 3.509.646 2,47% 3.949.267 2,72%
112 | Mianmar 3.168.562 2,23% 3.545.186 2,44%
122 | Noruega 3.279.730 2,30% 3.486.277 2,40%
132 | Coréia do Sul 3.358.475 2,36% 3.199.177 2,20%
142 | Tailandia 3.204.293 2,25% 3.137.682 2,16%
152 | Bangladesh 2.563.296 1,80% 2.885.864 1,99%
162 | Malasia 1.757.348 1,23% 1.871.971 1,29%
172 | México 1.745.757 1,23% 1.773.644 1,22%
182 | Brasil 1.156.423 0,81% 1.240.813 0,86%
192 | Marrocos 1.003.823 0,71% 1.173.832 0,81%
202 | Espanha 1.167.323 0,82% 1.171.508 0,81%

Fonte: modificada de MINISTERIO da PESCA e AQUICULTURA, 2010.

Segundo o Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
(MIDIC) e o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o consumo
per capita aparente* do Brasil vem crescendo nos ultimos anos, chegando, em
2010, ao valor de 9,75 kg por habitante. Este aumento representa 8% a mais
do que o obtido no ano anterior, como pode ser observado na Figura 2.1. Além
disso, o0 objetivo é fazer com que este consumo chegue ao consumo minimo
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude, que é de 12 kg por
habitante/ano (MPA, 2013).

No Brasil, 0 aumento no consumo de pescado deve-se, principalmente, a
mudancas nos habitos alimentares dos brasileiros, que tém por costume
consumir carne bovina e de frango. Porém, ha uma tendéncia do consumo de
pescado aumentar cada vez mais, seja pelo seu potencial nutritivo ou ainda
pela sua facilidade de comercializacdo (NICOLUZZI, 1998; DELGADO et al.,
2003).

* Consumo per capita aparente (CPA) = (produgéo + importagédo — exportagao)/populacao.



Além disso, vale ressaltar que o0 ano de 2003 foi marcante pela criagéo da
Secretaria Especial de Agricultura e Pesca (SEAP), hoje Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA) que, em conjunto com o Ministério do Meio ambiente (MMA),
promoveu politicas publicas que reforcaram o setor pesqueiro nacional e
aumentou a producao pesqueira no pais (MPA, 2010).

Consumo per capita

Kg/hab
(o)}

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Tempo (ano)

Figura 2.1: Consumo per capita aparente no Brasil de 2001 até 2010
(Fonte MIDIC e IBGE, 2010- elaboracao propria).

Analisando a Figura 2.1, percebe-se que o consumo de pescado
aumentou quase que linearmente desde 2005. Este consumo tende a aumentar
mais nos proximos anos, em funcdo de incentivos do governo como o
“Programa Mais Peixe” e a “Feira do Peixe” na regidao Centro-sul do Brasil. Tais
programas tém como objetivo aumentar o consumo de peixe em todo o pais
(Portal do estado do Rio Grande do Sul, 2013).

Uma estimativa para o ano de 2020 é de que o0 consumo per capita
aumente em paises em desenvolvimento, chegando a 16,2 kg/hab/ano e
continue aumentando conforme o crescimento do pais (DELGADO et al.,
2003).



2.2. Impactos ambientais causados por efluentes de industrias de pescado

Atualmente, ha uma grande preocupacido com o ambiente devido ao uso
exacerbado e indevido da natureza. O aumento da populagdo mundial gera
concomitantemente o aumento do consumo de alimentos e da producao de
efluentes provenientes das industrias produtoras de alimentos, como é o caso
das industrias produtoras de pescado.

As fontes de agua sao objeto de protecdo ambiental por serem um
recurso natural essencial a vida. Sendo assim, o despejo exacerbado de
efluentes nos corpos d’agua, sem que recebam o devido tratamento para
estarem nas condicdes exigidas pela legislacdo, pode causar uma alteracao na
qualidade da agua e, portanto, no ecossistema local. Tal distarbio ambiental
pode nado ser revertido pela falta de capacidade de autodepuracédo para
absorver tamanha carga organica.

Com o excesso de carga organica ha a multiplicacao de micro-organismos
aerébios consumidores de matéria organica, o que leva a diminuicao da
quantidade de oxigénio disponivel nos corpos d’agua. Além disso, muitos
efluentes, como os da industria de pescado, contém éleos e graxas que, por
formarem um filme na superficie do liquido, impedem a difusdo do oxigénio
presente no ambiente para os corpos d’agua prejudicando, desta forma, tanto a
flora quanto a fauna do ecossistema local (AGUIAR, 1987; SILVA e BATISTA,
2003; SHIH et al., 2003; CHOWDHURY et al., 2010).

O processamento de pescado gera grandes quantidades de residuos
sélidos e liquidos. Normalmente, cerca de 45% do material bruto acaba por nao
ser utilizado, sendo despejado nos corpos receptores (EL-BELTAGY et al.,
2005; RAI et al., 2010).

Assim como a maioria das industrias de processamento, as operacoes
realizadas no processamento de pescado produzem um efluente rico em
contaminantes organicos na forma sollvel, particulada ou coloidal. As formas
de processamento do pescado variam de acordo com as industrias, sendo as
mais comuns as que consistem em “filleting”, congelamento, secagem,
fermentacao, acondicionamento em latas e defumacéo (ROLLON, 1999). Cada
etapa do processamento gera diferentes efluentes nomeados de “agua para



descarte” ou “descarte de agua”. Tais descartes podem conter muito sangue
em sua composicao, proveniente da evisceragdo ou ainda da limpeza dos
peixes para producao de filés, sendo denominados de “aguas de sangue”
(CHOWDHURY et al., 2010).

A maior parte destas “aguas para descarte” sao geradas logo apdés etapas
de secagem e evaporacdo. Além disso, ha também o descarte apds a remocao
de éleo por meio do evaporador (CHOWDHURY et al., 2010). Tal fato indica
que os efluentes gerados, se nao tratados adequadamente, podem ser
descartados com elevadas temperaturas e com altos indices de 6leos e graxas
nos corpos receptores.

A contaminacdo dos corpos receptores varia de acordo com o efluente
gerado nas operacoes, podendo ter pequeno (como no caso das aguas de
lavagem, médio (como no caso do efluente gerado na producao de filés de
peixe - “filleting”) e grande impacto (como as “aguas de sangue” drenadas dos
tanques de estocagem de peixe) (GONZALEZ, 1996; CHOWDHURY et al.,
2010).

O tratamento dos residuos sélidos e liquidos vem surgindo como uma das
maiores preocupagdes, ndo somente nas industrias de processamento de
pescado, mas também nas industrias produtoras de carnes em geral. Tal
preocupacao se deve ao aumento do rigor da legislacao ambiental, associado a
conscientizacdo da populacdo consumidora de seus produtos e ao elevado
custo de tratamento dos efluentes (SALMINEM e RINTALA, 2002;
INTERNATIONAL MARITIME ORGANIZATION, 2006).

De forma geral, os processos industriais sdo acompanhados pela
producédo de quantidades elevadas de efluentes que representam um grande
risco ao ambiente. Desta forma, é de extrema importancia que se desenvolvam
tecnologias que possibilitem melhor recuperacao do material organico presente
nestes residuos como uma forma de mitigar a poluicdo causada pelo descarte
inapropriado dos efluentes (QUITAIN et al., 2001).



2.3. Efluentes gerados nas industrias de pescado

2.3.1. Caracterizacao

Os efluentes gerados nas industrias de pescado diferem muito de uma
industria para outra ou até mesmo ao longo do tempo dentro de uma mesma
industria. Tal variacao € funcdo do tipo de pescado utilizado, da fase do
processamento ou ainda das alteracdes sofridas na fase inicial de coleta do
pescado (ARGENTA, 2012).

Além disso, ao longo das diversas etapas de processamento do
pescado, diferentes “dguas para descarte” sdo geradas. Nas industrias, em
geral, sdo adicionados aos efluentes gerados no processamento as aguas de
lavagens do pescado, as aguas de lavagens de pisos e equipamentos, e ainda
sao incluidos nesses efluentes os esgotos sanitarios dos funcionarios. Tais
operacdes geram grandes volumes de residuos soélidos e liquidos, porém, a
maior parte dos residuos soélidos é removida no préprio sistema produtivo ou no
gradeamento e peneiramento das aguas residuarias (SILVA e BATISTA, 2003).

Os efluentes gerados nas industrias de processamento de pescado
variam sua composicao de acordo com a constituicido do peixe utilizado, a
época do ano, os aditivos utilizados durante o preparo das conservas, a fonte
de agua empregada e a propria forma de operacdo da unidade de
processamento. De forma geral, os efluentes sdo compostos principalmente de
cabecas, visceras, 0Ss0S e escamas e apresentam elevadas vazédo e
concentracdao de matéria organica biodegradavel constituida principalmente de
proteinas e lipidios (GONZALEZ, 1996; LUCAS et al., 2000; ROLLON, 2002;
BERGE, 2007; RAI et al., 2010).

Rollén (1999) fez um levantamento de diversos efluentes de industrias
processadoras de atum e sardinha e verificou, como pode ser observado na
Tabela 2.2, que os efluentes apresentam as seguintes faixas de variacédo: pH
(5,6 - 7,2), DBO — demanda bioquimica de oxigénio (710 - 14500 mg/L), DQO —
demanda quimica de oxigénio total (1500 - 53600 mg/L), DQO soluavel (1250 -
52100 mg/L), sélidos totais (550 - 12400 mg/L) e NKT — nitrogénio Kjeldahl total
(82 - 703 mg/L).

10



Outra caracteristica de suma importancia é a temperatura em que estes
efluentes sdo gerados. Segundo Lema et al. (1987), a temperatura dos
efluentes de industrias que processam mexilhdo é entre 80-90°C, devido a
submissdo destes animais ao vapor para abertura de suas conchas. Nas
demais industrias de processamento de pescado este fato nao é diferente, pois
pode-se observar diversas etapas que levam ao aumento da temperatura do
efluente como as de evaporacao, autoclavacao e cozimento. No levantamento
realizado por Rollon (1999), existem poucos dados de temperatura, mas
percebe-se que ha uma grande variagdo na temperatura, que chega a 45°C em
um dos estudos.

Atualmente, existe uma variedade de tecnologias que se aplicam ao
tratamento desses efluentes. Os tratamentos fisico-quimicos, com adicdo de
coagulantes quimicos (como sulfato de aluminio e cloreto férrico), permitem
uma remocao parcial da matéria organica devido a separacao de proteinas e
gorduras. No entanto, o custo com produtos quimicos € elevado, a gordura
dissolvida ou emulsionada ndao é removida de forma eficiente e lodos
extremamente problematicos para tratamento e descarte sao produzidos
(LUCAS et al., 2000). Sendo assim, os processos biolégicos acabam sendo
empregados, em grande parte dos casos, destacando-se 0Ss processos
biolégicos anaerdbios, que vém sendo largamente utilizados no tratamento de
efluentes da industria de pescado em fungdo de sua elevada carga organica
biodegradavel (ROLLON, 1999).

11



Tabela 2.2: Caracterizacao dos efluentes de pescado.
Fonte ROLLON (1999) apud VALENTE, 2009.

: DQO (gL _ e
PESCADO PAlS T(CC) pH DBO Q0 L) SVS/STS  NH,-N/NKT
(g'L) TOTAL SOLUVEL
SARDINHA _ EUA nd nd 1.3 (52) 23 nd 1d/0.02 nd/nd
SARDINHA  Filipinas 2526 690 7.0 (52) 135 125 (9) 4.74/4.80 130/430
SARDINHA _ Filipinas 26 6.5 nd 58 1.52 (26) nd/158 241300
oo Fiipinas 30 7 9.0 (64) 14.1 4.0 (28) nd/3,85 24/400
CARDmas  Filipinas 30 nd 145 (57) 25.6 nd nd/11.14 ad/nd
sARDRs  Fipinas  ad 6.5 nd 6.2 18 nd/1,69 0d/350
Gy Tailindia  ad 6568 3042(66) 48464 od 0d/0.75-1.4 2d/250
o Brasil nd 6364 416463  65-102 nd 0d/1.7-2.7 44/300
ATUM Espanha 45 nd nd 34.5 nd 3.6/4.0 nd/nd
ATUM Espanha  ad  5.6-6.6 nd 20536 107501 1020  200-6900/nd
ATUM  Tailindia  nd 6466 0875 15106 nd HASTET 26703
ATUM EUA ad 6272 0.71 1.0 nd 2d/0.55 6/32

T (°C) — temperatura; DBO — demanda bioquimica de oxigénio; DQO — demanda
quimica de oxigénio; SVS — sélidos volateis suspensos; STS — sdlidos totais
suspensos; NKT — nitrogénio Kjeldahl total; nd = ndo determinado.

2.3.2. Legislagdo ambiental

A Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Meio Ambiente e o
Desenvolvimento, conhecida também por Rio-92, realizada entre 3 e 14 de
junho de 1992 no Rio de Janeiro, foi a primeira conferéncia a consagrar o
conceito de desenvolvimento sustentavel, justamente por ter sido resultado da
busca pela conciliacio do desenvolvimento socioeconbmico com a
conservacao e protecao dos ecossistemas do nosso planeta e neste contexto
entra a protecdo do recurso natural que integra as preocupacdes do
desenvolvimento sustentavel: a agua (ONU BRASIL, 2013).

O controle da poluicdo dos corpos d’agua esta diretamente relacionado
a protecdo da vida por garantir um meio ambiente ecologicamente equilibrado,
protecdo da saude e, portanto, a melhoria da qualidade de vida. Sendo assim,
com o objetivo de defender e preservar os corpos d’agua do nosso pais, a
Constituicao Federal e a Lei n° 6938 de 31 de Agosto de 1981, visam controlar

o lancamento no meio ambiente de poluentes, proibindo o lancamento em

12



niveis nocivos ou perigosos para 0s seres humanos e outras formas de vida

(CONAMA, 2005).

A Resolucdo CONAMA 357, de 17 de Marco de 2005, modificada pela
Resolucao 397, de 03 de Abril de 2008 e pela Resolucao 430, de 13 de Maio
de 2011, todas incorporadas na nossa legislacdo federal, dispde sobre a
classificacao e diretrizes ambientais para o enquadramento dos corpos d’agua
superficiais, bem como estabelece as condicées e padrées de langcamento de
efluentes.

Estas Resolugbes versam sobre o langamento de efluentes direta ou
indiretamente aos corpos d’agua, depois de seu devido tratamento, a fim de
atingir as metas estabelecidas por esta e em outras normas que também sejam
aplicaveis a este caso. Desta forma, o lancamento e a autorizacdo do
langamento de efluentes em desacordo com as condigdes estabelecidas pela
Resolucdo supracitada sao vedados, a excecdo de serem autorizados pelo
6rgao ambiental competente, no caso do Rio de Janeiro, o INEA (Instituto
Estadual do Ambiente, antiga FEEMA).

Desta forma, algumas das condi¢cées padrdo atuais, estabelecidas na
Resolucdo 430 de 2011, que devem ser respeitadas para a realizacdo do
descarte dos efluentes nos corpos d’agua sao:

% pHentre5e9;

% Temperatura inferior a 40°C, sendo que a variacao de temperatura do corpo
receptor ndo devera exceder a 3°C no limite da zona de mistura ;

% Materiais sedimentaveis até 1mL/L em teste de 1 hora em cone Imhoff.
Devendo estes serem virtualmente ausentes no caso de lancamento em
lagos ou lagoas;

% regime de lancamento com vazdo maxima de até 1,5 vez a vazdo média do
periodo de atividade diaria do agente poluidor, exceto nos casos permitidos
pela autoridade competente;

< Oleos e graxas minerais até 20mg/L e vegetais ou animais até 50mgy/L;

% Auséncia de materiais flutuantes;

% Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO 5 dias a 20°C): remog¢do minima
de 60% de DBO sendo que este limite s6 podera ser reduzido no caso de
existéncia de estudo de autodepuracdo do corpo hidrico que comprove
atendimento as metas do enquadramento do corpo receptor;
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% O efluente ndo devera causar ou possuir potencial de causar efeitos toxicos
aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de
toxicidade estabelecidos pelo 6érgdo ambiental competente.

No ambito estadual, no Rio de Janeiro ha a Norma Técnica NT-202,
publicada no DOERJ em Dezembro de 1986 pela antiga FEEMA, atual INEA,
que estabelece critérios de langcamento direto ou indireto de efluentes liquidos
em aguas costeiras, superficiais ou subterrdneas do Estado do Rio de Janeiro,
nao sendo permitida a diluicdo dos efluentes para enquadramento nos critérios
estabelecidos. Tal Norma Técnica segue os padrdes determinados pela
legislacédo federal com excecéo ao limite exigido para o descarte de efluentes
contendo 6leos e graxas de origem animal, que deve conter no maximo 30 mg
O&G/L (NT —202. R-10/ 1986).

Os limites de langcamento para cargas organicas, no entanto, séo
descritos pela Diretriz especifica DZ-205. R-6 de 2007, que estabelece
exigéncias de controle de poluicdo das aguas como parte integrante do
Sistema de Licenciamento de Atividades Poluidoras (SLAP), que consistem na
reducdo de material organico biodegradavel e nao biodegradavel de origem
industrial e de compostos organicos também de origem industrial que de
alguma forma interfiram nos processos ecoldgicos naturais dos corpos d’agua
receptores e nos sistemas de tratamento de efluentes implantados pelas
industrias e operadoras de servicos de esgoto (DZ — 205. R-6 / 2007).

Esta Diretriz estabelece valores minimos de remocao de DBO com base
na vazao e carga de DBO do efluente bruto gerado na unidade industrial. E
estabelece também valores maximos de DQO como um acréscimo a legislacao
federal e a Norma Técnica de referéncia desta diretriz. A DQO que pode ser
lancada nos corpos d’agua, no caso das industrias de pescado, devera ser
menor que 500mg/L ou 10 kg/dia para atender a legislacao brasileira de
descarte de efluentes liquidos (DZ — 205. R-6 / 2007).
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2.3.3. Tratamento de efluentes

Os despejos gerados a partir do processamento do pescado se
caracterizam por apresentarem tanto matéria organica em suspensao quanto
dissolvida, altos niveis de lipidios e proteinas, altos teores de DQO, éleos e
graxas e solidos suspensos totais. E sdo originados em elevadas vazbes e
temperaturas devido as etapas de limpeza, cozimento e pasteurizacado. Assim,
apenas o tratamento primario pode nao ser suficiente para atingir os padrbes
exigidos pelos 6rgdos ambientais (GONZALEZ, 1996; ROLLON, 1999; LUCAS
et al., 2000, ROLLON, 2002; SILVA e BATISTA, 2003).

Considerando os diversos tipos de tratamentos de efluentes utilizados,
pode-se dizer que primeiramente ha uma separagdo entre os tratamentos
fisicos e/ou quimicos dos biolégicos.

Os tratamentos fisico-quimicos, como coagulagao/floculacdo com a
utilizagdo de coagulantes quimicos como cloreto férrico ou sulfato de aluminio,
promovem a separacdo de gorduras e proteinas, possibilitando a remocgao
parcial da matéria organica (RUSTEN et al.,1993; LUCAS et al., 2000). Porém,
o tratamento quimico pode gerar alguns problemas como a remogéao parcial da
gordura emulsionada ou dissolvida, além da remogéo ineficiente de DQO, lodos
improprios para descarte e o elevado custo dos produtos quimicos (LUCAS et
al., 2000). Sendo o custo um dos principais fatores a serem considerados no
tratamento de efluentes, uma vez que este é realizado, na maioria das vezes,
devido ao maior rigor da legislacédo ambiental vigente.

Segundo Chernicharo (1997), em uma adaptacgao feita aos trabalhos de
Von Sperling (1995) e Lettinga (1995), os principais requisitos que devem ser
observados na escolha das plantas de tratamento de efluentes devem ser:

+« Baixo custo de implementacéo;
% Elevada sustentabilidade do sistema;
% Simplicidade operacional, de manutencao e de controle;
% Baixos custos operacionais;
% Adequada eficiéncia de remocao das mais diversas categorias de
poluentes;
% Pouco ou nenhum problema com a disposi¢éo do lodo gerado na

estacéo;
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+ Baixos requisitos de area;

% Existéncia de flexibilidade em relacao as expansdes futuras e ao
aumento de eficiéncia;

+ Possibilidade de aplicacdo em pequena escala;

+ Poucas unidades integrando a estacéo;

% Elevada vida util;

% Auséncia de problemas que causem transtorno a populacéo
vizinha;

+ Possibilidade de recuperacao de subprodutos Uteis; e

% Existéncia de experiéncia pratica.

Os efluentes provenientes de industrias de processamento de pescado
contém altas concentracdes de material organico facilmente assimilavel em sua
composicao, o que possibilita e favorece a utilizacdo de processos bioldgicos,
sendo estes 0s mais adequados, dentre os demais, para tratar efluentes nestas
condicdes.

Os processos bioldgicos apresentam diversas vantagens quando
comparados aos tratamentos quimicos, como o0 menor custo quando
comparados aos processos fisico-quimicos, a possibilidade de transformacao
da matéria organica presente no efluente em gas carbbnico e agua e 0s micro-
organismos responsaveis pelo processo podem ser mantidos ativos desde que
se mantenham condi¢cdes préprias para sua manutencdo e crescimento
(PAYNE, 1997).

Os processos biolégicos podem ser aerébios ou anaerébios. Embora os
primeiros sejam tradicionalmente empregados, os processos de tratamento
anaerébio ultimamente vém obtendo destaque devido as vantagens
apresentadas sobre os aerbbios. Dentre as vantagens, pode-se citar a de
serem potenciais geradores de energia através da producao de metano e a de
serem utilizados para degradar a matéria organica de efluentes de “alta carga”,
chamados desta forma por possuirem DQO maior que 4000 mg/L,
diferentemente dos aerdbios que sao indicados para o tratamento de efluentes
de “baixa carga”, cuja DQO é menor que 1000 mg/L (CHERNICHARO, 2007;
CHAN et al., 2009).
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Na Figura 2.2, pode-se observar um esquema de comparacao entre 0s
tratamentos biolégicos aerdbios e anaerdbios. No sistema aerbébio ha somente
cerca de 40 a 50% de conversao da matéria organica a gas carbdnico (COy).
De 30 a 40% do material organico é convertido em biomassa, cujo excedente
se constituira o chamado lodo de excesso, posteriormente descartado do
sistema. O restante da matéria organica sera descartada como material nao
degradado, o que corresponderia a 5 a 15% (CHERNICHARO, 2007). Por outro
lado, ainda na Figura 2.2, é possivel observar também o funcionamento de um
reator anaerdébio no qual a maior parte do material organico € convertido em
gas metano (de 50 a 70%), uma pequena por¢ao é convertida em biomassa, de
5 a 15%, que constituira o lodo excedente do sistema, e a parte ndo consumida
pelos micro-organismos componentes do lodo, cerca de 10 a 30%, sera
descartada como material ndo degradado (CHERNICHARO, 2007).

(as metano
Gascarbénico S0 a 70",
Q0 a Sl

[RINES]
Afluente
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Lodo S alSa
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Figura 2.2: Esquema do balan¢o de DQO em reatores aerdbios e
anaerdbios (CHERNICHARO, 2007).

Devido a estas caracteristicas, o tratamento biolégico selecionado para a

realizacdo deste trabalho foi o tratamento anaerébio que, portanto, sera mais
explorado no topico seguinte.
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2.3.4. Tratamento biolégico anaerdbio

Os sistemas anaerébios sdao recomendados para uso no tratamento de
efluentes industriais devido aos elevados indices de material orgénico
facilmente degradavel (CHEN et al., 2008). Justamente por isso os sistemas
anaeroébios sao ditos apropriados para o tratamento dos efluentes de industrias
de processamento de pescado (JOHNS, 1995).

Porém, o tratamento biol6gico anaerdbio, como todo processo, possui
caracteristicas que s&o favoraveis e desfavoraveis a sua implementagéo.
Dentro do conjunto de caracteristicas favoraveis € possivel destacar: baixa
producéo de solidos; baixo consumo de energia; baixos custos de implantagao
e operacao; baixos requisitos de area; producao de biogas contendo metano —
potencial biocombustivel; tolerdncia a elevadas cargas organicas e
possibilidade de operacdo com elevados tempos de retencao de soélidos e
baixos tempos de retencao hidraulica, que conferem ao tratamento bioldgico
anaerbbio a possibilidade de tratamento de efluentes tanto concentrados como
diluidos (CHERNICHARO, 2007; CHOWDHURY et al., 2010).

As desvantagens de implementacdo dos sistemas de tratamento
anaeroébio estdo na remocao insatisfatéria de nutrientes — nitrogénio e fésforo -
e patégenos, além da instabilidade dos reatores anaerdbios devido a choques
de carga organica, e a presenca de compostos potencialmente téxicos ou ainda
a falta de nutrientes. Além disso, os valores de DQO no efluente dos reatores
anaerébios, na maioria das vezes, sdo superiores aos padrdoes de descarte
estabelecidos na legislacdo, exigindo-se um pds-tratamento ou polimento do
efluente (CHERNICHARO, 2007).

2.3.4.1. Fundamentos da digestao anaerébia

A digestao anaerdbia tem crescido nos ultimos anos por se tratar de
uma tecnologia sustentavel e ambientalmente segura para o tratamento de
efluentes e transformacéo de matéria organica em biogas (mistura de metano e

diéxido de carbono). Neste processo, 0s micro-organismos trabalham
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interativamente na conversdo da matéria organica e na multiplicacao celular,
em ambientes livres de oxigénio. A digestdo de substancias complexas
presentes no efluente compreende uma série de processos bioquimicos
sequenciais (SANT'ANNA JR., 2010).

A digestdao anaerodbia funciona em uma sequéncia, na qual diversos
micro-organismos participam e cada um tem a sua funcédo pré-determinada
dentro do ciclo de degradacdo do material orgéanico até a formagéo do biogas
(gas carbbnico, metano e vapor d’agua). A Figura 2.3 mostra como funciona
este processo.

Na Figura 2.3, nota-se que 0s micro-organismos que participam do
processo de digestdo anaerdbia podem ser divididos em trés grupos principais,
segundo Chernicharo (2007):

1. Grupo das bactérias fermentativas, que, através da hidrdlise,
transformam macromoléculas como os carboidratos, proteinas e lipidios,
em moléculas organicas simples como acucares, aminoacidos e
peptideos. Estes, por sua vez, serao transformados em acidos organicos

de cadeia curta pelas mesmas bactérias fermentativas;

2. Grupo das bactérias acetogénicas, que Sao responsaveis por
transformar os acidos organicos de cadeia curta - produtos gerados
pelas bactérias fermentativas - em acetato, hidrogénio e diéxido de

carbono;

3. Grupo das arqueas metanogénicas, que sao 0S micro-organismos
responsaveis por utilizar como substrato os produtos finais gerados
pelas bactérias acetogénicas, sendo que uma parte deste grupo, as
metanogénicas acetoclasticas, utiliza o acetato, transformando-o em
metano e dioxido de carbono, enquanto o restante, metanogénicas
hidrogenotroficas, produz metano através da reducdo do diéxido de

carbono.
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Figura 2.3: Metabolismo e micro-organismos responsaveis pela digestao
anaerdbia (CHERNICHARO, 2007).
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Todos estes Grupos de micro-organismos estdo envolvidos no
processo de digestdo anaerdbia que, por sua vez, também pode ser dividido
em quatro etapas para facilitar o entendimento do processo. Sdo elas: hidrdlise,

acidogénese, acetogénese e metanogénese.

1. Hidrdlise:

Os micro-organismos nao sao capazes de assimilar moléculas
complexas como os carboidratos, proteinas e lipidios, sendo necessaria,
portanto, a etapa de “quebra” deste material que é feita através da hidrélise. O
material organico particulado € hidrolisado pela acao de enzimas extracelulares
(hidrolases) produzidas por bactérias fermentativas hidroliticas. Esse material é
convertido em compostos organicos sollveis capazes de atravessar a parede
celular de bactérias fermentativas. Esta etapa ocorre de forma lenta, sendo
varios os fatores que podem afetar o grau e a taxa com que o substrato é
hidrolisado como, por exemplo, a temperatura de operacdo do biorreator,
composi¢do do substrato, pH do meio, tamanho das particulas, entre outros
(LETTINGA et al., 1996).

2. Acidogénese:

Esta etapa ocorre dando sequéncia a fase anterior, de modo que os
compostos sollveis gerados na hidrélise sdo absorvidos pelas bactérias
fermentativas acidogénicas, sendo estes metabolizados no interior das células,
convertendo-os em &cidos organicos volateis (principalmente acido acético,
butirico e propiénico). Normalmente as bactérias responsaveis pela hidrélise
também participam da etapa de fermentacao acidogénica e estas possuem um
curto tempo de geracado, o que faz com que esta fase néo seja limitante no
processo de digestdo anaerdbia, a excecdo dos materiais hidrolisaveis serem
de dificil degradacao (SCHINK, 1997; CHERNICHARO, 2007).
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3. Acetogénese:

Nesta etapa ocorre a conversdo dos produtos da hidrolise e
acidogénese em compostos que constituem os substratos para formacao de
metano pelas arqueas metanogénicas: acetato, Ho, e CO, (LIMA, 1996 apud
VALENTE, 2009).

4. Metanogénese:

A metanogénese corresponde a etapa final do processo de digestao
anaerébia dos compostos organicos. Este grupo é constituido de micro-
organismos anaerobios estritos, pertencentes ao dominio Archaea - as arqueas
metanogénicas, presentes na natureza em ambientes como sedimentos
andxicos, pantanos, solos profundos e tratos gastrointestinais de animais
(CHERNICHARO, 2007).

As arqueas metanogénicas sao divididas em dois grupos principais
devido a sua diferente fisiologia: as metanogénicas acetoclasticas, que formam
metano através do acetato, e as metanogénicas hidrogenotréficas, que formam
metano através de dioxido de carbono e hidrogénio (CHERNICHARO, 2007).

2.3.4.2. Digestao anaerdbia termofilica

O processo de digestao anaerdbia pode ser realizado em trés faixas
distintas de temperatura: a pscicrofilica - que ocorre de 15 a 20°C; mesofilica -
que compreende de 30 a 45°C e termofilica - que corresponde as temperaturas
na faixa de 50 a 65°C (LETTINGA et al., 1996).

A digestao anaerdbia termofilica apresenta algumas vantagens quando
comparada a digestao anaerdbia mesofilica. Devido ao fato de a temperatura
ser mais alta, possivelmente ha a elevacao da taxa de crescimento dos micro-
organismos, assim como ha o aumento da taxa de hidrélise de moléculas

organicas como proteinas e lipidios, o que provavelmente levaria a diminuicao
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nos custos e tamanho dos reatores. A alta temperatura também possibilita a
eliminacao total ou parcial de patégenos (bactérias e virus) e a diminuicao de
lodo excedente formado durante o processo de digestdo (BUHR e ANDREWS,
1977; LO et al., 1985; ROLLON, 1999).

No entanto, segundo Buhr e Andrews (1977), a escolha do processo de
digestdo anaerobia termofilica também traz algumas desvantagens, tais como
a necessidade de maiores gastos energéticos para 0 aumento e manutengao
da temperatura do efluente nos digestores, a reducdo da estabilidade do
processo e da qualidade do efluente devido ao aumento da quantidade de
sélidos dissolvidos. Além disso, Massé e Masse (2001) demonstraram que
embora a remocado de DQO nos sistemas de digestao termofilica seja mais
rapida que em processos mesofilicos, a remocao da matéria organica nao é
uniforme.

O tratamento anaerdbio, no entanto, é prejudicado com a presenca de
elevadas concentracdes de Oleos e graxas, pois estes podem gerar
aglomerados ou pellets entre os flocos de lodo, dificultando a sedimentacao e,
além de emitirem odores desagradaveis, reduzem a eficiéncia do tratamento
(ECKENFELDER, 2000).

Assim, aproveitando-se da elevada temperatura de descarte dos
efluentes provenientes das industrias de processamento de pescado, a etapa
de hidrolise e o tratamento biolégico posterior poderiam ser conduzidos a
temperaturas dentro da faixa termofilica. Tal procedimento, possivelmente,
aumentaria as taxas de hidrélise dos lipidios, diminuindo o teor de éleos e
graxas no afluente do reator anaerébio e melhorando o tratamento biol6gico
posterior.

Desta forma, foi desenvolvido neste trabalho um sistema hibrido de
tratamento que associa ambos os tratamentos enzimético e biolégico. Para o
pré-tratamento enzimatico foi utilizado um preparado enzimatico sélido (PES),
rico em lipases termofilicas e termoestaveis produzidas pelo fungo Penicillium
simplicissimum (GUTARRA et al., 2009). Esta elevada temperatura de atuacao
possibilita a utilizagdo direta das enzimas nos efluentes recém-gerados na
industria. O pré-tratamento enzimatico tem como objetivo reduzir os niveis de
trigliceridios do efluente, tornando-o mais biodegradavel e possibilitando
aumento na eficiéncia do tratamento biol6gico posterior. A alimentacao do
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efluente previamente hidrolisado no reator anaerébio permite uma melhor
atuacdo da comunidade microbiana presente no lodo anaerdbio, gerando
concomitantemente biogas (metano) que podera ser utilizado como fonte de

energia na proépria industria.

2.4. Enzimas no tratamento de efluentes

O tratamento convencional de efluentes, por vezes, é prejudicado devido
a presenca de compostos recalcitrantes ou téxicos na composicdo dos
efluentes. A utilizacdo de enzimas como adicional ao tratamento convencional
permite o tratamento especifico destes compostos, tornando-os mais
biodegradaveis. A utilizacdo de enzimas no tratamento de efluentes tem
despertado grande interesse em diversos pesquisadores devido a seletividade
destes biocatalisadores, o que permite o ataque especifico aos compostos
recalcitrantes e toxicos, aumentando a biodegradabilidade dos efluentes e
possibilitando a utilizacdo posterior de tratamentos biol6gicos.

O uso de enzimas, no entanto, deve seguir alguns critérios para que o
tratamento posterior ndo seja prejudicado. Como por exemplo: a reagéo deve
gerar produtos que sejam mais biodegradaveis e menos toxicos que 0s
reagentes; a enzima deve ser especifica para degradar um dado composto alvo
e deve permanecer ativa e estavel nas condicoes de tratamento; os reatores
devem ser 0s mais simples e a enzima tem que ser obtida da forma mais
barata possivel (AITKEN, 1993).

As enzimas podem ser aplicadas em diversas fases do processo de
tratamento de efluentes, tais como (AITKEN, 1993):

% Remocéao especifica de compostos refratarios em efluentes compostos
de misturas complexas antes de serem encaminhados para o tratamento
biolégico;

% Remocao especifica de compostos que se encontram em niveis
residuais nos efluentes;

% Polimento de efluentes ja tratados ou de aguas subterraneas com o
objetivo de atingir os padrdes de toxicidade exigidos;
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% Remocgao de compostos especificos de misturas diluidas que nao
possibilitam o tratamento bioldgico;

% No tratamento in-plant de efluentes com baixos volumes e altas
concentragdes; e

% No tratamento de efluentes gerados com menor frequéncia ou em

pontos isolados.

As principais enzimas utilizadas no tratamento de efluentes sdo as
peroxidases e as hidrolases (proteases, celulases, amilases e lipases). Dentro
do grupo das hidrolases, estdo as lipases que, além de diversas aplicacées no
ramo industrial, sdo aplicadas com sucesso, em escala laboratorial, no
tratamento de efluentes de industrias de alimentos, tais como: abatedouros de
aves, laticinios e pescado (CAMMAROTA e FREIRE, 2006).

Apesar de todas as vantagens conferidas pelas enzimas, sua aplicacao
no tratamento de efluentes industriais ndo pode representar aumento
significativo nos custos do processo. Desta forma, é crescente a busca por
alternativas de producdo de enzimas que tornem sua aplicacdo viavel e de

baixo custo no tratamento de efluentes industriais.

2.5. Métodos de producédo de enzimas

2.5.1. Fermentacodes

A producgédo de enzimas utilizadas no tratamento de efluentes deve ser
economicamente viavel para que nao signifigue aumento expressivo dos custos
do processo. Desta forma, pode-se optar por dois sistemas comuns e
convencionais de producao: a fermentacao submersa (FS) e a fermentagcéao no
estado solido (FES). Cada um destes sistemas fermentativos possui suas

vantagens e desvantagens que serdo descritas a seguir.

25



A fermentacdo submersa consiste em um processo fermentativo que
ocorre em presenca de excesso de agua, no qual os nutrientes geralmente
estdo dissolvidos na fase liquida e a quantidade de sélidos ndo ultrapassa
50 g/L. Este sistema é prioritariamente utilizado para a producao de enzimas
em larga escala devido principalmente a facilidade de monitoramento e controle
do processo (MITCHELL et al., 2002; SINGHANIA et al., 2010).

Porém, o emprego de equipamentos de alta tecnologia e a geracao de
produtos menos concentrados aumentam o custo de producdo da FS. Desta
forma, para utilizagéo no tratamento de efluentes, torna-se necessario o estudo
de alternativas a producao destas enzimas como, por exemplo, a fermentacao
no estado solido — FES (CASTILHO et al., 2000a).

A FES é utilizada pelos chineses desde 1000 a.C. na obtengéao de molho
de soja. Além disso, tem um grande histérico de utilizacdo pelos orientais para
a producgao de bebidas e alimentos fermentados como o koji, produzido a partir
de arroz, através do crescimento e produgéo de enzimas hidroliticas pelo fungo
Aspergillus oryzae; o sake, produzido através da sacarificacdo do arroz; e
angkak, produzido através do crescimento do Monascus purpurea em arroz
vermelho (MITCHELL et al., 2002; HOLKER e LENZ, 2005).

A FES consiste em um processo fermentativo no qual os micro-
organismos se desenvolvem em meio de cultivo sélido, normalmente composto
de residuos agroindustriais, que funcionam como fonte de nutrientes e suporte
para o crescimento. A FES se da na auséncia ou quase auséncia de agua livre,
sendo a 4gua absorvida na matriz sélida apenas em quantidade suficiente para
o0 crescimento do micro-organismo e nao ultrapassando a capacidade de
absorcao da matriz sélida (KRISHNA, 2005).

Ultimamente, a FES tem demonstrado muitas vantagens quanto a
producédo de enzimas sobre o processo tradicional utilizado, a FS, o que vem
atraindo o interesse de pesquisadores para a producao de diversas enzimas,
assim como as hidroliticas, por FES (MATSUMOTO et al., 2004; CAVALCANTI
et al., 2005; GUTARRA et al., 2009; VINTILA et al., 2009) .

Uma vez que a utilizagao de agua é menor, quando comparada a FS na
qual ha um excesso de agua livre, necessita-se de um menor espaco para 0s
bioreatores e o produto obtido geralmente é de facil recuperacédo e esta mais
concentrado. Além disto, o risco de contaminacao por bactérias e leveduras é
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menor, devido a baixa quantidade de agua no meio e complexidade dos
substratos (HOLKER e LENZ, 2005).

Na FES normalmente sdo utilizados meios de baixo custo, como os
residuos agroindustriais, como substrato. Isto se torna uma caracteristica de
suma importancia, principalmente pelo Brasil possuir forte base agricola e,
portanto, uma elevada producdo de residuos provenientes da agroindustria
(PANDEY, 2003; KRISHNA, 2005; MAMMA et al., 2008).

Muitos estudos tém sido feitos comparando os dois métodos
fermentativos quanto a producdo de enzimas, e na maioria dos casos a FES
tem sido apontada como o melhor sistema fermentativo (SANDHYA et al.,
2005; PATIL e DAYANAND et al., 2006). Possivelmente, devido as condi¢cdes
de estresse ao qual o micro-organismo é submetido na FES, que seriam
responsaveis pela maior producdo de esporos, maior crescimento e maior
produtividade enzimatica (VINIEGRA-GONZALEZ e FAVELA-TORRES, 2006;
GUTARRA et al., 2009; DUARTE, 2012).

Castillho et al. (2000b) fez a comparacao econdmica entre ambos o0s
sistemas produtivos (FS e FES) e demonstrou que a producao de lipases por
Penicillium restrictum através de FS necessita de 78% de investimentos a mais
gue o necessario para a FES. Nesta dissertacdo, a producédo de enzimas sera
voltada para a posterior utilizagdo no tratamento de efluentes, assim os custos
do processo devem ser minimos e a produtividade deve ser garantida. Desta
forma, analisando-se todos estes diversos fatores, optou-se pela utilizacao da
FES como sistema de producdo de enzimas. Além disto, a FES permite a
utilizacdo direta do preparado enzimatico sélido (PES) que, apesar de ser
ricamente constituido pela enzima que se almeja produzir, pode possuir
diversas outras enzimas que também detém importancia perante o tratamento
de efluentes como as proteases, celulases, amilases e peroxidases
(VALLADAO et al., 2007).

No caso do presente trabalho, o PES deve conter altos niveis de lipases,
devido a sua capacidade de hidrolisar seletivamente triglicerideos presentes no
meio. Assim, as lipases serdo apresentadas com maiores detalhes no item a

sequir.
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2.6. Lipases

2.6.1. Caracteristicas gerais

Como dito anteriormente, o destaque neste trabalho serd para a
producédo de lipases (triacilglicerol acilhidrolases, EC 3.1.1.3), pertencentes a
uma familia de enzimas cuja funcao natural é catalisar a hidrélise de ligacdes
éster carboxilicas presentes em triacilglicer6is de cadeia longa, liberando
digliceréis, monoglicerdis, glicerol e acidos graxos. Além disto, em ambientes
aquo-restritos, as lipases podem catalisar reacbes de sintese como
esterificacao, acidélise, alcoolise, interesterificacdo e amindlise (PARQUES e
MACEDO, 2006; SUN et al., 2009), como pode ser observado na Figura 2.4.

Hidrdlise

/”\ 1 + HO

R OR R

|
>:

R'OH

Esterificagio

+ REINH, —= J-I\ + R'OH

Figura 2.4: Representacao das principais reag¢des catalisadas por lipases
(GOTOR et al., 2006).
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Normalmente, as lipases sdo encontradas na natureza, sendo
produzidas por animais, plantas e micro-organismos. As lipases de origem
animal mais conhecidas e estudadas sdo as obtidas do pancreas de porcos e
de seres humanos (THOMAS et al.,, 2005). Nestes organismos, sao
responsaveis por diversas etapas do metabolismo dos lipidios. Nas plantas, as
lipases estdao presentes nos tecidos de reserva de energia de diversas
espécies (SHARMA et al., 2001), sendo também encontradas em vegetais
superiores como a mamona — Ricinus communis (CAVALCANTI et al., 2007) e
pinhdo manso — Jatropha curcas (SOUSA et al., 2010).

No caso da producao industrial, entretanto, as lipases que possuem
maior relevancia sao aquelas produzidas por micro-organismos, uma vez que
estes possuem grande versatilidade, menor tempo de geracao e facilidade de
manipulagdo tanto geneticamente, visando aumentar sua capacidade de
producdo, quanto em relacdo as suas condicdes de cultivo (ILLANES, 1994).
Além disto, as lipases microbianas sdo de grande interesse biotecnolégico
devido as suas caracteristicas, tais como estabilidade, seletividade e
especificidade de substrato (DUTRA et al., 2008; GRIEBELER et al., 2009).

A atuacdo da maioria das lipases se da a partir de uma ativacao
interfacial. Em algumas, esta ativacao é explicada pela interacdo da enzima
com a interface lipidio/agua, que levaria a uma mudanca conformacional da
“tampa” (Figura 2.5) — estrutura helicoidal que protege o sitio ativo — expondo,
desta forma, o sitio ativo para a catélise (CAJAL et al., 2000).

Além de regular o acesso ao sitio ativo das lipases, estudos mostraram
que as lipases que naturalmente ndo tém uma estrutura como esta “tampa” tém
sua atividade enzimatica reduzida e sofrem uma alteragdo na sua
especificidade pelo substrato. Estes resultados fortalecem o conceito de que
esta “tampa” exerce uma importante funcdo na modulacdo ndo somente da
atividade, mas também da especificidade, enancioseletividade e estabilidade
das lipases (SECUNDO et al., 2007).
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Figura 2.5: Representagéo tridimensional da lipase de Pseudomonas
aeruginosa. (a) Conformacao aberta da “tampa” que mostra a cavidade com o
sitio ativo representado pelas cores amarela e verde. (b) Conformacao fechada
da “tampa” representada pelas cores vermelha e azul (CHERUKUVADA et al.,
2005).

O centro ativo € composto por uma triade catalitica constituida pelos
aminoacidos serina, aspartato (ou glutamato) e histidina, sendo o primeiro
responsavel pela catdlise. Tal também ocorre em serino-proteases, 0 que leva
a acreditar que o mecanismo catalitico das lipases é semelhante ao das serino-
proteases (JAEGER e REETZ, 1998; ALOULOU et al., 2006).

2.6.2. Aplicagbes de lipases

Quando comparadas aos catalisadores quimicos, as lipases possuem
uma série de caracteristicas que favorecem a sua utilizacao, tais como: maior
especificidade, reducdo do numero de etapas de reagdo a serem realizadas,
menor consumo de energia e separacao mais facil de subprodutos (PANDEY et
al., 2000). Além disso, as lipases sao altamente versateis, o0 que permite que
sejam utilizadas em diversas aplicac6es industriais. Estas enzimas podem ser
aproveitadas em industrias nas quais sua aplicacdo esta basicamente
relacionada a reacoes de hidrélise, como as de detergentes e no tratamento de
efluentes industriais, assim como pode ser utilizada na industria alimenticia,

farmacéutica, de quimica fina, de cosméticos e de perfumes, de dleos e
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gorduras, de couros, de polpa e papel e na producdo de biodiesel, com
exploracdo também das reacbes de sintese e transesterificagdo e das
caracteristicas de regio, enancio e quimiosseletividade lipasicas (SHARMA et
al., 2001), que permitem sua utilizagdo na resolu¢cdo de misturas racémicas e
na remocao seletiva de certos isbmeros.

A principal aplicacdo comercial envolvendo a capacidade hidrolitica das
lipases esta na industria de detergentes, na qual estas enzimas sao utilizadas
como um aditivo na formulacéo dos detergentes. Para isto, € importante que a
lipase tenha baixa especificidade, para que seja possivel hidrolisar gorduras de
diversas composicdes; tenha estabilidade em altas temperaturas e em
ambientes alcalinos, como no caso de maquinas de lavar; e seja resistente a
acdo de outras enzimas e componentes geralmente presentes em detergentes
(SHARMA et al., 2001).

As lipases vém se tornando um componente essencial também na
industria de alimentos, pois permitem a modificacdo das propriedades dos
lipideos, tanto pelo tamanho de cadeia quanto pelo grau de insaturacdo dos
acidos graxos ou pela posicao dos mesmos no triglicerideo transformando um
lipideo barato e ndo desejavel em um lipideo de propriedades adequadas e de
alto valor agregado (ZHANG et al.,, 2006). As lipases também tém sido
utilizadas para obtencdo de agentes flavorizantes pela sintese de éster com
acido graxo de cadeia curta e alcodis (MACEDO et al., 2003) e enriquecimento
de bleos vegetais (SOUSA et al.,, 2010). Tais enzimas também atuam nas
etapas de fabricacdo de embutidos, massas, laticinios (SVENSSON et al.,
2006; FREIRE e CASTILHO, 2008) assim como de aromas pela hidrélise da
gordura do leite (SAXENA et al., 1999).

Na industria farmacéutica e de quimica fina sdo exploradas as
caracteristicas de enéancio e régio seletividade das lipases, pois estas permitem
que lipases sejam utilizadas na resolugao de misturas racémicas e na remocao
seletiva de certos compostos para a sintese de drogas quirais (CUNHA et al.,
2007; MANOEL, et al., 2013).

As lipases podem ser utilizadas, por exemplo, para producao de lipideos
estruturados utilizados na alimentacao parenteral e enteral, em substituicdo a
6leos vegetais (BJORKLING et al., 1991, KHODADADI et al., 2013).
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Na industria de couro, o uso de preparados enzimaticos que contenham
lipases, juntamente com outras enzimas como as proteases, pode melhorar o
processamento do couro, que envolve a remocao de gordura subcutanea e de
pelos em varias etapas (SOUZA e GUTERRES, 2012).

Na industria de papel e celulose, as lipases sao utilizadas para a
remocao do pitch, um conjunto de componentes hidrofébicos da madeira, como
triacilglicerdis e ceras, que sé@o indesejaveis na manufatura de papel (JAEGER
e REETZ, 1998).

Atualmente, uma aplicacéo de lipases que tem gerado grande interesse
€ na producdo de biodiesel. A produgdo do biodiesel consiste na
transesterificacdo de O6leos ou gorduras com alcodis de cadeia curta,
principalmente metanol e etanol, produzindo alquil ésteres de acidos graxos
(biodiesel) e glicerol em uma Unica etapa. Apesar da via quimica de producao
de biodiesel a partir de 6leos vegetais se encontrar industrialmente bem
estabelecida, a utilizacdo de uma via enzimatica, catalisada especificamente
por lipases, se apresenta como uma alternativa interessante para reducao dos
impactos ambientais (SOUZA et al., 2010; BISEN et al., 2010).

Outra aplicacdo que vem sendo muito explorada é a utilizacdo de
enzimas no tratamento de efluentes como alternativa ou complemento aos
tratamentos convencionais de efluentes. Tal alternativa vem sendo muito
estudada pelos Laboratérios de Biotecnologia Microbiana (LaBiM) e de
Tecnologia Ambiental (LTA) da UFRJ (CAMMAROTA e FREIRE, 2006), sendo
assim a aplicacao de lipases no tratamento de efluentes industriais sera melhor
descrita a seguir.

2.6.2.1. Aplicagbes de lipases no tratamento de efluentes

O tratamento de efluentes gordurosos, tais como o0s oriundos de
abatedouros e de industrias de laticinios e pescado representa também um
vasto campo para aplicacao de lipases. Diversos trabalhos apontam para o uso
de preparados enzimaticos contendo lipases obtidos por fermentacdo no
estado sélido como excelente alternativa para o tratamento de efluentes ricos
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em gorduras, oriundos da industria alimenticia (CAMMAROTA et al., 2001;
LEAL et al., 2006; MENDES et al., 2006; VALENTE et al., 2010; VALLADAO et
al., 2011;, ALEXANDRE et al., 2011; DAMASCENO et al., 2012; CAMMAROTA
et al., 2013).

O tratamento de efluentes industriais vem sendo cada vez mais
estudado nas ultimas décadas devido a padrdes de descarte mais rigorosos.
Assim, trata-se de uma nova e crescente area de atuagao de lipases.

Na literatura, foi possivel encontrar diversas utilizacbes de lipases no
tratamento de efluentes de diferentes fontes como: lipases de Candida rugosa
no tratamento de residuos domésticos e na limpeza de tubulacdes de esgoto,
fossa séptica e sumidouros (JAEGER e REETZ, 1998); a utilizacao de lipases
comerciais de diversas fontes (animal, vegetal e microbiana) no pré-tratamento
de efluentes de matadouros (MASSE et al, 2001) e de lipases de
Pseudomonas aeruginosa em efluentes de restaurantes (DHARMSTHITI e
KUHASUNTISUK, 1998).

Além disso, ha também a aplicacdo no pré-tratamento enzimatico de
efluentes ricos em 6leos e graxas, oriundos da industria de laticinios,
abatedouros e de pescado. E possivel encontrar informagées, em diversos
artigos, sobre a utilizacdo de lipases de Penicillium restrictum produzidas por
fermentacdo no estado solido em processos hibridos de tratamento
enzimatico/bioloégico do tipo anaerdbio e aerdébio (CAMMAROTA et al., 2001;
JUNG et al., 2002; LEAL et al., 2006; ROSA et al., 2006, 2009; CAMMAROTA
et al., 2013; VALLADAO et al., 2011; DAMASCENO et al., 2012) Assim como
no tratamento de efluentes oriundos de industrias de pescado através da
utilizacdo de PES rico em lipases obtidas pelo fungo Penicillium simplicissimum
em torta de babacu (VALENTE et al.; 2010; ALEXANDRE et al., 2011).

Apesar de existirem diversas lipases produzidas em larga escala e
aplicadas comercialmente, a plena utilizacdo industrial destas enzimas passa
necessariamente pela reducdo dos custos de producdo, principalmente em
aplicacbes que demandam elevadas concentragdes de enzimas e nas quais 0
produto possua baixo valor agregado, como no tratamento de efluentes e na
producdo de biodiesel (CAMMAROTA e FREIRE, 2006). Desta forma, o
emprego da fermentacao no estado soélido (FES) como sistema produtivo pode

representar uma alternativa interessante para a producdo de enzimas
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industriais a custos reduzidos (HOLKER et al., 2004), devido principalmente a

possibilidade de utilizacdo de residuos agroindustriais como meio de cultivo.

2.6.3. Producao de lipases por FES

Historicamente, as lipases microbianas sdo produzidas através da FS,
porém, estudos demonstram o interesse do uso da FES para a producao de
enzimas devido a alta produtividade apresentada por este sistema (SUN et al.,
2009; GUTARRA et al., 2009). Desta forma, lipases de diferentes micro-
organismos tém sido produzidas utilizando-se diferentes rejeitos sélidos, como
pode ser observado na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Exemplos de residuos utilizados para a producéao de lipase
microbiana por FES.

Micro-organismo Residuos utilizados Referéncia

Penicillium restrictum Torta de babacgu Azeredo et al., 2007

Penicillium simplicissimum  Torta de babacu Gutarra et al., 2005
Torta de soja Vargas et al., 2008
Rejeito de mamona Godoy et al., 2011

Torta de pinhdo manso  Godoy, 2009

Rhizopus homothallicus Bagaco de cana Rodriguez et al., 2006
Aspergillus niger Farelo de trigo Mahadik et al., 2002
Torta de gergelim Kamini et al., 1998

As lipases produzidas nestes diversos trabalhos foram sintetizadas por
FES, tendo apresentado, em sua grande maioria, elevada produtividade.

34



2.6.4. Lipase de Penicillium simplicissimum

Em trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa da UFRJ selecionou-se
diversas cepas de fungos filamentosos capazes de produzir lipase por FES
(GUTARRA et al., 2003), sendo o fungo Penicillium simplicissimum capaz de
produzir elevadas atividades lipasicas em torta de babacu (GUTARRA et al.,
2005), rejeito de mamona (GODOQY et al., 2011), torta de soja (VARGAS et al.,
2008) e pinhdao manso (GODOY, 2009). Na FES com rejeito de mamona, esta
cepa também foi capaz de reduzir o teor de ricina a valores nao detectaveis e
reduzir o potencial alergénico do rejeito de mamona em aproximadamente
50%, através da hidrélise de albumina 2S (GODOQY et al., 2011).

As lipases deste fungo, produzidas por FES em torta de babacgu,
apresentaram elevada estabilidade a 55°C em pH 5,5 e atividade étima a 50°C
e pH 4-5 quando comparada com outras lipases de fungos mesofilicos
(GUTARRA et al., 2009). As lipases do fungo P. simplicissimum produzidas por
fermentacdo em estado sélido tém um grande potencial biotecnolégico, nao
somente devido a sua termoestabilidade, mas também devido ao seu elevado
rendimento lipasico a um baixo custo de producdao (GUTARRA, 2007). Além
disso, as lipases deste fungo produzidas por FES em torta de babacu
apresentaram atividade de esterificacdo e enancio-seletividade quando
imobilizadas em diferentes suportes (CUNHA et al., 2007). Tais caracteristicas
comprovam o grande potencial para aplicacdo biotecnolégica da enzima
produzida.

Como o efluente da industria de pescado é descartado em elevadas
temperaturas e com altos teores de Oleos e graxas, seria interessante se
aproveitar das calorias provenientes do préprio processamento industrial para
realizar uma etapa de pré-tratamento hidrolitico a alta temperatura através da
utilizacao de lipases termoestaveis como é o caso da produzida pelo fungo P.
simplicissimum. Tal procedimento tem como objetivo reduzir os teores de éleos
e graxas para melhorar e viabilizar o posterior tratamento bioldgico, levando o

efluente as condicdes padrao de descarte discutidos no tépico 2.3.2.
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3. Material e métodos

3.1. Efluente sintético empregado nos experimentos de hidrélise e
biodegradabilidade

Os ensaios foram realizados com efluente sintético preparado segundo
metodologia proposta por Rollon (1999), com modificagbes. Os efluentes
geralmente sdo compostos por visceras e partes das cabecas, caudas e 0ssos
dos peixes (BERGE et al., 2007; RAl et al., 2010; DAO e KIM, 2011; EIROA et
al., 2012). Além disto, em porcbées como a cabeca e as visceras dos peixes
estda o0 maior conteudo de gorduras do efluente. Sendo assim, o efluente foi
preparado utilizando-se 160g de cabecas, visceras, 0ssos e caudas de
sardinha fresca (Sardinella sp.) adicionadas a 400 mL de agua destilada, sendo
esta mistura homogeneizada em liquidificador na menor velocidade pelo tempo
de 1 minuto. A mistura foi peneirada em peneira comum de plastico para
remocao dos sélidos grosseiros como as escamas, obtendo-se, desta forma,
um preparado concentrado. Este preparado era caracterizado em termos de
O&G e diluido até obter-se um efluente com concentragdo de 1500 mg O&G/L
para as hidrélises e diluido 10X para realizacdo da caracterizacdo do mesmo.
O efluente assim diluido era posteriormente caracterizado quanto a DQO total,
DBOs, O&G, pH, fésforo total, nitrogénio Kjeldahl, sélidos totais (fixos e
volateis).

3.2. Hidrélise enzimatica

3.2.1. Micro-organismo produtor de lipase: origem e manutencao

Foi utilizada uma cepa do fungo Penicillium simplicissimum, isolada da

fermentacdo natural de rejeitos do processamento da améndoa de babacu.
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Esta cepa foi selecionada como produtora de lipases por FS através da
utilizagdo de diferentes meios semi-sintéticos (FREIRE et al., 1997) e por FES,
em meio composto por torta de babacu (GUTARRA et al., 2003). A
manutencdo do micro-organismo foi feita em glicerol (20%) e em freezer a

-20°C ou em nitrogénio liquido.

3.2.2. Preparo do in6culo

A obtengdo do inéculo para FES e FS foi realizada através da
propagacao da cepa a 30°C por 7 dias em meio com a seguinte composi¢ao
(% m/v): amido solavel 2,0; MgSO4.7H20 0,025; KH2P04 0,05; (NH4)2804 0,5;

CaCO3 0,5; extrato de levedura 0,1; éleo de oliva 1,0; e agar 2,5. Os esporos

foram raspados e suspensos em tampao fosfato (50 mM, pH 7,0) estéril,
formando a suspenséao de esporos. A concentracao de esporos foi determinada

através de contagem em camara de Neubauer.

3.2.3. Fermentac¢des submersas: meios de cultivo e condi¢des

Foram utilizados dois meios de cultivo para a FS:

1. Meio sintético com a seguinte composi¢cao (m/v): 1% peptona de carne;
0,5% extrato de levedura; 0,05% sulfato de magnésio; 0,05% cloreto de
potassio; 0,001% sulfato de ferro heptahidratado; 1% glicose; 0,3% 6leo
de oliva, diluidos em tampao fosfato de s6dio 0,1M pH 7,6. Relagao C:N

de 8,9:1. Este meio foi denominado de FS.

2. 2,5% (m/v) de torta de babacu com tamanho de particula < 1,18 mm,

suspensa em agua destilada. Este meio foi denominado de FSB.
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As fermentacdes submersas (FS) foram conduzidas em erlenmeyers de
1L contendo 240 mL de meio liquido inoculado com 2x10* esporos/mL e
incubado em agitador rotatério a 30°C e 170 rpm (FREIRE, 1996).

O preparado enzimatico liquido (PEL) foi preparado através de filtragdo a
vacuo do meio liquido fermentado. Uma aliquota do extrato obtido foi utilizada
para a determinacdo da atividade lipasica, sendo o restante utilizado

imediatamente apos a sua extracao nos experimentos de hidrdlise.

3.2.4. Fermentacdes no estado solido

A matéria-prima empregada como meio de fermentagéo foi a torta de
babacu obtida a partir do rejeito da producao de éleo de babacu, fornecida pela
empresa Tocantins Babacu S.A (TOBASA) e o melaco de cana utilizado, um
rejeito da producao de agucar cristalizado.

Durante o desenvolvimento deste trabalho foi necessaria a utilizacao de
duas tortas - torta 1 e torta 2. Devido a falta de energia elétrica por longos e
sucessivos periodos de tempo, houve a contaminacdo da torta 1, que foi
utilizada somente no periodo de Outubro até Dezembro de 2011. A torta 2, por
sua vez, foi utilizada de Fevereiro de 2012 até a conclusdo dos experimentos
em Fevereiro de 2013.

Tanto a torta 1 quanto a torta 2 foram trituradas em moinho de faca,
obtendo-se particulas com didmetros de até 3 mm, sendo utilizada a faixa <
1,18mm para a producéo do preparado enzimatico sélido (PES).

Para as fermentacgdes, os reatores foram inoculados com 10’ esporos/g de
massa seca de torta de babacu e incubados em uma camara com temperatura e
umidade controladas a 30°C e 90%, respectivamente.

Para a torta 1, os sélidos foram suplementados com 6,25% (m/m) de
melaco e umedecidos, inicialmente, a 65% (m/m) para a realizacdo das
fermentagcbes. Esta condicdo j4 havia sido pré estabelecida em trabalhos
anteriores do grupo de pesquisa (Silva, 2011), utilizando o mesmo lote de residuo
agroindustrial. As fermentacdes foram conduzidas em reatores do tipo bandeja
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cilindricos com 15cm de altura e 10 de didmetro, contendo 15g de torta
perfazendo um leito de aproximadamente 1 cm de altura.

Para a torta 2 foi feito um estudo a 70% e 65% (m/m) com 6,25% (m/m) de
melaco e foram utilizados os mesmos reatores do tipo bandeja cilindricos
utilizados para a torta 1, porém, com 15 e 10g de torta de babacu, durante 24h,
48h, 72h e 96h a fim de verificar a umidade, quantidade de torta e tempo 6timos
para conduzir a fermentacdo visando melhores produgdes de atividade lipasica.
Apods a verificacdo, a fermentagdo passou a ser conduzida com 15¢g de torta e
70% de umidade inicial durante 72h de fermentacéo.

O extrato bruto enzimatico foi preparado utilizando-se uma condicao
padrdao de 5 mL/g de tampao fosfato de sddio (0,1 M, pH 7,0) sob agitacéao
constante de 200 rpm, a 35°C por 20 minutos. Em seguida, a torta foi prensada
para se obter o extrato enzimatico bruto, que foi centrifugado a 3000g por 5
minutos. O sobrenadante foi utilizado para a determinagdo da atividade
lipasica. O restante da torta fermentada foi armazenado a vacuo em congelador e

utilizado, posteriormente, nos experimentos de hidrdlise.

3.2.5. Conducéo dos experimentos de hidrdlise

Neste trabalho, foram avaliadas, de acordo com o tempo, cinco valores
de atividade do PES (m/v), juntamente com o Controle (0 U/mL de efluente ou
sem adicao de PES), a saber: 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 e 0,67 U/mL de efluente.
Estes experimentos de hidrolise foram conduzidos para se determinar o melhor
tempo e atividade enziméatica para o tratamento do efluente.

Apos a determinagdo da melhor condicdo de hidrélise com PES, esta
também foi aplicada utilizando-se o PEL (v/v). Estes experimentos foram
conduzidos para se avaliar o efeito de um nivel mais elevado de protease sobre
o lodo na etapa de tratamento bioldgico anaerébio.

A diluicdo do preparado concentrado para obtencdo dos efluentes
utilizados nas hidrélises foi calculada de modo a obter-se uma concentracéo
inicial de 1500 mg O&G /L, que é a maior concentracao de 6leos e graxas ja
obtida em efluentes da industria de pescado (VALENTE et al., 2010).
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A hidrélise foi realizada em erlenmeyers de 500mL contendo 250mL de
efluente, agitados em shaker a 150 rpm e 50°C. Foram retiradas aliquotas de
10 mL de 4 em 4 horas até 24 horas, a fim de se avaliar a cinética de producao
de &cidos livres.

Posteriormente, a hidrélise também foi realizada na condicado empregada
por Valente et al. (2010): a 30°C, por 8h, com uma concentracédo de 0,5% de
PES (m/v). Tal procedimento teve como objetivo comparar o tratamento feito
por Valente et al. (2010), com efluente proveniente da industria de pescado,
com o tratamento com efluente sintético quanto a reducdo de DQO e a
producédo de metano.

3.2.6. Calculo da quantidade de PES/PEL para cada hidrolise

O PES/PEL, obtido através de FES/FS do fungo P. simplicissimum, foi
utilizado diretamente no processo de hidrélise do efluente. O calculo da
quantidade de PES ou PEL que seria utilizado para cada hidrélise foi feito da

seguinte maneira:

Qpe: U.Vf

A (Equacéao 3.1)

Onde:

Qpe = Quantidade de preparado enzimatico (mL: PEL e g:PES)

U = Atividade enzimatica almejada para conduzir a hidrolise (U para cada 1 mL
de efluente)

Vi = Volume final da hidrélise (mL)

A = Atividade lipasica quantificada no PES/ PEL (U/g de massa seca ou U/mL)
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3.2.7. Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia

Apoés a hidrdlise, os efluentes pré-tratados enzimaticamente e o efluente
bruto (sem adicdo do PES ou PEL) foram empregados nos ensaios de
biodegradabilidade anaerdbia. Os ensaios foram conduzidos em frascos tipo
penicilina de 100 mL com 90% do volume util composto de lodo anaerébio e
efluente bruto ou pré-tratado.

O lodo foi coletado em reator UASB (upflow anaerobic sludge blanket)
mesofilico em operacdo em industria de abate de aves, sendo a quantidade de
lodo utilizada em cada ensaio de biodegradabilidade calculada para se manter
uma relagcdo DQO (inicial do efluente): SSV (lodo) de 1:1. Os frascos foram
selados com tampas de borracha e lacres de aluminio e incubados a 30 ou
50°C até que a medicdo do volume acumulado de biogas se tornasse estavel.

A biodegradabilidade foi avaliada através da medida de eficiéncia de
remocdo de DQO e producdo de biogas, realizada por deslocamento do
émbolo de seringas plasticas graduadas de 20 mL conectadas aos frascos.
Aliquotas para determinagdo da DQO (denominadas DQO inicial) foram
tomadas apéds a hidrélise, sem a mistura com o lodo anaerébio. A DQO final foi
determinada no ultimo dia do ensaio de biodegradabilidade. Para fazer a
analise da DQO final, primeiramente era feito o recolhimento do biogas para
andlise por cromatografia em fase gasosa e posteriormente era feita a abertura
dos frascos tipo penicilina. Os experimentos foram conduzidos sempre em
quintuplicata.

Ap6s a selecdo da melhor condicdo de ensaio, foram realizadas
cinéticas nas quais foram avaliados pH, producédo especifica de metano e
remocao de DQO, ao longo do tempo, para comparar trés condi¢des distintas
que foram intituladas conforme descrito abaixo:

1) Mesofilica: Hidrélise com 0,5% de PES, 8h a 30°C, ensaios de
biodegradabilidade anaerdbia a 30°C (Valente et al., 2010);
2) Termofilica: a condigdo definida neste trabalho - Hidrdlise com

0,16U/mL de efluente a 50°C e ensaio de biodegradabilidade
anaerdébia a 50°C;

41



3) Hibrida: nova condicdo proposta por este trabalho: Hidrélise
com 0,16U/mL de efluente a 50°C e ensaio de
biodegradabilidade anaerdbia a 30°C.

Nestes experimentos de avaliagdo da remocao de DQO e producao de
metano ao longo do tempo, foram empregados 50 frascos. A cada 4, 12, 24 ou
48 horas, dependendo da avaliagdo da producdo de gas, apdés a medi¢dao do
volume de biogas, 5 frascos eram sacrificados para a extracao do volume de
biogas produzido e determinacdo do percentual de metano e da DQO. Este
procedimento foi repetido até 228 horas, quando a remoc¢dao de DQO e a

producédo de metano foram estabilizadas.

3.2.7.1.  Adaptacao do lodo

O lodo foi adaptado ao efluente sintético que simulava o efluente de
industria de processamento de pescado e a temperatura de 50°C. Para tal,
cerca de 1/3 do volume util de garrafées de 1L eram preenchidos com lodo e o
restante com efluente sintético com baixo teor de gordura inicialmente diluido
para uma DQO de 300mg/L. Os garrafées eram tampados com rolhas de
borracha com uma Unica saida para coleta e medicao do biogas produzido por
deslocamento liquido e incubados em estufa a 50°C. Quando a produgéo de
biogas estabilizava, o que se dava em torno de 7 dias, inicialmente, 0 meio
sobrenadante era substituido por efluente diluido fresco. Conforme o lodo se
tornava adaptado ao efluente, a producdo de biogas se estabilizava
rapidamente (3 dias). O meio sobrenadante era igualmente substituido, porém
por um meio com DQO mais elevada, gradativamente, até atingir o maximo de
2000mg/L.

3.3. Meétodos analiticos

3.3.1. Teor de umidade na FES
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Amostras de 1g de material fermentado Umido foram colocadas em uma
balanca analisadora de umidade (AND MX-SO) até atingir massa constante. O

teor de umidade da amostra foi calculado de acordo com a Equagéo 3.2.

(massa umida — massa seca) . 100 (Equacéo 3.2)
Teor de umidade (%) =

massa Umida

3.3.2. Determinagéao da atividade lipasica

A atividade lipasica foi medida pelo método espectrofotométrico, que se
baseia na formacao de um produto cromoéforo (p-nitrofenol) a partir da reagao
de hidrolise do p-nitrofenil laurato catalisada por lipases.

Para as amostras de FS com e sem torta de babacu e FES a solucao do
substrato foi preparada utilizando-se 0,25 mL de p-nitrofenil laurato 2,5 mM em
2,2 mL de tampao fosfato de sédio 25 mM, pH 7,0. A reacao foi iniciada pela
adicdo de 50 pL do extrato enzimatico e conduzida a 30°C e 50°C. A formacao
do p-nitrofenol foi acompanhada em espectrofotometro UV 1800 SHIMADZU a
412 nm. Uma unidade de atividade lipasica (U) é definida como a quantidade
de enzima necessaria para hidrolisar 1,0 pumol de p-nitrofenil laurato por minuto
nas condicoes de ensaio. A atividade lipasica foi expressa em U/mL e
convertida a unidade de U/g tratando-se da FES.

Os célculos da atividade lipasica foram feitos utilizando a Equacao 3.3.

(@.F.Vy) (Equacéo 3.3)
AL = . Fd

Onde:
A = atividade (U/mL)
a = coeficiente angular da reta (Abs x tempo)
F = fator (Abs x concentracédo de produto)

Vi = volume final (mL)
V = volume de amostra (mL)

Fq4 = fator de diluigdo
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3.4.3. Determinacao da atividade Proteasica

A atividade proteasica foi medida pelo método descrito por (BENDICHO
et al. 2002), no qual a tubos Eppendorf foram adicionados 0,5 mL de amostra e
0,5 mL de solucédo de azocaseina (0,5% m/v) diluida em 5% de NaOH 0,02M e
15% de agua destilada, sendo o pH ajustado com HCI 1M até 5 e
posteriormente avolumado com tamp&o acetato pH 5. Esta mistura foi incubada
por 5 minutos em banho a 37°C e 50°C. Apds este periodo, a reacao foi parada
com a adicdo de 1mL de HCI 1M. O branco da reacao foi feito da mesma
forma, porém, antes da reacdo se iniciar, ja foi adicionado 1 mL de HCI. Os
tubos foram centrifugados a 10000 rpm, por 5 minutos e posteriormente as
amostras foram lidas a 345nm em espectrofotdbmetro SP-22. O célculo da
atividade (em U/g) foi feito segundo a Equacéao 3.4.

(Fq . Abs)
Ap = .V
(Tk . VA . MS) (Equacéo 3.4)

Onde:

Ap = Atividade proteasica (U/g)

Fq = Fator de diluicéo

Abs = Absorbancia da amostra a 345 nm

Tr = Tempo da reacdo (minutos)

Va = Volume de amostra (mL)

MS = Massa seca de torta utilizada na fermentacéo (Q)

V = Volume utilizado para a extracdo da enzima (mL).

3.3.3. Acidos Livres

O monitoramento da producédo de acidos livres na hidrolise foi realizado
pela titulacdo dos acidos livres liberados. Apds a coleta da aliquota (10 mL), a

reacdo de hidrélise foi paralisada com 10 mL de solucdo de acetona:etanol
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(1:1) e o teor de &cidos liberados foi determinado em titulador automatico
Mettler Toledo G20 até pH 11,0 com solugdo de NaOH 0,04 mol/L. Os brancos
reacionais foram obtidos através do monitoramento, sob as mesmas condi¢oes
de reacao, porém sem a adicao de PES ou PEL.

O teor de &cidos livres foi calculado pela Equagao 3.5:

V .N. 1000 (Equacéo 3.5)
Vam

AL

Sendo:
A_ = teor de acidos livres (umol/mL)
V = volume de NaOH titulado (mL)
N = normalidade da solucdo de NaOH

Vam = volume de amostra (mL)

3.3.4. pH

O pH das amostras de efluente antes e apo6s tratamento anaerobio foi
medido por leitura direta em potenciémetro do pHmetro Mettler Toledo, modelo
320, apods calibracao com padrdes pH 4,0 e 7,0.

3.3.5. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A DQO foi medida pelo método padrao colorimétrico de refluxo fechado,
com K>CroO7 em meio acido, contendo Ag>SO4 como catalisador e HgSO4 para
eliminar a interferéncia de cloretos presentes na amostra. Para a DQO soluvel
as amostras foram filtradas em membranas de 0,45um e entdo diluidas se
necessario. No caso da DQO total, o efluente ndo passava pela etapa de

filtragdo. Posteriormente, as amostras foram adicionados 0s reagentes
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(soluches catalitica e digestora) e estas foram digeridas a 150°C, durante 2
horas. Ap6s resfriamento, a absorbancia a 600 nm foi lida em
espectrofotobmetro Hach DR 2000. As anadlises foram realizadas em triplicata e
o branco reacional foi preparado pela adicdo de agua em substituicdo a
amostra. Uma curva padréo foi preparada previamente empregando-se biftalato
de potassio como substéncia padrdo, sendo utilizada para converter a
absorbancia (600nm) das amostras em DQO (APHA, 2005).

A eficiéncia de remocao de DQO nos testes de biodegradabilidade
anaerobia foi calculada de acordo com a Equacéo 3.6:

DQO; - DQO ¢
% DQO remov = .100 (Equacgéao 3.6)
DQO

Sendo:

% DQO remov = porcentagem de DQO removida
DQO ;= DQO inicial do efluente a ser tratado
DQO ¢ = DQO do efluente apos o tratamento

3.3.6. Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

Foi empregado o método da diluicao padrao (APHA, 2005). A um balao
volumétrico de 1000 mL foram adicionados 500mL de agua destilada e 1mL
das seguintes solucdes: sulfato de magnésio 1 M, cloreto de calcio 1M, cloreto
férrico 1M, e tampéo fosfato pH 7,0. A mistura formada, denominada agua de
diluicao, foi agitada vigorosamente para satura-la de oxigénio dissolvido (O.D.)
e, posteriormente, avolumada para 1 L. As amostras do efluente foram diluidas
convenientemente nesta agua de diluicao e transferidas cuidadosamente para
3 frascos de DBO de modo a se evitar a entrada de ar. A leitura da
concentracao inicial de O.D. era feita através de oximetro digimed (15 minutos
apés o preenchimento de todo o volume dos frascos com a amostra diluida) e
os frascos incubados durante 5 dias a 20°C no escuro. Apos este periodo, a
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concentragao de O.D. era novamente determinada. A determinagao do O.D. foi
realizada por meio de eletrodo de membrana e as diluicdes que apresentaram
uma concentracao residual de O.D. de pelo menos 1mg/L e um esgotamento
(consumo de O.D. no periodo de 5 dias) de pelo menos 2mg/L foram
consideradas as mais confiaveis. A DBO foi entdo calculada pela Equagéao 3.7:

DBO =(0..D.;;—0.D. 1) (Equacéo 3.7)

D

Sendo:

DBO = demanda bioquimica de oxigénio (mgO/L)

O.D iz = O.D. da amostra diluida 15 minutos apés seu preparo
O.D 15 = O.D. da amostra diluida apés a incubacao

D = fracao decimal de amostra usada

3.3.7. Oleos e Graxas no Efluente (O & G)

O teor de 6leos e graxas em amostras do efluente foi determinado por
extragdo em Soxhlet utilizando hexano como solvente, de acordo com
metodologia padrao (APHA, 2005). Um determinado volume da amostra foi
acidificado com HCI 1:1 (v/v) e filtrado a vacuo em um disco de tecido sobre o
qual foi colocado um disco de papel Whatman n°® 4 e uma camada de diatomita,
obtida pela filtracdo de uma suspensao de terra diatomacea em agua a 5%
(m/v). Os residuos nao filtraveis, contendo as gorduras retidas, foram
introduzidos em cartucho de extracdo previamente descontaminado com
hexano e todo o conjunto foi seco em estufa a 105°C, por 30 minutos. Apds o
resfriamento, foi iniciada a extragdo com hexano a uma velocidade de 20 ciclos
por hora, durante 4 horas. Apds esse periodo, o solvente foi evaporado em
rotoevaporador e o baldo de destilagdo contendo as gorduras extraidas foi seco
em estufa a 70°C e pesado ap0s resfriamento em dessecador. A concentracao
de 6leos e graxas presentes na amostra foi calculada de acordo com a
Equacao 3.8:
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(P, -Py) . 1000
0&G = (Equacéo 3.8)
A%

Sendo:

0O&G = concentracdo de Oleos e graxas (mg/L)
P, = peso do balao + residuo (mg)

P+ = peso do baldo vazio (mg)

V= volume da amostra (mL)

3.3.8. Fosforo Total (PT)

A determinacao da concentracao de fésforo foi realizada pela digestao
da amostra em baldo Kjeldahl contendo 1mL de H>SO4 concentrado e 5mL de
HNO3; concentrado, sob aquecimento, até a completa liberacdo de fumos
brancos. Apds o resfriamento, foram adicionados 20mL de &gua destilada,
0,05mL de indicador fenolftaleina e quantidade suficiente de solucao de NaOH
1 mol/L para a formagdo de cor. A amostra foi avolumada a 100mL e,
posteriormente, 35mL desta solugdo foram adicionados a baldo volumétrico de
50mL juntamente com 10mL do reagente vanadatomolibdato. Apés completar o
volume e aguardar 10 minutos, a leitura da absorbancia a 490 nm foi realizada
em espectrofotdmetro Hach DR 2000. O branco reacional foi preparado pela
adicdo de agua no lugar da amostra e uma curva-padrao foi elaborada com
uma solucao padrao de KH.PO4 (APHA, 2005). A concentracao de fésforo nas

amostras foi calculada conforme a Equagéao 3.9.

Absa . 100 . 50
PT =

o.Va.35 (Equagéo 3.9)
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Sendo:

PT = fésforo total (mg/L)

Absa = absorbancia da amostra

a = coeficiente angular da curva padrao
Va = volume de amostra (mL)

3.3.9. Nitrogénio Kjeldahl total (NKT)

O teor de Nitrogénio Kjeldahl Total foi determinado pelo método padrao,
com algumas modificacbes (APHA, 2005). Uma amostra de efluente foi
digerida em 10mL de &cido sulfurico concentrado na presenca de 2g de uma
mistura catalisadora formada de K>SO, e CuSOq4 (1:1 m/m). Apéds a digestao, a
solucdo foi neutralizada com 30mL de NaOH (60%, m/v) e a amdnia formada
foi destilada e absorvida em 25mL de solucao de acido bérico (2%, m/v), sendo
em seguida titulada com HCI 0,04 mol/L, empregando-se vermelho de
metila/verde de bromocresol como indicador. O branco da reacao foi realizado
pela adicdo de agua isenta de amoénia em substituicho a amostra. A

concentracao de nitrogénio foi calculada pela Equacgéao 3.10.

(Vo—Vyp) .£.560
NKT = (Equacéo 3.10)
Vam

Sendo:

NKT = concentracao de nitrogénio Kjeldahl na amostra (mg/L)

f = fator de padronizacao do HCI

V, = volume de HCI gasto na titulagao da amostra (mL)

Vp - volume de HCI gasto na titulagcdo do branco (mL)

Vam = volume de amostra empregado (mL)

560 = fator de conversdao de HCI para N (na concentracdo em NKT -

normalidade do HCI x massa molecular do N x 1000)
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3.3.10. Sdlidos Totais, Fixos e Volateis (ST, SFT e SVT)

A determinacao dos soélidos totais, fixos e volateis, foi feita em capsulas
de porcelana previamente taradas em mufla a 550°C durante 30 minutos (P1).
Um volume de amostra de 20mL de efluente foi adicionado a capsula e
aquecido em estufa a 105°C até peso constante (P2). A capsula foi, entéo,
novamente levada a mufla a 550°C por 30 minutos (P3). As concentracdes de
sélidos totais (ST), fixos (SFT) e volateis (SVT) foram calculadas através das
Equacdes 3.11 a 3.13.

(P, - P4) . 10° B
ST= —— (Equagéo 3.11)
'

(P3-Pq).10°

SFT = y (Equacéo 3.12)
6

SVT < (P2—Ps) . 10 (Equacao 3.13)

Vv

Sendo:

ST = sélidos totais (mg/L)

SFT = solidos fixos totais (mg/L)

SVT = sélidos volateis totais (mg/L)

P+ = peso da capsula vazia (g)

P> = peso da capsula + residuo apéds estufa a 105°C (g)
Ps; = peso capsula + residuo apos mufla (g)

V = volume da amostra (mL)
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3.3.11. Medicao e Analise da Composicao de Biogas

O volume do biogas produzido nos testes conduzidos em frascos tipo
penicilina de 100 mL, com 10 % de “headspace”’, ou seja, com o preenchimento
de 90 mL pela mistura de efluente pré-tratado ou ndo e lodo anaerdbio foi
medido pelo deslocamento do émbolo de seringas de 20 mL, conectadas aos
frascos. O biogas produzido foi recolhido em ampolas gasométricas e injetado
diretamente no cromatografo VARIAN MICRO GC 4900 para determinacao do
percentual de metano. As condic¢des utilizadas na cromatografia foram:

Coluna- PPQ -10 m x 0,32 mm
Temperatura da coluna - 50°C

Detector — condutividade térmica (TCD)
Temperatura do detector - 250°C
Temperatura do injetor - 80°C

Gas de arraste — Hélio

Tempo de analise — 1,5 minutos.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizagao do efluente

Um efluente sintético, formulado com base no trabalho de Rollon (1999)
e conforme metodologia descrita no item 3.1, foi utilizado nos experimentos do
presente estudo. O efluente foi caracterizado quanto a DQO total, DBOs, O&G,
pH, fésforo total, nitrogénio Kjeldahl e sélidos totais (fixos e volateis). Na Tabela
4.1 sdo apresentadas as caracteristicas do efluente sintético juntamente com
as de efluentes provenientes da industria de pescado.

Tabela 4.1: Caracterizacao do efluente sintético em comparacao a
efluente industrial.

Efluente industrial
(VALENTE, 2009)

Efluente sintético

pH 6,5-6,9 5572
DQO (mg/L) 6000 — 15767 1313 — 12025
DBO (mg/L) 2122 967 — 2900
NKT (mg/L) 123,3 5,3 — 499
PT (mg P/L) 56,8 51 — 1400
0&G (mg/L) 2111 - 6317 78 — 3656
ST (mg/L) 2271 848 — 1485
SFT (mg/L) 208 140 — 230
SVT (mg/L) 2063 618 — 1345

DQO — demanda quimica de oxigénio; DBO — demanda bioquimica de oxigénio; NKT —
nitrogénio Kjeldahl total; PT — fésforo total; O&G — 6leos e graxas; ST — sélidos totais;
SFT — sdlidos fixos totais; SVT — solidos volateis totais.

Conforme pode ser observado na Tabela 4.1, a excecdo dos maiores
valores de sélidos volateis totais (SVT) e, portanto, de sélidos totais (ST) e dos

resultados elevados de 6leos e graxas, os valores obtidos para o efluente

52



sintético estdo dentro das faixas obtidas na caracterizagdo do efluente
industrial e sdo similares aos obtidos para efluentes encontrados na literatura e
descritos na Tabela 2.2. A maior concentracdo de SVT € devido a inclusédo de
praticamente todo o material suspenso obtido na composicdo do efluente
sintético, pois o peneiramento removia apenas sélidos grosseiros, enquanto
nos efluentes industriais este tipo de material é separado durante o
processamento do pescado.

Devido a presenca de sangue, proveniente principalmente das cabecas
dos peixes (VALLE e AGUILEIRA, 1990), o efluente sintético apresentou cor
avermelhada e DQO muito elevada.

4.2. Hidrolise enzimatica

4.2.1. Producao de enzimas em fermentagao no estado sélido utilizando a
torta 1

Normalmente, os trabalhos envolvendo a aplicacdo de preparados
enzimaticos solidos (PES) em efluentes ricos em 6leos e gorduras séo feitos
por porcentagem de PES (massa de PES para cada 100mL de efluente) (LEAL
et al., 2006; MENDES et al., 2006; VALLADAO et al., 2007; VALENTE et al.,
2010; ALEXANDRE et al., 2011). No entanto, nestes trabalhos a influéncia do
PES na hidrélise era avaliada em termos de concentracdo de PES e nao de
atividade enzimatica. Entretanto, Valladao (2009) notou que houve diferencas
nas concentracdes de acidos graxos livres produzidos nas hidrélises devido a
utilizacdo de PES com diferentes atividades enzimaticas, o que indica que a
utilizacdo da atividade enzimatica ao invés da concentracdo de PES pode ser
um fator para maior reprodutibilidade do processo.

Sendo assim, no intuito de comparar o presente trabalho ao de Valente
et al. (2010) e de diminuir a atividade lipasica empregada pela autora nas
hidrélises de efluente proveniente de industrias de processamento de pescado,
optou-se por empregar o valor de atividade lipdsica por mL de efluente utilizada
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nas hidrélises, uma vez que o PES utilizado pela autora possuia atividade
lipasica aproximadamente 3 vezes maior que o PES utilizado neste trabalho
(134 =7 U/g a 30°C) como podera ser visto a seguir.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foram realizadas seis
fermentacdes no estado sélido, sendo as duas primeiras realizadas com a torta
1, cuja atividade lipasica média a 30°C foi de 38,05 £ 18,90 U/g e a 50°C foi de
51,64 £ 20,62 U/g.

Apés a formulacao e caracterizacao do efluente sintético e definicao da
atividade lipasica do pool enzimatico obtido a partir da torta 1, foram iniciados

os testes de hidrélise cujos resultados sdo apresentados no item 4.3.1.

4.2.2. Producao de enzimas em fermentagao no estado sélido utilizando a
torta 2

As quatro demais fermentagbes foram realizadas com a torta 2,
seguindo as condigdes explicadas no tépico 3.2.4. A fim de analisar que tempo
de fermentacdo deveria ser utilizado para obtencdo de maiores atividades
lipasicas, foi feito um estudo da producao de atividades lipasica e proteasica
utilizando-se a torta 2 em 24h, 48h, 72h e 96h nas condigcdes ja estabelecidas
anteriormente por Silva (2011): 15g de torta com 6,25%(m/m) de melaco e 65%
de umidade inicial, conforme apresentado na Figura 4.1.

Silva (2011), utilizando o mesmo lote da torta 1 do residuo agroindustrial
e o fungo P. simplicissimum nas mesmas condigées de FES, obteve atividade
lipasica de aproximadamente 80 U/g a 30°C, no tempo de 48h de fermentacéo.
Entretanto, utilizando-se a torta 2, percebe-se na Figura 4.1 que a atividade
lipasica em 48h foi de 9,6U/g. Apesar deste valor representar o pico da
atividade lipasica, pois se observa um decréscimo da mesma a posteriori, esta
abaixo do valor conseguido anteriormente com a torta 1 (SILVA, 2011). E
possivel notar, também, uma elevada atividade proteasica, que em 48h é 2,7

vezes maior que a atividade lipasica.
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Figura 4.1: Variacao das atividades proteasica e lipasica (a 50°C)
durante FES com 15g de torta, 6,25%(m/m) de melaco e 65% de umidade

inicial.

As proteases vém sendo descritas na literatura como causadoras do
decréscimo da atividade de diversos tipos de enzima quando se encontram em
excesso no meio fermentativo. Por exemplo, Aguilar et al. (2001a) associou 0
aumento da producdo da enzima tanase em FES a menor atuagdo de
proteases, uma vez que em FS a producao de proteases foi 8 vezes maior € 0
aumento de producdo das tanases sO foi conseguido mediante o uso de
inibidores de protease. A maior produtividade de pectinases em FES também
foi associada, entre outros fatores, a menor degradacdo promovida pelas
proteases (DIAZ-GODINEZ et al., 2001). Assim como Gutarra (2007), que
associou o fato da enzima ter mantido sua atividade estavel apds o pico de
producdo a menor atuacao de proteases. Um excesso de proteases no PES
poderia ser prejudicial a atuagdo das lipases na degradacédo das gorduras do
efluente, uma vez que possivelmente promoveria a degradacao das lipases.
Desta forma, foi feita uma variacado entre os valores iniciais de umidade e de
torta na fermentacao, a fim de diminuir a producao de proteases ou, a0 menos,
chegar a valores préximos aos das lipases.

Assim, foram feitas mais trés fermentacbes baseadas na mistura de
condicOes utilizadas por Gutarra (2007) que, ao realizar fermentacées com o

mesmo fungo e residuo agroindustrial, utilizou 10g de torta enriquecida com
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6,25%(m/m) de melago e 70% de umidade inicial e obteve 58,9 U/g de
atividade lipasica em 72h de fermentacdo. Desta forma, as condicdes (1, 2, 3 e

4) utilizadas foram:

1) 65% de umidade inicial, 15g de torta, 6,25%(m/m) de melago (Figura
4.1)

2) 65% de umidade inicial, 10g de torta, 6,25%(m/m) de melago (Figura
4.2)

3) 70% de umidade inicial, 15g de torta, 6,25%(m/m) de melago (Figura
4.3)

4) 70% de umidade inicial, 10g de torta, 6,25%(m/m) de melago (Figura
4.4)

Nas Figuras a seguir sdo apresentadas as cinéticas de atividades
lipasica e proteasica ao longo do tempo (24h, 48h, 72h e 96h) nas condicoes 2,

3e4.
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Figura 4.2: Atividades proteésica e lipasica (a 50°C) na condicao 2 - 10g de
torta, 6,25%(m/m) de melaco e 65% de umidade inicial.
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Figura 4.3: Atividades proteésica e lipasica (a 50°C) na condicao 3 - 15g de
torta, 6,25%(m/m) de melaco e 70% de umidade inicial.
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Figura 4.4: Atividades proteasica e lipasica (50°C) na condicao 4 - 10g de torta,
6,25%(m/m) de melago e 70% de umidade inicial.

Observando-se o perfil cinético de todas as condicoes (1 a 4) foi possivel
notar a producdo constante de lipases e proteases. Assim, a condicao
escolhida para as fermentagdes seria aquela de menor razdo entre as
atividades proteésica e lipasica, uma vez que a atividade proteasica se mostrou
maior em todas as cinéticas realizadas. Uma ordem decrescente da razao de
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atividades proteasica:lipasica foi obervada da condicédo 1 (2,7:1 em 48 h) para
as condicdes 4 (1,7:1 em 48h), 3 (1,16:1 em 72 h) e 2 (1,05:1 em 72 h). Na
condicdo 2, as atividades proteasica e lipasica encontradas foram 4,2 e 4,4
U/g, respectivamente, em 72h, o que representa um valor baixo quando
comparadas as demais. A condicdo 3, apesar de apresentar uma razao
ligeiramente maior (1,16:1) que na condigdo 2 (1,05:1), apresentou atividade
lipasica de 61,4 U/g em 72 h. Assim, a condigdo 3 foi escolhida para os
experimentos de hidrdlise.

Empregando-se a condicdo 3 na conducdo das FES com a torta 2, a
média das atividades lipasicas obtidas foram de 46,05 £ 17,8 U/g a 30°C e de
74,6 £ 28,83 U/g a 50°C (condicdo em que sera conduzida a hidrélise).

Apbs definicdo da condicdo responsavel pela melhor relacdo entre
atividade lipasica e proteasica do pool enzimatico obtido a partir da torta 2,

foram iniciados os testes de hidrolise apresentados no item 4.3.2.

4.2.3. Producédo de enzimas em fermentagao submersa

Embora a producdo de enzimas por fermentacdo submersa utilizando
meios sintéticos apresente custo mais elevado que a utilizagdo de residuos da
agroindustria na fermentacdo no estado sélido (CASTILHO et al., 2000a),
fermentagcdes submersas foram realizadas no intuito de testar se a torta de
babacu seria a responsavel por induzir uma maior producao de proteases ou se
a producao de proteases era parte constitutiva do fungo P.simplicissimum,
conforme pode ser observado no item 4.5.1.

Freire et al. (1996) testaram diversos meios de cultivo com diferentes
composi¢des em fermentagbes de varios fungos filamentosos. No entanto, o
meio sintético (descrito no tépico 3.2.3) utilizado neste trabalho foi selecionado
como 0 meio que se mostrou mais promissor para a producdo de lipase pelo
fungo P. simplicissimum em FS.

Testes de produgdo de lipase e protease foram conduzidos,
quantificando-se as atividades em tempos descritos na literatura como sendo
picos da atividade lipésica. Duarte (2012), utilizando o mesmo meio sintético e
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o fungo P. simplicissimum, obteve cerca de 2 U/mL para a atividade lipasica em
96h de fermentacdo. Enquanto Gutarra et al. (2009), utilizando um meio
constituido de 2,5%(m/v) de torta de babacu em agua destilada, obteve 2,8
U/mL em 96h. Desta forma, o tempo de 96h foi adotado para ambos os
sistemas fermentativos.

As atividades protedasica e lipasica obtidas em 96 h de FS com o meio
sintético como meio de cultivo e de FS com 2,5%(m/v) de torta de babacu em

agua destilada podem ser observadas na Figura 4.5.
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‘ O Atividade lipasica W Desvio ‘

Figura 4.5: Atividades lipasica e proteasica, em 96 h de fermentacdo com meio
sintético (FS) e com 2,5% de torta de babagu (FSB).

Na Figura 4.5 pode-se notar que na FS utilizando apenas o meio
sintético o fungo nao produziu proteases em 96h e a atividade lipasica chegou
a 2,9 U/mL. Na fermentagdo com meio FSB no entanto, produziu-se 2,4 U/mL
de atividade proteasica e 6,1 U/mL de atividade lipasica, dando uma relacao de
aproximadamente 0,4:1 (protease:lipase). Tal resposta de producdo enzimatica
indica que provavelmente a torta de babacu estava induzindo a producao de
proteases, uma vez que no meio sem a presencga desta ndo houve producao de
proteases.

A producdo de lipases sem a presenga de proteases permitiu que
fossem feitos testes de hidrolise termofilica, apresentados no item 4.4, e
posterior biodegradabilidade anaerdbia com o objetivo de avaliar se a presenca

de proteases em excesso no meio poderia causar a hidrélise do lodo, levando a
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reducao dos micro-organismos e consequentemente da producado de metano e
do consumo de DQO. Ou ainda, verificar se as proteases poderiam hidrolisar
as lipases presentes no pool enzimatico, levando a adsorcao de 6leos e graxas
na superficie do lodo e prejudicando sua atuacdo. Tais testes podem ser
encontrados no item 4.5.2.

4.3. Testes de hidrolise do efluente

4.3.1. Testes de hidrélise utilizando a torta 1

Testes de hidrélise com o efluente sintético de pescado foram realizados
conforme descrito no tépico 3.2.5. Anteriormente, Valente et al. (2010) estudou
a hidrélise do efluente de industria de pescado contendo 1500 mg O&G/L com
0,2%, 0,5% e 1,0% (m/v) de PES cuja atividade era de (134 + 7U/g) a 30°C por
até 18h. A condicao de hidrolise que resultou nas melhores producdes de
metano foi a que utilizou 0,5% de PES (67 U para cada 100mL de efluente ou
0,67 U/mL de efluente) em 8 h de hidrélise. Nesta condigcdo a autora obteve
uma produgao de 4,7 umol/mL de acidos livres.

Como nao havia nenhum trabalho anterior do grupo de pesquisa que
avaliando a hidrélise termofilica de efluentes, foi necessario o estudo dos
tempos de hidrélise e da producdo de acidos livre com a utilizacdo do PES.
Sendo assim, foram feitos testes iniciais de hidrélise com o PES proveniente da
torta 1 para uma concentracao inicial de lipase de 0,67U/mL de efluente.

Primeiramente, os testes foram feitos com a utilizacdo de 0,1g/L de
azida sdédica, a fim de inibir a atividade microbiana e o consumo dos acidos
livres produzidos durante a hidrélise pelos micro-organismos presentes no
efluente (VALENTE, 2009; SILVA, 2011). Desta forma, é possivel avaliar a
producdo de acidos livres ao longo do tempo, uma vez que 0S micro-
organismos presentes no efluente, como ja foi observado por Leal et al.(2002),
podem utilizar os acidos graxos liberados na hidrélise como substrato,
reduzindo sua concentracdo no meio.

Os seguintes testes foram realizados:

60



1) Utilizacao de 0,67U/mL de efluente + 1% (m/v) de azida (PES + azida)

2) Utilizacao de 0,67U/mL de efluente (PES)

3) Efluente puro sem a adicao de PES (Controle)

Como o tempo ideal de hidrélise ainda nao havia sido determinado,
todas as condicbes foram avaliadas para os tempos de 0, 4, 8, 16, 20 e 24
horas de hidrélise nos quais foram retiradas aliquotas para o monitoramento
dos acidos livres. Os resultados dos perfis de hidrélise nestes testes podem ser
observados na Figura 4.6.
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Figura 4.6: Variacao do teor de acidos livres com o tempo de hidrélise (50°C)
de efluente de pescado sintético contendo 1500 mg O&G/L.

Percebe-se, na Figura 4.6, que houve um aumento da concentragdo de
acidos livres produzidos devido a adicdo do PES nas duas condi¢des, com e
sem azida. E possivel observar também que as curvas de producdo de 4cidos
livres com e sem azida apresentaram comportamento similar, o que indica que
possivelmente os micro-organismos presentes no efluente ndo possuem
atuacao significativa na decomposicdo do mesmo a temperatura de 50°C.
Como o efluente sintético é composto apenas de agua e sardinhas, a maior
parte dos micro-organismos nele presentes fazem parte da biota do proprio
peixe. As partes utilizadas para produzi-lo, tais como as visceras e cabecas,
sdo as porgcdes responsaveis pela maior parte da biota de bactérias, que
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geralmente ficam concentradas nos intestinos e guelrras dos peixes
(ARGENTA, 2012)

As sardinhas utilizadas na confecgao deste efluente séo provenientes do
litoral brasileiro, ou seja, peixes de aguas tropicais e, portanto, de temperaturas
medianas. Argenta (2012) afirmou que a microbiota bacteriana encontrada nos
frutos do mar acompanha os habitos dos organismos nos quais vivem. Sendo
assim, a maior parte das bactérias presentes nestes organismos seriam
mesofilicos. O que se confirma ao se verificar que nao ha diferenga significativa
entre as curvas de producao de acidos livres nas hidrélises a 50°C com e sem
azida. A Tabela 4.2 mostra a producéao de &cidos livres obtida nos tempos de 4
e 24 h para as 3 condicbes testadas.

Tabela 4.2: Producgao de acidos livres na hidrélise do efluente conduzida a
50°C em 4 e 24 horas.

Variacao de acidos livres

Condicao (umol/mL)
4h 24h
Controle 2,57 8,34
PES 17,81 26,86
PES + azida 16,02 25,93

PES — preparado enzimatico sélido

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 4.2, nota-se que os
acidos graxos produzidos em 24 h com a utilizacdo do PES e do PES acrescido
de azida foram semelhantes, concluindo-se que a utilizagdo de azida nos
estudos de determinacdo do melhor tempo e atividade enzimatica para os
testes de biodegradabilidade anaerdbia nao € necessaria.

Na Figura 4.6 e Tabela 4.2 pode-se perceber que em 4 h de hidrélise
obteve-se a maior variacdo de acidos livres para a atividade enzimatica
utilizada (0,67U/mL). Possivelmente, a hidrélise teve sua melhor variacdo em
4h devido a meia vida das lipases do fungo P. simplicissimum crescido em torta
de babacu que em pH 5 a 50°C é de 5h (GUTARRA, 2007).
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No entanto, o valor de acidos livres obtido (17,81 e 16,02 pumol/mL para
o PES e o PES com azida, respectivamente) foi maior do que o obtido por
Valente et al. (2010) utilizando a mesma quantidade de enzima na hidrélise a
30°C (4,7 umol/mL). Considerando que nos niveis de acidos graxos livres
obtidos na hidrélise realizada por Valente et al. (2010) a biodegradabilidade
anaerébia do efluente apresentou resultados melhores comparados ao
Controle (sem hidrélise), a atividade lipasica na hidrélise a 50°C poderia ser
reduzida a fim de se atingir menores niveis de acidos livres.

Desta forma, ainda utilizando o PES obtido da torta 1, foram feitos testes
de hidrélise com 0,32 e 0,16 U/mL de efluente, além do Controle sem adicao de
PES, medindo-se a concentracédo de acidos livres nos tempos de 0, 4, 8, 16, 20
e 24 h de hidrolise. Os resultados dos perfis de hidrélise nestes testes podem
ser observados na Figura 4.7.
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Figura 4.7: Variagédo do teor de &cidos livres com 0,16 e 0,32 U/mL e no
Controle na hidrdlise (50°C) de efluente de pescado sintético contendo 1500
mg O&G/L.

A maior variacdo de produgdo permanece no tempo de 4 h, conforme
observado na Figura 4.6, sendo o pequeno aumento posterior devido,
possivelmente, somente a acdo da temperatura. O resultado obtido neste
trabalho difere do encontrado por Leal et al. (2006) que realizou experimentos
de hidrélise a 45°C e observou que até 24h a producdo de acidos livres

continuava a crescer, diferentemente das demais temperaturas testadas em
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seu trabalho (25 e 35°C) nas quais a producgao de acidos livres estabilizava em
12h.

As hidrolises com adicao de PES alcancaram maior producéo de acidos
graxos livres quando comparadas a condigdo Controle, sem adicao de PES.
Além disso, o aumento da concentracdo de PES e, portanto, da atividade,
levou a maiores producdes de acidos graxos livres, como pode ser observado
na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Producao de acidos livres em 4 e 24 h de hidrélise do efluente a

50°C com diferentes atividades lipasicas e na condi¢do Controle.

Variacao de acidos livres

Condicao (umol/mL)
4h 24h
Controle 3,5 7,30
0,16 U/mL de efluente 9,69 12,02
0,32 U/mL de efluente 16,43 19,59
0,67 U/mL de efluente 17,81 26,86

Nas duas ultimas condicdes, apesar dos valores encontrados apés 24 h
de hidrélise diferirem, sdo obtidos valores semelhantes com 4 h de hidrdlise.
Tal fato indica que com 0,67 U/mL de efluente, provavelmente, o meio ja se
encontra saturado de enzima para a quantidade de gordura hidrolisavel
presente no efluente. A utilizacdo de metade desta atividade (0,32 U/mL de
efluente) mostrou resultados préximos aos valores obtidos anteriormente em 4h
de hidrélise conforme pode ser visto na Tabela 4.3.

Valladao et al. (2007) utilizaram um pool enzimatico de P. restrictum no
tratamento de efluentes de abatedouros de aves com 1200 mgO&G/L e
obtiveram uma variagcdo maxima de 7,3 umol/mL de acidos livres em 22 h de
hidrolise utilizando 1%(m/v) de PES. Leal et al. (2006), utilizando efluente de
laticinio com 1000 mg O&G/L e 0,1% do mesmo PES, obteve com 24h de
hidrélise a 35°C um aumento no teor inicial de &cidos livres proximo de 8
pmol/mL. Valente et al. (2010), utilizando 0,5 % (m/v) do mesmo PES deste
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trabalho, obteve 4,7 ymol/mL em 8 h de hidrélise na melhor condicao de
producéo de biogas.

Neste trabalho, utilizando-se uma atividade de 0,16U/mL de efluente, a
producdo de acidos graxos livres foi de 9,69 umol/mL em 4 h de hidrélise. Tal
resultado indica, pela avaliacdo dos resultados obtidos em trabalhos anteriores,
gue a quantidade de enzima ainda pode ser reduzida e que menores atividades
enzimaticas podem levar a melhores condicdes de producédo de metano.

4.3.2. Testes de hidrolise utilizando a torta 2

A partir deste momento outro lote de torta foi utilizado, denominado torta
2, cuja melhor condicao de fermentagéo foi definida no item 4.2.2. Desta forma,
foi necessario refazer as condicbes ja estudadas, a excecdo da atividade de
0,67 U/mL de efluente, que nao seria interessante, pois representa elevada
quantidade de enzima. Além das concentragdes ja estudadas, foram realizados
testes com mais duas concentracbes menores de enzima (0,08 e 0,04U/mL de
efluente), haja visto que, pelos resultados obtidos com a torta 1, menores
atividades enzimaticas podem levar a melhores producdes de metano.

A Figura 4.8 mostra as cinéticas de producao de acidos livres nos
tempos de 0, 4, 8, 12, 20 e 24 horas com a nova torta de babagu e a Tabela 4.4
apresenta a producgéo de 4cidos livres em 4 e 24 horas de hidrélise para todas
as condicoes estudadas.

E interessante notar que, apesar da mudanca da torta, aparentemente
os resultados se mostraram semelhantes, sendo as 4 primeiras horas de
hidrélise responsaveis pela maior produgdo de &acidos graxos livres, assim
como ocorreu nas hidrélises anteriores (Figuras 4.6 e 4.7). Entretanto, ao se
avaliar os valores de acidos livres produzidos, ha uma mudanca expressiva nos
valores encontrados quando comparados aos valores obtidos com a torta 1
(Tabela 4.3). A quantidade de acidos livres para a atividade de 0,32 U/mL de
efluente, por exemplo, atingiu o valor de 9,7 umol/mL em 4 h de hidrélise.
Utilizando-se a torta 1, no entanto, o mesmo valor foi encontrado para 0,16
U/mL de efluente no mesmo tempo de hidrélise.
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(umol/mL)

Producdo de acidos livres

Tempo (h)

28

—X— Controle

—— 0,04 U/mL efluente —&— 0,08 U/mL efluente
—0— 0,16 U/mL efluente —0— 0,32 U/mL efluente

Figura 4.8: Variacao do teor de acidos livres com o tempo de hidrélise (50°C)

de efluente de pescado sintético contendo 1500mg O&G/L utilizando diferentes

concentragcdes de PES proveniente da torta 2.

Tabela 4.4: Producao de acidos livres em 4 e 24 h de hidrélise do efluente a

50°C utilizando PES proveniente da torta 2 com diferentes atividades lipasicas

e na condicao Controle.

Variacao de acidos livres

Condicao (umol/mL)
4h 24h
Controle 0,28 1,87
0,04 U/mL de efluente 2,15 3,17
0,08 U/mL de efluente 3,64 6,81
0,16 U/mL de efluente 5,60 8,21
0,32 U/mL de efluente 9,70 13,34

Uma das hipbdteses para esta variacdo é a presenga excessiva de

proteases no PES da torta 2 que pode estar determinando a degradacao das

lipases e impedindo sua plena atividade. Entretanto, ao se avaliar a producéo

de acidos graxos livres do Controle na Tabela 4.4, em comparagao aos valores

obtidos nas Tabelas 4.2 e 4.3 com o PES da torta 1, nota-se uma queda

significativa nos valores de &cidos livres obtidos para o Controle nestas

hidrolises. Tal queda pode, provavelmente, ocorrer nos resultados de hidrélise
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com a utilizacdo de PES e pode ser proveniente de erro de leitura do eletrodo,
que deve ser lavado a cada 45 amostras para garantir sua correta calibragao e,
portanto, uma leitura mais confiavel.

Desta forma, ap6s a recalibracdo do eletrodo, as hidrélises foram
refeitas apenas com 0,16 e 0,32 U/mL de efluente até o tempo de 4 horas, por
trés vezes e em triplicata a cada vez. A faixa de variagdo na produgédo de
acidos livres em 4 h de hidrolise é apresentada na Tabela 4.5 a seguir.

Tabela 4.5: Producgao de acidos graxos livres apés 4 h de hidrélise do efluente
a 50°C com PES proveniente da torta 2 e diferentes atividades lipésicas e na
condicao Controle.

Variacao de acidos livres

Condicao
em 4 h (umol/mL)
Controle 1,64 + 0,62
0,16 U/mL de efluente 4,71 £ 0,96
0,32 U/mL de efluente 6,60 £ 0,26

Aparentemente, com a limpeza do eletrodo do aparelho titulador, foi
possivel encontrar valores semelhantes aos encontrados anteriormente para o
Controle. Entretanto, os valores observados para as atividades de 0,16 e 0,32
U/mL de efluente diferiram de forma relevante entre os PES obtidos com as
tortas 1 e 2. Além disto, com a limpeza do eletrodo foi possivel notar que para a
atividade de 0,32 U/mL de efluente, ha uma variagdo de 3 umol/mL para menos
do valor encontrado anteriormente utilizando a mesma torta 2. A diferenca
observada nos valores de acidos graxos livres provavelmente se deve a agao
de proteases que possuem uma atividade semelhante a lipasica, conforme dito
anteriormente, podendo prejudicar a acao das lipases.

Como descrito anteriormente, os valores de acidos graxos livres
encontrados na literatura para as melhores condicoes de hidrélise e posterior
producao de biogas variaram entre 4,7 e 8 umol/mL para diversos tempos e
tipos de efluentes, sendo o valor de 4,7 umol/mL encontrado para o efluente de
industrias de processamento de pescado (Valente et al., 2010). Assim,
considerando os resultados obtidos na Figura 4.8 e nas Tabelas 4.4 e 4.5,
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chegou-se a conclusao de que as melhores atividades a serem empregadas
em hidrélises anteriores aos ensaios de biodegradabilidade anaerdbia seriam
0,16 e 0,32 U/mL de efluente e que o melhor tempo de hidrélise seria o de 4
horas, uma vez que neste tempo obteve-se a maior variagdo nos acidos livres
em todos 0s experimentos.

Com a definicdo dos parametros que seriam utilizados nos ensaios
posteriores de biodegradabilidade anaerdbia, foi dada continuidade aos

experimentos, conforme apresentado no item 4.5.1.

4.4. Avaliacdo da hidrolise termofilica com PEL produzidos nos meios FS e
FSB

Uma vez que a atividade ja havia sido determinada para o emprego de
PES, esta foi mantida para os experimentos com PEL proveniente da
fermentacdo com meio sintético e da fermentacdo com meio no qual foi
utilizado babacu (descritas no item 3.2.3). As quantidades de PES e PEL foram
calculadas para garantir uma atividade lipasica inicial de 0,16 U/mL de efluente.
Industrialmente, ndo ha justificativa econdbmica para a utilizagdo de
fermentacgdes submersas no tratamento de efluentes (CASTILHO et al., 2000a),
sendo estes experimentos realizados a fim de comparar a aplicagdo de
diferentes atividades protease na producédo de metano.

Sendo assim, para realizar os ensaios de biodegradabiidade anaerdbia,
antes era necessario que fosse feito o estudo da aplicacdo destas enzimas a
50°C a fim de se determinar o tempo ideal de hidrélise. A Figura 4.9 apresenta
a producao de acidos livres em hidrélises de efluente contendo 1500 mg
O&G/mL, a 50°C, em 0, 4, 8, 12, 16 e 20 horas, com diferentes preparados
enzimaticos provenientes de FS e FES, todas com atividade lipasica de 0,16
U/mL.

Observa-se que a maior variacdo da producdo de acidos livres se
mantém em 4 h de reagcdo como observado anteriormente e que os valores
encontrados de producdo de acidos livres diferem de acordo com a condicao
empregada nas fermentac¢des, sendo o maior valor obtido com a utilizagdo de
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PES. Uma possivel explicacdo para tal resultado € que diferentes pools
enzimaticos sdo produzidos ao se utilizar este mesmo fungo em FS e FES
sendo que em FES pode ocorrer a expressao de varias lipases (SANTOS,
2010).
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Figura 4.9: Produgao de acidos livres com o tempo de hidrolise a 50°C com
preparados enzimaticos provenientes de fermentacdo com meio sintético (FS),
com torta de babacu em agua (FSB) e FES, todas com atividade lipasica de
0,16 U/mL.

Com a definicao do tempo de hidrélise e da atuacao dos diferentes pools
enzimaticos a 50°C, foram realizados os testes de biodegradabilidade
anaerdbia e producao especifica de metano que podem ser observados no
item 4.5.2.

4.5. Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia e producdo especifica de
metano (PEM)
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4.5.1. Teste com diferentes atividades lipasicas: 0,16 e 0,32 U/mL de

efluente

Para atestar qual das duas condi¢cdes de pré-tratamento enzimatico seria
a melhor escolha de atividade lipdsica para as demais etapas do presente
trabalho, foram feitos ensaios de biodegradabilidade anaerébia termofilica
(50°C) em 3 bateladas consecutivas. Para tal, utilizou-se o pool enzimético
obtido da torta 2 fermentada pelo fungo P. simplicissimum em hidrélises a 50°C
com atividades lipasicas de 0,16 e 0,32 U/mL de efluente contendo 1500 mg
O&G/L. Na condicao Controle nao houve pré-tratamento, sendo utilizado
apenas o efluente bruto.

As Figuras 4.10 a 4.12 apresentam os perfis de producédo de biogas
durante os ensaios de biodegradabilidade anaerdbia termofilica para as trés
condi¢cdes testadas representando o primeiro, segundo e terceiro contatos do
lodo anaerébio com os efluentes, respectivamente. A medida do gas foi feita de

24 em 24 horas até a sua estabilizacao.
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Figura 4.10: Perfil de producéo de biogas a 50°C na condicdo Controle e com
efluente previamente hidrolisado com 0,16 e 0,32 U/mL de atividade lipasica:

primeiro contato do lodo com o efluente.
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Figura 4.11: Perfil de producao de biogas a 50°C na condicéo Controle e com
efluente previamente hidrolisado com 0,16 e 0,32 U/mL de atividade lipasica:

segundo contato do lodo com o efluente.
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Figura 4.12: Perfil de producéo de biogas a 50°C na condicéo Controle e com
efluente previamente hidrolisado com 0,16 e 0,32 U/mL de atividade lipasica:

terceiro contato do lodo com o efluente.
Na primeira (Fig. 4.10) e terceira bateladas (Fig. 4.12) a producao de

biogas estabilizou em 72 h, enquanto na segunda batelada (Fig. 4.11) a

producdo demorou mais a estabilizar, necessitando de 96 h. Este tempo foi
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bem reduzido quando comparado, por exemplo, ao trabalho de Valente et al.
(2010) que demorou cerca de 12 dias para a completa estabilizagdo da
producéo de biogas a 30°C.

A Tabela 4.6 apresenta os resultados obtidos apdés as 3 bateladas
consecutivas com o efluente nas diversas condicdes apresentadas

anteriormente.

Tabela 4.6: Resultados dos testes de biodegradabilidade anaerébia
termofilica para a utilizacdo do PES da torta 2 com 0,16 e 0,32 U/mL de
efluente e na condicao Controle.

PEM média a
DQO Remocao Volume de Percentual 50°C
DQO final
Condicao Inicial (ma/L) de DQO biogas a de Metano (mL de CH,/g
(mg/L) (%) 50°C (mL) (%) DQO
removida)
Primeira Batelada
Controle 6580 £ 10 284 + 8 95,3 67,3+5,8 74,0+0,3 88
0,16* 7220 +200 318+10 95,0 92,5+ 10,0 68,0 + 0,2 101
0,32* 8065 £250 34110 95,2 86,0 £9,0 72,0£0,2 89
Segunda Batelada
Controle 5865+ 10 1040 £ 5 82,3 19,8 £1,0 43,5+ 0,1 20
0,16* 7780 £ 110 1045+ 10 86,6 743+45 93,0+ 0,1 114
0,32* 8600 + 100 1060 £ 10 87,7 83,5+4,7 82,0+0,2 101
Terceira batelada
Controle 7845+15 2454 +20 68,72 43+15 33,3+£0,5 3
0,16* 7590 +210 1972+35 74,02 9,3+£3,5 53,7 £0,7 10
0,32* 7770 £ 160 2440 +25 68,60 9,5+0,5 40,4 £ 0,4 8

* U/mL de efluente; DQO - demanda quimica de oxigénio; PEM — producao
especifica de metano

Analisando-se os dados apresentados nas Figuras 4.10 a 4.12 e na

Tabela 4.6, percebe-se que no primeiro contato do lodo com efluente contendo

1500 mg O&G /L, todas as condigdes avaliadas apresentaram remocgdes de

72



DQO e percentuais de metano produzido similares. No entanto, o Controle
apresentou volume de biogas sempre menor que nos experimentos com
efluente pré-tratado, embora a diferenca tenha sido bem pequena, cerca de 22
mL no primeiro contato.

Ja no segundo contato do lodo com o efluente, nota-se uma evidente
queda no percentual de metano produzido no Controle, assim como no volume
de biogas, diferentemente do que ocorreu para as demais condi¢cées nas quais
houve o pré-tratamento enzimatico. O Controle apresenta uma reducdo
acentuada da producao de biogas, de 67,3, em média, para 19,8 mL (uma
reducao de 70,6%). Enquanto nos experimentos com efluente pré-tratado com
0,16 e 0,32 U/mL ocorre uma redugdo bem menor no volume de biogas
produzido, de 22% e 3%, respectivamente. Estes resultados ja eram
esperados, pois no Controle ha a adsorcdo de gorduras nao hidrolisaveis na
biomassa microbiana, o que prejudica a metabolizacdo do material organico do
efluente (ROLLON, 1999). Entretanto, nota-se que possivelmente ha um
acumulo destas gorduras nao hidrolisadas também nas demais condi¢des
testadas uma vez que ha a diminuicdo na porcentagem de remocao de DQO
em todas as condicoes.

No terceiro contato, apesar do Controle continuar mantendo producéo de
biogas menor que nos efluentes pré-tratados, a producdo de biogas cai
acentuadamente nas trés condicdes avaliadas. Uma hip6tese para tal resultado
seria 0 acumulo de gorduras no lodo anaerébio em todas as condigdes
testadas, pois houve uma diminuicdo significativa de todos os parametros
avaliados em todas as condicoes.

Outra hipotese seria que, possivelmente, a hidrolise foi prejudicada pela
presenca de proteases que impediriam uma atuacdo adequada das lipases
presentes no PES. Valladdao (2009) observou um comportamento oposto ao
deste trabalho, a medida que as bateladas eram feitas, a biomassa microbiana
se tornava mais adaptada e, portanto, a producdo de metano aumentava.
Neste trabalho, no entanto, os resultados sugerem que o acumulo de gordura
supera a adaptacao do lodo prejudicando a atuacao destes micro-organismos
na remocao de DQO e producdo de metano. Além disto, as proteases podem
estar atuando na redugcdo da biomassa microbiana. Maeda et al. (2011)

descobriram em seu estudo que a reducdo de lodo é minimizada com a
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aplicacao de inibidores de atividade proteasica e aumentada na presenca de
proteases, no caso secretadas por Brevibacillus sp.

A temperatura elevada € outro fator que pode ter interferido na producao
de metano, pois a hidrélise termofilica pode liberar acidos graxos de cadeia
longa no meio reacional, conhecidos inibidores das arqueas metanogénicas
(HATAMOTO et al., 2007; VALLADAO et al., 2010).

Ainda assim, com os resultados encontrados foi possivel chegar a
melhor condicdo dentre todas testadas, sendo esta a de menor atividade
enzimatica. Em todas as bateladas, esta condicao (0,16 U/mL de efluente)
apresentou as melhores respostas de producédo especifica de metano — 101,
114 e 10 mL de CH4/g DQO removida - quando comparada as demais. Além de
representar uma redugdo de aproximadamente 4,2 vezes na quantidade de
enzima utilizada anteriormente por Valente et al. (2010) no seu tratamento, o
que diminui os custos do processo.

Além disso, esta condicao foi a que mais se aproximou do valor teorico
maximo de PEM esperado, que leva em consideracdo o aproveitamento de
toda a matéria organica introduzida apenas para a formagao de metano, que é
de 414 mL CH4/g DQOremovida @ 50°C. Valente et al. (2010), utilizando a melhor
condigdo obtida pela autora em seus ensaios — 8h de hidrdlise a 30°C
utilizando 0,5% (m/v) PES — chegou ao valor de 216 mL CH4/g DQOremoviga @
30°C. Este valor corresponde a 230 mL CH4/g DQOremovica @ 50°C 0 que
significa aproximadamente 56% do valor tedrico maximo esperado. Porém, o
valor de biogas alcancado foi maior (155 mL) do que o obtido no presente
trabalho. Esta diferenca pode ter acontecido devido a maior temperatura
utilizada na hidrélise e nos ensaios de biodegradabilidade. Ou ainda ao
efluente, uma vez que o efluente utilizado neste trabalho € sintético, enquanto o
efluente utilizado por Valente et al. (2010) era industrial. Desta forma, uma
comparagao entre os dois trabalhos, utilizando o efluente sintético, torna-se
necessaria para uma melhor avaliacao de produtividade.
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4.5.2. Estudo da influéncia das proteases na PEM

Para analisar se o0 excesso de proteases no PES era prejudicial a etapa
posterior de producdo de metano foram utilizados 3 pools enzimaticos
derivados de trés diferentes sistemas fermentativos: fermentacao submersa
com meio sintético (FS), fermentagdo submersa com babagu (FSB) e FES,
descritos nos itens 3.2.3 e 3.2.4. Cada um destes pools enzimaticos possui trés
diferentes niveis de atividades proteasicas com relacao as atividades lipasicas,
previamente descritos nos topicos 4.2.1 e 4.2.2.

A razao entre ambas as atividades enzimaticas (proteases:lipases) é
maior no PES proveniente da FES (relacado de 1,16:1), intermediaria no PEL da
FSB (0,4:1) e ausente no PEL proveniente da FS.

Sendo assim, mantendo-se a atividade lipasica em 0,16 U/mL de
efluente para todos os pools enzimaticos obtidos, foi realizada a hidrélise
termofilica no tempo ideal anteriormente determinado (4h). Os efluentes
hidrolisados  foram, posteriormente, conduzidos aos ensaios de
biodegradabilidade anaerodbia termofilica e os resultados obtidos podem ser
observados na Tabela 4.7.

No experimento anterior, foram realizadas 3 bateladas consecutivas,
observando-se uma queda significativa nos parametros avaliados na terceira
batelada. Desta forma, neste experimento, foram realizadas 4 bateladas
separadas duas a duas pelo tempo de uma semana para o que foi intitulado de
“recuperacao do lodo”, pois acredita-se que possivelmente a temperatura pode
auxiliar na solubilizag&do/hidrélise das gorduras aderidas a biomassa.

Devido a este tempo de recuperacgao do lodo, verificou-se que a terceira
e quarta bateladas se comportaram como a primeira € segunda bateladas,
respectivamente, quando analisada a producdo especifica de metano para
todas as condicdes. Tal fato pode ser observado também quando se analisa a
producéo de biogas e a PEM do Controle na primeira e terceira bateladas, que
se mostram extremamente reduzidas quando comparadas as demais
condicoes, apesar de haver uma boa remocdo de DQO. No entanto, a
metabolizacdo de DQO pode estar sendo utilizada para outros fins que nao a
producdo de biogas (SILVA, 2011) como, por exemplo, a formacao de
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biomassa. A remocdao de DQO medida pode ainda nao ser devido a

metabolizacdo da matéria organica, mas por adsorcdo e acumulo na biomassa.

Tabela 4.7: Resultados dos testes de biodegradabilidade anaerdbia termofilica
para as seguintes condicoes: Controle, FS, FSB e FES, todas com 0,16 U/mL

de efluente.
DQO Remocao Volume de Percentual PEM media a
DQO final 50°C
Condicao Inicial de DQO biogas a de Metano
(mg/L) (mL de CH4/g
(mg/L) (%) 50°C (mL) (%) .
DQO removida)
Primeira Batelada
Controle 3723 40 3075 91,8 14,3 £3,5 85,1 +0,1 40
FS 4267 £ 64 44012 89,7 87,0+8,4 88,9+0,2 225
FSB 3477 £207 433 £48 87,5 43,3+ 12,2 89,3 £ 0,1 141
FES 5107 +57 35914 93,0 97,5+6,4 86,6 + 0,1 198
Segunda Batelada
Controle 5463 +200 615+30 88,7 46,0 £ 7,1 89,5+ 0,05 94
FS 4673 +74 606 + 31 87,0 62,8 + 8,1 89,3 + 0,06 153
FSB 3917 £112 767 £19 80,4 41,9+13,7 89,5+ 0,03 132
FES 5907 +337 5823 90,1 60,7 +5,5 85,9 + 0,04 109
Terceira batelada
Controle 4552+69 1219 + 81 73,2 8,0+0 82,9+ 0,07 22
FS 6433 + 115 1998 + 30 68,9 50,5+6,8 80,1+ 0,09 101
FSB 4373 +326 1147 £ 32 73,8 56,5+ 1,9 84,4 + 0,05 164
FES 6075 +£171 1174 £60 80,7 80,5+1,0 81,3 £ 0,01 148
Quarta Batelada
Controle 5822 +42 1199+ 14 79,4 66,5+ 4,8 84,8 + 0,07 136
FS 6372+25 1656 +18 74,0 61,3 + 3,1 85,2+ 0,56 123
FSB 5128 +67 11515 77,6 52,0+2,9 85,3 + 0,09 124
FES 6517 + 85 93117 85,7 68,5+ 6,4 84,4 + 0,02 115
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Os resultados de percentual de metano produzido foram semelhantes
para todas as condicdes, inclusive para o Controle. Porém, ao se avaliar a
remocao de DQO, a condicdo na qual foi utilizado o PES, proveniente da FES,
foi a que obteve melhores resultados, estando sempre acima de 80%. Isto
indica que, possivelmente, o preparado enzimatico sélido contém um pool de
enzimas com maior especificidade para os constituintes do efluente, auxiliando
a biodegradabilidade do mesmao.

A utilizacdo da FES pode nao ter levado as maiores producoes
especificas de metano, mas resultou nas maiores reducdes de DQO quando
comparada as demais condi¢cées. No quarto contato, a FES apresentou menor
PEM, porém, uma vez que os percentuais de metano e os volumes de biogas
produzidos foram semelhantes nas diferentes condicdes, o fator determinante
para diminuir ou aumentar os valores de PEM sao os da remocao de DQO, de
modo que quanto maior a redugédo, menor a PEM. Sendo assim, tal valor ndo
sugere que o tratamento feito com PES da FES seja pior, ao contrario, a
remocao de DQO é melhor, o que é de suma importancia no tratamento de
efluentes.

De modo geral, ndo foram observadas diferencas extremas entre uma
condicao e outra que justificasse a utilizacdo da FS. E a grande quantidade de
proteases nao prejudicou o tratamento anaerdbio, o que permitiu que se
continuasse utilizando o PES. Ha de se considerar que os efluentes da
industria de pescado contém uma relevante porcdo de matéria organica
biodegradavel composta principalmente por proteinas e lipideos (GONZALEZ,
1996; LUCAS et al., 2000; ROLLON, 2002). Sendo assim, a presenca de
proteases é importante na hidrélise das proteinas presentes no efluente, assim
como ocorreu com Mendes e colaboradores (2006). Ao tratar efluentes de
laticinios ricos em gorduras e proteinas os autores observaram a hidrélise
protéica devido a presencga de proteases no preparado utilizado, proveniente de

pancreas de porco.
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4.5.3. Cinéticas comparativas entre PEM e remocao de DQO

Valente et al. (2010) empregaram um efluente industrial em seu trabalho,
0 que pode ser prejudicial na comparagdo com o presente trabalho, uma vez
que neste foi utilizado um efluente sintético. Como observado por Valladao et
al. (2010), os efluentes apresentam diferencas quanto a inibicdo ou nao da
producdo de metano pelas arqueas metanogénicas devido a presenca de
acidos graxos livres de cadeia longa. Sendo assim, optou-se por repetir a
melhor condicdo encontrada pela autora (Valente et al., 2010) e comparar com
a melhor condi¢ao encontrada neste trabalho, empregando o efluente sintético.

O elevado consumo energético para manutencdo da temperatura de
50°C durante o tratamento anaerdbio pode ser um fator limitante para a
viabilizagdo deste processo nas industrias. Ao mesmo tempo, a utilizagdo desta
temperatura para uma hidrolise de apenas 4h pode ser viavel, considerando
que os efluentes industriais sdo gerados a elevadas temperaturas e vazoes.
Estas condicbes possivelmente garantiriam a manutencdo da temperatura
durante o tempo necessario a hidrélise.

Desta forma, sugeriu-se a realizacdo de uma cinética mantendo-se a
hidrélise a 50°C e verificando-se o tratamento anaerébio a 30°C ou 50°C para
fins comparativos com as demais condi¢des testadas neste e no trabalho de
Valente et al.(2010). Assim, foram avaliadas trés condigdes, a saber:

1) Termofilica: hidrolise e ensaios de biodegradabilidade anaerdbia a
50°C;

2) Mesofilica: hidrdlise e ensaios de biodegradabilidade anaerdbia a 30 °C;

3) Hibrida: Hidrdlise a 50°C e ensaios de biodegradabilidade anaerdbia a
30°C.

Para realizar estas cinéticas, lodos pré-adaptados as condigdes
temofilica e mesofilica foram submetidos a trés bateladas consecutivas com o
efluente hidrolisado tanto a 50°C quanto a 30°C no tempo e condicdes
descritas no tépico 3.2.5 até que houvesse remocido de DQO acima de 80%.
Sendo assim, os resultados apresentados neste tépico correspondem ao
quarto contato do lodo com o efluente a 1500mg O&G/L, hidrolisado em cada
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uma das condi¢des, de maneira a comparar os trés tratamentos com o mesmo
PES e efluente.

A Figura 4.13 mostra a producdo de biogas nas trés condicdes
(termofilica, mesofilica e hibrida) ao longo do tempo. Verifica-se que nos
tratamentos hibrido e termofilico a producao de biogas estabilizou em torno de
68 h (2,8 d), diferentemente da condi¢cdo mesofilica, que demorou cerca de 180
h (7,5 d) para a estabilizacdo da producdo de biogas. Valente et al. (2010)
observaram a estabilizacdo da produgao de biogas nesta mesma condicao em
12 d, o que provavelmente estd relacionado ao emprego de um efluente

industrial.
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Figura 4.13: Producao de biogas ao longo do tempo nas condicoes mesofilica,
termofilica e hibrida.

A condicdo termofilica, estudada inicialmente neste trabalho, n&o
apresentou bons resultados, chegando a 20,9 + 1,2 mL de biogas, dentre os
quais 18,8 mL sdo metano. Conforme visto anteriormente no item 4.5.1,
quando sao feitas bateladas consecutivas a 50°C sem o tempo de
‘recuperacdo do lodo”, na terceira batelada ha uma drastica reducado da
producdo de biogas, que se repete na quarta batelada e possivelmente em
todas as conseguintes. Mesmo assim, o tempo de estabilizacdo da producgéo
de biogas continua curto quando comparado ao tempo exigido pelo tratamento

puramente mesofilico.
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O valor mais préximo de 3 d para a estabilizacao da producao de biogas
foi obtido por Silva (2011) que, ao sexto dia de ensaio, verificou que nao havia
mais producdo de biogas sendo os quatro primeiros dias responsaveis pela
maior diferenca de producao. Mendes et al. (2006), por sua vez, ao utilizar uma
hidrélise de 12 h a 35°C obteve a maior variacdo em 2 d de ensaio apesar de
demorar 8 d para a estabilizacdo da producdo de biogas. A hidrélise dos
triglicerideos presentes no efluente e a consequente liberacdo dos acidos
graxos livres pode funcionar como um estimulo para os micro-organismos do
lodo, acelerando o processo de tratamento anaerébio (MENDES et al., 2006).

No caso do presente trabalho, apesar do tempo de hidrélise ser
consideravelmente menor (apenas 4 h), a temperatura utilizada aumenta a
velocidade da reacdo de hidrélise, possibilitando que em menos tempo haja a
quebra dos triglicerideos presentes no efluente em acidos graxos livres e
glicerol, que sdo moléculas mais simples de serem degradadas pelo consércio
microbiano acelerando o processo posterior de tratamento biolégico anaerdbio.
Percebe-se na Figura 4.13 que nas primeiras 24 h de degradacdo a 30°C, os
efluentes oriundos de hidrélises a 30°C ou 50°C mantém a mesma velocidade
de producgéo de biogas (cerca de 2,1 mL/h). No entanto, o efluente oriundo da
hidrélise a 30°C a partir dai reduz gradativamente a velocidade de producao de
biogas até a estabilizagdo em 180 h. Enquanto o efluente oriundo da hidrélise a
50°C mantém a velocidade de producado de biogas por mais 20 h e estabiliza
em seguida. Tal comportamento indica que a hidrélise a 50°C libera mais
produtos de mais rapida assimilagdo pela populacdo microbiana, o que € de
extrema importancia para o processo de tratamento anaerébio.

Observa-se que a condicdo hibrida apresentou os melhores resultados
de produgéo de biogas — 106,0 £ 1,7 mL, sendo 95,5 mL de metano. Desta
forma, uma maior temperatura de hidrélise permite producdes de biogas tao
altas quanto as encontradas na condicao mesofilica — 104,1 + 6,2 mL de biogas
dos quais 93,8 mL sao metano, porém em tempos reduzidos.

As Figuras 4.14 a 4.16 apresentam o decaimento de DQO e a produgéao
especifica de metano, calculada nas condi¢gdes normais de temperatura e
pressao (CNTP) para que a comparagcao deste parametro se torne viavel, ao

longo do tempo nas trés condigdes.
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Figura 4.14: Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia na condi¢ao termofilica:
producéo especifica de metano (CNTP) e remoc¢ao de DQO ao longo do tempo.

Na Figura 4.14 sdo apresentados os resultados obtidos na condigdo
termofilica, na qual observa-se que nas primeiras 4 h aproximadamente 55%
da DQO foi consumida sem producdo de metano. Tal resultado pode ser
devido a uma rapida adsorcdo de matéria organica ao lodo, como observado
por varios autores (VALENTE, 2009), que seria lentamente metabolizada. Uma
outra hipétese a ser considerada € a de que uma baixa concentracdo de
arqueas metanogénicas adaptadas a 50°C tenha permanecido no lodo,
coletado em um reator operando na condi¢ao mesofilica.

A maxima remocao de DQO (92%) foi atingida em 84 h, com uma PEM
de aproximadamente 23,0 mL CH./ g DQOremovida, Valor muito abaixo do valor
tedrico (350 mL CH./ g DQOremovidga NAs CNTP).

Nas Figuras 4.15 e 4.16 podem ser observados os resultados obtidos
para as condicées mesofilica e hibrida, respectivamente. Embora tenham sido
atingidos valores semelhantes ao final do tratamento, as cinéticas

apresentaram comportamentos diferentes.
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Figura 4.15: Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia na condicao mesofilica:

producéo especifica de metano (CNTP) e remoc¢ao de DQO ao longo do tempo.

Nas primeiras 12 h de ensaio na condicado mesofilica (Figura 4.15)
ocorreu um decaimento de 77,9% da DQO, que atingiu 90,7% em 180 h e
96,2% em 228 h (9,5 d). Uma PEM maxima de 125 mL CH./ g DQO\emoviga fOI
obtida em 180 h de ensaio. Valente et al. (2010), ao utilizar efluente
proveniente de industria de pescado na condicado mesofilica, obteve 194,6 mL
CH./ g DQOremovidza € um maximo de 93% de remocao de DQO. Isto indica que,
possivelmente, os efluentes industriais podem ter componentes que auxiliam a
conversao do material organico em metano.

A condicao hibrida (Figura 4.16) apresentou PEM maxima de 110,6 mL
CH./ g DQOremovidza €M 228 h. No entanto, em apenas 68 h ja havia atingido um
valor de 105,4 mL CH./ g DQOyemovica; diferentemente do que ocorreu na
condicao mesofilica (Figura 4.15) em que somente em 96 h valores proximos
do maximo (98,6 mL CH./ g DQO emovida) foram atingidos. Quanto a remocao de
DQO, em apenas 4 h de ensaio, a DQO residual chegou a 25% da inicial, o que
significa uma reducao de DQO de 75%. Em 28 h a remocéao ja havia atingido
93,3%, em 116 h atingiu o patamar de 97,85% chegando em 98,2% em 228 h.
Em 68 h houve uma remocao de DQO de 97,5% e a PEM atingiu niveis
préximos ao maximo obtido no tempo do ensaio. Sendo assim, um tempo de 68

h seria suficiente para que o efluente chegasse aos niveis desejados.
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Figura 4.16: Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia na condi¢ao hibrida:
producéo especifica de metano (CNTP) e remoc¢éao de DQO ao longo do tempo.

Tais resultados, em conjunto com o0s observados na Figura 4.13,
sugerem que o fator limitante para a diminuicdo do tempo de tratamento néo
esta na biodegradabilidade anaerdbia termofilica, mas sim na hidrélise
termofilica. Esta ultima provavelmente promove a liberacdo de componentes
que auxiliam na biodegradabilidade do efluente e também na formacado de
metano, além de permitir a utilizacdo de menores quantidades de enzima, uma
vez que a atividade é reduzida.

Desta forma, os resultados observados nas cinéticas de PEM e remocéao
de DQO levam a crer que a hidrélise a 50°C, além de reduzir a atividade
enzimatica e diminuir o tempo de reagao, pode ser a chave para a aceleracao
de um tratamento biol6gico anaerdbio mesofilico posterior, que por ser
conduzido a temperaturas medianas ndo representaria aumento nos custos do
processo. E podera, inclusive, ser conduzido a temperatura ambiente, devido
as condicdes ambientais brasileiras, que garantem uma temperatura elevada
na maior parte do tempo. Mesmo que a temperatura de hidrélise tenha de ser
mantida, possivelmente o maior consumo energético seria compensado com a
diminuicao do tempo do processo de tratamento como um todo. O que torna tal
condicdo um importante alvo para estudos de escalonamento do processo

visando sua posterior aplicacado industrial.
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5. Conclusdes e sugestdes

Ao final deste estudo, chegou-se as seguintes conclusoes:

» Foi possivel desenvolver um efluente sintético com caracteristicas
semelhantes aos efluentes industriais, utilizando cabecas, parte das
escamas, visceras, caudas e 0ssos de Sardinella sp., espécie presente

no litoral brasileiro.

» Testes preliminares de hidrélise enzimatica com 1% de azida sédica
possibilitaram avaliar que os micro-organismos presentes no efluente
tém sua atividade metabdlica reduzida a 50°C e ndo apresentam

significativo consumo de matéria organica nas condi¢des de ensaio.

» A utilizacdo da atividade enzimatica ao invés da porcentagem de PES
permitiu uma melhor reprodutibilidade dos testes realizados.

» Hidrélises realizadas a 50°C mostraram que apés 4h com 0,32 e 0,16
U/mL de PES obteve-se concentracdes de acidos livres dentro da faixa
recomendada em varios trabalhos para melhores respostas no
tratamento biolégico anaerdbio posterior. Fator este que leva a relevante
reducdo da quantidade de enzima, em comparagcdao a hidrolise
conduzida a 30°C.

» Os ensaios de biodegradabilidade anaerdbia termofilica demonstraram
que a menor quantidade de enzima avaliada (0,16 U/ mL) levou a
maiores valores de PEM. Com o aumento no numero de bateladas,
ocorreu uma diminuicdo na remocédo de DQO, produgdo de metano e
também na PEM, sendo estes resultados mais agravados no Controle,
no qual uma brusca reducdo na PEM ocorreu a partir da segunda
batelada.
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A presenga de altos niveis de protease no pool enzimatico,
aparentemente, ndo € responsavel pela reducdo da PEM, mas
provavelmente o acumulo de gordura no lodo anaerdbio durante o

tratamento.

A PEM nos ensaios com pré-hidrélise e tratamento anaerdbio a 50°C foi
maior que nos ensaios Controle. Apesar disto, os resultados obtidos sob
condigdes termofilicas foram inferiores aos obtidos a 30°C. No entanto,
ao se avaliar uma condicdo hibrida, na qual a hidrélise a 50°C foi
mantida e o tratamento biolégico anaerdbio foi conduzido a 30°C,
obteve-se 0s mesmos resultados encontrados a 30°C, porém em 68 h
de ensaio. O que indica que este tratamento pode ter relevancia
significativa para a aplicacdo em sistemas industriais.

Sugestodes para trabalhos futuros seriam:

Avaliar a aplicacdo de 0,08 U/mL de efluente em hidrélises termofilicas
por 4 h e o posterior tratamento bioldgico anaerdbio a 30°C.

Avaliar a melhor condigdo de hidrélise enzimatica obtida com efluente

industrial.

Avaliar os efeitos e resultados da hidrolise termofilica e posterior
tratamento em reatores UASB.

Realizar anélise econdmica da condicdo de tratamento proposta em

comparacao ao tratamento convencional aplicado nas industrias.
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